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RESUMO 

 

     O ob jet ivo  des te  t rabalho fo i  aval ia r  se  a  expressão do 

colágeno  t ipo  I ,  I I I  e   metaloproteinase  podem es ta r  

re lacionadas  com o grau  de Gleason,  es tadio  pato lógico  e  PSA 

pré-operató r io ,  e  se  i s to  poder ia  se rvi r  como prognóst ico  de 

doença .    

     Mater ia l  e  métodos:  o  grupo  de  es tudo  inclu iu  espécimes  

de p ros ta tectomia  radical  de  33 pacientes  com 

adenocarcinoma submet idos  à  c i rurgia  no  per íodo de 2001 a  

2009.  Os pacientes foram divididos em 3 grupos: grau de Gleason = 6 (13 

pacientes), escore de Gleason = 7 (10 pacientes), escore de Gleason ≥ 8 (10 

pacientes). O tecido prostático benigno adjacente à area de câncer nos graus 

de Gleason foi utilizado como grupo controle. As áreas de adenocarcinoma e 

de tecido benigno foram selecionados sob análise microscópica e  processados 

para colágeno I e III sob análise do gene por PCR em Tempo Real. Dez seções 

desparafinadas de cada grupo foram utilizados para avaliar o colágeno I, III e 

a imunoexpressão de metaloproteinase. Os resultados foram relacionados com 

o grau de Gleason, PSA pré-operatório e estadio patológico. 

      Resul tados:  apesar da diferença significativa na expressão gênica de 

ambos colágeno I e III entre as áreas de tumor e tecido prostático benigno nas 

amostras de próstata Gleason = 6 (colágeno I = 0,4 ± 0,2 vs 5 ± 2,4 p, p <0,05; 

colágeno III = 0,2 ± 0,06 vs 0,7 ± 0,1, p<0,05) e grau de Gleason ≥ 8 

(colágeno I = 8 ± 3,4 vs 1,4 ± 0,8, p, < 0,07; colágeno III = 1,8 ± 0,5 vs 0,6 ± 

0,1, p, p < 0,05), não houve correlação com grau de Gleason, PSA pré-

operatório ou estadio patológico. Houve uma correlação positiva entre a 

expressão de metaloproteinases e grau de Gleason (r2 = 0,47).   

     Conclusão:  A correlação positiva entre a expressão de 

metaloproteinase e o grau de Gleason sugere que a metaloproteinase pode ser 

um fator promissor para melhorar o grau de Gleason. Sua expressão e 

regulação não parecem estar relacionados com a degradação do colágeno. 

Não há  cor relação  ent re  expressão de colágeno e  grau  de 

Gleason ,  nem a  n ível  gênico  nem protéico .  

     Palavras  chaves :  Câncer  pros tá t ico .  Colágeno.  

Metal loproteinase .  Grau  de Gleason.   

 

 



ABSTRACT 

 

    Purpose: The aim of this paper was to evaluate if the expression of 

metalloproteinase, collagen I and III could be related with Gleason score, 

preoperative PSA and pathological stage. Materials and Methods: Our study 

group included radical prostatectomy specimens of 33 patients with prostatic 

adenocarcinoma who underwent surgery in the period from 2001 to 2009. 

Patients were divided into 3 groups: Gleason score=6 (13 patients), Gleason 

score=7 (10 patients), Gleason score ≥8 (10 patients). Benign prostatic tissues 

adjacent to the cancer area in the different Gleason grades were used as a 

control group. The adenocarcinoma and benign areas were selected from the 

tissues under microscope analysis and further processed for collagen I and III 

gene analysis by Real Time PCR. Ten deparaffined sections of each group 

were used to evaluate collagen I, III and metalloproteinase immunoexpression. 

The results were related with Gleason score,  preoperative PSA and 

pathological stage. Results: Despite the significant difference in both collagen 

I and III gene expression between benign and tumor areas in the prostate 

samples from Gleason score=6 (collagen I=0.4±0.2 vs 5±2.4,p<0.05; collagen 

III= 0.2±0.06 vs 0.7±0.1,p<0.05) and Gleason score≥8 (collagen I= 8±3.4 vs 

1.4±0.8,p<0.07; collagen III= 1.8±0.5 vs 0.6±0.1,p<0.05), there was no 

correlation with Gleason score, preoperative PSA or pathological stage. There 

was a positive correlation between metalloproteinase expression and Gleason 

score (r
2
=0.47). Conclusions: The positive correlation between 

metalloproteinase expression and Gleason score suggests that 

metalloproteinase could be a promissing factor to improve Gleason score. Its 

expression and regulation do not seem to be related with collagen degradation. 

Key words: prostate cancer, collagen, metalloproteinase, Gleason score. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

     A taxa de  incidência  de  câncer  de  p rós ta ta  aumentou 

dramat icamente  no f inal  dos  anos  80 .   Es se  aumento  ref le t e  a  

melhoria  na  detecção  e  d iagnóst ico  a t ravés  do uso  

general izado  do  tes te  de  PSA [1] .  O câncer  de  prós ta ta  é  o  

mais  comum dos  t umores ,  excluindo o  câncer  de  pele ,  e  a  

segunda  pr incipal  causa  de  morte  re lacionada  ao  câncer  em 

homens  nos  Estados  Unidos  [1 ] .  Is to  ocorre  também no  Bras i l  

onde,  sem considerar  os  tumores  de pele ,  é  o  mais  f requente  

em todas  as  regiões  [2 ] .  

 

     Anatomicamente  a  prós ta ta  normal  pesa  18g  e  

local iza-se  d i re tamente  abaixo da  bexiga ,  c i rcundando 

completamente  a  uret ra .  Sua  função  pr imária  é  p roduzi r  par te  

da  secreção  que  const i tu i  o  sêmen  [3 ] .  

 

     A f igura  1  most ra  uma lâmina h is to lógica  da g lândula  

pros tá t ica .  A prós ta ta  é  composta  de  e lementos  g landulares  e  

de  es t roma.  As  g lândulas  pros tá t icas  são  const i tu ídas  de  

ácinos  e  ductos  excretores  reves t idos  por  célu las  secretoras  

cúbicas  ou  c i l índr icas  a l tas .  Abaixo  des tas  célu las  há  uma 

f i le i ra  de  célu las  basai s  (que  é  a  mat r ix  ext racelu la r  -  MEC -  

const i tu indo a  in te rface ent re  o  epi té l io  e  o  tecido 

con junt ivo) ,  não sendo es t a  observada nos  ácinos neoplás icos  
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[4 ] .  A arqui te tura  do compart imento  do  es t roma serve como 

suporte  es t ru tural  [5 ] .  

 

 

Fi g ura  1  -  Lâm ina  h i s t o ló g i ca  d e  p r ó s t a t a  n o rm al .  Co lo r ação  HE .  

A u ment o  20 0X .  

 

     A f igura  2  representa  esquemat icamente  os  t ipos  

celu lares  que  compõem o  epi té l io  e  o  es t roma pros tá t ico .  O 

epi té l io  é  formado por  célu las  basais ,  epi te l ia is ,  secr etoras  e  

neuroendócr inas .  Já  o  es t roma  é  composto por  uma 

compi lação  de célu las ,  inclu indo f ibroblas tos /miof ibroblas tos ,  

célu las  g l ia is ,  epi te l ia is ,  vascular ,  adipóci to ,  músculo  l i so  e  

célu las  do  s is tema imunológico ,  juntamente  com a  MEC e 

moléculas  ext racelu la res .  No tecido normal ,  os  f ibroblas tos  

são  o  t ipo  predominante  de  célu las  d o  es t roma do  tecido 

con junt ivo  e  são  os  produtores  pr imários  da  mat r iz  não 

 
estroma  

ácino prostático 
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celular  da  MEC. Os f ib roblas tos  são  responsáveis  pel a  

deposição  da  MEC f ibr i lar  –  t ipo  I ,  I I I  e  V  do  colágeno  e  

f ibronect ina  –  e  contr ibuem para  a  formação da  membrana 

basal  pela  secreção de  colágeno t ipo  IV e  lamini na .  O meio  

não é  es tá t ico;  o  tecido con junt ivo  e  a  MEC são 

cont inuamente  remodelad os  por  meio  de  um processo  

d inâmico ,  bem regulado e  cont ido  [6 ] .     

 

 

 

Fi g ura  2  -  C am pb e l l -W al sh  Ur o l o g y  [ 7 ] .  

 

    O es t roma é  essencial  para  a  manutenção  dos  tecidos  

epi te l ia is .  Quando o  epi té l io  muda ,  o  es t roma inevi tavelmente  

também muda .  Es te  é  o  caso  durante  o  desenvolvimento  do 

câncer  [8 ] .  Parece  que  os componentes  do  es t roma 

desempenham um papel  mui to  importante  no reforço  da 

progressão  do  tumor  por  es t imulação da   angiogênese e  
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promovendo  a  sobrevida ,  prol i fe ração e  invasão da célu la  

cancerosa  [9 ] .  É  c laro  que o  microambiente  do tumor  de 

prós ta ta  inclu i  o  “es t roma reat ivo” ,  composto  por  vár ios  t ipos  

de  célu las  que  foram a l terada s  a  par t i r  do  seu  es tado or ig ina l  

(normal)  para  to rnar -se  permiss ivo da  p rogressão do câncer  de  

prós ta ta  [10] .  O es t roma normal  da  p rós ta ta  é  

predominantemente  muscular  l i so ,  enquanto  que o  es t roma 

reat ivo  do câncer  de  prós ta ta  é  composto  de  um mis to  de 

miof ibroblas to / f ibroblas to ,  com uma  redução s igni f icat iva  ou  

completa  perda de  todo músculo  l i so  d i fe renciado  [11].   

Miof ibroblas tos  no es t roma reat ivo  s in te t izam  os  componentes  

da  MEC,  como colágeno  t ipo  I  e  I I I ,  i soformas  de 

f ibronect ina ,  tenascina e  vers ican  [12] .   

 

   Em relação ao  câncer ,  é  importante  comentar  sobre  as  

metaloproteinases  que são  enzimas  que formam uma famíl ia  

de  pelo  menos  23  prote inases  z inco  dependentes  conhecidas  

em degradar  componentes  da  mat r iz  ext racelu lar  ta is  como 

colágeno ,  proteogl icanos  e  g l icoproteínas  [13].  Com is to  

acredi ta -se  que  tenham um papel  importante  na  metás tase  da 

célu la  tumoral .  Além disso ,  tem s ido  most rado  es tarem 

envolvidas  na  l iberação  de f a tores  de  crescimento  que 

aumentam o  tumor  e  sua  agress iv idade  [14-17] .  

 

   A agress iv idade  do  tumor  pode  ser  dete rminada  pelo  

exame patológico  do  padrão  microscópico  das  célu las  com 

câncer .  O método  de  c lass i f icação  tumoral  mais  comumente  
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ut i l izado  é  o  Gl eason .  Es te  s i s tema a t r ibui  um grau  para  cada 

câncer  de  p rós ta ta  a  par t i r  de  1  (menos  agress ivo)  à  5  (mais  

agress ivo)  com base  no grau  de  d i ferenciação arqui te tural  do  

tumor .  O escore  de  Gleason  é  obt ido  a t ravés  da  a t r ibuição  de 

um grau  pr imário  para  o  gra u  presente  p redominante  e  o  grau  

secundár io  para  o  segundo grau  predominante  [1 8].   

  

   O s is tema de c lass i f icação de Gleason tem s ido  

most rado para  prever  o  resul tado em pacientes  com câncer  de  

prós ta ta  [19] .  Devido às  numerosas  anál ises   mul t ivar iadas  

apoiando a  a f i rmação  de que  a  soma do Gleason é  um for te  

predi tor  de  extensão  de doença,  a lguns  pesquisadores  têm 

defendido que  todos  os  novos  indicadores  p redi t ivos  se jam 

comparados  com o  grau  de Gleason   [20].   

 

  Na  conferência  de  consenso  da  Sociedade  In te rnacional  

de  Patologia  Urológica  em 2005,  o  s is tema de  c lass i f icação  de  

Gleason para  o  carcinoma  de p rós ta ta  passou pela  sua 

pr imeira  grande  revisão .  A apl icação  do s is tema de  Gleason 

var ia  consideravelmente  na  prát i ca  contemporânea  da 

pato logia  c i rúrgica  e  l evou às  vár ias  t enta t ivas  recentes  de  

a lcançar  um consenso  sobre  a  c lass i f icação  de  Gleason [21].   

 

 Em pacientes  submet idos  à  p ros ta tectomia  radical ,  as  

caracter ís t icas  do  tumor  inclu indo  o  n ível  do  PSA e  as  suas  

a l te rações ,  ta is  como velocidade e  t empo de dupl icação  [22] ,  

o  g rau  de  Gleason e  es tadio  do tumor  são  predi t ivos  de 
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prognóst ico  tumoral .   

 

 Na tenta t iva  de melhora r  a inda mais  a  capacidade de 

predizer  a  sobrevida  l ivre  de  recorrência  b ioquímica ,  o  

ob jet ivo  des te  t rabalho  fo i  aval ia r  a  expressão  do colágeno 

t ipo  I  -  I I I  e   metaloproteinase  no câncer  pros tá t ico  e  

cor relacionar  es ta  expressão com o grau  de  Gleason,  es tadio  

pato lógico  e  PSA do pré  e  pós -operatór io .  
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OBJETIVOS 

 

 

 Nes te  t rabalho ob jet ivamos aval iar  se  a  expressão do 

colágeno  t ipo  I  -  I I I  e   metaloproteinase  es tá  a l te rada no 

câncer  pros tá t ico  e  se  i s to  poder ia  servi r  como prognóst ico  de 

doença .    
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

 O grupo de es tudo inclu iu  os  b locos  e  as  lâminas  

h is to lógicas  de  33 pacientes  com adenocarcinoma pros tá t ico  e  

de  6  pacientes  submet idos  à  c is topros ta tectomia radical .  Os  

grupos  são  descr i tos  a  seguir :   

 

Os  pacientes  com adenocarcinoma pros tá t ico  foram 

submet idos  à  pros ta tectomia radical  re t ropúbica  pelo  mesmo 

grupo de  c i rurgiões  ent re  2001 a  2009.  Na ocas ião  do 

d iagnóst ico  todos  e les  t inham doença  local izada  e  não houve 

te rapia  neoad juvante .  A idade  var iou  ent re  45  e  75  anos  

(média  de  63,3  anos) .  Foram então  d iv id idos  em 3 grupos  de 

acordo com o  grau  de Gleason:   

–  Grau  de  Gleason =  6  ( 13  pacientes)  

–  Grau  de  Gleason =7  (10  pacientes )  

–  Grau  de  Gleason ≥  8  ( 10  pacientes )  

 

O acompanhamento  pós -operatór io  var iou de  1 à  62  

meses .  O acompanhamento  médio  fo i  de  20,55 meses  e  a  

mediana de 18  meses .  O cr i té r io  de  recid iva  tumoral  fo i  

def in ido  como o  PSA ≥ 0 ,2ng de  acordo com a  recomendação 

da  Associação  Amer icana  de  Urologia .  

O grupo de  pato logis tas  do  Laboratór io  Microimagem 

com exper iência  em c âncer  pros tá t ico  real izou a  c lass i f i cação 
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do grau de  Gleason e  do  es tadio  pato lógico .    

 

Nos  pacientes  submet idos  à  c is to pros ta tectomia  radical  

fo ram ut i l izados  como grupo contro le ,  o  tecido  pros tá t ico  

benigno.  Neste  g rupo não havia  evidência  de  câncer  

pros tá t ico .  Os  pacientes  fo ram submet idos  à  c i ru rgia  ent re  

2001 à  2007  por  tumor  de  bexiga  invas ivo com idade var iando  

ent re  58  à  75  anos  (média  de  67,67 anos) .  Para  evi tar  as  

d i fe renças  na expressão gênica  que exis te  ent re  os  individuos  

fo i  cr i ado um segundo grupo  contro le  formado por  t ecido 

pros tá t ico  benigno  ad jacente  a  área  de  câncer  nos  d i ferentes  

graus  de  Gleason .  Em ambo s os  grupos  o  tecido  pros tá t ico  

benigno const i tu iu  o  contro le .   

 

Os  b locos  de  paraf ina  dos  d iferentes  grupos foram 

ut i l izados  para  anal isa r  a  expressão  gênica  de  colágeno  I  e  I I I  

por  PCR em tempo real ,  e  imuno -his toquímica.  As  áreas  de  

adenocarcinoma e  de  tecido pros tá t ico  benigno foram 

selecionados  a  par t i r  da  anál ise  microscópica  dos  tecidos  

( f igura  3) .  Resumidamente ,  as  á reas  de  adenocarcinoma e  

tecido  pros tá t ico  benigno  selecionados  sob anál ise  

microscópica  foram t ranscr i t os  para  um papel  vegetal .  Em 

seguida ,  o  papel  vegetal  fo i  s obreposto  sobre  o  b loco de 

paraf ina  e  a  área  especí f ica  fo i  removida com um  bis tur i  e  

t ransfer ida  paro  umo tubo eppendorf  ( f igura  4)  para  pos ter ior  

ext ração  de  RNA e  anál ise  da  expressão  gênica  de  colágeno 

por  PCR em tempo real .   
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Fi g ura  3  –  Lâm i n as  d e  H E m os t r and o  a s  á r ea s  s e l ec io n ad as  d e  t e c ido  

p r os t á t i co  b en i gno  como  g r up o  co n t ro l e  ( A)  e  o s  d i f e r en t es  g r au s  d e  

G l eas on  ( B,  C ,  D) .  

 

 

  

 

 

 
 

  

área normal                                 200X HE Gleason 6                                     200X HE 

Gleason 7                                      200X HE 

 
Gleason ≥ 8                                  200X HE 

 A B 

C 
D 
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Fi g ura  4  –  Tr ans cr i ç ão  d a s  á r eas  m ar cad as  p a r a  o  p ap e l  v ege t a l  ( A ) .  

S ob r ep os i ção  do  d e s en ho  so b r e  o  b lo co ,  r em o ção  da  p a r a f i n a  do  

t e c i do  co m um b i s tu r i  e  t r ans f e r ên c i a  p a r a  um  t ub o  epp end o r f .  

 

A ext ração  do RNA dos  t ecidos  em paraf ina  fo i  fe i ta  

usando  um ki t  de  recuperação  de  RNA tota l  de  tecidos  (cat  

number#AM1975,  Appl ied  b iosys tems ,  Car lsbad,  CA,  USA ) de 

acordo com o  protocolo  do fabr icante  e  es tá  esquemat izado na  

f igura  5 .  Resumidamente ,  os  b locos  de paraf ina  foram 

incubados  em xi lo l  a  t emperatura  e levada para  solubi l izar  e  

remover  a  paraf ina  do tecido,  e   pos ter iormente  foram lavados  

em á lcool  para  remoção  do xi lo l .  Os  tecidos  l ivres  de  paraf ina  

fo ram então  submet idos  ao  p rocesso  de  d iges tão  com a  enzima 

A 

B 
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protease ,  que d igere  as  prote ínas  covalenteme nte  l igadas  ao  

RNA, DNA e  out ras  prote ínas .  Finalmente ,  o  RNA foi  

pur i f i cado  em coluna,  l avado e  e lu ído.  Todas  as  amost ras  

fo ram então tratadas com DNAase seguindo recomendação do fabricante 

para eliminação de DNA residual (Invitrogen, CA, USA).  
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Fi g ura  5  –  Protocolo de extração e purificação de RNA total de bloco de parafina (cat 

number#AM1975, Applied biosystems, Carlsbad, CA, USA). 

 

 

Digestão da 

nuclease e 

purificação final  

• Adicionar DNase para cada filtro (eppendorf) e incubar durante 30min 

• Lavar com 700µl de tampão de lavagem 1  

• Lavar duas vezes com 500 µl de tampão de lavagem 2 e 3, em seguida centrífugar 

para remover o líquido residual  

 

 

Desparafinização 

• Selecionar cortes de parafina equivalente a 80µm ou ≤35mg não seccionados 

• Adicionar 1ml de xilol 100%, misturar e incubar a 3 min a 50 °C  

• Centrifugar por 2 minutos na velocidade máxima, e descartar o xilol  

• Lavar o sedimento duas vezes com 1 ml de etanol 100% 

• Para remover o etanol residual, secar o sedimento a vácuo ou ar 

Digestão da 

protease 

 

• Adicionar tampão de digestão e protease  

• Incubar a 50 °C / 80 °C  

Isolamento do ácido 

nucléico 

• Preparar mistura de etanol / aditivo 

• Adicionar etanol / aditivo e misturar  

• Passar a mistura através do filtro (eppendorf) 

• Lavar com 700µl de tampão de lavagem 1  

• Lavar com 500 µl de tampão de lavagem 2 e 3 e, em seguida centrífugar para remover o 

líquido residual  
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 PCR em tempo real: Cem nanogramas de RNA foram utilizados para 

avaliar a expresão gênica de colágeno I e III por PCR em tempo real 

utilizando o kit de expressão em uma etapa o qual permite a realização da 

transcrição reversa com formação de cDNA e a etapa de amplificaçãode DNA 

numa única reação (cat#11780-200, Invitrogen, CA, USA). As reações foram 

feitas em triplicatas e normalizadas pela expressão do gene da β-actina. Os 

reagentes e o programa de amplificação estão descritos nas tabelas 1 e 2.  A 

sequência dos primers está descrita na tabela 3.   

 

Tabela 1: Reagentes utilizados na reação de PCR em tempo real 

Reagente Volume (µl) 

EXPRESS SYBRR GreenER™ qPCR SuperMix Universal 10 μl 

10 μM primer sense (200 nM final) 0.4 μl 

10 μM primer antisense (200 nM final) 0.4 μl 

EXPRESS SuperScriptR Mix para reação em uma etapa SYBRR 

GreenER™ 

0.5 μl 

RNA (100ng RNA total) 5 μl 

DEPC- água tratada to 20 μl 

 

Tabela 2: Programa de amplificação de PCR em tempo real 

Programa de amplificação 

50°C por 5 minutos (síntese de cDNA) 

95°C por 2 minutos 

40 ciclos de: 

95°C por 15 segundos 

60°C por 1 minuto 

 

 

 

 

 



 15 

Tabela 3: Sequência dos genes utilizados na reação de PCR em tempo real. 

Primer  Sequência 

Colágeno I sense: gtgctaaaggtgccaatggt antisense: 

accaggttcaccgctgttac 

Colágeno IIII sense: ctggacctcagggacc 

antisense: gttccccaggttttccat 

B actina sense: ccagctcaccatggatga  

antisense: acgatggaggggaagac 

 

 Immuno-histoquímica: Dez cortes livres de parafina de cada grupo 

foram hidratados, tratados com tampão TRIS-EDTA (pH 9.0) overnigth a 

37°C (colageno I e III) ou tampão citrato, pH 6.0, por 20 min a 60
0
C 

(metaloproteinase) para recuperação antigênica, e posteriormente tratados com 

solução de peróxido de hidrogênio a 3% em metanol por 10 min para bloquear 

atividade da peroxidase endógena. Essas etapas foram seguidas por lavagens 

com tampão PBS e subsequente incubação por 10 min em temperatura 

ambiente com soro de cabra a 10% para bloqueio de ligação inespecífica. Os 

cortes foram então incubados por 2h em temperatura ambiente com anticorpos 

específicos anti colágeno I e III (Abcam, Cambrigde, MA, EUA) ou overnight 

a 4
0
C com anticorpo específico anti metaloproteinase 13 (Millipore, Billerica, 

MA, EUA) diluídos em PBS 1% BSA. Os cortes foram então lavados com 

PBS e incubados em temperatura ambiente por 20 min com anticorpo 

secundário biotinilado seguido de incubação por 10 min em temperatura 

ambiente com streptavidin-peroxidase conjugado (Histostain-Plus Kit, 

Invitrogen, CA, USA). Os cortes foram posteriormente lavados com PBS, 

revelados pelo tratamento com DAB, diaminobenzidine (DAB, Histostain-

Plus Kit, Invitrogen, CA, USA), e então contracorado com hematoxilina. Os 
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controles negativos foram processados substituindo o anticorpo primário por 

PBS e não foi visualizada qualquer marcação (figura 6). 

 

 

Fi g ura  6  –  Protocolo da imuno-histoquímica. 

 

 

As imagens da imuno-histoquímica foram digitalizadas usando uma 

câmera de vídeo Olympus DP70 (12.5 megapixels, Tokyo, Japan) acoplada ao 

microscópio de luz Olympus BX51 (Tokyo, Japan), sendo todas as imagens 

capturadas transferidas para um microcomputador. A análise quantitativa foi 

feita em aumento final de 200x usando uma técnica baseada em segmentação 
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de cores com auxílio do software Image-Pro Plus (4.5.0.29, Media 

Cybernetics, Inc, Bethesda, MD, USA) (figuras 7-10). 

 

 
 

Figura 7 - Com o software Image-Pro Plus a fotomicrografia a ser anlisada era aberta, para 

ser feita a avaliação da porcentagem que a marcação ocupava na fotomicrografia. 
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Figura 8 - Com a marcação feita em vermelho, era criada uma máscara através do botão 

New Mask, visando a quantificação da área marcada. 
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Figura 9 - Em branco a máscara, a parte correspondente a marcação. 
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Figura 10 - Com a ferramenta “Histogram” era realizada a mensuração da área. 

 

Anál ise  es ta t í s t ica:  O tempo de  sobrevida tumoral  l ivre  

de  recid iva  fo i  dete rminado pela  anál ise  de  Kaplan-Meier. A 

razão  de  r i sco  e  seu  in tervalo  de  confiança  de  95% foram 

anal isados  para  cada marcador .  A s igni f icância  es ta t í s t ica  da  

expressão gênica  e  da  imunohis toquimica fo i  dete rminada 

pelo  tes te  t  Student .  A s igni f icância  es ta t í s t ica  ent re  ambos  os  

contro les  de  tecido pros tá t ico  benigno fo i  aval iada por  anál ise  

de  var iância  univar iada  seguida  de  tes te  de  Newman -Keuls .  

Todos  os  resul tados  são  expressos  como média  ± erro padrão. O 

valor  de  p<0,05  fo i  cons iderado  es ta t i s t icamente  s igni f icat ivo  

nes tas  anál ises . 
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RESULTADOS 

 

 

A f igura  11  most ra  que  há d i fe rença  es ta t í s t ica  

s igni f icat iva  nos  resul tados  de  sobrevida  l ivre  de  recid iva de 

PSA nos  pacientes  aval iados  conforme os  d i ferentes  es tadio  

pato lógico  (Figura  11A) ,  PSA pré -operatór io  (Figura  11B)  e  

graus  de  Gleason  (Figura  11C)  ao  longo de  5  anos .  Na f igura  

11B,  nota-se  que o  t raçado dos  pacientes  com PSA ≤ 4 ,  tem-se 

abrupta  queda  após  44  meses ,  e  i s to  se  deve pois  nes te  

subgrupo,  o  único  paciente  acompanhado  após  es te  per íodo 

teve  recid iva tumoral  nes ta  ocas ião .  
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Fi g ura  1 1  –  Sob r ev id a  l i v r e  d e  r eco r r ên c i a  d o  PS A apó s  a  

p r os t a t ec to mi a  r ad i ca l  r e t r op úb i ca  e s t r a t i f i c ad a  pe l o  es t ad io  

p a to l ó g i co  ( A ) ,  PSA  p ré - op e r a t ó r io  (B)  e  Gl eas on  ( C) .  
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A figura  12  mostra  que a  expressão do gene  de colágeno 

I  e  I I I  aval iada por  PCR em tempo real  apresenta  d i fe rença 

s igni f icat iva  em re lação  ao  grau  de  Gleason quando 

comparado  a  área  de t ecido pros tá t ico  benigno .  Há  um 

aumento  na  expressão  de  ambos  os  t ipos  de  colágeno  na  área  

tumoral  nos  casos  de  Gleason=6,  redução nos  casos  de 

Gleason  ≥8  e  nenhuma al te ração nos  casos  de  Gleason=7.  
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Fi g ura  12  –  Ex p r es s ão  gên i ca  d e  co l ágen o  I  e  I I I  p o r  PCR  em  t empo  

r ea l  no s  d i fe r en t es  g r au s  d e  Gl eas on .  A  b a r r a  b r an ca  r ep r e s en t a  o  

t e c i do  p r os t á t i co  ben i gno .  A  á r ea  t um o ra l  é  r ep r es en t ad a  pe l a  b a r ra  

p r e t a .  Β - ac t in a  fo i  u s ad a  co mo con t ro l e  i n t e r no .  Os  d ado s  s ão  

ex p r es s os  co mo  m éd i a  ±  e r r o  p ad r ão  d e  13  p ac i en t es  ( Gl eas on = 6 ) ,  10  

p ac i en t e s  ( G lea so n=7 )  e  10  p ac i en t es  ( Gl eas on ≥8 ) .  D i f e r en t e s  l e t r as  

s i gn i f i c am  d i f e r en ça  e s t a t í s t i c a .  
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A anál ise  de  cor relação most ra  que a  expressão de 

colágeno I  e  I I I  não  apresenta  cor relação com  os  d i ferentes  

graus  de  Gleason na área  tumoral  ( f igura  13) .   
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Fi g ura  13  –  Correlação entre a expressão de colágeno e grau de Gleason por PCR nos 

diferentes graus de Gleason da área tumoral (A,B) e no tecido prostático benigno adjacente 

(C,D). 

 

 

A análise por imuno-histoquímica mostra que a expressão de colágeno I 

e III foi significativamente reduzida em todos os graus de Gleason, enquanto a 

expressão de metaloproteinase foi significativamente aumentada (figura 14). 

As fotomicrografias relativas às imuno-histoquímicas estão apresentadas nas 

figuras 15 à 17. 
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Figura 14: Expressão de colágeno I (A,D,G), III (B,E,H) e metaloproteinase (C,F,I) por 

imuno-histoquímica. Os dados são expressos como média ± erro padrão. Letras diferentes 

significam diferença estatística. 
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Figura 15: Fotomicrografia mostrando imuno-histoquímica das áreas de tecido prostático 

benigno e tumoral para colágeno I no grau de Gleason≥8 (A,E), Gleason=7 (B,F), 

Gleason=6 (C,G). Próstata dos pacientes com câncer de bexiga submetido à 

cistoprostatectomia (D). Controle negativo (H). Aumento de 200X.  
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Figura 16: Fotomicrografia mostrando imuno-histoquímica das áreas de tecido prostático 

benigno e tumoral para colágeno III no grau de Gleason≥8 (A,E), Gleason=7 (B,F), 

Gleason=6 (C,G). Próstata dos pacientes com câncer de bexiga submetido à 

cistoprostatectomia (D). Controle negativo (H). Aumento de 200X.  
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Figura 17: Fotomicrografia mostrando imuno-histoquímica das áreas de tecido prostático 

benigno e tumoral para metaloproteinase no grau de Gleason≥8 (A,E), Gleason=7 (B,F), 

Gleason=6 (C,G). Próstata dos pacientes com câncer de bexiga submetido à 

cistoprostatectomia (D). Controle negativo (H). Aumento de 200X.  
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Não houve correlação nos resultados de imuno-histoquímica de 

colágeno I e III em relação ao escore de Gleason, em ambas as áreas benignas 

e tumorais. Entretanto houve uma correlação positiva na expressão de 

metaloproteinase em relação ao escore de Gleason na área tumoral (figura 18). 
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Figura 18: Correlação entre colágeno I, III e metaloproteinase e grau de Gleason na área 

tumoral (A,C,E) e no tecido prostático benigno adjacente (B,D,F). 
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Comparando a  área  normal  de  pacientes  submet idos  à  

c is topros ta tectomia  com áreas  normais  dos  d i fe rentes  graus  de 

Gleason ,  não  há  d i fe rença  s igni f icat iva  na  expressão tanto  dos  

genes  quanto  das  prote ínas  ( f igura  19) .  
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Figura 19: Comparação entre grupo controle e áreas de tecido prostático benigno, tanto por 

expressão de PCR (A,B) quanto por imuno-histoquímica (C,D,E).  Os dados são expressos 

como média ± erro padrão. Letras diferentes significam diferença estatística.  
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Na  f igura  20  most rou-se  que  não houve  diferença 

es ta t í s t ica  s igni f icat iva  na  expressão  das  á reas  de  colágeno 

ent re  os  es tadios  pT2  e  pT3  e  PSA pré  operatór io .  
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Figura 20 - ex p r es s ão  d as  á rea s  d e  co l ágen o  en t r e  os  es t ad io s  p T2  e  p T 3  

( A , B)  e  co r r e l ação  d e  PS A p r é  op e r a tó r i o  (C ,D ) .  Letras diferentes significam 

diferença estatística.  
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DISCUSSÃO 

 

 

O fato  da c lass i f i cação  de Gleason permanecer  desde  a  

sua  descr ição  em 1966 até  os  d ias  de  hoje  como o  maior  fa tor  

prognóst ico  i so lado  do  câncer  pros tá t ico  gera  expectat ivas  

para  a  ident i f icação de out ros  fa tores  que possam ser  usados  

i so ladamente  ou  em conjunto  ao  grau  de  Gleason como fator  

prognóst ico .  A class i f icação de Gleason  fo i  a t ual izada  em 

2005 durante  o  encontro  de  especial i s tas  da  Sociedade 

In te rnacional  de  Patologia  Urológica .  Após  a  conferência  

consenso,  d iversos  es tudos  confi rmaram a  super ior idade  do 

s is tema modif icado  de Gleason ass im como o  impacto  na 

prát i ca  urológica  [23] .    

 

A maior limitação desta classificação é a fraca concordância entre o 

escore da biópsia e da prostatectomia [24-26] . Apenas em cerca de 1/3 dos 

casos tais concordâncias tipicamente existem, com outro 1/3 tendo um escore 

de prostatectomia que é ± 1 do escore da biópsia por agulha. Para o 1/3 

restante, a diferença é de 2 ou mais. Fatores que contribuem para tais 

discrepâncias incluem a heterogeneidade do tumor, erros de amostragem, 

intervariabilidade e intravariabilidade, e erros interpretativos [27] .  Isto serve 

para mostrar a importância de se pesquisar outros métodos de avaliação para 

auxiliar ao grau de Gleason, que é um sistema baseado na avaliação do padrão 

glandular do tumor prostático maligno. Devemos recordar que ao redor das 

glândulas prostáticas tem-se o estroma que forma uma arquitetura que dá 
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proteção a este tecido. A medida em que o adenocarcinoma prostático se 

desenvolve tem-se a substituição progressiva no estroma das fibras musculares 

lisas em miofibroblastos. Os miofibroblastos no estroma reativo sintetizam 

componentes da matriz extracelular como o colágeno I, colágeno III, 

isoformas de fibronectina, tenascina e versican [12]. Um dos  pr incipais  

papéis  p ropostos  dos  miof ibroblas tos  na  progressão e  

c rescimento  do c âncer  é  a  t rans ição  do  tumor  não invas ivo 

para  invas ivo,  suger i ndo  que  o  aparecimento  dos  

miof ibroblas tos  precede  a  fase  de  c âncer  invas ivo  [28]. Esta 

mudança do estroma provavelmente está relacionada com o grau de 

agressividade do tumor seja no que se refere à invasão local, seja em relação 

ao potencial metastático. Logo é coerente imaginar que a agressividade do 

tumor não estaria somente relacionado ao padrão glandular, mas sim ao 

conjunto elemento glandular e estroma ao redor. Peguemos o exemplo do 

Gleason 5 + 5, que representa um tumor bem indiferenciado e assim de 

comportamento agressivo, e que segundo Yanagisawa e  autores, geralmente 

não tem estroma [29]. Na literatura encontram-se  diversos trabalhos 

estudando esta correlação, muitos ao nível protéico (por imuno-histoquímica). 

Acreditando que há muito a descobrir neste ponto, procuramos avaliar através 

da pesquisa gênica, se há expressão do colágeno tipo I e III no câncer de 

próstata, de uma forma que acreditamos não ter sido avaliada antes. Dentre os 

componentes do estroma, o colágeno foi o escolhido, por se tratar da proteína 

mais abundante nos mamíferos e um dos principais constituintes da matriz 

extracelular e membrana basal [30]. 

 

A sobrevida  l ivre  de  recid iva  de  PSA dos  pacientes  

se lecionados  nes te  t rabalho fo ram aval ia das  em relação ao  
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es tadio  pato lógico ,  PSA pré -operatór io  e  d i ferentes  graus  de 

Gleason  ao  longo  de a té  5  anos .  Nossos  resul tados  es tão  de 

acordo com os  pr imeiros  5  anos  daqueles  demonst rados  para  

uma amost ra  de  2409 pacientes ,  da  Univers idade de Johns  

Hopkins ,  submet idos  à  pros ta tectomia  radical  re t ropúbica  por  

adenocarcinoma de  prós ta ta  local izado ,  ent re  1982 e  1999 

[31] .  Is to  most ra  que apesar  do  número pequeno da  amost ra  

u t i l izada  nes te  t rabalho ,  es te  grupo  fo i  bem selecionado dando 

confiabi l idade aos  resul tados .    

 

A expressão do  gene  de  colágeno I  e  I I I  fo i  maior  na  

á rea  tumoral  das  amost ras  de  Gleason=6 em comparação  a  

á rea  de  t ecido pros tá t ico  benigno  ad jacente ,  ocor rendo o  

inverso  nas  amost ras  de  Gleason≥8.  As  amost ras  de  

Gleason=7 não apresen taram al teração s igni f icat iva .  Por  

out ro  lado,  a  anál ise  da  expressão  proté ica  por  imuno -

his toquimica  most rou  resul tados  d i fe rentes .  A expressão  de 

ambas  as  prote ínas  colágeno  I  e  I I I  foram s igni f icat ivamente  

reduzidas  na  á rea  tumoral  em todos  os  g raus  de  Gleason 

quando  comparado  a  área  ad jacente  de  tecido  benigno .  Os  

resul tados  aparentemente  contradi tór ios ,  na  verdade ,  podem 

ser  resul tados  dos  d i ferentes  mecanismos  que regulam a 

expressão gênica  [32] .  

 

A f im de  tenta r  esclarecer  a lguns  mecanismos da 

regulação  gênica ,  anal isamos  a  expressão  da  prote ína 

metaloproteinase  13 ,  responsável  pela  degradação da matr iz  
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extracelu la r  [13] .  Sua  expressão  se  most rou  aumentada na 

á rea  tumoral  em todos  os  graus  de  Gleason quando comparado 

a  á rea  de  tecido pros tá t ico  benigno  ad jacente ,  suger indo que  a  

redução na expressão  da p rote ína colágeno  ser ia  consequente  

a  ação des ta  enzima.  Não podemos esquecer  que  a  meia  v ida 

de  uma proteína é  maior  que  a  meia  v ida do  RNA,  o  qual  é  

t raduzido em proteína  imediatamente  após  a  sua s ín te se .  Desta  

fo rma,  podemos hipotet izar  que  a  expressão  do gene é  

resul tado de  uma ação  mais  recente  ocorr ida  dent ro  da  célu la  

que pode não se  re f le t i r  imediatamente  na  quant idade de 

prote ína ,  que por  ter  uma meia  v ida longa,  pode permanecer  

mais  tempo no tec ido .  Exper imentos  u t i l izando cul turas  de  

célu las  e /ou  tecidos  poder iam a judar  a  e lucidar  os  

mecanismos  de  regulação  da  expressão  gênica  que ocor rem no 

tecido  tumoral .  

 

Apesar  de  nossos  resul tados  não  expl icarem a  razão  para  

essa  contradição ,  não  temos  conh ecimentos  de es tudos  prévios  

que tenham anal isado a  expressão do gene  de colágeno em 

casos  de câncer  de  p rós ta ta ,  o  que  torna es te  t rabalho inédi to  

e  in teressante .  Podemos supor  que a  d i fe rença na expressão 

gênica  de  colágeno  ent re  as  á reas  tumorais  e  tecidos  

pros tá t icos  benignos  adjacentes  exerça  a lguma importância  

funcional  na  g lândula  de  modo  que  esse  resul tado pode  ser  

explorado fu turamente  para  um melhor  entendimento  sobre  o  

surgimento  e  progressão da  doença .  
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Burns-Cox  e  colegas  [30]  most ram que  a  men or  

quant idade  de colágeno  em tumores  de  grau  de Gleason≥8 

pode levar  à  d iminuição do sus tento  nut r ic ional  celu lar  e ,  

por tanto ,  expl icar  o  aumento  do  número  de  focos  de  necrose  

em tumores  de  a l to  grau .  Além dis to ,  o  câncer  de  prós ta ta  de  

a l to  grau  es tá  asso ciado à  perda  de  res is tência  es t ru tural ,  

aumento  da celu la r idade,  d iminuição da matr iz  ext racelu lar  e  

aumento  da f r iabi l idade ,  o  qual  conf i rma a  conclusão de 

depleção de  colágeno .  Podemos hipotet izar  que  a  a l ta  

expressão do gene  de colágeno nos  casos  de Gl eason=6 ter ia  o  

e fe i to  oposto  jus t i f icando ass im os  d i ferentes  fenót ipos  dos  

tumores  de  d i ferentes  g raus .  Entre tanto  as  d i fe renças  ent re  

expressão do gene  e  da  p rote ína  nos  tumores  de  grau  de 

Gleason=6 to rna d i f íc i l  a  acei tação des ta  h ipótese ,  tornando 

essencial  a  real ização  de  novos  exper imentos a  f im de 

esclarecer  essa  h ipótese .  

 

A anál ise  de  correlação  most ra  que  apesar  da  d i fe rença 

na expressão do gene  de colágeno ent re  a  área  tumoral  e  o  

tecido  pros tá t ico  benigno adjacente  nos  casos  de Gleason=6 e  

Gleason≥8 ,  não  há  correlação  ent re  expressão  de colágeno  I  

ou  I I I  e  grau  de Gleason .  A o nível  proté ico  os  resul tados  são  

semelhantes .  Podemos  assumir  então  que o  colágeno não pode 

ser  u t i l izado como um fator  de  prognóst ico  junto  ao  grau  de 

Gleason  nem a  n ível  gênico  nem protéico .  A fa l ta  de  

cor relação  ent re  o  grau  de  es t roma e  os  parâmetros  c l ín ico -

patológicos ,  ao  n ível  proté ico ,  fo i  demonst rada  previamente  
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no t rabalho de  Ayala  e  colegas  [ 33] .   

 

No entanto ,  a  expressão  da  metaloproteinase  most rou 

uma cor relação  pos i t iva  com grau  de  Gleason.  Apesar  de  ser  

uma cor relação a inda f raca ( r
2
=0,47) ,  acredi tamos que com 

um número  maior  de  amost ras  essa  cor relação  poder ia  chegar  

a  valores  próximos de 1 .  Esse  dado cor robora  a  l i te ra tura  que 

most ra  que a  expressão de out ras  metaloproteinases  apresenta  

cor relação com grau  de Gleason  [34] .  Mais  uma vez não 

encontramos dados  sobre  a  expressão da metaloproteinase  13  

no câncer  de  prós ta ta .  

 

A ausência  de  cor relação  ent re  colágeno e  PSA pré -

operatór io  poder ia  ser  expl icad a  pelo  fa to  de  que  as  e levações  

do PSA não são  especí f icas  para  câncer  pros tá t ico .   

 

Sabendo da  re lação exis tente  ent re  grau  de  Gleason e  

es tadio ,  era  de  se  esperar  a  não  cor relação  ent re  a  expressão 

de  colágeno  e  es tadio ,  tendo  em vis ta  a  fa l ta  de  associação  

ent re  a  expressão de colágeno e  grau  de  Gleason.  

        

A comparação ent re  as  áreas  de  tecido pros tá t ico  benigno  

ad jacentes  ao  tumor  e  a  prós ta ta  normal  de  pacientes  

submet idos  a  c is tectomia sugere  que  não  há  um padrão na 

expressão  do gene  colág eno  nessas  á reas .  Entre tanto ,  a o  n ível  

proté ico  os  resul tados  são  mais  homogêneos  não havendo 

di fe rença  s igni f icat iva  ent re  as  d i ferentes  á reas .  Acredi tamos 
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que mais  uma vez ,  essa  d iscrepância  deva -se  a  meia  v ida mais  

longa da prote ína  em comparação ao  RNA .  De qualquer  

fo rma,  esses  resul tados  sugerem que  pelo  menos  para  es te  t ipo  

de  anál ise  ambos  os  t ipos  de  contro le  parecem ser  

sa t i s fa tór ios .  
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CONCLUSÃO 

  

 

 Não há correlação ent re  expressão de colágeno e  grau  de 

Gleason ,  nem a  n ível  gênico  nem protéico .  

  

       A expressão de metaloproteinase  apresenta  correlação 

pos i t iva  com grau  de Gleason ,  o  que  sugere  ser  um fator  

promissor  para  melhor á- lo .   
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