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RESUMO 

 

Moreira, Y.J.C.B.M Identificação de perfis de expressão de RNAs codificadores e não 

codificadores como preditores de recorrência de câncer de próstata. 2010. 158p. Tese de 

Doutorado – Programa de Pós-Graduação em Bioquímica. Instituto de Química, 

Universidade de São Paulo, São Paulo.  

 

 O câncer de próstata é o quinto tipo mais comum de câncer no mundo e o mais 

comum em homens. Fatores clínicos e anatomopatológicos atualmente usados na clínica não 

são capazes de distinguir entre a doença indolente e a agressiva. Existe uma grande 

necessidade de novos marcadores de prognóstico, a fim de melhorar o gerenciamento clínico 

de pacientes de câncer de próstata. 

Além das anormalidades em genes codificadores de proteínas, alterações em 

RNAs não codificadores (ncRNAs) contribuem para a patogênese do câncer e, portanto, 

representam outra fonte potencial de biomarcadores de câncer de próstata. Entretanto, até o 

momento, poucos estudos de perfis de expressão de ncRNAs foram publicados. 

Este projeto teve como principal objetivo identificar perfis de expressão de genes 

codificadores e não codificadores de proteína correlacionados com recorrência de tumor de 

próstata, a fim de gerar um perfil prognóstico com potencial uso como biomarcadores e 

elucidar o possível papel de ncRNAs no desenvolvimento do câncer. Para isso, foram 

analisados os perfis de expressão de genes codificadores e não codificadores de proteína de 

um conjunto de 42 amostras de tecido tumoral de câncer de próstata de pacientes de amostras 

de pacientes submetidos à prostatectomia radical, com longo acompanhamento clínico (cinco 

anos) e conhecida evolução da doença Nós utilizamos microarranjos por nós desenhados e 

fabricados pela Agilent sob encomenda, interrogando aproximadamente 18.709 transcritos 

não codificadores longos (>500 nt), sem evidência de splicing, que mapeiam em regiões 

intrônicas dentro de 5.660 loci genômicos. Os dados de expressão foram extraídos de cada 

arranjo, normalizados entre todas as 42 amostras de pacientes. Usando uma estratégia de 
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múltipla amostragem, foi identificado um perfil de expressão de mau prognóstico, contendo 

51 transcritos intrônicos não codificadores de proteína. O perfil prognóstico de ncRNAs foi 

aplicado a um conjunto teste independente de 22 pacientes, classificando corretamente 82% 

das amostras. Uma análise de Kaplan-Meier dos pacientes do conjunto teste indicou que as 

curvas de sobrevida dos grupos de alto e baixo risco foram significativamente distintas (Log-

rank test p = 0,0009; Hazard ratio = 23,4, 95% CI = 3,62 a 151,2), confirmando assim que 

este classificador é útil para identificar pacientes com alto risco de recorrência. Além disso, 

estas descobertas indicam um potencial papel destes RNAs intrônicos não codificadores na 

progressão do tumor de próstata e apontam para os RNAs intrônicos como potenciais novos 

marcadores de câncer. 

Palavras-chave: câncer de próstata, marcadores moleculares, RNAs não 

codificadores intrônicos, transcrição antissenso, microarranjos de DNA, recorrência 

bioquímica. 
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ABSTRACT 

 

Moreira, Y.J.C.B.M Identification of protein-coding and non-coding RNA expression 

profiles as prognostic marker of prostate cancer biochemical recurrence. 2010. 158p. 

PhD Thesis – Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Química , Universidade de São 

Paulo, São Paulo.   

 

 Prostate cancer is the fifth most common type of cancer in the world, and the 

most common in men. Clinical and anatomo-pathological factors currently used in clinic are 

not able to distinguish between the indolent and the aggressive disease. There is a major need 

of new prognostic makers in order to improve the clinical management of prostate cancer 

patients.  

Apart from abnormalities in protein-coding genes, changes in non-coding RNAs 

(ncRNAs) contribute to the pathogenesis of cancer and thus represent another potential 

source of prostate cancer biomarkers. However, few studies of expression profiles of ncRNAs 

have been published.  

This project aimed to identify expression profiles of protein-coding and non-

coding genes correlated to prostate cancer biochemical recurrence. For this, we analyzed the 

expression profile of 42 prostate cancer samples from patients undergoing radical 

prostatectomy, with long follow-up (five years), and know disease outcome. We used a 

custom microarray designed by us and printed by Agilent, that probes 18,709 long (>500 nt) 

ncRNAs mapping to intronic regions within 5,660 genomic loci. The expression data were 

extracted from each array and normalized across all 42 samples. Using a multiple random 

sampling validation strategy, we identified an expression profile of poor prognosis, 

comprising 51 ncRNAs. The prognostic profile of ncRNAs was applied to an independent 

test set of 22 patients, correctly classifying 82% of the samples. A Kaplan-Meier analysis of 

the test set of patients indicated that the survival curves of high and low risk groups were 

significantly different (Log-rank test p = 0.0009, Hazard ratio = 23.4, 95% CI = 3.62 to 
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151.2) thus confirming that this classifier is useful for identifying patients at high risk of 

recurrence. Furthermore, these findings indicate a potential role of these intronic non-coding 

RNAs in the progression of prostate tumors and points to the intronic ncRNAs as potential 

new markers of cancer. 

 

Keywords: prostate cancer, molecular markers, intronic non-coding RNAs, antisense 

transcription, DNA microarray, biochemical recurrence. 
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1. Introdução 

1.1 Aspectos gerais do câncer de próstata (PC) 

O câncer é definido por um crescimento anormal de células causado por múltiplas 

alterações na expressão de seus genes, levando a um balanço desregulado da proliferação e 

morte celular, finalmente evoluindo em uma população de células que podem invadir tecidos 

e metastatizar em sítios distantes (Ruddon, 2007). Este crescimento anormal é resultado da 

mutação em proto-oncogenes e genes supressores tumorais, que regulam a proliferação, 

diferenciação e sobrevivência das células (Lieberman et al., 2009).  

O câncer de próstata é uma doença complexa, envolvendo fatores genéticos, 

epigenéticos e hormonais (Hofmann et al., 2003). Apesar dos recentes progressos feitos na 

biologia molecular, a patogênese do câncer de próstata permanece pouco entendida 

(Hofmann et al., 2003; Cardiff et al., 2010). Isto é reflexo de vários fatores, que incluem a 

composição complexa da glândula prostática e a natureza heterogênea e multifocal do câncer 

de próstata (Ware, 1994; Andreoiu et al., 2010). 

 

1.1.1 Anatomia da próstata 

A próstata está situada na pélvis, rodeada pelo reto posteriormente e pela bexiga 

superiormente (Figura 1). Existem quatro principais zonas dentro da próstata normal: a zona 

periférica, com 70% de tecido glandular; a zona central, com 20% de tecido glandular, zona 

de transição, com 75% de tecido glandular, e o estroma fibromuscular anterior (Figura 2).  

A zona periférica estende posterio-lateralmente ao redor da glândula a partir do 

ápice até a base e representa o local mais comum para o desenvolvimento de carcinomas na 

próstata. A zona central rodeia o aparato ductal ejaculatório e perfaz a maioria da base da 

próstata. A zona de transição se constitui de dois pequenos lóbulos que confinam a uretra 

prostática e representam a região onde a Hiperplasia Prostática Benigna (BPH) 
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primariamente origina-se. Já o carcinoma pode se apresentar em todas as regiões da próstata. 

No entanto, comparada aos cânceres da zona periférica, carcinomas que se originam na zona 

de transição tem sido sugeridos como de menor potencial de malignidade; contudo, outros 

estudos sugerem que não existe diferença no desfecho quando normalizado por graduação e 

estádio (Greene et al., 1991; Reissigl et al., 1997). 

Não existe nenhuma cápsula anatômica verdadeira que rodeia a próstata, similar 

ao que é observado no rim. O tecido muscular do estroma prostático gradativamente se 

estende em tecido fibroso, que por fim termina em tecido conectivo frouxo e tecido adiposo 

(McNeal, 1988a). 

A próstata é composta de glândulas ramificadas, com dutos que são alinhados com 

as células epiteliais secretoras e as células basais (Figura 3) (McNeal, 1988b). Células 

neuroendócrinas dispersas estão também presentes e especula-se que forneçam uma função 

parácrina da glândula (di Sant'Agnese, 1998). As células epiteliais secretoras representam o 

tipo celular mais comum na glândula, são andrógeno-dependentes para crescer, e produzem o 

antígeno específico da próstata (Prostate Specific Antigen - PSA) e fosfatase ácida prostática 

(Isaacs, 1983). A camada basal não é dependente de andrógeno para o crescimento e 

especula-se que contenha populações de células-tronco para as células epiteliais prostáticas. 

Ao redor da glândula está o estroma, que inclui fibroblastos, tecido muscular liso, nervos e 

linfócitos. As interações estroma-epitélio permanecem mal compreendidas, mas alguns 

estudos sugerem que o estroma produza múltiplos fatores de crescimento importantes para o 

crescimento e desenvolvimento da próstata normal, bem como do câncer de próstata (Ware, 

1993; Chung, 1995; Scher et al., 1995). 



 
 

20 
 

 
Figura 1: Anatomia da próstata normal (modificado de Holland 1997). 

 

 

 

 
Figura 2: Regiões da próstata (modificado de Holland, 1997). 

 

 

 
Figura 3: Corte histológico da próstata normal ( modificado de McNeal, 1988a). 
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Por ser uma glândula, a próstata é afetada pelos hormônios sexuais masculinos. 

Esses hormônios estimulam a atividade da próstata e a substituição das células da próstata, 

uma vez que essas sejam destruídas. É também dentro da próstata que ocorre a transformação 

da testosterona em diidrotestosterona, que controla o crescimento da glândula. A função da 

próstata é produzir um líquido, o fluido seminal que é eliminado durante o ato sexual 

juntamente com os espermatozoides, os quais têm origem nos testículos. Este líquido 

produzido pela próstata é importante para a vitalidade dos espermatozoides na fecundação. O 

fluído das glândulas é produzido no epitélio (camada de células epiteliais).  

A atividade secretora e proliferativa da próstata é totalmente dependente de 

andrógeno. Recentes estudos relatam que fatores de crescimentos presentes na próstata são 

particularmente importantes, em relação tanto à proliferação estromal quanto glandular. Um 

desequilíbrio hormonal no sistema de produção do fator de crescimento, de dependência de 

andrógeno e estrogênio e mecanismos gerais de envelhecimento celular devem ser levados 

em consideração em alterações patológicas da próstata, como Hiperplasia Prostática Benigna 

(BPH) e Câncer de Próstata (PC) (Aumuller, 1989). 

 

1.1.2 Estatísticas geográficas do câncer de próstata 

 

O PC é o quinto tipo mais comum de câncer no mundo e o segundo mais comum 

em homens, sendo 11,7% dos novos casos: 19% em países desenvolvidos e 5,3% em países 

em desenvolvimento (Figura 4) (Parkin et al., 2005). Os dados mundiais mais recentes sobre 

incidência e morte por câncer são de 2002, quando houve 679.000 novos casos de PC no 

mundo. A incidência e mortalidade variam em diferentes partes do globo, sendo maior nos 

países ocidentais (Hsing et al., 2000). Enquanto o PC pode se mostrar fatal, 93% dos homens 

diagnosticados com a doença irão sobreviver por pelo menos cinco anos, e 72,1% irão 

sobreviver por pelo menos dez anos (Jemal et al., 2009).  
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Figura 4: Incidência e mortalidade de câncer no mundo em 2002 (Parkin et al., 2005). 

 

As taxas de morte devido a PC têm diminuído em muitos países desenvolvidos, 

incluindo Estados Unidos, Reino Unido e Canadá. Em contraste, as taxas de morte estão 

subindo em alguns países asiáticos, como Japão e Cingapura. Enquanto a diminuição das 

taxas de morte devido a PC nos países ocidentais tem sido atribuída em parte à melhora no 

tratamento e na detecção precoce, o aumento nos países asiáticos pode ser reflexo da 

ocidentalização, incluído o aumento do consumo de gordura animal. No Brasil, segundo o 

Instituto Nacional de Câncer (INCA), o PC foi o tipo de câncer mais prevalente em homens, 

com um número de casos novos de PC estimado para o ano de 2010 de 52.350 (INCA, 2009).  

 

1.1.3 Fatores de risco 

Mais de 75% dos casos de PC diagnosticados, no mundo, ocorrem a partir dos 65 

anos (Parkin et al., 2005). Enquanto a probabilidade de desenvolver PC até os 39 anos de 

idade é de apenas 1 em 10.553, para homens com mais de 70 anos é de 1 para 7. A incidência 

é também maior em afro-americanos que em caucasianos (Perrone et al., 2000), sendo que 

outros estudos indicam que predisposições familiares podem ser responsáveis por 5% a 10% 
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dos casos de PC (Hayes et al., 1995). Um grande estudo com gêmeos monozigóticos 

realizado na Escandinávia demonstrou que fatores hereditários são responsáveis por 

aproximadamente 42% do risco de PC (Lichtenstein et al., 2000). O peso ao nascer também 

foi associado ao risco de PC em gêmeos dizigóticos (Cnattingius et al., 2009). 

Um dos fatores mais relacionados tanto à prevenção do câncer de próstata quanto 

ao aumento da agressividade do câncer é a dieta. Alimentos de origem vegetal, ricos em 

compostos como micronutrientes (vitaminas C e E) e fito-químicos (ex. carotenoides, 

flavonoides e isotiocianatos) tem sido mostrados como possuindo certas propriedades 

anticarcinogênicas (Wattenberg et al., 1985; Steinmetz et al., 1991; Sies, 1997; Kirsh et al., 

2007). Dietas ricas em carne vermelha e gorduras, por outro lado, estão associadas ao 

aumento do risco de PC (Felton et al., 1986; West et al., 1991; Shirai et al., 1997; Bairati et 

al., 1998). Entretanto, os estudos clínicos relacionando ingestão de carne vermelha e PC são 

inconclusivos (Norrish et al., 1999; Cross et al., 2005; Tang et al., 2007). A obesidade 

também tem sido correlacionada à incidência e agressividade do PC (Demark-Wahnefried et 

al., 2007). Um alto índice de massa corporal também é associado com maior agressividade e 

um pior desfecho da doença (Giovannucci et al., 2007). 

 

1.2 Sintomas 

Apesar das altas taxas de morte, o PC pode se manter sem sintomas por anos. 

Com o avanço da doença, pode-se apresentar fluxo urinário fraco ou interrompido, 

incapacidade de urinar ou dificuldade de iniciar ou parar o fluxo urinário, necessidade de 

urinar frequentemente, especialmente à noite, sangue na urina, dor ou queimação ao urinar. 

Dor contínua na região inferior das costas, pélvis ou coxa pode ser uma indicação da 

metástase da doença. Muitos desses sintomas, no entanto, são similares aos causados por 

condições benignas (Mansson et al., 1999).  
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1.3 Diagnóstico 

1.2.1 Toque retal 

O toque retal é o meio mais simples para o diagnóstico do tumor de próstata e o 

principal método de diagnóstico em homens acima de 40 anos. Esse método é altamente 

específico, porém, pouco sensível e cerca de 2/3 dos tumores detectados deste modo se 

encontram em estágios avançados (Ohori et al., 1994).  

 

1.2.2 PSA 

O antígeno específico da próstata (Prostate Specific Antigen – PSA) é uma 

glicoproteína produzida quase exclusivamente pelo componente epitelial da glândula 

prostática  (Barry, 2001). Membro da família gênica das calicreínas, o PSA é uma serina 

protease de 33 kilodaltons secretada pelo epitélio da próstata e pela superfície das glândulas 

periuretrais. É funcionalmente significante no seu papel de liquefação do coágulo seminal, 

para permitir a liberação dos espermatozoides (Lilja, 1985). 

 Homens com doenças na próstata, incluindo adenocarcinoma, podem ter altos 

níveis de PSA sorológico por causa do aumento da produção de PSA, bem como de 

distorções na glândula, que permitem ao PSA um maior acesso à circulação (Barry, 2001). As 

medidas do PSA se tornaram o evento mais comum levando ao diagnóstico de carcinoma de 

próstata e podem ser o teste clínico de câncer mais utilizado (Hernandez et al., 2004). 

As primeiras investigações de antígeno específico na próstata humana foram 

conduzidas por Ablin et al. em 1970 (Ablin et al., 1970). Outros investigadores 

independentemente descobriram antígenos prostáticos no plasma seminal (Hara et al., 1971; 

Li et al., 1973). Subsequentemente, Sensagaugh isolou e caracterizou PSA a partir do plasma 

seminal humano enquanto procurava por um potencial marcador que pudesse ser usado na 
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investigação de crimes de estupro (Sensabaugh, 1978). Em 1979, Wang et al. isolaram e 

purificaram o PSA, caracterizando-o como um antígeno específico de tecido de próstata 

(Wang et al., 1979).  

O amplo uso de PSA na clínica não começou até meados da década de 1980. As 

primeiras observações tiveram aplicações importantes na clínica, e incluíam: 1) uma 

diminuição nos níveis de PSA depois da terapia hormonal parecia ser correlacionada com a 

resposta ao tratamento (Stamey et al., 1987; Ferro et al., 1989; Hudson et al., 1989); 2) um 

aumento no nível de PSA parecia preceder e anunciar a recorrência da doença (Stamey et al., 

1987; Oesterling et al., 1988; Lange et al., 1989); e 3) após a prostatectomia radical, PSA 

deve ser indetectável; caso contrário, a recorrência da doença é constatada (Stamey et al., 

1987; Oesterling et al., 1988; Lange et al., 1989). 

Vários destes primeiros investigadores rejeitaram a possibilidade de usar o PSA 

para triagem por causa da sobreposição substancial nos valores de PSA entre pacientes com e 

sem carcinoma e da baixa especificidade resultante (Guinan et al., 1987; Stamey et al., 1987; 

Barak et al., 1989). Reconhecendo a natureza crítica da especificidade em uma ferramenta de 

triagem para carcinoma de próstata, Guinan et al. estabeleceram um limite superior do normal 

(upper limit of normal - ULN) para o PSA de 24 ng/ml num estudo caso-controle (Guinan et 

al., 1987). Este valor foi selecionado por que era a média mais dois desvios padrão de um 

grupo de homens controles que tinham: 1) um diagnóstico histológico de BPH ou 2) não 

apresentavam nenhum sintoma geniturinário. É importante destacar que nenhum dos 

pacientes havia passado por uma biópsia da próstata. É interessante notar que, entre os 

pacientes assintomáticos neste estudo, o ULN foi de 3,59 ng/mL. Em um estudo semelhante, 

o nível sorológico de 10 ng/mL foi estabelecido como ULN, apesar da descoberta de que 

90% dos sujeitos aparentemente saudáveis apresentavam níveis de PSA < 2 ng/mL (Barak et 
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al., 1989). Atualmente, o nível de PSA < 2,5 ng/mL é considerado o máximo normal (Smith 

et al., 2006). 

 

1.2.3 Gleason Score 

O sistema de Gleason é o método dominante de graduação do tumor de próstata 

ao redor do mundo na pesquisa e na prática diária. Esta classificação foi desenvolvida por Dr. 

Donald F Gleason e membros da Veterans Administration Cooperative Urological Research 

Group (VACURG) (Gleason, 1966). Uma das maiores vantagens do sistema de graduação de 

Gleason é que ele foi testado em um grande conjunto populacional, com grande 

acompanhamento clínico que incluía o uso da sobrevida como ponto final  (Humphrey, 

2004). 

O sistema de graduação de Gleason é baseado inteiramente no padrão histológico, 

no arranjo das células do carcinoma e na extensão da diferenciação glandular em secções de 

tecido prostático coradas com hematoxilina-eosina (Bostwick, 1990). Nove padrões de 

crescimento foram consolidados em cinco graus (Figura 5). 
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Figura 5: Graus de Gleason: Desenho padrão (Gleason, 1966). 

 

Os cinco padrões básicos de graduação são usados para gerar um score 

histológico, que podem variar de 2 a 10, adicionando-se o grau do padrão primário com o 

grau do padrão secundário. O padrão primário é o que é predominante em área, pela simples 

inspeção visual. O padrão secundário é o segundo padrão mais comum.  Se somente um 

padrão está presente na amostra de tecido, o grau é multiplicado por dois para resultar no 

score. De acordo com a abordagem de Gleason de 1977, se o segundo grau representa menos 

de 3% do total do tumor, ele é ignorado, e o primeiro grau é novamente dobrado para resultar 

no Gleason Score (GS) (Tannenbaum, 1977).  

A adição dos dois padrões mais comuns para a geração do GS essencialmente 

toma a média do padrão primário e secundário. Este procedimento é único na graduação de 

cânceres humanos, onde, para a maioria das malignidades, é o pior grau que determina o 

desfecho do paciente. Particularmente para o carcinoma de próstata, quando existem dois 
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padrões de Gleason diferentes, as taxas de morte são intermediárias entre as taxas para 

pacientes com apenas a forma pura de cada um dos dois graus (Gleason, 1992). 

O padrão de Gleason 1 (grau 1) é um padrão raro de células com crescimento 

muito bem diferenciado, com grande empacotamento, porém separadas, uniformes e ovais. 

No estudo original com 2911 casos de carcinoma prostático nas séries VACURG, este padrão 

foi encontrado em 3,5% dos casos (Bostwick, 1990). O carcinoma de padrão 1 é mais 

frequentemente descoberto de forma incidental na zona de transição. 

O padrão de Gleason 2 forma massas celulares menos definidas que não são 

circunscritas como as do padrão 1. Comparadas ao padrão 1, as células glandulares do padrão 

2 mostram certo grau de separação pelo estroma, com uma média de distancia de separação 

menor do que o diâmetro das células glandulares. Outra característica distintiva do padrão 2 é 

o aumento da variabilidade do tamanho e da forma das glândulas. Existe, entretanto, uma 

capacidade limitada de infiltração no estroma. O padrão 2 é geralmente encontrado 

juntamente com o padrão 3, produzindo um Gleason Score de 5. A composição do padrão 2 

com os padrões 4 e 5 é extremamente rara. 

O padrão de Gleason 3 é moderadamente diferenciado e é o padrão mais comum 

de crescimento em carcinoma prostático (Humphrey et al., 1996). O padrão 3 tem sido 

caracterizado como tendo três aparências distintas, designadas padrões 3A, 3B e 3C. Sugere-

se que exista uma agressividade aumentada do carcinoma de padrão 3 progressivo do padrão 

3A para 3B para 3C (Bostwick, 1990), mas nenhum dado publicado corrobora essa ideia. O 

padrão 3A é caracterizado por glândulas com poder de infiltração, de tamanho médio, únicas 

e com formas e espaçamento irregulares. O padrão 3B é essencialmente o mesmo do 3A, 

exceto que as glândulas são menores. O padrão 3C é composto de cilindros expandidos ou 

dutos com massas de tumor cribriforme ou papilar (Bostwick, 1990; Gleason, 1992). O 

padrão de Gleason 3 é, na grande maioria dos casos, encontrado de forma pura, de maneira 
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que o score mais comum é 3+3=6. É também comum identificar padrão 3 em combinação 

com padrão 2, para um score 5, ou em conjunto com padrão 4 para um score 7. Nas séries de 

Gleason, uma composição com o padrão 8 para formar um score 8 era mais comum do que 

uma mistura com o padrão 4 para formar um score 7 (Tannenbaum, 1977). Atualmente, 

entretanto, o Gleason score 7 é mais comum que o 8  (Humphrey, 2004). Em geral, GS entre 

5-7 contendo o padrão 3 são os graus histológicos mais comuns de carcinoma prostático 

(Humphrey, 2004). 

O padrão 4 é de alto grau e com crescimento do carcinoma pouco diferenciado, 

com massas infiltradas de forma irregular. O padrão 4 é mais comumente combinado ao 

padrão 3, formando um score 7, o qual é atualmente um dos scores mais comumente 

encontrados. Doença puramente de alto grau, onde existe somente o grau 4 ou este misturado 

ao grau 5 para produzir scores de 8 e 9, são menos comuns. Gleason score 8 é o mais comum 

da série, e incluem cânceres de próstata de alto estádio, clinicamente confinados. O padrão 4 

é raramente encontrado com os padrões 1 e 2. 

O padrão 5 é o mais pobremente diferenciado, e apresenta duas formas: 5A e 5B. 

O padrão 5A é semelhante ao tipo comedo de câncer de mama, massas arredondadas lisas, 

cordas ou cilindros de carcinoma. A necrose é tipicamente central, cercada por massas de 

carcinoma papilares, cribriformes, ou sólidos. A aparência pode ser semelhante a 3C, exceto 

pela presença de necrose. O padrão 5B é composto por camadas irregulares de células de 

adenocarcinoma anaplásicas. Esta forma é tão pobremente diferenciada que apenas uma 

pequena quantidade de lúmen glandular pode estar presente para indicar um adenocarcinoma, 

ao invés de outra neoplasia pobremente diferenciada de tipo celular desconhecido. O padrão 5 

é mais frequentemente encontrado com padrão 3, resultando em score 8. Menos comum é o 

padrão 5 puro ou misturado ao padrão 4, para produzir padrões 10 e 9, respectivamente. 

Gleason Scores 9 e 10 são vistos associados com altos estágios clínicos da doença, com 
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cânceres detectáveis clinicamente fora da próstata, ou localmente ou em forma de doença 

metastática (Tannenbaum, 1977). 

 

1.4 Tratamento 

Uma vez que diferentes tratamentos têm diferentes efeitos, é importante destacar 

os diferentes tipos de terapia atualmente disponíveis. Tipicamente, alguma forma de cirurgia 

ou radiação é usada quando o câncer é de baixa graduação e confinado a glândula (doença 

localizada). Opções de tratamento hormonal e quimioterápico são ordinariamente usados 

quando a malignidade se espalha da próstata para outras áreas do corpo (isto é, na doença 

avançada) (Eton et al., 2002). Tratamentos para PC localizado podem resultar na cura, mas 

aqueles para doença avançada são principalmente usados para retardar a progressão ou para 

paliar os sintomas (Eton et al., 2002). Prostatectomia radical, incluindo a abordagem de 

“nerve sparing”, envolve a remoção cirúrgica da próstata inteira e é usada principalmente 

quando se acredita que o câncer não se espalhou para fora da glândula. Ressecção transuretral 

da próstata envolve a remoção cirúrgica do tecido prostático que circunda a uretra e é mais 

usada quando o homem não pode sofrer a cirurgia radical devido a outras complicações de 

saúde ou por idade avançada. Criocirurgia, que envolve congelar áreas malignas da próstata 

com sondas metálicas resfriadas, é usada por uma pequena proporção de homens que estão 

interessados em uma forma de cirurgia menos agressiva. 

Opções não cirúrgicas para doença localizada incluem radiação interna, externa e 

“watchful waiting” (espera vigilante). Terapia de radiação é comumente usada quando o PC 

está localizado na próstata e na região adjacente. Radioterapia de radiação externa (external 

beam radiotherapy, EBR), faz uso de raios X de alta energia ou de partículas radioativas 

geradas fora do corpo e focadas na malignidade. O EBR pode cobrir grandes áreas da pélvis 

ou com estereotaxia, conforme a região especificada, reduzindo assim a chance de dano no 
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tecido adjacente. Radiação interna, ou braquiterapia, utiliza pequenos pellets que são 

implantados diretamente na próstata. 

Finalmente, para alguns homens com doença localizada, o curso apropriado de 

ação depois de um diagnóstico de PC é a observação, ou “espera vigilante" (Fleming et al., 

1993). Isto é, nenhum tratamento imediato é administrado; ao invés disso, o câncer é 

observado e monitorado a procura de sinais de progressão. Esta é uma escolha razoável para 

homens mais velhos com a doença em estágio inicial, de baixa graduação e com pouca ou 

nenhuma complicação, pois o PC pode ser uma malignidade de crescimento lento.  

A prostatectomia radical permanece como o principal tratamento para PC 

localizado (Goldstraw, 2006). O relato mais significativo comparando a cirurgia com 

estratégias de espera vigilante foi produzido por Bill-Axelson et al. (Bill-Axelson et al., 

2005) em 2005. Eles relatam os resultados finais do grupo de estudo de PC da Escandinávia – 

um estudo randomizado prospectivo seguindo cerca de 700 homens com PC inicial 

(moderadamente e bem diferenciado) em um período de 10 anos (1989-1999). Durante um 

período mediano de 8,2 anos, a morte por PC ocorreu em 14,4% dos pacientes para os quais 

foi utilizada a estratégia de espera vigilante, contra 8,6% dos pacientes que se submeteram a 

cirurgia. Este é o único relato que mostra um benefício na sobrevida com cada modalidade de 

tratamento em separado. No momento, não há consenso sobre qual opção terapêutica é 

melhor para homens com PC localizado. Assim, a escolha de um tratamento é baseada em 

outros fatores além das vantagens de sobrevida, e podem incluir o efeito da terapia na 

qualidade de vida do paciente. 

Para homens com PC avançado, as terapias hormonais e quimioterapia são 

principais opções (Rosenthal et al., 2010). Terapias hormonais ajudam a diminuir os níveis de 

andrógenos circulantes. Andrógenos podem promover o crescimento de células malignas do 

PC. Existem terapias cirúrgicas e não cirúrgicas. Orquiectomia envolve a remoção cirúrgica 
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dos testículos. Isto fisicamente elimina a fonte primária de andrógeno no corpo. Hormônios 

farmacológicos podem alcançar essencialmente o mesmo fim sem a cirurgia. Análogos do 

hormônio liberador de gonadotrofina (LHRH) são usados para interromper a produção de 

testosterona. Outras drogas clássicas, antiandrógenos, são usadas para bloquear a capacidade 

do corpo de usar o andrógeno. Antiandrógenos podem ser combinados tanto com 

orquiectomia ou com análogo de LHRH juntos para bloquear completamente a atividade do 

andrógeno.  

Numerosos estudos indicam que, embora a retirada de andrógeno forneça uma 

terapia significativa para a maioria dos pacientes, ela nunca é curativa (Denmeade et al., 

2002).  Estes resultados são consistentes com o fato de que o câncer de próstata é composto 

de uma coleção heterogênea de células – dependentes e independentes de andrógeno. A 

terapia de retirada de andrógeno, independente de quão cedo é aplicada, não elimina as 

células do tipo independente de andrógeno. Esta percepção levou a estratégias de tratamento 

alternativas que procuram minimizar a duração da retirada de andrógeno, ou por adiar a 

terapia até que os pacientes tenham uma clara evidência de metástase, ou aplicando de 

maneira intermitente (Denmeade et al., 2002). Finalmente, a quimioterapia é uma opção para 

alguns poucos pacientes que apresentam PC que se metastatizou e para quem a terapia 

hormonal falhou. Da mesma maneira que a terapia hormonal, o objetivo da quimioterapia é 

parar o espalhamento da doença e reduzir as complicações físicas, como dores nos ossos. 

 

1.5 Recorrência Bioquímica 

1.5.1 Definição 

Entre pacientes com PC localizado, a medida do nível de PSA no soro para 

monitorar a recorrência depois do tratamento e para avaliar o efeito da terapia local definitiva 

tem sido amplamente aceita (Trapasso et al., 1994; Zincke et al., 1994). Um nível de PSA 
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detectável depois da prostatectomia, ou um aumento de PSA após a cirurgia tem sido 

chamado de “recorrência bioquímica” e é geralmente aceito como uma evidência da 

recorrência do câncer (Lange et al., 1989; ASTRO, 1997).  

Infelizmente, definir a falha bioquímica após o tratamento para PC localizado é 

problemático. Dependendo do tipo de terapia, os níveis de PSA que poderiam ser definidos 

como indicativos da doença variam. Após a prostatectomia radical, o nível de PSA sorológico 

deve ser indetectável dentro de seis semanas após a cirurgia, pois a fonte de produção foi 

removida. Assim, um nível detectável de PSA após a prostatectomia radical implica em 

tecido prostático residual e é mais provavelmente residual do que PC recorrente (Moul, 

2000). No caso de terapia de radiação, onde o tratamento não elimina consistentemente todo 

o epitélio prostático, os níveis de PSA podem não diminuir a níveis indetectáveis e pode levar 

até 2 a 3 anos para alcançar o limite normal pós-tratamento (Cookson et al., 2007). Assim, 

por causa do potencial resíduo epitelial funcional e sua capacidade de produzir PSA, não há 

um consenso significativo em relação ao tempo e nível de PSA que constituem falha no 

tratamento após a terapia de radiação (Vicini et al., 2000; Critz, 2002). Uma definição para a 

falha de PSA após a terapia de radiação, desenvolvida pela American Society for Therapeutic 

Radiology and Oncology (ASTRO), descreve a falha bioquímica como três aumentos 

consecutivos de PSA (ASTRO, 1997). Apesar das tentativas de padronizar a definição de 

recorrência bioquímica entre os pacientes tratados com terapia de radiação, o critério da 

ASTRO tem sido alvo de debate (Gretzer et al., 2002; Coen et al., 2003; Horwitz et al., 2005; 

Kuban et al., 2005). 

A importância de definir a recorrência bioquímica e identificar propriamente 

pacientes com falha antecipada do tratamento usando uma terminologia e definição 

consistentes não pode ser subestimada. Primeiro, um marcador preciso de falha no tratamento 

antecipado permite aos clínicos e pacientes recém-diagnosticados selecionarem terapias que 
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são mais prováveis de resultar no controle durável do câncer (Cookson et al., 2007). 

Segundo, pacientes com falha bioquímica podem ser candidatos à terapia de resgate 

antecipada e, assim, é possível identificar corretamente pacientes com recaída bioquímica 

antes que a progressão clínica ocorra. Isto permitiria a aplicação de terapias efetivas para 

alterar a história natural do câncer recorrente (Cookson et al., 2007). Finalmente, somente 

usando-se definições padronizadas de falha bioquímica é possível comparar de maneira 

confiável séries de pacientes recebendo uma dada terapia. É frequentemente desejável 

comparar diferentes tratamentos usando um substituto ao desfecho do PSA, mas, no presente, 

não há métodos de se conseguir tal confiabilidade.  

Cookson et. al, observaram a falta de uma padronização da definição de 

recorrência bioquímica baseados na avaliação da literatura relacionada a desfechos de PC T1-

T2N0M0 (Cookson et al., 2007). Os autores encontraram 53 diferentes variações da definição 

de progressão de PSA ou não progressão. Existem, entretanto, certas tendências que podem 

ser delineadas a partir dos dados existentes em relação à definição de recorrência de PSA 

após a prostatectomia radical. Primeiro, um período de “lavagem” após a prostatectomia 

radical de pelo menos seis semanas deve ser usado após obter o primeiro valor pós-operatório 

de PSA; Segundo, qualquer valor de PSA detectável após a prostatectomia radical deve ser 

repetido para confirmação e para eliminar erros laboratoriais; terceiro, um valor de corte entre 

0,2 e 0,4 ng/mL parece ser o mais preciso para definir a recorrência bioquímica que irá por 

fim se traduzir na falha clínica após a prostatectomia radical. A seleção de valores menores 

aumenta a sensitividade do marcador para a correlação com a recorrência da doença, 

enquanto maiores valores aumentam a especificidade (Cookson et al., 2007). 

Dado o alto grau de variabilidade que existe na literatura de PC em relação à 

recorrência bioquímica, o Prostate Cancer Guidelines Update Panel PCGUP recomenda uma 

definição padrão de recorrência bioquímica após a prostatectomia radical. É recomendado 
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que a recorrência bioquímica (PSA) após a prostatectomia radical seja definida como um 

nível de PSA sorológico acima de 0,2 ng/mL, com um segundo nível confirmatório > 0,2 

ng/mL (Cookson et al., 2007). O primeiro PSA deve ser obtido entre seis semanas e três 

meses após a terapia. A data da falha deve ser definida como a data do primeiro nível de PSA 

uma vez que este valor foi confirmado. O PCGUP reconhece que níveis maiores de PSA têm 

mais sensibilidade na detecção de recorrência da doença e progressão, mas considera que 

estes valores fornecem alta sensibilidade para recorrência bem como grande generabilidade, 

não confiando em ensaios ultrassensíveis de PSA. O painel também acredita que é apropriado 

reportar desfechos bioquímicos usando outros limites de corte de PSA, mas encoraja 

fortemente o uso de um padrão de 0,2 ng/mL para que comparações futuras possam ser feitas 

(Cookson et al., 2007). 

 

1.6 Definições de carcinomas clinicamente indolentes 

Com o objetivo de predizer o comportamento de um tumor individual em um 

paciente individual, um grande número de critérios tem sido desenvolvido. Em uma 

abordagem, Eastman et al., e D’Amico et al. desenvolveram o conceito de grupos de “alto”, 

“intermediário”, e “baixo” risco (Wilt et al., 1994; D'Amico et al., 1998; Eastham et al., 

2002). A maioria dos sistemas combina PSA, Exame Digital Retal (Digital Rectum 

Examination DRE), informações do estadiamento e gradação tumoral. Infelizmente, no 

contexto baseado em população, estes sistemas não avançaram porque a maioria dos 

pacientes é categorizada como “baixo risco”. A Tabela 1 lista um número de definições para 

tumores clinicamente insignificantes. 
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Tabela 1: Definição de carcinoma clinicamente indolente 

 

Série Definição 

(Smith et al., 1994) Impalpável, localizado, sem grau de 

Gleason 3, 4, ou 5 

(Epstein et al., 1994) Volume tumoral < 0,2 cm³, confinado, 

sem grau de Gleason 4 ou 5 

(Stamey et al., 1993) Volume tumoral < 0,5 cm³ 

(Dugan et al., 1996) Volume tumoral < 20 cm³ no momento da 

morte esperada, soma de Gleason < 1/10 

da idade do paciente. 

 

 

1.7 Marcadores Moleculares De Câncer de Próstata 

1.7.1 Marcadores epigenéticos 

Em PC, um grande número de estudos demonstrou que a detecção de 

hipermetilações aberrantes tem potencial para a detecção e prognóstico da doença 

(referências discutidas abaixo). A maioria destes estudos restringe sua análise ao tecido 

prostático tumoral, linfonodos pélvicos, tecido prostático não canceroso e linhagens celulares 

de próstata. A associação com a doença envolve a comparação de porcentagem de metilação 

de regiões promotoras alvo entre espécimes com e sem a doença. Tipicamente, estes estudos 

implicaram em um grande número de diferentes genes, e o objetivo tem sido identificar 

subconjuntos limitados de genes hipermetilados (ou, em alguns casos, hipometilados) que 

coletivamente fornecem diagnóstico adequado ou utilidade prognóstica (Reynolds et al., 

2007). Por exemplo, o índice de metilação, definido como a razão entre genes hipermetilados 

em relação ao total de genes analisados, foi mostrado ser correlacionado com mau 
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prognóstico, embora nenhum gene individual tenha fornecido correlação suficiente 

(Maruyama et al., 2002). No presente momento, a hipermetilação do gene Glutationa S-

Transferase PI (GTSP1) tem sido demonstrada ser a mais comum alteração epigenética em 

PC, estando presente em mais de 90% dos casos (Maruyama et al., 2002; Jeronimo et al., 

2003; Singal et al., 2004; Tokumaru et al., 2004; Woodson et al., 2004). Um estudo com 118 

carcinomas de próstata demonstrou que GSTP1 medido em combinação com um segundo 

gene, Adenomatosis polyposis coli (APC), forneceu uma sensibilidade de 98,3% para o 

carcinoma de próstata, com 100% de especificidade (Jeronimo et al., 2004). Além de análises 

de tecido, analises de metilação de marcadores tem sido estendida para o soro, visando o 

desenvolvimento de testes de diagnóstico e prognóstico não invasivos. Neste caso, a 

suposição é de que o DNA circulante originário do carcinoma de próstata pode ser detectado 

e discriminado contra um DNA de fundo, originado de outros tecidos. Estas análises 

requerem alta sensibilidade e alta precisão analítica para um desempenho robusto (Reynolds 

et al., 2007). 

 

1.7.2 Marcadores de Prognóstico Após a Cirurgia 

 

O prognóstico após o diagnóstico do PC é altamente variável, e a patogênese da 

doença não é bem compreendida (Jeronimo et al., 2004). Para um paciente com a doença 

confinada ao órgão, de natureza relativamente indolente, pode não haver impactos 

significativos por 15 anos (Siddiqui et al., 2004). Um paciente de mais idade diagnosticado 

com câncer de baixo grau irá provavelmente morrer de outras causas antes que precise de 

tratamento para PC, e pode não haver nenhum efeito deletério na qualidade de vida 

(Buhmeida et al., 2006). Infelizmente, alguns pacientes apresentam formas mais agressivas 

da doença, onde o tempo para a metástase pode ser de apenas dois anos (Siddiqui et al., 

2004). O espalhamento da metástase é responsável pela letalidade do câncer (Gopalkrishnan 
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et al., 2001). Estes pacientes podem apresentar a doença invasiva de estágio tardio. Neste 

estágio não existem opções curativas disponíveis para os pacientes, pois o tratamento radical 

é bem sucedido apenas em doenças confinadas ao órgão (Bickers et al., 2009). Existe uma 

grande necessidade para novos marcadores de prognóstico, a fim de melhorar o 

gerenciamento clínico de pacientes de PC, uma vez que, até o momento, não existe nenhum 

marcador que possa distinguir entre doenças indolentes e agressivas (Gopalkrishnan et al., 

2001). Este marcador poderia permitir aos clínicos oferecer ao paciente a estratégia de 

tratamento mais apropriada, e permitir que formas indolentes da doença possam ser tratadas 

com espera vigilante, assim diminuindo o número de biópsias negativas e intervenções 

cirúrgicas desnecessárias. Poderia também apontar para um tratamento mais efetivo para 

formas mais agressivas da doença, onde a estratégia da espera vigilante poderia levar a um 

crescimento não detectado e o espalhamento do câncer. Isto poderia assegurar que o 

tratamento fosse restrito àqueles pacientes nos quais fossem benéficos (Bickers et al., 2009). 

É também extremamente desejável para um teste clínico que ele seja capaz de predizer a 

probabilidade do desfecho antes da cirurgia, a fim de se evitar procedimentos desnecessários 

e permitir planejar tratamentos pós-operatórios otimizados para minimizar a recorrência 

(Miyake et al., 2008). 

Atualmente, vários fatores são usados para avaliar pacientes com PC em relação 

ao prognóstico da doença. Estes podem ser avaliados somente pelo exame da próstata inteira, 

se e quando a próstata é removida. No presente, fatores clínico-patológicos que são usados 

para predizer a falha do tratamento incluem o PSA, a graduação de Gleason, estágio 

patológico, status da margem cirúrgica, invasão da vesícula seminal e o volume tumoral 

(Miyake et al., 2008). A classificação de material de biópsia pelo sistema de Gleason (Figura 

5) é um dos preditores mais relevantes do desfecho da doença do paciente, pois é fortemente 

correlacionado com a progressão da doença e sobrevida (Sogani et al., 1985; Gleason, 1992; 
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Bostwick, 1994). Entretanto, como previamente mencionado, a classificação da biópsia é 

difícil e, quando comparada à classificação de amostra após a prostatectomia radical, mais da 

metade das biópsias são encontradas sub ou sobreclassificadas comparado com a 

classificação de amostras de prostatectomia radical (Djavan et al., 1998). 

Foram propostos diversos nomogramas pré e pós-operatórios que utilizam PSA 

entre outros múltiplos parâmetros clínicos para predizer o estágio da doença, a possibilidade 

de recorrência (medida pelo valor de PSA após a cirurgia) e a chance de sobrevida livre da 

doença (Ross et al., 2001). Devido às limitações do PSA como biomarcador, existe uma 

necessidade urgente para novos biomarcadores que possam ser usados como indicadores de 

prognóstico em PC para diferenciar de maneira efetiva entre doenças indolentes e agressivas. 

Ao se avaliar a eficiência de um marcador, frequentemente a recorrência bioquímica é usada 

como indicador de falha do tratamento. Cerca de 30-40% dos pacientes irão sofrer 

recorrência bioquímica após a prostatectomia radical (Amling, 2006). Pode não ser possível, 

para um único biomarcador, fornecer a informação prognóstica necessária sobre o paciente 

para se basear as opções de tratamento. Ao invés disso, painéis de biomarcadores podem ser 

usados para predizer de maneira mais precisa o estágio da doença e como ela irá progredir 

(Shariat et al., 2008).  

 

1.8 Uso de Microarranjos para Prognóstico de Câncer de Próstata 

A geração de perfis de expressão com a tecnologia de microarranjos para a 

descoberta de biomarcadores é baseada na suposição que os padrões de expressão gênica são 

determinantes importantes do comportamento da célula cancerosa (Sorensen et al., 2010). 

Usando a tecnologia de microarranjo, é possível mapear, em escala genômica, as complexas 

aberrações moleculares associadas com o desenvolvimento do câncer (Sorensen et al., 2010). 

Estas descobertas podem ser correlacionadas com os dados clínicos a fim de identificar 
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moléculas, ou assinaturas moleculares, associadas com certos estágios tumorais, graus ou 

desfechos clínicos (Sorensen et al., 2010).  

Um microarranjo é um arranjo ordenado de milhares de moléculas de DNA 

(sondas) imobilizadas em uma lâmina de vidro (Quackenbush, 2002). Várias plataformas de 

microarranjos usando sondas de oligonucleotídeos em lugar de sondas de cDNA estão 

disponíveis comercialmente, e em geral produzem dados de alta qualidade, com 

reprodutibilidade superior aos microarranjos de cDNA (Sorensen et al., 2010). Em um 

experimento típico, o RNA total extraído de uma amostra biológica é convertido em cDNA 

por transcrição reversa, marcado e hibridizado em microarranjos para a determinação da 

abundância de transcritos (sistema "uma cor") ou expressão relativa comparada com um uma 

amostra referência marcada com uma cor diferente (sistema "duas cores") (Quackenbush, 

2002). 

A viabilidade de medir a expressão de dezenas de milhares de genes em um único 

experimento modificou o gargalo da geração de dados para a análise de dados. Existem duas 

estratégias fundamentais para analisar dados de microarranjos: A primeira abordagem, 

conhecida como classificação não supervisionada (ou classificação hierárquica), tem como 

objetivo identificar subgrupos de amostras com perfis de expressão gênica similares e é usada 

para descobrir relações previamente desconhecidas entre as amostras (ou genes) (Eisen et al., 

1998; Golub et al., 1999). Uma vantagem deste método é que dados clínicos adicionais não 

são necessários. A segunda abordagem, chamada classificação supervisionada, é utilizada 

para identificação de genes diferencialmente expressos entre grupos pré-definidos de 

pacientes, por exemplo, com recorrência versus sem recorrência. Enquanto um conjunto de 

amostras (o conjunto de treinamento) é usado para identificar a assinatura de expressão ótima 

que pode discriminar entre os grupos, outro conjunto independente (conjunto de validação ou 

conjunto teste) é usado para avaliar quão precisamente a assinatura pode classificar amostras 
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que não foram agrupadas (van 't Veer et al., 2002). Devido à complexidade dos dados de 

microarranjos, existe um risco inerente de se identificar genes ou clusters irrelevantes. Assim, 

a validação independente é essencial para a avaliação da confiabilidade dos dados (Sorensen 

et al., 2010).  

Estudos de perfis de expressão gênica centrados em PC identificaram inúmeros 

genes codificadores de proteína com expressão diferencial em, por exemplo, tecido não-

malígno versus PC (Luo et al., 2001; Magee et al., 2001; Singh et al., 2002; Halvorsen et al., 

2005; Kristiansen et al., 2005; Merrick et al., 2006), Neoplasia Prostática Intraepitelial de 

alto Grau (HG PIN) versus PC (Ashida et al., 2004), PC metastático versus localizado (Eisen 

et al., 1998; LaTulippe et al., 2002; Varambally et al., 2002), tumor sensível a hormônio 

versus câncer resistente à castração (True et al., 2006) e PC de alto grau versus grau 

moderado e baixo (Welsh et al., 2001; Best et al., 2003). Estas listas de genes têm sido fontes 

valiosas para a identificação de marcadores de PC, bem como para a descoberta de genes com 

papeis funcionais importantes. A variação entre os resultados de diferentes estudos tem 

levantado a preocupação sobre a confiabilidade dos dados de microarranjos para PC. 

Entretanto, grande parte da variação entre os estudos pode ser explicada pelo uso de 

diferentes plataformas de arranjos, contendo sondas de diferentes sequencias para um mesmo 

gene, e tipos diferentes de sondas (cDNA versus oligonucleotídeos), variação na preparação 

das amostras (microdissecção a laser ou aparagem crua), e diferentes protocolos de marcação 

(ex. com ou sem amplificação adicional de RNA), bem como pelo número limitado de 

amostras de pacientes de PC analisados na maioria dos estudos. Na primeira meta-análise de 

quatro estudos independentes de dados de expressão de microarranjos, com geração de perfil 

de tecido dissecado usando arranjos de oligonucleotídeos ou de cDNA, Rhodes et al. 

relataram uma lista de 103 genes que eram consistentemente regulados negativamente e 50 



 
 

42 
 

genes que eram consistentemente regulados positivamente em PC comparado com tecido não 

maligno com taxa de falsa descoberta (FDR) de 0,1% (Rhodes et al., 2002).  

 

1.8.1 Classificação de subgrupos clinicamente relevantes 

Vários estudos de geração de perfil de expressão com microarranjos publicados 

focaram a classificação molecular baseada nos padrões de expressão de mRNA. A hipótese 

por trás disto é que o perfil de expressão global pode refinar a classificação além daquela 

obtida por dados morfológicos. Usando classificação hierárquica não supervisionada, vários 

estudos demonstraram a viabilidade de se discriminar entre condições não malignas da 

próstata (por exemplo: normal, não maligno adjacente e BPH), PC localizado e PC 

metastático, somente baseando-se em perfis de expressão gênica de tecido dissecado 

grosseiramente (Dhanasekaran et al., 2001; Welsh et al., 2001; LaTulippe et al., 2002; 

Lapointe et al., 2004). Além destes trabalhos, em um estudo por Ashida et al., a classificação 

não supervisionada de dados de expressão de microarranjos obtidas de tecidos 

microdissecados levou a uma boa separação entre Neoplasia Prostática Intraepitelial de alto 

grau (High-grade prostatic intraepithelial neoplasia - HG-PIN) e PC, apesar de seus perfis de 

expressão comparados com tecido normal serem altamente sobrepostos (Ashida et al., 2004). 

Isto é consistente com HG-PIN sendo um precursor de PC, como corroborado por um estudo 

subsequente de 101 populações de células microdissecadas representando todos os principais 

estágios da progressão de PC (Tomlins et al., 2007). Outro estudo de geração de perfil de 

expressão de tecido microdissecado de amostras de tumor verificou que PC sensível ou 

resistente a hormônio poderiam ser distinguidos por classificação não supervisionada 

(Tamura et al., 2007). 

 

1.8.2 Genes como biomarcadores de câncer de próstata 
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Um relato de Dhanasekaran et al.  foi o primeiro a integrar os dados de perfis de 

expressão de PC usando microarranjos com análise de arranjos de tecido (Tissue Microarray 

Analysis - TMA) e ligação com dados clínicos e patológicos (Dhanasekaran et al., 2001). Por 

imunohistoquímica, o grupo identificou a hepsina (HPN; uma serina protease de membrana) 

e PIM1 (uma serina/treonina quinase) como um forte marcador de recorrência bioquímica 

após a prostatectomia. De forma semelhante, em um estudo separado de Varambally et al., o 

grupo policomb (PcG) protein enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) foi encontrado sendo 

regulado positivamente em PC metastático comparado com PC localizado, usando perfis de 

expressão com microarranjos, e uma alta expressão da proteína em PC clinicamente 

localizado foi mostrada como sendo associada com mau desfecho, por análise TMA 

(Varambally et al., 2002). Outros potenciais marcadores com valor prognóstico 

independentes foram identificados com abordagens semelhantes, incluindo AZGP1, MUC1 

(Lapointe et al., 2004), hCAP-D3 (Lapointe et al., 2008), CD166, MEMD, CD24 (Kristiansen 

et al., 2005), SLC18A2 (Sorensen et al., 2009), TEAD1 e c-CBL (Knight et al., 2008). 

 

1.8.3 Assinaturas de expressão gênica associadas ao desfecho de câncer de próstata 

O primeiro relato de uma assinatura associada a desfecho da doença em PC foi 

publicado em 2002 por Singh et al. (Singh et al., 2002), que usou um k-nearest neighbour 

supervised machine-learing algorithm para construir um modelo de cinco genes que 

predizem a recorrência de PSA. A assinatura foi eficiente para 90% dos testes usando Leave-

One-Out-Cross-Validation (LOOCV). Em um relato separado, usando análise de 

significância para microarranjos (Significance Analysis of Microarrays, SAM), Lapointe et 

al. identificaram uma assinatura de 23 genes associada com a volta do tumor que também 

podia predizer a recorrência com exatidão razoável no conjunto de dados de Singh et al. 

(Lapointe et al., 2004). Uma terceira assinatura foi relatada por Bismar et al., que usou dados 
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de expressão proteica e análise discriminante para o desenvolvimento de um modelo (Bismar 

et al., 2006). O poder preditivo deste modelo de 12 genes foi testado no nível de transcrito 

usando os dados de expressão de Glinsky et al., resultando numa exatidão modesta de 64% 

(Glinsky et al., 2004). 

Em outro estudo, Varambally et al. usaram somente genes com expressão 

concordante de RNA e proteína em PC localizado versus PC metastático, e desenvolveram 

uma assinatura de 50 genes que podia não só predizer a recorrência de PSA, mas também 

predizer o desfecho para pacientes com glioma, câncer de pulmão e mama (Varambally et al., 

2005). Anterior a este trabalho, Yu et al. relataram uma assinatura de 70 genes para a 

predição de PC agressivo (definido pela presença de invasão local, metástase distante e/ou 

recorrência de PSA), que mostrou 78% de exatidão em um conjunto independente de 

pacientes (Yu et al., 2004). 

 

1.9 RNAs Não Codificadores (ncRNAs) 

Além das alterações de expressão de genes codificadores de proteínas, alterações 

em RNAs não codificadores (ncRNAs) curtos, com < 30 bases, os microRNAs, contribuem 

para a patogênese do câncer (Esquela-Kerscher et al., 2006) e, portanto, representam outra 

fonte potencial de biomarcadores de PC. Entretanto, até o momento, poucos estudos de perfis 

de expressão de ncRNAs foram publicados.  

Recentes melhorias nas análises de larga-escala de expressão gênica levaram à 

descoberta de que ncRNAs curtos, e também longos (> 200 bases) representam a grande 

maioria das unidades transcricionais humanas (Rinn, Euskirchen et al. 2003; Bertone, Stolc et 

al. 2004; Johnson, Edwards et al. 2005; Birney, Stamatoyannopoulos et al. 2007). A 

caracterização de muitos destes transcritos tem levado a descoberta de novos RNAs 

regulatórios. 
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O aspecto mais interessante nos ncRNAs é sua implicação em um grande número 

de doenças humanas. A alteração de níveis de expressão ou alterações genéticas e 

epigenéticas afetando ncRNAs, acompanhando processos malignos, apoiam fortemente o 

papel funcional dos ncRNAs, especialmente quando genes de ncRNAs são interrompidos por 

aberrações cromossômicas (Szymanski et al., 2005).  

A alteração de expressão de certos ncRNAs tem sido associada com algumas 

formas de câncer. O primeiro e mais bem estudado ncRNA relacionado a câncer é o RNA 

H19. É também o primeiro ncRNA identificado como produto de um gene “imprinted”. O 

gene H19 humano é localizado no cromossomo 11p15.5 adjacente ao IGF2 (insulin-like 

growth factor 2). Estes dois genes são imprinted reciprocamente, com IGF2 e H19 mostrando 

expressão paterna e materna, respectivamente. Durante o desenvolvimento, H19 é transcrito 

em níveis elevados na placenta, no embrião e na maioria dos tecidos fetais, mas após o 

nascimento a sua expressão é significativamente reduzida (Looijenga et al., 1997). Tem sido 

proposto que padrões de expressão recíproca de IGF2 e H19 no curso do desenvolvimento 

refletem diferentes papeis desempenhados pelos produtos destes dois genes. IGF2 é um fator 

de crescimento que estimula a proliferação celular enquanto que o RNA H19 pode ser 

responsável pela diferenciação (Looijenga et al., 1997). Alterações no status de metilação de 

regiões diferencialmente metiladas (DMR) acima do gene H19, resultando na perda do 

imprinting de H19 e IGF2 e da expressão bialélica de um dos genes pode causar crescimento 

celular maligno (Ulaner et al., 2003).  

Outro gene imprinted implicado em câncer é um RNA antisenso expresso 

paternalmente PEG8/IGF2AS. Este RNA é transcrito do lócus IGF2. IGF2AS mostra 

expressão significativamente aumentada em tumores de Wilms e em vários outros tumores 

fetais (Okutsu et al., 2000). A superexpressão é restrita a células cancerosas e não é 

observada em tecido de rim normal adjacente. IGF2AS humano contém uma ORF 
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codificando uma proteína longa putativa de 273 aminoácidos. Esta ORF não é conservada em 

camundongo e nenhum produto proteico correspondente foi identificado, o que sugere que 

não é traduzido (Okutsu et al., 2000). A superexpressão específica de ncRNAs foi também 

descrita como um bom marcador de vários outros tumores em adultos. Células de carcinoma 

de cólon mostraram níveis significativamente elevados do transcrito gênico OCC-1 

(overexpressed in colon carcinoma 1). OCC-1 é localizado no cromossomo 12q24.1 e produz 

dois transcritos, de 1,2 e 1,3 kb de tamanho, que diferem na sua porção terminal 5´e 3´. OCC-

1 mostra padrões de expressão tecido-específicos e é ausente ou expresso em níveis muito 

baixos em mucosa normal (Pibouin et al., 2002). 

Um dos mais longos genes de ncRNAs humanos é o gene BCMS (B-cell 

neoplasia-associated with multiple splicing) localizado na região cromossômica 13q14.3. 

Deleções afetando BCMS foram encontradas em mais da metade dos casos de leucemia 

linfocítica crônica de células B (B-CLL) e em mais de 60% dos linfomas de células do 

manto. BCM abrange aproximadamente 560 kb e é composto por pelo menos 50 éxons. O 

splicing alternativo do transcrito primário gera um grande número de produtos maduros, que 

mostram uma distribuição tecido-específica. De maneira interessante, nenhuma das variantes 

de splicing descritas atualmente tem potencial codificador e estas são, provavelmente, o 

produto funcional final (Wolf et al., 2001). O papel destes transcritos e o seu potencial 

envolvimento na supressão tumoral não são conhecidos. 

A expressão de ncRNAs pode variar entre diferentes tipos de células cancerosas. 

Em carcinoma pulmonar de não pequenas células (NSCLC), a metástase foi associada à 

expressão do gene MALAT-1 (metassociated in lung adenocarcionama transcript 1), gerando 

um ncRNA de 8 kb. A associação especifica do MALAT-1 com formas metastáticas de câncer 

pulmonar o torna um bom candidato para o diagnóstico de pacientes de câncer de pulmão (Ji 

et al., 2003). Em rabdomiossarcoma (RMS), os dois subtipos histológicos também podem ser 
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distintos baseados na expressão do gene NCRMS (noncoding RNA in RMS). O gene NCRMS 

consiste de pelo menos 11 éxons com splicing alternativo mapeados no cromossomo 12q21. 

NCRMS mostra expressão elevada em RMS alveolar, mas não no subtipo embrionário do 

RMS. A expressão de NCRMS pode indicar uma desregulação da expressão gênica dentro de 

uma grande região cromossômica, incluindo diversos genes associados com desenvolvimento 

muscular, reguladores miogênicos Myf5 e Myf6, e o fator de crescimento Igf2. Isto pode ser 

um agente causador do desenvolvimento tumoral. Padrões específicos de expressão de 

NCRMS foram observados em neuroblastoma e sarcoma sinovial, o que sugere que estes 

tumores podem ter uma etiologia comum (Chan et al., 2002). 

Em tumores de próstata, existem dois ncRNAs que são superexpressos em câncer 

comparado com tecido saudável. O RNA DD3 é produto do gene DD3-PCA3 (prostate 

câncer antigen 3) mapeado no cromossomo 9q21-22, e sua transcrição parece ser restrita à 

próstata. Níveis elevados deste transcrito foram observados em 90% dos casos de tumor de 

próstata (Bussemakers et al., 1999), e foi mostrado ser um marcador específico, que pode ser 

usado para diagnóstico de câncer de próstata (de Kok et al., 2002). Outro ncRNA específico 

de próstata que é regulado positivamente em tecido tumoral e responsivo a andrógeno é o 

PCGEM1 (Srikantan et al., 2000). A superexpressão de PCGEM1 está correlacionada com 

proliferação e formação de colônia, o que sugere o seu envolvimento na regulação do 

crescimento celular (Petrovics et al., 2004). 

 

1.9.1 Transcrição Intrônica 

A crescente caracterização da existência de transcrição intrônica de ncRNAs 

generalizada no genoma humano (Rinn et al., 2003; Kampa et al., 2004) e a correlação da 

transcrição intrônica com o grau de malignidade em PC (Reis, E. M. et al., 2004) sugerem a 

necessidade de um amplo estudo de possíveis alterações de expressão nesse grupo de 
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transcritos. Estima-se que cerca de 98% dos transcritos de eucariotos são não codificadores 

(Mattick, 2001). Isso inclui íntrons e transcritos de genes não codificadores de proteínas, 

sendo estes cerca de 50%-75% de todos os transcritos em eucariotos superiores (Mattick, 

2001; Shabalina et al., 2001).   

Estudos usando microarranjos com sondas de DNA genômico ao longo da 

sequência completa dos cromossomos 21 e 22 (Rinn et al., 2003; Kampa et al., 2004) e, 

posteriormente, os tilling arrays com todo o genoma humano (Bertone et al., 2004) 

mostraram que existem 10 vezes mais loci com atividade transcricional fora dos éxons, em 

regiões intrônicas ou intergênicas de genes anotados, sendo que quase metade dos transcritos 

intrônicos eram expressos antissenso ao seu respectivo gene. Além disso, estima-se que cerca 

de 20% dos transcritos em humanos podem formar pares senso antissenso (Chen et al., 2004). 

Os estudos iniciais do projeto ENCODE, que analisaram apenas 1% do genoma 

humano, mostram que de 74% a 93% das bases são transcritas (Birney et al., 2007), sendo a 

maioria fora dos 3% de bases que codificam proteínas. As funções dos RNAs não 

codificadores curtos, como microRNA e piRNA, estão sendo estudadas por vários grupos de 

pesquisa (O'Donnell et al., 2007; Zhang et al., 2007). RNAs não codificadores longos tem 

recebido menos atenção da comunidade científica, baseada na percepção provavelmente 

equivocada de que todos eles resultam de RNAs imaturos (Louro et al., 2009). Em 2005, 

nosso grupo fez um levantamento in silico das principais descobertas dos projetos de análise 

de expressão em larga escala que levaram à identificação de ncRNAs de transcrição 

independente (Reis et al., 2005). Na maioria dos casos, a informação sobre esta classe de 

ncRNAs estava escondida entre os dados de expressão em larga-escala dos diferentes tipos de 

transcritos desconhecidos. Usando abordagem in silico baseada no mapeamento genômico e 

clustering de EST (Expressed Sequence Tags), juntamente com experimentos de 

microarranjos combinando íntrons e éxons, nós fomos capazes de apontar para regiões 
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intrônicas como fontes-chave de potenciais ncRNAs reguladores (Nakaya et al., 2007; Louro 

et al., 2008). O catálogo atualizado de transcrição intrônica humano e de camundongo 

descreve 78.147 e 39.660 contigs longos de ESTs, respectivamente, dos quais a maioria deve 

representar novos ncRNAs (Louro et al., 2008). Além disso, nosso trabalho revelou que 

aproximadamente 81% e 70% de todos os genes codificadores de proteína que sofrem 

splicing contém íntrons transcricionalmente ativos (Louro et al., 2008). 

Oncogenes e genes supressores tumorais como N-myc (MYCN) e p53 (TP53) 

foram identificados há muito tempo atrás como apresentando ncRNAs transcritos em sua 

região intrônica (Khochbin and Lawrence 1989; Krystal, Armstrong et al. 1990), apesar de 

que uma correlação entre esses ncRNAs e câncer não tenha sido estudada. Mais 

recentemente, expressão aberrante de ncRNAs intrônicos tem sido correlacionada com o grau 

de malignidade do câncer de próstata (Reis, E. M. et al., 2004).  

Durante o desenvolvimento do projeto temático “Identificação de marcadores 

moleculares para diagnóstico e prognóstico em câncer utilizando microarranjos de DNA”, o 

nosso grupo identificou vários transcritos longos intrônicos não codificadores, cujos níveis de 

expressão estavam correlacionados ao grau de diferenciação de tumores de próstata (Reis, F. 

et al., 2004). Naquele trabalho foram estudadas 27 amostras de tumores de próstata, sendo 

construído em nosso laboratório um microarranjo com quatro mil sondas de cDNA (Reis, E. 

M. et al., 2004), selecionadas a partir de aproximadamente um milhão de clones de cDNA 

que foram gerados e sequenciados pelo Projeto Genoma do Câncer com a técnica ORESTES 

(Dias Neto et al., 2000). Dos transcritos que selecionamos, cerca de mil eram transcritos “no-

match”, representando fragmentos de RNAs não-codificadores mapeados no genoma em 

regiões de íntrons de genes conhecidos. Naquele estudo verificou-se que uma fração 

consideravelmente maior (6,6%) dos transcritos intrônicos estava correlacionada com o grau 

de diferenciação do tumor de próstata (através da graduação de Gleason), quando comparadas 
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com transcritos de regiões genômicas não anotadas (2%). Dentre os 12 transcritos mais 

correlacionados com a diferenciação do tumor, seis (50%) são mensagens intrônicas 

antissenso (Reis, E. M. et al., 2004). 

Em seguida, demonstramos que a expressão de uma série de transcritos intrônicos 

pode ser modulada por andrógeno (Louro et al., 2007) em uma linhagem de próstata. Na 

etapa seguinte, estudamos perfis de expressão intrônica em tecido humano normal de fígado, 

rim e duas amostras de tumor de próstata (Nakaya et al., 2007). Para isso usamos o mesmo 

desenho do microarranjo descrito na presente tese, contendo cerca de 30 mil sondas de 

oligonucleotídeos 60-meros para RNAs intrônicos. Surpreendentemente, observamos que os 

mais abundantes desses transcritos de ncRNAs são gerados em loci gênicos onde são 

transcritos genes codificadores de proteínas envolvidos com a regulação da transcrição, em 

todos os três tecidos estudados (Nakaya et al., 2007). Para as sequencias exônicas dos genes 

codificadores de proteínas não observamos enriquecimento de genes relacionados com a 

regulação da transcrição entre os mais abundantes, o que sugere um papel especial dos 

transcritos intrônicos produzidos nos loci dos genes reguladores de transcrição na regulação 

da expressão gênica. Também observamos padrões de expressão intrônica tecido-específicos, 

comparando os três tecidos estudados (Nakaya et al., 2007). 
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2 Objetivo Geral 

Identificar perfis de expressão de genes codificadores e não codificadores de 

proteína correlacionados com recorrência de tumor de próstata, a fim de gerar um perfil 

prognóstico com potencial uso como biomarcador, e elucidar o possível papel de ncRNAs no 

desenvolvimento do câncer de próstata. 

 

2.1 Objetivos Específicos 

 Extração e purificação de RNA total de tecido tumoral de câncer de 

próstata de pacientes de amostras de pacientes submetidos à 

prostatectomia radical, com longo acompanhamento clínico (cinco anos) e 

conhecido desfecho da doença.  

 Amplificação do RNA contendo cauda poli-A e marcação com 

fluoróforos, a partir do RNA total purificado de cada amostra. 

 Hibridização do cRNA amplificado com o microarranjo por nós 

desenhado, contendo aproximadamente 37 mil sondas de 

oligonucleotídeos simples-fita, das quais cerca de 32 mil representam a fita 

senso e a fita antissenso de aproximadamente 16.000 RNAs intrônicos 

longos não codificadores, sem evidência de splicing. 

 Extração e processamento das imagens dos microarranjos para geração de 

dados de expressão. 

 Filtragem e normalização dos dados de expressão dos genes codificadores 

e intrônicos não codificadores de proteína. 

 Busca por genes estatisticamente diferencialmente expressos entre 

amostras de pacientes com e sem recorrência do tumor. 
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 Análise funcional in silico dos genes diferencialmente expressos, 

verificando enriquecimento de categorias de ontologias gênicas e de redes 

gênicas relevantes na progressão tumoral. 

 Busca por perfis de expressão de ncRNAs intrônicos estatisticamente 

correlacionados com o desfecho da doença, que possam ser preditores do 

desfecho da doença. 

 Comparação dos resultados obtidos com estudos de perfil de expressão 

disponíveis na literatura e relevantes em câncer de próstata. 

 Validação dos perfis preditores identificados, usando um grupo externo 

independente de amostras. 
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3 Material e Métodos 

3.1 Amostras de tecido 

As amostras de tecido tumoral foram obtidas de um banco de tecidos mantido 

pelo Laboratório de Patologia Cirúrgica e Molecular do Hospital Sírio-Libanes, em São 

Paulo. As amostras de tecido foram reexaminadas por um patologista a fim de ter certeza da 

presença de pelo menos 75% de tumor. Todas as amostras foram coletadas entre 1998 e 2001, 

com consentimento dos pacientes submetidos à cirurgia. Todas as amostras foram revisadas 

por um único uropatologista. Microssecções foram obtidas a partir dos blocos congelados e 

aproximadamente 50 mg de tecido foi utilizada para a extração de RNA.  

 

3.1.1 Critérios de inclusão 

Todos os pacientes incluídos neste estudo não receberam nenhum tratamento 

adjuvante após a prostatectomia radical enquanto eles permaneceram sem recorrência. Um 

conjunto de treinamento de 43 pacientes foi obtido do banco: o conjunto é composto de 16 

amostras de pacientes com recorrência (38% do conjunto de treinamento), definidas como 

tendo um aumento dos níveis de PSA para ≥ 0,2 ng/mL em qualquer período durante os 5 

anos de acompanhamento depois da prostatectomia, seguidas de outra medida de PSA≥ 0,2 

ng/mL confirmatória; e 26 amostras de pacientes sem recorrência (62% do conjunto de 

treinamento), determinado pelo período de acompanhamento de 5 anos. Um conjunto 

adicional independente de 22 amostras foi obtido e usado em um teste de classificação cega a 

fim de testar o perfil prognóstico. 

 

3.2 Extração do RNA das amostras tumorais 

O RNA total foi extraído a partir do tecido tumoral congelado através de 

homogeneização em tampão baseado em Isotiocianato de guanidina (Trizol; Invitrogen, 
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Carlsbad, CA). O reagente Trizol foi homogeneizado com tecido macerado sob nitrogênio 

líquido na proporção de 1 mL do reagente para cada 50 mg de tecido. Após incubação por 5 

minutos a temperatura ambiente, são adicionados 200 μL de clorofórmio. Após uma nova 

incubação a temperatura ambiente por 5 minutos, é realizada uma centrifugação dos tubos a 

11.000 x g por 15 minutos a 2ºC, a fim de separar a fase aquosa, que contém o RNA, dos 

demais componentes. Após a centrifugação, a fase aquosa é separada e colocada em um novo 

tubo, onde são adicionados 500 μL de isopropanol e seguido incubação por 10 minutos a 

temperatura ambiente.  

Após nova centrifugação, o sobrenadante é removido e descartado. Em seguida, 

adiciona-se ao tubo 1 mL de etanol 75% e segue-se nova centrifugação a 7.000 x g por 5 

minutos a 2ºC. Após remoção do sobrenadante, o precipitado é dissolvido em 30 μL de água 

previamente tratada com DEPC. 

 

3.3 Purificação do RNA e tratamento com DNase 

Em seguida, o RNA é submetido a uma etapa de purificação e tratamento com 

RNeasy Mini Kit (Qiagen), de acordo com o protocolo do fabricante. Inicialmente o volume 

total da amostra de RNA é ajustado para 100 μL (adição de 70 μL de H20 DEPC). Em 

seguida são adicionados 350 μL de tampão RTL, homogeneizado e adicionado 250 μL de 

etanol 100% e homogeneizado novamente por pipetagem. Em seguida os 700 μL resultantes 

são transferidos para a coluna de captura do RNA, montada dentro de um tubo coletor de 2 

ml. A coluna com o RNA é centrifugada por 30 segundos a velocidade máxima na 

microcentrífuga Eppendorf modelo 5417R. O filtrado é dispensado, mantendo-se o tubo 

coletor. Em seguida são adicionados 350 μL de tampão RW1 à coluna, seguida de nova 

centrifugação por 30 segundos a velocidade máxima. O filtrado é descartado. Em seguida é 

adicionado à coluna uma solução contendo 10 μL de solução de DNase I e 70 μL de tampão 
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RDD. A coluna contendo DNase é incubada a temperatura ambiente por 15 minutos. Em 

seguida são pipetados 350 μL de tampão RW1 à coluna e se centrifuga a velocidade máxima 

por 30 segundos na microcentrífuga Eppendorf modelo 5417R. O filtrado é descartado. As 

etapas de adição de RW1 e centrifugação são repetidas. Em seguida, a coluna é transferida 

para um novo tubo coletor e são adicionado 30 μL de H20 DEPC à coluna. Após a incubação 

por 1 minuto, segue-se uma centrifugação por 1 minuto à velocidade máxima na 

microcentrífuga Eppendorf modelo 5417R. O filtrado, contendo o RNA purificado, é 

armazenado. 

 

3.4 Avaliação do rendimento e da integridade do RNA obtido 

O RNA obtido é analisado quanto à sua qualidade utilizando-se o equipamento 

Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies), que realiza uma eletroforese capilar de alta tensão 

utilizando as amostras de RNA. A integridade das amostras foi avaliada com o software 2100 

Expert (Agilent). Este programa atribui um valor de integridade de RNA (RNA Integrity 

Number, RIN), que permite uma estimativa da integridade através de todo traçado 

eletroforético da amostra, e não apenas da razão entre os RNA ribossomais. Apenas amostras 

que tinham uma boa integridade (RIN > 7) foram utilizadas nas etapas de amplificação, 

marcação e hibridização. 

A quantificação das razões de medida óptica realizadas a 260 nm (pico de 

absorbância do RNA) e 280 nm (pico de absorbância de proteínas), foram realizadas 

utilizando-se o espectrofotômetro NanoDrop (Thermo Scientific).  

 

3.5 Amplificação do RNA contendo cauda poli-A 

A amplificação e marcação com fluoróforos foi realizada com iniciadores de 

oligo d-T ligados ao promotor da enzima T7 RNA polimerase, utilizando o Kit de 
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amplificação Low RNA Input Fluorescent Linear Amplification Kit (Agilent Technologies) e 

300 ng de RNA total, de acordo com as instruções do fabricante (Figura 6). Com essa 

abordagem, nós medimos as mensagens codificadoras de proteínas e ncRNA que apresentam 

uma cauda poli-A 3´.  

 

Figura 6: Método de amplificação de cRNA e marcação com fluoróforos (Agilent Technologies). 
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Cada amostra de RNA de PC foi amplificada separadamente em duplicata com 

Cy3 ou Cy5. O método usa T7 polimerase, que simultaneamente amplifica o material alvo 

gerando o chamado cRNA (RNA complementar) e incorpora CTPs marcados com cianina 3 

(Cy3) ou cianina 5 (Cy5). Há normalmente uma amplificação na ordem de 100 vezes do 

RNA com cauda poli-A com o uso deste kit.  300 ng de RNA total são usados em cada 

reação, em um volume de 8,3 μL. São adicionados 1,2 μL de iniciador oligo-dT ligado ao 

promotor de T7, e 2 μL da solução de RNAs “spikes”, sendo Spike A para RNA que será 

marcado com Cy3, e Spike B para o RNA que será marcado com Cy5. O RNA spike é de 

planta, em uma mistura de 10 RNAs diferentes com proporções conhecidas, e o oligoarranjo 

construído pela Agilent possui sondas para estes RNAs, que funcionam como controle da 

amplificação e marcação. Os tubos são levados ao termociclador para a desnaturação do 

RNA, a 65ºC por 10 minutos. Em seguida, é adicionado 8,5 μL do tampão de transcrição 

reversa cDNA Master Mix (4 μL 5 X First Strand Buffer previamente aquecido por 4 

minutos a 80 ºC;2 μL 0.1 M DTT; 1 μL 10 mM dNTP mix; 1 μL MMLV-RT; 0,5 μL RNase 

OUT) e a reação de transcrição reversa se dá no termociclador por 2 horas a 40 ºC. Em 

seguida, é adicionado 60 μL do tampão de transcrição Transcription Master Mix (15,3 μL 

H20 DEPC; 20 μL 4x Transcription Buffer; 6 μL 0.1 DTT; 8 μL NTP mix; 6,4 μL 50% PEG 

previamente aquecido por 1 minuto a 40ºC; 0,5 μL RNase OUT; 0,6 μL pirofosfatase 

inorgânica; 0,8 μL T7 RNA polimerase; 2,4 μL Cianina 3 ou 5). A reação de transcrição se dá 

no termociclador a 40ºC por 2 horas.  

Em seguida, o RNA amplificado é purificado utilizando-se o RNeasy 

amplification Kit, como descrito para a purificação do RNA total, mas sem a etapa de 

digestão com DNase. A incorporação do corante é confirmada medindo-se a absorbância do 

corante utilizando o espectro-fotômetro NanoDrop (NanoDrop Technologies). Como 
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recomendado pelo fabricante, cRNA amplificado com uma incorporação mínima de 7 pmol 

fluoróforo / micrograma cRNA foi usada para hibridização. 

 

3.6 Desenho do oligoarranjo  

Sondas contendo fragmentos de DNA fita-simples de 60 nucleotídeos, cada um 

com sequencia única representando um gene de interesse, bem como sondas controles 

positivos e negativos, foram desenhadas estritamente de acordo com as especificações da 

Agilent, ou seja, com conteúdo C-G menor que 60%, ausência de bases repetidas 

consecutivamente mais do que 7 vezes, e com bias para a região 3’ do transcrito (Hughes et 

al., 2001). Os oligoarranjos foram impressos pela Agilent. A anotação das sondas e suas 

sequencias estão depositadas no banco público do NCBI (número de acesso GEO: GPL4051).  

 

3.7 Hibridização  

Nós usamos hibridização self-self, na qual os microarranjos são co-hibridizados 

com cada uma das réplicas de cRNA marcadas com Cy3 e Cy5. De acordo com o protocolo 

Agilent's ISH Kit Plus, nós usamos 750 ng de cRNA marcado com Cy5 e Cy3 por amostra e 

hibridizamos por 17 horas a 65ºC, seguido de lavagem com o Agilent SSPE wash protocol v. 

2.1.   

 

3.8 Processamento de Imagem  

Os arranjos foram digitalizados com uma resolução de 5-μm usando um scanner  

GenePix 4100B (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA). Configurações do tubo 

fotomultiplicador foram ajustadas automaticamente para se obter valores entre 0,95 e 1,05 

para as razões de intensidades globais entre os dois canais (Cy3 e Cy5). Intensidades de 

fluorescência foram extraídas usando o Feature Extraction software (FE). O programa 
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identifica o local de cada sonda (spot), obtem a intensidade daquela região registrada pelo 

scanner, e aplica a subtração da intensidade do fundo local (em torno do spot). Em seguida, 

corrige a intensidade do conjunto de spots da lâmina, utilizando o método padrão LOWESS 

(Local Weighted Scaterplot Smoothing), que compensa para a incorporação desigual de 

corante e a sensibilidade diferente da medida para os diferentes comprimentos de onda de 

cada corante. 

 

3.9 Processamento de Dados  

Programas adicionais caseiros foram desenvolvidos para processar os dados 

utilizando o ambiente do projeto R (R_Development_Core_Team, 2006). Sondas que não 

foram consideradas expressas pelo programa FE, isto é, com valores de intensidade não 

estatisticamente acima do background foram excluídas. A fim de preservar potenciais 

marcadores que poderiam ser expressos em apenas um grupo de amostras, foram 

consideradas para análise todos os ncRNAs  e genes codificadores de proteínas expressos em 

pelo menos 90% das amostras de um dos dois grupos: no conjunto de pacientes com 

recorrência (14/16), ou no conjunto de pacientes sem recorrência (23/26). Esta abordagem 

assegura que os genes que tem expressão completamente ausente em um dos dois grupos 

fossem mantidos na análise.  

Para cada sonda, foi utilizada a média geométrica das duas replicas (Cy3 e Cy5) 

da mesma amostra, em escala log, isto é, 
                                   h  

 
. Para tornar as 

lâminas comparáveis e reduzir artefatos experimentais, utilizamos o método de normalização 

intra-lâmina denominado quantil (Bolstad et al., 2003), disponível no pacote affy (Gautier et 

al., 2004) do projeto R (R_Development_Core_Team, 2006). Neste método, as medidas de 

cada lâmina são ordenadas (ranked) segundo os valores de intensidade. Em seguida, para 

cada lâmina e para cada posição no ranking este valor é substituído pela média das 
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intensidades, obtida para cada posição no ranking, entre todas as lâminas de treinamento; 

obtêm-se assim um conjunto único de dados (média das intensidades entre todas as lâminas), 

sendo um valor médio para cada posição do ranking. Este ranking de intensidades médias 

gerado com as amostras do grupo de treinamento foi utilizado para a normalização das 

amostras do teste independente, como discutido mais adiante, no processamento dessas 

amostras. Por esse método, é mais relevante a posição do spot no ranking do que a sua 

intensidade bruta. Com esse critério, podem-se comparar diferentes experimentos com faixas 

de intensidades diferentes.  

Para ajustar para efeitos de lote entre os experimentos, foi usado um método que 

é efetivo para números pequenos (<10) de amostras por lote experimental (Johnson et al., 

2007) para ajustar todo o conjunto de treinamento. Os dados de expressão foram depositados 

no banco de dados GEO do NCBI com o número de acesso GSE18918. 

 

3.10 Análise estatística  

No conjunto de treinamento com 42 amostras, foi aplicado para os genes 

codificadores de proteína um teste de significância específico para microarranjos chamado 

SAM – Significance Analysis of Microarray (Tusher et al., 2001). Este teste leva em 

consideração, além dos valores de significância tradicionais, como o p-valor do teste-t, o 

número de testes realizados – um para cada medida, e a probabilidade de se obter genes com 

valores altos de significância (ex. p valor menor que 0,005), mas resultantes do grande 

número de perguntas (10000 spots x 0,05 = 50 genes), a chamada taxa de falsa descoberta ou 

False Discovery Rate (FDR). Aqui foram utilizadas 1000 permutações. 

Para a identificação de transcritos intrônicos não codificadores correlacionados 

com a recorrência em PC nós usamos a abordagem de Amostragem Múltipla Aleatória de 

Treinamento-validação (Michiels et al., 2005), descrita a seguir: Transcritos que mostraram 
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pouca ou nenhuma variação entre as amostras foram eliminados, retendo-se 1803 ncRNAs 

com coeficiente de variação > 0,03. O conjunto de treinamento (de tamanho N = 42 

pacientes) foi dividido usando uma abordagem de reamostragem em 500 conjuntos aleatórios 

de treinamento (cada um com tamanho n), tendo n/2 pacientes de cada desfecho, e 500 

conjuntos de validação associados (de tamanho N-n), conforme descrito (Michiels et al., 

2005). Em nossa análise, n = 10, 14, 18, 22, 26 ou 30. O número n máximo de pacientes no 

conjunto de treinamento (n=30) foi determinado de maneira que existisse no mínimo 1 

paciente de cada desfecho no conjunto (de tamanho N-n=12) de validação; ou seja, como 

temos 16 amostras de pacientes com recidiva, teremos o número máximo n/2=15 (ou seja, 

máximo n=30), situação em que 15 pacientes com recidiva estão no conjunto de treinamento 

de n=30, e sobra 1 paciente com recidiva para o conjunto de validação, junto com mais 11 

pacientes sem recidiva (para um conjunto de validação de 12). A assinatura preditora de cada 

um dos conjuntos de treinamento foi definida como a lista dos 100 ncRNAs que foram mais 

altamente correlacionados com o desfecho dos pacientes, mostrado pelo coeficiente de 

correlação de Pearson. Os perfis preditivos de alto ou baixo risco foram obtidos tomando-se o 

valor de expressão médio de cada um dos 100 ncRNAs entre os n/2 pacientes de cada 

desfecho. Em seguida, a classificação dos pacientes nos conjuntos de validação 

correspondentes (cada um com N-n pacientes) foi realizada pela regra de predição do 

centroide mais próximo (Michiels et al., 2005), isto é, cada paciente foi colocado no grupo de 

alto ou baixo risco de acordo com o perfil médio preditivo com o qual a amostra tinha maior 

correlação. A proporção de classificação errada de cada conjunto de validação associado foi 

determinada e a média da taxa de erro de classificação foi calculada, bem como o intervalo de 

confiança de 95%. Os genes discriminantes foram definidos como aqueles inclusos em mais 

de 50% das 500 assinaturas moleculares (Michiels et al., 2005); para n=30, um conjunto de 

51 ncRNAs discriminantes foi obtido. Os valores de expressão médio destes últimos 51 
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ncRNAs no conjunto de pacientes com recorrência dentro do conjunto de treinamento de 42 

amostras foi usada para calcular um perfil de mau prognóstico. Este perfil final médio foi 

usado para classificar o conjunto independente de 22 amostras, descrito a seguir. 

 

3.11 Classificação de um conjunto independente usando o perfil de mau prognóstico. 

Um conjunto independente composto por 22 amostras foi usado para avaliar a 

exatidão do classificador de prognóstico. Medidas brutas de expressão do conjunto teste 

foram processadas pela normalização de quantil, seguida do ajuste de lotes. 

 

3.12 Processamento das amostras do conjunto teste 

Uma vez criados os perfis de classificação com as amostras de treinamento, estes 

perfis foram aplicados às amostras independentes do conjunto externo de teste. Estas 

amostras não foram processadas juntamente com as amostras de treinamento. Assim, a fim de 

que as amostras de validação fossem comparáveis com as de treinamento, foi necessária a 

criação de um protocolo de processamento destas amostras que fosse composto dos mesmos 

passos de processamento do conjunto de treinamento (normalização e ajuste de lotes), mas 

sem alterar os valores já calculados dos parâmetros obtidos no conjunto de treinamento.   

Como descrito anteriormente, existem passos do processamento dos valores de 

intensidade que utilizam como referência os valores médios de expressão ao longo do 

conjunto de amostras analisado. Se o conjunto de amostras é alterado, todos os valores são 

alterados também. Assim, foi necessário que, para cada passo, as amostras de teste se 

submetessem ao mesmo processamento das amostras de treinamento, mas que não fossem 

utilizadas como referência para os fatores de transformação.  A seguir estão descritos os 

passos do processamento que envolvem essas transformações e como cada um deles foi 

realizado. 
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3.12.1 Normalização por quantil. 

 

Inicialmente os valores de intensidade de cada spot em cada lâmina são 

ordenados (ranked) segundo o valor de intensidade dentro da lâmina. 

Estes valores de cada lâmina são substituídos pela média de intensidade obtida 

para determinada posição no ranking, valor este que havia sido obtido no conjunto de 

treinamento, conforme discutido anteriormente. Para o processamento das amostras de teste, 

houve apenas a substituição dos valores de cada gene em sua posição no ranking naquela 

lâmina por aquele valor médio daquela posição no ranking, obtido com o conjunto de 

treinamento, sem um novo cálculo de médias. Desta maneira, o conjunto de valores das 

amostras de teste se torna o mesmo do das amostras de treinamento. 

 

3.12.2. Ajuste de lotes (ComBat).  

 

Para retirar o efeito de lote das amostras de teste, cada um dos 5 lotes deste 

conjunto foi processado separadamente, sendo cada um processado junto com os 9 lotes do 

conjunto de treinamento. Desta maneira, o efeito de lote é corrigido, sem alterar os valores 

das amostras de treinamento que já foram processadas. Além disso, o processamento de um 

lote de teste por vez, frente aos lotes de treinamento, permite que novos lotes de amostras 

sejam processados no futuro, sem alterar o valor das amostras de treinamento e de teste já 

processadas. 

 

3.12.3 Normalização intergênica (Z-score). 
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 A normalização intergênica é usada para comparar os genes entre as amostras. 

Nesta normalização, os valores de intensidade são considerados como desvios acima ou 

abaixo da média daquele gene entre todas as amostras.  

Neste caso, as amostras de teste foram subtraídas pelas médias e divididas pelos 

desvios previamente gerados com o conjunto de treinamento, mais uma vez, portanto, 

sofrendo a transformação necessária sem serem utilizadas para gerar os valores de 

treinamento referência (médias e desvios). 

 

3.13 Classificação das amostras do conjunto teste 

Finalmente, as amostras do conjunto teste foram classificadas calculando-se o 

coeficiente de correlação entre cada amostra e o perfil médio de mau prognóstico obtido com 

o conjunto de treinamento. Uma amostra teste foi designada como sendo do grupo de alto ou 

baixo risco de recorrência quando o coeficiente de correlação calculado era ou positivo ou 

negativo, respectivamente.  

 

3.14 Análise de sobrevida 

A análise de Kaplan-Meier para o conjunto independente de teste foi feita 

utilizando o programa GraphPad Prism (versão 5.0) e os dados de seguimento clínico de cada 

paciente do conjunto. 

 

3.15 Anotação funcional dos transcritos identificados 

Anotações gênicas da função dos genes de interesse e de cruzamento das listas de 

genes identificados com outros trabalhos de expressão gênica em câncer de próstata foram 

feitas utilizando-se a ferramenta Ingenuity Pathways Analysis (Ingenuity Systems) (Calvano 

et al., 2005).  
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3.15.1 Análises de redes gênicas 

Os números de acesso dos genes codificadores expressos, bem como os dados de 

fold change e a taxa de falsa descoberta (FDR), gerados a partir da análise de SAM entre 

pacientes com recorrência e sem recorrência, foram importados no software Ingenuity 

Pathway Analysis 7.1. A análise foi feita com FDR <5% como critério de corte para genes 

diferencialmente expressos. Cada identificador (número de acesso do gene) foi associado aos 

dados daquele gene na base de conhecimento do programa. Estes genes foram usados como 

ponto inicial para a geração de redes biológicas. A análise de redes biológicas foca nas 

relações funcionais entre genes já conhecidas e documentadas na base de dados, olhando para 

os genes que foram considerados significativamente alterados. O programa cria redes destes 

genes com funções similares e interações já reportadas. Um score é computado para cada 

rede de acordo com o número de genes considerados diferencialmente expressos que estão 

presentes na rede. Este score reflete o logaritmo negativo, em base 10 do p-valor que indica a 

chance dos genes diferencialmente expressos encontrados juntos na rede gênica sejam devido 

ao acaso. Scores de 3 ou mais indicam 99,9% de nível de confiança que a rede não foi gerada 

por acaso. Este score foi utilizado como critério para identificar redes gênicas enriquecidas 

com genes de expressão alterada na condição estudada (recidiva). 
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4 Resultados 

4.1 Amostras de tecido tumoral prostático e obtenção de RNA para experimentos de 

hibridização 

 Todas as amostras coletadas foram enviadas ao nosso laboratório, congeladas 

em gelo seco. As amostras foram então processadas para extração de seu RNA total 

utilizando-se o método do tiocianato de guanidina/fenol/clorofórmio (ver seção Material e 

Métodos). 

 Após este procedimento seguiu-se avaliação da quantidade, pureza e 

integridade do RNA total obtido através de espectrofotometria (NanoDrop) e eletroforese 

capilar (Bioanalyzer 2100), respectivamente. A Figura 7 apresenta o resultado típico da 

análise por eletroforese capilar de RNA total isolado de amostras de tecido tumoral de 

próstata processadas em nosso laboratório. 

A B 

   

Figura 7: Perfil analítico típico de uma amostra de RNA total tratado com DNase I obtido através de 

eletroforese no Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Os painéis apresentam o 

eletroferograma obtido a partir de 100 ng de RNA total isolado de tecido A: Perfil de uma amostra de 

boa qualidade (RIN 7,9 e razão 28S/18S 1,2). Note as duas bandas mais fortes (RNA ribossomais 

18S e 28S) representadas pelos picos em 41 e 49 s. B: Perfil de uma amostra de má qualidade 

(RIN 4,8 e razão 29S/18S 0,7) com as bandas de RNA ribossomais já degradadas. 

 

O conjunto de amostras de tecido tumoral prostático de pacientes utilizados neste 

trabalho é fornecido pelo banco de tumores do Laboratório de Patologia Celular e Molecular 

– Hospital Sírio-Libanês. A previsão inicial para a primeira etapa era a realização de 

experimentos de hibridização de um conjunto com 61 amostras, recebidas em 2005 por nosso 

laboratório. Estas amostras tiveram o RNA total extraído e avaliado em relação à quantidade 
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e qualidade pela aluna de doutorado Camila Egidio. Entretanto, após a extração de RNA 

dessas amostras, verificou-se que das 61 amostras recebidas, 29 amostras (29/61 = 50%) não 

forneceram RNA de qualidade suficiente para os experimentos de hibridização, isto é, com o 

valor de RNA Integrity Number (RIN) acima de 7 e a razão das bandas ribossomais 28S/18S 

maior ou igual a 2 (Tabela 2). Assim, foi necessária a retirada de novas amostras do Banco de 

Tumores do Hospital Sírio-Libanês, com as quais fizemos novas extrações de RNA.  

 

Tabela 2: Amostras recebidas do Banco de Tumores do Hospital Sírio-Libanês. 

 

 Total Utilizadas para experimentos de 

microarranjos 

Com RNA degradado 

(RIN < 7) 

Amostras recebidas 

em 2005  

61 32 29 

Amostras recebidas 

em 2006 e 2007 

51 32 18 

Total 112 64 47 

 

Das 51 novas amostras recebidas, 18 (35%) resultaram em RNA de baixa 

qualidade e não foram utilizados para amplificação e hibridização (Tabela 2). Esta 

porcentagem de perda já era prevista devido ao longo tempo de armazenamento dessas 

amostras, e pelas eventuais perdas durante o processo de extração.  

Fizemos uma importante modificação na rotina de processamento das amostras, 

para as amostras recebidas em 2007. As amostras de RNA iniciais do conjunto de 62 

amostras haviam sido extraídas e armazenadas durante um longo intervalo de tempo até a 

utilização para os experimentos de microarranjos. Verificamos que esta é uma rotina 

inadequada, pois o tempo entre a extração do RNA e seu processamento final é muito grande, 

o que poderia acarretar em uma eventual degradação do RNA. Optou-se então, pelo 

processamento completo (do recebimento das amostras à hibridização e análise dos dados) de 
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conjuntos de seis a dez amostras por ensaio, o máximo a ser processado em conjunto, uma 

vez que contamos com seis câmaras de hibridização. Além disso, em cada lote de marcação e 

hibridização incluímos amostras com e sem recidiva, de forma balanceada. Assim, 

constatando-se que alguma amostra de um grupo específico estava degradada, o 

desbalanceamento deste poderia ser compensado numa hibridização subsequente. 

 

4.1.1 Dados clínico-patológicos dos pacientes utilizados no estudo. 

 

Estes pacientes formam uma representação ampla de Grau de Gleason, idade na 

cirurgia e níveis de PSA pré-operatorio (Tabela 3 e Tabela 4). Nenhum paciente recebeu 

tratamento adjuvante após a prostatectomia radical. A recorrência bioquímica foi definida 

como um aumento nos níveis de PSA sanguíneo para ≥ 0,2 ng/mL em qualquer momento 

durante o acompanhamento de 5 anos. O tratamento adjuvante foi administrado somente após 

a constatação da recorrência. 
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Tabela 3: Dados clínicos e anatomo-patológicos para cada um dos 42 pacientes usados no conjunto de treinamento. 
No. no 
Banco 

Recorrên-
cia em 5 
anos de 
acompa-
nhamento 

Idade 
(anos) 

Gleason 
Score 

PSA pré-
opera-
tório 

Estágio 
clínico 

Volume 
tumoral 
(mm³) 

Envolvi-
mento 
da 
cápsula 

Envolvi-
mento 
extra-
capsular 

Invasão 
da 
vesícula 
seminal 

Metás-
tase 
linfonodal 

Estágio 
pato-
lógico 

Data da 
cirurgia 

Acompanha-
mento 
(meses) 

PSA 
na 
recor-
rência 

Observa-
ções 

50 - 54 7 5,5 T1c 7 - - - - pT2 19/03/1998 60   

54 - 65 5 14,6 T2b 7 + - - - pT2 30/03/1998 60   

62 - 70 7 8 T2a 34 + + - - pT3 16/04/1998 60   

102 + 60 5 37 T1c 34 - - - - pT2 28/07/1998 17,0 0,4  

108 + 76 5 9,3 T2b 14 + + - - pT3 18/08/1998 47,4 0,6  

125 - 70 5 3 T1c 4,8 - - - - pT2 03/10/1998 60   

131 + 69 9 7,69 T2a 13 + - - - pT2 22/10/1998 43,2 0,3  

183 - 67 9 7 T1c 10 + - - - pT2 02/02/1999 60   

195 + 60 5 6,9 T1c 23 + - - - pT2 27/02/1999 60 0,5  

201 + 60 8 11,3 T2b 15 + + - - pT3 16/03/1999 43,4 1,8  

202 + 53 6 6,2 T2a 5 + + - - pT3 18/03/1999 49,4 0,5  

221 - 50 5 3,7 T2a  - - - - pT2 11/05/1999 60   

223 - 58 8 11 T2b 14 + + - - pT3 11/05/1999 60   

240 + 67 7 22 T2a 4 - - - - pT2 19/06/1999 18,3 0,5  

250 - 65 7 6,8 T2a 10 + + - - pT3 06/07/1999 60   

254 + 68 8 5,6 T1c 4 + + - - pT3 08/07/1999 41,7 1,1  

261 - 75 8 13,6 T2a 18 + + - - pT3 03/08/1999 30  Morreu de 
outras causas 

273 + 58 7 8,3 T1c 12 + - - - pT2 17/08/1999 42,3 0,5  

277 - 57 8 18,1 T1c 8 - - - - pT2 24/08/1999 60   

284 + 84 7 4,8 T2a 17 + + - - pT3 09/11/1999 18,7 0,4  

293 - 72 8 23 T2a 10 + + - - pT3 09/09/1999 60   

297 - 49 6 10,2 T2c 11,8 + - - - pT2 25/09/1999 60   

303 + 71 8 12 T1c 3 + + - - pT3 07/10/1999 50,7 1,5  

320 + 51 5 7,3 T1c 20 + + - - pT3 18/11/1999 24,8 0,3  

321 - 60 7 4,2 T2a 12 - - - - pT2 23/04/1999 60   
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No. no 
Banco 

Recorrên-
cia em 5 
anos de 
acompa-
nhamento 

Idade 
(anos) 

Gleason 
Score 

PSA pré-
opera-
tório 

Estágio 
clínico 

Volume 
tumoral 
(mm³) 

Envolvi-
mento 
da 
cápsula 

Envolvi-
mento 
extra-
capsular 

Invasão 
da 
vesícula 
seminal 

Metás-
tase 
linfonodal 

Estágio 
pato-
lógico 

Data da 
cirurgia 

Acompanha-
mento 
(meses) 

PSA 
na 
recor-
rência 

Observa-
ções 

334 - 73 5 6,2 T2a 14 - - - - pT2 07/12/1999 60   

339 - 55 7 6,5 T1c 14 - - - - pT2 04/01/2000 60   

340 + 76 7 12 T2b 15 + + - - pT3 04/01/2000 20,5 4,8  

385 - 57 7 10 T1c 6 + - - - pT2 08/04/2000 47,3   

421 + 67 8 31 T2b 42 + + + - pT3 04/07/2000 2,8 0,3  

422 - 60 7 21 T2b 2 - - - - pT2 02/07/2000 60   

425 - 74 5 2,1 T1c 4 - - - - pT2 15/07/2000 41,5   

426 + 55 6 5,2 T1c 5 + - - - pT2 15/07/2000 27 0,2  

437 - 66 6 12 T2a 1 - - - - pT2 15/08/2000 60   

453 - 65 8   10 + + - - pT3 23/05/2001 60   

454 - 55 6 5,2 T1c 12 - - - - pT2 23/05/2001 47,6   

455 - 63 7 2  2 - - - - pT2 12/08/2001 60   

459 - 50 8   29 + + - - pT3 16/06/2001 60   

461 - 74 7 6,8 T1c 16 - - - - pT2 30/06/2001 60   

463 - 79 8   64 + + + - pT3 04/07/2001 60   

469 + 71 8 5,4 T1c 5 + + - - pT3 17/07/2001 20,7 0,26  

471 - 64 6 18,2 T1c 40 + - + - pT3 25/07/2001 60   
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Tabela 4: Dados clínicos e anatomo-patológicos para cada um dos 22 pacientes usados no conjunto teste. 
No. no 
Banco 

Recorrên-cia 
em 5 anos 
de acompa-
nhamento 

Idade 
(anos) 

Gleason 
Score 

PSA 
pré-
opera
-tório 

Estágio 
clínico 

Volume 
tumoral 
(mm³) 

Envolvi-
mento da 
cápsula 

Envolvi-
mento 
extra-
capsular 

Invasão 
da 
vesícula 
seminal 

Metás-
tase 
linfonodal 

Estágio 
pato-
lógico 

Data da 
cirurgia 

Acompanha-
mento 
(meses) 

PSA 
na 
recor-
rência 

Observa-
ções 

28 - 47 4 3,1 T1c 47 - - - - pT2 17/01/19
98 

60     

35 - 64 4 12 T2c 2 - - - - pT2 03/02/19
98 

37,4   Morreu de 
outras causas 

36 - 63 4 6,2 T2a 39 + - - - pT2 02/10/19
98 

51,8     

55 - 72 8 8,1 T2a 26 + + - - pT3 31/03/19
98 

60     

68 + 58 8 6,2 T2a 27 + + + - pT3 24/04/19
98 

33,133 0,5   

71 - 65 7 7 T2c 23 + + - - pT3 05/12/19
98 

60     

73 - 61 5 5,6 T1c 8 - - - - pT2 14/05/19
98 

60     

75 - 74 5 19,1 T2a 24 + + - - pT3 05/01/19
98 

60     

84 - 54 8 7,4 T2c 36 + - - - pT2 16/06/19
98 

60     

100 - 66 5 17,9 T2b 17 + - - - pT2 23/07/19
98 

60     

121 + 52 6 7,8 T1c 4 - - - - pT2 22/09/19
98 

56 0,2   

122 + 74 6 18,9 T2c 43 + + - - pT3 29/09/19
98 

56,8 0,7   

148 + 65 9 37 T1c 38 + - - - pT2 17/11/19
98 

17,7 0,4   

155 + 58 5 10 T2a 16 - - - - pT2 05/12/19
98 

54,6 0,2   

171 - 52 8 12,2 T1c 1,7 - - - - pT2 09/01/19
99 

59,5     

176 - 44 8 8,6 T2a 5 + + - - pT3 16/01/19
99 

54,2     

182 - 64 9 21 T2a 11 + - - - pT2 28/01/19
99 

53,8     

187 - 71 8 15,5 T2b 13 - - - - pT2 05/02/19
99 

58,6     

189 - 60 7 13,8 T1c 1,4 - - - - pT2 09/02/19
99 

54,4     

212 - 62 8 6,7 T2b 27 - - - - pT2 04/10/19
99 

60     

217 - 74 8 24 T2b 5 + + - - pT3 22/04/19
99 

28,267   Morreu de 
outras causas 

295 + 66 7 12,6 T2b 17,4 + + - - pT3 23/09/19
99 

52 6   
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A idade média apresentada pelo grupo de pacientes no momento do diagnóstico é 

de 63 anos, ligeiramente menor que a média apresentada pelos pacientes com câncer de 

próstata nos EUA (Scosyrev et al., 2010) (Tabela 5). Enquanto que mais da metade dos 

pacientes nos EUA (60%) são diagnosticados com mais de 65 anos, sendo quase um quarto 

deles com mais de 75 anos, a maior parte dos pacientes utilizados neste estudo foi 

diagnosticada com câncer com menos de 65 anos (Tabela 5). 

 O nível de PSA no sangue no momento do diagnóstico para os pacientes do 

estudo é maior que o observado na população americana (11 ng/mL contra 6 ng/mL). O Score 

de Gleason também é maior para os pacientes do presente estudo em relação à população 

americana: enquanto apenas 14% dos pacientes americanos foram diagnosticados com GS 

maior que 7, esta proporção para os pacientes do presente estudo é de 37,5% (Tabela 5). 

Estes últimos dois aspectos podem indicar uma menor prevenção da doença de câncer de 

próstata no Brasil, quando comparado aos EUA já que os tumores são detectados com estágio 

mais avançado.  
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Tabela 5: Comparação da proporção das características clinico-patológicas dos pacientes usados no 

estudo com as características observadas na população americana (%). 

Característica 

População Americana 
2004-2006 

(ACS, 2010; Scosyrev et al., 2010)  
Conjunto estudado (%) 

n=64 

Idade 
 

 

Média 67 63 
18-64 40 51,6 
65-74 35,3 32,8 
75+ 24,8 7,8 

PSA, ng/mL 
 

 

%Média 6,5 11 

≤2,5 7,0 3,1 
2,6-4 6,7 4,7 
4,1-6,9 32,5 25,0 
7-10 15,7 17,2 
10,1-20 12,9 28,1 
>20 10,9 12,5 
Desconhecido 14,3 4,7 

Gleason Score 
 

 

2-6 46,3 37,5 
7 33,0 25,0 
8-10 14,2 37,5 
Desconhecido 6,5 0,0 
Estágio 
Tumoral 

 
 

T1 52,2 37,5 
T2 39,5 56,3 
T3 2,3 0,0 
T4 1 0,0 

 

4.2. Amplificação  

As 64amostras de RNA total foram amplificadas e marcadas com o kit “Low RNA 

Input Fluorescent Linear Amplification kit” (Agilent), seguindo o protocolo sugerido pelo 

fabricante (Figura 6). Foi utilizado um método indireto de estudo, com uma amostra por 

microarranjo, marcada com ambos fluoróforos. Já foi demonstrado que esta estratégia fornece 

uma alternativa confiável de experimentos baseados em hibridização, e que se constitui em 

uma opção adequada para análise de grandes quantidades de amostras (Peixoto et al., 2006). 
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Cada amostra de RNA foi amplificada e marcada tanto com Cy3-CTP e Cy5-CTP 

independentemente. Controles positivos de RNA ("spikes") foram adicionados à reação de 

amplificação. 

No início das amplificações e marcações observamos quantidades inferiores de 

cRNA amplificado em comparação ao esperado para o kit, por volta de 5 µg de cRNA 

(Tabela 6). 
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Tabela 6: Quantidade de cRNA amplificado e incorporação de fluoróforos para as primeiras 31 amostras 

processadas. 

Nº BANCO 

Total Cy5 
RNA 
Amplificado 
(µg) 

Total RNA 
amplificado 
(µg) 

Incorporacao 
Cy5 (pmol 
Dye/µmol 
RNA) 

Incorporação 
Cy3 (pmol 
Dye/µmol 
RNA) 

28 2,22 2,951 11,64 4,62 
35 2,254 2,001 8,19 6,17 
36 1,043 1,216 4,92 5,21 
50 4,534 4,009 12,7 19,83 
54 2,143 1,708 10,98 8,61 
55 1,683 2,006 6,08 20,28 
68 5,07 4,683 17,16 9,11 
71 2,788 2,539 13,01 25,82 

73 4,4 4,056 12,1 25,29 
75 2,385 2,999 12,49 12,35 
84 0,84 1,098 5,16 5,87 

100 1,338 1,324 20,92 19,38 
102 1,239 1,283 13,4 9,46 
108 0,915 1,446 13,62 6,02 
121 0,922 0,798 5,95 14,28 
122 1,372 0,966 6,31 10,6 
125 1,217 1,282 12,01 5,6 
148 1,95 1,313 13,14 12,72 
155 0,964 1,282 13,19 9,72 
171 3,684 3,963 13,15 7,24 

176 0,658 0,675 7,51 15,97 
182 1,334 1,534 11,19 4,9 
183 1,341 1,077 11,79 11,74 
187 1,359 1,864 11,39 3,96 
189 2,084 2,387 13,56 15,38 
212 2,052 2,004 14,89 11,96 
217 1,603 1,062 13,41 8,22 
223 1,822 0,895 9,26 15,09 
295 2,141 1,927 13,92 11,83 
320 9,229 10,552 14,8 13,11 
421 3,897 4,24 4,19 19,16 
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A fim de verificar quais fatores estavam interferindo na variação da quantidade de 

cRNA amplificado e marcado, foram calculadas correlações entre os valores da qualidade de 

RNA, ou seja, a razão das bandas ribossomais 28S e 18S e o RIN e os resultados obtidos para 

as amplificações do RNA, ou seja, a quantidade de cRNA total obtido e a incorporação do 

fluoróforo (em pmol de fluoróforo incorporado por microgramas de cRNA), como mostra a 

Tabela 7. Conforme esperado, existe uma correlação média (0,5) entre a qualidade do RNA 

inicial e a quantidade de cRNA obtido. Já a quantidade de fluoróforo incorporado parece não 

estar correlacionada com a qualidade do RNA inicial. 

Tabela 7:Correlação entre a qualidade do RNA inicial (razões 28S/18s e RIN) e os resultados obtidos após 

a amplificação (cRNA amplificado e incorporação de fluoróforo), indicando uma correlação média ente a 

qualidade de RNA inicial e o total de cRNA obtido após a amplificação. 

 

Critério de Qualidade 
Correlação com Quantidade 

cRNA total obtido 

Correlação com a 

Incorporação de Flouoróforo 

28/18S 0,503747 0,275898 

RIN 0,478107 0,062324 

 

 

Esses resultados indicam a necessidade de utilização de RNA inicial de ótima 

qualidade (RIN >7 e razão 28S/18S> 1) para a amplificação.  
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4.3 Desenho do oligoarranjo Íntron-Éxon 

Em 2007 nós identificamos sítios transcricionalmente ativos de mensagens não 

codificadoras totalmente intrônicas (TIN), ou parcialmente intrônicas (PIN) dentro de genes 

codificadores de proteínas (Nakaya et al., 2007). Baseados nessa informação, nós 

desenhamos um microarranjo de oligonucleotídeos com 44 mil sequencias combinando 

aleatoriamente genes codificadores de proteínas com os transcritos intrônicos 

correspondentes (Figura 8). 

 

 

Figura 8: Desenho do microarranjo de oligo-nucleotídeos íntron-éxon. Sonda 5: sondas 60-mero 

disponíveis comercialmente pela empresa Agilent, representando um éxon de gene conhecido codificador 

de proteínas; Sondas 3 e 4: pares de sondas reverso-complementares para cada uma das duas possíveis 

fitas dos transcritos totalmente intrônicos; Sonda 1: sondas para transcritos parcialmente intrônicos 

antissenso. Sonda 2: sonda representando cada éxon que se sobrepõe, na fita oposta, a cada transcrito 

parcialmente intrônico. 

 

Isto permitiu uma detecção em larga escala da expressão intrônica, de maneira 

gene-orientada. Um total de 8.780 sondas do conjunto de sondas 60-meros disponíveis 

comercialmente pela empresa Agilent foram usados (Figura 8, sonda 5), representando 

diferentes éxons, em 6.954 genes codificadores de proteínas únicos (Figura 8, sonda 2). Um 

par de sondas reverso-complementares para cada um dos 7.135 transcritos totalmente 

intrônicos também foi desenhada (Figura 8, sondas 3 e 4), de maneira a detectar 

independentemente a transcrição em um dado locus. Sondas para 4.439 transcritos 

parcialmente intrônicos antissenso (Figura 8, sonda 1) também foram desenhadas. Uma sonda 

representando cada éxon que se sobrepõe a cada transcrito parcialmente intrônico, na fita 

oposta, também foi desenhada (Figura 8, sonda 2). 
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4.4 Hibridização e obtenção das imagens. 

 Cada lâmina foi hibridizada com uma amostra, marcada tanto com Cy5 quanto com 

Cy3.  Esta abordagem de auto-hibridização usada aqui tem sido descrita na literatura para 

classificar genes como diferencialmente expressos em experimentos que utilizam os valores 

de intensidades absolutos de cada amostra (Yang et al., 2002; Papini-Terzi et al., 2005). 

Existe na literatura uma discussão extensa, que compara as análises que usam diretamente as 

intensidades (como feito neste trabalho) com as que usam a relação de intensidades entre a 

expressão da amostra em estudo e uma referencia externa; esta comparação tem mostrado um 

desempenho superior da estratégia que usa diretamente as intensidades (Koide et al., 2004; 

Papini-Terzi et al., 2005). Os processos de normalização aplicados aqui usam como 

referência os valores de intensidade do conjunto inteiro de amostras usadas na análise, ao 

invés de usar um pool de RNA referência de todas as amostras (Bolstad et al., 2003; Johnson 

et al., 2007). Esta abordagem é particularmente apropriada quando novas amostras serão 

adicionadas à analise no futuro; a abordagem exclui o pré estabelecimento de um pool pré 

determinado de RNA no inicio dos experimentos, que podem variar ao longo do tempo de 

trabalho. 

Depois da hibridização, as lâminas foram lavadas com soluções específicas 

recomendadas pelo kit de hibridização, e os valores de intensidade de cada spot do 

microarranjo foram obtidos através da leitura da lâmina (GenePix – Molecular Devices). 

Uma imagem típica do microarranjo pode ser vista na Figura 9.   
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Figura 9: Amostra de RNA de tumor de próstata marcada com Cy3 (verde) e Cy5 (vermelho) e 

hibridizada com a lâmina 37k intron-éxon da Agilent. Note que, como esperado, a maior parte dos spots 

apresenta uma coloração amarela. Alguns controles positivos da hibridização estão em verde. Spots para 

os controles positivos adicionados à amplificação (Spikes) estão em vermelho. A ampliação mostra uma 

região do chip em maior detalhe. 

 

No início do projeto as imagens eram processadas com o software ArrayVision® 

(GE Healthcare). Este software já estava disponível em nosso laboratório e é amplamente 

utilizado no processamento de imagens do nosso microarranjo doméstico de quatro mil 

sondas de cDNA. Em 2007, foi possível a aquisição do software Feature Extraction (Agilent 

Technologies), desenvolvido especificamente para o processamento de imagens dos 

oligoarranjos Agilent, e passamos a utilizá-lo para a extração dos dados. Este software, além 

da extração dos valores de intensidade de cada spot, possui fatores de correção específicos 

para as lâminas Agilent. Nós observamos que, para spots controles, havia um valor de 

intensidade maior de um dado controle no centro da lâmina quando comparado com o mesmo 

controle presente na periferia da lâmina. Este efeito é denominado “efeito de domo”, e é 

produzido pela bolha de hibridização, característica do método de hibridização Agilent. É 
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deixada uma pequena bolha de ar na câmara, que percorre a borda da lâmina durante a 

hibridização, enquanto a lâmina é girada no hibridizador rotatório. Assim, a periferia da 

lâmina passa por momentos sem a solução (presença da bolha), ao passo que o centro da 

lâmina está sempre em contato com a solução. Além deste efeito, o software FE também 

corrige diferenças de sensibilidade de detecção com dois fluoróforos diferentes (Cy3 é 

detectado pelo scanner com sensibilidade maior que Cy5, para baixas intensidades). Antes do 

uso do programa FE, o ajuste para o “efeito domo” não era executado, e este último ajuste, 

relacionado a sensibilidade diferencial de detecção entre os dois corantes era feito por 

programas específicos após a extração de dados. 

 

4.5 Análise dos dados de expressão. 

4.5.1 Geração do Grupo de Treinamento e do Grupo Teste 

Inicialmente, antes de qualquer processamento dos valores brutos, as 64 amostras 

foram dividas nos dois conjuntos de análise: I, um conjunto de treinamento, contendo 42 

amostras (Tabela 3), sendo 16 com recidiva (38% do conjunto de treinamento) e 26 sem 

recidiva (62% do conjunto de treinamento), determinado pelo período de acompanhamento 

de 5 anos. Estas amostras foram utilizadas para todas as etapas de processamento e de análise 

de significância; e II, Um conjunto independente de teste, com 22 amostras (Tabela 4), sendo 

16 sem recidiva e 6 com recidiva. Estas amostras de teste foram totalmente desconsideradas 

em todo o processo envolvendo a identificação dos genes diferencialmente expressos, e só 

foram utilizadas em uma classificação cega para testar o perfil prognóstico, como descrito 

mais adiante. Os dados descritos a seguir se referem às amostras do conjunto de treinamento. 

 

4.5.2 Identificação dos transcritos expressos 

O passo seguinte à extração dos valores foi a filtragem dos spots considerados 

“apagados”, ou seja, cujos níveis de intensidade são devidos à hibridização inespecífica, não 
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indicando a presença daquele transcrito na amostra. O critério utilizado para a definição de 

spot “apagado” foi o flag produzido pelo próprio software de extração FE. Este flag é dado 

segundo um teste t para identificar se o valor de intensidade obtido no spot está 

significativamente (p < 0.05) acima dos valores de background local (regiões ao redor dos 

spots). Foram considerados apenas spots positivos em pelo menos 90% das amostras do 

grupo com ou do grupo sem recidiva, não excluindo, portanto, possíveis genes presentes 

(expressos) em uma condição e ausentes (totalmente reprimidos) em outra. Além disso, foram 

retirados da análise todos os spots controle e os spots que foram excluídos após sucessivas 

revisões dos desenhos das sondas encontrados na lâmina (estas revisões são feitas para 

reanotar os transcritos intrônicos, contemplando o mapeamento dos transcritos nos íntrons de 

novos genes, recentemente identificados). Com estes critérios, foram utilizados 19195 spots 

do total de 31928 presentes na lâmina. 

Primeiramente analisamos o número de sondas de genes codificadores de proteína 

que indicaram expressão. Identificamos um total de 13219 sondas que indicaram expressão 

de genes codificadores, sendo que destas, 8780 são sondas comerciais, desenhadas pela 

Agilent (chamadas por nós de “Exonic”) e 3354 sondas exônicas por nós desenhadas com 

complementaridade aos transcritos intrônicos anti-senso (chamadas por nós de “Exonic PIN-

target”). O número de sondas que indicam a expressão é maior que o número de genes 

interrogados, pois o oligoarranjo foi desenhado com mais de uma sonda interrogando o 

mesmo gene codificador de proteína. Retirando-se a redundância, estas sondas indicam a 

expressão de 6611 genes codificadores de proteína únicos, do total de 6945 genes únicos 

interrogados no oligoarranjo (Figura 10).  

Em seguida analisamos presença de expressão com sondas representando 

transcritos intrônicos. Nós identificamos a expressão de 2082 transcritos de regiões 

parcialmente complementares a éxon (Antisense Partially Intronic, AS-PIN), ou seja, 63,12% 
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do total presente no oligoarranjo (Figura 10). Em relação às regiões totalmente intrônicas 

(TIN), nós identificamos 3159 transcritos na fita senso de regiões totalmente intrônicas 

(Sense Totally Intronic Transcript – S-TIN), ou seja, 44,27% do total de transcritos 

interrogados no oligoarranjo, e 2718 em regiões intrônicas transcritas na fita antissenso 

(Antisense Totally Intronic Transcript – AS-TIN), ou seja, 38,09% do total de transcritos 

interrogados no oligoarranjo (Figura 10). 

 

 

Figura 10: Expressão intrônica e exônica em PC. Número de transcritos expressos em próstata para as 42 

amostras do conjunto de treinamento. Na extrema direita do gráfico encontram-se os totais de sondas 

presentes no oligoarranjo para cada categoria de transcrito: AS-PIN = Antisenso Parcialmente Intrônico; 

AS-TIN = Antissenso Totalmente Intrônico; S-TIN = Senso Totalmente intrônico. Cinza: Porcentagem de 

sondas que apresentaram expressão em pelo menos 23/26 (90%) das amostras sem recidiva ou 14/16 

(90%) das amostras com recidiva. 

 

Em seguida, nós verificamos se a expressão intrônica está correlacionada com a 

transcrição exônica da região correspondente, isto é, se os transcritos intrônicos estão 

presentes sempre de maneira concomitante à expressão do gene codificador de proteína do 

mesmo lócus gênico. A Figura 11 mostra um diagrama de Venn com sobreposição da 

expressão dos transcritos intrônicos e dos transcritos exônicos correspondentes. De maneira 
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interessante, 35% do total de genes exônicos expressos apresentaram também a expressão 

antissenso complementar (AS-PIN). Do total de 6349 regiões gênicas analisadas, 4101 

apresentaram expressão somente do gene codificador de proteína e 2163 apresentaram 

expressão tanto exônica quanto de AS-PIN. Foram identificados 85 genes que apresentaram a 

expressão do transcrito antissenso AS-PIN sem a expressão do gene codificador de proteína 

do lócus correspondente, o que sugere que a expressão de AS-PIN independente do gene 

codificador de mesmo locus. 

 

 

Total de genes na união: 6349  

Figura 11: Diagrama de Venn com a sobreposição da transcrição intrônica complementar aos genes 

exônicos expressos, do total de 6363 genes. 

 

Um padrão semelhante foi observado para os transcritos de regiões totalmente 

intrônicas (TIN), tanto na fita senso (S-TIN) quanto na fita antissenso (AS-TIN) como mostra 

o diagrama de Venn da Figura 12. Dos 6264 genes codificadores de proteína expressos, 682 

apresentaram também a expressão de regiões totalmente intrônicas senso, 503 com a 

expressão da fita intrônica antissenso, e 1253 (20%) tiveram a expressão de regiões 

totalmente intrônica tanto senso quanto antissenso. De maneira interessante, 75 regiões 

gênicas apresentaram somente expressão na região intrônica senso (S-TINs) e 79 genes 

tiveram a expressão da região intrônica antissenso (AS-TINs), sem a expressão da fita 

intrônica complementar e do gene exônico correspondente (Figura 12). Estes resultados 

demonstram que, para os transcritos intrônicos interrogados do oligoarranjo, a expressão de 

apenas uma das duas fitas é rara. 

 . 
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Figura 12: Diagrama de Venn mostrando a sobreposição da expressão, para os 6566 locus gênicos 

analisados, de regiões exônicas e de regiões totalmente intrônicas senso (S-TIN) e anti-senso (S-TIN). 

 

4.5.3 Análise de expressão 

A fim de avaliar a qualidade dos dados analisados, nós analisamos a correlação 

entre os dados brutos obtidos para cada réplica técnica de cada amostra. Nós observamos uma 

alta correlação das medidas de expressão das réplicas técnicas Cy5 e Cy3 obtidas de cada 

amostra de paciente (media das réplicas técnicas 0,96 ± 0,02), mostrando alta 

reprodutibilidade da amplificação e marcação dos genes codificadores de proteína e dos 

ncRNAs.  Nós também observamos uma alta correlação entre os dados de expressão ao longo 

das amostras (correlação media de expressão entre as amostras 0,90 ± 0,04). Uma vez que 

este arranjo customizado foi desenhado para interrogar genes não necessariamente envolvidos 

em PC, mas sim desenhado para sondar um conjunto de ncRNAs selecionados aleatoriamente 

do GeneBank, como previamente descrito na seção "Desenho do Oligoarranjo", era esperado 

uma pouca variação da expressão global entre os pacientes; nestas condições, a correlação 
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dos dados de expressão entre as amostras reflete a reprodutibilidade dos experimentos 

(Quackenbush, 2002). 

Para cada sonda presente no oligoarranjo foi considerado, como valor de 

intensidade analisado do transcrito interrogado, o valor médio entre os dois canais (as réplicas 

marcadas com Cy5 e Cy3) de cada lâmina, em escala logarítmica de base 2, ou seja, 

                 

 
. Este valor é comumente chamado, em análises de microarranjos, de “A” e 

aparece frequentemente em gráficos de correção por intensidade, chamados "MxA plots". 

Para fins comparativos, os dados de expressão dos genes codificadores de proteína e de 

ncRNAs intrônicos foram analisados em separado. 

 

4.5.4 Normalização dos dados de expressão. 

 

A fim de tornar as lâminas comparáveis e de reduzir artefatos experimentais é 

necessário normalizar os valores de intensidade entre as lâminas para uma mesma escala. 

Existem diversos tipos de normalizações propostas para microarranjos. O principal desafio na 

escolha do método de normalização está em balancear os níveis de intensidade ao longo dos 

experimentos, mantendo os efeitos biológicos investigados (Do et al., 2006). Optamos por 

utilizar o método do quantil (Bolstad et al., 2003), no qual os valores de expressão, em cada 

lâmina, são ordenados (ranked) segundo a intensidade, ou seja, do mais intenso ao menos 

intenso, para cada amostra (Figura 13). Os valores então são substituídos pela média de 

intensidade obtida para determinada posição no ranking, obtendo-se assim um conjunto único 

de dados para todas as lâminas (Figura 13). Por esse método, é mais relevante a posição do 

gene no ranking do que a sua intensidade bruta. Com esse critério, podem-se comparar 

diferentes experimentos com escalas de intensidades diferentes. A normalização por quantil 

foi realizada com o pacote affy (Gautier et al., 2004), disponível através do projeto R 

(R_Development_Core_Team, 2006).   
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Figura 13: Normalização por quantil. A: Diagrama mostrando como é realizada a normalização: Os 

valores brutos de intensidade de cada amostras são ordenados independentemente. Em seguida é 

calculada o valor médio para cada posição do ranking. Este valor substitui o valor para uma determinada 

posição no ranking, para todas as amostras. B: Distribuição logarítmica das médias geométricas dos 

valores de cada spot (Feature Extraction Processed Signal) antes e após a normalização por quantil. O 

gráfico mostra um boxplot dos valores de intensidade antes e após a normalização por quantil. A caixa em 

cada coluna delimita o primeiro e o terceiro quartil do conjunto de valores de cada amostra. A linha 

tracejada indica a distribuiçao do 98º percentil do conjunto de valores. Outliers, ou seja, valores acima ou 

abaixo de três vezes a distância interquartílica, são marcados com pontos. 

 

4.5.5 Análise de Dados – Agrupamentos Hierárquicos 

Uma primeira análise foi realizada através de um cluster hierárquico dos spots 

válidos. A fim de tornar os transcritos comparáveis entre si, independentemente da 

intensidade, foi utilizado para cada transcrito, o número de desvios padrões acima ou abaixo 

Lâmina 1 Lâmina 2 Lâmina 3 Média

10A 20A 3B 11.0

12C 24C 5A 13.7

15B 40B 6C 20.3

30D 60D 15D 35.0
Dados brutos Ordenados por intensidade

Lâmina 1 Lâmina 2 Lâmina 3

Gene A 10A 20A 5A

Gene B 15B 40B 3B

Gene C 12C 24C 6C

Gene D 30D 60D 15D

Lâmina 1 Lâmina 2 Lâmina 3 Média

11.0A 11.0A 11.0B 11.0

13.7C 13.7C 13.7A 13.7

20.3B 20.3B 20.3C 20.3

35.0D 35.0D 35.0D 35.0

Lâmina 1 Lâmina 2 Lâmina 3

Gene A 11.0A 11.0A 13.7A

Gene B 20.3B 20.3B 11.0B

Gene C 13.7C 13.7C 20.3C

Gene D 35.0D 35.0D 35.0D

Valores substituídos pela média da linha Volta à ordem original

Normalização por quantil

(Bolstad et al., 2003)

 Antes da normalização Após a normalização 

A 

B 
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da média de cada gene ao longo dos experimentos, uma transformação chamada Z-score 

(Cheadle et al., 2003). Este primeiro agrupamento das amostras (Figura 14) indicou 

claramente uma similaridade das amostras de acordo com o lote de hibridização em que cada 

amostra foi processada, e não com variações biológicas, como a recorrência do tumor. Este 

padrão foi observado tanto para os ncRNAs intrônicos (Figura 14 A) quanto para os genes 

codificadores de proteína (Figura 14 B). 
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Figura 14: Agrupamento hierárquico dos ncRNAs intrônicos (A) e dos genes codificadores de proteína 

(B) para as amostras do conjunto de treinamento. Dados normalizados por quantil dos transcritos 

válidos, antes do processamento com o script ComBat.R. Cada linha vertical representa uma amostra, e 

cada linha horizontal um gene medido. A cor do gene é proporcional ao número de desvios padrão acima 

(vermelho) ou abaixo (verde) da média de cada gene ao longo de todas as amostras. Na barra marcada 

como “Lote”, cada amostra recebe a cor que representa o lote no qual a referida amostra foi processada. 

A existência de blocos contínuos de mesma cor indica que várias amostras processadas no mesmo lote se 

agruparam por terem perfis de expressão semelhantes. 

r
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Desvios acima da média
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Reduzir este efeito de agrupamento “por lote de hibridização” foi o maior desafio 

enfrentado neste estudo. Efeitos de lote foram observados desde os primeiros experimentos 

de microarranjos (Lander, 1999) e podem ser causados por muitos fatores, incluindo os lotes 

de kits de amplificação utilizados, a hora do dia em que o experimento é realizado, ou mesmo 

os níveis de ozônio atmosférico (Fare et al., 2003; Branham et al., 2007). Estes efeitos 

também são inevitáveis quando novas amostras são adicionadas progressivamente a um 

conjunto de dados pré-existente, como neste estudo. Alguns pesquisadores apresentaram 

métodos para o ajuste de efeitos de lote (Benito et al., 2004; Alter et al., 2006), mas estes 

métodos requerem muitas amostras (>25) em cada lote para melhor performance, e, além 

disso, podem remover variações biológicas reais dos dados.  

Para corrigir este efeito, utilizamos um método recentemente proposto (Johnson 

et al., 2007), que utiliza Bayes Empírico para o ajuste das amostras. Este método foi proposto 

especificamente para conjuntos de dados compostos por diversos lotes, com pequeno número 

de amostras em cada lote, como é o caso aqui descrito. Após o processamento dos dados pelo 

script ComBat.R (Johnson et al., 2007) disponível em 

http://statistics.byu.edu/johnson/ComBat/, pode-se observar que o efeito de lote foi 

brutalmente reduzido (Figura 15). 

Uma vez que este "efeito de lote" foi removido dos dados, foi possível observar 

que as amostras não se agrupam, segundo o valor de expressão global, por nenhuma das 

variáveis anatomo-patológicas: volume do tumor, estágio clínico, PSA pré-operatório, idade e 

Gleason Score (Figura 15). Da mesma forma, não foi identificado nenhum agrupamento pelo 

status de recorrência (Figura 15), tanto para os ncRNAs intrônicos (Figura 15A), quanto para 

os genes codificadores de proteína (Figura 15B).  

http://statistics.byu.edu/johnson/ComBat/
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Figura 15: Agrupamento hierárquico dos ncRNAs intrônicos (A) e dos genes codificadores de proteína 

(B) para as amostras do conjunto de treinamento. Dados normalizados por quantil dos transcritos 

válidos, após do processamento com o script ComBat.R. Cada linha vertical representa uma amostra, e 

cada linha horizontal um gene medido. A cor do gene é proporcional ao número de desvios padrão acima 

(vermelho) ou abaixo (verde) da média de cada gene ao longo de todas as amostras. Na barra marcada 

como “Lote”, cada amostra recebe a cor que representa o lote no qual a referida amostra foi processada. 

A não existência de blocos contínuos de mesma cor indica que as amostras processadas no mesmo lote não 

mais se agruparam segundo seu perfil de expressão. 
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4.5.6 Genes codificadores de proteína diferencialmente expressos em recorrência de 

câncer de próstata 

A fim de buscar por genes codificadores de proteína relacionados com a recidiva 

do câncer de próstata,  foi aplicado um teste de significância específico para microarranjos 

chamado SAM – Significance Analysis of Microarrays (Tusher et al., 2001) no conjunto de 

dados de genes codificadores de proteína entre 26 amostras de tumor de pacientes sem 

recidiva e as 16 amostras de pacientes com recidiva.  

 Este teste leva em consideração, além dos valores de significância tradicionais, 

como o p-valor do teste-t, o número de testes realizados – um para cada spot, e a 

probabilidade de se obter genes com valores altos de significância (ex. p valor menor que 

0,005), mas resultantes do grande número de perguntas (40000 spots x 0,005 = 800 genes), a 

chamada taxa de falsa descoberta ou false discovery rate. A Figura 16 mostra um plot dos 

scores de significância observados entre os grupos com e sem recidiva versus o que seria 

observado aleatoriamente, computado através de permutações entre os grupos. Aqui foram 

utilizadas 1000 permutações. 
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Figura 16: Grafico dos resultados da análise SAM – Significance Analysis of Microarray – mostrando o 

score de significância observado entre os grupos com e sem recidiva (observed score, eixo y) versus os 

valores esperados aleatoriamente (expected score, eixo x), com 500 permutações. Em vermelho e em verde 

estão os genes selecionados significativamente mais (vermelho) e menos (verde) expressos no conjunto 

com recidiva em relação ao sem recidiva, com uma taxa de falso positivo (false discovery rate) de 5%. 

 

 

Foram considerados significativamente diferencialmente expressos 98 genes 

codificadores de proteína com FDR de 5% (Tabela 8). 
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Tabela 8: Genes codificadores de proteína diferencialmente expressos entre amostras de tumor de 

próstata de pacientes com recorrência 

 

Genes diminuídos em pacientes com recorrência 
 

Nome do 
Probe 

Símbolo Descrição Fold 
Change 

p value 
(Teste T 
de 
Student) 

Taxa de 
falsa 
descoberta 
(FDR) 

Q1_P02080 ACAA2 acetyl-Coenzyme A acyltransferase 2 
(mitochondrial 3-oxoacyl-Coenzyme 
A thiolase) 

-1,59 <0,001 0,00 

Q1_P08438 ACO2 aconitase 2, mitochondrial -1,31 <0,001 4,76 

Q1_P01584 CAPZA2 capping protein (actin filament) 
muscle Z-line, alpha 2 

-1,56 <0,001 0,00 

Q1_P22903 CCNDBP1 cyclin D-type binding-protein 1 -1,36 <0,001 0,00 

Q1_P04615 DPYSL3 dihydropyrimidinase-like 3 -1,33 <0,001 4,76 

Q1_P05498 LBH limb bud and heart development 
homolog (mouse) 

-1,77 <0,001 4,76 

Q1_P07936 MARCH1 membrane-associated ring finger 
(C3HC4) 1 

-1,23 <0,001 2,82 

Q1_P22913 MFAP1 microfibrillar-associated protein 1 -1,32 <0,001 0,00 

Q1_P04951 MS4A6A membrane-spanning 4-domains, 
subfamily A, member 6A 

-1,21 <0,001 4,76 

Q1_P00300 OXCT1 3-oxoacid CoA transferase 1 -1,31 <0,001 0,00 

Q1_P06655 PYGL phosphorylase, glycogen; liver (Hers 
disease, glycogen storage disease 
type VI) 

-1,66 <0,001 0,00 

Q1_P18071 RBPSUH recombining binding protein 
suppressor of hairless (Drosophila) 

-1,34 <0,001 0,00 

Q1_P08889 RCHY1 ring finger and CHY zinc finger 
domain containing 1 

-1,46 <0,001 0,00 

Q1_P08294 SCRN1 secernin 1 -1,46 <0,001 0,00 

Q1_P00855 UGP2 UDP-glucose pyrophosphorylase 2 -1,40 <0,001 0,00 
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Genes aumentados em pacientes com recorrência 

Nome do 
Probe 

Símbolo Descrição Fold 
Change 

p value 
(Teste T 
de 
Student) 

Taxa de 
falsa 
descoberta 
(% FDR) 

Q1_P01028 AKAP1 A kinase (PRKA) anchor protein 1 1,33 <0,001 0,00 

Q1_P07462 ANK3 ankyrin 3, node of Ranvier 
(ankyrin G) 

1,39 0,006 3,18 

Q1_P06830 ANKRD47 ankyrin repeat domain 47 1,11 <0,001 4,19 

Q1_P06206 ANKS3 ankyrin repeat and sterile alpha 
motif domain containing 3 

1,26 <0,001 0,00 

Q1_P03774 ATP8A2 ATPase, aminophospholipid 
transporter-like, Class I, type 8A, 
member 2 

2,21 <0,001 0,00 

Q1_P15125 BAZ1A bromodomain adjacent to zinc 
finger domain, 1A 

1,32 <0,001 0,00 

Q1_P08857 BOLA2 bolA homolog 2 (E. coli) 1,32 <0,001 1,81 

Q1_P17118 C2orf33 chromosome 2 open reading 
frame 33 

1,23 0,001 3,94 

Q1_P18597 CANX calnexin 1,27 <0,001 4,81 

Q1_P02929 CBX5 chromobox homolog 5 (HP1 alpha 
homolog, Drosophila) 

1,33 0,004 4,81 

Q1_P08602 CCDC88 coiled-coil domain containing 88 1,41 0,002 4,19 

Q1_P22428 CHEK1 CHK1 checkpoint homolog (S. 
pombe) 

1,21 0,002 3,94 

Q1_P16632 CNOT3 CCR4-NOT transcription complex, 
subunit 3 

1,34 0,003 4,19 

Q1_P23811 COL4A4 collagen, type IV, alpha 4 1,24 <0,001 3,94 

Q1_P09147 COMTD1 catechol-O-methyltransferase 
domain containing 1 

1,32 0,003 4,19 

Q1_P07766 CPNE7 copine VII 1,25 0,001 3,94 

Q1_P03468 CTBP2 C-terminal binding protein 2 1,36 <0,001 3,18 

Q1_P17313 DDX27 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box 
polypeptide 27 

1,25 0,004 4,81 

Q1_P24537 DDX46 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box 
polypeptide 46 

1,34 <0,001 1,81 

Q1_P19898 DKC1 dyskeratosis congenita 1, dyskerin 1,23 <0,001 1,81 

Q1_P05021 EIF4EBP1 eukaryotic translation initiation 
factor 4E binding protein 1 

1,40 0,002 1,81 

Q1_P16949 EPC2 enhancer of polycomb homolog 2 
(Drosophila) 

1,16 <0,001 4,19 

Q1_P00163 FKBP5 FK506 binding protein 5 1,59 0,006 3,94 

Q1_P14284 FNBP4 formin binding protein 4 1,30 0,002 1,81 

Q1_P02601 FRYL   furry homolog-like 1,24 <0,001 1,81 

Q1_P03886 GNL3L guanine nucleotide binding 
protein-like 3 (nucleolar)-like 

1,27 <0,001 1,81 

Q1_P05701 GPR123 G protein-coupled receptor 123 1,15 0,001 3,94 

Q1_P07211 GSK3B glycogen synthase kinase 3 beta 1,20 <0,001 3,94 
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Nome do 
Probe 

Símbolo Descrição Fold 
Change 

p value 
(Teste T 
de 
Student) 

Taxa de 
falsa 
descoberta 
(% FDR) 

Q1_P23357 HELZ helicase with zinc finger 1,35 0,005 3,94 

Q1_P03374 HIPK2 homeodomain interacting protein 
kinase 2 

1,48 <0,001 0,00 

Q1_P19029 HNRPA2B1 heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein A2/B1 

1,33 0,001 1,81 

Q1_P16706 ITSN2 intersectin 2 1,16 0,002 4,19 

Q1_P15370 KIAA0256 KIAA0256 gene product 1,24 0,004 4,19 

Q1_P21822 KIAA0319L KIAA0319-like 1,33 0,003 3,94 

Q1_P18069 SEL1L3 sel-1 suppressor of lin-12-like 3 1,22 0,002 4,19 

Q1_P03952 KIAA0892 KIAA0892 1,17 0,001 4,19 

Q1_P13865 LBR lamin B receptor 1,18 0,001 4,81 

Q1_P15762 LOC55565 hypothetical protein LOC55565 1,16 0,003 4,19 

Q1_P19237 LUC7L2 LUC7-like 2 (S. cerevisiae) 1,50 0,002 1,81 

Q1_P13393 MACF1 microtubule-actin crosslinking 
factor 1 

1,27 0,003 3,18 

Q1_P24767 MAP7 microtubule-associated protein 7 1,42 <0,001 0,00 

Q1_P00472 MATN4 matrilin 4 1,25 <0,001 0,00 

Q1_P22564 MON2 MON2 homolog (S. cerevisiae) 1,25 0,001 0,00 

Q1_P01526 MTRR 5-methyltetrahydrofolate-
homocysteine methyltransferase 
reductase 

1,35 0,002 3,94 

Q1_P05369 MYOHD1 myosin head domain containing 1 1,29 <0,001 0,00 

Q1_P13439 NASP nuclear autoantigenic sperm 
protein (histone-binding) 

1,26 0,001 1,81 

Q1_P02195 NFAT5 nuclear factor of activated T-cells 
5, tonicity-responsive 

1,44 <0,001 1,81 

Q1_P15680 NFATC2IP nuclear factor of activated T-cells, 
cytoplasmic, calcineurin-
dependent 2 interacting protein 

1,31 <0,001 3,94 

Q1_P00350 NNT nicotinamide nucleotide 
transhydrogenase 

1,28 <0,001 1,81 

Q1_P02121 NOL5A nucleolar protein 5A (56kDa with 
KKE/D repeat) 

1,22 0,003 3,94 

Q1_P03716 NOP5/ 
NOP58 

nucleolar protein NOP5/NOP58 1,31 0,004 4,19 

Q1_P06109 OSBPL10 oxysterol binding protein-like 10 1,19 <0,001 3,94 

Q1_P22758 PARP2 poly (ADP-ribose) polymerase 
family, member 2 

1,22 <0,001 3,18 

Q1_P16915 PAX8 paired box gene 8 1,35 0,003 3,18 

Q1_P05318 PCNXL2 pecanex-like 2 (Drosophila) 1,36 <0,001 0,00 

Q1_P15624 PMM2 phosphomannomutase 2 1,36 <0,001 0,00 

Q1_P17299 PRKCBP1 protein kinase C binding protein 1 1,51 <0,001 0,00 

Q1_P00339 PTMA prothymosin, alpha (gene 
sequence 28) 

1,22 <0,001 3,94 
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Nome do 
Probe 

Símbolo Descrição Fold 
Change 

p value 
(Teste T 
de 
Student) 

Taxa de 
falsa 
descoberta 
(% FDR) 

Q1_P16260 PTPN2 protein tyrosine phosphatase, 
non-receptor type 2 

1,26 0,001 1,81 

Q1_P01189 PTTG1IP pituitary tumor-transforming 1 
interacting protein 

1,25 <0,001 3,94 

Q1_P19691 RALGPS1 Ral GEF with PH domain and SH3 
binding motif 1 

1,16 <0,001 1,81 

Q1_P07576 RPL8 ribosomal protein L8 1,29 0,001 3,18 

Q1_P01388 SFRS2IP splicing factor, arginine/serine-
rich 2, interacting protein 

1,28 0,004 4,19 

Q1_P24775 SHPRH SNF2 histone linker PHD RING 
helicase 

1,24 <0,001 3,18 

Q1_P08371 SMARCC1 SWI/SNF related, matrix 
associated, actin dependent 
regulator of chromatin, subfamily 
c, member 1 

1,20 <0,001 4,19 

Q1_P00378 SOX4 SRY (sex determining region Y)-
box 4 

1,36 0,006 4,19 

Q1_P04716 SRGAP1 SLIT-ROBO Rho GTPase activating 
protein 1 

1,35 0,002 1,81 

Q1_P15590 SRRM2 serine/arginine repetitive matrix 2 1,21 0,004 4,81 

Q1_P08481 TCEA1 transcription elongation factor A 
(SII), 1 

1,25 <0,001 1,81 

Q1_P08503 TCOF1 Treacher Collins-Franceschetti 
syndrome 1 

1,25 0,001 3,18 

Q1_P22871 TJP1 tight junction protein 1 (zona 
occludens 1) 

1,20 0,001 3,94 

Q1_P02656 TNRC6B trinucleotide repeat containing 6B 1,31 <0,001 1,81 

Q1_P17790 TOMM70A translocase of outer 
mitochondrial membrane 70 
homolog A (S. cerevisiae) 

1,28 0,004 4,19 

Q1_P00427 TPM1 tropomyosin 1 (alpha) 1,36 0,002 4,19 

Q1_P15052 TPP2 tripeptidyl peptidase II 1,21 0,001 3,94 

Q1_P00953 TRIM25 tripartite motif-containing 25 1,27 <0,001 0,00 

Q1_P22259 TSPAN32 tetraspanin 32 1,29 <0,001 4,19 

Q1_P16199 USP36 ubiquitin specific peptidase 36 1,40 0,003 3,94 

Q1_P05640 USP48 ubiquitin specific peptidase 48 1,12 <0,001 4,81 

Q1_P02749 VPS13A vacuolar protein sorting 13 
homolog A (S. cerevisiae) 

1,38 <0,001 0,00 

Q1_P21765 VPS13D vacuolar protein sorting 13 
homolog D (S. cerevisiae) 

1,12 <0,001 3,94 

Q1_P02817 WWC1 WW and C2 domain containing 1 1,33 0,003 4,19 

Q1_P21779 ZUBR1 zinc finger, UBR1 type 1 1,19 <0,001 4,19 
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4.5.7 Análise de funções gênicas 

 

A fim de analisar como os genes codificadores de proteína identificados como 

diferencialmente expressos estão relacionados entre si, todos os 6611 genes expressos foram 

adicionados no contexto do conhecimento presente sobre vias e interações moleculares, 

usando o banco de dados do software Ingenuity Pathway Analysis (IPA). As funções 

biológicas foram atribuídas usando-se a base de dados referencia do IPA, representando mais 

de 9.600 classes de conceitos químicos e biológicos, consistindo de milhares de relações 

individuais entre proteínas, genes, complexos, células, tecidos, compostos químicos e 

doenças. Estas relações são baseadas em uma extração de dados contínua da literatura de 

domínio público, e cobrem > 15.700 genes humanos. Nossos dados indicam que as categorias 

que incluem o maior número de genes diferencialmente expressos foram Cellular Growth 

and Proliferation, Cellular Assembly and Organization, Cell Morphology e Tissue 

Morphology (Tabela 9). 
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Tabela 9: Categorias dos genes codificadores de proteína diferencialmente expressos entre pacientes com 

recorrência e sem recorrência. 

 

Categoria Número de 
genes 

Genes P valor P valor 
corrigido* 

Cellular Growth 
and Proliferation 

22 SOX4, PTPN2, TJP1, HNRNPA2B1, 
DKC1, MAP7, RCHY1, TPP2, ATP8A2, 
PTMA, EIF4EBP1, CHEK1, NASP, NFAT5, 
TCOF1, CTBP2, RBPJ, GSK3B, HIPK2, 
FKBP5, TRIM25, TSPAN32 

<0,04 <0,19 

Cellular Assembly 
and Organization 

14 ANK3, TPM1, TJP1, PARP2, MAP7, 
BAZ1A, CANX, TPP2, PTMA, EIF4EBP1, 
MACF1, GSK3B, SMARCC1, HIPK2 

<0,05 <0,21 

Cell Morphology 9 ANK3, TPM1, MACF1, DPYSL3, MAP7, 
TCEA1, GSK3B, TPP2, CHEK1 

<0,03 <0,17 

Tissue Morphology 9 ANK3, PTPN2, TJP1, TCOF1, RBPJ, 
HIPK2, TPP2, EIF4EBP1, CHEK1 

<0,04 <0,19 

Cellular 
Compromise 

8 ANK3, TPM1, PARP2, MAP7, SMARCC1, 
GSK3B, HIPK2, EIF4EBP1 

<0,04 <0,19 

Embryonic 
Development 

8 MACF1, TCOF1, RBPJ, SMARCC1, 
GSK3B, HIPK2, TPP2, CHEK1 

<0,04 <0,19 

Genetic Disorder 8 MTRR, VPS13A, PAX8, TCOF1, DKC1, 
OXCT1, LBR, PMM2 

<0,03 <0,17 

Small Molecule 
Biochemistry 

8 MTRR, UGP2, PARP2, ACO2, OXCT1, 
FKBP5, PMM2, EIF4EBP1 

<0,04 <0,19 

Cellular 
Development 

6 MACF1, MAP7, RBPJ, GSK3B, HIPK2, 
CHEK1 

<0,04 <0,19 

Nervous System 
Development and 
Function 

6 ANK3, DPYSL3, CANX, RBPJ, GSK3B, 
EIF4EBP1 

<0,04 <0,19 

Carbohydrate 
Metabolism 

6 MTRR, UGP2, ACO2, PYGL, GSK3B, 
PMM2 

<0,04 <0,19 

Cell Death 6 TPM1, GSK3B, FKBP5, HIPK2, PTMA, 
CHEK1 

<0,04 <0,19 

Gene Expression 6 NFAT5, TJP1, CTBP2, RBPJ, CBX5, 
EIF4EBP1 

<0,04 <0,19 

RNA Post-
Transcriptional 
Modification 

5 NOP56, NOP58, DKC1, TCEA1, 
EIF4EBP1 

<0,04 <0,19 

 

* P valor corrigido para múltiplo teste (Benjamini-Hochberg). 
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Categoria Número 
de genes 

Genes P valor P valor 
corrigido* 

Cell-To-Cell 
Signaling and 
Interaction 

5 ANK3, TJP1, COL4A4 (includes 
EG:1286), PTMA, CHEK1 

<0,05 <0,21 

Cellular Function 
and Maintenance 

5 DPYSL3, RBPJ, TCEA1, PTMA, CHEK1 <0,04 <0,19 

Connective Tissue 
Development and 
Function 

5 PARP2, GSK3B, PTMA, CHEK1, 
EIF4EBP1 

<0,04 <0,19 

Developmental 
Disorder 

5 TCOF1, DKC1, RBPJ, GSK3B, LBR <0,03 <0,17 

Organismal 
Development 

5 PAX8, CTBP2, CANX, RBPJ, EIF4EBP1 <0,04 <0,19 

Cell Cycle 4 TPM1, NASP, HIPK2, CHEK1 <0,04 <0,19 

DNA Replication, 
Recombination, 
and Repair 

4 PARP2, BAZ1A, SMARCC1, CHEK1 <0,04 <0,19 

Metabolic Disease 4 MTRR, PAX8, OXCT1, PMM2 <0,03 <0,17 

Skeletal and 
Muscular Disorders 

4 TCOF1, GSK3B, LBR, PTMA <0,03 <0,17 

Tissue 
Development 

4 MACF1, PARP2, HIPK2, CHEK1 <0,03 <0,17 

Post-Translational 
Modification 

4 PARP2, CAPZA2, GSK3B, EIF4EBP1 <0,05 <0,21 

Protein Synthesis 4 TNRC6B, CAPZA2, GSK3B, EIF4EBP1 <0,05 <0,21 

Infection 
Mechanism 

3 RBPJ, TRIM25, EIF4EBP1 <0,02 <0,13 

Cancer 3 TJP1, GSK3B, EIF4EBP1 <0,04 <0,19 

Hematological 
System 
Development and 
Function 

3 PTPN2, HNRNPA2B1, CHEK1 <0,04 <0,19 

Lipid Metabolism 3 OXCT1, FKBP5, EIF4EBP1 <0,04 <0,19 

Neurological 
Disease 

3 ANK3, SOX4, VPS13A <0,04 <0,19 

 
* P valor corrigido para múltiplo teste (Benjamini-Hochberg) 
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Categoria Número de 
Genes 

Genes P valor P valor 
corrigido* 

Organ Development 3 PAX8, RBPJ, GSK3B <0,03 <0,17 

Organ Morphology 3 PAX8, RBPJ, GSK3B <0,04 <0,19 

Cell Signaling 3 CAPZA2, GSK3B, EIF4EBP1 <0,05 <0,21 

Cellular Movement 3 TPM1, NFAT5, HIPK2 <0,04 <0,19 

Connective Tissue 
Disorders 

2 LBR, PTMA <0,03 <0,17 

Drug Metabolism 2 MTRR, FKBP5 <0,03 <0,17 

Endocrine System 
Development and 
Function 

2 HIPK2, FKBP5 <0,03 <0,17 

Hematopoiesis 2 PTPN2, CHEK1 <0,04 <0,19 

Nucleic Acid 
Metabolism 

2 UGP2, PMM2 <0,02 <0,13 

Skeletal and Muscular 
System Development 
and Function 

2 RBPJ, GSK3B <0,03 <0,17 

Vitamin and Mineral 
Metabolism 

2 MTRR, GSK3B <0,03 <0,17 

Hair and Skin 
Development and 
Function 

2 RBPJ, HIPK2 <0,04 <0,19 

Renal and Urological 
System Development 
and Function 

2 TJP1, HIPK2 <0,04 <0,19 

Cardiovascular System 
Development and 
Function 

1 GSK3B <0,04 <0,19 

Cell-mediated Immune 
Response 

1 CHEK1 <0,03 <0,17 

 
* P valor corrigido para múltiplo teste (Benjamini-Hochberg) 
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Categoria Número de 
genes 

Genes P valor P valor 
corrigido* 

Dermatological 
Diseases and 
Conditions 

1 DKC1 <0,02 <0,13 

Digestive System 
Development and 
Function 

1 GSK3B <0,02 <0,13 

Endocrine System 
Disorders 

1 PAX8 <0,02 <0,13 

Gastrointestinal 
Disease 

1 PARP2 <0,02 <0,13 

Hematological Disease 1 LBR <0,02 <0,13 

Hepatic System 
Development and 
Function 

1 GSK3B <0,02 <0,13 

Molecular Transport 1 UGP2 <0,02 <0,13 

Organismal Injury and 
Abnormalities 

1 GSK3B <0,02 <0,13 

Reproductive System 
Disease 

1 TJP1 <0,02 <0,13 

Tumor Morphology 1 EIF4EBP1 <0,02 <0,13 

Inflammatory Disease 1 PTMA <0,03 <0,17 

Reproductive System 
Development and 
Function 

1 RBPJ <0,03 <0,17 

Amino Acid 
Metabolism 

1 PARP2 <0,04 <0,19 

Antimicrobial 
Response 

1 GSK3B <0,04 <0,19 

Lymphoid Tissue 
Structure and 
Development 

1 PTPN2 <0,04 <0,19 

Protein Degradation 1 TPP2 <0,04 <0,19 

RNA Trafficking 1 EIF4EBP1 <0,04 <0,19 

Renal and Urological 
Disease 

1 NFAT5 <0,04 <0,19 

Visual System 
Development and 
Function 

1 RBPJ <0,04 <0,19 

  

* P valor corrigido para múltiplo teste (Benjamini-Hochberg) 
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4.6 Identificação de um perfil prognóstico de recorrência baseado na expressão de 

ncRNAs. 

Uma vez que não foram identificados RNAs não codificadores de proteínas 

individualmente estatisticamente alterados entre os pacientes com e sem recidiva, através da 

abordagem de SAM, nós procuramos identificar um perfil de expressão de um conjunto de 

ncRNAs que pudesse estar correlacionado à recorrência e que fosse capaz de predizer o 

desfecho em um conjunto independente de amostras. Para este fim, foi utilizada uma nova 

abordagem, mais robusta que as análises de significância anteriormente utilizadas. Essa 

abordagem, chamada múltipla reamostragem aleatória (multiple random resampling) (Figura 

17) foi descrita em um artigo por Michaelis et al. (Michiels et al., 2005), no qual os autores 

analisam, utilizando a técnica de múltipla amostragem, sete trabalhos publicados na literatura 

que identificaram perfis de expressão com uso prognóstico. Com esta abordagem, os autores 

identificaram que, para todos os trabalhos analisados exceto um, o limite superior do 

intervalo de confiança foi acima de 0.5, ou seja, que para 6 dos 7 trabalhos, os perfis gerados 

não classificaram melhor do que seria observado aleatoriamente (Michiels et al., 2005).  
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Figura 17: Esquematização da estratégia de múltipla amostragem. O conjunto de treinamento (de 

tamanho N = 42 pacientes) foi dividido usando uma abordagem de reamostragem 500 conjuntos 

aleatórios de treinamento (cada um com tamanho n), tendo n/2 pacientes tendo cada desfecho, e 500 

conjuntos de validação associados (de tamanho N-n), conforme descrito (Michiels et al., 2005). Em nossa 

análise, repetimos o processamento dos 500 conjuntos 6 vezes, cada vez com um valor diferente de n, tal 

que n = 10, 14, 18, 22, 26 ou 30. A assinatura preditora de cada um dos conjuntos de treinamento foi 

definida como a lista dos 100 ncRNAs que foram mais altamente correlacionados com o desfecho da 

doença dos pacientes, mostrado pelo coeficiente de correlação de Pearson. Os perfis preditivos de alto ou 

baixo risco foram obtidos tomando-se o valor de expressão médio de cada um dos 100 ncRNAs entre os 

n/2 pacientes de cada desfecho. Em seguida, a classificação dos pacientes nos conjuntos de validação 

correspondentes (cada um com N-n pacientes) foi realizada pela regra de predição do centroide mais 

próximo (Michiels et al., 2005), isto é, cada paciente foi colocado no grupo de alto ou baixo risco de acordo 

com o perfil preditivo com o qual a amostra de validação tinha maior correlação. A proporção de 

classificação errada de cada conjunto de validação associado foi determinada e a média de classificação 

errada, bem como o intervalo de confiança de 95% foi calculado. 
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Para a múltipla reamostragem aleatória (Michiels et al., 2005) foram eliminados 

transcritos que mostraram pouca ou nenhuma variação entre as amostras e retidos 1803 

ncRNAs com coeficiente de variação > 0,03. Em seguida foram sorteadas n amostras para um 

conjunto de treinamento, sendo n/2 de cada desfecho (outcome), a partir do conjunto inicial 

de amostras N, e de um conjunto correspondente de N-n amostras para a validação (Figura 

17). O conjunto de treinamento é utilizado para a geração de um perfil classificador, 

compreendido dos 100 genes mais correlacionados (através da correlação de Pearson) com o 

desfecho da doença. Em seguida, são gerados dois perfis médios de expressão (um para cada 

desfecho da doença) destes 100 genes, que são em seguida utilizados para a classificação das 

amostras de do conjunto de validação. Cada amostra do conjunto de validação é classificada 

como pertencente ao grupo com qual tem maior correlação com o respectivo perfil médio. 

Por exemplo: uma amostra da validação é classificada como alto risco se o perfil de 

expressão da amostra tem maior correlação com o perfil médio das amostras que tiveram 

recorrência do conjunto de treinamento. Em seguida, é calculada uma taxa de erros do perfil 

classificador, contabilizando-se todos os erros para todas as amostras do conjunto de 

validação. Esse procedimento é repetido 500 vezes, gerando 500 diferentes conjuntos de 

treinamento e 500 conjuntos de validação associados, e a taxa média de erro, com intervalo 

de confiança de 95% para todos os conjuntos são computados. Além disso, foram utilizados 

diferentes tamanhos amostrais (n) de treinamento, sendo o n mínimo de 10 e o n máximo 

aquele que mantém pelo menos uma amostra de cada desfecho para ser deixada no conjunto 

de validação, neste caso, n=30, sendo 15 de pacientes com recorrência e 15 de pacientes sem 

recorrência. 

Em nossa análise, foram utilizados n = 10, 14, 18, 22, 26, 30 para os conjuntos de 

treinamento, considerando os 100 transcritos intrônicos não codificadores mais 

correlacionados com a recorrência de PC para cada amostragem.  Observamos que, para os 
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diferentes n dos conjuntos de treinamento, o limite superior de 95% se manteve sempre 

abaixo de 0,5, indicando que, para nosso conjunto amostral, a seleção de genes não foi 

aleatória (Figura 18). 

 

Figura 18:Taxa Classificação errada do desfecho dos pacientes nos conjunto de validação em função dos 

diferentes tamanhos dos conjuntos de treinamento correspondentes. A linha sólida indica a proporção 

média da taxa de classificação errada nos conjuntos de validação obtidos com as 500 reamostragens 

aleatórias do conjunto inicial de 42 pacientes. Linhas tracejadas mostram o intervalo de confiança de 

95%. 

 

Nós utilizamos o tamanho de 30 pacientes no conjunto de treinamento, que apresentou 

a menor proporção de classificação errada (Figura 18), para definir uma assinatura de mau 

prognóstico. Esta análise encontrou 51 ncRNAs que estavam entre os 100 mais 

correlacionados com o desfecho do PC em mais de 50% das reamostragens (Tabela 10). 
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Tabela 10: ncRNAs que compõem o perfil de expressão de mau prognóstico de recorrência bioquímica de 

câncer de próstata dentro de 5 anos após a prostatectomia radical. 

 Símbolo do 

gene 

codificador 

hospedeiro 

Coordenada genômica do 

ncRNA  

 

Fita Orientação em 

relação ao 

gene 

codificador 

hospedeiro 

Fold 

Change 

Vezes em que o 

ncRNA aparece 

como top 100 

nas 500 

permutações 

Q1_P27939 15E1.2 chr12:119354926-

119355389 

- antissenso 

1,18 

262 

Q1_P27882 ACTR6 chr12:99114880-99115413 + senso 1,17 303 

Q1_P27205 ANK3 chr10:62135602-62136041 + antissenso 1,38 393 

Q1_P32933 ANK3 chr10:62135602-62136041 - senso 1,31 274 

Q1_P35761 ATG7 chr3:11475077-11475766 + senso 1,27 339 

Q1_P41598 ATXN1 chr6:16762895-16763606 - senso -1,24 355 

Q1_P33475 BICD1 chr12:32394824-32395776 + senso 1,31 379 

Q1_P29734 BLCAP chr20:35582213-35582933 + antissenso 1,27 336 

Q1_P37335 BRAF chr7:139982218-139983360 - senso 1,32 390 

Q1_P35851 CCBP2 chr3:42884423-42885832 + senso -1,24 385 

Q1_P32700 CDC73 chr1:189901199-189901888 - antissenso 1,23 286 

Q1_P10973 CHD2 chr15:91344662-91345102 - antissenso 1,26 334 

Q1_P28605 CHD9 chr16:51797153-51797773 - antissenso -1,26 353 

Q1_P12059 CTNNB1 chr3:41252347-41255628 - antissenso -1,2 424 

Q1_P40541 CUTL2 chr12:110020370-

110021594 

+ senso 

1,16 

342 

Q1_P41193 CYYR1 chr21:26785519-26786681 - senso -1,24 302 

Q1_P12706 EPB41L2 chr6:131228076-131229403 + antissenso 1,3 387 

Q1_P35353 FLJ20701 chr2:229791460-229792090 - senso -1,27 399 

Q1_P30099 GLB1 chr3:33024047-33024521 + antissenso -1,21 274 

Q1_P29449 GLI2 chr2:121274628-121274972 - antissenso 1,21 329 

Q1_P32160 GRIN1 chr9:137325309-137326363 - antissenso 1,54 338 

Q1_P28589 GTF3C1 chr16:27457846-27458360 + antissenso 1,18 409 

Q1_P12432 HEXB chr5:74049421-74049983 - antissenso -1,18 341 

Q1_P34245 IGF1R chr15:97237840-97238729 + senso -1,27 498 

Q1_P41967 INVS chr9:100136377-100137579 + senso 1,24 385 

Q1_P32651 IQWD1 chr1:164740960-164742684 + senso 1,31 349 

Q1_P32045 KIAA1529 chr9:97138078-97139547 - antissenso -1,38 349 

Q1_P10496 LDHB chr12:21681062-21681575 + antissenso -1,21 494 

Q1_P33193 LDLRAD3 chr11:35942918-35943629 + senso 1,28 353 

Q1_P40543 LOC196463 chr12:112265194-

112265739 

+ senso 

-1,23 

435 

Q1_P28034 LRCH1 chr13:46053363-46053848 - antissenso 1,25 494 

Q1_P21624 MAPK15 chr8:144871983-144872761 - antissenso -1,17 344 

Q1_P12244 MFI2 chr3:198218633-198219925 + antissenso -1,16 351 

Q1_P33102 MGMT chr10:131334009-

131334572 

+ senso 

1,21 

366 
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ID do probe Símbolo do 

gene 

codificador 

hospedeiro 

Coordenada genômica do 

ncRNA  

 

Fita Orientação em 

relação ao 

gene 

codificador 

hospedeiro 

Fold 

Change 

Vezes em que o 

ncRNA aparece 

como top 100 

nas 500 

permutações 

Q1_P36755 MYLIP chr6:16247012-16247557 + senso 1,2 286 

Q1_P34308 NDUFAB1 chr16:23503305-23504122 - senso 1,17 382 

Q1_P34492 NLK chr17:23484660-23485558 + senso 1,3 295 

Q1_P29327 NRXN1 chr2:50741152-50741731 + antissenso 1,38 406 

Q1_P40336 OSBPL5 chr11:3082563-3083241 - senso 1,25 332 

Q1_P41221 PCQAP chr22:19255655-19256842 + senso 1,29 485 

Q1_P34252 PCSK6 chr15:99751290-99752769 - senso 1,32 497 

Q1_P28310 PPP1R13B chr14:103299089-

103299903 

+ antissenso 

-1,23 

270 

Q1_P21029 PREX1 chr20:46688746-46690107 + antissenso -1,22 480 

Q1_P34147 RAB8B chr15:61300748-61301146 + senso 1,21 414 

Q1_P37167 SEMA3C chr7:80156286-80156761 - senso 1,44 396 

Q1_P34947 SH3YL1 chr2:226765-227409 - senso 1,18 307 

Q1_P20194 SLC39A13 chr11:47385240-47386014 - antissenso 1,31 458 

Q1_P40793 SPG7 chr16:88127278-88127700 + senso 1,17 291 

Q1_P11838 TASP1 chr20:13487293-13487861 + antissenso -1,24 350 

Q1_P33396 TULP3 chr12:2894263-2895263 + senso 1,18 276 

Q1_P29207 ZNF577 chr19:57071395-57071911 + antissenso 1,16 252 

 
  

Os valores de expressão de cada gene foram normalizados, a fim de torná-los 

comparáveis, independentemente do nível de intensidade que possuam. Para isso foi realizada 

a normalização chamada Z-score (Cheadle et al., 2003), na qual é calculada a média e o 

desvio padrão da expressão de cada gene ao longo das amostras. Em seguida, cada o valor de 

expressão de cada gene é subtraído pela média e este resultado é então dividido pelo desvio 

padrão. Desta maneira, o valor de expressão considerado é o número de desvios padrões 

acima ou abaixo da média de cada gene ao longo das amostras. Este processo gerou os 

valores de média e de desvios dos transcritos do perfil classificador para as amostras do 

conjunto de treinamento, que são posteriormente aplicados ao conjunto de validação, como 

está discutido posteriormente. 

Foi calculado, em seguida, como perfil classificador, um “perfil médio” das amostras 

que não apresentaram recidiva, ou seja, o valor médio de cada spot para as amostras sem 
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recidiva. Em seguida, para a classificação das amostras, foi calculado o valor de correlação 

entre a expressão destes transcritos de cada amostra do conjunto de treinamento e o perfil 

médio com recidiva. Para valores positivos, a amostra foi classificada como pertencente ao 

grupo de mau prognóstico. Para valores negativos, a amostra foi classificada como bom 

prognóstico. Desta maneira, o perfil com transcritos intrônicos e classificou corretamente 

17/19 (90%) das amostras com recidiva e 22/31 (70%) das amostras sem recidiva do conjunto 

de treinamento (Figura 19 A). 
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Figura 19 A-B: Perfil de expressão de ncRNAs de mau prognóstico A: ncRNAs correlacionados com 

recorrência bioquímica identificados no conjunto de treinamento de 42 pacientes pela estratégia de 

reamostragem múltipla aleatória.  O Heat-map (painel superior) mostra o conjunto de 51 ncRNAs 

(linhas) correlacionados com recorrência bioquímica. Cada ncRNA (linha) em cada amostra de paciente 

(colunas) é representado pelo número de desvios padrão acima (vermelho) ou abaixo (verde) da média de 

expressão daquele ncRNA no conjunto de treinamento. O painel do meio mostra o status de recorrência 

de cada paciente dentro de 5 anos de acompanhamento (branco = livre de recorrência, preto: recorrente), 

juntamente com outros parâmetros clínicos associados com mau prognóstico (em preto): Gleason Score ≥ 

7, volume tumoral > 10 mm³, Estágio patológico = pT3, nível de PSA pré-operatório  ≥ 10 ng/mL e idade  

≥ 65 anos. Painel inferior indica a correlação da expressão de cada paciente com a assinatura de mau 

prognóstico, definida como a média de expressão dos 51 ncRNAs nas 16 amostras com recorrência do 

conjunto de treinamento. B: Conjunto teste independente composto por 22 amostras de pacientes, que 

foram classificadas aplicando-se o perfil de expressão de mau prognóstico de ncRNAs. Os pacientes neste 

conjunto teste foram colocados no grupo de alto risco ou no grupo de baixo risco, de acordo com a 

correlação positiva ou negativa, respectivamente, do nível de expressão de cada paciente com o perfil 

médio de expressão de mau prognóstico.  
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4.7 Teste independente do perfil de expressão de ncRNA como um marcador de 

prognóstico de recorrência em PC.  

A fim de testar o desempenho do perfil de expressão de mau prognóstico, nós fizemos 

uma "classificação cega" de um conjunto independente de 22 amostras de PC (Figura 19 B, 

painel superior).   

Uma vez criados os perfis de classificação com as amostras de treinamento, eles 

foram aplicados às amostras independentes, do conjunto externo de teste. Estas amostras não 

foram processadas juntamente com as amostras de treinamento. Assim, a fim de que as 

amostras de teste sejam comparáveis com as de treinamento, foi necessária a criação de um 

protocolo de processamento destas amostras. Este protocolo é composto dos mesmos passos 

de processamento do conjunto de treinamento (normalização, ajuste de lotes e Z-score), mas 

sem alterar os valores já calculados dos parâmetros obtidos no treinamento, como descrito em 

"Material e Métodos". Os pacientes do conjunto de teste foram designados de alto risco de 

recorrência quando o perfil de expressão da amostra mostrou correlação positiva com o perfil 

de mau prognóstico (Figura 19 B, painel inferior). 

Verificamos que o perfil gerado com transcritos intrônicos classificou corretamente 

6/7 (85%) das amostras com recidiva e 8/11 (72%) das amostras sem recidiva do conjunto de 

teste (Figura 19 B).  

É importante ressaltar que o perfil de expressão gênica de transcritos intrônicos é mais 

eficiente para predizer a recorrência do que outras características clínicas das amostras do 

grupo de validação, atualmente usadas como fatores prognósticos de recorrência, tais como o 

nível de PSA acima de 10ng/ml de sangue, Gleason Score acima de 7, estadiamento tumoral 

e a idade do paciente (Figura 19 B, extrema direita).  
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Nós verificamos que apenas 1 paciente dos 14 que foram designados como do grupo 

de baixo risco teve recorrência bioquímica em 5 anos, enquanto que 5 dos 8 pacientes no 

grupo de alto risco tiveram recorrência no mesmo período (Figura 19 B, painel do meio). 

Assim, o perfil de expressão preditor teve uma acurácia final de 82%. 

 

4.8 Análise de sobrevida das amostras do conjunto teste 

 Uma análise de Kaplan-Meier (Figura 20), com dados dos 22 pacientes do conjunto 

teste mostrou que as curvas de sobrevida livre de recorrência baseadas no perfil de mau 

prognóstico de ncRNAs eram significativamente distintas para os grupos de alto e baixo 

riscos (Log-rank test p = 0,0009; Hazard ratio = 23,4, Intervalo de confiança 95% = 3,62 a 

151,2). Para pacientes classificados no grupo de baixo risco a expectativa de vida média foi 

de 42 meses, com probabilidade de 30% (25% a 39%) de sobrevida livre de recorrência em 

60 meses após a cirurgia. 

 

 
Figura 20: Análise de sobrevida para os pacientes no conjunto teste. Curvas de Kaplan-Meier para os 

grupos de alto e baixo risco de recorrência, definidos pela correlação de cada amostra com o perfil de 

mau prognóstico de ncRNAs do conjunto de treinamento. 
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Não houve uma relação evidente entre o perfil de expressão e os outros parâmetros 

clínicos ou patológicos mostrados na Figura 19 B além da recorrência, sugerindo que o perfil 

de expressão é um preditor independente de recorrência. Uma análise multivariada de Cox 

para avaliar o grau de independência não pode ser feita devido ao baixo número de amostras 

na coorte. 

Para propósito de comparação, nós fizemos uma análise de sobrevida com o conjunto 

teste de 22 pacientes usando, como preditor de recorrência, o PSA pré-operativo acima de 

10ng/mL (Figura 21A). A análise de Kaplan-Meier mostrou curvas sem diferença 

significativa (Log-rank test p-value = 0,79; Hazard ratio = 0,8025, CI 95% = 0,1599 a 

4,027). A mesma falta de significância foi observada usando como preditor de recorrência o 

parâmetro Gleason Score ≥ 7 (Figura 21B) (Log-rank teste p valor = 1,00; Hazard ratio = 

1,336, CI 95%,= 0,2640 a 6,764).  

 

A B 

 

 
Figura 21: A: Curva de Kaplan-Meier do conjunto teste de pacientes de acordo com os níveis pré-

operatórios de PSA (alto ≥ 10 ng/mL; baixo < 10 ng/mL). B: Curva de Kaplan-Meier de acordo com o 

Gleason Score  (GS ≥ 7 ou GS < 7). 
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4.9 Comparação entre os ncRNAs do perfil de genes codificadores de proteína 

diferencialmente expressos. 

Os respectivos genes hospedeiros dos 51 ncRNAs do perfil prognóstico (Tabela 10) 

foram cruzados com a lista de genes codificadores de proteína encontrados como 

diferencialmente expressos pela análise de SAM, mostrada na Tabela 8. Não houve 

sobreposição entre as duas listas, exceto para o locus do gene ANK3. Ambos transcritos 

intrônicos (senso e antisenso) e exônico do locus do gene ANK3 estão presentes no perfil 

prognóstico de ncRNAs (Tabela 8 e Tabela 10). 

Foi realizada também a geração de um perfil de mau prognóstico baseado na média de 

expressão dos 98 genes codificadores identificados, no conjunto de 42 amostras de 

treinamento, como diferencialmente expressos pela análise de SAM, mostrada na Tabela 8.  

Para as 22 amostras do conjunto de teste (Figura 22) este perfil baseado nos genes 

codificadores de proteína conseguiu agrupar corretamente 4 das 6 amostras de pacientes com 

recidiva e 12 das 16 amostras sem recidiva, com uma acurácia final de 72% (16/22). A 

análise de sobrevida dos pacientes classificados como alto e baixo risco de acordo com este 

perfil prognóstico de genes codificadores de proteína (Figura 23) demonstrou que as curvas 

dos grupos de alto e baixo risco não chegam a ser estatisticamente distintas (Log-rank test p-

value = 0,0588; Hazard ratio = 4,622, CI 95% = 0,84 a 25,43). 
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Figura 22: Perfil de expressão de genes codificadores de proteína diferencialmente expressos segundo a 

estratégia de SAM. A: Genes diferencialmente expressos entre pacientes com recorrência e sem 

recorrência do conjunto de treinamento de 42 pacientes.  B: Conjunto teste independente composto por 

22 amostras de pacientes, que foram classificadas aplicando-se o perfil de expressão de mau prognóstico 

de genes codificadores de proteína.  
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Figura 23: Análise de sobrevida para os pacientes no conjunto teste. Curvas de Kaplan-Meier para os 

grupos de alto e baixo risco de recorrência, definidos pela correlação de cada amostra com o perfil de 

mau prognóstico baseado na expressão dos genes codificadores de proteína diferencialmente expressos 

entre pacientes com recorrência e sem recorrência do conjunto de treinamento identificados pela 

estratégia de SAM. 

 

A fim de comparar duas estratégias de seleção de genes para a geração do perfil 

classificador, (SAM contra a estratégia de reamostragem aleatória), nós realizamos a análise 

dos genes codificadores de proteína utilizando a estratégia de reamostragem aleatória, 

previamente utilizada para os ncRNAs intrônicos, utilizando os mesmos critérios já descritos. 

Com essa abordagem, nós identificamos 64 genes codificadores de proteína (Figura 24). 

Destes, 27 já haviam sido identificados com a estratégia de SAM e 37 foram novos genes 

identificados (Tabela 11). A análise de sobrevida dos pacientes classificados como alto e 

baixo risco utilizando este perfil de 63 genes demonstrou curvas estatisticamente distintas 

entre os dois grupos (Log-rank test p = 0,0301; Hazard ratio = 7,321, Intervalo de confiança 

95% = 1,211 a 44,27) (Figura 25).  
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Figura 24: Perfil de expressão de genes codificadores de proteína pela estratégia reamostragem múltipla 

aleatória A: Genes diferencialmente expressos entre pacientes com recorrência e sem recorrência do 

conjunto de treinamento de 42 pacientes pela estratégia reamostragem múltipla aleatória. B: Conjunto 

teste independente composto por 22 amostras de pacientes, que foram classificadas aplicando-se o perfil 

de expressão de mau prognóstico de genes codificadores de proteína. 
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Tabela 11: Genes codificadores de proteína identificados pela estratégia de múltipla amostragem. *Genes 

também identifiados pela estratégia de SAM. 

ID do probe Símbolo do 

gene 

codificador 

Descrição Vezes em que 

aparece como 

top 100 nas 

500 

permutações 

Q1_P02080 ACAA2* acetyl-Coenzyme A acyltransferase 2 (mitochondrial 3-

oxoacyl-Coenzyme A thiolase) 

500 

Q1_P17526 ACO2* aconitase 2, mitochondrial 268 

Q1_P07462 ANK3* ankyrin 3, node of Ranvier (ankyrin G) 353 

Q1_P04511 ANKH ankylosis, progressive homolog (mouse) 268 

Q1_P03774 ATP8A2* ATPase, aminophospholipid transporter-like, Class I, type 

8A, member 2 

485 

Q1_P04016 AYTL1 acyltransferase like 1 459 

Q1_P03097 C2orf32 chromosome 2 open reading frame 32 394 

Q1_P01168 C4orf8 chromosome 4 open reading frame 8 324 

Q1_P01584 CAPZA2* capping protein (actin filament) muscle Z-line, alpha 2 500 

Q1_P02929 CBX5* chromobox homolog 5 (HP1 alpha homolog, Drosophila) 279 

Q1_P08602 CCDC88* coiled-coil domain containing 88 333 

Q1_P22023 CFH complement factor H 365 

Q1_P15898 CHD3 chromodomain helicase DNA binding protein 3 256 

Q1_P14602 CLEC2B C-type lectin domain family 2, member B 416 

Q1_P16632 CNOT3* CCR4-NOT transcription complex, subunit 3 364 

Q1_P13341 COL16A1 collagen, type XVI, alpha 1 354 

Q1_P03137 COX11 COX11 homolog, cytochrome c oxidase assembly protein 

(yeast) 

260 

Q1_P06530 CXorf42 chromosome X open reading frame 42 273 

Q1_P15602 DNASE1 deoxyribonuclease I 265 

Q1_P24593 DOCK2 dedicator of cytokinesis 2 266 

Q1_P04615 DPYSL3* dihydropyrimidinase-like 3 448 

Q1_P05021 EIF4EBP1* eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1 422 

Q1_P00163 FKBP5 FK506 binding protein 5 299 

Q1_P06463 FLNA filamin A, alpha (actin binding protein 280) 295 

Q1_P22319 FNBP4* formin binding protein 4 355 

Q1_P18369 GFM2 G elongation factor, mitochondrial 2 360 

Q1_P23357 HELZ* helicase with zinc finger 359 

Q1_P08252 IL33 interleukin 33 432 

Q1_P03483 ITSN2* intersectin 2 279 

Q1_P06483 JAKMIP1 janus kinase and microtubule interacting protein 1 422 

Q1_P21822 KIAA0319L* KIAA0319-like 390 

Q1_P05498 LBH* limb bud and heart development homolog (mouse) 436 

Q1_P19237 LUC7L2* LUC7-like 2 (S. cerevisiae) 477 

Q1_P24767 MAP7* microtubule-associated protein 7 500 

Q1_P05978 MTDH metadherin 359 

Q1_P01526 MTRR* 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase 

reductase 

365 

Q1_P02195 NFAT5* nuclear factor of activated T-cells 5, tonicity-responsive 476 
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ID do probe Símbolo do gene 

codificador 

Descrição Vezes em que 

aparece 

como top 100 

nas 500 

permutações 

Q1_P16915 PAX8* paired box gene 8 440 

Q1_P04191 PGM2 phosphoglucomutase 2 329 

Q1_P01345 PIAS2 protein inhibitor of activated STAT, 2 272 

Q1_P08898 PJA2 praja 2, RING-H2 motif containing 279 

Q1_P15624 PMM2* phosphomannomutase 2 499 

Q1_P05112 PPARG peroxisome proliferator-activated receptor gamma 365 

Q1_P19365 PPP2CB protein phosphatase 2 (formerly 2A), catalytic 

subunit, beta isoform 

297 

Q1_P17299 PRKCBP1* protein kinase C binding protein 1 498 

Q1_P00624 PVRL3 poliovirus receptor-related 3 335 

Q1_P06655 PYGL* phosphorylase, glycogen; liver (Hers disease, 

glycogen storage disease type VI) 

500 

Q1_P16819 RAB1A RAB1A, member RAS oncogene family 291 

Q1_P01467 RAB28 RAB28, member RAS oncogene family 441 

Q1_P08889 RCHY1* ring finger and CHY zinc finger domain containing 

1 

486 

Q1_P06691 SAMD9L sterile alpha motif domain containing 9-like 313 

Q1_P08042 SC4MOL sterol-C4-methyl oxidase-like 362 

Q1_P08294 SCRN1* secernin 1 487 

Q1_P08326 SKP1A S-phase kinase-associated protein 1A (p19A) 293 

Q1_P18639 SLC35B3 solute carrier family 35, member B3 405 

Q1_P03650 SNX7 sorting nexin 7 367 

Q1_P04716 SRGAP1* SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 1 452 

Q1_P00425 STARD5 START domain containing 5 374 

Q1_P00427 TPM1* tropomyosin 1 (alpha) 317 

Q1_P16199 USP36* ubiquitin specific peptidase 36 357 

Q1_P02749 VPS13A* vacuolar protein sorting 13 homolog A (S. 

cerevisiae) 

495 
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Figura 25: Análise de sobrevida para os pacientes no conjunto teste. Curvas de Kaplan-Meier para os 

grupos de alto e baixo risco de recorrência, definidos pela correlação de cada amostra com o perfil de 

mau prognóstico baseado na expressão dos genes codificadores de proteína diferencialmente expressos 

entre pacientes com recorrência e sem recorrência do conjunto de treinamento identificados pela 

estratégia de reamostragem múltipla aleatória. 

.   
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5 Discussão 

Utilizando a estratégia de múltipla amostragem treinamento-validação proposta por 

Michiels et al. (Michiels et al., 2005), nós identificamos um conjunto de ncRNAs que é 

correlacionado com o status de recorrência do câncer de próstata em 5 anos de 

acompanhamento após a prostatectomia. Uma taxa de classificação errada abaixo de 0,5 foi 

obtida nas análises de reamostragem múltipla (0,424, 95 % CI = 0,434 a 0,414). O limite 

superior do intervalo de confiança encontrado é de 0,434, ou seja, menor que 0,5, para a taxa 

de classificação errada. Isto sugere uma habilidade significativamente melhor do classificador 

molecular que o esperado ao acaso (Michiels et al., 2005).  Esta análise mostra que um 

preditor robusto de recorrência bioquímica de PC pôde ser obtido com nosso oligoarranjo e 

nossa coorte de pacientes. 

Nosso perfil preditor foi testado em um conjunto teste independente de 22 pacientes, 

mostrando uma classificação errada de 1 paciente dos 14 designados como pertencentes ao 

grupo de baixo risco (taxa de falso negativo de 7%). E uma classificação errada de 3 

pacientes de 8 designados como pertencentes ao grupo de alto risco (taxa de falso positivo de 

38%).  Uma análise de Kaplan-Meier do conjunto independente mostrou um risco 

significativamente maior (23,4 vezes, com 95% CI = 3,6 a 151,2; teste Log-rank p-valor = 

0,0009) de recorrência bioquímica para pacientes colocados no grupo de alto risco em 

oposição ao grupo de baixo risco, confirmando assim que este classificador molecular pode 

ser útil para identificar pacientes com alto risco de recorrência (Figura 20).  

O perfil prognóstico baseado em 98 genes codificadores de proteína identificados pela 

análise estatística de SAM teve um desempenho pior do que o baseado no perfil de ncRNAs, 

mostrando uma diferença não significativa entre as curvas de alto e baixo risco (p = 0,0588 

para os genes codificadores de proteína). A análise de sobrevida dos pacientes classificados 

como alto e baixo risco utilizando o perfil de 63 genes codificadores de proteína identificados 
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pela estratégia de múltipla amostragem demonstrou curvas estatisticamente distintas entre os 

dois grupos (Log-rank test p = 0,0301; Hazard ratio = 7,321, Intervalo de confiança 95% = 

1,211 a 44,27) (Figura 25), mostrando que a estratégia de múltipla amostragem é mais 

adequada para a seleção de genes com poder prognóstico. O conjunto de dados indica que 

ambos transcritos codificadores e não codificadores identificados nas análises têm potencial 

como biomarcadores de recorrência para câncer de próstata.  

É interessante notar que não foi observado um desempenho melhor ao se aplicar 

ambos os ncRNAs e os genes codificadores de proteína em um único perfil marcador (Log-

rank test p = 0,1669; Hazard ratio = 3,648, 95% Intervalo de confiança = 0,6929 a 19,21), 

mostrando que existe um ótimo de genes no perfil marcador para se obter um fator 

prognóstico significativo.  

A recorrência bioquímica após a prostatectomia radical é um evento documentado na 

clínica, e a chance de recorrência aumenta conforme a função de um número de fatores 

clássicos como estádio clínico avançado, Gleason Score, nível de PSA pré-operatório e 

estádio patológico (Han et al., 2001). Foi mostrado que níveis de PSA acima de 17 ng/mL 

são bem correlacionados com a recorrência bioquímica, entretanto, para níveis de PSA entre 

2 e 10 ng/mL não há correlação entre PSA pré-operativo e a recorrência bioquímica após a 

prostatectomia radical (Stamey, 2001). A esse respeito, é notável que nós não encontramos 

nenhuma correlação significativa entre os níveis de PSA acima de 10 ng/mL e a recorrência 

bioquímica em nossa coorte teste (Figura 19 painel do meio e Figura 21 A).  Deve ser notado 

que metade de nosso grupo teste (11 de 22 = 50%), tiveram PSA pré-operatório entre 2 e 10 

ng/mL e que aproximadamente metade dos pacientes restantes (5/11) tinham PSA pré-

operatorio entre 2 e 10 ng/mL (Tabela 4). É possível que a falha do PSA pré operatório em 

predizer a recorrência em nossa coorte possa ser devido a alta proporção de pacientes com 

níveis de PSA abaixo de 17 ng/mL. De fato, com o amplo uso de teste de PSA e exame retal é 



 
 

122 
 

esperado que a proporção de homens diagnosticados com PC inicial continuará a crescer. 

Neste cenário, é importante apontar que, apesar da falha no PSA pré operatório como fator de 

prognóstico em nosso conjunto de teste, o perfil de expressão prognóstico de ncRNAs foi 

capaz de estatisticamente predizer o risco de recorrência (Figura 19, painel do meio e Figura 

20).  

O Gleason Score tem sido demonstrado ao longo dos anos como sendo um preditor 

poderoso de recorrência de câncer de próstata após a prostatectomia radical (Epstein et al., 

1996; Lerner et al., 1996). A importância de um grau terciário de Gleason tem sido 

demonstrada apenas recentemente (Pan et al., 2000), e uma revisão (Harnden et al., 2007) 

que computou um taxa de risco de quatro trabalhos publicados mostrou que a presença de um 

grau terciário aumenta o risco de recorrência bioquímica após a prostatectomia radical cerca 

de 2,5 vezes. A frequência de um grau terciário de qualquer padrão no único trabalho 

publicado com uma coorte não selecionada foi de 48% (106 de 223) (van Oort et al., 2005). 

Assim, é possível que a presença de um grau terciário nas amostras de nossa coorte contribua 

para a heterogeneidade e para a correlação não significativa entre o GS e o desfecho. 

Dentre os genes codificadores de proteína diferencialmente expressos entre 

pacientes com recorrência e sem recorrência, quatro genes, EIF4EBP1, PARP, HIPK2 e 

GSK3B já foram descritos como relacionados com PC. A regulação positiva do gene 

EIF4EBP1 já foi associada com PC em tumores expressando MYC (Balakumaran et al., 

2009). Para o gene PARP2, um inibidor para a proteína produto do gene, chamado ABT-888, 

está em ensaio clínico de fase I para o tratamento de PC (Penning et al., 2009). O aumento de 

expressão do gene HIPK2 já foi associado com PC (Capra et al., 2006). Para o gene GSK3B, 

um inibidor para a proteína produto do gene, chamado enzastaurina, está em ensaio clínico de 

fase II para o tratamento de câncer de próstata. Estes resultados sugerem que estes genes 

estão não só envolvidos na transformação tumoral como também na agressividade do tumor. 
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Entre os genes codificadores de proteínas encontrados como diferencialmente 

expressos em nosso trabalho, buscamos aqueles que já tivessem sido descritos como 

biomarcadores de recorrência de PC nos cinco trabalhos publicados sobre biomarcadores 

prognósticos em PC (Singh et al., 2002; Glinsky et al., 2004; Lapointe et al., 2004; Yu et al., 

2004; Varambally et al., 2005; Nanni et al., 2006; Nakagawa et al., 2008). O gene 

Microtubule-associated protein 7 (MAP7) já foi descrito como aumentado em PC em um 

trabalho (Nanni et al., 2006).  Já o gene sel-1 suppressor of lin-12-like 3 (SEL1L3) já foi 

descrito como biomarcador de recorrência em PC (Varambally et al., 2005), embora tenha 

sido descrito como diminuído em pacientes com recorrência. Grande parte da variação entre 

os estudos pode ser explicada pelo uso de diferentes plataformas de arranjos, contendo 

sequencias sondas diferentes e tipos diferentes de sondas (cDNA versus oligonucleotídeos), 

variação na preparação das amostras (microdissecção a laser ou aparagem crua), e protocolos 

de marcação (ex. com ou sem amplificação adicional de RNA), bem como o número limitado 

de amostras de pacientes de PC analisados na maioria dos estudos. É interessante notar que a 

comparação entre estes 5 trabalhos da literatura mostra muito pouca sobreposição de genes 

marcadores, isto é, somente 8 genes, cada um presente em apenas dois trabalhos, dos 5 da 

literatura (Tabela 12). Em sete dos oito casos o mesmo gene é identificado com variações 

opostas entre dois trabalhos da literatura, para o mesmo desfecho da doença do paciente 

(Tabela 12). Apenas o gene IGFBP3, presente nas assinaturas dos trabalhos de (Nakagawa et 

al., 2008) e (Singh et al., 2002), é coincidente em ambos trabalhos, apresentando a expressão 

diminuída em pacientes com recorrência (Tabela 12). 
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Tabela 12: Sobreposição de genes diferencialmente expressos entre pacientes com recorrência e sem 

recorrência nos 5 trabalhos da literatura e com o presente trabalho. 

Símbolo 
do gene 

(Singh et al., 
2002) 

(Nanni et 
al., 2006) 

(Nakagawa et 
al., 2008) 

(Lapointe 
et al., 2004) 

(Glinsky et 
al., 2004) 

Presente 
trabalho 

COL1A2 diminuído    aumentado  

GPR137B   diminuído  aumentado  

HOXC6 diminuído    aumentado  

IGFBP3 diminuído  diminuído    

MAP7  aumentado    aumentado 

MYBPC1   aumentado  diminuído  

NIPA2  diminuído   aumentado  

PAGE4   aumentado  diminuído  

PTPRN2   aumentado  diminuído  

SEL1L3     diminuído aumentado 

 

Os 98 genes codificadores de proteína diferencialmente expressos entre amostras 

de pacientes com recorrência e sem recorrência com uma taxa de falsa descoberta de 5% 

(Tabela 8) foram usados para buscar redes gênicas estatisticamente alteradas. Os genes 

identificados foram mapeados em redes gênicas disponíveis no banco de dados do programa 

IPA e foram ordenados pelo score. O score mede a probabilidade de uma coleção de genes 

igual ou maior que o número presente em uma rede ser obtida ao acaso. Um score de 3 indica 

que existe uma chance de 10
-3 

(ou seja 0,001) de que os genes estejam presentes na rede ao 

acaso. Este score foi utilizado como critério para a identificação de redes gênicas 

estatisticamente alteradas (Tabela 13). As funções biológicas mais relevantes encontradas 

para as três redes gênicas mais enriquecidas foram Cell Morphology, Cellular Function and 

Maintenance, Developmental Disorder para a rede 1 (Figura 26) e Cellular Development, Cellular 

Growth and Proliferation, Endocrine System Development and Function para a rede 2 (Figura 27).  
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Tabela 13: Redes gênicas estatisticamente enriquecidas. ↑ = Aumentado em pacientes com recorrência. ↓ 

= Diminuído em pacientes com recorrência. 

 

ID Moléculas na rede Score Genes 
diferencialmente 
expressos 

Funções mais 
relevantes 

1 Akt, ↑ANK3, ↑CANX, ↑CBX5, 
↓CCNDBP1, ↑CHEK1, Ck2, Creb, 
↑CTBP2, Cyclin D, ↓DPYSL3, E2f, 
↑EIF4EBP1, ↑FKBP5, FNBP4, 
↑GSK3B, ↑HELZ, Histone h3, 
↑HNRNPA2B1, ↑LBR, ↑LUC7L2, 
↑MACF1, ↓MFAP1, ↑NASP, 
↑NFATC2IP, NFkB (complex), PI3K, 
↑PTMA, ↑PTPN2, RNA polymerase 
II, ↑SOX4, ↑SRRM2, ↑TCEA1, 
↑TCOF1, ↑WWC1 

54 26 Cell 
Morphology, 
Cellular 
Function and 
Maintenance, 
Developmental 
Disorder 

2 ↓ACAA2, ↓ACO2, APC, BAD, beta-
estradiol, ↓CAPZA2, CAPZB, CDK4, 
CNTF, ↑CPNE7, DLG4, ↑GPR123, 
GRB2, HGS, HNRNPK, HTR2C, Ifn, 
↑ITSN2, KCNMA1, MIR124, 
MIR124-1 (includes EG:406907), 
MIR124-2 (includes EG:406908), 
MIR124-3 (includes EG:406909), 
NKX2-1, ↑NOP56, ↓OXCT1, PCBP1 
(includes EG:5093), ↑PMM2, 
↑PTTG1IP, ↑RALGPS1, ↓SCRN1, 
↑TRIM25, UBE2N, UGP2, ↑USP48 

26 15 Cellular 
Development, 
Cellular Growth 
and 
Proliferation, 
Endocrine 
System 
Development 
and Function 

3 BAZ1B, ↑COL4A4 (includes 
EG:1286), COPS5, CRP, Cyclin D, 
↑DDX46, ERK1/2, FHL1, FYN, 
↑HIPK2, ITGB4, KLF5, KLK3, ↓LBH, 
↑MATN4, MIF, ↑MON2, ↑NFAT5, 
Nfat (family), NKX2-1, ↑PARP2, 
PCNA, POLH, PRKAC, RARRES3, 
↑SEL1L3, ↑SHPRH, ↑SMARCC1, 
TNF, TNFRSF1A, TP53, TP53INP1, 
↑TPP2, VCL, ↑VPS13A 

19 13 Gene 
Expression, 
Cancer, Genetic 
Disorder 

4 Actin, AKAP13, BAT1, CEBPZ, CIR1, 
↑CNOT3, CREBBP, EIF2C4, FHL1, 
↑FRYL, HEY1, ↑HIPK2, HNF4A, 
MAML1, ↑MAP7, MFNG, MLXIPL, 
NLK, RBM15, RBPJ, retinoic acid, 
RORC, ↑RPL8, ↑SFRS2IP, SND1, 
SP100, SPEN (includes EG:23013), 
SWI-SNF, TIP60, ↑TJP1, T↑NRC6B, 
↑TPM1, ↑USP36, WSB1, YWHAB 

18 11 Gene 
Expression, 
Skeletal and 
Muscular 
System 
Development 
and Function, 
Cellular 
Development 
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5 ↑AKAP1, ↑ANKS3, CCDC85B, 
COL18A1, ↑DKC1, DUSP1, ↑EPC2, 
GATA1, GFI1B, HES1, IL17A (includes 
EG:3605), KAT2A, KLK3, LGALS3, 
LMNA, MLXIPL, ↑MTRR, NKX2-1, 
↑NOP58, ↑PAX8, PLAGL2, PTEN, 
↓PYGL, ↓RCHY1, RORC, RPS27A 
(includes EG:78294), RPS6KA1, 
RUNX1, RUVBL2, SUZ12, TGFB1, 
TIP60, ↑TOMM70A, VEGFA, 
↑ZNF821 

17 11 Cardiovascular 
System 
Development 
and Function, 
Cellular 
Development, 
Cell Cycle 

6 AR, ARRB2, ↑BAZ1A, BCL6, 
↑BOLA2, Calmodulin, CAMK2A, 
↑CCDC88B, CREBBP, cyclic AMP, 
↑DDX27, EP300, HRAS, HTT, 
IGFBP3, INS1, KAT2B, L-
triiodothyronine, MAPK8, MDM2, N-
cor, NCOR1, NCOR2, Pka, PRKCB, 
SATB1, SMAD2, SREBF2, ↑SRGAP1, 
TBP, TRPV4, UBR4, YWHAG, 
Z↑MYND8 

9 7 Gene 
Expression, Cell 
Cycle, Infection 
Mechanism 
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Figura 26: Rede gênica mais enriquecida com genes diferencialmente expressos entre amostras de 

pacientes com recorrência e sem recorrência. Genes aumentados em pacientes com recorrência estão em 

vermelho; genes diminuídos estão em verde; genes presentes no microarranjo sem alteração estão em 

cinza; genes ausentes no microarranjo estão em branco. Relações diretas estão marcadas em linhas 

contínuas; relações indiretas estão marcadas em linhas tracejadas; Próximo a cada relação estão letras 

indicando o tipo de relação entre as moléculas: A - Ativação; P - Fosforilação; PP - Ligação proteína-

proteína; PD - Ligação proteína-DNA; E - Aumento de expressão; RB - Regulação de Ligação. Em 

parênteses estão os números de referências na literatura que indicam a relação envolvida. Genes descritos 

como correlacionados com câncer de próstata estão em azul. Ciclina D, descrita como relacionada a 

prognóstico de câncer de próstata, está sublinhado. 
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Figura 27: Segunda rede gênica mais enriquecida com genes diferencialmente expressos entre amostras 

de pacientes com recorrência e sem recorrência. Genes aumentados em pacientes com recorrência estão 

em vermelho; genes diminuídos estão em verde; genes presentes no microarranjo sem alteração estão em 

cinza; genes ausentes no microarranjo estão em branco. Relações diretas estão marcadas em linhas 

contínuas; relações indiretas estão marcadas em linhas tracejadas; Próximo a cada relação estão letras 

indicando o tipo de relação entre as moléculas: A - Ativação; P - Fosforilação; PP - Ligação proteína-

proteína; PD - Ligação proteína-DNA; E - Aumento de expressão; RB - Regulação de Ligação. Em 

parênteses estão os números de referências na literatura que indicam a relação envolvida. Genes descritos 

como correlacionados com câncer de próstata estão em azul. 
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É interessante notar que genes já descritos como alterados em PC, que não foram 

encontrados como diferencialmente expressos, foram incluídos nas redes gênicas, pois 

possuem relações relevantes com genes encontrados como diferencialmente expressos. O 

gene PIK3 interage com o gene GSK3B, encontrado como aumentado em pacientes com 

recorrência. Ambos fazem parte da via de sinalização do câncer de próstata (Figura 28). 

 

Figura 28: Via de sinalização do câncer de próstata. (Ingenuity Pathway Analysis). Genes em cinza não 

tiveram a expressão alterada. Genes em branco não estão presentes no array. GSK3 (vermelho) foi 

encontrado com aumentado em pacientes com recorrência (FDR = 5%). CBP (CREBP), também foi 

encontrado como diferencialmente expresso, embora com uma significância menor (FDR=10%). 
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Já os genes Ciclina D, Akt, E2f e NFK-b, embora não encontrados como 

diferencialmente expressos entre os pacientes com recorrência e sem recorrência, são pontos 

centrais de interação de vários genes diferencialmente expressos (Figura 26). O mesmo 

ocorre para os genes CDK4 e KCNMA1, presentes na segunda rede gênica mais enriquecida 

(Figura 27). A alteração destes genes pode não estar na diferença de expressão deles, mas sim 

de modificações pós-transcricionais, como fosforilação e/ou degradação de proteína, 

relacionada ao desfecho no PC. 

Entre os 51 ncRNAs presentes em nosso perfil prognóstico, quatro são transcritos a 

partir de regiões intrônicas de genes envolvidos em regulação da transcrição: IGLI2, 

GTF3C1, INVS e CTNNB1 (Tabela 10). Estes ncRNAs podem afetar a função das vias 

controladas por esses genes reguladores de transcrição (Louro et al., 2009; Mercer et al., 

2009), em analogia ao efeito do ncRNA intrônico longo do gene CFTR que atua sobre outros 

genes relacionados a função do gene codificador de proteína CFTR (Hill et al., 2006). Isto 

pode levar a células tumorais mais agressivas e eventualmente refletir na recorrência do PC. 

A esse respeito o ncRNA do locus CTNNB1 foi encontrado aqui correlacionado com 

recorrência enquanto o fator de transcrição CTNNB1  é um membro da via de sinalização de 

PC e tem sido usado como biomarcador para diagnóstico do carcinoma de próstata  (Huang et 

al., 2007).  

É notável que não houve sobreposição entre os loci genômicos dos 51 ncRNAs do 

perfil prognóstico e os loci dos 98 genes codificadores de proteína mais altamente 

correlacionados com a recorrência medidas em paralelo em nosso conjunto de 42 amostras, 

com exceção do locus do gene ANK3. Isto indica que a expressão de ncRNA não é uma 

desregulação generalizada em seu locus genômico, mas sim sugere uma regulação 

transcricional independente do ncRNA e dos mRNAs do mesmo locus. Além disso, a 

ausência de pares corregulados de ncRNAs e mRNAs do mesmo locus favorece a noção de 
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que qualquer efeito regulatório veiculado deve ocorrer em trans. Já para o locus ANK3,  nós 

encontramos que ambos os transcritos senso e antissenso intrônicos estavam alterados nas 

amostras de pacientes com recorrência. Além disso, o gene codificador ANK3 é altamente 

correlacionado com PC em nosso conjunto de amostras. É interessante notar que o gene 

codificador ANK3 está presente em uma assinatura de 11 genes de PC primário relatada por 

Glinsky et al., que prediz a recorrência da doença em intervalo curto, metástase distante e 

morte após a terapia (Glinsky et al., 2005). A correlação conhecida entre o gene codificador 

de proteína ANK3 e a recorrência em PC pode ser uma consequência de uma regulação em 

cis, como descrito para outros ncRNAs longos (Sleutels et al., 2002; Pauler et al., 2007), ou 

neste caso uma alta atividade transcricional do locus genômico inteiro. 

A observação de que os níveis de expressão de um número considerável de ncRNAs 

originados de regiões intrônicas do genoma são correlacionados com a recorrência de PC 

justifica uma investigação mais profunda das possíveis funções exercidas por essa classe de 

transcritos.  
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6 Conclusão 

Nossas descobertas sugerem um papel potencial de ncRNAs longos na progressão de 

PC e apontam para os ncRNAs longos intrônicos como novos marcadores moleculares de 

recorrência de PC. A análise aqui apresentada ainda é limitada pelo número restrito de 

amostras no conjunto teste independente, e uma avaliação do classificador em uma coorte 

externa maior é necessária para determinar precisamente a extensão de sua relevância clínica 

e implicações para o gerenciamento dos pacientes.  

Este perfil classificador de ncRNAs provavelmente será de grande utilidade como 

exame complementar para guiar a conduta pós-operatória no tratamento do PC. Antes de ser 

utilizado em larga escala na clínica, é necessário validar este perfil em um conjunto ainda 

maior de amostras de pacientes, em um projeto que deve se situar na interface da pesquisa 

básica com a pesquisa clínica aplicada.  

Com a análise dos dados de microarranjo das 64 amostras descritas aqui foi possível 

gerar uma rotina de análise, pois todas as etapas de processamento das amostras, da 

normalização dos dados à busca de genes diferencialmente expressos foram automatizadas na 

plataforma R. Estas rotinas serão de grande valor para análises de amostras futuras. Estamos, 

no momento, empenhados na análise de um conjunto de 200 novas amostras de tumor de 

próstata de pacientes com longo seguimento, provenientes do Hospital A C Camargo, nosso 

parceiro no Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia em Oncogenômica (INCiTO). Para a 

análise destas amostras, usaremos uma nova plataforma de microarranjo íntron-éxon, 

contendo 244 mil sondas (lâminas 244K). Este oligoarranjo foi fabricado sob encomenda pela 

Agilent e contem sondas para as fitas senso e antissenso de todos os ncRNAs das 72 mil 

regiões totalmente intrônicas e de todos os ncRNAs das 10 mil regiões parcialmente 

intrônicas com evidência de transcrição, baseado no banco público de ESTs do GenBank, 

além das sondas para todos os 30 mil genes codificadores de proteínas humanos confirmados 
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ou putativos encontrados na lâmina comercial Agilent. Colocamos também todas as sondas 

que estavam nas lâminas 44K com as quais foram gerados os resultados descritos na presente 

tese. Este estudo tem o objetivo de validar, em um conjunto mais amplo de pacientes, os 

resultados já encontrados, e identificar outros transcritos, codificadores e não codificadores 

de proteína, de interesse clínico. 
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