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Resumo 
Recuero SC. A expressão dos genes das fosfolipases A2 como marcador diagnóstico 
e prognóstico no câncer de próstata [tese] São Paulo: Faculdade de Medicina, 
Universidade de São Paulo; 2021. 
 
Introdução: As vias inflamatórias estão relacionadas aos mais diversos tipos de 
cânceres, onde os seus mediadores desempenham um papel fundamental na 
sobrevivência e crescimento das células tumorais. As prostaglandinas e leucotrienos 
são produzidos a partir do ácido araquidônico (AA) por meio das enzimas 
cicloxigenases (COX) e lipoxigenases (LOX) e estão presentes em grande quantidade 
nos tumores. Sabe-se que os eicosanoides contribuem com a progressão do câncer 
de próstata (CaP), promovendo a proliferação, motilidade celular, invasão e 
angiogênese. Para que ocorra este processo é necessário que o AA seja hidrolisado 
pela Fosfolipase A2 (PLA2). As enzimas PLA2 são uma grande família de proteínas 
subdivididas em seis classes com base na sua sequência de aminoácidos cuja 
expressão e atividade tem sido descrita em inúmeras neoplasias. Os estudos das 
PLA2 no CaP sugerem um papel dessas enzimas no seu comportamento, podendo 
representar um novo biomarcador. Nenhum estudo abordou de forma completa o perfil 
de expressão das PLA2 no CaP correlacionando-as com os principais fatores 
prognósticos e com o comportamento do CaP. Objetivo: Avaliar a expressão das 
PLA2 e identificar seu papel como marcador diagnóstico e prognóstico do CaP em 
espécimes de Prostatectomia Radical (PR). Materiais e métodos: Realizamos a 
análise de expressão das PLA2 por reação em cadeia da polimerase em tempo real 
quantitativa (qRT-PCR) em espécimes de PR de 108 pacientes. Correlacionamos os 
níveis de expressão com os fatores prognósticos clássicos do CaP e sobrevida livre 
de recidiva bioquímica e desenvolvimento de metástases. Resultados: Todas as 
PLA2 estudas se mostraram superexpressas no CaP em relação aos controles. A 
superexpressão das cPLA2 foram relacionadas com fatores de bom prognóstico, com 
maior destaque para a PLA2G4B mais expressa nos pacientes que não sofreram 
recidiva bioquímica (p = 0,016) (HR: 0,356). PLA2G4A foi mais expressa nos 
pacientes com doença órgão-confinada (p = 0,036). PLA2G4C relacionou-se com 
menor porcentagem de fragmentos positivos da biópsia (FR+) (p = 0,039) e a 
PLA2G4D apresentou maior expressão em pacientes com PSA < 10 ng/mL (p = 
0,010). Considerando outras classes de PLA2, a PL2G16 se relacionou tanto com 
menor FR+ (p = 0,029) como também com ausência de metástases linfonodais (p = 
0,039). Das sPLA2 a PLA1G1B associou-se a ausência metástases linfonodais (p = 
0,029), a PLA2G2A se relacionou com PSA < 10 ng/mL (p = 0,046). Apenas PLA2G2D 
relacionou-se com pior grau de diferenciação histológica (ISUP) (p = 0,037). 
Conclusão: As PLA2 estão superexpressas no CaP e a análise individual de 
diferentes PLA2 demonstra uma relação maior com fatores prognósticos favoráveis, e 
maior sobrevida livre de recidiva bioquímica.  
 
Descritores: Recorrência bioquímica; Biomarcadores; Neoplasias da Próstata; 
Prognóstico; Fosfolipase; Reação em cadeia da polimerase via transcriptase 
reversa/métodos. 
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Abstract 
 
Recuero SC. The expression of phospholipase A2 genes as a diagnostic and 
prognostic marker in prostate cancer [thesis] São Paulo: “Faculdade de Medicina, 
Universidade de São Paulo”; 2021. 
 
Introduction: The inflammatory pathways are related to the most diverse types of 
cancers, playing a fundamental role in tumor cell growth and survival. Arachidonic 
acids (AA) are transformed in prostaglandins and leukotrienes through the action of 
enzymes cyclooxygenases (COX) and lipoxygenases (LOX) and are present in large 
quantities in tumors. Eicosanoids are known to contribute to the progression of prostate 
cancer (PCa), promoting proliferation, cell motility, invasion and angiogenesis. For this 
process to occur, AA must be hydrolyzed by Phospholipase A2 (PLA2). PLA2 are a 
large family of enzymes divided into six classes based on the sequence of amino acids 
whose expression and activity has been searched in neoplasms. Characterization of 
PLA2 profile in PCa are important and may reveal new diagnosis and prognosis 
biomarkers. No study has addressed the complete expression profile of PLA2 in PCa 
correlating with the main prognostic factors and tumor behavior. Objective: to evaluate 
the expression of PLA2 in surgical specimens of radical prostatectomy (RP), correlating 
with the main prognostic factors and to biochemical free and metastasis free survival 
rates. Materials and method: PLA2 expression was searched by quantitative real-time 
polymerase chain reaction (qRT-PCR) in RP specimens from 108 patients. The 
expression levels of PLA2 were correlated with classical PCa prognostic factors and 
biochemical recurrence-free and metastasis-free survival rates. Results: All PLA2 
were overexpressed in the PCa comparing to the controls. Overexpression of cPLA2 
was associated with favorable prognostic factors, mainly PLA2G4B that was 
overexpressed in patients who did not suffer biochemical recurrence (p = 0.010) (HR: 
0.356). PLA2G4A was overexpressed by organ-confined tumors (p = 0.036). 
PLA2G4C was related to lower percentage of positive biopsy fragments (FR+) (p = 
0.039) and PLA2G4D was overexpressed by patients with PSA <10 ng/mL (p = 0.010). 
PL2G16 was related to lower FR+ (p = 0.029) and also to lymph nodes free of tumor 
(LF+) (p = 0.039). From sPLA2 to PLA1G1B was associated with the absence of LF+ 
(p = 0.029), PLA2G2A was associated with PSA <10 ng/mL (p = 0.046). PLA2G2D 
was associated with unfavorable ISUP histological grading (p = 0.037). Conclusion: 
PLA2 are overexpressed in the PCa and are associated with favorable prognostic 
factors and better tumor behavior.  
 
Descriptors: Biochemical recurrence; Biomarkers; Prostatic neoplasms; Prognosis; 
Phospholipase; Reverse transcriptase polymerase chain reaction/methods. 
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1. Introdução 

1.1 Câncer de próstata 
 

O Câncer de Próstata (CaP) é o segundo câncer mais comum nos homens em 

todo o mundo. A World Health Organization através da International Agency for 

Research on Cancer estima que 1.414.259 homens foram diagnosticados com CaP 

no mundo em 2020, com uma mortalidade de 6,8%. Isto corresponde a cerca de 

14,1% de todos os cânceres no sexo masculino conforme a figura 1 (1). 

Figura 1: (A)	Estimativa mundial; (B) Estimativa Brasileira para o CaP em 2020. Fonte: 
Globocan (https://gco.iarc.fr/today/home) 
 

O CaP representa a 5ª causa de morte entre os homens, e quase 70% dos 

casos de CaP ocorrem nas regiões mais desenvolvidas do globo (2). 

No Brasil, o CaP é a neoplasia não cutânea mais frequente na população 

masculina com uma incidência de 32,4% novos casos em 2020 totalizando 97.278 

casos e mortalidade de 13,4%, com 93 a cada 100.000 homens diagnosticados com 

CaP (1).  O Instituto Nacional do Câncer (INCA) estima que mais de 65mil homens 

foram diagnosticados com CaP em 2020 (29,2%) (3).  

A incidência é maior em países ocidentais devido a fatores genéticos e 

ambientais, assim como o alto consumo de gorduras animais, também são fatores de 
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risco para o desenvolvimento do CaP (4, 5). A história familiar é um fator de risco 

importante, no entanto, os casos hereditários correspondem a apenas 15% dos casos 

e afeta em sua maioria os pacientes mais jovens (6, 7). 

O rastreio para o CaP ganhou força nas décadas de 80 e 90 com o advento do 

antígeno específico prostático (PSA), que possibilitou os programas de rastreamento 

auxiliando no diagnóstico precoce do CaP e a melhor indicação para a biópsia. O 

surgimento do PSA possibilitou um maior tratamento das neoplasias órgão-confinadas 

e consequentemente uma maior taxa de cura (8, 9) e uma redução de 29% na 

mortalidade (10).  

No entanto, o PSA é um marcador órgão e não câncer específico e pode estar 

alterado na hiperplasia benigna da próstata (HPB), na prostatite ou em outras 

afecções benignas da próstata. Apresenta uma sensibilidade para o CaP que varia de 

acordo com o seu valor, chegando a 72% em pacientes com PSA ≥ 4,0ng/mL, em 

pacientes com PSA < 4ng/mL a sensibilidade cai para aproximadamente 27% (11-13). 

A biópsia de próstata por sua vez é indispensável para o diagnóstico do CaP e 

tem a sua indicação conforme a Associação Europeia de Urologia (EAU) quando o 

presente no toque um nódulo prostático ou quando o PSA ≥ 2,5 ng/mL em homens 

acima dos 50 anos e ³ 4,0 ng/mL nos acima de 60 anos. Em pacientes com história 

familiar de CaP ou negros, o rastreio deve ser iniciado a partir dos 45 anos (11, 12).  

Apesar da evolução dos métodos diagnósticos, muitos pacientes são 

submetidos a biópsias desnecessárias, com 44-74% das biópsias de próstata 

negativas (14-16). Este dado é relevante a medida que o procedimento apresenta 

riscos de complicações como hematospermia (37,4%), hematúria (14,5%), 

sangramento anal (2,2%), retenção urinária (0,2%) e a prostatite (1%) (17). 

Outros parâmetros também podem ser utilizados para auxiliar na indicação de 
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biópsia da próstata como o tempo de duplicação e a medida da relação PSA livre/total 

que aumenta a especificidade do marcador para o diagnóstico do CaP(18). 

Existem outros marcadores que são utilizados na tentativa de aumentar a 

especificidade no diagnóstico do CaP como o antígeno prostático 3 (PCA3) altamente 

expresso no CaP, detectável na urina após a massagem prostática e não aumenta 

com o tamanho da próstata (19). O Prostate Health Index (PHI) é outro método 

também utilizados para diminuir o número de biópsias desnecessárias (15).  

O Escore de Gleason é um escore anatomopatológico usado para classificar o 

CaP avaliando o padrão da arquitetura glandular do tumor e a sua relação com o 

estroma prostático. É determinado pela soma dos dois padrões mais representativos 

da neoplasia onde Gleason 6 é considerado bem diferenciado e menos agressivo, já 

os de escore 7 a 10 são os mais indiferenciados e consequentemente mais 

agressivos. Aproximadamente 85% dos casos de CaP são Gleason 6 e 7 (20, 21). 

Recentemente foi referendado um novo sistema de graduação proposto pela 

International Society of Urological Pathology (ISUP) (22) e incorporado ao novo livro 

da Organização Mundial da Saúde (WHO). Ele divide os tumores em 5 grupos que 

exibem taxas de sobrevida livre de recidiva completamente distintas (Figura 2). 

Figura 2: Nova graduação do carcinoma de próstata segundo a ISUP/WHO. 
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Existem sistemas de classificação em grupos de risco, sendo o mais comum o 

de D’Amico que considera os níveis de PSA, o escore de Gleason da biópsia e o 

estadiamento clínico como exposto na tabela 1 (23, 24).  

 

Tabela 1: Grupos de risco para recorrência conforme Critérios de D’Amico.  

RISCO BAIXO INTERMEDIÁRIO ALTO 

PSA < 10 ng/mL 10-20 ng/mL >20 ng/mL 

GLEASON < 7 7 8-10 

ESTÁDIO CLÍNICO cT1-2a T2b cT2c 

 

 

Esse grupo foi melhor caracterizado por Sanda et al. como na figura 3 (25). 

Figura 3: Classificação de risco do CaP segundo Sanda et al. (25) 

 

A maioria das biópsias de próstata são guiadas por Ultrassom onde são 

retirados em média 12 a 20 fragmentos principalmente da zona periférica, local da 

maioria dos tumores de próstata (26). Duas abordagens são normalmente utilizadas, 
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a mais comum é a biópsia transretal da próstata guiada por Ultrassom Transretal 

(USTR), outra opção é através do acesso perineal, ambas com a mesma taxa de 

detecção do CaP (27) porém a abordagem perineal apresenta menores taxas de 

complicações como sepse e sangramento (28).   

A Ressonância nuclear magnética multiparamétrica (RNM) aumentou a 

acurácia das biópsias e auxilia na sua indicação. Para a sua padronização, foi criado 

um escore chamado Prostate Imaging – Reporting and Data System (PI-RADS) hoje 

já na segunda versão (PI-RADSv2) (tabela 2) (29-31). 

 

Tabela 2: Probabilidade de CaP em relação ao escore de PI-RADSv2 (31) 

 

A RNM apresenta um papel importante na avaliação do CaP, predizendo o 

tumor clinicamente significativo, aqueles com score de Gleason ≥ 7, antes da biópsia 

conforme relatado no estudo MRI-FIRST (32) e auxilia na detecção do CaP 

clinicamente significativo (33), com uma concordância de 77% com o exame 

anatomopatológico final após a Prostatectomia Radical (PR) versus 58% da biópsia 

convencional (34).  

Feito o diagnóstico, dependendo do potencial de agressividade da neoplasia 

devem-se considerar a opção de vigilância ativa, nos casos de muito baixo ou baixo 

risco conforme a figura 3. A RNM também apresenta papel importante no seguimento 

destes pacientes (30). Para os demais grupos de risco, frente a doença localizada, o 

tratamento curativo é empregado seja ele cirúrgico, radioterápico (RT) ou com uso de 

PI-RADS 1 – Muito baixo (improvável que esteja presente um câncer clinicamente significativo) 

PI-RADS 2 – Baixo (a presença de câncer clinicamente significativo é improvável) 
PI-RADS 3 – Intermediário (probabilidade de câncer clinicamente significativo é incerta) 
PI-RADS 4 – Alto (é provável a presença de câncer clinicamente significativo) 

PI-RADS 5 – Muito Alto (é altamente provável a presença de câncer clinicamente significativo) 
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High-intensity focused ultrasound, o HIFU (11, 12, 35).  

 A recidiva do CaP ocorre em 30 a 54% dos casos em período de 10 anos. Essa 

recorrência está diretamente relacionada ao estadiamento clínico, excisão incompleta 

da lesão, presença de micrometástases não visualizadas no momento do tratamento 

ou a uma maior agressividade do tumor (36).  

O estádio clínico é um fator prognóstico para o CaP, no entanto, essa análise 

pré-operatória é muito limitada já que os exames de imagem subestimam a extensão 

extracapsular do CaP (37). Por sua vez, o estadiamento clínico e anatomopatológico 

do câncer de próstata (TNM), proposto pela American Joint Committee on Cancer (8ª 

edição) (38), é um importante fator prognóstico de progressão no pós-operatório, onde 

92,2% dos pacientes com doença confinada à próstata (pT2) estarão livres de 

progressão em um período de 10 anos (39, 40). 

O grau de diferenciação histológica, determinada pelo escore de Gleason é um 

dos fatores prognósticos mais importante. Segundo uma meta-análise realizada por 

Stamey et. al., em 1999, onde pacientes que foram submetidos ao tratamento local de 

tumores de baixo risco, apenas 2% desenvolveram metástase óssea a cada ano, 

enquanto que isso ocorreu em 13% dos pacientes de alto risco (41).  

Outro fator prognóstico estabelecido no CaP foi o volume tumoral, no entanto 

pouco tem importância quando o Escore de Gleason é maior que 7, pois, 

independente do volume tumoral, estes apresentam maior chance de metástases (42).  

A presença de margens cirúrgicas comprometidas no produto da PR ocorrem 

em 10 à 31% das PR e está relacionado com a progressão da doença e a recidiva 

bioquímica ou clínica (43). 

O valor prognóstico dos critérios isolados é muito limitado, mas a análise 

combinada das variáveis pode contribuir significativamente com a maior acurácia na 
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previsão do prognóstico destes pacientes. Isto pode ser feito com a utilização de 

nomogramas, como do Memorial Sloan Kettering Cancer Center de Nova York (44, 

45) e o de Briganti (46). 

Com a grande possibilidade de progressão do CaP para recidiva bioquímica 

(RB) e recidiva clínica (RC), associado a alta incidência em nosso meio, justificam os 

esforços no desenvolvimento de novos métodos para o rastreio, para a indicação mais 

precisa das biópsias e principalmente para a identificação dos pacientes com maior 

risco de progressão da doença e com maior benefício para o diagnóstico e tratamento 

precoces. 

O desenvolvimento de novos marcadores biológicos diagnósticos e 

prognósticos, possibilitarão prever melhor a evolução clínica dos pacientes com CaP 

e serão fundamentais para um melhor planejamento do curso da doença, assim como 

para a definição da melhor terapêutica (47, 48). 

 

1.2 Cascata do Ácido araquidônico e a via da Cicloxigenase 
(COX) e da Lipoxigenase (LOX) 

 

Muitos estudos foram realizados avaliando as vias inflamatórias nos mais 

diversos tipos de cânceres (49-63).  

Em 1988 um estudo populacional se destacou quando identificou a diminuição 

do risco para câncer colorretal em um grupo de pacientes que faziam uso rotineiro de 

ácido acetilsalicílico (AAS) um anti-inflamatório não esteroide (AINEs), quando 

comparado com outro grupo que não fazia uso de anti-inflamatórios. Este resultado 

correlacionou o processo inflamatório com o desenvolvimento dos tumores (49). 

Surgiram após, outros trabalhos demonstrando a mesma relação de redução da 

incidência de cânceres com o uso de AINEs (50, 51). Em 2014 foi realizada uma 
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metanálise que incluiu 24 estudos observacionais dentre eles 10 coortes e 14 estudos 

de caso controle, afim de esclarecer o efeito protetor da aspirina no câncer de próstata, 

e foi evidenciada a redução do risco geral e de câncer avançado para o grupo com o 

uso regular de aspirina chegando a uma redução risco relativo associado de 0,7 IC 

95% (0,55 - 0,90) (63). 

Hanahan et al. descrevem a relação da inflamação com o câncer, onde o 

processo inflamatório indutor do tumor se apresenta como um dos fatores 

viabilizadores para a iniciação, manutenção, crescimento e progressão das células 

neoplásicas, sendo relacionado diretamente a tumorigênese. A inflamação influencia 

o desenvolvimento tumoral através da indução da angiogênese, proliferação e invasão 

celular (52).  

O processo inflamatório é mediado pela enzima Fosfolipase A2 (PLA2) que 

realiza a hidrólise do 2º ácido graxo da camada fosfolipídica da membrana em 

lipofosfolipídios e ácido araquidônico (AA). Este AA é responsável pelo início da via 

metabólica da inflamação com a produção de prostaglandinas por meio de enzimas 

chamadas cicloxigenases (COX) e de leucotrienos pelas enzimas lipoxigenases (LOX) 

conforme demonstrado na figura 4 (53).  
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Figura 4: Ação da fosfolipase A2 sobre os fosfolipídeos de membrana 
desencadeando a cascata da inflamação através da formação do AA e do ciclo da 
COX até a formação das prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas e do ciclo das 
LOX (adaptado de Robbins Basic Pathology 10th edition) (64). 
	

Foram demonstradas em culturas celulares de CaP e em camundongos, a 

contribuição da cicloxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2) e a lipoxigenase (LOX) com a 

progressão do CaP, promovendo maior proliferação, motilidade celular, invasão e 

angiogênese (65). A COX-1 é amplamente distribuída nos tecidos normais e 

neoplásicos, já a expressão de COX-2 foi identificada por imuno-histoquímica (IHQ) 

em células neoplásicas de carcinoma gástrico, próstata, cólon, mama e pulmão, 

desempenhando um papel importante na angiogênese nestes tumores (66-68). A 

inibição da COX-2 e por consequente das prostaglandinas E2 (PGE2) através dos anti-
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inflamatórios vem sendo estudada há algum tempo em neoplasias malignas, como 

forma de reduzir a proliferação vascular e assim o desenvolvimento tumoral (54, 69).  

A relação da COX-2 com o crescimento de tumores foi demonstrada após a 

sua inibição por inibidores da COX-2 (iCOX-2), como o celecoxibe, em modelos 

animais de câncer de pulmão e cólon. Esta inibição levou a uma redução do 

crescimento tumoral e também do número de metástases pulmonares (66). As PGE2 

que são eicosanoides produzidas a partir da cascata do AA por meio das COX são 

também produzidas em grande quantidade nos tumores (66). 

O iCOX-2 também foi avaliado em pacientes com CaP associado a recidiva 

bioquímica pós radioterapia (RT) e Prostatectomia Radical (PR). Dos 40 pacientes 

avaliados, 39 apresentaram uma desaceleração da taxa de elevação do PSA em 3, 6, 

9, 12 e 18 meses de acompanhamento, sugerindo que os iCOX-2 podem retardar ou 

mesmo impedir a progressão da doença (70). 

Houve uma redução significativa da viabilidade e da proliferação celular com o 

uso do celecoxibe em modelos de camundongos nude, com a utilização da linhagem 

PC3 de CaP, diminuindo o tempo para a progressão de metástases ósseas (69).  

 

1.3 Fosfolipase A2 (PLA2) 
 

A Fosfolipase A2 (PLA2) compreende uma grande família de enzimas que 

catalisa a hidrólise da ligação éster na posição sn-2 do fosfolipídeo de membrana 

levando a produção de ácidos graxos livres e lisofosfolipídeos. Foi inicialmente 

descrita em veneno de cobras (71) e no líquido sinovial humano (72). Esta catálise é 

importante nos tecidos e também na próstata, pois através da COX e da LOX, ocorre 

a conversão no tecido do AA em eicosanoides, relacionados com a inflamação (60). 
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1.3.1 Famílias das Fosfolipase 
 

Nos mamíferos as PLA2 formam uma família de proteínas com 

aproximadamente 30 membros, subdivididos em classes com base na sua atividade 

enzimática, na dependência de cálcio, na sua estrutura química e especificidade do 

substrato (73). Hoje apresentam seis principais tipos de PLA2 que são: secretora 

(sPLA2), citosólica (cPLA2), independente de cálcio (iPLA2), relacionada ao fator de 

ativação de plaquetas acetil-hidrolase (PAF-AH), esta também conhecida como a 

fosfolipase associada a lipoproteínas (Lp-PLA2), a fosfolipase lisossômica (LPLA2 ) e 

adipose específica (AdPLA), demonstradas na tabela abaixo (74). 

 
Tabela 3: Tipos de PLA2, grupos, nomenclatura e distribuição nos seres humanos 
(73). 
 

Tipo  Grupo Nomenclatura Distribuição 

sPLA2 

IB 

IIA 

IID 

IIE 

IIF 

III 

V 

X 

XIIA 

XIIB 

PLA2G1B 
PLA2G2A 
PLA2G2D 
PLA2G2E 
PLA2G2F 
PLA2G3 
PLA2G5 
PLA2G10 

PLA2G12A 
PLA2G12B 

Pâncreas 

Líquido sinovial 

Pâncreas/Baço 

Coração/Cérebro 

Testículo/Embrião 

Pulmão/SNC 

Pulmão/Coração 

Baço/Timo 

Cérebro 

Fígado/Rim/Intestino 

cPLA2 

IVA 

IVB 

IVC 

IVD 

IVE 

IVF 

PLA2G4A 
PLA2G4B 
PLA2G4C 
PLA2G4D 
PLA2G4E 
PLA2G4F 

Todos os tec. 

Pâncreas/Cérebro/outros 

Coração/musculatura 

Placenta 

Tireoide/Musculatura 

Tireoide 

iPLA2 
VIA 

VIB 

PLA2G6A 
PLA2G6B 

Musculatura 

Coração/Fígado/Cérebro 
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iPLA2 

VIC 

VID 

VIE (PNPLA2) 

VIF 

PLA2G6C 
PLA2G6D 
PLA2G6E 
PLA2G6F 

Neurônios 

Tec. Adiposo 

Tec. Adiposo 

Tec. Adiposo 

PAF-AH 

VIIA (Lp-PLA2) 

VIIB (PAF-AH II) 

VIIIA 

VIIIB 

PLA2G7A 
PLA2G7B 
PLA2G8A 
PLA2G8B 

Sangue 

LPLA2 XV PLA2G15 Macrófagos 

AdPLA XVI PLA2G16 Tec. Adiposo 

 
 

A fosfolipase A2 secretora (sPLA2) é a principal delas, situa-se no 

compartimento extracelular e tem um baixo peso molecular (13 – 55 kDa) e estão 

relacionadas com inúmeras doenças inflamatórias como a artrite reumatoide e a 

doença inflamatória intestinal. Elas também possuem uma função antiviral e 

antibacteriana contra bactérias gram-positivas e negativas, relacionando-se a defesa 

do hospedeiro. Outro papel das sPLA2 é relacionado a doença aterosclerótica 

podendo ser um indicador de risco para doença arterial coronariana. (73-75) 

A fosfolipase A2 citosólica (cPLA2) é representada pelo grupo IV (tabela 3) e 

tem peso molecular elevado com mais de 85kDa. São dependentes de cálcio e estão 

situadas no meio intracelular, apresentam em sua maioria um domínio C2 regulado 

pelo cálcio intracelular, com exceção da PLA2G4C que não possui este domínio. Por 

sua vez, a PLA2G4B além do domínio C2 apresenta uma inserção de 242 resíduos 

que faz parte do domínio Jumonji C (JmjC) que costuma regular a estabilidade da 

cromatina nas proteínas nucleares. Esta fosfolipase está relacionada também com os 

processos inflamatórios e vários tipos de cânceres (73-75). Nos mamíferos a 

PLA2G4A é uma proteína intracelular com grande importância na produção de 

eicosanoides e está presente no trato digestivo e no esperma humano (76). Ela 
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também está relacionada com o regulação das sPLA2, aumentadas em células do CaP 

(60). 

A fosfolipase independente de cálcio (iPLA2) se destaca o grupo VI onde o peso 

varia de 27-1366 kDa. Este grupo foi divido em seis membros (tabela 3) e todas estas 

enzimas funcionam relacionadas a uma serina catalítica no domínio a / b-hidrolase do 

tipo patatina. A PLA2G6A é a mais estudada e desempenha um papel importante na 

homeostase da membrana e na remodelação do fosfolipídio, relacionada a apoptose 

celular, a ativação da adenosina trifosfato (ATP) com a manutenção da função 

mitocondrial e do metabolismo energético, ação contra o estresse oxidativo e na 

liberação do AA. Esta fosfolipase tem sido relacionada também ao diabetes devido a 

sua participação na apoptose de células b pancreáticas, com distúrbios de 

neurodegeneração cerebral, além de correlacionar-se beneficamente em síndromes 

coronarianas agudas (73, 75-78). 

A PLA2 relacionada ao Fator de ativação plaquetário Acetil-hidrolase (PAF-AH) 

é um potente ativador fosfolipídico e um importante mediador das funções 

leucocitárias e inflamatórias das células e são representadas pelos grupos VII e VIII 

(tabela 3) com peso molecular de 26 – 45 kDa. Elas catalisam a hidrólise do grupo 

acetil a partir da posição sn-2 do fator de ativação plaquetária (PAF). Também são 

conhecidas como PLA2 associadas a lipoproteínas do plasma humano como a 

lipoproteína de baixa densidade (LDL) e de alta densidade (HDL). A PLA2G7B possui 

a função antioxidante protegendo a célula contra a morte celular causada pelo 

estresse oxidativo, assim a sua superexpressão suprime a morte celular (74).  

Temos ainda a fosfolipase lisossômica A2 (LPLA2) como representante a 

PLA2G15 que está localizada no lisossomo e possui peso molecular de 45 kDa.  

Possui como função biológica a hidrólise dos fosfolipídios e é também altamente 



 

 

15 

expressa nos macrófagos alveolares, sendo importante na degradação dos 

fosfolipídios do surfactante pulmonar (74, 75, 79). 

 Por fim a adipose específica (AdPLA2) que é outra fosfolipase independente 

de cálcio expressa em tecidos adiposos, representada pela PLA2G16 com peso de 

18 kDa e foi classificada como supressora tumoral em carcinomas ovarianos humanos 

(53, 73, 75). 

As PLA2 também estão relacionadas com outras patologias como no sistema 

nervoso central, onde Talib L. et al. correlacionaram a atividade de PLA2 em tecidos 

cerebrais de lobectomias temporais em pacientes com epilepsia refratária e sua 

atividade em plaquetas. Os resultados sugerem uma correlação da atividade da PLA2 

nas plaquetas com a atividade no tecido cerebral (80).  

 

1.3.2 Fosfolipase A2 (PLA2) e o Câncer 
 

As PLA2 são descritas e relacionadas na literatura com inúmeras neoplasias 

malignas (53, 55, 56, 65, 81-88). 

 As fosfolipases A2 secretora (sPLA2) são enzimas lipolíticas que atuam na 

membrana celular liberando ácidos graxos (AG) e lisofosfolipídeos como descrevemos 

anteriormente e estão envolvidas em uma série de doenças inflamatórias, 

imunológicas, cardiovasculares e também com diversos tipos de cânceres (88-90). A 

sua expressão aberrante já foi descrita no câncer colorretal (81, 82), pâncreas(83),  

estômago (84), pulmão (85), mama(91), próstata (53, 57, 58, 60, 65, 87, 92-94), entre 

outros órgãos como ilustrado na tabela 4, no entanto o seu papel não está 

completamente elucidado nestas neoplasias (55, 82). 
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Tabela 4: Principais cânceres nos quais ocorre o aumento da expressão das 
fosfolipases no ser humano (adaptado de Dennis et al.) (74)   
 

Tipo  Grupo Nomenclatura Local acometido 

sPLA2 

IB 

IIA 

 

 

IID 

III 

V 

PLA2G1B 
PLA2G2A 

 
 

PLA2G2D 
PLA2G3 
PLA2G5 

Pâncreas – Cólon – Estômago  

Pulmão – Ducto biliar – Próstata – Testículo 

– Estômago – Fígado – Mama – Esôfago – 

Cérebro – Intestino – Pâncreas  

Cólon 

Cólon 

Cólon 

cPLA2 IVA PLA2G4A Pâncreas – Cólon – Esôfago - Próstata 

iPLA2 

VIA 

VIB 

VIC 

VID 

VIE (PNPLA2) 

PLA2G6A 
PLA2G6B 
PLA2G6C 
PLA2G6D 
PLA2G6E 

Musculatura 

Coração/Fígado/Cérebro 

Neurônios 

Tec. Adiposo 

Tec. Adiposo 

PAF-AH 
VIIA  

VIIB 

PLA2G7A 
PLA2G7B 

Tireoide – Cólon – Cérebro – Fígado – 

Pulmão – Mama 

LPLA2 XV PLA2G15 Macrófagos 

AdPLA XVI PLA2G16 Tec. Adiposo 

 

Dentre as fosfolipases secretoras, a PLA2G2A é a mais estudada e apresenta 

uma forte correlação na formação e manutenção do câncer. Este papel tem sido 

associado à sua atividade enzimática e de liberação de potentes mediadores lipídicos, 

em particular, os eicosanoides derivados do AA (55). Na próstata temos um aumento 

da expressão da PLA2G2A, assim como no esôfago e pulmão (53, 55). No estômago 

humano, o aumento da expressão da PLA2G2A já se relacionou com a redução da 

progressão e de metástase do câncer gástrico (84). Em modelos animais a inibição 

desta fosfolipase por um anticorpo anti-sPLA2 resultou em tumores de menor 

dimensão (85). 
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As fosfolipases citoplasmáticas (cPLA2) também se relacionaram com alguns 

tumores como o câncer colorretal (95, 96), pulmão (97) e próstata(60) . No câncer de 

mama a PLA2G4A se relacionou com tumores estrogênio dependentes (56, 74). A 

PLA2G4A também é superexpressa em pacientes com câncer de ovário em estádio 

avançado (98) e no CaP (60). 

As iPLA2 ou grupo VI são também relacionadas a tumorigênese e no 

desenvolvimento de tumores, sendo relacionada com câncer colorretal, onde a sua 

supressão diminuí a carcinogênese do tumor de cólon em camundongos (78). 

No Câncer de mama temos o aumento da expressão da PAF-AH com a 

PLA2G7, relacionada a recorrência precoce e com a progressão metastática mais 

agressiva nestes tumores (94). 

Temos ainda a LPLA2 e a AdPLA2 esta última classificada como supressora 

tumoral em carcinomas ovarianos humanos (53, 73, 75). 

 

1.3.3 Fosfolipase A2 (PLA2) e o Câncer de Próstata 
 

Existem alguns estudos na literatura que relacionam as fosfolipases com o 

câncer de próstata, no entanto a sua maioria é restrita apenas a algumas fosfolipases 

como as sPLA2, cPLA2, iPLA2 e PAF-AH. 

As PLA2 foram correlacionadas com o CaP após a identificação do aumento do 

AA e seus metabólitos em linhagens celulares de CaP, assim como em espécimes 

cirúrgicas de PR (99, 100). As PLA2 estão altamente expressas nos tecidos 

neoplásicos e são as principais produtoras do AA a partir dos fosfolipídeos de 

membrana que são hidrolisados e metabolizados em eicosanoides, importantes 
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mediadores da supressão imunológica, influenciando no desenvolvimento de tumores 

como o de próstata (52, 53, 65, 87, 88, 99, 101).  

A PLA2G2A é a mais estudada das sPLA2 e participa no desenvolvimento do 

CaP por vários mecanismos dependentes da atividade enzimática (figura 5). Seu 

papel tem sido associado a cascata do ácido araquidônico com a síntese de 

eicosanoides, ocasionando uma desregulação na proliferação celular, angiogênese e 

resistência a apoptose celular, contribuindo assim para tumorigênese (52, 55).  

Figura 5: Diferentes mecanismos de ação da PLA2G2A relacionadas ao 
desenvolvimento e progressão de neoplasias através de sua ação como ligante na 
sinalização mediada por receptores e sua ação enzimática no metabolismo lipídico. 

 

Esta relação das PLA2 com o CaP foi inicialmente descrita em 1998 por 

Kallakoki et al., que demonstrou o aumento da expressão das PLA2 nos órgãos 

reprodutores masculinos e em tumores genitais, correlacionando a PLA2G2A através 

da imuno-histoquímica (IHQ) e da hibridização in situ com o CaP, principalmente nos 

tumores de alto grau e pouco diferenciados (102).  
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Em outros estudos, foram demonstrados o aumento da expressão da PLA2G2A 

através da IHQ em espécimes de PR de pacientes com CaP e com neoplasia 

intraepitelial prostática (NIP) de alto grau, em comparação com o tecido prostático 

benigno e NIP de baixo grau (86, 87). Também foram relacionadas com linhagens 

celulares de CaP independente de andrógenos (LNAI e CWR-22R) quando 

comparadas com células dependentes de andrógenos (CRW-22 e LNCaP), 

demonstrando a possibilidade de envolvimento da PLA2G2A com a progressão do 

CaP para resistência androgênica (87). A sobrevida também foi avaliada e 

inversamente relacionada nos pacientes com CaP de alto grau, relacionando o 

aumento da expressão da PLA2G2A com um pior prognóstico (87). Em contrapartida, 

na doença metastática ocorreu a perda de expressão da PLA2G2A quando 

comparada com as amostras de carcinoma primário (92).  

Sved et al. estendeu sua análise para células de CaP remanescentes após 

terapia androgênica com ciproterona antes da PR, demonstrando por IHQ uma 

redução da expressão da PLA2G2A após a privação androgênica, sugerindo a 

dependência de andrógenos pela PLA2G2A (65). Outra correlação avaliada foi com o 

bloqueio da cPLA2 que aboliu completamente o crescimento celular induzido pela 

PLA2G2A, caracterizando a dependência da cPLA2 para que haja a proliferação das 

células do CaP dependentes de andrógenos (53, 65).  

Os inibidores das sPLA2 estão sendo avaliados na supressão da atividade da 

PLA2G2A e de outras sPLA2 há algum tempo (74). Eles atuam basicamente em dois 

locais, no sítio ativo da fosfolipase, bloqueando a sua atividade catalítica ou 

bloqueando a sua ligação no receptor celular, no entanto, a sua principal utilidade hoje 

é na terapia contra distúrbios inflamatórios, imunológicos e cardiovasculares (88). 



 

 

20 

Níveis plasmáticos da PLA2G2A já foram analisados em camundongos, onde 

ela atingiu valores elevados em linhagem celular LNCaP e foi indetectável nos animais 

controle sem a doença. A avaliação em humanos dos níveis plasmáticos da PLA2G2A 

também foi realizada em 134 pacientes em diferentes graus de estadiamento 

patológico (T1 vs T2-4) e demonstraram que valores séricos acima de 2,0 ng/mL 

previam um tumor de próstata avançado com sensibilidade de 50% e especificidade 

de 83% (93). Em outro trabalho os níveis plasmáticos de PLA2G2A se relacionaram 

com CaP, mas não com os valores de PSA, escore de Gleason ou com o estadiamento 

do tumor (103). As demais fosfolipases secretoras já foram avaliadas na literatura, 

mas não foram correlacionadas com o CaP (104). 

A cPLA2 também se relaciona e contribui com a sobrevivência e com a 

proliferação das células do câncer de próstata, onde ela desempenha um papel central 

no metabolismo do AA envolvido na tumorigênese (65, 74, 105).  A mais estudada das 

fosfolipases citoplasmáticas é a PLA2G4A descrita como superexpressa em linhagens 

celulares de CaP hormônio resistente (DU145 e PC3) e também através da IHQ de 

espécimes cirúrgicos (60).  

A inibição de PLA2G4A in vitro através de um silenciamento do RNA (siRNA) 

ou por um inibidor da PLA2G4A como o Wyeth-1, resultou na redução de 30 a 40% 

na proliferação celular em linhagens LNCaP e PC3 de CaP em relação ao controle e 

foram responsáveis por um aumento da apoptose celular em 26% e 19% 

respectivamente, desempenhando uma menor taxa de crescimento tumoral em 

ambas linhagens celulares (60).  

 O aumento da expressão da PLA2G4A e consequentemente da produção das 

prostaglandinas, também foi relacionada com a maior disponibilização de ácidos 
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graxos livres as células PC3, sugerindo uma relação da ingesta de gordura com o 

aumento da incidência e mortalidade do CaP (106).  

Existem mecanismos que podem potencializar atividade da cPLA2 aumentando 

a sua atividade de tumorigênese e o crescimento celular no CaP, como ocorre com a 

supressão das Anexinas, inibidor natural da cPLA2, que são uma família de proteínas 

relacionadas a ligação com fosfolipídeos dependentes de Ca+2 (107). A Anexina II 

(ANX2) é uma delas e é expressa pelas células epiteliais da próstata e seu 

silenciamento por hipermetilação do gene ocorre durante a evolução do CaP (107).  

Uma de suas atividades é a regulação da cPLA2 (Figura 6).  A supressão da ANX2 

desencadeia uma maior atividade das cPLA2 com aumento da produção de AA, 

acarretando a maior síntese de eicosanoides e promovendo tumorigênese no CaP 

(53, 60, 108). A inibição da PLA2G4A pode bloquear o efeito da PLA2G2A, suprimindo 

assim a proliferação celular em linhagens de CaP, demonstrando um papel de 

mediação da ação desta fosfolipase no CaP (65). 

São descritas e demonstrados na figura 6 as duas principais vias de produção 

de prostaglandinas através da liberação do AA dos fosfolipídeos de membrana, uma 

delas intracelular coordenados pela cPLA2 e outra transcelular desempenhada pela 

sPLA2 (109). Ocorre aumento da expressão da sPLA2 no CaP e sua atuação através 

da membrana celular no aumento da liberação de ácidos graxos (AG) e 

consequentemente da concentração celular de cálcio (Ca+), aumenta a atividade da 

cPLA2 que é dependente de Ca+, desencadeando a maior produção dos mediadores 

inflamatórios relacionados a tumorigênese celular (53, 110). 
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Figura 6: Demonstra o aumento da expressão da sPLA2 com aumento da produção 
do AA pela via transcelular com a ativação da cPLA2 através da disponibilização de 
Ca+ ou pelo silenciamento da ANX2, levando ao aumento da produção de mediadores 
inflamatórios no CaP. (adaptado de Dong 2006) (53).  

 

A inibição das cPLA2 e da produção dos eicosanoides por inibidores seletivos 

no câncer já foi descrita em alguns estudos pré-clínicos, no entanto, foram 

descontinuados devido ao uso prolongado e os efeitos colaterais cardiovasculares e 

gastrointestinais existentes (105). No entanto, em outro artigo Dong et al 

demonstraram que a inibição da PLA2G4A em linhagens celulares PC3 e LNCaP 

aumentou os níveis de eicosanoides como das COX e PGE2 (59).  

As fosfolipases iPLA2 são outra família que já foram relacionadas com o CaP 

em análises genômicas (111). Em linhagens celulares PC3 e LNCaP, a inibição da 

iPLA2 acarretou uma diminuição na sua proliferação de ambas linhagens celulares em 

50%, sugerindo que a PLA2G6 pode estar relacionada com o crescimento celular no 

CaP (112). A PLA2G6 também demonstrou participação na regulação da secreção de 

PSA juntamente com uma maior atividade em células LNCaP (113) e já foi relacionada 
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ao CaP em vivo (58). Já existem inibidores seletivos da PLA2G6 como o Paclitaxel, 

utilizado no tratamento dos tumores de ovário, mas sem descrições de utilização no 

CaP (114). 

Das PAF-AH, a PLA2G7 foi relacionada e altamente expressa no CaP positivos 

para oncogene ERG, onde o seu silenciamento reduziu o crescimento de células de 

CaP ERG-positivas devido a sensibilização ao estresse oxidativo. A expressão da 

PLA2G7 foi aumentada em 70% dos tumores metastáticos da próstata e em 50% nos 

tumores primários (62). Em outro estudo com 453 amostras clínicas de CaP após PR 

e em linhagens celulares de CaP, foram avaliadas por IHQ e por reação em cadeia da 

polimerase em tempo real quantitativa (qRT-PCR) e os resultados indicaram um 

aumento da expressão da PLA2G7 nestes tumores em 50%, principalmente em 

doenças mais agressivas (94). Da mesma forma, o silenciamento da PLA2G7 

desencadeou a apoptose celular, reduzindo a tumorigênese e a adesão celular. Este 

efeito foi potencializado com a associação de estatinas, que reduziu a atividade 

enzimática da PLA2G7 e teve um efeito antiproliferativo nas células de CaP (94). 

Estes estudos demonstram a importância das fosfolipases A2 no CaP, podendo 

representar um novo marcador diagnóstico e de prognóstico. O diagnóstico do CaP é 

hoje realizado através da biópsia da próstata, método invasivo, que apresenta riscos 

e que nem sempre consegue definir ou predizer o prognóstico dos pacientes que irão 

evoluir com uma doença de maior ou menor agressividade. O foco nos estudos hoje 

são em tentar determinar quais os pacientes necessitarão de tratamento e quais 

poderão evoluir de forma desfavorável após o diagnóstico do CaP. 

Nenhum estudo abordou de forma mais completa o perfil da expressão das 

PLA2 no CaP, correlacionando-as com os principais fatores prognósticos. Nosso 

objetivo, portanto, é analisar a expressão das PLA2 relacionando seus níveis com 
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marcadores prognósticos e com a evolução da doença, buscando assim determinar 

um possível novo marcador diagnóstico e prognóstico dessa neoplasia, auxiliando no 

futuro a tomada de decisão com relação ao melhor tratamento destes pacientes. 
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2. Objetivos 
 

2.1 Objetivo Primário 
 

Avaliar os níveis de expressão por reação em cadeia da polimerase em tempo 

real quantitativa (qRT-PCR) das fosfolipases sPLA2, cPLA2, iPLA2, LPLA2, PAF-AH e 

AdPLA2, em espécimes cirúrgicos de câncer de próstata. 

 

2.2 Objetivo Secundário 
 

Comparar os níveis de expressão por qRT-PCR das variantes das fosfolipases 

sPLA2, cPLA2, iPLA2, LPLA2, PAF-AH e AdPLA2 do CaP com tecido normal e 

relacioná-los com fatores prognósticos clássicos, sobrevida livre de recidiva 

bioquímica e aparecimento de metástases.  
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3. Materiais e métodos 
 
 

3.1 Casuística, critérios de inclusão e exclusão 
 

 

Foram considerados para o estudo inicialmente 3600 pacientes com CaP 

tratados cirurgicamente de janeiro de 1998 até dezembro de 2007. Estas amostras 

foram divididas conforme a graduação de ISUP da peça cirúrgica e deste total foram 

selecionados 500 casos que possuíam amostras disponíveis e suficientes no 

biorrepositório (Figura 7).  

 

 
Figura 7: Fluxograma de seleção das amostras desde o biorrepositório até o número 
final do estudo. 
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Avaliamos todas as informações contidas no banco de dados, incluindo 371 

pacientes que continham as informações completas. Houve uma reavaliação 

histopatológica das amostras para a confirmação e atualização da graduação 

histológica ISUP por uma experiente patologista (Profa. Dra. Katia R. M. Leite), sendo 

então selecionadas 108 amostras com qualidade e com os requisitos necessários para 

o estudo com os seguintes ISUP: ISUP 1 (n = 20); ISUP 2 (n = 13), ISUP 3 (n = 24), 

ISUP 4 (n = 25) e ISUP 5 (n = 26). Todas as amostras incluídas no estudo continham 

pelo menos 70% de tecido tumoral na análise microscópica e apresentavam todos os 

dados clínicos, histológicos e de evolução no banco de dados (Figura 7). 

 

3.2 Análise da expressão das PLA2 nos controles 
 
 

Para análise inicial da expressão das PLA2 utilizamos como controle a zona de 

central (ZC) da próstata, devido a facilidade de ser adquirida em produtos de 

ressecção endoscópica (RTUp). No entanto, sabemos que o CaP acomete em 

aproximadamente 75% dos casos a zona periférica e que existe uma diferença na 

expressão das fosfolipases entre as zonas central e periférica (26), desta forma, 

optamos em utilizar também a zona periférica (ZP) de biópsias por agulha de próstatas 

benignas para determinar separadamente a expressão das fosfolipases, utilizando 

esses dois grupos controles.  

 

3.3 Definição dos valores prognósticos avaliados 

 
Para a avaliação da relação entre as PLA2 e os fatores prognósticos 

consideramos os níveis séricos de PSA pré-operatório (PSA < 10 e PSA ≥ 10 ng/mL), 

número de fragmentos de biópsia positivos (Fr+) (≤ 50% ou > 50%), estadiamento 



 

 

30 

patológico do produto de PR (confinado = pT2 ou não confinado = pT3), porcentagem 

de tumor na peça cirúrgica (≤ 25% e > 25%) e graduação histológica (ISUP). Também 

avaliamos a recidiva bioquímica, considerando os níveis de PSA ³ 0,2 ng/mL e o 

surgimento de metástases em um período médio de acompanhamento de 163,7 

meses (±49,7 meses).  

3.4 Ética 
 
 

As amostras utilizadas neste trabalho foram codificadas, garantindo assim sua 

confidencialidade. O projeto foi submetido ao comitê de ética e pesquisa do Hospital 

das Clínicas da Faculdade de medicina da Universidade de São Paulo (HCFMUSP), 

sendo aprovado na reunião do dia 11/07/2016 (protocolo nº 1003/2016) (Anexo 1). O 

termo de consentimento livre e esclarecido foi dispensado no presente estudo. 

3.5 Processamento das Amostras 

As amostras coletadas da peça cirúrgica após prostatavesiculectomia radical 

foram armazenados em criotubos (1,5ml) contendo 1ml de Ácido Ribonucleico (RNA) 

holder® e mantidas a -70ºC até a sua utilização. 

 

3.5.1 Isolamento do RNA e do cDNA 

 
Para a realização da extração do RNA, foi utilizado o kit de isolamento 

miRVana® micro RNA (miRNA (Ambion, Austin, Tx) de acordo com as 

recomendações do fabricante. O tecido prostático foi macerado no equipamento 

Tissue Lyser LT (Qieagen, Germantown, USA) com 500µL do tampão de lise (10 

vezes o volume da massa tecidual) e 10% do volume total do aditivo para 
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homogeneização. Adicionou-se 500µL de fenol-clorofórmio e as amostras foram 

agitadas em vortex e centrifugadas na velocidade máxima de 10.000g por 5 minutos 

a temperatura ambiente. A fase aquosa foi removida cuidadosamente e transferida 

para um novo tubo, tendo o seu volume anotado. Foi adicionado um terço do volume 

de etanol 100% a temperatura ambiente e realizou-se nova agitação em vortex. A 

solução então foi transferida para o filtro (coluna GFX) e as amostras foram novamente 

centrifugadas a 10.000g por 30 segundos. Ao filtrado foram adicionados 2/3 do volume 

de etanol e transferidos para uma nova coluna onde foram novamente centrifugadas 

por 15s a 10.000g e o filtrado descartado. Retomando os filtros com RNA, foram 

realizadas sucessivas lavagens com soluções próprias do kit, intercaladas com 

centrifugações de 5-10s a 10.000g. Após o descarte do filtrado, centrifugamos os 

tubos vazios por mais 1 minuto a 10.000g para secagem da coluna e a remoção de 

resíduos. As colunas foram então transferidas para um novo tubo e adicionados 50µL 

de água livre de RNAse pré-aquecida a 95ºC, no centro da coluna. Após 1 minuto a 

temperatura ambiente, a coluna contendo o RNA foi centrifugada em spin por 20-30 

segundos e armazenados a -80ºC até sua utilização. A pureza e concentração do RNA 

foram mensuradas em espectrofotômetro Nanodrop® (ND-100, Wilmington, EUA) 

(260/280nM). 

3.5.2 Transcrição reversa (RT) 

 
O DNA complementar (cDNA) foi obtido utilizando o kit High-Capacity cDNA 

Reverse Trasncription® (Applied Biosystems) que utilizou a Trasncriptase reversa 

Multiscribe RT e primers de interesse no estudo. O RNA total foi então diluído em água 

livre de nucleases em um volume final de 20µL e concentração de 500ng/µL. A este 

volume foram acrescentados 4µL do tampão da enzima (10x), 1,6µL do mix de dNTPs 
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(25x), 4µL de oligonucleotídeos randômicos (10x), 2µL da enzima transcriptase 

reversa e 8,4µL de água livre de nucleases totalizando o montante de 40µL cDNA. A 

solução foi submetida então a ciclos de temperatura (25ºC por 10min, 37ºC por 120min 

e 85ºC por 5min) no termociclador Vertiti® (AppliedBiosystem, Foster City, CA). 

 

3.5.3 Análise de expressão das PLA2 

 
A expressão das PLA2s foi realizada por reação em cadeia da polimerase em 

tempo real quantitativa (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). A expressão do RNA foi analisada utilizando-se primers 

sequência-específicos adquiridos pela Applied Biosystems relacionados as 

fosfolipases (tabela 8). 

 
Tabela 5:  Primers de fosfolipases utilizadas no estudo para avaliar a expressão dos 
RNAs pelo método de qRT-PCR. 

 

 

GENES IDENTIFICAÇÃO DO 
ENSAIO GENES IDENTIFICAÇÃO DO 

ENSAIO 

PLA2G1B Hs00386701_m1 PLA2G4E Hs01045436_m1 

PLA2G2A Hs00179898_m1 PLA2G4F Hs02577398_m1 

PLA2G2D Hs00173860_m1 PLA2G6 Hs00185926_m1 

PLA2G4A Hs00233352_m1 PLA2G7 Hs00965837_m1 

PLA2G4B Hs04186037_m1 PLA2G16 Hs00912734_m1 

PLA2G4C Hs01003744_m1 PNPLA1 Hs00543592_m1 

PLA2G4D Hs00603557_m1 PNPLA2 Hs00386101_m1 

  B2M Hs00187842_m1 
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Os primers utilizados para amplificação dos genes alvo foram adquiridos da 

Applied Biosystems (Califórnia, EUA). Como controle endógeno utilizou-se o gene b2-

microglobulina (B2M).  

  Os níveis de expressão dos genes foram obtidos através da quantificação 

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

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

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

endógeno, amostra de ZC). Os níveis de expressão dos genes foram obtidos através 

da quantificação relativa dos níveis de expressão determinados pelo método 2-DDCT 

(115). 

3.6 Análise Estatística 

 
 

O processo de análise de dados da presente pesquisa iniciou-se com uma 

exploração descritiva, incluindo frequência absoluta dos atributos qualitativos com 

valores de média, desvio padrão (DP), mediana, percentil 25 (P25) e 75 (P75), 

mínimos e máximos também foram calculados. As tabelas descritivas das variáveis 

qualitativas incluíram o intervalo de confiança de 95% (IC95%) e as quantitativas 

incluíram as medidas de tendência central e dispersão. 

Para estudar a distribuição das variáveis qualitativas de acordo com os grupos 

foi empregado o teste de qui-quadrado ou teste exato de Fischer quando necessário. 

O teste de Mann-Whitney foi usado para a comparação de dois grupos independentes 

no caso de variáveis quantitativas e, para a comparação de mais de 2 grupos foi 

utilizado o teste de Kruskall-Wallis, ambas técnicas de estatísticas não paramétricas. 
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A função de sobrevida e sobrevida livre de recorrência bioquímica para avaliar 

a estimativa média de tempo até os indivíduos atingirem o óbito ou a recidiva foi 

realizada por meio do método de Kaplan-Meier. O teste de hipótese para a igualdade 

das médias de acordo com fatores foi realizado pelo teste não paramétrico de log-rank 

(Mantel-Cox). As estimativas de hazard ratio (HR) brutas e ajustadas foram calculadas 

pela regressão de Cox considerando cofatores clínicos e patológicos. 

A categorização da expressão das PLA2 foi realizada com base o percentil 75 

para o estudo da sobrevida global independentemente do tipo de controle de 

referência. No caso da sobrevida livre de doença utilizou-se a mediana (percentil 50) 

como referência. 

Todos os testes realizados levaram em consideração um α bidirecional de 0.05 

e intervalo de confiança (IC) de 95% e foram realizados com apoio computacional dos 

softwares IBM SPSS 26 (Statistical Package for the Social Sciences) e Excel 2010® 

(Microsoft Office). 
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4. Resultados 

 
4.1 Perfil sociodemográfico e clínico dos indivíduos 

 

O controle foi representado pelo tecido prostático de seis pacientes tratados 

cirurgicamente por RTUp devido HPB e espécimes representativos da zona periférica 

de outros seis pacientes submetidos a biopsia de próstata transretal por agulha com 

diagnóstico de próstata normal. A média de idade dos controles ZP foi de 62 anos 

(±3,0 anos) e do ZC foi de 67,7 anos (±8,6 anos), nos dois grupos o comportamento 

do PSA foi homogêneo, 3,9 ng/mL (±1,4 ng/mL) para ZP e 5,2 ng/mL (±4,8ng/mL) para 

o ZC. Em ambos os controles, a ausência de neoplasia foi confirmada por análise 

histopatológica e durante o seu acompanhamento no estudo. 

 
Tabela 6: Estatísticas descritivas dos doentes avaliados incluindo medidas de 
tendência central e de dispensar, frequências absoluta e relativa. 

 Média DP Mediana P25 P75 Mín. Máx. 
Idade 63 7 63 59 68 41 80 

 N % IC95% 

 Inferior Superior 

     
%FR+ ≤50 66 63,5% 53,9% 72,2% 

Estádio Patológico                              
pT2 57 52,8% 43,4% 62,0% 
pT3 51 47,2% 38,0% 56,6% 

Linfonodos positivos 7 6,5% 2,9% 12,3% 

Margem Cirúrgica positiva 49 50,5% 40,7% 60,3% 

%Tumor ≥25 36 35,3% 26,5% 44,9% 

Recidiva 37 38,9% 29,6% 49,0% 

Metástase 16 18,4% 11,4% 27,5% 

Óbito 30 33,0% 24,0% 43,0% 
FR+ - porcentagem de fragmentos de biópsia positivos  
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Os dados clínicos e anátomo-patológicos estão expostos na tabela 6. O tempo 

médio de acompanhamento foi de 163,7 meses (±49,7 meses). Recidiva bioquímica 

ocorreu em 38,9% dos pacientes avaliados. Metástases ocorreu em 18,4% e 33% dos 

pacientes morreram durante um acompanhamento médio de 147 meses (±33 meses).  

A distribuição da graduação histológica ISUP está exposta na tabela 7. 

 

Tabela 7: Graduação ISUP na biópsia e no espécime cirúrgico. 

 N % 
 

ISUP biópsia   
1 32 29,6% 
2 22 20,4% 
3 24 22,2% 
4 21 19,4% 
5 9 8,3% 

ISUP biópsia agrupado   
ISUP 1 32 29,6% 

ISUP 2 - 5 76 70,4% 
ISUP espécime cirúrgico   

1 20 18,5% 
2 13 12,0% 
3 24 22,2% 
4 25 23,1% 
5 26 24,1% 

ISUP espécime cirúrgico agrupado 
ISUP 1 20 18,5% 

ISUP 2 - 5 88 81,5% 
 

4.2 Expressão das fosfolipases A2 no câncer de próstata 

Inicialmente foram avaliadas a diferença de expressão das PLA2 entre os 

controles, tecido prostático benigno proveniente da zona central (ZC) e da zona 

periférica (ZP) (Figura 8). 
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Figura 8: Expressão das fosfolipases nos controles provenientes da zona periférica 
(ZP) e zona central (ZC) representativos de tecido prostático benigno.  
 

Houve diferença estatística em 3 PLA2.  Duas estão mais expressas na ZP:  

PLA2G1B 16,625 (15,979 - 17,331) versus 14,689 (13,806 - 14,782) e PLA2G2A 6,571 

(5,274 - 9,242) versus 2,261 (1,825 - 3,85). PLA2G4A se mostrou mais expressa na 

ZC 11,803 (11,625 - 12,54) versus 10,546 (10,385 - 11,088) (Tabela 8). 

Tabela 8: Expressão das fosfolipases nos indivíduos controle para a zona periférica 
(ZP) e zona central (ZC) da próstata benigna incluindo mediana, intervalo interquartil 
e valor de p. 

  ZC ZP p-valor   Mediana (IIQ) Mediana (IIQ) 
PLA2G1B 14,689 (13,806 - 14,782) 16,625 (15,979 - 17,331) 0,046 
PLA2G2A 2,261 (1,825 - 3,85) 6,571 (5,274 - 9,242) 0,028 
PLA2G2D 16,965 (12,611 - 17,388) 15,320 (12,36 - 15,75) 0,600 
PLA2G4A 11,803 (11,625 - 12,54) 10,546 (10,385 - 11,088) 0,046 
PLA2G4B 17,490 (15,343 - 18,493) 17,747 (17,253 - 18,299) 0,753 
PLA2G4C 10,937 (10,032 - 11,655) 12,139 (12,087 - 12,307) 0,249 
PLA2G4D 15,055 (12,698 - 16,646) 12,840 (11,723 - 15,469) 0,345 
PLA2G4E 16,337 (15,482 - 18,177) 18,181 (18,058 - 18,843) 0,593 
PLA2G4F 9,135 (8,481 - 10,297) 9,048 (8,434 - 9,535) 0,753 
PLA2G6 10,616 (9,769 - 11,318) 11,519 (10,987 - 11,777) 0,075 
PLA2G7 9,363 (8,986 - 10,502) 9,719 (8,944 - 10,891) 0,753 
PLA2G16 9,747 (9,013 - 12,215) 9,717 (9,505 - 10,48) 0,600 
PNPLA1 17,526 (17,195 - 19,091) 19,659 (18,096 - 20,531) 0,173 
PNPLA2 11,188 (11,018 - 12,761) 11,131 (10,619 - 11,801) 0,345 

Valor de p baseado no teste de Mann-Whitney. 
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Comparando a expressão das PLA2 entre o tecido tumoral e o controle, 

observamos superexpressão de todas as fosfolipases avaliadas na grande maioria 

dos casos de CaP, independentemente do tipo de controle (Anexo 2) (Figura 9). 

 

 
Figura 9: Porcentagem das amostras de CaP que apresentaram superexpressão 
quando comparados aos controles que consistiram em tecido prostático benigno 
proveniente da ZP e ZC. 
 
 
Tabela 9: Comparação da expressão das PLA2 no CaP utilizando os dois controles. 

 Zona Central 
Mediana (IIQ) 

Zona Periférica 
Mediana (IIQ) p-valor 

PLA2G1B 1.81 (1.09 - 3.58) 7.77 (4.66 - 15.33) <0,001 
PLA2G2A 1.19 (0.33 - 4.43) 28.04 (7.84 - 104.40) <0,001 
PLA2G2D 7.42 (2.76 - 18.26) 4.17 (1.55 - 10.27) 0,007 
PLA2G4A 7.31 (4.36 - 11.61) 2.73 (1.63 - 4.33) <0,001 
PLA2G4B 2.91 (1.80 - 6.26) 5.05 (3.13 - 10.87) <0,001 
PLA2G4C 2.55 (1.27 - 4.09) 4.29 (2.14 - 6.87) <0,001 
PLA2G4D 3.95 (1.65 - 20.25) 2.24 (0.93 - 11.48) 0,028 
PLA2G4E 4.54 (1.80 - 13.39) 16.48 (6.51 - 48.57) <0,001 
PLA2G4F 4.72 (2.61 - 6.94) 4.45 (2.46 - 6.55) 0,520 
PLA2G6 4.63 (3.08 - 8.39) 10.59 (7.04 - 19.19) <0,001 
PLA2G7 2.41 (1.18 - 6.69) 2.84 (1.39 - 7.91) 0,317 
PLA2G16 6.72 (3.37 - 10.74) 4.18 (2.10 - 6.68) <0,001 
PNPLA1 1.21 (0.71 - 2.66) 3.03 (1.77 - 6.64) <0,001 
PNPLA2 9.47 (4.98 - 16.78) 6.77 (3.56 - 12.01) 0,011 

Valor de p baseado no teste de Mann-Whitney 
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A média das expressões das PLA2 no CaP utilizando as ZC e ZP foram 

estatisticamente diferentes, com exceção da PLA2G4F e PLA2G7 onde não houve 

diferença estatística (Tabela 9) (Figura 10). No entanto, o resultado final entre 

superexpresso ou subexpresso foi o mesmo.  

 

 
Obs. Existem valores extremos acima do limite apresentado no gráfico 

Figura 10: Distribuição da expressão relativa das PLA2 no CaP de acordo com zona 
central e periférica. 
 

4.3 Fatores prognósticos associados a expressão da PLA2 
 

Na tabela 10 é possível verificar a análise das PLA2 em relação aos níveis de 

PSA. Observou-se uma maior expressão da PLA2G2A e PLA2G4D em casos com 

PSA < 10 ng/mL, independente do controle utilizado.  Em ambos os casos a expressão 

mediana das PLA2 é pelo menos 2 vezes maior no grupo com PSA < 10 ng/mL. Na 

Figura 11 é possível verificar a distribuição das PLA2 que apresentaram significância 

estatística.  
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Tabela 10: Distribuição da expressão das PLA2 no CaP de acordo com nível de PSA 
estratificado segundo tipo de controle. 

 Central   Periférica  
 PSA < 10 PSA ≥ 10 p-valor PSA < 10 PSA ≥ 10 p-valor 

 Mediana (IIQ) Mediana (IIQ) 

PLA2G1B 1.81 (1.13-3.41) 2.01 (1.04-4.12) 0,498 7.63 (4.44-14.35) 9.27 (5.27-22.10) 0,161 

PLA2G2A 1.40 (0.42-7.44) 0.65 (0.24-2.68) 0,046 33.06 (9.97-175.34) 15.35 (5.75-63.16) 0,046 

PLA2G2D 6.40 (1.78-18.20) 12.60 (5.24-18.33) 0,105 3.60 (1.00-10.23) 7.08 (2.95-10.30) 0,105 

PLA2G4A 7.39 (4.03-12.47) 7.30 (5.01-10.85) 0,816 2.76 (1.50-4.65) 2.72 (1.87-4.05) 0,816 

PLA2G4B 3.65 (2.02-7.07) 2.69 (0.91-4.33) 0,080 6.33 (3.51-12.27) 4.67 (1.58-7.53) 0,080 

PLA2G4C 2.54 (1.18-4.72) 2.62 (1.36-3.91) 0,785 4.27 (1.99-7.93) 4.40 (2.29-6.56) 0,785 

PLA2G4D 6.78 (1.80-33.02) 2.98 (1.20-4.86) 0,010 3.85 (1.02-18.71) 1.69 (0.68-2.76) 0,010 

PLA2G4E 4.72 (1.79-15.63) 4.54 (2.25-7.27) 0,621 17.10 (6.51-56.69) 16.48 (8.16-26.37) 0,621 

PLA2G4F 5.01 (2.91-7.24) 3.59 (2.26-5.77) 0,127 4.73 (2.74-6.83) 3.39 (2.13-5.45) 0,127 

PLA2G6 4.57 (3.10-8.44) 5.29 (3.08-8.30) 0,897 10.46 (7.09-19.30) 12.09 (7.03-18.97) 0,897 

PLA2G7 2.18 (1.14-5.18) 4.79 (1.45-7.33) 0,211 2.57 (1.35-6.13) 5.66 (1.72-8.66) 0,201 

PLA2G16 6.28 (3.46-10.27) 7.33 (3.36-13.99) 0,564 3.90 (2.15-6.38) 4.55 (2.09-8.69) 0,564 

PNPLA1 1.28 (0.75-2.73) 1.01 (0.69-1.65) 0,239 3.19 (1.88-6.82) 2.52 (1.73-4.12) 0,239 

PNPLA2 9.52 (4.06-16.62) 9.41 (5.73-18.39) 0,491 6.82 (2.91-11.89) 6.74 (4.10-13.16) 0,461 
Valor de p baseado no teste de Mann-Whitney 
 
 
 

 
Obs. Existem valores extremos acima do limite apresentado no gráfico 

Figura 11: Distribuição da expressão relativa de PLA2G2A e PLA2G4D no CaP de 
acordo com nível de PSA estratificado de acordo com o tipo de controle. 
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PLA2G4C e PLA2G16 se mostraram de 40% a 80% mais superexpressas nos 

pacientes com FR+ ≤ 50, independentemente do tipo de controle utilizado (Tabela 11) 

(Figura 12). A Figura 12 mostra o boxplot para estas fosfolipases detalhadamente. 

Tabela 11: Distribuição da expressão das PLA2 no CaP de acordo com a porcentagem 
de fragmentos de biópsia positivos estratificada segundo tipo de controle. 

 Central  Periférica  
 FR+ ≤ 50 FR+ > 50 

p-valor 
FR+ ≤ 50 FR+ > 50 

p-valor  Mediana (IIQ) Mediana (IIQ) 
PLA2G1B 1.97 (1.29-4.09) 1.73 (1.04-3.38) 0,316 8.57 (5.52-17.37) 7.16 (4.47-11.47) 0,154 
PLA2G2A 0.83 (0.29-5.04) 1.41 (0.41-3.33) 0,543 19.48 (6.74-118.77) 33.27 (9.77-78.52) 0,543 
PLA2G2D 7.61 (2.47-27.30) 6.25 (2.39-13.15) 0,434 4.28 (1.39-15.35) 3.52 (1.34-7.39) 0,434 
PLA2G4A 7.69 (4.92-12.74) 6.02 (4.00-10.02) 0,136 2.87 (1.84-4.75) 2.24 (1.49-3.74) 0,136 
PLA2G4B 3.31 (2.14-7.12) 2.98 (1.37-4.63) 0,235 5.74 (3.71-12.37) 5.17 (2.38-8.04) 0,235 
PLA2G4C 3.04 (1.65-5.40) 2.05 (1.06-3.23) 0,039 5.12 (2.77-9.07) 3.45 (1.78-5.43) 0,039 
PLA2G4D 3.95 (1.71-24.49) 4.60 (1.07-16.11) 0,513 2.24 (0.97-13.88) 2.61 (0.61-9.13) 0,513 
PLA2G4E 5.69 (1.99-15.97) 3.63 (1.17-8.23) 0,064 20.62 (7.21-57.91) 13.15 (4.24-29.84) 0,064 
PLA2G4F 5.05 (2.81-7.27) 3.49 (2.31-5.96) 0,154 4.76 (2.65-6.86) 3.29 (2.18-5.62) 0,154 
PLA2G6 4.91 (3.08-8.49) 4.15 (3.16-7.45) 0,387 11.22 (7.03-19.41) 9.50 (7.22-17.04) 0,387 
PLA2G7 2.31 (1.05-7.42) 2.37 (1.35-4.99) 0,909 2.73 (1.24-8.77) 2.80 (1.59-5.89) 0,909 

PLA2G16 7.59 (3.97-13.11) 4.20 (2.14-8.96) 0,029 4.72 (2.47-8.15) 2.61 (1.33-5.57) 0,029 
PNPLA1 1.24 (0.76-2.88) 1.30 (0.59-2.47) 0,386 3.11 (1.89-7.19) 3.26 (1.47-6.17) 0,386 
PNPLA2 8.89 (5.16-15.18) 9.52 (4.46-16.85) 0,774 6.37 (3.69-10.86) 6.81 (3.19-12.06) 0,774 

Valor de p baseado no teste de Mann-Whitney 

 

 
Figura 12: Distribuição da expressão relativa de PLA2G4C e PLA2G16 no CaP de 
acordo com porcentagem de fragmentos de biópsia positivos estratificada segundo 
tipo de controle. 
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Na Tabela 12 e Figura 13 estão expostos a distribuição das PLA2 em relação 

ao grau histológico ISUP. A PLA2G2D apresentou maior expressão entre os 

indivíduos com maior grau ISUP (2 a 5) independentemente do controle utilizado. A 

análise que considerou a classificação ISUP de acordo com cada categoria entre 1 e 

5 não mostrou diferença estatisticamente significante. 

Tabela 12: Distribuição da expressão das PLA2 no CaP de acordo com a classificação 
ISUP estratificada segundo tipo de controle. 

 Central  Periférica  
 ISUP 1 ISUP 2 a 5 p-valor ISUP 1 ISUP 2 a 5 p-valor 
 Mediana (IIQ) Mediana (IIQ) 

PLA2G1B 1.62 (1.13-3.25) 1.99 (1.04-3.97) 0,702 7.77 (4.37-14.60) 7.77 (4.84-16.98) 0,702 
PLA2G2A 2.09 (0.50-7.44) 1.10 (0.30-4.43) 0,471 49.35 (11.73-175.34) 25.97 (7.10-104.40) 0,471 
PLA2G2D 4.62 (1.02-7.69) 9.09 (3.29-22.83) 0,037 2.60 (0.57-4.32) 5.11 (1.85-12.83) 0,037 
PLA2G4A 7.31 (4.06-15.30) 7.39 (4.37-11.61) 0,768 2.73 (1.51-5.71) 2.76 (1.63-4.33) 0,768 
PLA2G4B 4.57 (2.48-7.18) 2.77 (1.50-5.49) 0,133 7.93 (4.30-12.48) 4.81 (2.61-9.53) 0,133 
PLA2G4C 3.49 (1.89-5.56) 2.51 (1.09-4.08) 0,165 5.87 (3.18-9.34) 4.23 (1.83-6.86) 0,165 
PLA2G4D 8.88 (2.25-25.21) 3.73 (1.59-17.99) 0,286 5.03 (1.28-14.29) 2.11 (0.90-10.20) 0,286 
PLA2G4E 5.55 (3.49-9.59) 4.10 (1.66-14.87) 0,412 20.13 (12.64-34.78) 14.88 (6.03-53.93) 0,412 
PLA2G4F 5.68 (3.54-7.92) 4.22 (2.51-6.44) 0,132 5.36 (3.34-7.47) 3.98 (2.37-6.07) 0,132 
PLA2G6 4.52 (3.08-6.87) 4.68 (3.08-8.52) 0,647 10.35 (7.04-15.70) 10.69 (7.03-19.49) 0,647 
PLA2G7 2.32 (1.37-5.20) 2.49 (1.13-6.83) 0,896 2.74 (1.61-6.15) 2.95 (1.34-8.07) 0,896 
PLA2G16 5.87 (3.39-9.83) 6.93 (3.36-12.65) 0,752 3.65 (2.11-6.11) 4.30 (2.09-7.86) 0,752 
PNPLA1 1.78 (0.71-3.18) 1.17 (0.75-2.66) 0,559 4.45 (1.77-7.94) 2.93 (1.88-6.64) 0,559 
PNPLA2 7.42 (3.36-18.21) 9.52 (6.09-16.62) 0,384 5.31 (2.40-13.03) 6.81 (4.36-11.89) 0,384 

Valor de p baseado no teste de Mann-Whitney 

 

 
Figura 13: Distribuição da expressão relativa de PLA2G2D no CaP de acordo com a 
classificação ISUP estratificada segundo tipo de controle. 
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Considerando o estadiamento patológico (pT), a PLA2G4A foi 

aproximadamente 45% mais superexpressa nos indivíduos pT2 independente do tipo 

de controle (Tabela 13 e Figura 14).  

 
Tabela 13: Distribuição da expressão das PLA2 no CaP de acordo com o 
estadiamento patológico estratificada segundo tipo de controle 

 Central  Periférica  
 pT2 pT3 p-valor pT2 pT3 p-valor 
 Mediana (IIQ) Mediana (IIQ) 

PLA2G1B 1.79 (1.18-3.80) 2.01 (1.04-3.53) 0,878 7.77 (4.42-15.40) 8.63 (5.27-15.14) 0,614 
PLA2G2A 0.87 (0.36-4.09) 1.73 (0.31-5.17) 0,494 20.44 (8.52-96.52) 40.82 (7.21-121.94) 0,494 
PLA2G2D 7.89 (3.15-26.06) 6.73 (2.52-15.82) 0,353 4.44 (1.77-14.65) 3.78 (1.42-8.90) 0,353 
PLA2G4A 7.73 (5.51-12.24) 5.37 (3.47-11.61) 0,036 2.88 (2.05-4.57) 2.00 (1.30-4.33) 0,036 
PLA2G4B 3.26 (1.80-6.85) 2.70 (1.84-5.71) 0,537 5.66 (3.13-11.89) 4.70 (3.20-9.92) 0,537 
PLA2G4C 2.64 (1.51-5.31) 2.46 (0.99-4.03) 0,14 4.43 (2.53-8.93) 4.13 (1.67-6.77) 0,140 
PLA2G4D 3.73 (1.65-14.33) 5.66 (1.71-29.98) 0,359 2.11 (0.93-8.12) 3.21 (0.97-16.99) 0,359 
PLA2G4E 5.44 (2.57-12.11) 3.52 (1.31-14.87) 0,215 19.73 (9.32-43.93) 12.78 (4.76-53.93) 0,215 
PLA2G4F 4.90 (2.91-7.24) 4.47 (2.42-6.69) 0,696 4.63 (2.74-6.83) 4.21 (2.28-6.31) 0,696 
PLA2G6 4.62 (2.95-7.45) 4.64 (3.25-8.71) 0,504 10.57 (6.74-17.03) 10.60 (7.43-19.92) 0,504 
PLA2G7 2.18 (1.13-5.77) 2.80 (1.36-8.00) 0,245 2.57 (1.34-6.82) 3.31 (1.60-9.45) 0,245 
PLA2G16 6.56 (3.48-13.57) 6.88 (3.05-10.40) 0,618 4.08 (2.16-8.43) 4.28 (1.89-6.46) 0,618 
PNPLA1 1.21 (0.71-2.70) 1.22 (0.71-2.47) 0,851 3.03 (1.77-6.74) 3.03 (1.77-6.17) 0,851 
PNPLA2 9.62 (5.73-17.07) 8.46 (3.64-15.78) 0,414 6.88 (4.10-12.22) 6.05 (2.60-11.29) 0,414 

Valor de p baseado no teste de Mann-Whitney 

 

 
Figura 14: Distribuição da expressão relativa de PLA2G4A no CaP de acordo com o 
estadiamento patológico estratificada segundo tipo de controle 
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As PLA2 no CaP não mostraram diferenças de expressão com significância 

estatística de acordo com o volume de tumor da peça cirúrgica (Tabela 14) e margem 

cirúrgica (Tabela 15). 

 
Tabela 14: Distribuição da expressão das PLA2 no CaP de acordo com o volume 
tumoral na peça cirúrgica estratificada segundo tipo de controle. 

 Central  Periférica  
 <25 ≥25 p-valor <25 ≥25 p-valor 
 Mediana (IIQ) Mediana (IIQ)  Mediana (IIQ) Mediana (IIQ)  

PLA2G1B 1.78(1.04-4.07) 1.99(1.04-3.53) 0,914 8.04(5.06-16.86) 7.52(4.84-15.14) 0,914 
PLA2G2A 1.40(0.39-6.47) 1.10(0.36-4.00) 0,454 33.06(9.20-152.64) 25.97(8.39-94.22) 0,454 
PLA2G2D 7.38(2.22-20.58) 8.20(4.40-15.82) 0,612 4.15(1.25-11.57) 4.61(2.48-8.90) 0,612 
PLA2G4A 7.62(4.77-11.03) 6.05(3.42-13.99) 0,378 2.84(1.78-4.12) 2.26(1.27-5.22) 0,378 
PLA2G4B 2.71(1.74-5.96) 4.24(1.84-6.69) 0,335 4.70(3.02-10.35) 7.37(3.20-11.61) 0,335 
PLA2G4C 2.58(1.22-4.09) 2.50(1.09-4.51) 0,666 4.34(2.05-6.86) 4.19(1.83-7.58) 0,666 
PLA2G4D 3.83(1.80-19.40) 4.81(1.35-33.36) 0,844 2.17(1.02-11.00) 2.72(0.77-18.91) 0,844 
PLA2G4E 5.20(1.96-12.11) 3.71(1.38-12.65) 0,454 18.87(7.12-43.93) 13.44(5.00-45.89) 0,454 
PLA2G4F 4.98(2.78-7.16) 3.92(2.44-5.88) 0,197 4.70(2.62-6.75) 3.69(2.30-5.54) 0,197 
PLA2G6 4.64(3.08-7.99) 4.03(3.02-8.30) 0,714 10.60(7.03-18.28) 9.22(6.91-18.97) 0,714 
PLA2G7 2.93(1.38-7.59) 1.81(1.04-6.56) 0,289 3.46(1.63-8.98) 2.14(1.23-7.75) 0,289 
PLA2G16 7.04(3.49-10.62) 6.91(3.05-12.94) 0,560 4.37(2.17-6.60) 4.29(1.89-8.04) 0,560 
PNPLA1 1.25(0.76-2.97) 1.03(0.58-2.11) 0,221 3.03(1.90-6.96) 2.58(1.46-5.59) 0,221 
PNPLA2 9.53(5.16-17.01) 9.90(6.26-18.39) 0,729 6.82(3.69-12.17) 7.08(4.48-13.16) 0,729 

Valor de p baseado no teste de Mann-Whitney 
 

Tabela 15: Distribuição da expressão das PLA2 no CaP de acordo com o status da 
margem cirúrgica estratificada segundo tipo de controle. 

 Central  Periférica  
 Negativo Positivo p-valor Negativo Positivo p-valor 
 Mediana (IIQ) Mediana (IIQ)  Mediana (IIQ) Mediana (IIQ)  

PLA2G1B 2.16(1.18-5.21) 1.89(1.21-3.33) 0,325 8.79(4.47-22.10) 7.59(4.47-14.60) 0,591 
PLA2G2A 1.41(0.41-7.44) 0.73(0.25-4.21) 0,200 33.27(9.75-175.34) 17.09(5.92-99.31) 0,200 
PLA2G2D 8.19(3.29-24.22) 6.40(2.52-17.06) 0,381 4.61(1.85-13.61) 3.60(1.42-9.59) 0,381 
PLA2G4A 6.92(4.83-11.61) 6.88(4.03-10.23) 0,443 2.58(1.80-4.33) 2.57(1.50-3.82) 0,443 
PLA2G4B 2.83(1.74-6.79) 3.42(1.66-6.22) 0,619 4.91(3.02-11.79) 5.94(2.89-10.79) 0,619 
PLA2G4C 2.63(1.41-4.69) 2.54(1.13-4.66) 0,762 4.42(2.37-7.88) 4.27(1.89-7.83) 0,762 
PLA2G4D 5.69(2.02-24.22) 3.27(1.22-18.27) 0,371 3.22(1.15-13.73) 1.85(0.69-10.35) 0,371 
PLA2G4E 5.31(1.96-11.66) 4.09(1.63-11.27) 0,610 19.26(7.09-42.28) 14.84(5.91-40.89) 0,610 
PLA2G4F 4.83(2.21-6.44) 4.54(3.08-6.69) 0,475 4.55(2.08-6.07) 4.29(2.90-6.31) 0,475 
PLA2G6 4.55(2.96-7.38) 4.91(3.20-8.71) 0,403 10.40(6.76-16.88) 11.22(7.31-19.92) 0,403 
PLA2G7 2.40(1.10-5.20) 3.41(1.39-8.94) 0,240 2.84(1.30-6.15) 4.03(1.64-10.57) 0,240 
PLA2G16 5.78(3.36-14.53) 7.51(3.47-10.20) 0,927 3.59(2.09-9.03) 4.67(2.16-6.34) 0,927 
PNPLA1 1.28(0.76-2.70) 1.14(0.62-2.73) 0,773 3.19(1.90-6.74) 2.84(1.54-6.82) 0,773 
PNPLA2 8.74(4.06-12.69) 11.26(6.25-18.92) 0,120 6.26(2.91-9.08) 8.06(4.47-13.54) 0,120 

Valor de p baseado no teste de Mann-Whitney 
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As PLA2 também foram avaliadas conforme a situação dos linfonodos e a 

PLA2G1B e PLA2G16 apresentaram maior expressão nos casos sem metástases 

linfonodais (Tabela 16 e Figura 15). 

 

Tabela 16. Distribuição da expressão das PLA2 no CaP de acordo com a presença de 
linfonodos positivos estratificada segundo tipo de controle 

 Central  Periférica  
 Negativo Positivo p-valor Negativo Positivo p-valor 
 Mediana (IIQ) Mediana (IIQ)  Mediana (IIQ) Mediana (IIQ)  

PLA2G1B 1.94(1.23-3.60) 0.83(0.53-2.24) 0,029 8.32(5.27-15.40) 3.56(2.58-9.61) 0,029 
PLA2G2A 1.21(0.31-5.04) 1.10(0.45-2.13) 0,864 28.44(7.21-118.77) 25.97(10.67-50.21) 0,864 
PLA2G2D 7.69(3.15-18.33) 4.78(0.26-13.87) 0,159 4.32(1.77-10.30) 2.69(0.14-7.80) 0,159 
PLA2G4A 7.54(4.36-11.61) 5.43(3.87-16.46) 0,690 2.81(1.63-4.33) 2.03(1.44-6.14) 0,690 
PLA2G4B 2.85(1.86-6.22) 4.62(1.46-6.31) 0,587 4.96(3.23-10.79) 8.02(2.54-10.95) 0,587 
PLA2G4C 2.58(1.16-4.51) 2.38(1.47-3.38) 0,807 4.34(1.95-7.58) 4.00(2.47-5.67) 0,807 
PLA2G4D 3.89(1.64-19.83) 6.78(1.71-59.35) 0,647 2.20(0.93-11.24) 3.85(0.97-33.64) 0,647 
PLA2G4E 4.29(1.79-11.66) 17.07(3.09-18.08) 0,288 15.56(6.51-42.28) 61.91(11.20-65.57) 0,288 
PLA2G4F 4.71(2.71-7.08) 4.90(2.20-5.88) 0,959 4.44(2.56-6.68) 4.63(2.07-5.54) 0,959 
PLA2G6 4.63(3.08-8.49) 3.94(3.32-6.35) 0,893 10.60(7.03-19.41) 9.02(7.59-14.51) 0,893 
PLA2G7 2.70(1.21-7.33) 1.63(1.04-2.24) 0,124 3.19(1.43-8.66) 1.92(1.23-2.65) 0,124 

PLA2G16 7.33(3.48-12.65) 3.22(2.01-5.03) 0,039 4.55(2.16-7.86) 2.00(1.25-3.13) 0,039 
PNPLA1 1.21(0.68-2.70) 1.61(1.12-2.47) 0,367 3.03(1.69-6.74) 4.02(2.80-6.17) 0,367 
PNPLA2 9.41(5.10-16.62) 9.52(1.93-16.94) 0,683 6.74(3.65-11.89) 6.81(1.38-12.13) 0,683 

Valor de p baseado no teste de Mann-Whitney 
 
 

 
Figura 15: Distribuição da expressão relativa de PLA2G16 e PLA2G1B no CaP de 
acordo com a presença de linfonodos positivos estratificada segundo tipo de controle. 
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4.4 Avaliação da expressão das PLA2 em relação a sobrevida 
global, livre de recidiva bioquímica e livre de metástases.  

 

Foram avaliados em relação ao comportamento do CaP a sobrevida global cuja 

referência são os 30 indivíduos que foram a óbito (33%), a sobrevida livre de recidiva 

bioquímica (RB) cuja referência é a recidiva em 37 casos (38,9%) e o desenvolvimento 

de metástases, que ocorreu em 16 (18,4%) pacientes (Tabela 16). O tempo médio até 

o óbito foi de 127,9 meses (±60,72 meses), até a recidiva foi de 52,2 meses (±45,31 

meses) e até o aparecimento de metástases foi de 87,9 meses (±77,8 meses). 

Na Tabela 16 temos a relação de sobrevida global, apenas a PLA2G7 e a 

PLA2G16 mostraram potencial de clusterização com significância estatística. A 

superexpressão destas PLA2 se relacionaram com menor sobrevida global. No caso 

da PLA2G7 os grupos classificados abaixo do percentil 75 apresentaram sobrevida 

média de 211,69 meses enquanto aqueles no percentil 75 ou maior registraram média 

de 161,47 meses. Em se tratando da PLA2G16 a diferença de sobrevida média entre 

os percentis foi um pouco menor 206,87 meses versus 177,48 meses (Tabela 16). 

 

Tabela 16: Estimativas de sobrevida global segundo expressão das	PLA2 incluindo 
erro padrão e intervalo de confiança de 95% e nível descritivo 
    Estimativa IC95% p-valor     Média Erro padrão Inferior Superior 

PL
A

2G
1B

 Central           
<p75 199.343 11.007 177.770 220.916 0,388 ≥p75 202.910 16.324 170.915 234.905 
Periférica           
<p75 198.200 11.144 176.357 220.043 0,729 ≥p75 214.448 14.435 186.156 242.740 

PL
A

2G
2A

 Central           
<p75 205.285 10.679 184.354 226.215 0,300 ≥p75 172.065 23.924 125.175 218.956 
Periférica           
<p75 204.722 10.716 183.719 225.725 0,388 ≥p75 174.014 23.924 127.123 220.905 

PL
A

2G
2D

 Central           
<p75 203.911 11.425 181.518 226.303 0,610 >= p75 183.030 17.019 149.672 216.387 
Periférica           
<p75 203.911 11.425 181.518 226.303 0,610 ≥p75 183.030 17.019 149.672 216.387 
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PL
A

2G
4A

 Central           
<p75 199.761 11.314 177.586 221.936 0,825 >= p75 192.276 16.877 159.196 225.355 
Periférica           
<p75 198.307 11.396 175.971 220.643 0,760 ≥p75 192.276 16.877 159.196 225.355 

PL
A

2G
4B

 Central           
<p75 205.415 11.847 182.195 228.635 0,254 ≥p75 190.512 17.440 156.330 224.694 
Periférica           
<p75 205.415 11.847 182.195 228.635 0,254 ≥p75 190.512 17.440 156.330 224.694 

PL
A

2G
4C

 Central           
<p75 195.808 10.937 174.371 217.244 0,750 ≥p75 215.613 13.906 188.359 242.868 
Periférica           
<p75 195.808 10.937 174.371 217.244 0,750 ≥p75 215.613 13.906 188.359 242.868 

PL
A

2G
4D

 Central           
<p75 198.125 10.637 177.276 218.973 0,627 ≥p75 208.565 16.608 176.014 241.116 
Periférica           
<p75 196.510 10.595 175.743 217.276 0,373 ≥p75 214.336 16.405 182.182 246.489 

PL
A

2G
4E

 Central           
<p75 189.286 10.603 168.505 210.067 0,758 ≥p75 217.219 17.561 182.800 251.638 
Periférica           
<p75 189.286 10.603 168.505 210.067 0,758 ≥p75 217.219 17.561 182.800 251.638 

PL
A

2G
4F

 Central           
<p75 203.325 10.554 182.640 224.011 0,370 ≥p75 145.859 9.412 127.413 164.306 
Periférica           
<p75 203.325 10.554 182.640 224.011 0,370 ≥p75 145.859 9.412 127.413 164.306 

PL
A

2G
6  

Central           
<p75 206.310 10.806 185.131 227.489 0,591 ≥p75 177.391 19.518 139.136 215.646 
Periférica           
<p75 206.310 10.806 185.131 227.489 0,591 ≥p75 177.391 19.518 139.136 215.646 

PL
A

2G
7  

Central           
<p75 211.690 11.191 189.756 233.625 0,048 ≥p75 161.481 15.630 130.846 192.115 
Periférica           
<p75 211.690 11.191 189.756 233.625 0,048 ≥p75 161.481 15.630 130.846 192.115 

PL
A

2G
16

 Central           
<p75 206.871 11.947 183.454 230.288 0,049 ≥p75 177.483 16.829 144.499 210.468 
Periférica           
<p75 206.871 11.947 183.454 230.288 0,049 ≥p75 177.483 16.829 144.499 210.468 

PN
PL

A
1 

Central           
<p75 208.382 11.397 186.044 230.721 0,256 ≥p75 148.952 11.185 127.029 170.874 
Periférica           
<p75 208.382 11.397 186.044 230.721 0,114 ≥p75 143.822 11.704 120.881 166.762 

PN
PL

A
2 

Central           
<p75 199.537 11.375 177.243 221.831 0,613 ≥p75 194.298 18.188 158.649 229.947 
Periférica           
<p75 199.537 11.375 177.243 221.831 0,613 ≥p75 194.298 18.188 158.649 229.947 

Valor de p baseado no teste de log-Rank 
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Foi realizado um modelo de regressão de Cox para avaliar a significância das 

expressões destas PLA2 na sobrevida global com alguns fatores classicamente 

associados a este estado. Não foi observada capacidade preditiva independente dos 

fatores avaliados. As estimativas brutas e ajustadas de HR segundo expressão de 

PLA2G7 e PLA2G16 podem ser vistos nos anexos 3 e 4. 

Em relação a sobrevida livre de recidiva bioquímica, a PLA2G4B mostrou 

potencial de predição com significância estatística. Os grupos classificados acima da 

mediana apresentaram sobrevida média de 204,7 meses e aqueles abaixo 

apresentaram recidiva 50 meses antes do grupo de referência (Tabela 17). 

 
 
Tabela 17: Estimativas de sobrevida livre de recidiva bioquímica segundo expressão 
das	PLA2 incluindo erro padrão e intervalo de confiança de 95% e nível descritivo. 

  Estimativa IC95% 
p-valor   Média Erro padrão Inferior Superior 

PL
A

2G
1B

 

Central      

<p50 169.884 15.971 138.580 201.188 
0,837 

≥p50 185.042 16.004 153.674 216.410 

Periférica      

<p50 167.812 16.274 135.915 199.710 
0,735 

≥p50 187.131 15.655 156.448 217.814 

PL
A

2G
2A

 

Central      

<p50 193.968 15.593 163.406 224.530 
0,136 

≥p50 155.910 14.988 126.534 185.287 
Periférica      

<p50 193.968 15.593 163.406 224.530 
0,136 

≥p50 155.910 14.988 126.534 185.287 

PL
A

2G
2D

 

Central      

<p50 192.397 15.947 161.141 223.653 
0,205 

>= p50 161.839 16.321 129.850 193.828 
Periférica      

<p50 193.749 15.764 162.852 224.646 
0,180 

≥p50 161.839 16.321 129.850 193.828 

PL
A

2G
4A

 

Central      

<p50 165.959 17.786 131.099 200.819 
0,352 

>= p50 188.147 14.134 160.445 215.850 

Periférica      

<p50 160.900 18.566 124.510 197.289 
0,274 

≥p50 186.376 14.004 158.927 213.825 



 

 

50 

PL
A

2G
4B

 

Central      

<p50 152.189 18.697 115.543 188.836 
0,010 

≥p50 204.709 13.455 178.337 231.081 
Periférica      

<p50 152.189 18.697 115.543 188.836 
0,010 

≥p50 204.709 13.455 178.337 231.081 

PL
A

2G
4C

 

Central      

<p50 169.188 17.563 134.766 203.611 
0,491 

≥p50 181.159 14.752 152.245 210.073 

Periférica      

<p50 169.188 17.563 134.766 203.611 
0,491 

≥p50 181.159 14.752 152.245 210.073 

PL
A

2G
4D

 

Central      

<p50 154.450 17.025 121.080 187.820 
0,094 

≥p50 197.849 14.994 168.462 227.237 

Periférica      

<p50 154.450 17.025 121.080 187.820 
0,094 

≥p50 197.849 14.994 168.462 227.237 

PL
A

2G
4E

 

Central      

<p50 169.685 16.269 137.799 201.572 
0,678 

≥p50 188.269 16.912 155.122 221.417 

Periférica      

<p50 171.460 16.074 139.956 202.965 
0,738 

≥p50 188.269 16.912 155.122 221.417 

PL
A

2G
4F

 

Central      

<p50 163.725 15.793 132.770 194.680 
0,249 

≥p50 191.022 16.736 158.219 223.824 

Periférica      

<p50 163.725 15.793 132.770 194.680 
0,249 

≥p50 191.022 16.736 158.219 223.824 

PL
A

2G
6  

Central      

<p50 167.885 17.130 134.310 201.461 
0,290 

≥p50 189.295 14.453 160.967 217.622 

Periférica      

<p50 167.885 17.130 134.310 201.461 
0,290 

≥p50 189.295 14.453 160.967 217.622 

PL
A

2G
7  

Central      

<p50 176.547 15.151 146.850 206.244 
0,778 

≥p50 180.205 16.561 147.746 212.663 

Periférica      

<p50 176.547 15.151 146.850 206.244 
0,778 

≥p50 180.205 16.561 147.746 212.663 

PL
A

2G
16

 

Central      

<p50 186.990 16.364 154.917 219.064 
0,125 

≥p50 165.962 16.002 134.598 197.325 

Periférica      

<p50 190.697 15.808 159.714 221.680 
0,077 

≥p50 165.962 16.002 134.598 197.325 

PN
PL

A
1  

Central      

<p50 174.275 17.349 140.270 208.280 0,445 
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≥p50 189.726 14.651 161.010 218.443 
Periférica      

<p50 170.648 18.859 133.684 207.612 
0,459 

≥p50 187.302 15.161 157.587 217.017 

PN
PL

A
2 

Central      

<p50 162.619 17.004 129.290 195.947 
0,669 

≥p50 187.494 15.572 156.972 218.016 

Periférica      

<p50 162.619 17.004 129.290 195.947 
0,669 

≥p50 187.494 15.572 156.972 218.016 
Valor de p baseado no teste de log-Rank 

 

Foi realizado um modelo de regressão de Cox para avaliar o impacto da 

expressão de PLA2G4B na sobrevida livre de recidiva bioquímica (Tabela 18). A 

expressão de PLA2G4B foi independentemente associada a menor taxa de recidiva 

HR: 0,356 (IC95% 0,154 - 0.824). Na mesma análise, observou-se também que PSA 

≥ 10 impactou em maior taxa de recidiva HR: 2.31 (IC95% 1.09 - 4.92). Na Figura 16 

é possível verificar as estimativas brutas e ajustadas de HR para a expressão de 

PLA2G4B, em ambos os casos (ajustado e não ajustado) a estimativa de risco foi 

estatisticamente significante. A metástase embora tenha ocorrido em frequência 

significante não esteve associado com a expressão de nenhuma das fosfolipases 

avaliadas neste estudo. 

 

Tabela 18: Efeito da expressão de PLA2G4B na recidiva bioquímica incluindo 
estimativa de hazard ratio, erro padrão e intervalo de confiança de 95% e nível 
descritivo ajustado para características clínicas e patológicas. 

 B SE p-valor HR 
IC95% 

Inferior Superior 
PSA ≥ 10 0.841 0.384 0.028 2.319 1.093 4.923 

%FR+ > 50 -0.644 0.461 0.162 0.525 0.213 1.296 
ISUP 2 a 5 0.428 0.586 0.466 1.533 0.486 4.836 

pT3 -0.363 0.426 0.394 0.695 0.302 1.603 
%Tumor ≥ 25 0.289 0.501 0.563 1.336 0.500 3.564 

Margem cirúrgica + 0.100 0.424 0.814 1.105 0.481 2.537 
PLA2G4B ≥p50 -1.034 0.429 0.016 0.356 0.154 0.824 

A expressão das PLA2 independeu do tipo controle (central ou periférico) 



 

 

52 

 
As estimativas foram ajustadas para PSA,	%FR+, ISUP estadiamento patológico, % do volume do tumor e margem 
cirúrgica. 

Figura 16: Função de sobrevida livre de recidiva bioquímica bruta e ajustada de 
PLA2G4B no CaP ajustado para características clínicas e patológicas 
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5. Discussão 

 
Descrevemos pela primeira vez um painel amplo de expressão de fosfolipases 

no CaP e demonstramos a sua associação com fatores prognósticos favoráveis algo 

não descrito na literatura até o momento. Nosso estudo apontou a relação entre a 

superexpressão das fosfolipases citosólicas (cPLA2) com fatores de bom prognóstico, 

onde a PLA2G4A associou-se com o menor estadiamento patológico (pT2), a 

PLA2G4C com menor porcentagem de fragmentos positivos na biópsia, PLA2G4D 

com menores níveis de PSA e com maior destaque a PLA2G4B com maior sobrevida 

livre de recidiva bioquímica. Também se relacionaram com fatores de bom prognóstico 

a PL2G16 que foi associada com a ausência de metástases linfonodais e com uma 

menor porcentagem de fragmentos positivos e a PLA2G2A com menores níveis de 

PSA e PLA2G1B com a ausência de metástases linfonodais. 

Para a avaliação Inicial, para a determinação do melhor controle a ser utilizado, 

realizamos a análise e seleção de dois tipos de amostras, da zona central de pacientes 

com HPB e amostras da zona periférica de pacientes que realizaram biópsia de 

próstata, cujo resultado histológico foi benigno.  Sendo os níveis de expressão de 

PLA2 distintos nos compartimentos prostáticos, acreditamos que a utilização de dois 

controles nos possibilitaria um dado mais exato para a compreensão de seu papel no 

CaP. Nossos resultados, entretanto, foram semelhantes, então acreditamos que esse 

cuidado não seja mais necessário nos próximos estudos. 

Em nosso objetivo primário, da análise abrangente a expressão das PLA2 no 

CaP, conseguimos demonstrar o aumento da expressão de todas as quatorze 

fosfolipases estudadas nos tecidos de CaP em comparação com o tecido prostático 

normal, o que pode torná-la um potencial marcador tumoral diagnóstico para o CaP. 
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Na literatura nem todas estas fosfolipases foram descritas como superexpressas no 

CaP (73). 

A classe com maior destaque em nosso trabalho foi a das fosfolipases 

citosólicas (cPLA2), que possui como destaque a PLA2G4A com vários trabalhos que 

a relaciona com o CaP (57, 60, 65, 74), porém as demais cPLA2 são pouco descritas 

na literatura quando relacionadas ao CaP (74, 116, 117). 

Iniciaremos falando da PLA2G4B que apresentou o resultado que 

consideramos o mais relevante em nosso estudo. A PLA2G4B, tem um domínio 

Jumonji C (JmjC) antes do domínio C2, diferentemente das demais cPLA2 e está 

agrupada no mesmo lócus cromossômico da PLA2G4D, PLA2G4E e PLA2G4F, 

sugerindo uma relação evolutiva mais próxima destas fosfolipases. É uma fosfolipase 

dependente de cálcio e tem como característica a hidrólise seletiva do AA. Já foi 

descrita na literatura em tecidos humanos, como cérebro, pâncreas, fígado e coração, 

mas sem relatos no CaP (74, 118). A expressão PL2G4B se relacionou em nosso 

estudo com uma maior sobrevida livre de recidiva bioquímica, quando comparada com 

o grupo de menor expressão que apresentou recidiva 50 meses antes. A análise 

ajustada para características clínicas e patológicas, demonstra maior sobrevida livre 

de recidiva bioquímica nos pacientes com maior expressão da PLA2G4B com uma 

razão de risco (hazar ratio) de 0,35. A explicação para este resultado continua incerta 

devido a ausência de mais estudos sobre a PLA2G4B na literatura principalmente 

relacionando-a com o CaP (74, 116, 117). No entanto, a presença do domínio JmjC, 

presente nestas fosfolipases, pode ter relação na diminuição da progressão tumoral 

neste grupo de pacientes.  

O domínio Jumonji C é uma família de enzimas redutoras, capaz de realizar 

reações oxidativas entre elas com a desmetilação de histonas e foram identificadas 
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inicialmente em bactérias junto a proteína Jumonji (proteína cruciforme em japonês) 

(119). Esta desmetilação caracteriza um fenômeno epigenético relacionado a ativação 

e/ou o silenciamento de genes (120). Sabe-se que o ciclo celular pode sofrer uma 

parada estável conhecida como senescência (52), esta parada pode ser tanto 

promotora, como supressora tumoral, sendo mediada principalmente pelo p53 (121). 

No carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço a ablação da proteína de 

fusão JMJD7-PLA2G4B possibilitou a inibição da proliferação celular induzida por 

inanição. Esta mesma proteína regulou também fases do ciclo celular (122). As 

desmetilases JmjC já se mostraram supressoras tumorais inclusive no CaP em alguns 

estudos (121, 123). A presença do JmjC pode ser a chave para desencadear um 

silenciamento do gene com a senescência celular possibilitando a não progressão do 

CaP, algo não descrito até o momento e nem relacionado a PLA2G4B. 

A PLA2G4A é a fosfolipase citoplasmática mais estudada na literatura e ela 

possui como características um domínio C2 N-terminal que se liga a dois íons de cálcio 

(Ca2+) e está situada dentro do citoplasma celular. Ela tem uma grande seletividade 

para hidrolisar o AA e desempenha um papel central na biossíntese dos eicosanoides 

(124). A PLA2G4A foi associada com a patogênese de muitos tumores, inclusive o de 

próstata sendo descrita em linhagens celulares de CaP hormônio resistentes, onde a 

sua inibição resultou em uma menor taxa de crescimento tumoral (60). A 

superexpressão da PLA2G4A aumenta a atividade e liberação do AA nas linhagens 

PC3 e LNCaP e a inibição por silenciamento genético suprimiu a sua atividade e a 

produção do AA com redução dos níveis da proteína quinase B e por consequente a 

proliferação celular (105). Também foi demonstrado que o bloqueio farmacológico da 

PLA2G4A inibe a reentrada no ciclo celular do CaP em células PC3 e LNCaP 

quiescentes (125). 



 

 

57 

Em contrapartida, Dong et al. demonstraram que a eliminação do mRNA da 

PLA2G4A com um siRNA ou também com um inibidor da PLA2G4A (Efipladib) nas 

células PC3 e LNCaP, ocasionava uma diminuição de mais de 80% na expressão da 

PLA2G4A, no entanto, esta inibição levou a um aumento nos níveis da COX-1 e PGE2 

em ambas as linhagens celulares, com o uso do Efipladib ocorreu também o aumento 

da expressão da COX-2 (59). Este aumento dos eicosanoides nas células do CaP 

podem ocorrer após a supressão da PLA2G4A e assim promover a proliferação, 

motilidade, angiogênese e a invasão celular tumoral no CaP (54, 59). O que corrobora 

com o nosso achado de maior expressão da PLA2G4A em pacientes com doença 

órgão-confinada (pT2), porém vai contra outros achados descritos na literatura. Esses 

resultados conflitantes sugerem que a regulação de PLA2G4A seja por inibidores ou 

por metabólitos de AA pode ter uma relação tanto promotora como inibidora da 

proliferação celular no tumor. Mais estudos sobre esta fosfolipase devem ser feitos 

para tentar elucidar estas dúvidas. 

A PLA2G4C, também superexpressa no CaP, foi associada com a menor 

porcentagem de fragmentos positivos na biópsia pré-operatória. A PLA2G4C é 

encontrada principalmente no musculo esquelético e cardíaco porém diferente das 

demais cPLA2, não possui o domínio C2 (126, 127) e está constitutivamente ligada e 

envolvida na remodelação da membrana (128). Temos relatos da sua expressão em 

células mononucleares do sangue em asmáticos (129), porém pouco se sabe sobre a 

esta cPLA2 na próstata. 

A PLA2G4D em nosso estudo foi relacionada com PSA < 10ng/mL. A PLA2G4D 

foi descrita e expressa em tecidos epiteliais normais e psoriáticos como também no 

epitélio escamoso estratificado do colo do útero, pele fetal e também na próstata. Ela 

possui um domínio C2 conservado junto com um domínio de fosfolipase como todas 



 

 

58 

em seu grupo, mas com maior semelhança com a PLA2G4B. Existem poucos relatos 

sobre esta fosfolipase hoje na literatura (116, 126, 130).  

Outra classe de fosfolipases que se destacou foram as sPLA2 que se 

relacionaram tanto com fatores favoráveis como desfavoráveis. 

A PLA2G2A é uma fosfolipase encontrada em ambientes extracelulares sendo 

dependente de cálcio e está envolvida na patogênese de doenças inflamatórias, com 

promoção da angiogênese e proliferação celular, contribuindo para a evolução dos 

tumores assim como no CaP (53, 55, 65, 88). Foi estudada e relacionada com o CaP 

em 2002 por Graff e colaboradores, que utilizaram linhagens celulares tecido de HPB 

e CaP, demonstrando um aumento de sua expressão em linhagens celulares de maior 

agressividade e com Gleason ≥ 7 (75%)(87). Em nosso trabalho, demonstramos a 

superexpressão da PLA2G2A no tecido de CaP e a sua associação como níveis de 

PSA abaixo de 10 ng/mL, porém não houve relevância estatística quando comparada 

com o grau histológico ou estadiamento patológico. 

Sved e Dong et al. avaliaram a expressão das sPLA2 em pacientes com CaP 

tratados com terapia hormonal e demostraram que a expressão da PLA2G2A foi 22x 

maior no CaP quando comparada com a próstata normal em uma análise realizada 

através do banco de expressão gênica (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE/). Os 

resultados foram compatíveis com que encontramos, porém, utilizamos espécimes 

clínicos de CaP. Eles avaliaram também a expressão da PLA2G2A após a terapia 

hormonal e esta se mostrou dependente de andrógenos (53, 65).  

A avaliação da expressão de PLA2G2A foi descrita por IHQ em tecidos de CaP 

após terapia hormonal antes da Prostatectomia radical e identificou a permanência da 

superexpressão nas células do CaP remanescentes após o bloqueio androgênico 

(53). Também avaliou a possibilidade do bloqueio da PLA2G2A com um anti-
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PLA2G2A com efeitos anticancerígenos em tumores de pulmão (131), porém sem 

resultados efetivos no CaP (88). E aumento plasmático da PLA2G2A em pacientes 

com CaP em estádios avançados também foi relatada por Oleksowicz et. al.(93). 

Este crescente aumento da associação da PLA2G2A com o CaP gerou a 

possibilidade de utilizá-la como um potencial alvo terapêutico ou como biomarcador 

para o CaP, no auxílio do diagnóstico precoce de tumores mais agressivos e com 

maior significância clínica. Foi demonstrada a possibilidade de terapia alvo com a 

PLA2G2A ao realizar a entrega de nanopartículas de conversão ascendente (UCNPs) 

para as células de CaP (132). Porém, até o momento, o uso de inibidores da PLA2G2A 

em humanos ainda acarretam efeitos adversos, não sendo recomendada (73).  

Os resultados descritos na literatura relacionam a PLA2G2A com o CaP mais 

agressivo, com a maior progressão tumoral e resistência androgênica. Porém, o nosso 

resultado inicial relacionou a PLA2G2A com PSA < 10ng/mL, um fator de melhor 

prognóstico se avaliado única e exclusivamente. Se a relacionarmos com o que temos 

na literatura, podemos acreditar que tal relação com o PSA pode não ser de forma 

benéfica e sim relacionada com casos de maior gravidade e com menor elevação do 

PSA. 

A PLA2G2D é outra fosfolipase secretora extracelular que muito se assemelha 

a PLA2G2A (104), foi relacionada em nosso estudo com o grau histológico mais 

agressivo (ISUP 2-5), mostrando assim um potencial marcador de pior prognóstico. 

Esta fosfolipase é expressa principalmente em células dendriticas e 

macrófagos, pouco descrita no tecido prostático benigno (104).  Relatos na literatura 

a relacionam principalmente com a resposta imune associado a processos 

inflamatórios da pele, como a psoríase (133), em pacientes com doença pulmonar 
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obstrutiva crônica (DPOC) (134) e também a relacionam com a perda excessiva de 

massa muscular nestes pacientes (135). 

No câncer a PLA2G2D foi relacionada com tumores de pele, acelerando o seu 

desenvolvimento por atenuar a imunidade antitumoral (133). Teve a sua expressão 

aumentada em 23x na mucosa colorretal normal, quando comparada com o 

adenocarcinoma de cólon, sugerindo que o aumento da expressão da PLA2G2D seja 

um possível fator protetor neste grupo de pacientes (82). A sua descrição mais 

próxima do trato urogenital foi no espermatozoide humano, mas sem descrições no 

CaP até o momento (136).  

Outra sPLA2 que apresentou destaque foi a PLA2G1B, entre as secretoras é a 

mais antiga e está normalmente expressa nas células acinares pancreáticas, com 

alguma distribuição nos rins e pulmões. Foi relacionada com obesidade e com a 

intolerância a glicose. A sua inibição preveniu a obesidade em camundongos (137) . 

Está associada ao câncer colorretal (138) e pancreático (139), mas sem relatos na 

próstata. Em nosso estudo ela foi superexpressa nos tecidos de CaP e também nos 

pacientes com ausência de metástases linfonodais. 

Outra fosfolipase que se relacionou com fatores de bom prognóstico em nosso 

estudo foi a PLA2G16 uma fosfolipase adipose específica (AdPLA), normalmente 

presente nos adipócitos, mas que desempenha um papel importante no fornecimento 

de AA para a síntese de prostaglandinas, promotores tumorais (117). Entretanto, a 

PLA2G16 também descrita na literatura como H-REV107,  foi relacionada pela 

primeira vez como uma supressora de tumor (140), apenas em 2008 foi descrita como 

sendo uma PLA2 (141). Foi relacionada como supressora tumoral, regulando 

negativamente o desenvolvimento tumoral, como no câncer de mama onde o sua 

expressão se relacionou com melhora da sobrevida livre de doença (142), o mesmo 
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ocorreu em tumores de nasofaringe (143). A perda de sua expressão foi relacionada, 

em linhagens celulares, com a progressão de neoplasias como o melanoma, 

carcinoma de pulmão, gástrico, renal e fibrossarcoma (144).  No entanto, no 

osteossarcoma, a PL2G16 foi mais  expressa em pacientes com metástases e menor 

sobrevida, sendo relacionada como fator prognóstico independente para avaliar 

sobrevida global nestes pacientes (145). O mesmo ocorreu em tumores de pulmão 

não pequenas células, onde não se mostrou como supressora tumoral (146). 

A expressão da PLA2G16 no CaP foi avaliada por Jarrard e colaboradores tanto 

em tecidos como na urina, onde dividiram os pacientes em grupos; com tumor, com 

tecido normal adjacente aos focos de tumor (2mm), com tecido normal mais distante 

dos focos de tumor (10mm) e com tecido normal sem tumor. Foram então avaliadas a 

expressão através da metilação do DNA entre os grupos. Encontrou-se uma 

expressão da PLA2G16 significativamente reduzida em tecidos tumorais e adjacentes 

ao tumor em comparação com o tecido normal, demonstrando a possibilidade da 

PLA2G16 como gene supressor tumoral no CaP. Assim, uma regulação negativa 

desse gene pode desencadear um papel na carcinogênese multifocal do CaP (147). 

Estes resultados vão de encontro com a nossa análise, onde o aumento da 

expressão da PLA2G16 se relacionou com uma menor porcentagem de fragmentos 

positivos na biópsia e com a ausência de metástase linfonodal, fatores de bom 

prognóstico nestes pacientes. Isto demonstra um papel importante como oncogene 

da PLA2G16 e esta relação com a progressão tumoral talvez esteja relacionado 

especificamente ao tipo de tumor. 

Por fim, ocorreu aumento da expressão da PLA2G7 nos tecidos de CaP em 

nosso estudo e na análise univariada, apresentou associação com a piora da 

sobrevida global juntamente com a PLA2G16, no entanto na análise multivariada 
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ajustada, estas duas PLA2 não apresentaram significância estatística. A PLA2G7 

demonstrou uma possível tendência, mas que necessitaria provavelmente de um 

número maior de amostras para tentar confirmar tal hipótese.  

Na literatura existem poucos artigos que relacionam a PLA2G7 com o CaP. 

Vainio et al. identificaram o aumento da expressão da PLA2G7 no CaP positivo para 

oncogene ERG em um banco genético de tecidos e em amostras de CaP, 

apresentando um importante vínculo funcional entre eles. Também identificou o 

aumento da expressão da PLA2G2A e PLA2G7 no CaP, sugerindo a possibilidade do 

uso da PLA2G7 como biomarcador e como possível alvo terapêutico no CaP (62). A 

expressão PLA2G7 foi avaliada através da IHQ em 453 pacientes com CaP, 

comparando com tecido adjacente da próstata sem malignidade. Os resultados 

indicaram que a PLA2G7 é um biomarcador seletivo em 50% dos CaP e foi associado 

a doença mais agressiva e com menor sobrevida. O silenciamento da PLA2G7 foi 

avaliado e potencializado com o uso de estatinas redutoras de lipídios em células de 

CaP demostrando uma possível abordagem terapêutica antiproliferativa nos tumores 

de próstata (94). Nós identificamos o aumento da expressão da PLA2G7 nas amostras 

de CaP. Porém, não associamos a PLA2G7 com os fatores prognósticos. 

Assim, o nosso trabalho se destaca principalmente por ser o primeiro a 

descrever fosfolipases que podem caracterizar um tumor de próstata de menor 

agressividade e de melhor prognóstico, apontando uma maior sobrevida livre de 

recidiva nestes pacientes, o que possibilita uma melhor tomada de decisão no 

acompanhamento clínico e oncológico no CaP. O nosso estudo tem como força 

também, o longo período de acompanhamento destes pacientes com média de quase 

14 anos de acompanhamento, o que é muito relevante nos casos de CaP. 
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Hoje com a advento da vigilância ativa no acompanhamento dos pacientes com 

CaP de muito baixo risco, a possibilidade de um novo marcador para o auxílio no 

manejo destes pacientes, pode ser de extrema importância para predizer a evolução 

destes tumores. A possibilidade no uso das fosfolipases no manejo clínico e cirúrgico 

dos pacientes com CaP nos deixa mais otimistas no aprimoramento de novos 

marcadores prognósticos. 

Por outro lado, reconhecemos algumas limitações em no nosso trabalho, por 

se tratar de um estudo longitudinal retrospectivo, apresenta limitações quanto a 

seleção dos casos avaliados, qualificamos o nosso estudo como sendo um gerador 

de hipóteses. O número de casos avaliado é relativamente pequeno, porém 

semelhante ao descrito em outros trabalhos na literatura. Outro limitante foi a não 

avaliação plasmática da atividade das fosfolipases nestes pacientes, o que deve ser 

um próximo passo deste trabalho. Assim, torna-se necessário a confirmação dos 

nossos resultados em estudos prospectivos com o emprego de outras formas de 

avaliação da expressão e atividade das PLA2 para então confirmar as hipóteses 

levantadas neste estudo. 

Acreditamos que o emprego clínico das fosfolipases pode auxiliar na avaliação 

prognóstica dos pacientes com CaP, ajudando a predizer os pacientes com menor 

agressividade do tumor e com menor risco de recorrência e assim com melhor 

evolução, melhorando o controle evolutivo do câncer de próstata. Uma outra 

possibilidade é o emprego destas PLA2 em terapias alvo contra o CaP, mas para isso 

mais estudos devem ser realizados. 
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6. Conclusão 

Confirmamos a superexpressão de todas as fosfolipases estudas no CaP 

comparando-as com dois controles de diferentes zonas da próstata benigna, 

demonstrando o importante papel das PLA2 na carcinogênese do câncer de próstata. 

A superexpressão das cPLA2 receberam maior destaque em nosso estudo com 

a PLA2G4A, PLA2G4B, PLA2G4C e PLA2G4D que se relacionaram com o CaP de 

forma benéfica, caracterizando tumores de melhor prognóstico e melhor sobrevida 

livre de recidiva, algo inédito na literatura. Da mesma forma a expressão de outras 

fosfolipases como PL2G1B e PLA2G16 também foram associadas com tumores de 

menor agressividade. 

Demostramos que apesar das diferenças de expressão, considerando a ZC e 

ZP da próstata, em relação aos genes estudados, os resultados foram os mesmos 

quando avaliamos os fatores prognósticos e a evolução do CaP, demonstrando que 

ambos os controles podem ser utilizados em estudos de genes. 

Muitos dos nossos resultados corroboraram com a literatura atual, onde 

apresentamos novos dados relacionando as fosfolipases com os principais fatores 

prognósticos do câncer de próstata. 

Por fim, a identificação de fosfolipases que se relacionam com CaP de menor 

agressividade e com um melhor prognóstico, possibilita uma nova opção no 

acompanhamento de pacientes em vigilância ativa, auxiliando também, na tomada de 

decisão dos pacientes já submetidos aos tratamentos atuais. 
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7. Anexos 
 

Anexo 1: Submissão pelo comitê de Ética e Pesquisa do HCFMUSP 
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turnoral de indivíduos com câncer de próstata.
Para a análise de expressão das sPLA2. cPLA2 e iPLA2 utilizaremos um fragmento de
tecido tumoral prostático armazenado a -170°C de 100 indivíduos que foram tratados com
prostatectoruia radical.
Para isso utilizaremos nosso biorepositório contendo fragmentos de glândulas prostáticas,
coletadas desde 1998 que contém mais de 3000 espécimes. Todos os pacientes foram
tratados e acompanhados pelo Prof. Miguel Srougi,
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Anexo 2: Expressão das PLA2 nas amostras de câncer de próstata. 
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Anexo 3: Efeito da expressão de PLA2G7 e PLA2G16 na mortalidade incluindo 
estimativa de hazard ratio, erro padrão e intervalo de confiança de 95% e nível 
descritivo ajustado para características clínicas e patológicas. 

 B SE p-valor HR 
IC95% 

Inferior Superior 
PSA ≥ 10 -0,541 0,421 0,199 0,58 0,25 1,32 

pT3 -0,081 0,456 0,858 0,92 0,37 2,25 
Expressão PLA2G7 ≥p75 0,676 0,412 0,095 1,98 0,88 4,40 
Expressão PLA2G16 ≥p75 0,316 0,419 0,451 1,36 0,60 3,08 

A expressão das PLA2 independeu do tipo controle (central ou periférico) 

 
 
 
 
Anexo 4: Função de sobrevida bruta e ajustada de PLA2G7 e PLA2G16 no CaP 
ajustado para características clínicas e patológicas. 

 
As estimativas foram ajustadas para PSA, estadiamento patológico e margem cirúrgica.  
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