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RESUMO 

 

Katz BS. Estudo dos genes e microRNAs relacionados à transição epitélio-

mesenquimal no adenocarcinoma de próstata [tese]. São Paulo: Faculdade de 

Medicina, Universidade de São Paulo; 2014.  

 

Introdução: O câncer de próstata (CaP) é o tumor mais comum em homens e a 

segunda causa de óbito por câncer no Brasil. Com a adoção do rastreamento, a 

maioria dos pacientes apresenta doença localizada ao diagnóstico, enquanto apenas 

4% têm doença metastática. Um dos principais mecanismos responsáveis pela 

progressão tumoral é a transição epitélio-mesenquimal (TEM). Esse é um programa 

celular reversível no qual a célula epitelial perde a capacidade de aderência 

intercelular e assume um fenótipo mesenquimal com potencial invasivo e 

metastático. A principal característica da TEM é a repressão da E-caderina através de 

fatores de transcrição que incluem ZEB1, ZEB2, Snail, Slug e Twist1. Os 

microRNAs também estão envolvidos na regulação do processo, sendo a família do 

miR-200 uma das mais importantes e uma potente indutora da diferenciação epitelial. 

Assim sendo, o conhecimento dos fatores envolvidos na TEM no CaP é fundamental 

para a compreensão do comportamento biológico dessa neoplasia. Objetivos: 

Analisar a expressão dos genes e microRNAs envolvidos na transição epitélio-

mesenquimal em espécimes de câncer de próstata localizado e em linhagens celulares 

de câncer de próstata metastático. Além disso, correlacionar o perfil de expressão dos 

genes e microRNAs com parâmetros clínico-patológicos. Material e métodos: O 

estudo consistiu na análise de espécimes de 51 pacientes com CaP localizado 

tratados por prostatectomia radical e de linhagens celulares de CaP metastático 

(LNCaP, DU145 e PC3). O grupo controle foi composto por 10 casos de hiperplasia 

prostática benigna. A expressão dos genes E-caderina, N-caderina, Vimentina, TGF-

β1, ZEB1, ZEB2, Snail, Slug, Twist1 e PDGF-D e dos microRNAs 200a, 200b, 

200c, 429, 141, 203, 205, 183, 373, 21, 9, 1, 495, 29b, 30a, 34a, 155 e 10b foi 

avaliada através da técnica de PCR em tempo real (qRT-PCR) nos espécimes e nas 

linhagens. Para correlação com parâmetros clínico-patológicos, os pacientes foram 

divididos em grupos em relação ao escore de Gleason, estadiamento patológico, PSA 

pré-operatório, recorrência bioquímica e doença de baixo e alto risco. Para avaliação 

do tumor metastático, agrupamos as linhagens celulares e comparamo-las com 

tumores pT3. Resultados: A grande maioria dos casos apresentou superexpressão de 

E-caderina e Twist1 e subexpressão de N-caderina, Vimentina, TGF-β1, ZEB1 e 

Slug. ZEB2, Snail e PDGF-D apresentaram expressão variável. A família do miR-

200 e os miRNAs 203, 205, 183, 373 e 21 apresentaram superexpressão, enquanto 

que os miRNAs 9, 495, 29b e 1 apresentaram subexpressão. Os demais miRNAs 

apresentaram perfil de expressão variável. Níveis menores de expressão dos miRNAs 

200b, 30a e 1 associaram-se significativamente com estadiamento patológico. Os 

pacientes com expressão reduzida do miR-200b também apresentaram associação 

com escore de Gleason ≥ 8 e com menor tempo de sobrevida livre de recorrência 

bioquímica. Ainda, níveis baixos do miR-30a e níveis elevados de Vimentina e 

Twist1 associaram-se com grupo de alto risco. As linhagens metastáticas 

apresentaram níveis de expressão do miR-183 e do Twist1 significativamente 

maiores quando comparadas ao tumor localizado. Conclusão: O CaP localizado 
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mantém um fenótipo molecular epitelial. Menor expressão dos miRNAs 200b, 30a e 

1 está associada com estadiamento mais avançado, sendo que o miR-200b também 

associou-se com maior escore de Gleason e menor tempo de sobrevida livre de 

recorrência bioquímica, e o miR-30a, com grupo de alto risco. A maior expressão de 

Vimentina e Twist1 apresentou associação com o grupo de alto risco. miR-183 e 

Twist1 apresentam maiores níveis de expressão em linhagens celulares metastáticas 

em relação ao tumor primário. De acordo com nossos resultados, os miRNAs 200b, 

30a, 1 e 183 e os genes Twist1 e Vimentina podem ter um papel importante na 

progressão do CaP, além de serem potenciais marcadores prognósticos. 

 

Descritores: Neoplasias da próstata; Transição epitelial-mesenquimal; microRNAs; 

Marcadores biológicos de tumor; Prognóstico; Biologia molecular. 
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SUMMARY 

 

Katz BS. Study of gene and miRNA expression profiles related to epithelial-

mesenchymal transition in prostate adenocarcinoma [thesis]. São Paulo: Faculdade 

de Medicina, Universidade de São Paulo; 2014.  

 

Introduction: Prostate cancer (PCa) is the most common cancer in men and the 

second leading cause of cancer-related mortality in Brazil. After the adoption of 

screening, most patients present with localized disease at the time of diagnosis, while 

only 4% have metastatic disease. One of the main mechanisms of tumor progression 

is the epithelial-mesenchymal transition (EMT). This is a reversible cell-biological 

program in which an epithelial cell loses intercellular adhesion and acquires a 

mesenchymal phenotype with invasiveness and metastatic potential. The main event 

in EMT is the repression of E-cadherin by transcriptional factors, including ZEB1, 

ZEB2, Snail, Slug, and Twist1. microRNAs are also involved in the regulation of this 

process, and one of the most important ones is the miR-200 family, which is a 

powerful inducer of epithelial differentiation. Therefore, the knowledge of the factors 

involved in EMT in PCa is essential to understand the biological behavior of this 

neoplasia. Objectives: Analysis of gene and miRNA expression involved in 

epithelial-mesenchymal transition in specimens of localized prostate cancer and 

metastatic prostate cancer cell lines. Correlation between the gene and miRNA 

expression profiles and clinicopathological features. Material and Methods: This 

study consisted in the analysis of specimens from 51 patients with localized PCa 

treated by radical prostatectomy and of metastatic PCa cell lines (LNCaP, DU145, 

PC3). The control group was composed by 10 cases of benign prostatic hyperplasia. 

Gene expression of E-cadherin, N-cadherin, Vimentin, TGF-β1, ZEB1, ZEB2, Snail, 

Slug, Twist1, and PDGF-D as well as miRNA expression of 200a, 200b, 200c, 429, 

141, 203, 205, 183, 373, 21, 9, 1, 495, 29b, 30a, 34a, 155, and 10b were assessed by 

Real-Time PCR (qRT-PCR). The patients were divided into groups according to 

Gleason score, pathological stage, preoperative PSA, biochemical recurrence, and 

low and high-risk disease. For evaluation of metastatic tumor, the cell lines were 

grouped and compared to pT3 tumors. Results: The vast majority of the cases 

showed overexpression of E-cadherin and Twist1 and underexpression of N-

cadherin, Vimentin, TGF-β1, ZEB1, and Slug. ZEB2, Snail, and PDGF-D showed a 

variable expression pattern. miRNA-200 family and miRNAs 203, 205, 183, 373, 

and 21 were overexpressed, while miRNAs 9, 495, 29b, and 1 were underexpressed. 

The remaining miRNAs showed a variable expression pattern. Lower expression 

levels of miRNAs 200b, 30a, and 1 were significantly associated with pathological 

stage. Patients with lower expression of miR-200b also showed association with 

Gleason score ≥ 8 and biochemical recurrence-free survival (BRFS). Furthermore, 

low expression levels of miR-30a and high expression levels of Vimentin and Twist1 

were associated with high-risk group. The metastatic PCa cell lines showed 

significantly higher expression levels of miR-183 and Twist1 in comparison to the 

primary tumor. Conclusion: Localized prostate cancer maintains a molecular 

epithelial phenotype. Lower expression of miRNAs 200b, 30a, and 1 was associated 

with higher stage. Low levels of miR-200b were also associated with high Gleason 

score and shorter BRFS, and miR-30a, with high-risk group. High expression levels 

of Vimentin and Twist1 were associated with high-risk group. miR-183 and Twist1 
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levels were higher in metastatic cell lines than in the primary tumor. According to 

our results, miRNAs 200b, 30a, 1, and 183 and the genes Twist1 and Vimentin might 

play an important role in the progression of PCa and may turn to be important 

prognostic markers.  

 

Descriptors: Prostate neoplasms; Epithelial-mesenchymal transition; microRNA; 

Tumor markers, biological; Prognosis; Molecular biology. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Câncer de próstata – Generalidades 

O câncer de próstata (CaP) é o tumor não cutâneo mais comum em homens e 

a segunda causa de óbito por câncer no Brasil (www.inca.gov.br). É responsável por 

13,8% das mortes decorrentes de câncer no sexo masculino, similar ao que ocorre 

com o câncer de mama no sexo feminino, que corresponde a 15,8% das mortes por 

câncer em mulheres. Para o ano de 2014, estimam-se 68.800 casos novos, tendo 

ocorrido 13.129 óbitos em 2011. Nos Estados Unidos, o CaP corresponde a 29% dos 

cânceres diagnosticados em homens 
1
, e estima-se que um em cada sete homens será 

diagnosticado com este tumor ao longo da vida (seer.cancer.gov). 

A incidência do CaP apresenta variações geográficas e raciais significantes 

que podem ser influenciadas por fatores genéticos – como etnia e história familiar –, 

alimentares e ambientais 
2
. Pacientes da raça negra apresentam as maiores taxas de 

CaP e tendem a apresentar evolução mais agressiva da doença, enquanto que 

asiáticos têm a menor prevalência. Presença de pai ou irmão com CaP antes dos 60 

anos aumenta o risco em 3 a 10 vezes em relação à população geral 
3
. 

A suspeita clínica se dá através do toque retal e da dosagem dos níveis séricos 

do antígeno prostático específico (PSA) 
4, 5

, sendo o diagnóstico realizado mediante 

biópsia por agulha. Com a adoção do rastreamento, a grande maioria dos pacientes 

com CaP apresenta doença localizada e tem um prognóstico excelente quando 

manejada adequadamente. Atualmente, apenas 4% a 6% dos pacientes têm doença 

metastática no momento do diagnóstico 
6
. 

O prognóstico depende fundamentalmente do escore de Gleason 
7, 8

 e do 

estadiamento patológico. O sistema de graduação de Gleason baseia-se na avaliação 

da arquitetura da neoplasia e é dividido em cinco padrões, de 1 a 5. Em espécimes de 

prostatectomia radical e de ressecção transuretral, o escore é obtido através da soma 

do padrão mais prevalente com o segundo mais prevalente. Já em biópsias, o escore é 

o resultado da soma do padrão mais prevalente com o padrão de mais alto grau. 
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Tumores com escore 6 são considerados de baixo grau, enquanto que tumores com 

escore 8, 9 e 10, de alto grau. O escore 7 é considerado de grau intermediário, e seu 

comportamento é bastante variável. Os escores 2 a 4 são extremamente raros e 

praticamente nunca devem ser dados em material de biópsia. O estadiamento segue a 

classificação TNM recomendada pela AJCC (2010), conforme ilustrado na Tabela 1. 

Embora esses parâmetros sejam fundamentais para a decisão terapêutica, eles não 

são perfeitos, tampouco suficientemente acurados para discriminar o comportamento 

dos tumores. 

O tratamento do CaP inclui desde a vigilância ativa até o tratamento sistêmico 

com bloqueio hormonal e quimioterapia. Para definir a forma de tratamento mais 

adequada, deve-se levar em consideração o estadiamento, as comorbidades e a 

expectativa de vida, assim como os possíveis efeitos colaterais do tratamento. De 

acordo com a NCCN (nccn.org), a vigilância ativa como primeira opção pode ser 

realizada em pacientes que preenchem os critérios de doença de baixo risco de 

D’Amico
1 

(quando a expectativa de vida é menor que 10 anos) ou de Epstein
2 

(se 

menor de 20 anos) 
9, 10

. Nos pacientes com CaP de baixo risco que não preenchem 

esses critérios ou que não desejam realizar o tratamento conservador, e aqueles com 

risco intermediário, a opção de tratamento é a prostatectomia radical ou a 

radioterapia. Já em pacientes de alto risco, o tratamento deve ser mais agressivo, 

devido ao maior potencial metastático da doença nesses casos 
11

. 

Nos pacientes que já possuem doença metastática, o objetivo da terapia visa 

somente ao controle da doença e à manutenção da qualidade de vida, uma vez que a 

metástase torna o CaP incurável. O tratamento consiste na castração clínica ou 

cirúrgica, conhecida como terapia antiandrogênica, a qual é altamente efetiva na 

diminuição do tumor e nos níveis séricos do PSA 
12

. Cerca de 60% a 80% dos 

pacientes respondem inicialmente ao tratamento clínico que promove níveis de 

testosterona plasmática semelhantes aos obtidos com a castração cirúrgica 
13

. 

                                                           
1 Critérios de D’Amico: escore de Gleason ≤ 6, estadiamento clínico T1 ou T2a e PSA ≤ 10 ng/mL 
2 Critérios de Epstein: escore de Gleason ≤ 6, estadiamento clínico T1c, densidade do PSA < 0,15 e biópsia 

contendo tumor em não mais que dois fragmentos, sendo que nenhum compromete mais que 50% do fragmento 

acometido 
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Apesar das altas taxas de resposta à terapia antiandrogênica, quase todos os 

pacientes com CaP metastático apresentarão progressão da doença, sendo então 

considerados resistentes à castração 
12, 14, 15

. No entanto, esses pacientes podem ainda 

apresentar resposta clínica a outras manipulações hormonais, conhecidas como 

terapia hormonal secundária. O tratamento com quimioterapia e/ou imunoterapia é 

reservado a pacientes que não respondem mais à terapia hormonal. 

A terapia hormonal para o CaP metastático não é curativa e, embora aumente 

a sobrevida livre de progressão da doença, não há evidências de aumento na 

sobrevida global 
12

. Ademais, os efeitos colaterais decorrentes da terapia 

antiandrogênica são deletérios à qualidade de vida dos pacientes. Além de causar 

disfunção sexual, perda da libido e perda da massa muscular e óssea, um dos mais 

preocupantes efeitos adversos está relacionado a alterações metabólicas 
16

. Vários 

estudos observaram um aumento nos níveis de colesterol e triglicerídeos e um 

aumento no risco de desenvolvimento de diabetes melito e doença cardiovascular 
17, 

18
. 

Embora a conduta do CaP seja bem estabelecida na maioria dos casos, em 

determinadas situações não há consenso sobre o manejo mais adequado. Nos tumores 

de alto risco ainda localizados, a cirurgia isolada muitas vezes não é suficiente para 

fins curativos, o que faz com que esses pacientes tenham maior risco de recorrência 

bioquímica. Em alguns casos, a adjuvância com terapia antiandrogênica é necessária, 

propiciando um aumento significativo na sobrevida livre de doença em 5 anos e na 

sobrevida geral 
19, 20

. Entretanto, seu uso é restrito a certos pacientes, sendo os fatores 

prognósticos clássicos insuficientes para discriminar quais deles realmente 

necessitam da terapia antiandrogênica adjuvante.  

De forma semelhante, nos casos de baixo risco também podemos nos deparar 

com uma situação amiúde conflitante. Embora a vigilância ativa seja cada vez mais 

adotada nesses pacientes 
21

, aproximadamente um terço deles necessitará de 

tratamento em algum momento 
22

. Acredita-se que a reclassificação do tumor em 

maior risco não se deva à progressão biológica, mas, sim, à amostragem mais 

acurada 
23

. Ainda, grande parte dos pacientes tende a optar, em algum momento, pelo 

tratamento cirúrgico ou radioterápico devido à aflição e à ansiedade sobre a eventual 
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progressão da doença 
24

, a qual, de fato, desconhecemos. Em contrapartida, de 

acordo com revisão recente da literatura, o número de cirurgias descenessárias varia 

de 5% a 30% 
25

.  

Diante dessas situações, observamos não só a carência de marcadores 

moleculares relacionados ao comportamento biológico do CaP, mas a necessidade e 

a importância da identificação dos mesmos. Portanto, o conhecimento dos processos 

biológicos que participam da progressão da doença torna-se fundamental. 
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Tabela 1. Classificação TNM/AJCC 2010 

Tumor primário (T)   

Tx O tumor primário não pode ser avaliado 

 

T0 Não há evidência de tumor primário 

 

T1  Tumor não diagnosticado clinicamente, não palpável ou não visível 

por meio de exame de imagem 

 T1a Achado histológico incidental em 5% ou menos do tecido ressecado 

 

 T1b Achado histológico incidental em mais de 5% do tecido ressecado 

 

 T1c Tumor identificado por biópsia por agulha (por exemplo, devido a 

PSA elevado) 

 

T2  Tumor confinado à próstata 

 T2a Tumor que envolve uma metade ou menos de um dos lobos 

 

 T2b Tumor que envolve mais da metade de um dos lobos, mas não 

ambos os lobos 

 

 T2c Tumor que envolve ambos os lobos 

 

T3  Tumor com extensão extraprostática 

 T3a Extensão extraprostática ou invasão microscópica do colo da bexiga 

 

 T3b Invasão das vesículas seminais 

T4 Tumor invade estruturas adjacentes que não as vesículas seminais: 

reto, músculos elevadores do ânus, parede pélvica 

 

Linfonodos regionais (N)  

Nx Os linfonodos regionais não podem ser avaliados 
 

N0 Ausência de metástase em linfonodo regional 
 

N1 Metástase em linfonodo regional 
 

Metástase à distância (M)  

Mx A presença de metástase à distância não pode ser avaliada 

 

M0 Ausência de metástase à distância 

 

M1  Metástase à distância 

 M1a Linfonodo(s) não regional(ais) 

 

 M1b Osso(s) 

 

 M1c Outra(s) localização(ões) 
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1.2 Transição epitélio-mesenquimal 

A transição epitélio-mesenquimal (TEM) é um programa biológico celular 

reversível que permite a transição parcial ou completa entre esses dois fenótipos. A 

célula epitelial, que normalmente interage com a membrana basal, perde a 

capacidade de aderência intercelular e, através de uma série de processos 

moleculares, assume um fenótipo mesenquimal. Ao obter tais características, a célula 

adquire um aumento da capacidade migratória e invasora, com capacidade de romper 

os componentes da membrana basal, além de se tornar mais resistente à apoptose. A 

ativação de fatores de transcrição, a expressão de proteínas da superfície celular e do 

citoesqueleto e as alterações na expressão de certos microRNAs (miRNAs) são 

fenômenos envolvidos na TEM 
26

.  

A TEM foi descrita em 1968 pela pesquisadora Elizabeth Hay, que observou 

a importância desse processo no movimento celular de embriões, denominando-o 

inicialmente de transformação epitélio-mesenquimal. Em 1982, Greenburg e Hay 

demonstraram pela primeira vez a transição fenotípica in vivo 
27

. Acredita-se que as 

células do corpo humano sejam derivadas de outras células menos especializadas 

através de um processo de diferenciação. Para tal, as células devem passar por 

transformações durante o desenvolvimento, assumindo vários fenótipos, e é por essa 

razão que a transição epitélio-mesenquimal ocorre. As células com aparência 

epitelial exibem plasticidade e podem transitar entre os estados epitelial e 

mesenquimal através desse fenômeno 
28

. Após o término do desenvolvimento, as 

células epiteliais exercem funções específicas relacionadas a cada tecido, enquanto 

que as células mesenquimais têm papel de suporte, sendo ambas mantidas num 

estado permanente de diferenciação 
26

. Esse conceito foi muito contestado após 

inúmeras observações de que células epiteliais já diferenciadas podem mudar de 

fenótipo através da ativação da TEM quando influenciadas por certas situações, 

como o reparo tecidual e o câncer. Atualmente, a TEM constitui um mecanismo 

envolvido não só na embriogênese, mas também no reparo tecidual e na 

carcinogênese, sendo classificada em três tipos, cada uma com funções diferentes 
29

.  

A TEM tipo 1 está associada com a implantação e formação do embrião e 

desenvolvimento dos órgãos. Seu papel é gerar células com fenótipo mesenquimal 
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para a criação de novos tecidos com distintas funcionalidades. Esse fenômeno é 

encontrado em processos como a gastrulação 
26

, delaminação da crista neural 
26

 e 

formação do palato e das valvas cardíacas 
30

.  

A TEM tipo 2 participa da cicatrização, regeneração tecidual e fibrose, 

através da produção de fibroblastos que reconstroem e reparam o tecido após trauma 

ou dano inflamatório. A fibrose que ocorre no rim, como resposta ao dano renal 

causado por condições como diabetes melito, hipertensão, glomerulopatias e 

toxicidade, é um exemplo de fenômeno decorrente da TEM 
31

.  

A TEM tipo 3 é a que ocorre no câncer. A aquisição do comportamento 

invasivo e metastático de uma neoplasia parece ser ativada por este programa, que 

está intimamente relacionado à progressão tumoral. A TEM tipo 3 está associada 

com alterações morfológicas celulares e mudança concomitante de um estado séssil 

para um estado migratório. Dois elementos fundamentais que caracterizam a TEM 

são a perda da aderência celular e a perda da polaridade celular. Há, ainda, uma 

reorganização completa do citoesqueleto de actina, que aumenta a locomoção da 

célula. No entanto, a presença de fenótipos intermediários que conservam 

marcadores específicos tanto epiteliais quanto mesenquimais demonstra que a TEM 

ocorre muitas vezes de forma parcial ou incompleta. Como exemplo prático, temos o 

carcinossarcoma da mama, cujo componente epitelial expressa alguns marcadores da 

TEM, mesmo mantendo características histológicas epiteliais 
32

. 

É importante ressaltar que o processo de invasão e progressão tumoral é 

complexo e provavelmente envolve mais de um caminho. Acredita-se que as células-

tronco tumorais também sejam cruciais para o desenvolvimento da metástase. Essas 

células possuem capacidade de autorrenovação, iniciação e disseminação tumoral, 

além de apresentarem resistência à apoptose. Contudo, ambos os processos parecem 

estar relacionados entre si, pois a ativação da TEM é capaz de induzir células 

tumorais a entrarem em um estado de células-tronco 
33, 34

. Dessa forma, a TEM 

confere às células não apenas o fenótipo mesenquimal, mas também a aquisição de 

propriedades de células-tronco, prestando-lhes todos os traços necessários para a 

disseminação do tumor primário e para o crescimento à distância 
35

.  
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Existem também outros mecanismos que não a TEM através dos quais as 

células se movimentam no câncer. Dependendo do tipo celular e do ambiente 

tecidual, as células podem migrar individualmente quando as junções celulares estão 

ausentes, como é o caso da TEM, ou coletivamente, na forma de grupos 

multicelulares cuja adesão está mantida 
36

. Neste último, denominado migração 

coletiva, a adesão entre as células é mantida em função da expressão de E-caderina, o 

que facilita a coordenação do movimento em grupo. Essa forma de invasão é 

frequentemente observada no carcinoma epidermoide invasivo, o qual expressa E-

caderina na sua fronte de invasão. Diferentemente da TEM, portanto, a polarização e 

a aderência celular estão mantidas na migração coletiva 
37

.  

 

1.3 Genes envolvidos na transição epitélio-mesenquimal 

Para que ocorra a transição epitélio-mesenquimal, espera-se que a expressão 

gênica de marcadores epiteliais seja reprimida, enquanto que a expressão de 

marcadores mesenquimais seja estimulada. A principal característica da TEM é a 

repressão do gene da E-caderina, uma proteína de adesão celular dependente de 

cálcio que tem papel na regulação da morfogênese e da diferenciação epitelial 
38, 39

. 

Inicialmente, a ativação da TEM requer uma sinalização entre células 

tumorais e células do estroma vizinho 
33

. As células tumorais recrutam uma 

variedade de células estromais, como fibroblastos, miofibroblastos, granulócitos, 

macrófagos, células-tronco mesenquimais e linfócitos. Essas células criam um 

estroma reativo: um microambiente inflamatório que resulta no lançamento de sinais 

indutores da TEM. As células tumorais sofrem ação desses fatores, que incluem 

FGF, EGF, PDGF e TGF-β, e de vias sinalizadoras, como a via Wnt e a via Notch 
40, 

41
. As células tumorais respondem a esses sinais ativando fatores de transcrição, que 

serão os responsáveis por alterações na expressão de genes que carregam 

comportamentos relacionados a TEM.  

O TGF-β1 é um dos principais responsáveis pela ativação dos fatores de 

transcrição repressores da E-caderina (Figura 1). Contudo, no CaP, age tanto como 

supressor tumoral quanto como oncogene, dependendo do estágio do tumor 
42

. 
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Inicialmente, o TGF-β1 suprime o desenvolvimento tumoral ao impedir a 

proliferação e induzir a morte celular. Mais tardiamente, porém, contribui para a 

progressão tumoral ao promover invasão e metástase, e este papel está associado à 

sua potente capacidade de induzir a TEM.  

O processo é fundamentalmente controlado por três famílias de fatores de 

transcrição: ZEB, Snail e hélice-alça-hélice (Twist1). Os fatores de transcrição 

ativados são repressores da E-caderina, cuja perda facilita a dissociação das células 

tumorais promovendo metástase. Uma descoberta crucial no entendimento da 

regulação transcricional da TEM surgiu em 2000, quando o gene Snail (Snai1) foi 

identificado como um repressor transcricional direto da E-caderina 
43, 44

. Aquele se 

liga à caixa E, localizada no promotor desta, o que causa sua perda temporal e 

reversível. Desde então, outros fatores repressores foram descobertos, como Slug 

(Snai2), ZEB1, ZEB2, E47 e Twist1, o último agindo provavelmente de forma 

indireta sobre a E-caderina 
45

.  

Além da repressão da E-caderina, ocorre também uma superexpressão de 

marcadores mesenquimais, como a Vimentina, a N-caderina e a Caderina-11, 

processo conhecido como cadherin switching 
46

. Alguns dos fatores repressores 

podem agir também como ativadores transcricionais, como no caso do Twist1, o qual 

induz a expressão de N-caderina aumentando a motilidade celular 
47

.   
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Figura 1. Principais genes envolvidos na transição epitélio-mesenquimal e suas 

funções  

 

1.4 A Transição epitélio-mesenquimal no câncer de próstata 

Um dos aspectos mais controversos da TEM no câncer é a dificuldade de 

encontrar evidências práticas desse evento em espécimes cirúrgicos avaliados por 

estudo anatomopatológico. No CaP, a graduação histológica de Gleason pode ser 

vista como uma evidência morfológica da TEM, e o aumento do grau está associado 

à perda progressiva da arquitetura epitelial glandular e ao padrão invasivo 
41

. Já no 

âmbito molecular, a TEM pode ser observada através da perda da expressão da E-

caderina 
48

, acompanhada de um aumento da N-caderina, Caderina-11 e Vimentina, 

processo que pode ser avaliado pelo método imuno-histoquímico 
46

.  

Em estudo realizado pelo nosso grupo, observamos perda da expressão 

imuno-histoquímica de E-caderina em tumores de próstata metastáticos em osso 
49

. A 

N-caderina parece estar superexpressa nos tumores resistentes à castração, tanto em 

modelos animais quanto humanos, e participa da regulação do Bcl-2, proteína com 

função antiapoptótica 
41

.  
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Vários fatores de crescimento são indutores da TEM no CaP, incluindo FGF, 

TGF-β1, HGF, IGF-1 e PDGF 
50, 51

, sendo o TGF-β1 um dos mais importantes nessa 

neoplasia. Zhang e col descobriram que o TGF-β1 induz acúmulo nuclear do NFκB e 

demonstraram que a assinatura da expressão de TGF-β1, NFκB e Vimentina pela 

técnica de tissue microarray (TMA) apresentava correlação com recorrência 

bioquímica, independentemente do grau de Gleason 
52

. 

Alguns fatores de transcrição também participam do CaP, como a família do 

ZEB e do Snail e o Twist1. Os fatores de transcrição ZEB1 e ZEB2 são codificados 

pelos genes ZFHX1a e ZFHX1b. O aumento da expressão dos fatores ZEB nas 

células epiteliais resulta em uma rápida TEM associada a perda da polaridade celular, 

perda da adesão celular e indução da motilidade, promovendo invasão e metástase 
53

. 

Ao contrário, uma diminuição dos fatores ZEB em células indiferenciadas induz a 

transição mesênquima-epitelial (TME). O ZEB1, também conhecido como TCF8, é 

um ativador crucial da TEM em vários tumores, como próstata, cólon, mama e 

pâncreas 
34

. O ZEB1 reprime a E-caderina através da interação com a sequência 

CANNTG (caixa E) na região promotora e do recrutamento da histona deacetilase 1 

(HDAC1), levando à condensação da cromatina e ao silenciamento do gene. O 

ZEB2, também chamado de SIP1, foi descrito como fator colaborativo com a via do 

TGF-β1 e igualmente induz invasão 
54

.  

O ZEB1 parece ser um regulador crucial na TEM no CaP, e seus níveis de 

expressão se correlacionam com o escore de Gleason 
50

. Graham e col, ao estudarem 

o papel do IGF-I na TEM e no CaP, demonstraram sua função no tocante ao ZEB1. 

Os autores observaram que o IGF-I causou um aumento no RNAm e nos níveis 

proteicos do ZEB1 em células epiteliais e elevou a expressão de marcadores 

mesenquimais, como a N-caderina e a fibronectina. Ademais, concluíram que a 

expressão imuno-histoquímica do ZEB1 apresentava forte correlação com o escore 

de Gleason, sendo que os tumores com grau mais elevado apresentavam maior 

intensidade na sua expressão. O Snail, por sua vez, reprime diretamente não só a E-

caderina, mas também a RKIP, a qual age como supressora de metástase no CaP 
55

.  
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1.5 Os microRNAs 

Os microRNAs são pequenos RNAs não codificantes de proteínas, 

constituídos por aproximadamente 22 nucleotídeos, que participam de vários 

processos biológicos, como desenvolvimento tecidual, diferenciação, apoptose e 

proliferação celular, incluindo o processo de carcinogênese 
56

. Os  miRNA são 

transcritos a partir de RNA precursores de fita dupla, formando estruturas do tipo 

hairpin com cerca de 70 nucleotídeos, que são reconhecidas e clivadas pela enzima 

Drosha. O precursor resultante é então transportado para o citoplasma, onde é 

clivado pela enzima Dicer em sequências menores contendo de 19 a 22 nucleotídeos. 

Após a clivagem, o miRNA integra-se com o complexo silenciador induzido pelo 

RNA (RISC), que o conduz ao seu RNAm homólogo recém transcrito. Esta 

associação promove a degradação ou a repressão transcricional do RNAm, abolindo 

a expressão da proteína 
40, 57

. A Figura 2 resume os passos descritos acima. 

O primeiro relato sobre as alterações na expressão do miRNA na biologia 

tumoral foi descrito na leucemia linfoide crônica 
58

. Desde então, diferentes perfis de 

expressão dos miRNAs já foram observados em várias neoplasias, como mama, 

cólon, pâncreas, fígado e ovário. Em relação ao CaP, os estudos em relação à 

expressão do miRNA são poucos e apresentam resultados muito variáveis.  

 

Figura 2. Biogênese do miRNA 
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1.6 Os microRNAs no câncer de próstata 

Os primeiros estudos que avaliaram o perfil dos miRNAs no câncer em 

humanos e em tumores sólidos incluíam, entre outros tumores, o CaP 
59, 60

. Mattie e 

col foram os primeiros a estudar o perfil de expressão do miRNA no CaP em 

espécimes de biópsia, juntamente com o câncer de mama 
61

. Em seguida, Porkka e 

col estudaram o perfil de expressão de miRNA em espécimes clínicos de CaP por 

técnica de microarray 
62

. Os autores encontraram subexpressão de 37 miRNAs e 

superexpressão de 14. Muitos dos 51 miRNAs detectados correspondiam aos 

mesmos publicados anteriormente, apresentando 33 miRNAs em comum com o 

estudo de Lu e col 
59

 e 11 em comum com o estudo de Mattie e col 
61

. No entanto, 

nenhum miRNA ou perfil de expressão foi igual aos encontrados por Volinia e col 
60

.  

Posteriormente, os miR-125b e miR-32 
63, 64

 foram descritos no CaP como 

oncomiRs, e os miR-15a e 16-1, como supressores tumorais 
65

, assim como os 

miRNAs 143 e 145 
66

. Sun e col observaram superexpressão dos miRNAs 221-222 

em linhagem celular de CaP resistente à castração 
67

. O miR-21 também está 

expresso no CaP e tem função de oncogene 
68-70

. Em estudo publicado pelo nosso 

grupo, demonstramos perda da expressão de miR-let7c, miR-100 e miR-218 no 

processo de transição entre o CaP localizado e o carcinoma metastático 
71

. 

 

1.7 Os microRNAs e a transição epitélio-mesenquimal 

Acredita-se que um importante regulador da TEM sejam os miRNAs. Os 

miRNAs mais estudados nesse processo são a família do miR-200 e o miR-205 
30, 72-

74
.  

A família do miR-200 tem sido muito pesquisada por ser uma potente 

indutora da diferenciação epitelial capaz de reverter a TEM, participando de uma via 

sinalizadora que envolve a família do ZEB, seu principal alvo, e do TGF-β1 
74

. A 

família do miR-200 é constituída por cinco membros: miR-200a, miR-200b, miR-

429, miR-200c e miR-141. Os membros miR-200a, miR-200-b e miR-429 estão 

localizados no cromossomo 1; já o miR-200c e o miR-141, no cromossomo 12. 
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Todos os membros são fortemente relacionados em termos de sequência, 

especialmente nos nucleotídeos 2-8 da denominada seed region, que determina a 

especificação do RNAm alvo, indicando que eles provavelmente agem no RNAm 

com complementariedade similar 
75

. Recentemente, o p53 foi descrito como um 

importante indutor do miR-200, inibindo o processo da TEM 
76

. O miR-205 também 

tem como alvo a família do ZEB, porém liga-se em sequência distinta da 3’UTR 

deste, contribuindo de maneira sinérgica no aumento dos níveis de repressão do 

ZEB. 

O ZEB e o miR-200 apresentam funções opostas e são eventos mutuamente 

exclusivos. Ambos formam uma alça de retroalimentação duplamente negativa: a 

ativação de um grupo afeta negativamente a expressão do outro (Figura 3) 
77

. 

Dependendo do sinal extracelular, uma alça pode facilmente alterar sua direção e 

estabilizar um fenótipo epitelial ou mesenquimal. O miRNA-200 inibe a expressão 

pós-transcricional do ZEB ao se ligar a sequências nas terminações 3’UTR. Por sua 

vez, o ZEB1 inibe diretamente a transcrição dos genes miR-141 e miR-200c ao se 

ligarem a sequências em seus promotores. 

Em estudo recente, Brabletz e Brabletz observaram que a alça ZEB/miR-200 

tem papel nos dois conceitos emergentes no câncer: na TEM e na manutenção das 

propriedades de célula-tronco 
34

. Além de regular a TEM, a alça ZEB/miR-200 

controla outras funções celulares cruciais, como a diferenciação celular, a 

longevidade e a senescência, a sobrevivência e a apoptose, e a participação no ciclo 

celular. As células-tronco embrionárias expressam ZEB1 e reduzem seus níveis ao 

longo da diferenciação.  

No processo da TEM, as células apresentam uma capacidade maior de 

sobrevivência e são mais resistentes à apoptose, enquanto que a expressão do miR-

200 favorece a apoptose e a sensibilidade a agentes tóxicos. Embora a sobrevivência 

e a longevidade estejam associadas a TEM, durante esse estado observa-se uma 

redução da atividade proliferativa celular. Acredita-se que seus ativadores afetem 

diretamente o ciclo celular através do controle sobre a transição G1/S 
78, 79

. Ademais, 

a conversão para o fenótipo mesenquimal implica uma intensa reorganização do 
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citoesqueleto que provavelmente é incompatível com um estado altamente 

proliferativo 
80, 81

. 

Uma vez que o fenótipo TEM está associado com a parada do crescimento 

das células invasoras, para que ocorra proliferação fora do sítio primário, essas 

células devem reverter a alça em direção ao miR-200 
82, 83

. Este retoma o fenótipo 

epitelial, justificando como e por que a maioria das metástases readquire o estado 

diferenciado do tumor primário. A natureza reversível dessa alça e a habilidade 

aberrante das células tumorais em utilizar ambas as direções é o que permite que as 

células que sofreram a TEM e escaparam do tumor primário retornem ao seu estado 

epitelial no local remoto para formar um tumor secundário. Essa adaptação às 

condições que o ambiente exige parece ser a base para o desenvolvimento da 

metástase. A modulação da alça ZEB/miR-200, através da expressão do miR-200 e 

da prevenção da TEM, pode ser uma estratégia para impedir a invasão e a 

disseminação do tumor primário.  

Há, ainda, outros miRNAs que também participam da TEM. O miR-29b e o 

miR-30a têm como alvo o Snail e agem como supressores tumorais 
84, 85

. O miR-34a 

também parece inibir o Snail, causando, ainda, repressão de Slug e ZEB1, mas não 

do ZEB2 
86

. O miR-1, juntamente com o miR-200b, age no Slug em estudo com 

células prostáticas tumorais 
87

. O Slug, por sua vez, reprime de forma transcricional o 

miR-1 e o miR-200b, formando igualmente uma alça de retroalimentação 

duplamente negativa. O miR-9 também foi descrito como regulador do processo de 

carcinogênese e da metástase, e está superexpresso nas células tumorais, onde age 

diretamente na E-caderina 
88

.  
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Figura 3. Reprodução esquemática da alça de retroalimentação duplamente negativa 

ZEB/miR-200 e seu papel na transição epitélio-mesenquimal, adaptado de Korpal e 

Kang 
72

 

 

1.8 Justificativa  

No CaP, o funcionamento da TEM e da alça ZEB/miR-200 ainda permanece 

incerto. Alguns dos miRNAs e genes envolvidos no processo já foram estudados no 

CaP, porém nenhum trabalho avaliou-os de forma conjunta.  

Assim sendo, a escassez de dados sobre este tema e a sua relevância para a 

progressão tumoral tornam necessária uma investigação mais ampla e completa dos 

fatores envolvidos na transição epitélio-mesenquimal no CaP, incluindo os miRNAs. 

Ainda, a presença de novos marcadores pode contribuir para a decisão terapêutica, 

visto que, em certas ocasiões, a compreensão mais precisa do comportamento 

biológico da neoplasia é essencial para que seja adotada a melhor conduta. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo primário 

 Análise da expressão dos genes e miRNAs envolvidos no processo de 

transição epitélio-mesenquimal em espécimes de câncer de próstata localizado de 

pacientes submetidos a prostatectomia radical e em linhagens celulares de 

adenocarcinoma de próstata metastático. 

 

2.2 Objetivo secundário 

Correlação do perfil de expressão dos genes e miRNAs com fatores 

prognósticos clássicos do câncer de próstata e com dados clínicos: graduação 

histológica de Gleason, estadiamento patológico, PSA pré-operatório, recidiva 

bioquímica e grupos de risco. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Casuística 

3.1.1 Pacientes  

O estudo consistiu na análise de espécimes cirúrgicos de 51 pacientes com 

CaP localizado tratados por prostatectomia radical, entre os anos 2000 e 2002, pela 

equipe do Prof. Dr. Miguel Srougi. Nesse período, 419 pacientes com CaP 

realizaram prostatectomia radical. No entanto, apenas pacientes com doença 

clinicamente localizada foram selecionados. Ainda, os pacientes com os seguintes 

critérios foram excluídos da nossa casuística: presença de terapia prévia ou 

tratamento neoadjuvante; ausência de informações clínicas pré-operatórias; e 

quantidade inferior a 75% de neoplasia na amostra coletada para o banco de tumor. 

Os dados clínicos e patológicos estão expostos na Tabela 2. A amostra inclui 

pacientes com escores de Gleason baixos, intermediários e altos. Todos os pacientes 

possuíam doença clinicamente localizada, sendo que 22 pacientes tinham doença pT2 

e vinte e nove, doença pT3. Dezessete pacientes apresentaram recidiva bioquímica da 

doença num período médio de seguimento de 63,06 meses.  

O cálculo do tamanho da amostra foi realizado pelo método descrito por 

Armitage e Berry. Considerando o desvio padrão igual a 2, cada grupo deveria ser 

constituído por 25 pacientes para um teste bicaudal com poder estatístico de 85% e 

nível de significância de P < 0,05.   

Como controle, utilizamos dez amostras de pacientes submetidos a ressecção 

transuretral da próstata para hiperplasia prostática benigna (HPB). Todos os 

pacientes tinham volume prostático < 50 cm
3
 em exame ultrassonográfico, nível de 

PSA sérico < 2,5 ng/mL e ausência de malignidade no exame anatomopatológico do 

espécime.  
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Tabela 2. Características clínico-patológicas dos 51 pacientes com câncer de próstata 

localizado tratados com prostatectomia radical 

 Casos CaP  

(51) 

Controles 

HPB (10) 

P 

Idade (anos)    

Média 64,9 71,9  

Mediana 66 72  

Variação 49-77 59-88  

0,012 

Estadiamento clínico    

T1c 

T2a 

T2b 

T2c 

  

22 (45) 

13 (27) 

9 (18) 

5 (10) 

  

PSA (ng/mL)     

Média 

Mediana 

Variação  

 

< 10 (N, %) 

≥ 10 (N, %) 

 

8,19 

9 

4,1-20 

 

39 (76) 

12 (24) 

1,05 

1,25 

0,06-1,58 

 

 

 

 

 

0,000 

Escore de Gleason    

Mediana  7 

 

  

Escore ≤ 6 (N, %) 15 (30)   

Escore 5 2   

Escore 6 13 

 

  

Escore 7 (N, %) 13 (25) 

 

  

Escore ≥ 8 (N, %) 23 (45)   

Escore 8 18   

Escore 9 3   

Escore 10 2 

 

  

Estadiamento patológico (N, %)    

pT2 22 (43)   

pT3 29 (57) 

 

  

Recorrência bioquímica (N,%)    

Sim 17 (33)   

Não 34 (67) 
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3.1.2 Linhagens celulares 

Para avaliação da expressão de genes e miRNAs na doença metastática, 

utilizamos linhagens comerciais de adenocarcinoma de próstata humano metastático. 

As linhagens utilizadas foram LNCaP, DU145 e PC3, obtidas no American Type 

Culture Collection (ATCC). As células LNCaP são linhagens celulares derivadas de 

linfonodo supraclavicular andrógeno-dependente. Já as células DU145 e PC3 são 

linhagens hormônio-resistentes, provenientes de metástase em sistema nervoso 

central e de metástase óssea, respectivamente.   

As células LNCaP, DU145 e PC3 foram acondicionadas em frascos de 

cultura de 25 cm
2 

contendo os meios RPMI, DMEM e MEM (Invitrogen, Calrsbad, 

CA, EUA), respectivamente, sendo suplementadas com soro fetal bovino (SFB) a 

10% e solução antibiótica e antimicótica (Sigma Co, St. Louis, MO, EUA) a 1%. Os 

frascos foram mantidos em estufa para cultura de células contendo atmosfera úmida 

composta por 95% de ar e 5% de CO2 à temperatura de 37 °C. O meio de cultivo foi 

trocado quando atingido o estado de subconfluência em monocamada, com 70% da 

área cultivável recoberta por células. 

 

3.2 Ética  

A todos os pacientes foi solicitada autorização do uso do material para 

pesquisa científica, sendo o termo de consentimento assinado quando permitido seu 

uso.  

Todas as amostras utilizadas neste estudo foram codificadas, garantindo sua 

confidencialidade. Esse projeto foi submetido ao comitê de ética em pesquisas do 

HC-FMUSP, tendo sido aprovado na reunião de 07/03/2012 (protocolo nº 5915). 

 

3.3 Manipulação do espécime cirúrgico – Prostatectomia radical  

Todos os pacientes foram tratados e acompanhados pela equipe do Prof. Dr. 

Miguel Srougi. Os espécimes cirúrgicos foram recebidos a fresco e examinados em 

até 15 minutos após a sua ressecção. A próstata foi palpada em banco, e áreas 
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endurecidas foram consideradas suspeitas para tumor. Se a palpação não 

demonstrava anormalidades, cortes transversais eram realizados na zona periférica na 

porção posterior da glândula, e áreas com alterações de coloração foram 

representadas como tumor. Dessas áreas suspeitas, um fragmento de 1 cm
3
 foi 

cortado com bisturi e armazenado em criotubo em nitrogênio líquido a -170 ºC até a 

realização do experimento.  

Dez cortes de 10 μm do fragmento armazenado foram cortados em criostato e 

colocados em microtubo. Um corte foi colocado em lâmina, fixado em formol 10% 

por 10 minutos e submetido a coloração de hematoxilina e eosina para comprovação 

da existência de tumor no material em pelo menos 75% da amostra. 

Os espécimes foram então fixados em formol 10% tamponado por um 

período máximo de 8 horas. Toda a glândula foi pintada com tinta nanquim para 

avaliação de suas margens, e, após sua pesagem e medição, foram ressecadas as 

vesículas seminais, margens do colo vesical e ápice da próstata. Os lobos direito e 

esquerdo foram separados e submetidos a cortes transversais à uretra prostática, 

designados desde as porções proximais junto ao colo vesical até as porções distais. 

Toda a glândula foi representada para avaliação padronizada do grau histológico de 

Gleason, volume tumoral, situação das margens cirúrgicas e estadiamento (TNM 

2010). Todos os espécimes foram examinados pelo mesmo patologista.  

 

3.4 Processamento do RNA 

3.4.1 Extração do RNA  

         Para extração do RNA do tecido e das células, utilizamos o kit de isolamento 

miRVana
®
 miRNA (Ambion, Austin, TX, EUA) de acordo com as recomendações 

do fabricante. Ao tecido cortado foram adicionadas 10 vezes do seu volume de 

solução de lise, e às células, 250 µl da solução, com igual volume de etanol 64%. 

Repassamos a solução para uma coluna GFX e centrifugamos a 10.000 rpm por 1 

minuto. À coluna adicionamos 700 µl de uma solução de lavagem própria do kit. 

Centrifugamos novamente nas mesmas condições e submetemos a solução a duas 
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lavagens com 500 µl de outra solução de lavagem do kit. O filtrado foi descartado, e 

a solução foi centrifugada por mais 1 minuto a 10.000 rpm para secagem da coluna. 

Repassamos a coluna para um novo tubo e adicionamos 50 µl de solução de eluição 

pré-aquecida no centro da coluna. Após 1 minuto à temperatura ambiente, 

centrifugamos a coluna, e o RNA foi armazenado a -80 °C até sua utilização.  

        A pureza e concentração do RNA foram mensuradas em espectrofotômetro 

Nanodrop
®
 (ND-1000, Wilmington, EUA) (260/280 nM), e a integridade foi 

verificada em Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent technologies, CA, USA). 

 

3.4.2 Isolamento do miRNA 

Para isolamento do miRNA do tecido e das células, também utilizamos o kit 

de isolamento miRVana
®
 miRNA (Ambion, Austin, TX, EUA) de acordo com as 

recomendações do fabricante. Os espécimes congelados foram macerados e 

colocados em tubo estéril de microcentrífuga de 1,5 ml. Ao tubo com os espécimes 

foram adicionados 500 μl do tampão de lise (10 vezes o volume da massa tumoral) e 

10% (50 μl) do volume total de aditivo para homogeneização, enquanto que ao tubo 

contendo as células foram adicionados 250 μl do tampão de lise e 25 μl do aditivo 

para homogeneização. Em seguida, eles foram colocados no gelo por 10 minutos. 

Após, foram adicionados 500 μl de fenol-clorofórmio, e as amostras foram agitadas 

em vórtex e centrifugadas à velocidade máxima (14.000 rpm) por 5 minutos em 

temperatura ambiente. A fase aquosa foi removida e transferida para um novo tubo, 

onde foi adicionado um terço do volume de etanol 100%, e então a solução foi 

transferida para uma coluna e centrifugada a 10.000 rpm por 15 segundos. A coluna 

contendo o RNA total foi armazenada. No filtrado que continha o miRNA, foram 

adicionados 2/3 do volume de etanol 100%. A solução foi transferida para uma nova 

coluna e centrifugada a 10.000 rpm por 15 segundos, sendo o filtrado descartado. Em 

seguida, realizamos lavagem com 700 μl de wash solution 1/3, sendo a solução 

centrifugada por 15 segundos a 10.000 rpm, seguida por mais duas lavagens com 500 

μl de wash solution 2/3, centrifugada nos intervalos por 15 segundos a 10.000 rpm. 

Ao final, foram adicionados 100 μl de água livre de RNase a 95 °C no filtro, e as 
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amostras foram novamente centrifugadas a 10.000 g por 15 segundos. O filtrado 

contendo o miRNA foi então armazenado em freezer a -80 ºC até ser utilizado.  

A pureza e a concentração foram estimadas em espectrofotômetro Nanodrop
®

 

(ND-1000, Wilmington, EUA) (260/280 nM). 

 

3.5 Síntese do DNA complementar (cDNA) 

3.5.1 Síntese de cDNA para análise de expressão dos genes 

A síntese do cDNA foi realizada a partir de 5 g de RNA utilizando-se o kit 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription™ (Applied Biosystems), o qual contém 

transcriptase reversa MultiScribe™ e primers randômicos.   

O RNA total foi diluído em H2O livre de nucleases em um volume final de 20 

L. A este volume foram acrescentados 4 µL de oligonucleotídeos randômicos 

(10X), 1,6 µL do mix de dNTPs (25X), 4 µL do tampão da enzima (10X), 2 µL (50 

U/µl) da enzima transcriptase reversa e 8,4 µl de água livre de nuclease. A solução 

foi então submetida a ciclos de temperaturas (25 °C por 10 minutos, 37 °C por 120 

minutos e 85 °C por 5 minutos) em um termociclador Veridi (Applied Biosystems). 

No final da reação, o cDNA foi armazenado a -20 °C até o seu uso. 

 

3.5.2 Síntese de cDNA para análise de expressão dos miRNA 

O DNA complementar (cDNA) foi obtido usando-se o kit TaqMan
®
 miRNA 

Reverse Transcription
 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). 

Resumidamente, 10 ng de miRNA foram submetidos a transcrição reversa. O 

miRNA foi diluído em água livre de nucleases, sendo utilizados 3 μl de 

oligonucleotídeos específicos para cada miRNA estudado. Após, foram adicionados 

7 μl de um mix contendo 0,15 μl de mix de dNTPs (100 mM total), 0,5 μl da enzima 

transcriptase reversa (50 U/μl), 1,5 μl do tampão da enzima (RT Buffer 10X), 0,19 μl 

de inibidor de RNAse (20 U/μl), 4,66 μl de água livre de nuclease e 1 μl de primers 

específicos para cada miRNA, totalizando 10 μl. As misturas foram submetidas a 16 
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ºC por 30 minutos, 42 ºC por 30 minutos e 85 ºC por 5 minutos para síntese da fita de 

cDNA em aparelho termociclador Veriti
®

 (Applied Biosystem, Foster City, CA, 

EUA) e mantidas a 4 ºC até o seu uso.   

 

3.6 Análise da expressão dos miRNAs e genes alvo 

A expressão dos miRNAs e genes estudados foi realizada por reação em 

cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (qRT-PCR) usando o sistema ABI 

7500 Fast no modo standard, com utilização de Master Mix PCR Taqman Universal 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Este protocolo utiliza dois iniciadores 

não fluorescentes e uma sonda com dupla marcação que se anela à região localizada 

entre os iniciadores. Esta marcação dupla é formada por um fluoróforo que emite luz 

quando excitado e por um quencher que absorve a luz emitida pelo fluoróforo. 

Durante os ciclos da PCR, a sonda é quebrada pela Taq polimerase na etapa de 

extensão do iniciador anelado. Essa quebra da sonda elimina a absorção pelo 

quencher da fluorescência emitida, que pode ser então medida através de uma 

câmera situada na parte superior do equipamento. A quantificação da emissão 

absorvida pela câmera após a quebra da sonda permite a quantificação indireta do 

RNA alvo contido na reação após cada ciclo da PCR (Figura 4). 

Os primers utilizados para amplificação dos miRNAs e genes alvo foram 

adquiridos da Applied Biosystems (California, EUA) (Tabelas 3 e 4), que desenha 

primers com as características necessárias para os experimentos de PCR em tempo 

real (RT-PCR). Como controle endógeno dos genes e miRNAs utilizamos o gene 2-

microglobulina (B2M) e o RNA nucleolar RNU48, respectivamente.  

Para amplificação dos fragmentos desejados, utilizamos as seguintes 

condições de reação: 5,0 l do Master Mix Taqman, 0,5 l de primer (contendo a 

sonda marcada), 3,5 l de água destilada deionizada e 1,0 l de cDNA, somando um 

total de 10 l para cada reação. A condição usual de programação dos ciclos foi um 

passo a 50 ºC por dois minutos e um passo a 94 ºC por 10 minutos, seguidos de 40 

ciclos de 95 ºC por 30 minutos. 
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  Os níveis de expressão dos genes foram obtidos através da quantificação 

relativa dos níveis de expressão determinados pelo método CT, que utiliza a 

seguinte fórmula: CT = (CT do gene alvo, amostra de CaP – CT do controle 

endógeno, amostra de CaP) – (CT do gene alvo, amostra de HPB – CT do controle 

endógeno, amostra de HPB). O número de vezes que ocorre a mudança da expressão 

gênica é calculado como 2
-CT

 
89

. No gráfico logarítmico, esse método padroniza a 

expressão do controle normal como uma linha basal (representada pelo número 1), e 

a expressão relativa de cada gene para cada amostra tumoral é demonstrada pelo 

múltiplo do normal para mais, nos casos de superexpressão, ou para menos nos casos 

de subexpressão. Todas as reações foram feitas em duplicata.  

 O perfil de expressão dos genes e miRNAs era estabelecido apenas quando 

mais de 60% dos casos exibiam o mesmo padrão de expressão. Se determinado gene 

ou miRNA apresentasse 60% ou menos de casos com o mesmo perfil, seu padrão de 

expressão era considerado como sendo variável. 



29 
 

 
 

Tabela 3. Primers utilizados para quantificação da expressão dos genes 

Gene Ensaio 

E-CADERINA Hs01023892_m1 

N-CADERINA Hs00983056_m1 

VIMENTINA Hs00185584_m1 

TGF-β1 Hs00998133_m1 

ZEB1 Hs00232783_m1 

ZEB2 Hs00207691_m1 

SNAI1 (SNAIL) Hs00195591_m1 

SNAI2 (SLUG) Hs00950344_m1 

TWIST1 Hs00361186_m1 

PDGF-D Hs00228671_m1 

B2M Hs99999907_m1 
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Tabela 4. Primers utilizados para quantificação da expressão dos miRNAs 

miRNA Ensaio 

hsa-miR-200a 

hsa-miR-200b 

000502 

002251 

hsa-miR-200c 

hsa-miR-429 

002300 

001024 

hsa-miR-141 000463 

hsa-miR-205 000509 

hsa-miR-203 000507 

hsa-miR-183 002269 

hsa-miR-373 000561 

hsa-miR-29b 000413 

hsa-miR-1 002222 

hsa-miR-9 000583 

hsa-miR-495 001663 

hsa-miR-21 000397 

hsa-miR-30a-3p 000416 

hsa-miR-34a 000426 

hsa-miR-10b 002218 

hsa-miR-155 002623 

RNU48 001006 
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Figura 4. Amplificação dos miRNAs e genes pelo método TaqMan
®

  

 

3.7 Seleção dos miRNAs e seus genes alvo 

A escolha dos miRNAs para avaliação foi baseada em estudos da literatura 

que demonstraram um papel fundamental ou promissor na transição epitélio-

mesenquimal em diferentes neoplasias e identificaram genes alvo responsáveis pelo 

processo. Realizamos uma busca na literatura nas bases de dados eletrônicas Pubmed 

e Web of Science utilizando os termos epitelial-mesenchymal transition, cancer e 

microRNAs. Baseado nos dados publicados, selecionamos 18 miRNAs e seus 

possíveis genes alvo, que estão ilustrados na Tabela 5, com as respectivas 

referências. A Figura 5 esquematiza a função desses miRNAs e genes envolvidos na 

TEM de maneira integrada. 
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Tabela 5. microRNAs estudados e seus possíveis genes alvo 

microRNA Gene alvo Referências 

 

miR-200a ZEB1, ZEB2 Bracken e col, 2008; 

Gregory e col, 2008; 

Korpal e col, 2008 

miR-200b ZEB1, ZEB2, Slug,  

PDGF-D 

Bracken e col, 2008; 

Gregory e col, 2008; 

Korpal e col, 2008; Kong 

e col, 2009; Liu e col, 

2012 

miR-200c ZEB1, ZEB2 Bracken e col, 2008; 

Gregory e col, 2008; 

Korpal e col, 2008 

miR-429 ZEB1, ZEB2 Bracken e col, 2008; 

Gregory e col, 2008; 

Korpal e col, 2008 

miR-141 ZEB1, ZEB2 Burk e col, 2008; Gregory 

e col, 2008; Korpal e col, 

2008 

miR-205 ZEB1, ZEB2 Gregory e col, 2008 

miR-203 ZEB1, ZEB2,               

Slug 

Wellner e col, 2009; Saini 

e col, 2011; Qu e col, 2013 

miR-183 ZEB1 Wellner e col, 2009 

miR-1 Slug Liu e col, 2012; Tominaga 

e col, 2012 

miR-29b Snail Ru e col, 2012 

miR-9 E-caderina Ma e col, 2010 

miR-21 Snail Bornachea e col, 2012 

miR-495 E-caderina Hwang-Verslues e col, 

2011 

miR-30a Snail, Vimentina Kumarswamy e col, 2011; 

Cheng e col, 2012 

miR-34a ZEB1, Snail Fuijta e col, 2008; Kim e 

col, 2011; Siemens e col, 

2011 

miR-155 TGF-β1* Kong e col, 2008; 

Johansson e col, 2013 

miR-10b E-caderina, Twist1* Ma e col, 2007; Liu e col, 

2012 

miR-373 Ainda não definido na 

TEM 

Huang e col, 2008; Yang e 

col, 2009 
* Genes reguladores 
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Figura 5. Modelo esquemático dos miRNAs e genes envolvidos na transição 

epitélio-mesenquimal e suas possíveis funções 

 



34 
 

 
 

3.8 Análise estatística 

3.8.1 Subdivisão dos pacientes em grupos 

Os pacientes foram subdivididos em grupos de acordo com as características 

clínico-patológicas para fins de análise estatística, assim descritos:  

 Grau histológico de Gleason: dividido em tumores de baixo grau 

(escore ≤ 6) e em tumores de grau intermediário ou alto (escore 7 e 

escore ≥ 7, respectivamente). Realizamos, ainda, uma segunda divisão 

em que excluímos os pacientes com escore 7 para que pudéssemos 

comparar apenas pacientes com tumores bem diferenciados (escore ≤ 

6) com tumores pouco diferenciados (escore ≥ 8);  

 Estadiamento patológico: dividido em tumores confinados ao órgão 

(pT2) e tumores com extensão extraprostática (pT3); 

 PSA pré-operatório: dividido em pacientes cujo valor do PSA pré-

operatório era < 10 ng/mL ou ≥ 10 ng/mL; 

 Recidiva bioquímica: dividido em pacientes que apresentaram ou não 

recidiva bioquímica, esta definida como valor de PSA sérico igual ou 

superior a 0,2 ng/mL; 

 Grupos de risco: dividido em grupo de baixo e alto risco. Pacientes 

que apresentavam escore de Gleason ≤ 6, com doença órgão-

confinada (pT2) e PSA pré-operatório < 10 ng/mL foram 

considerados como de baixo risco, enquanto aqueles que 

apresentavam qualquer fator desfavorável, como escore de Gleason ≥ 

7, tumores pT3 ou PSA pré-operatório ≥ 10, foram considerados como 

de alto risco. 

 

3.8.2 Avaliação dos casos metastáticos 

Para a avaliação da expressão dos genes e miRNAs na metástase, utilizamos 

linhagens celulares de CaP metastático, dada a grande dificuldade em obter 

espécimes cirúrgicos de pacientes com CaP metastático. A análise dos marcadores 

nos tumores metastáticos foi realizada com o intuito de demonstrar um modelo de 
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progressão tumoral. Para tal, utilizamos o estadiamento patológico avançado, que é 

um importante indicador de progressão tumoral, como parâmetro comparativo em 

relação às células.  

Comparamos a expressão dos genes e miRNAs nas três linhagens celulares de 

forma conjunta em relação à expressão dos mesmos em tumores pT3. No entanto, em 

vez de utilizarmos o grupo de HPB para o cálculo CT, usamos os tumores pT2 

como CT2, sendo considerado como “grupo controle”. Dessa forma, poderíamos 

observar as alterações que ocorrem quando um tumor pT3 evolui para um tumor 

metastático em relação aos tumores pT2.  

 

3.8.3 Testes estatísticos 

A análise estatística foi realizada a fim de comparar o perfil de expressão dos 

genes e miRNAs com os parâmetros clínico-patológicos nos pacientes com CaP 

localizado e entre os tumores localizados e as linhagens metastáticas. Para análise 

estatística foi utilizado o software SPSS 19.0. 

Para fazer a comparação estatística entre dois grupos, utilizamos o teste T de 

Student, quando as variáveis eram homogêneas, ou de Mann-Whitney, quando não 

homogêneas. Em toda análise estatística foi adotado um nível de significância de 5%, 

isto é, foram considerados como estatisticamente significantes os resultados que 

apresentaram valor-p inferior a 5% (P < 0,05).  

Para análise de sobrevida livre de recorrência bioquímica, definida como PSA 

≥ 0,2 ng/mL, realizamos curvas de Kaplan-Meier e teste log-rank para mostrar as 

diferenças entre as curvas. 

Para avaliar a correlação entre os genes, entre os miRNAs e entre ambos, 

utilizamos o coeficiente de correlação de Spearman seguido de correção de Šidák 

para comparações múltiplas. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Perfil de expressão geral dos miRNAs no câncer de próstata 

localizado 

A análise da expressão dos 18 miRNAs em espécimes cirúrgicos em relação 

ao grupo controle com HPB está exposta na Tabela 6. Observamos superexpressão 

dos seguintes miRNAs: miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141, miR-429, miR-

203, miR-205, miR-21, miR-183 e miR-373 (Figura 6). Os miRNAs 1, 29b, 9 e 495 

estavam subexpressos (Figura 7). Os miRNAs 155, 34a, 10b e 30a apresentaram 

expressão variável (Figura 8).  

Tabela 6. Média de expressão dos miRNAs estudados nos 51 pacientes com câncer 

de próstata, comparada com o grupo controle 

microRNA Média Mediana Superexpressão Subexpressão 

miR-200a 8,12 1,72 69% 31% 

miR-200b 14,69 6,83 92% 8% 

miR-200c 3,67 1,85 74% 26% 

miR-429 7,75 3,73 77% 23% 

miR-141 17,92 8,10 82% 18% 

miR-205 18,18 5,19 86% 14% 

miR-203 6,54 2,16 74% 26% 

miR-183 8,92 3,35 74% 26% 

miR-21 85,30 21,19 100% 0% 

miR-373 5,16 1,79 64% 36% 

miR-1 1,26 0,45 20% 80% 

miR-29b 0,55 0,24 20% 80% 

miR-9 1,26 0,47 29% 71% 

miR-495 0,90 0,35 18% 82% 

miR-34a 4,49 0,89 45% 55% 

miR-155 2,29 0,95 43% 57% 

miR-30a 2,62 1,02 51% 49% 

miR-10b 4,71 1,00 51% 49% 
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Figura 6. Perfil de expressão dos miRNAs com predomínio de superexpressão em 51 pacientes com câncer de próstata 
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Figura 7. Perfil de expressão dos miRNAs com predomínio de subexpressão em 51 pacientes com câncer de próstata 
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Figura 8. Perfil de expressão dos miRNAs que exibiram padrão variável em 51 pacientes com câncer de próstata 
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4.2 Perfil de expressão geral dos genes no câncer de próstata localizado 

O resultado da expressão dos 10 genes estudados está ilustrado nas Figuras 9 

e 10 e na Tabela 7. A E-caderina e o Twist1 estão superexpressos em 98% e 73% dos 

casos, respectivamente (Figura 9). A N-caderina, TGF-β1, Vimentina, ZEB1 e o Slug 

encontram-se subexpressos (Figura 10). O ZEB2, o Snail e o PDGF-D apresentaram 

expressão variável (Figura 11). 

Tabela 7. Média de expressão dos genes estudados nos 51 pacientes com câncer de 

próstata, comparada com o grupo controle 

Gene Média Mediana Superexpressão Subexpressão 

E-caderina 5,46 4,11 98% 2% 

Twist1 7,50 2,60 73% 27% 

Snail 2,60 1,32 55% 45% 

ZEB2 1,35 1,07 53% 47% 

N-caderina 1,29 0,52 29% 71% 

Vimentina 0,78 0,40 20% 80% 

TGF-β1 0,89 0,79 29% 71% 

ZEB1 1,12 0,63 29% 71% 

Slug 0,85 0,37 18% 82% 

PDGF-D 1,56 0,84 41% 59% 
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Figura 9. Perfil de expressão dos genes com predomínio de superexpressão em 51 pacientes com câncer de próstata 
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Figura 10. Perfil de expressão dos genes com predomínio de subexpressão em 51 pacientes com câncer de próstata 
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Figura 11. Perfil de expressão dos genes que exibiram padrão variável em 51 pacientes com câncer de próstata 
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4.3 Expressão dos miRNAs e a graduação histológica de Gleason 

A análise da expressão dos 18 miRNAs de acordo com o escore de Gleason 

está demonstrada na Tabela 8. Os grupos foram divididos primeiramente em 

pacientes com escore de Gleason ≤ 6 e ≥ 7. Não encontramos diferença 

estatisticamente significativa na expressão dos miRNAs em relação à graduação de 

Gleason. 

Devido à grande importância desse parâmetro como fator prognóstico no 

CaP, decidimos avaliar apenas os pacientes com tumores bem diferenciados (escore 

de Gleason ≤ 6) e com tumores pouco diferenciados (escore de Gleason ≥ 8). Para 

tal, excluímos os pacientes com tumores de grau intermediário (escore de Gleason 7), 

cujo comportamento é incerto, que correspondiam a 13 casos. Quinze pacientes 

apresentavam escore de Gleason ≤ 6, e vinte e três, ≥ 8. Observamos que pacientes 

com tumores com escore de Gleason ≥ 8 possuíam níveis de expressão do miR-200b 

significativamente menores que os pacientes com tumores com escore de Gleason ≤ 

6 (6,94 vs. 18,67; P = 0,035).  

 

4.4 Expressão dos miRNAs e o estadiamento patológico 

Em relação ao estadiamento patológico, encontramos diferença estatística 

significante na expressão dos miRNAs 200b, 1 e 30a comparando os pacientes com 

doença pT2 e pT3 (Tabela 8). Os três miRNAs apresentaram níveis de expressão 

menores em tumores pT3 em relação a tumores pT2.  

O miR-200b mostrou-se superexpresso em ambos os grupos, porém a média 

de expressão em pacientes com doença pT3, de 7,73, foi significativamente inferior à 

média de expressão dos pacientes com doença pT2, esta de 23,86 (P=0,02).  

Em relação ao miR-1, embora esteja subexpresso na grande maioria dos 

casos, o grupo pT2 apresentou uma média de expressão de 1,97, valor este 

significativamente mais elevado que o do grupo pT3, o qual foi de 0,72 (P = 0,04).  
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Já o miR-30a apresentou-se superexpresso em 68% dos casos de pT2, 

enquanto que estava subexpresso em 62% dos tumores pT3. A média de expressão 

foi significativamente mais baixa nos pacientes com tumores pT3 em relação aos 

tumores pT2 (1,73 vs. 3,79; P = 0,048). 

Tabela 8. Expressão dos miRNAs de acordo com o escore de Gleason e 

estadiamento patológico 

 Escore de Gleason 

 

Média 

(DP) 

Escore de Gleason, 

excluindo padrão 7 

Média 

(DP) 

Estadiamento 

patológico 

Média 

(DP) 

miRNA ≤ 6 ≥ 7 P ≤ 6 ≥ 8 P pT2 pT3 P 

200a 2,41 

(2,47) 

10,50 

(34,48) 

0,371 2,41 

(2,47) 

11,77 

(42,35) 

0,401 4,03 

(6,51) 

11,22 

(38,20) 

0,388 

200b 18,67 

(18,05) 

13,03 

(33,00) 

0,537 18,67* 

(18,05) 

6,94 

(6,36) 
0,035 23,86* 

(42,40) 

7,74 

(8,47) 
0,02 

200c 3,52 

(3,88) 

3,73 

(6,11) 

0,902 3,52 

(3,88) 

(3,17) 

(5,05) 

0,821 4,10 

(6,31) 

3,35 

(4,91) 

0,636 

429 5,99 

(6,59) 

8,48 

(18,22) 

0,610 5,99 

(6,59) 

8,10 

(15,61) 

0,625 9,45 

(17,82) 

6,46 

(14,02) 

0,505 

141 18,64 

(17,32) 

17,62 

(36,95) 

0,919 18,64 

(17,32) 

13,88 

(17,57) 

0,416 21,98 

(44,95) 

14,85 

(17,85) 

0,440 

205 29,41* 

(51,68) 

13,51 

(26,11) 

0,397 29,41* 

(51,68) 

10,75 

(12,15) 

0,555 31,09* 

(50,98) 

8,39 

(10,19) 

0,159 

203 2,40 

(2,48) 

8,26 

(29,97) 

0,456 2,40 

(2,48) 

3,23 

(3,25) 

0,405 11,47* 

(38,21) 

2,79 

(3,13) 

0,193 

183 7,79 

(11,37) 

9,39 

(15,03) 

0,713 7,79 

(11,37) 

7,72 

(14,20) 

0,989 10,53 

(15,60) 

7,70 

(12,72) 

0,479 

21 60,48 

(106,85) 

95,64 

(209,68) 

0,542 60,48 

(106,85) 

105,61 

(193,84) 

0,417 108,96 

(213,46) 

67,34 

(161,82) 

0,432 

373 0,34* 

(0,39) 

0,25 

(0,30) 

0,116 0,34* 

(0,39) 

0,28 

(0,28) 

0,108 0,29 

(0,37) 

0,28 

(0,31) 

0,231 

1 2,47* 

(3,91) 

0,75 

(1,30) 

0,200 2,47* 

(3,91) 

0,68 

(1,48) 

0,101 1,97* 

(3,32) 

0,72 

(1,39) 
0,040 

29b 0,76* 

(0,96) 

0,47 

(0,63) 

0,264 0,76* 

(0,96) 

0,31 

(0,32) 

0,224 0,74 

(0,77) 

0,42 

(0,70) 

0,123 

9 0,83* 

(0,84) 

1,44 

(2,61) 

0,469 0,83* 

(0,84) 

1,75 

(3,03) 

0,930 1,44 

(2,86) 

1,13 

(1,69) 

0,622 

495 0,66* 

(0,41) 

0,99 

(0,32) 

0,491 0,66 

(0,41) 

0,92 

(0,33) 

0,536 1,03 

(0,35) 

0,81 

(0,33) 

0,623 

34a 2,79 

(7,69) 

5,12 

(10,41) 

0,438 2,79 

(7,69) 

5,44 

(11,31) 

0,433 3,81 

(7,93) 

4,92 

(10,92) 

0,690 

155 3,90* 

(5,84) 

1,62 

(2,62) 

0,264 3,90* 

(5,84) 

1,65 

(2,95) 

0,260 2,83 

(4,22) 

1,89 

(3,73) 

0,405 

30a 4,73* 

(6,92) 

1,74 

(2,84) 

0,264 4,73* 

(6,92) 

2,13 

(3,32) 

0,425 3,79* 

(5,85) 

1,73 

(3,14) 
0,048 

10b 8,75* 

(16,51) 

3,03 

(5,68) 

0,679 8,75* 

(16,51) 

2,69 

(6,14) 

0,680 5,22 

(8,13) 

4,32 

(11,79) 

0,760 

 

* Valores obtidos através do teste de Mann-Whitney; demais obtidos através do teste T de Student 
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4.5 Expressão dos genes e a graduação histológica de Gleason 

Não encontramos diferença estatisticamente significativa na expressão dos 

genes em relação à graduação de Gleason, mesmo quando excluímos os pacientes 

com escore de Gleason 7. Os dados estão expostos na Tabela 9. 

 

4.6 Expressão dos genes e o estadiamento patológico 

Em relação ao estadiamento patológico, não houve diferença estatisticamente 

significativa na expressão dos genes quando comparamos os pacientes com doença 

pT2 com aqueles com doença pT3 (Tabela 9). 

Tabela 9. Expressão dos genes de acordo com o escore de Gleason e estadiamento 

patológico 

 Escore de Gleason 

 

Média 

(DP) 

Escore de Gleason, 

excluindo padrão 

7 

Média 

(DP) 

Estadiamento 

patológico 

Média 

(DP) 

Gene ≤ 6 ≥ 7 P ≤ 6 ≥ 8 P pT2 pT3 P 

E-caderina 5,07 

(8,19) 

5,62 

(4,06) 

0,746 5,07 

(8,19) 

5,75 

(4,12) 

0,736 4,61 

(3,39) 

6,10 

(6,68) 

0,343 

Twist 3,62 

(5,54) 

9,12 

(16,04) 

0,203 3,62 

(5,54) 

4,78 

(5,78) 

0,543 6,51 

(10,14) 

8,25 

(16,43) 

0,665 

Snail 1,47* 

(1,65) 

3,07 

(4,07) 

0,342 1,47* 

(1,65) 

2,66 

(3,64) 

0,637 2,80 

(4,07) 

2,44 

(3,25) 

0,728 

ZEB2 1,48 

(0,99) 

1,29 

(1,03) 

0,560 1,48 

(0,99) 

1,38 

(1,08) 

0,764 1,23 

(1,01) 

1,45 

(1,02) 

0,459 

N-caderina 1,74* 

(4,22) 

1,09 

(1,16) 

0,420 1,74 

(4,22) 

1,19 

(1,25) 

0,561 0,86 

(0,96) 

1,61 

(3,13) 

0,288 

Vimentina 0,55 

(0,96) 

0,88 

(1,02) 

0,293 0,55 

(0,96) 

0,63 

(0,79) 

0,760 0,67 

(0,75) 

2,80 

(1,17) 

0,533 

TGFβ1 0,77 

(0,43) 

0,94 

(0,69) 

0,389 0,77* 

(0,43) 

1,06 

(0,81) 

0,497 0,68* 

(0,31) 

1,04 

(0,75) 

0,123 

ZEB1 1,03 

(1,02) 

1,16 

(1,38) 

0,759 1,03 

(1,02) 

1,13 

(1,14) 

 

0,803 1,15 

(1,58) 

1,10 

(1,02) 

0,903 

Slug 0,75 

(1,50) 

0,89 

(1,47) 

0,751 0,75 

(1,50) 

0,48 

(0,47) 

 

0,422 0,76 

(1,33) 

0,93 

(1,58) 

0,684 

PDGF-D 1,06 

(0,97) 

1,77 

(2,55) 

0,303 1,06 

(0,97) 

1,39 

(1,37) 

0,423 1,91* 

(3,09) 

1,30 

(1,21) 

0,985 

* Valores obtidos através do teste de Mann-Whitney; demais obtidos através do teste T de Student 
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4.7 Expressão dos miRNAs e os níveis de PSA pré-operatório 

De acordo com o valor pré-operatório do PSA, não encontramos nenhuma 

diferença estatística significante quando comparamos os miRNAs estudados dos 

pacientes que apresentavam PSA pré-operatório < 10 ng/mL com os daqueles com 

PSA pré-operatório ≥ 10 ng/mL. Os resultados estão demonstrados nas Tabelas 10. 

 

4.8  Expressão dos miRNAs e a recidiva bioquímica 

Não encontramos nenhuma diferença estatística significante entre pacientes 

que apresentavam ou não recidiva bioquímica quanto à expressão dos miRNAs 

estudados por um tempo médio de 63,06 meses de seguimento (Tabela 10).  

 

4.9 Expressão dos miRNAs e grupos de baixo e alto risco 

Em relação aos grupos de risco, dentre os miRNAs, apenas o miR-30a 

apresentou diferença estatística significante (Tabela 10). Pacientes pertencentes ao 

grupo de alto risco apresentaram níveis de expressão menores do que aqueles do 

grupo de baixo risco (1,70 vs. 6,37; P = 0.039). Ainda, observamos que o miR-30a 

estava superexpresso em 80% dos casos do grupo de baixo risco, enquanto que, no 

de alto risco, estava subexpresso na maioria dos casos (56%). 
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Tabela 10. Expressão dos miRNAs de acordo com o valor do PSA pré-operatório, 

presença ou não de recorrência bioquímica, e grupos de risco 

 PSA pré-operatório 

Média 

(DP) 

Recidiva bioquímica 

Média 

(DP) 

Grupo de risco 

Média 

(DP) 

miRNA < 10 ≥ 10 P Não Sim P Baixo Alto P 

200a 4,61* 

(8,17) 

18,67 

(56,29) 

0,938 10,31 

(35,50) 

3,74 

(4,38) 

0,453 2,72 

(2,82) 

9,43 

(32,39) 

0,519 

200b 16,85 

(33,99) 

8,98 

(8,03) 

0,412 18,65 

(35,16) 

6,78 

(6,19) 

0,139 21,44 

(19,54) 

13,04 

(31,23) 

0,422 

200c 3,59 

(5,41) 

4,18 

(6,10) 

0,743 4,06 

(6,29) 

2,90 

(3,49) 

0,483 3,18 

(3,34) 

3,79 

(5,94) 

0,757 

429 8,68 

(18,16) 

5,29 

(4,34) 

0,436 8,57* 

(19,03) 

6,10 

(4,11) 

0,093 7,74 

(7,34) 

7,75 

(17,18) 

0,998 

141 20,23 

(36,79) 

11,82 

(12,05) 

0,321 17,74 

(37,07) 

18,28 

(20,38) 

0,956 13,53 

(13,96) 

18,99 

(35,35) 

0,635 

205 19,85 

(40,96) 

13,78 

(15,85) 

0,561 16,63 

(30,50) 

21,30 

(45,39) 

0,665 39,61* 

(61,38) 

12,96 

(24,64) 

0,200 

203 7,72 

(29,63) 

3,42 

(2,68) 

0,587 8,28 

(30,83) 

3,05 

(3,66) 

0,491 2,04 

(1,62) 

7,63 

(28,11) 

0,535 

183 9,03 

(13,86) 

8,64 

(15,15) 

0,958 11,21* 

(16,22) 

4,33 

(5,74) 

0,299 10,13 

(13,21) 

8,63 

(14,28) 

0,763 

21 85,29 

(169,55) 

85,30 

(237,02) 

0,950 96,75 

(214,95) 

62,38 

(104,17) 

0,537 68,24 

(126,44) 

89,46 

(197,75) 

0,749 

373 0,28 

(0,34) 

0,30 

(0,31) 

0,927 6,16* 

(8,29) 

2,79 

(4,32) 

0,169 0,26 

(0,37) 

0,29 

(0,32) 

0,186 

1 1,42 

(2,70) 

0,82 

(1,79) 

0,504 1,52* 

(2,79) 

0,73 

(1,59) 

0,119 2,59* 

(4,43) 

0,93 

(1,63) 

0,112 

29b 0,51 

(0,66) 

0,68 

(0,98) 

0,546 0,57* 

(0,72) 

0,53 

(0,81) 

0,780 0,51 

(0,64) 

0,56 

(0,77) 

0,852 

9 0,92 

(1,39) 

2,17 

(1,59) 

0,415 0,89* 

(1,27) 

2,01 

(3,41) 

0,281 0,96 

(0,89) 

1,34 

(2,47) 

0,637 

495 0,81 

(0,37) 

1,13 

(0,31) 

0,479 0,95 

(1,73) 

0,80 

(1,18) 

0,752 0,77 

(0,39) 

0,93 

(0,32) 

0,780 

34a 4,53 

(10,31) 

4,20 

(8,35) 

0,976 4,03 

(8,11) 

5,25 

(12,47) 

0,675 1,02* 

(0,58) 

5,27 

(10,64) 

0,924 

155 1,97 

(3,41) 

3,16 

(5,28) 

0,281 2,40 

(3,69) 

2,08 

(4,49) 

0,788 3,12 

(4,56) 

2,09 

(3,80) 

0,463 

30a 2,72 

(4,72) 

2,34 

(4,46) 

0,877 3,43* 

(5,39) 

0,99 

(1,13) 

0,145 6,37* 

(7,91) 

1,70 

(2,77) 
0,039 

10b 4,74 

(10,75) 

4,63 

(9,67) 

0,967 5,52 

(11,22) 

3,10 

(8,18) 

0,434 3,95 

(7,16) 

4,89 

(10,98) 

0,798 

* Valores obtidos através do teste de Mann-Whitney; demais obtidos através do teste T de Student 
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4.10 Expressão dos genes e os níveis de PSA pré-operatório 

De acordo com o valor pré-operatório do PSA, não encontramos nenhuma 

diferença estatística significativa quando comparamos os genes estudados dos 

pacientes que apresentavam PSA pré-operatório < 10 ng/mL com os daqueles com 

PSA pré-operatório ≥ 10 ng/mL. Os resultados estão demonstrados nas Tabelas 11. 

 

4.11  Expressão dos genes e a recidiva bioquímica 

Não encontramos nenhuma diferença estatística significante entre pacientes 

que apresentavam ou não recidiva bioquímica quanto à expressão dos genes 

estudados por um tempo médio de 63,06 meses de seguimento (Tabela 11).  

 

4.12 Expressão dos genes e grupos de baixo e alto risco 

Dos genes estudados, tanto a Vimentina como o Twist1 apresentaram 

associação estatisticamente significativa com os grupos de risco (Tabela 11). Os 

pacientes de baixo risco têm níveis de expressão de Vimentina inferiores aos 

pacientes do grupo de alto risco (0,27 vs. 0,90; P = 0,017). Igualmente, o grupo de 

baixo risco tem níveis de expressão menor do Twist1 quando comparado ao grupo de 

alto risco (1,81 vs. 8,89; P = 0,018). 
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Tabela 11. Expressão dos genes de acordo com o valor do PSA pré-operatório, 

presença ou não de recorrência bioquímica, e grupos de risco 

 PSA pré-operatório 

Média 

(DP) 

Recidiva bioquímica 

Média 

(DP) 

Grupo de risco 

Média 

(DP) 

Gene < 10 ≥ 10 P Não Sim P Baixo Alto P 

E-caderina 5,74 

(6,14) 

4,72 

(3,45) 

0,644 5,70 

(6,29) 

4,98 

(3,60) 

0,667 3,06 

(1,61) 

6,04 

(5,96) 

0,126 

Twist 4,76* 

(5,33) 

14,75 

(25,16) 

0,445 9,48 

(16,69) 

3,53 

(3,14) 

0,153 1,81* 

(2,34) 

8,89 

(15,25) 
0,018 

Snail 2,73 

(3,90) 

2,24 

(2,76) 

0,761 3,11* 

(4,06) 

1,58 

(2,15) 

0,072 1,21* 

(0,85) 

2,94 

(3,92) 

0,602 

ZEB2 1,53* 

(1,12) 

0,89 

(0,44) 

0,50 1,41 

(1,07) 

1,24 

(0,91) 

0,577 1,32 

(1,08) 

1,36 

(1,01) 

0,904 

N-caderina 1,39 

(2,81) 

1,01 

(1,16) 

0,641 1,44 

(2,94) 

0,97 

(0,88) 

0,525 0,81 

(0,91) 

1,40 

(2,69) 

0,496 

Vimentina 0,76 

(0,99) 

0,83 

(1,08) 

0,692 0,88 

(1,06) 

0,58 

(0,89) 

0,315 0,27* 

(0,28) 

0,90 

(1,08) 
0,017 

TGF-β1 0,89 

(0,55) 

0,87 

(0,83) 

0,994 0,83 

(0,59) 

1,01 

(0,69) 

0,335 0,69 

(0,38) 

0,94 

(0,66) 

0,263 

ZEB1 1,21 

(1,34) 

0,90 

(1,15) 

0,520 1,19 

(1,44) 

0,98 

(0,88) 

0,580 1,13 

(1,23) 

1,12 

(1,31) 

0,980 

Slug 1,01* 

(1,68) 

0,46 

(0,43) 

0,382 1,08* 

(1,74) 

0,39 

(0,27) 

0,369 0,29* 

(2,34) 

0,99 

(1,60) 

0,176 

PDGF-D 1,68 

(2,49) 

1,25 

(1,31) 

0,596 1,85* 

(2,65) 

0,98 

(0,60) 

0,562 1,21 

(1,13) 

1,65 

(2,42) 

0,582 

* Valores obtidos através do teste de Mann-Whitney; demais obtidos através do teste T de Student 

 

4.13 Análise de sobrevida livre de recorrência bioquímica dos 

microRNAs 200b, 30a e 1  

Embora não tenhamos encontrado associação dos genes e miRNAs estudados 

com recidiva bioquímica, realizamos análise de sobrevida livre de recorrência 

bioquímica dos miRNAs que apresentaram associação com fatores prognósticos: 

miR-200b, miR-30a e miR-1. Comparamos altos níveis de expressão com baixos 

níveis de expressão de cada um dos três miRNAs, utilizando a média para definir 

esses dois grupos. 

Observamos associação significativa entre baixos níveis de expressão de miR-

200b e recidiva bioquímica mais precoce. Pacientes com níveis de expressão de miR-

200b abaixo da média recidivavam em um tempo médio de 95 meses, enquanto que 

pacientes com expressão de miR-200b maior que a média possuíam um tempo médio 

de sobrevida livre de recidiva de 133 meses (Figura 12) (P = 0,049).  
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Em relação aos miRNAs 30a e 1, os pacientes com níveis de expressão abaixo da 

média recidivavam em 97 e 102 meses, enquanto que aqueles com expressão maior 

que a média tinham um tempo médio de sobrevida livre de recidiva de 122 e 112 

meses, respectivamente (Figura 13). No entanto, os resultados não apresentaram 

diferença estatística significativa. 

 
 

Figura 12. Curva de sobrevida livre de recorrência bioquímica de acordo com a 

expressão do miR-200b 
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Figura 13. Curvas de sobrevida livre de recorrência bioquímica de acordo com a 

expressão do miR-30a e do miR-1 

 

4.14 Comparação entre o câncer de próstata localizado e as linhagens 

celulares metastáticas  

Quando comparamos as amostras a fresco dos tumores primários com as três 

linhagens celulares metastáticas, observamos que o miR-183 e o gene Twist1 

apresentavam níveis de expressão significativamente aumentados nas linhagens 

metastáticas em relação ao estadiamento patológico. Os dados estão expostos na 

Tabela 12 e nas Figuras 14 e 15.  

Em relação aos tumores pT2, houve um aumento nos níveis de expressão do 

miR-183 de 2,64 nos tumores pT3 para 40,41 nas linhagens metastáticas (P= 0,009). 

Já em relação ao Twist1, esse aumento foi de 3,54 para 14,44 (P = 0,049).  
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Tabela 12. Expressão dos miRNAs e genes nos tumores pT3 e nas linhagens celulares metastáticas  

 Linhagens celulares de CaP 

metastático 
 

Média 

(DP) 

 Linhagens celulares de CaP 

metastático 
 

Média 

(DP) 

 Linhagens celulares de CaP 

metastático  

 

Média 

(DP) 

miRNA pT3 Célula P miRNA pT3 Célula P Gene pT3 Célula P 

200a 8,18 

(27,83) 

0,51 

(0,73) 

0,642 1 1,09 

(2,09) 

0,0007 

(0,001) 

0,382 E-caderina 1,63 

(1,79) 

0,81 

(1,10) 

0,446 

200b 0,77 

(0,84) 

1,31 

(0,96) 

0,310 29b 1,11* 

(1,87) 

6,21 

(9,58) 

0,317 TGFβ1 1,76* 

(1,27) 

3,98 

(3,47) 

0,383 

200c 1,73 

(2,53) 

0,06 

(0,10) 

0,271 9 1,98* 

(2,97) 

37,10 

(59,33) 

0,258 ZEB1 1,52 

(1,41) 

0,27 

(0,31) 

0,140 

429 1,83 

(3,98) 

0,65 

(0,65) 

0,615 495 1,96 

(3,05) 

0,02 

(0,008) 

0,287 ZEB2 1,49 

(1,02) 

0,03 

(0,02) 

0,057 

141 3,43 

(6,71) 

3,50 

(3,31) 

0,985 34a 4,72 

(10,50) 

0,81 

(0,57) 

0,530 Twist1 3,54 

(7,05) 

14,44 

(11,37) 
0,049 

205 0,96 

(1,16) 

0,001 

(0,002) 

0,171 155 1,52 

(3,01) 

0,02 

(0,04) 

0,400 Snail 2,05 

(2,72) 

3,09 

(2,78) 

0,533 

203 0,98* 

(1,10) 

2,50 

(4,22) 

0,497 30a 1,43 

(2,59) 

0,73 

(0,55) 

0,651 N-caderina 3,05 

(5,94) 

0,99 

- 

0,737 

183 2,64* 

(4,36) 

40,41 

(51,87) 
0,009 10b 2,43 

(6,64) 

0,07 

(0,06) 

0,548 Vimentina 2,48 

(3,38) 

4,78 

(3,87) 

0,275 

21 2,79 

(6,71) 

8,57 

(8,96) 

0,177     Slug 2,83 

(4,81) 

2,11 

(1,51) 

0,799 

373 1,11 

(1,47) 

1,08 

(1,03) 

0,975     PDGF-D 1,36 

(1,27) 

0,53 

(0,48) 

0,273 

* Valores obtidos através do teste de Mann-Whitney; demais obtidos através do teste T de Student 
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Figura 14. Perfil de expressão dos miRNAs nos tumores pT3 e nas linhagens celulares metastáticas 
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Figura 15. Perfil de expressão dos genes nos tumores pT3 e nas linhagens celulares metastáticas 
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4.15 Correlação entre os genes e miRNAs  

Para avaliar a relação entre os genes e miRNAs estudados, realizamos análise 

de correlação. Não encontramos correlação significativa entre os miRNAs e os 

genes, nem entre os miRNAs em si. No entanto, observamos uma correlação positiva 

forte entre os genes ZEB1 e ZEB2 (rho = 0,55; P = 0,03). 
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5 DISCUSSÃO 

 

5.1 O câncer de próstata localizado mantém o fenótipo epitelial 

O papel da transição epitélio-mesenquimal no câncer tem sido muito estudado 

nos últimos anos, pois acredita-se que seja um dos principais mecanismos 

responsáveis pela progressão tumoral e pela disseminação metastática. Por se tratar 

de um evento dinâmico e parcial, algumas das alterações da TEM provavelmente já 

estão presentes no tumor localizado, enquanto que outras ocorrem mais tardiamente. 

O nosso objetivo, portanto, foi avaliar a TEM em duas etapas do processo de 

carcinogênese – no CaP localizado e em linhagens celulares metastáticas –, através 

da expressão dos miRNAs e dos genes notoriamente envolvidos nesse processo. 

Ainda, na tentativa de identificar marcadores prognósticos, também avaliamos a 

relação dos miRNAs e genes com os principais parâmetros clínico-patológicos.  

Nossos resultados demonstram que o CaP localizado mantém um fenótipo 

epitelial. Em nosso trabalho, 98% dos casos apresentam superexpressão de E-

caderina, enquanto que os genes N-caderina, Vimentina, ZEB1, TGF-β1 e Slug estão 

subexpressos na grande maioria dos casos. Assim sendo, o princípio fundamental da 

TEM – a repressão da E-caderina, com concomitante superexpressão de marcadores 

mesenquimais, como a Vimentina e a N-caderina – ainda não ocorreu. Ademais, um 

dos principais indutores do processo responsável pela regulação dos genes 

envolvidos, o fator de crescimento TGF-β1, encontra-se subexpresso.  

Entre os miRNAs estudados que contribuem para o fenótipo epitelial estão a 

família do miR-200, o miR-205 e o miR-203. Todos eles apresentaram-se 

superexpressos. A Figura 16 expõe o perfil do CaP localizado recém descrito. 

Em relação à família miR-200, nossos resultados estão de acordo com o perfil 

de expressão encontrado em estudos em CaP 
64

 e em outras neoplasias, como 

pâncreas, colangiocarcinoma, ovário e endométrio 
75, 90-94

. Alguns trabalhos, no 

entanto, encontraram subexpressão do miR-200 em carcinomas gástricos e renais 
95, 

96
.  
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A família do miR-200 é um potente indutor do fenótipo epitelial, tendo como 

principal gene alvo a família do ZEB – o ZEB1 e o ZEB2. Conforme esperado nos 

tumores com fenótipo epitelial, observamos uma subexpressão do ZEB1, porém não 

encontramos correlação significativa entre este e os membros da família do miR-200.  

De forma inesperada, o ZEB2 mostrou um padrão de expressão variável, 

estando superexpresso em pouco mais da metade dos pacientes. Apesar da 

discrepância de expressão em relação ao ZEB1, na análise de correlação 

encontramos uma correlação positiva significativa entre ambos.  

Uma possível explicação para esse padrão de expressão de ZEB2 pode ser 

atribuída à sua regulação pelo Snail, que também se encontra superexpresso numa 

proporção semelhante de casos. O Snail aumenta a expressão de ZEB2 através de um 

mecanismo complexo que envolve a regulação de um transcrito antissenso natural do 

ZEB2. O Snail impede o splicing de um íntron na 5’UTR do ZEB2, aumentando seus 

níveis de transcrição 
97

. 

Ainda, os dados acerca da família ZEB, particularmente do ZEB2, são 

conflitantes. Chen e col mostraram que, após transfecção do miR-200b em linhagens 

celulares de tumor de ovário, houve uma significativa diminuição na expressão do 

ZEB1 e ZEB2 quando analisada através de RT-PCR. No entanto, quando realizada 

análise em microarray para comparação, o ZEB2 não sofreu uma mudança 

significativa em sua expressão  
98

. Um resultado muito contrastante foi evidenciado 

por Kurashige e col, os quais identificaram uma correlação significativa do miR-

200b com ZEB2 no câncer gástrico, porém não com ZEB1 
99

. Postigo demonstrou 

que, apesar de as proteínas ZEB1 e ZEB2 serem estruturalmente similares e ambas 

reprimirem a transcrição de vários genes envolvidos na diferenciação e 

desenvolvimento celular, elas possuem efeitos opostos na via de sinalização do TGF-

β/BMP, onde o papel de ambas é crucial 
100

. Enquanto que o ZEB1 sinergiza com a 

proteína SMAD para regular a transcrição, diferenciação e parada do crescimento 

celular, o ZEB2 reprime a função desta. Além disso, a correlação inversa entre ZEB2 

e E-caderina nas linhagens celulares tumorais não é tão evidente como no caso de 

ZEB1 
101

.  
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Outros dois genes que também são regulados pelo miR-200 são o Slug, que 

será discutido posteriormente, e o PDGF-D. Encontramos uma expressão variável do 

PDGF-D, um fator de crescimento que regula a invasão tumoral e participa da 

indução da TEM através da repressão de miR-200 
51

. Kong e col observaram que o 

miR-200 encontrava-se diminuído em células que expressavam PDGF-D, resultando 

numa superexpressão de ZEB1, ZEB2 e Slug, enquanto que a reexpressão de miR-

200b induzia um fenótipo epitelial 
102

.  

O miR-200 impede que a transição epitélio-mesenquimal ocorra, o que nos 

levaria a crer que, em tecidos tumorais, sua expressão estaria diminuída. No entanto, 

alguns estudos mostram que a mudança para o fenótipo epitelial induzida pelo miR-

200 está associada a maior atividade proliferativa 
34, 103

. Como já mencionado 

previamente, no processo da TEM há uma redução da atividade proliferativa celular, 

e, para que ocorra proliferação, as células com fenótipo mesenquimal devem reverter 

a alça em direção ao miR-200. Conclui-se, portanto, que o estado epitelial é crucial 

para o crescimento do tumor, o que poderia justificar a superexpressão do miR-200 

em tecidos neoplásicos quando comparados a tecidos não tumorais.  

Um estudo realizado em linhagens celulares de câncer de mama ilustra 

claramente esse processo e justifica nossos achados 
104, 105

. Os autores estudaram três 

linhagens não aptas a colonizar locais distantes – 67NR, 168FARN e 4TO7 – e uma 

linhagem altamente metastática (4T1). Os resultados foram surpreendentes. Nas 

células 4T1, a família do miR-200 estava superexpressa, enquanto que nas demais 

linhagens seus níveis de expressão eram muito baixos ou até mesmo indetectáveis. O 

mesmo ocorreu em relação à E-caderina e ao ZEB2, que apresentavam 

superexpressão e subexpressão na linhagem 4T1, respectivamente. Ensaios in vitro 

com transfecção de miR-200 nas células 4TO7 reduziram os níveis de expressão de 

ZEB2 e Snai1 e aumentaram os de E-caderina. Após aquisição do fenótipo epitelial, 

observaram-se um aumento na motilidade celular e um maior potencial metastático. 

Contudo, não houve diferença em relação à formação do número ou tamanho de 

colônias, nem em relação à atividade proliferativa. Nos experimentos in vivo, a 

introdução de células 4T1 e de células 4TO7 transfectadas com miR-200 levou à 

detecção de tumores palpáveis em um menor tempo em relação às células 4TO7 
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parentais. No entanto, uma vez estabelecido o tumor, não se observou diferença na 

taxa de crescimento. O que sugerem os autores é que as propriedades epiteliais 

podem aumentar a capacidade das células tumorais de colonizar e de se estabelecer 

tanto no sítio primário quanto no local da metástase, mas não oferecem vantagem no 

crescimento quando o tumor já está estabelecido 
105

.  

Utilizando as mesmas linhagens, Korpal e col ratificaram que a reexpressão 

do miR-200 é absolutamente necessária no processo de colonização 
106

. O miR-200 

promove o crescimento de macrometástase através da inibição direta do SEC23A, 

que medeia a secreção de proteínas supressoras de metástase. No CaP, o SEC23A 

reduz a indução e o crescimento do CaP em linhagens celulares 
107

. Os autores 

sugerem que o miR-200 exerce funções diferentes dependendo do estágio da 

metástase: enquanto que no início do processo baixos níveis de expressão de miR-

200 e a TEM promovem invasão tumoral e intravasamento, numa etapa mais tardia 

altos níveis de expressão de miR-200 e a TME são necessários para a colonização 

eficiente de órgãos secundários.  

Acreditamos que, uma vez estabelecido o tumor, não há mais vantagem na 

manutenção do fenótipo epitelial. À medida que a neoplasia progride, observam-se 

diminuição da expressão do miR-200 e aquisição de um fenótipo mesenquimal, que 

será responsável pela invasão tumoral e migração celular. No entanto, quando 

chegam ao local secundário, as células neoplásicas têm de readquirir o estado 

epitelial para se estabelecer e iniciar o crescimento tumoral.  

A identificação de um alvo novo do miR-200b, o supressor de metástase 

TIMP2, identificado em linhagens celulares de câncer de endométrio por Dai e col 

108
, também confirma nossos achados. A subexpressão de TIMP2 pelo miR-200b 

resulta num aumento da atividade da MMP2. A MMP2 é uma enzima que degrada o 

colágeno tipo IV, o principal componente estrutural da membrana basal. Os autores 

observaram que sua expressão estava anormalmente elevada nos tecidos tumorais 

quando comparada ao tecido normal adjacente, sugerindo um possível papel do miR-

200b na iniciação do carcinoma de endométrio. Em um estudo realizado pelo nosso 

grupo, encontramos que TIMP2 está subexpresso na maioria dos tumores de próstata 

109
, o que poderia ser decorrente da ação do miR-200b sobre ele. 
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A superexpressão do miR-205 e do miR-203 suporta o estado epitelial dos 

tumores localizados, e estes também têm como alvos o ZEB1 e o ZEB2 
74, 110, 111

. 

Contudo, os estudos que avaliaram a expressão desses dois microRNAs no CaP 

encontraram subexpressão dos mesmos 
62, 112-114

.  

O miR-205 foi recentemente identificado como presente em níveis mais 

elevados no estroma prostático em relação ao tumor 
115

. De forma curiosa, no 

entanto, em tumores de alto grau o miR-205 apresentou superexpressão em relação 

ao tecido epitelial adjacente, demonstrando uma diferenciação para o fenótipo 

epitelial. O miR-205 já foi descrito como supressor tumoral no CaP ao inibir a 

propriedade migratória e invasiva de linhagens celulares de CaP 
116, 117

. Gandellini e 

col mostraram que a restauração da expressão do miR-205 nas células tumorais 

prostáticas resultou na TME, com consequente superexpressão da E-caderina e 

redução da motilidade e da invasão 
112

. Os autores atribuem parte do efeito 

supressivo tumoral do miR-205 à subexpressão de PKCɛ, o qual tem papel na 

migração e invasão do CaP e relação com agressividade tumoral 
118

.  

O miR-203 é um dos miRNAs com maior diversidade no padrão de expressão 

em linhagens tumorais epiteliais 
119

. Além do ZEB1, o miR-203 regula vários 

efetores metastáticos em linhagens celulares do CaP, incluindo ZEB2, BMI1 e 

survinina 
111

. O gene Slug também foi descrito como alvo do miR-203, assim como 

do miR-182, membro da família do miR-183 
120

. O UTR’ do Slug contém sítios de 

ligação conservados para esses miRNAs, e a superexpressão dos dois miRNAs leva à 

diminuição nos níveis de transcrição do Slug em linhagens celulares. Ainda, o Slug 

também é regulado pelo miR-200b e pelo miR-1, o que será discutido 

posteriormente. 

O Slug está subexpresso em 82% dos casos, enquanto que seus miRNAs 

reguladores, com exceção do miR-1, estão superexpressos, apresentando uma relação 

inversa de expressão. Nossos resultados em relação ao gene Slug estão de acordo 

com a literatura, uma vez que este é encontrado fortemente subexpresso no CaP 

quando comparado ao tecido benigno 
121, 122

.  
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O miR-183 mostrou-se superexpresso no CaP localizado em relação ao grupo 

controle de HPB, estando de acordo com os demais estudos em CaP que mostram 

superexpressão do mesmo 
114, 123-126

. Esse dado poderia reforçar o fenótipo epitelial, 

pois alguns estudos sugerem sua participação na TEM através da ação inibitória 

sobre o ZEB1 
110, 127

. No entanto, como será descrito posteriormente, nossos achados 

sugerem que o miR-183 age como oncomiR no CaP.  

 

Figura 16. Fenótipo molecular do câncer de próstata localizado. Na quase totalidade 

dos casos, há superexpressão de E-caderina, demonstrando a manutenção do fenótipo 

epitelial. As setas para cima indicam superexpressão dos miRNAs em questão, 

enquanto que as setas para baixo indicam subexpressão dos genes. 

 

5.2 O início da transição epitélio-mesenquimal 

Sabemos que a TEM completa não é necessária para nenhuma das etapas do 

processo de invasão e metástase, e que, na realidade, ela é raramente observada nessa 

forma 
128

. Embora nossos resultados mostrem que o tumor localizado tenha um 
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fenótipo predominantemente epitelial, algumas alterações do processo podem estar 

presentes já nesse estágio da doença. Entre os miRNAs estudados que agem como 

supressores tumorais e que se encontram subexpressos no nosso trabalho estão o 

miR-29b e o miR-1. Nossos achados estão de acordo com a literatura em que ambos 

os miRNAs estão subexpressos no CaP 
62, 84, 129

.  

Podemos aventar a hipótese de que estes sejam os primeiros miRNAs a sofrer 

diminuição no processo da TEM e da carcinogênese. O miR-1 está subexpresso em 

diversos tumores sólidos 
130, 131

, inclusive no CaP 
64

. Acredita-se que o miR-1 

participe da TEM de várias formas nessa neoplasia: através de efeitos epigenéticos, 

como a metilação e a acetilação de histonas 
132

; através de uma alça de regulação 

inibitória mútua com o Slug, juntamente com o miR-200 
87

; e através de outros alvos 

independentes que agem na proliferação, migração e invasão, como KIF2A, FOXP1, 

HDAC4 e PNP 
87, 133

.  

Em nosso estudo, a subexpressão precoce do miR-1 poderia ser explicada 

pelos efeitos epigenéticos que este sofre, os quais são eventos iniciais no processo de 

carcinogênese do tumor de próstata 
134, 135

. A subexpressão do miR-1 não foi 

suficiente para aumentar a expressão do Slug, pois este encontra-se também 

subexpresso. Como já discutido previamente, a subexpressão do Slug pode ser 

decorrente da ação dos seus outros miRNAs reguladores, o miR-200b e o miR-203, 

que estão superexpressos.  

O fato de o Slug parecer depender de vários miRNAs para que sua 

superexpressão ocorra pode ser um mecanismo protetor contra a TEM. Dentre os 

genes reguladores, o principal responsável pela iniciação do processo parece ser o 

Slug, sendo este o mais limitante de todos os genes no processo da TEM. Casas e col 

demonstraram que a indução do Slug é necessária para a ocorrência da TEM, e que 

toda a morfogênese é bloqueada na ausência desse 
120

. Em estudo posterior, Liu e col 

mostraram que a depleção de Slug inibe a TEM, enquanto que a depleção de Snail é 

significativamente menos limitante 
136

. Ainda, observaram que a ausência de Slug 

inibe também a expressão de outros reguladores da TEM, como o ZEB2 e o Snail.  
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O miR-29b tem um possível papel na modulação da metástase ao inibir a 

expressão de MMP2 
129

, além de possuir um sítio alvo na terminação 3’UTR do Snail 

84
. O Snail, em nosso estudo, exibe um perfil de expressão variável, estando 

superexpresso em 55% dos casos e subexpresso em 45%. O Snail parece ser regulado 

por numerosos miRNAs, apresentando mais sítios alvo que o próprio Slug. Entre os 

miRNAs envolvidos e estudados no nosso trabalho estão os miRNAs 29b, 30a, 34a e 

21 (Figura 17). Os três primeiros inibem o Snail, enquanto que o último o estimula. 

Embora o inibidor miR-29b e o estimulador miR-21 estejam subexpresso e 

superexpresso, respectivamente, os outros dois inibidores, os miRNAs 30a e 34a, 

apresentam um perfil de expressão variável. Essa grande variação entre seus 

miRNAs reguladores nos impossibilita qualquer conclusão acerca do Snail. Contudo, 

ao contrário do Slug, o Snail não é capaz de iniciar a TEM, apenas de manter o 

fenótipo mesenquimal.  

 

Figura 17. Gene Snail e seus miRNAs reguladores. O gene Snail é regulado por 

diversos miRNAs. Aqueles avaliados em nosso estudo exibiram perfis de expressão 

muito variáveis, resultando na superexpressão do Snail em pouco mais da metade dos 

casos. 

 

5.3 A superexpressão de Twist1 nos tumores localizados 

Dentre os genes estudados que participam da transição para o fenótipo 

mesenquimal, o Twist1 foi o único gene que se mostrou superexpresso na grande 

maioria dos casos, correspondendo a 73%. O gene Twist1 é um fator de transcrição 

hélice-alça-hélice que estimula a TEM através da inibição indireta da E-caderina 
137

. 
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Os nossos achados estão de acordo com a literatura, que mostra superexpressão de 

Twist1 no CaP e correlação positiva com o escore de Gleason 
138, 139

. 

Chama a atenção que um gene com tamanha importância na TEM e com 

potencial valor prognóstico no CaP já se apresente superexpresso nos tumores ainda 

localizados. Uma das possíveis explicações para a superexpressão precoce do Twist1 

pode ser a regulação pelo gene NKX3.1 
140

. Eide e col demonstraram que o Twist1 é 

alvo do gene NKX3.1, um supressor tumoral que se encontra subexpresso em 

estágios iniciais do CaP 
141

. Em um estudo de CaP em modelo animal, observou-se 

que, na neoplasia prostática intraepitelial (PIN) de alto grau, a expressão de NKX3.1 

já se encontra diminuída 
142

. De forma interessante, Yuen e col demonstraram um 

possível papel do Twist1 na progressão do CaP ao observarem que os níveis de 

expressão imuno-histoquímica deste aumentavam significativamente com a 

progressão do HPB para PIN de alto grau, seguido pelo CaP de baixo grau e depois 

pelo CaP de alto grau 
139

. 

Contudo, a estimulação precoce do Twist1 parece ser insuficiente para iniciar 

o processo de transição epitélio-mesenquimal. De acordo com Casas e col, o Twist1 

é dependente da ativação do Slug, tendo papel na TEM apenas quando da indução do 

Slug 
120

. Este possui uma caixa E conservada na região proximal à área promotora à 

qual o Twist1 se liga, promovendo sua transcrição. Os autores demonstraram que a 

depleção de Slug bloqueia completamente a capacidade do Twist1 de suprimir a E-

caderina e de induzir alterações morfológicas associadas a TEM.  

Ainda, o Twist1 parece estar envolvido não só na etapa inicial da progressão 

do CaP, mas também na disseminação metastática. Isso será discutido no item a 

seguir. 

 

5.4 O miR-183 e o gene Twist1 estão envolvidos no processo de 

disseminação da doença  

Durante o processo de disseminação tumoral, observamos que dois 

marcadores têm seus níveis de expressão significativamente alterados em relação ao 
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tumor primário. Os níveis de expressão do miR-183 e do gene Twist1 aumentam 

significativamente quando o tumor evolui para a metástase em relação ao 

estadiamento patológico. 

O miR-183 pertence ao cluster miR-183, constituído ainda pelos membros 

miR-182 e miR-96, estando localizados na mesma região cromossômica (7q32.2) 
143

. 

O papel do cluster miR-183 ainda é incerto, e alguns estudos mostram que o miR-

183 promove migração e invasão tumoral 
125, 144, 145

, enquanto outros indicam que 

esse miRNA age como supressor tumoral 
110, 127, 146

. 

Tsuchiyama e col demonstraram que níveis de expressão elevada de miR-

182-5p estavam associados com escore de Gleason alto 
124

. Ueno e col observaram 

que níveis de expressão elevada de miR-183 estavam significativamente associados 

com alto PSA pré-operatório, estadiamento patológico mais avançado e menor 

sobrevida geral após prostatectomia radical 
125

. Ainda, a diminuição dos níveis de 

miR-183 inibiu a proliferação e a motilidade celular in vitro e reduziu o crescimento 

tumoral in vivo. 

Dois alvos do miR-183 no CaP, os supressores tumorais DKK3 e SMAD4, 

foram descritos pelos mesmos autores, demonstrando seu papel como oncomiR, uma 

vez que ambos são inibidores do crescimento celular em linhagens de CaP 
147, 148

. O 

miR-183 também apresenta potencial oncogênico através da regulação de dois 

supressores tumorais, EGR1 e PTEN, identificado em linhagens celulares de câncer 

de cólon e de sarcoma sinovial 
144

. 

Por outro lado, Qu e col mostraram que a reexpressão de um dos membros do 

cluster miR-183, o miR-182, induzia TME em células mesenquimais de CaP e 

aquisição de características oncogências através da repressão do Slug 
146

. A ação do 

miR-183 sobre esse gene também foi descrita em linhagens celulares de câncer 

colorretal, onde inibiam uma série de genes controladores da migração celular, 

invasão e TEM, incluindo o Slug, ZEB1, ITGB1 e KLF4 
127

. 

De acordo com nossos resultados e baseado em dados prévios, acreditamos 

que o miR-183 age como oncogene no CaP através de um mecanismo que pode 

envolver o SMAD4 e o PTEN. A perda do PTEN se correlaciona com a progressão 
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do CaP e metástase, com cerca de 70% de amostras de câncer avançado mostrando 

perda de PTEN ou ativação de PI3K 
149

. A via de sinalização TGF-β/BMP-SMAD4, 

que estimula a TEM, é conhecida por impedir a progressão do CaP induzida pela 

deleção do PTEN. Ding e col demonstraram que o SMAD4 é um regulador chave na 

progressão do CaP em camundongos e humanos, e que a proliferação celular e a 

invasão são duas características biológicas fundamentais no modelo metastático de 

CaP SMAD4/PTEN-null 
150

. A inativação concomitante de PTEN e SMAD4 no 

epitélio prostático é capaz de produzir um fenótipo totalmente penetrante e 

metastático no camundongo.  

Observamos que os níveis de expressão de Twist1 aumentam 

significativamente do tumor pT3 para o tumor metastático. Kwok e col também 

demonstraram que os níveis de expressão imuno-histoquímicos de Twist1 eram 

significativamente mais elevados nas lesões metastáticas de osso e linfonodo em 

comparação com o tumor primário 
138

. Yuen e col também mostraram valor preditor 

metastático em estudo imuno-histoquímico 
139

. 

O papel do Twist1 no estágio mais avançado da TEM pode ser devido à sua 

ativação de seu alvo miR-10b 
151

, que por sua vez reprime a E-caderina 
152

. O miR-

10b também inibe a tradução da proteína HOXD10, resultando num aumento da 

expressão do gene pró-metastático RHOC. Embora o miR-10b tenha tido um padrão 

de expressão variável e não tenhamos encontrado uma correlação significativa entre 

o Twist1 e o miR-10b, em 29 pacientes (57%) eles apresentaram o mesmo perfil de 

expressão.  

O miR-10b está superexpresso no CaP em relação ao epitélio normal e em 

níveis mais elevados em pacientes com pT3 
115

 e naqueles que apresentaram 

recorrência bioquímica 
153

. O miR-10b também já foi descrito como fator 

prognóstico de sobrevida em câncer gástrico 
154

 e na progressão tumoral do câncer de 

mama 
151

.  

 

 



70 
 

 
 

5.5 Aplicação prática: associação com parâmetros clínico-patológicos 

Embora já existam na literatura alguns estudos sobre o perfil dos miRNAs no 

CaP, são poucos os que investigaram a relação da expressão em tecido com 

parâmetros clínico-patológicos. Em nosso estudo, encontramos associação entre os 

níveis de expressão do miR-200b, miR-30a e miR-1 e o estadiamento patológico. 

Pacientes com doença extraprostática (pT3) apresentaram níveis de expressão 

significativamente mais baixos dos três miRNAs em relação aos pacientes com 

doença órgão-confinada (pT2). Os nossos resultados estão de acordo com a função 

dos mesmos, pois eles induzem o fenótipo epitelial. À medida que o tumor progride 

localmente, os níveis de expressão dos miRNAs 200b, 30a e 1 diminuem 

significativamente. Na prática, esses três miRNAs poderiam ser utilizados como 

marcadores do comportamento biológico da doença, auxiliando na decisão 

terapêutica, quando necessário.  

Ao contrário dos nossos achados em relação ao miR-200b, Ambs e col 

encontraram níveis significativamente mais elevados dos miRNAs 200a e 200b em 

pacientes com doença extraprostática 
64

. No entanto, estudos realizados em câncer de 

bexiga e estômago encontraram resultados semelhantes aos nossos. Nos tumores 

vesicais, observou-se maior expressão do miR-200c em tumores pT1, enquanto que a 

diminuição da sua expressão apresentava associação significativa com progressão da 

doença (pT2) e prognóstico desfavorável 
155

. Kurashige e col demonstraram que 

algumas características patológicas adversas do carcinoma gástrico, incluindo 

estadiamento avançado, estavam associadas com uma menor expressão do miR-200b 

99
.  

Em relação ao miR-30a e ao miR-1, não há estudos que demonstrem sua 

associação com estadiamento no CaP. Cheng e col, por outro lado, observaram que 

níveis reduzidos do miR-30a foram preditores de estadiamento avançado e metástase 

linfonodal no câncer de mama invasivo 
156

. 

Nossos resultados demonstraram que pacientes com baixos níveis de 

expressão do miR-200b apresentam tempo de sobrevida livre de recorrência 

bioquímica significativamente menor que pacientes com altos níveis. Barron e col 
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mostraram resultados semelhantes em relação ao miR-200a, cujos níveis de 

expressão estavam reduzidos em pacientes que apresentaram recorrência da doença 

157
. Níveis reduzidos de miR-200a também estão significativamente associados com 

recorrência precoce e menor sobrevida no câncer de ovário 
158, 159

. Ainda, baixos 

níveis de expressão de miR-200c também mostraram relação significativa com 

menor sobrevida no câncer de ovário 
160

 e pâncreas 
161

. 

Em relação aos miRNAs 30a e 1, embora os pacientes com baixos níveis de 

expressão desses miRNAs tenham apresentado um menor tempo livre de recidiva 

bioquímica, não encontramos diferença estatisticamente significativa. No CaP, o 

miR-1 já foi descrito como potencial marcador prognóstico, sendo que a redução de 

seus níveis de expressão está associada com recorrência mais precoce 
132

. 

A importância dos miRNAS 200b e 1 já foi descrita em experimento comum 

no CaP. Liu e col estudaram a interação dos miRNAs 1 e 200 com o gene Slug em 

linhagens celulares do CaP a fim de determinar um modelo de progressão tumoral 

através da TEM 
87

. Esse foi o primeiro estudo a observar que o miR-1 e o miR-200b 

podem regular diretamente o Slug, assim como o Slug também é capaz de inibir a 

transcrição de ambos miRNAs. Os autores observaram que a supressão de Slug pelos 

miR-1 e miR-200 parece ser o principal determinante para inibir a diferenciação 

mesenquimal no CaP.  

Já o papel do miR-30a no processo de carcinogênese é pouco conhecido no 

CaP e foi inicialmente descrito como subexpresso no estudo de Porkka e col 
62

, 

enquanto que Carlsson e col, posteriormente, observaram sua superexpressão 
162

. Em 

nosso estudo, o miR-30a apresentou superexpressão em 51% dos casos. Entretanto, 

sua associação com o estadiamento patológico sugere uma função de supressor 

tumoral. Um estudo recente em CaP demonstrou que o gene ERG, um dos oncogenes 

mais frequentemente superexpresso nesse tumor, é alvo direto do miR-30a, e que 

este inibe a TEM, migração celular e invasão em linhagens celulares de CaP 
163

. O 

papel da família do miR-30 na TEM foi estudado em linhagens celulares de 

carcinoma pulmonar 
164

, mamário 
156

 e hepatocelular 
85, 165

, onde parece inibir a 

migração celular, invasão e metástase. O miR-30a parece se ligar à região 3’UTR do 

gene Snail 
85, 164

, além de inibir também o gene Vimentina 
156, 165

. 
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Os miRNAs 200b e 30a também apresentaram associação estatisticamente 

significativa com escore de Gleason e grupo de risco, respectivamente. Tumores de 

alto grau, com escore de Gleason ≥ 8, apresentaram níveis de expressão do miR-200b 

significativamente menores que tumores de baixo grau (escore de Gleason ≤ 6). Os 

pacientes classificados como de alto risco apresentaram níveis de expressão 

significativamente menores do miR-30a que os do grupo de baixo risco. De forma 

análoga, Wang e col observaram que baixos níveis de miR-30a estavam 

significativamente associados com uma maior incidência de trombo tumoral de veia 

porta em pacientes com carcinoma hepatocelular 
165

.  

Observamos, também, que níveis de expressão elevados de Twist1, assim 

como de Vimentina, estavam significativamente associados com pacientes do grupo 

de alto risco. Ainda, a Vimentina é alvo do miR-30a, e ambos apresentaram 

associação com o grupo de risco de maneira inversa. Num estudo recente por 

Behnsawy e col, a expressão imuno-histoquímica de marcadores da TEM foi 

avaliada em tumores de próstata localizados 
166

. Os autores demonstraram que a alta 

expressão destes exatos dois genes, Twist1 e Vimentina, é fator independente 

relacionado a menor sobrevida livre de recorrência bioquímica, podendo eles servir 

como marcadores para a predição de recorrência bioquímica após prostatectomia 

radical.   

 

5.6 Considerações finais 

Pela primeira vez na literatura, caracterizamos o perfil de expressão dos 

miRNAS e genes envolvidos na transição epitélio-mesenquimal no CaP localizado. 

Com base em nossos achados, a Figura 18 ilustra a TEM no CaP de maneira mais 

sistemática.  

A busca dos fenômenos moleculares envolvidos na promoção e progressão da 

doença nos fez analisar as linhagens de CaP metastático além do carcinoma 

localizado órgão-confinado e não órgão-confinado. Com isso pretendemos estudar os 

passos envolvidos no processo de carcinogênese que estejam relacionados à invasão 

e disseminação da doença, na tentativa de identificar marcadores prognósticos e 
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prováveis alvos para tratamento de alvo molecular. Na Figura 19 estão expostas as 

principais alterações envolvidas no processo de TEM no CaP encontradas no nosso 

estudo. 

Ainda, a identificação de miRNAs cujos genes alvo têm papel bem 

estabelecido na TEM e que estão associados com parâmetros clínico-patológicos é 

um dado promissor. Dessa forma, poderemos especular sobre seus papéis como 

potenciais marcadores prognósticos. A possibilidade de expandirmos nosso 

conhecimento sobre a doença através da avaliação desses miRNAs permitirá não só 

prever o comportamento biológico do CaP, mas também oferecer uma conduta mais 

precisa e eficaz para casos de evolução incerta.   
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Figura 18. Interpretação dos resultados da expressão dos miRNAs e genes 

reguladores da transição epitélio-mesenquimal no câncer de próstata localizado. A 

família do miR-200 e os miRNAs 203 e 205 encontram-se superexpressos e 

participam da regulação da E-caderina, que também demonstra superexpressão. Em 

contrapartida, os miRNAs 9 e 495, inibidores da E-caderina, estão subexpressos. Os 

genes TGF-β1 e ZEB1 estão subexpressos, contribuindo para a manutenção do 

fenótipo epitelial. O gene Twist1 apresenta superexpressão, porém sua ação na 

transição epitélio-mesenquimal é dependente do Slug, este subexpresso. O Slug é 

regulado pelo miR-200b, pelo miR-203, pela família do miR-183 e pelo miR-1, 

estando este, no entanto, subexpresso. Contudo, de acordo com os nossos achados, o 

miR-183 age como oncogene no câncer de próstata, tornando questionável sua ação 

sobre o Slug e o ZEB1 nessa neoplasia. Os miRNAs 30a, 34a e 10b têm um perfil de 

expressão variável. Os demais reguladores do Snail, o miR-21 e o miR-29b, 

apresentam superexpressão e subexpressão, respectivamente. As setas para cima 

indicam superexpressão dos miRNAs e genes em questão, enquanto que as setas para 

baixo indicam subexpressão. As setas de dupla ponta indicam perfil de expressão 

variável. 
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Legenda: RB = recorrência bioquímica    

Figura 19. Principais miRNAs e genes envolvidos na transição epitélio-

mesenquimal no câncer de próstata. Os miRNAs 200b, 30a e 1 têm seus níveis de 

expressão diminuídos quando o CaP evolui para um tumor de alto grau, enquanto os 

genes Twist1 e Vimentina têm seus níveis aumentados. Na transição para o tumor 

metastático, observa-se um aumento nos níveis de expressão do miR-183 e do 

Twist1.  
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6. CONCLUSÃO 

 

O CaP localizado mantém o fenótipo epitelial caracterizado pela 

superexpressão dos miRNAs 200a, 200b, 200c, 429, 141, 205 e 203 e do gene E-

caderina, e pela subexpressão de Vimentina, N-caderina, TGF-β1, ZEB1 e Slug. 

Entre os marcadores mesenquimais, o Twist1 mostrou-se superexpresso em dois 

terços dos casos.  

O miR-183 e o gene Twist1 têm seus níveis de expressão significativamente 

aumentados nas linhagens celulares metastáticas quando comparados ao tumor 

primário em relação ao estadiamento patológico. 

Em relação aos parâmetros clínico-patológicos, os miRNAs 200b, 1 e 30a 

apresentaram associação com estadiamento patológico, e menores níveis se 

relacionaram com estadiamento mais avançado (pT3). Baixos níveis do miR-200b 

também apresentaram associação significativa com tumores de alto grau (escore de 

Gleason ≥ 8) e com menor sobrevida livre de recorrência bioquímica.  

Ainda, o miR-30a e os genes Vimentina e Twist1 estão associados com os 

grupos de risco. Os pacientes pertencentes ao grupo de alto risco apresentaram 

menores níveis de expressão do miRNA em questão e maiores níveis de expressão de 

Vimentina e Twist1.  
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Anexo 1. Nível de expressão dos miRNAs e genes nos casos, individualmente em relação às amostras de HPB 

 

 

Casos E-caderina N-caderina TGFB1 ZEB1 ZEB2 Vimentina Snail Slug Twist PDGFD mir200b mir141 mir203 mir29b mir205 mir429 mir1 mir10b mir155 mir9 mir34a mir21 mir30a mir183 miR-495 miR-373 miR-200a miR-200c

431 8,061 0,585 0,336 0,93 1,374 0,3942 1,598812 0,15432 1,93858 1,528377 1,212 20,231 4,561 0,161 1,017 0,81169 0,106063 0,187765 0,30187 2,993846 0,747425 44,60087 8,603955 42,40022 2,565073 0,34772 1,851892 2,216987

432 1,398616 0,129139 0,410371 1,059953 0,990343 0,560972 1,446935 0,545254 2,987627 1,605475 3,354 0,760 1,649 0,098 0,912 7,878932 0,181747 0,391749 0,25052 0,461691 0,665265 8,282119 0,00125 4,462957 0,365261 0,503827 17,92623 1,478977

433 5,618 0,267 1,106 0,866 0,439 0,23783 0,721464 0,20805 0,39832 0,384752 2,101 66,510 5,778 0,233 19,776 5,621675 0,694478 0,663883 0,235044 0,217186 0,966606 20,43542 0,006403 0,624165 0,257028 0,470413 5,411393 0,694285

436 1,626758 0,35824 0,069108 4,236873 1,439931 0,515484 2,543826 0,332171 2,220678 0,920826 12,405 5,251 1,102 0,059 4,052 21,28846 0,843816 0,74898 0,969962 1,210833 1,397647 10,87543 3,177738 17,53299 0,381829 0,831622 0,278163 0,6711

442 2,248558 0,167125 0,726483 1,160704 0,509799 0,238325 0,245195 0,211393 1,608817 0,7285 7,536 0,996 0,555 0,012 3,255 2,816688 0,077805 0,17813 0,589678 0,209933 0,405845 1,539007 0,172301 0,362487 4,81655 4,260433 5,07005 1,846253

443 2,608101 0,133323 0,380508 0,376312 0,415235 0,078727 0,093558 0,025348 10,33882 0,44013 4,694 2,386 1,053 0,337 3,559 8,699907 0,112111 0,427205 0,37449 0,474013 1,185093 22,25411 1,038859 0,738157 0,780786 2,256364 7,53705 1,455586

444 1,609932 0,37527 0,405564 0,434974 0,147317 0,054712 0,104458 0,078672 0,208194 0,048496 2,106 0,519 0,443 0,007 1,301 0,656106 0,383155 0,714002 2,550889 0,050942 0,49107 5,063026 1,339784 1,067325 0,078618 6,911505 0,160985 0,529462
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Anexo 2. Nível de expressão dos miRNAs nos tumores pT3 e nas células em relação aos tumores pT2 
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