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RESUMO 

 

 A ativação aberrante da via de sinalização de Wnt tem sido 

freqüentemente associada à tumorigênese do câncer de próstata (CaP). No 

entanto, pouco se sabe sobre o papel e perfil de expressão do membro Wnt4 

no desenvolvimento deste tumor. Este trabalho apresenta dois principais 

objetivos: 1- Avaliar a expressão da proteína Wnt4 em amostras tumorais e não 

tumorais (hiperplasia prostática benigna - HPB) de próstata através de 

imunohistoquímica em microarranjos de tecido (TMA) e 2- Avaliar o potencial 

papel da proteína Wnt4 como antígeno associado ao CaP. A análise do perfil 

de expressão da proteína Wnt4 em amostras tumorais e de HPB apresentou 

marcação citoplasmática e de membrana, não havendo diferenças 

estatisticamente significativas no valor mediano da intensidade de marcação 

entre elas. Ressalta-se uma marcação mais intensa para Wnt4 na borda apical 

das células epiteliais voltadas para o lúmen do ácinos prostáticos. O perfil de 

expressão de Wnt4 não apresentou correlação com o Escore de Gleason, 

níveis de PSA, recidiva clínica e presença de um segundo tumor. No entanto, 

pacientes cujas amostras de tumor de próstata marcavam mais fortemente 

para a proteína Wnt4 apresentavam recorrência bioquímica da doença num 

tempo menor em relação a pacientes cujas amostras apresentavam marcação 

fraca ou ausente. A expressão das proteínas E-caderina e Topoisomerase II-α 

também foi analisada nas mesmas amostras do TMA e seus perfis de 

marcação também não apresentaram correlação com os parâmetros clínico-

patológicos investigados. A expressão de Topoisomerase II-α foi maior em 

amostras de CaP quando comparadas com amostras de HPB. Neste estudo, 

mostramos haver correlação entre o perfil de marcação das proteínas Wnt4, E-

caderina e Topoisomerase II-α. Ensaios de imunoblot utilizando a proteína 

Wnt4 recombinante identificaram a presença de autoanticorpos contra esta 

proteína em uma mistura de soros de pacientes com CaP, mas não em 

amostras de soros de indivíduos controles sadios. Em conjunto nossos dados 

mostram que a proteína Wnt4 não é diferencialmente expressa entre tecidos de 

CaP e HPB e que quando superexpressa em amostras de tumores de CaP 

parece apresentar correlação com menor tempo de recorrência bioquímica. 

Este estudo também apresenta a primeira evidência de que a proteína Wnt4 é 
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capaz de induzir resposta imune humoral em pacientes com CaP, podendo 

constituir, portanto, um potencial antígeno associado ao CaP.  
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ABSTRACT 

 

 Aberrant Wnt signaling pathway activation has been associated with 

prostate cancer (PCa) tumorigenesis. However, the role and expression 

profiling of Wnt4 member in PCa tumorigenesis is poorly understood. This work 

presents two main objectives: 1- Evaluate the expression of Wnt4 in tumor and 

non tumor prostate samples (benign prostate hyperplasia - BPH) through 

immunohistochemistry in tissue microarrays (TMA) and 2- Evaluate the 

potential role of Wnt4 as a tumor associated antigen in PCa. Wnt4 expression 

profiling in PCa and BPH presented a cytoplasmatic and membrane staining 

pattern, with no significant statistical difference at the median intensity staining 

values between these two samples. It is noteworthy the stronger Wnt4 staining 

at the apical border of epithelial cells toward the prostatic acini lumen. Wnt4 

expression pattern did not present any correlation to Gleason score, PSA 

levels, clinical relapse and presence of a second tumor. However, PCa patients 

whose tumor samples were strongly stained for Wnt4 presented biochemical 

recurrence earlier than those whose tissues presented weak or absent Wnt4 

staining. The expression of E-cadherin and Topoisomerase II-α were also 

analyzed in these same samples on this TMA and their expression profiling did 

not present any correlation to the clinical-pathological parameters analyzed as 

well. The expression of Topoisomerase II-α was higher in PCa tumor samples 

as compared to BPH tissues. In this study, we showed a correlation between 

the expression profiling of Wnt4, E-cadherin and Topoisomerase II-α. 

Immunoblot assays using the Wnt4 recombinant protein identified 

autoantibodies against this protein in a pool of serum samples from PCa 

patients, but not in a pool sample from healthy donor individuals. As a whole, 

our data show that Wnt4 protein is not differentially expressed between PCa e 

BPH tissues and that there is correlation between highly Wnt4 protein 

expression in PCa tumor tissues and an earlier biochemical recurrence. This 

study also provides the first clues that Wnt4 could trigger humoral immune 

response in PCa patients and hence corresponding to a potential PCa tumor 

associated antigen. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Glândula prostática 

 

A próstata é uma glândula exócrina do sistema reprodutor masculino, 

localizada anteriormente ao reto e inferiomente à bexiga, circundando parte da 

uretra (Figura 1A). Ela produz e secreta o líquido prostático, um líquido de pH 

alcalino que facilita a locomoção dos espermatozóides e que, ao se juntar com 

a secreção das vesículas seminais e com os espermatozóides na uretra, forma 

o sêmen. 

 

        

Figura 1. A próstata e sua composição celular. (A) Localização anatômica da próstata na 
pelve. (B) Representação esquemática das camadas celulares que compõem o epitélio 
prostático normal (modificado de Balk SP et. al., 2003). 

 

A glândula prostática nos humanos consiste de ácinos e ductos 

compostos por uma única camada de células epiteliais secretoras cercada por 

uma camada contínua de células basais e uma membrana basal (Figura 1B). 

Ao redor da glândula há um estroma formado por fibroblastos, músculo liso, 

nervos e vasos linfáticos. O estroma produz fatores de crescimento importantes 

para o desenvolvimento da próstata normal como também do câncer de 

próstata (Chung LW, 1995; Ware JL, 1993). 

 Anatomicamente, a próstata pode ser dividida em lobos, sendo dois 

lobos laterais (direito e esquerdo), um lobo anterior, um posterior e um lobo 

médio (Figura 2). Os lobos laterais formam a massa principal da glândula, são 

contínuos posteriormente, mas separados anatomicamente pela uretra 

A B 
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prostática. O lobo anterior não possui tecido glandular e é constituído apenas 

por tecido fibromuscular. O lobo posterior é o lobo que é palpado durante a 

realização do exame retal digital e o lobo médio é a porção da glândula situada 

entre os ductos ejaculatórios e a uretra. A próstata é envolvida por uma cápsula 

fibromuscular, que é considerada um limite anatômico para o estadiamento e 

prognóstico do câncer de próstata. 

 

 
Figura 2.  Visão frontal e lateral da próstata, mostrando sua divisão em lobos. 

 

1.2 Alterações do tecido prostático 

 

 Algumas alterações da próstata podem acometer indivíduos adultos, 

gerando doenças clinicamente importantes como a prostatite, a hiperplasia 

prostática benigna (HPB) e o câncer de próstata (CaP). A prostatite é a 

inflamação da glândula causada por agentes infecciosos, geralmente bactérias. 

Essa condição é frequentemente acompanhada de desconforto, dor ao urinar 

e, às vezes, febre. A HPB corresponde ao aumento do volume da próstata, 

causando transtornos urinários aos pacientes. Apesar de possuir uma elevada 

taxa de incidência em homens com mais de 50 anos e ser uma das principais 

patologias urológicas, a HPB não é considerada uma lesão pré-maligna. O 

CaP, por sua vez, surge de alterações malignas nas células prostáticas e sua 

evolução pode levar à morte, mas a doença pode ser curável se for detectada 

precocemente. 
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1.2.1 Câncer de próstata 

 

 Assim como outros tumores, a patogênese do CaP reflete tanto 

componentes hereditários quanto componentes ambientais. Alguns dos fatores 

que estão associados a um maior risco de desenvolvimento do CaP são a 

idade avançada, histórico da doença na família, fatores ambientais, raça e dieta 

alimentar (Deutsch E et. al., 2004). 

 O CaP é a segunda causa de morte por neoplasias entre os homens e o 

câncer não-cutâneo mais freqüente entre os brasileiros. Dados da estimativa 

do Instituto Nacional de Câncer prevêem quase 50.000 casos novos de CaP 

para o ano de 2008 (Figura 3) (Estimativa 2008: Incidência de Câncer no Brasil. 

Rio de Janeiro: INCA 2007). 

 

 
Figura 3.  Estimativa da incidência de câncer na população brasileira para o ano de 2008. 

   

1.2.1.1 Progressão 

 

 Os eventos associados ao início do CaP não são completamente 

compreendidos, porém algumas evidências sugerem que, além de alterações 
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genéticas, o CaP se desenvolve a partir de um microambiente inflamatório (De 

Marzo AM et. al., 2007; Wagenlehner FME et. al., 2007). Assim, tem sido 

sugerido que o CaP se desenvolve a partir de uma atrofia inflamatória 

proliferativa (AIP), que é caracterizada pelo aumento da proliferação das 

células epiteliais com a presença de grandes infiltrados inflamatórios (Figura 4). 

Como dito anteriormente, na glândula prostática normal o epitélio é composto 

pela camada luminal de células secretoras colunares e pela camada basal de 

células cuboidais revestidas pela membrana basal. As células epiteliais 

altamente proliferativas da AIP começam a perder a estrutura colunar e 

passam a exibir células em formato cuboidal. Além disso, os ácinos começam a 

perder as suas invaginações características. Diversas evidências sugerem que 

lesões da AIP podem ser precursoras da neoplasia intraepitelial da próstata 

(NIP) (Nelson WG et. al., 2004). A NIP é caracterizada por ter células de formas 

variadas e aumento no tamanho do núcleo das células dos ductos e ácinos. A 

progressão da NIP dá origem então ao CaP localizado, caracterizado 

principalmente pela perda da camada de células basais e da arquitetura normal 

da glândula. O CaP avança para a doença metastática, caracterizada por 

ausência de membrana basal, grande invasão do estroma e formação 

glandular inexistente. Todas essas alterações histopatológicas são 

acompanhadas por mudanças na expressão de muitos genes e também de 

perdas genéticas, que contribuem para a progressão do tumor de próstata (De 

Marzo AM et. al., 2007; De Marzo AM et. al., 2004; Gonzalo ML & Isaacs WB, 

2003). 
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Figura 4.  Modelo de progressão do câncer de próstata (Gonzalo ML & Isaacs WB, 2003). 

  

1.2.1.2 Estadiamento do tumor 

 

 A evolução dos pacientes com câncer está intimamente relacionada com 

a extensão da neoplasia e, por isso, foram introduzidos na clínica sistemas de 

estadiamento do tumor com a finalidade de caracterizar sua extensão e 

padronizar a classificação dos pacientes com a doença, permitindo estudos 

comparativos mais precisos. 

 Dois sistemas são comumente utilizados para classificar o estadiamento 

do CaP, sendo eles o sistema TNM e o sistema AJCC. Em 1993, o “American 

Joint Committee on Cancer” (AJCC) e o “International Union Against Cancer” 

modificaram um sistema de estadiamento existente desde os anos 50 (Sistema 

Whitmore-Jewett), adotando um método que estratifica mais precisamente os 

pacientes. Esse sistema foi chamado de TNM, pois ele adota a classificação do 

tumor, o status do linfonodo e se há ou não metástases (Tabela 1). Em 2002, o 

AJCC revisou mais uma vez a classificação do sistema TNM adicionado a ele o 

grau de diferenciação da neoplasia (grau de Gleason), formando o sistema de 
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estadiamento AJCC, que agrupa o CaP em estádios I a IV. (Tabela 2 e Figura 

5). 

 

Tabela 1. Sistema de estadiamento TNM para o câncer de próstata. 

 

 

Tabela 2.  Sistema de estadiamento AJCC para o câncer de próstata. 

 

Sistema TNM – Classificação Clínica  
 

T – Tumor primário 
TX Tumor não avaliado 
T0 Sem evidência de tumor primário 
T1 
T1a 
T1b 
T1c 

Tumor não diagnosticado clinicamente, não palpável ou visível por exame de imagem 
Achado incidental ocupando ≤ 5 % do tecido ressecado 
Achado incidental ocupando > 5 % do tecido ressecado 
Achado por biópsia realizada devido à elevação no PSA 

T2 
T2a 
T2b 
T2c 

Tumor confinado à próstata 
Ocupa a metade ou menos de um dos lobos 
Ocupa mais da metade de um dos lobos 
Comprometimento de ambos os lobos 

T3 
T3a 
T3b 

Tumor que se estende através da cápsula prostática 
Extensão extracapsular (uni ou bilateral) 
Invasão da vesícula seminal 

T4 Tumor fixo ou invadindo estruturas pélvicas (colo vesical, esfíncter externo, reto, 
parede pélvica, ou músculos elevadores do ânus) 

  
N – Linfonodos regionais 

NX Linfonodos regionais não avaliados 
N0 Ausência de metástase em linfonodos regionais 
N1 Presença de metástase em linfonodos regionais 
 

M – Metástase à distância 
MX Metástase à distância não avaliada 
M0 Ausência de metástase à distância 
M1 
M1a 
M1b 
M1c 

Presença de metástase à distância 
Em linfonodo(s) não regional(ais) 
Osso(s) 
Outras localizações 

 
Obs.: A classificação patológica (pTNM) corresponde à classificação clinica, porém  não existe 
a categoria pT1. 

Sistema AJCC ( American Joint Committee on Cancer ) 
 

AJCC  
Estádio I T1a N0 M0 Baixo Gleason (2-4) 
Estádio II T1a 

T1b, T1c 
T1, T2 

N0 
N0 
N0 

M0 
M0 
M0 

Intermediário ou alto Gleason (5-10) 
Qualquer Gleason (2-10) 
Qualquer Gleason (2-10) 

Estádio III T3 N0 M0 Qualquer Gleason (2-10) 
Estádio IV T4 

Qualquer T 
Qualquer T 

N0 
N1 
Qualquer N 

M0 
M0 
M1 

Qualquer Gleason (2-10) 
Qualquer Gleason (2-10) 
Qualquer Gleason (2-10) 
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Figura 5.  Representação dos estádios I a IV do câncer de próstata, segundo o sistema AJCC 
(retirado de http://www.cancer.gov). 
 

1.2.1.3 Diagnóstico 

 

  Atualmente, os métodos mais utilizados para o diagnóstico do CaP são: 

o exame do toque retal, a dosagem sérica do antígeno específico da próstata 

(PSA), a ultra-sonografia transretal e a biópsia da próstata. 

O exame digital retal é o método de detecção mais utilizado para o CaP, 

mas embora ele constitua uma importante ferramenta de diagnóstico, ele pode 

falhar em identificar tumores que estão confinados ao órgão ainda em um 

estágio curável (Yamamoto T et. al., 2001). Isso porque durante o exame, 

somente as porções posterior e lateral da próstata conseguem ser palpadas, 

deixando cerca de 40% dos tumores fora de seu alcance. 

Por ser um método não invasivo, a detecção sérica do PSA surgiu como 

teste promissor e até hoje é amplamente utilizado para diagnóstico e 

monitoramento de pacientes com CaP (Mikolajczyk SD et. al., 2004). O PSA é 

uma glicoproteína de 34 KDa pertencente à família das calicreínas. Ele é 

secretado no fluido prostático (Coffeey DS, 1993), onde sua função é degradar 
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proteínas de alto peso molecular, que são sintetizadas na vesícula seminal, a 

fim de inibir a coagulação do sêmen. Seus níveis séricos estão aumentados na 

tumorigênese da próstata, uma vez que com a perda normal da arquitetura da 

glândula, o PSA passa a ter acesso à circulação periférica. No entanto, esse 

marcador possui baixo valor preditivo, uma vez que a elevação de seus níveis 

séricos não ocorre somente em CaP. Outras alterações e manipulações da 

próstata como a HPB, prostatites e a ejaculação também provocam um 

aumento do PSA (Riffenburgh R et. al., 2003; Catalona WJ & Smith DS, 1998; 

Dillioglugil O et. al., 1997). Devido à baixa especificidade, seu uso 

isoladamente torna-se pouco relevante para o diagnóstico precoce do CaP. No 

entanto, o PSA tem alto valor prognóstico (Oesterling JE et. al., 1988; Stamey 

TA & Kabalim JN, 1989), visto que seus níveis estão diretamente relacionados 

à progressão ou regressão do tumor. Assim, pode-se avaliar a eficiência do 

tratamento pela diminuição das concentrações séricas do PSA. 

A fim de aumentar a sensibilidade e especificidade do PSA como 

marcador diagnóstico, novas abordagens têm sido empregadas, como o uso da 

densidade e velocidade de aumento do PSA, referência de variações idade-

específica e o uso da relação PSA livre/ PSA total (Loeb S & Catalona WJ, 

2007; D’Amico AV et. al., 2004; Catalona WJ et. al., 2003). 

Além do PSA e do exame físico da próstata, o rastreamento das 

anomalias prostáticas também é feito pela ultra-sonografia transretal e biópsia, 

as quais são indicadas sempre que houver dúvidas ou anormalidades no toque 

retal ou no PSA. 

O diagnóstico definitivo de CaP é dado pelo estudo histopatológico do 

tecido obtido pela biópsia. Este estudo leva em consideração o padrão 

glandular e a relação entre as glândulas e o estroma prostático, determinando 

o grau de diferenciação das células tumorais. Os tumores são classificados em 

5 graus (denominados graus de Gleason), sendo que as lesões de grau 1 

representam lesões mais diferenciadas e as de grau 5 as menos diferenciadas 

(Figura 6). Como o padrão histológico do CaP é bem heterogêneo, o 

diagnóstico final é dado pelo Escore de Gleason (EG), que é a soma dos graus 

das duas subpopulações predominantes de células no tecido. O EG está 

relacionado com o prognóstico, sendo que quanto menor o EG melhor o 

prognóstico do paciente (Lapointe J et. al., 2004). É importante lembrar que 
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muitas vezes o EG das biópsias difere do EG obtido posteriormente com a 

peça cirúrgica (Steinberg DM et. al., 1997), principalmente devido à quantidade 

de tecido disponível para exame na biópsia, que é muito menor em relação à 

quantidade disponível nas peças. 

 

 
Figura 6.  Representação histológica dos graus de diferenciação das células tumorais 

prostáticas (graus de Gleason) (retirado de http://www.stjohn.org). 
 

Mesmo utilizando parâmetros clínicos como o EG, níveis séricos de PSA 

e estadiamento do tumor, ainda permanece difícil de predizer o prognóstico dos 

pacientes (Singh D et. al., 2002). Atualmente, estudos moleculares em CaP 

representam uma nova possibilidade de auxílio a esses parâmetros, a fim de se 

ter maior segurança para detectar o CaP, classificá-lo e também no que se 

refere ao controle da doença após o tratamento e acompanhamento clínico dos 

pacientes (Laitinen S et. al., 2008; Cooper CS et. al., 2007; Datta MW et. al., 

2007; Ornstein DK et. al., 2004; Rogers CG et. al., 2004). 

 

1.2.1.4 Tratamento 

 

 O tratamento para o CaP aumenta a sobrevida de muitos pacientes com 

doença localizada, mas é raramente curativo para tumores extensivos. 

 Dentre as opções para o tratamento da doença localizada incluem-se a 

prostatectomia radical, a radioterapia e a observação vigilante, que é uma 

opção empregada apenas em pacientes com tumores de baixo grau histológico 

e com expectativa de vida limitada. A prostatectomia radical é o procedimento 

mais utilizado e consiste na remoção cirúrgica de toda a glândula prostática e 
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de alguns linfonodos proximais. A radioterapia pode ser externa ou intersticial 

(braquiterapia): a externa é indicada para pacientes com contra-indicação à 

cirurgia e a intersticial é realizada através da implantação de sementes 

radioativas e indicada para pacientes com bom prognóstico. 

 Mesmo após a terapia para tumores clinicamente localizados, alguns 

pacientes ainda desenvolvem tumores disseminados. O tratamento da doença 

metastática existe, mas a cura é improvável. Este tratamento está baseado na 

supressão androgênica, que pode ser feita pela orquitectomia bilateral, 

utilização de análogos do hormônio liberador do hormônio luteinizante, 

utilização de estrógenos e anti-andrógenos puros ou mistos. No entanto, após 

um ou dois anos, a maioria dos tumores não respondem mais à terapia anti-

hormonal e começam a crescer novamente – são chamados de câncer de 

próstata refratário a hormônio (CPRH). 

 Diversos estudos têm sido realizados para oferecer novas opções 

terapêuticas para o CPRH. Dentre elas estão o tratamento com agentes anti-

angiogênicos, inibidores de pequenas moléculas que são capazes de bloquear 

vias de sinalização celular envolvidas em crescimento e apoptose, agentes 

citotóxicos como drogas a base de platina (carboplatina e satraplatina), 

análogos de vitamina D como o calcitriol e terapia baseada em 

oligonucleotídeos antisense (Hadaschik BA et. al., 2007). Dentre os inibidores 

de pequenas moléculas transdutoras de sinal está o antagonista do receptor de 

endotelina-A (Atrasentam), que é o agente mais desenvolvido clinicamente 

dentro dessa classe de compostos para uso no tratamento do CPRH 

(Vogelzang NJ et. al., 2005), e o imatinib (Gleevec) que inibe a atividade 

tirosina cinase do receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGF-R) (Kim SJ et. al., 2006; Mathew P et. al., 2004). Já os 

oligonucleotídeos antisense oferecem uma estratégia para regular genes 

envolvidos na progressão do câncer que não são suscetíveis à inibição por 

pequenas moléculas ou anticorpos. Alguns oligonucleotídeos antisense em 

desenvolvimento clínico contra o CPRH são contra clusterina (Trougakos IP et. 

al., 2004; Zellweger T et. al., 2002; Miyake H et. al., 2000), subunidade R2 da 

ribonucleotídeo redutase (Desai AA et. al., 2005) e proteína de choque térmico 

27 (HSP27) (Miyake H et. al., 2006). 
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1.2.1.5 Genes diferencialmente expressos 

 

 Como dito anteriormente, pouco ainda se sabe a respeito dos 

mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento e progressão do 

CaP. Em geral, o desenvolvimento de tumores está associado a produtos 

gênicos alterados ou desregulados que afetam funções críticas como divisão e 

diferenciação celulares, assim como aspectos relacionados com a 

angiogênese, morte e adesão celular. Um melhor entendimento dessas 

mudanças moleculares e a identificação de vias bioquímicas importantes 

podem fornecer uma base para o desenvolvimento de novas ferramentas de 

diagnóstico e prognóstico assim como fornecer novos alvos para a terapia. 

 No caso do CaP, uma série de genes com expressão diferencial têm 

sido identificados e caracterizados com a ajuda de técnicas como microarranjos 

de DNA e tecido, “differential display” e ferramentas de bioinfomática, sendo 

alguns deles apresentados nas Tabelas 3 e 4. 

  

Tabela 3.  Genes hipoexpressos em câncer de próstata. 

Função Nome Referência 

Hipoexpressos 
  

Gene supressor de tumor p27 Nikoleishvili D et. al., 2007 

Transdução de sinal PTEN 
LMO-4 
RASSF1A 
 

Dhanasekaran SM et. al., 2001 
Mousses S et. al., 2002 
Liu L et. al., 2002 

Sinalização por cálcio E-caderina Dhanasekaran SM et. al., 2001 

Matriz extracelular Hevina Nelson PS et. al., 1998 

Detoxificação GSTP1 
CYP3A7 

Bostwick DG et. al., 2007 
Stamey TA et. al., 2001 
 

Ciclo celular Cdc6 Robles LD et. al., 2002 

Inibidor de protease Maspina Stamey TA et. al., 2001 
 

Proteína ligadora de hormônio 
tiroidiano 

CRYM Mousses S et. al., 2002 

Transição epitelial TERE1 McGarvey TW et. al., 2003 
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Tabela 4.  Genes superexpressos em câncer de próstata. 

Função Nome Referência 

Superexpressos 
  

Transdução de sinal ER-β 
Smad3 

Fixemer T et. al., 2003 
Lu S et. al., 2007 

Anti-apoptose Bax 
Bcl-2 
Clusterina 
Bcl-xL 

Tolonen TT et. al., 2007 
Tolonen TT et. al., 2007 
Miyake H et.al., 2000 
Castilla C et. al., 2006 

Organização do citoesqueleto Vimentina 
 

Singh S et. al., 2003 

Sinalização por cálcio S100P Mousses S et. al., 2002 

Proteases Hepsina 
 
 
PIM-1 
PSMA 
 

Dhanasekaran SM et. al., 2001 
Stamey TA et. al., 2001 
Welsh JB et. al., 2001 
Dhanasekaran SM et. al., 2001 
Stamey TA et. al., 2001 
 

Regulação transcricional EZH2 
E2F3 
MYC 

Varambally S et. al., 2002 
Foster CS et. al., 2004 
Dhanasekaran SM et. al., 2001 
 

Divisão celular PTOV-1 
 

Welsh JB et. al., 2001 
Santamaría A et. al., 2003 
Benedit P et. al., 2001 
 

RNA não codificante DD3 Bussemakers MJG et. al., 1999 

Citocina secretada MIC-1 Welsh JB et. al., 2001 

Via de ácidos graxos/ metabolismo 
lipídico 

FAS 
 
AMACR 
 
 
Apolipoproteína E 

Welsh JB et. al., 2001 
Dhanasekaran SM et. al., 2001 
Rubin MA et. al., 2002 
Welsh JB et. al., 2001 
Dhanasekaran SM et. al., 2001 
Venanzoni MC et. al., 2003 

 

 Uma vantagem importante da descoberta e da definição do papel 

funcional dos genes que são diferencialmente expressos no CaP seria a 

utilização destes genes e das proteínas codificadas por eles como novos 

potenciais marcadores para diagnóstico, prognóstico e estadiamento, bem 

como potenciais alvos de terapia do CaP. 
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1.2.1.6 Antígenos associados a tumor 

 

 Além da caracterização de marcadores teciduais para o CaP, baseando-

se no perfil diferencial de expressão gênica ou protéica, muitos marcadores 

sorológicos têm sido descritos como uma alternativa mais viável para a 

detecção e acompanhamento da doença. Marcadores detectados através da 

corrente sanguínea estão entre os mais desejados, visto que representam 

métodos de fácil realização e menos invasivos para os pacientes. 

Neste contexto, já foram caracterizados diversos antígenos associados a 

tumor (TAAs) para muitos tipos de câncer, inclusive para CaP. Antígenos 

tumorais são moléculas expressas em células cancerosas, geralmente 

proteínas envolvidas em funções celulares fundamentais como replicação e 

transcrição. Uma das principais características dos antígenos tumorais é a 

habilidade de gerar resposta imune nos pacientes com câncer (Yang F & Yang 

XF, 2005; Dunn GP et. al., 2004; Adam JK et. al., 2003). Por serem 

provenientes de células do próprio organismo, essas moléculas são 

consideradas próprias. Essas proteínas próprias possuem determinadas 

características que fazem com que elas sejam reconhecidas pelo sistema 

imune. Esse reconhecimento ainda não é completamente entendido, mas 

existem algumas hipóteses para tentar explicá-lo. Uma dessas hipóteses é a 

superexpressão gênica, que levaria ao acúmulo de determinada proteína e isso 

poderia induzir a perda de tolerância imunológica a ela. Outras hipóteses são a 

mudança estrutural sofrida pela proteína em função de mutações, fenômeno 

este que geraria epítopos conformacionais diferentes das proteínas selvagens; 

a formação de isoformas variantes e a expressão diferencial de algumas 

proteínas, como por exemplo, proteínas que somente são expressas em certas 

fases do desenvolvimento (Daniels T et. al., 2005; Pendergraft WF et. al., 2005; 

Line A et. al., 2002). 

A resposta imune tumoral ocorre através das células dendríticas, que 

são células apresentadoras de antígenos (APC) profissionais. As células 

dendríticas são capazes de capturar as células tumorais ou seus antígenos, 

processá-los e apresentar os peptídeos derivados desses antígenos através de 

moléculas MHC de classe I ou II, ativando células T CD8+ ou CD4+, 

respectivamente. Devido aos estímulos fornecidos pelas APCs, as células T 
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CD8+ diferenciam-se em linfócitos T citotóxicos (CTLs) capazes de destruir as 

células tumorais. As células T CD4+ ativadas podem aumentar a resposta 

imune tumoral, através da secreção de citocinas importantes como, por 

exemplo, o IFN-γ. Essas citocinas estimulam tanto a resposta de células T 

citotóxicas, aumentando a produção de células T CD8+, quanto a resposta de 

células B, iniciando a produção de anticorpos (Figura 7) (Abbas AK & Lichtman 

AH, 5th edition). Como esses anticorpos são gerados contra proteínas 

consideradas próprias, eles são denominados de autoanticorpos. Acredita-se 

que os autoanticorpos funcionem como repórteres imunológicos da 

tumorigênese, uma vez que a resposta imune a tumores é um evento que 

acontece precocemente durante o desenvolvimento do tumor. Assim, os 

autoanticorpos estão sendo intensamente explorados como ferramenta para o 

diagnóstico e prognóstico do câncer (Mintz PJ et. al., 2003). Diversos trabalhos 

já caracterizaram TAAs e suas respostas de autoanticorpos como sendo 

potenciais marcadores de diagnóstico e prognóstico do CaP, como o PSA 

(McNeel DG et. al., 2000), PARIS-1 (Zhou Y et. al., 2002), AMACR (Sreekumar 

A et. al., 2004), GRP78 (Mintz PJ et. al., 2003), FLJ23438 e VAMP3 (Pontes 

ER et. al., 2006), p90 e p62 (Shi FD et. al., 2005), LEDGF/p75 (Daniels T et. al., 

2005), NY-ESO-1 (Fossa A et. al., 2004), CTSP-1 (Parmigiani RB et. al., 2008), 

prostassomas (Larsson A et. al., 2006), XAGE-1 (Koizumi F et. al., 2005), HIP1 

(Bradley SV et. al., 2005) entre outros. 

 

 
Figura 7.  Indução de respostas de células T contra os tumores. As células tumorais ou os 
antígenos tumorais são capturados, processados e apresentados para as células T pelas 
células apresentadoras de antígenos profissionais (APCs). As APCs fornecem os sinais 
necessários para a diferenciação das células T CD8+ e podem estimular as células T CD4+, as 
quais fornecem sinais secundários para o desenvolvimento dos linfócitos T citolíticos (CTLs). 
Uma vez diferenciados, os CTLs destroem as células tumorais (Abbas AK & Lichtman AH, 5th 
edition). 
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A grande importância da caracterização de novos TAAs refere-se à 

necessidade de construção de arranjos contendo diversos antígenos (painel de 

antígenos), onde a combinação ideal destes antígenos levaria a melhores 

resultados para a detecção do câncer (Koziol JA et. al., 2003; Zhang JY et. al., 

2003). Wang et. al. (2005) demonstrou que, ao utilizar um painel contendo 22 

peptídeos derivados de tecido prostático tumoral, aumentava-se os níveis de 

sensibilidade e especificidade em discriminar entre grupos de pacientes com 

CaP e pessoas sadias. 

 Nos últimos anos, o repertório sorológico de autoanticorpos de 

pacientes com câncer tem sido ativamente explorado para a identificação de 

novos TAAs e para a construção de painéis de antígenos ou microarranjos. 

 

1.3 Via de sinalização de Wnt 

 

 Wnts são glicoproteínas secretadas que agem como mediadores locais 

de sinalização, controlando muitos aspectos do desenvolvimento de animais 

vertebrados e invertebrados e eventos tumorigênicos em mamíferos. 

 Essas moléculas foram descobertas independentemente em moscas e 

em camundongos há cerca de 25 anos atrás. Em 1982, estudos do grupo de 

Nusse & Varmus identificaram em camundongos o gene Int-1, que era ativado 

em resposta à inserção pró-viral do vírus de tumor mamário de camundongos 

(MMTV - do inglês mouse mammary tumor virus) (Nusse R & Varmus HE, 

1982). Estudos subseqüentes identificaram Int-1 como um proto-oncogene 

envolvido na carcinogênese mamária (Ooyen AV & Nusse R, 1984). Pouco 

tempo depois, três grupos identificaram o gene de polaridade de segmentos da 

Drosophila, o gene wingless (Wg). Este gene foi descoberto devido ao seu 

papel no desenvolvimento das asas da Drosophila e foi visto que ele era 

ortólogo ao gene Int1 (Baker NE, 1987; Cabrera CV et. al., 1987; Rijsewijk F et. 

al., 1987). Desde então, muitos genes nesta família foram identificados e os 

pesquisadores propuseram que Int-1 e seus genes relacionados deveriam 

pertencer à família Wnt, daí o termo Wnt (do inglês wingless type MMTV 

integration site family) ser originado da fusão dos genes Wg e Int-1 (Clevers H, 

2006; Tian Q et. al., 2005). 
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 Muitos genes da família Wnt já foram identificados em várias espécies, 

incluindo Xenopus, zebrafish, Drosophila, Caenorhabditis elegans, 

camundongos e humanos (Miller JR, 2001). Atualmente, em humanos, existem 

19 membros descritos (http://www.stanford.edu/~nusse/wntwindow.html). As 

proteínas da família Wnt são caracterizadas por conterem um elevado número 

de resíduos de cisteína altamente consevados entre os diferentes membros e 

todos eles possuem um ou mais sítios para N-glicosilação (Bradley RS & 

Brown MC, 1990; Papkoff J & Schryver B, 1990). Possuem também um 

peptídeo sinal N-terminal que destina essas proteínas à secreção. No entanto, 

elas são notoriamente insolúveis e essa insolubilidade tem sido atribuída a 

modificações sofridas por essas proteínas, entre elas a palmitolação dos 

resíduos de cisteína, evento que foi descoberto ser essencial para a função das 

proteínas (Willert K et. al., 2003). 

 As proteínas Wnt exercem papéis importantes na regulação de 

processos básicos de desenvolvimento, como a segmentação em Drosophila 

(Sanson B, 2001; Rijsewijk F et. al., 1987), desenvolvimento neural em 

camundongos (Ligon KL et. al., 2003; McMahon AP, 1992) e formação do eixo 

e miogênese em Xenopus (Tian Q et. al., 1999; Christian JL et. al., 1991; Sokol 

S, 1991). Por controlar processos como a especificação do destino celular, 

proliferação, polaridade e migração das células, a desregulação da sinalização 

de Wnt durante o desenvolvimento embrionário causa muitos defeitos de 

desenvolvimento, enquanto que uma ativação aberrante dessa via em tecidos 

adultos já foi mostrada estar envolvida na tumorigênese (Clevers H, 2006; 

Pongracz JE & Stockley RA, 2006; Moon RT et. al., 2004; Giles RH et. al., 

2003). Mudanças na sinalização de Wnt e aberrações genéticas que afetam a 

via de Wnt têm sido associadas com um grande número de malignidades, 

incluindo câncer de mama em humanos e camundongos (Brown AM, 2001; 

Michaelson JS & Leder P, 2001; Alexander CM et. al., 2000; Li Y et. al., 2000), 

câncer de ovário em humanos (Wright K et. al., 1999), câncer de pulmão 

(Pongracz JE & Stockley RA, 2006), câncer de cólon (Clevers H, 2006), câncer 

de próstata (Polakis P, 2007; Verras M & Sun Z 2006), entre outros. 

 A sinalização das proteínas Wnts é um pouco complexa. Os membros 

dessa família se ligam a receptores de superfície celular chamados Frizzled e 

ativam cascatas de sinalização celular. Os receptores Frizzled são proteínas de 
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7 passagens pela membrana e há 10 genes Frizzled humanos descritos, mas 

apenas uma parte é ativa na transmissão da sinalização canônica de Wnt 

(Huang HC et. al., 2004). Para que o receptor ative a cascata de sinalização é 

necessária a presença de um co-receptor, denominado de proteína relacionada 

a lipoproteína de baixa densidade membro 5 ou 6 (LRP5 ou LRP6). Através 

desse complexo ativo de receptor, os ligantes Wnt são capazes de ativar 3 vias 

de sinalização conhecidas, sendo uma via canônica e duas vias não-canônicas 

(Moon RT et. al., 2004; Miller JR, 2001). 

 A via canônica é a mais conhecida e envolve a ativação de β-catenina 

(Figura 8). Na ausência do ligante Wnt, a glicogênio sintase cinase (GSK-3) 

está ativa na célula e fosforila β-catenina, juntamente com o complexo da 

proteína APC e Axina. A β-catenina fosforilada é então alvo de ubiquitinação e 

degradação mediada por proteassoma. Isso faz com que os níveis de β-

catenina citosólicos sejam baixos, impedindo sua translocação para o núcleo. 

Em condições não estimuladas por Wnt, os fatores de transcrição da família 

TCF estão geralmente no núcleo ligados a seus elementos de reconhecimento 

de DNA, porém estão transcricionalmente inativos devido a sua associação 

com uma proteína chamada Groucho. Esta proteína bloqueia a habilidade de 

capturar outras proteínas modificadoras de cromatina necessárias para a 

formação de um complexo transcricional ativo (Terry S et. al., 2006). Já na 

presença da proteína Wnt, ela se liga ao receptor Frizzled e o co-receptor 

LRP5/6 e leva à ativação da fosfoproteína Dishevelled (Dsh). A ativação e 

recrutamento de Dsh provavelmente recruta Axina e o complexo de destruição 

para a membrana plasmática, onde a Axina é degradada. A ativação de Dsh 

também leva à inibição de GSK-3, que, consequentemente, torna-se incapaz 

de fosforilar e degradar β-catenina. Assim, β-catenina se acumula no 

citoplasma e transloca para o núcleo, onde interage com a porção N-terminal 

dos fatores de transcrição TCF/LEF, provocando uma mudança conformacional 

no complexo e liberando a proteína repressora Groucho. Essa liberação facilita 

o recrutamento de outras proteínas necessárias para a formação de um 

complexo transcricional ativo e então esse complexo é capaz de ativar a 

transcrição de genes alvos (Terry S et. al., 2006). 
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Figura 8.  Via de sinalização canônica de Wnt, também conhecida como via de β-catenina, na 
presença e ausência da molécula de Wnt (Miller JR, 2001). 
  

 Dentre os genes alvos desta via, estão c-myc, ciclina D1, MMP-7 e 

CD44 e outros genes cujos papéis em eventos tais como a proliferação celular, 

ciclo celular, angiogênese e adesão celular já foram elucidados (Tabela 5) 

(Desai B et. al., 2007; Hatsell S et. al., 2003; Zhang T et. al., 2001; Brabletz T 

et. al., 1999; Mann B et. al., 1999; Tetsu O et. al., 1999; Wielenga VJ et. al., 

1999; He TC et. al., 1998). 

 

Tabela 5.  Genes ativados pela via de sinalização de Wnt. 

Função Nome 
Regulam a proliferação celular c-myc 

jun 
ciclina D1 

Regulador de apoptose Survivina 

Influenciam a migração celular uPA 
MMP-7 
CD44 

Exercem papel na diferenciação FGF-2 
PPAR-δ 
BMP-4 
c-Ret 

Potencial para influenciar a carcinogênese Endotelina-1 
COX-2 
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 As duas vias não-canônicas (via de sinalização por Cálcio e a via de 

polaridade planar) são ativadas independentemente de β-catenina e levam a 

mudanças no movimento celular e polaridade (Figura 9) (Veeman MT et. al., 

2003). 

  

 
Figura 9.  Via de sinalização não-canônica de Wnt (Miller JR, 2001). (A) Via de sinalização pelo 
aumento da liberação de Ca+2 intracelular, provocando a ativação de proteínas dependentes de 
Ca+2. (B) Via não-canônica de polaridade, envolvendo a ativação de JNK. 
 

 A via de sinalização Wnt/Ca+2 é pouco conhecida, mas sabe-se que 

envolve a ativação de uma proteína G trimérica. Essa ativação provoca um 

aumento da liberação de Ca+2 intracelular, ativando proteínas alvo como 

proteína cinase C (PKC), Ca+2-calmodulina cinase II (CaMKII) e a fosfatase 

sensível a Ca+2, calcineurina (Figura 9A) (Kühl M et. al., 2000; Miller JR et. al., 

1999; Rao A et. al., 1997). Um conhecido alvo dessa via é a fator de 

transcrição NFAT (Saneyoshi T et. al., 2002). Em 2002, essa via foi associada 

com a invasão celular em melanoma (Weeraratna AT et. al., 2002). 

A via de polaridade, também conhecida como via de ativação de JNK, 

também é pouco conhecida. Essa via regula a polaridade das células através 

da regulação da organização do seu citoesqueleto. A via de ativação de JNK 

envolve a proteína DSH, rhoA GTPase e a proteína cinase JNK (Figura 9B). A 

proteína rhoA está envolvida na reorganização da actina promovendo 

mobilidade celular, podendo regular a invasividade de uma célula tumoral. 

A B 
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RhoA também é capaz de ativar a proteína JNK, que por sua vez também é 

capaz de promover a reorganização do citoesqueleto e ainda regular a 

expressão gênica (Fukuda T et. al., 2005; Lim L et. al., 1996; Minden A et. al., 

1994). A maioria das publicações sobre a via da JNK demonstra o seu 

envolvimento na embriogênese em Xenopus (Liao G et. al., 2006; Bagowski CP 

et. al., 2001). Em 2007, Teh et. al. (2007) demonstraram a primeira evidência 

de que a via de JNK ativada pela sinalização de Wnt16B era capaz de 

promover a hiperproliferação de queratinócitos humanos. 

   

1.3.1 Wnts e câncer de próstata 

 

 A ativação aberrante da via de Wnt é freqüentemente associada com o 

desenvolvimento, progressão tumoral e capacidade metastática de vários tipos 

de câncer, inclusive do CaP. 

 Já foi demonstrado que há uma superexpressão de WNT-1 e β-catenina 

em linhagens celulares tumorais prostáticas e também em amostras teciduais 

de CaP em relação a tecidos e células epiteliais prostáticas normais. A partir 

deste perfil, observou-se que a expressão foi maior em tumores de alto grau de 

Gleason quando comparada com os de baixo grau de Gleason. Além disso, 

houve também um elevado nível de expressão em metástases ósseas e em 

linfonodos (Chen G et. al., 2004). O conjunto desses dados dá suporte ao papel 

da via de Wnt na progressão do tumor de próstata. 

 Através de análises por RT-PCR, pesquisadores identificaram que a 

expressão de WNT5a e WNT6 estavam aumentados em CaP em relação ao 

tecido normal. Além disso, a expressão de DKK1, que é um antagonista da via 

de Wnt, foi diminuída em CaP em relação ao tecido prostático normal. Dados 

complementares desse estudo sugeriram que a ativação da via de Wnt através 

da diminuição de DKK1 contribui para o mecanismo de atividade osteoblástica 

em células de CaP (Hall CL et. al., 2005). 

 Já foram feitas também análises por RT-PCR semi-quantitativo da 

expressão de todos os membros da família Wnt em linhagens celulares e 

células prostáticas cultivadas. Vários genes WNTs estavam expressos tanto 

nas células prostáticas normais quanto nas linhagens celulares de CaP. Esses 

dados foram corroborados por outros estudos que mostram que, para a maioria 
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dos membros da família Wnt, também não houve diferença de expressão de 

mRNA entre tumor e próstata normal ou entre metástase e tumor primário (Hall 

CL et. al., 2005). 

 WNT11 tem pouca ou ausência de expressão nas linhagens celulares 

tumorais prostáticas dependentes de hormônio, estabelecendo uma correlação 

entre a expressão de WNT11 e CaP independente de hormônio, onde a 

expressão de Wnt11 é elevada em tumores de próstata mais agressivos. Além 

disso, foi visto que a expressão de WNT11 também era elevada não só em 

linhagens de CaP independentes de hormônio, mas também em tumores 

prostáticos de alto grau e enxertos independentes de hormônio. Análises 

adicionais revelaram que a expressão de WNT11 inibe a atividade 

transcricional de AR e o crescimento celular nas células dependentes de 

androgênio, mas não nas células independentes do hormônio (Zhu H et. al., 

2004). 

 Estudos de análise de expressão gênica para WNT2 mostram que seu 

perfil de expressão é bastante controverso. Dados obtidos através de análises 

por RT-PCR mostraram que a expressão de WNT2 estava aumentada em CaP 

metastático em relação a lesões primárias (Hall CL et. al., 2005). Já num outro 

estudo utilizando RT-PCR semi-quantitativo, mostrou-se que WNT2 estava 

expresso especificamente nas células estromais e não em células tumorais 

(Zhu H et. al., 2004). Análises de microarranjos de DNA demonstraram que 

WNT2 é hipoexpresso em amostras microdissecadas de CaP em relação a 

amostras de tecido prostático benigno adjacente (Wissmann C et. al., 2003). 

 Dados controversos também existem quanto ao perfil de expressão de 

WNT4. Dados na literatura de análise de expressão gênica utilizando 

microarranjos de cDNA mostraram que WNT4 é superexpresso em amostras 

de alto grau de Gleason quando comparadas com amostras de baixo grau de 

Gleason (Reis EM et. al., 2004). Já análises por RT-PCR demonstraram que a 

expressão de mRNA de WNT4 não apresentava diferença entre amostras 

tumorais e amostras normais de próstata, ou ainda entre amostras metastáticas 

e tumores primários (Hall CL et. al., 2005). Um trabalho realizado para 

investigar a expressão de diversos membros da família Wnt através de RT-

PCR semi-quantitativo revelou que não havia diferença de expressão de WNT4 

nas amostras analisadas, sendo que o transcrito de WNT4 estava presente em 
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todas as linhagens celulares e células em cultura primária avaliadas (entre elas 

células prostáticas normais, fibroblastos, células de músculo liso e células 

tumorais de alto e baixo grau) (Zhu H et. al., 2004). 

  Outros estudos não foram capazes de detectar a expressão dos 

membros WNT7a, WNT8b e WNT14 em amostras de CaP (Wissmann C et. al., 

2003). 

 Todos esses trabalhos mostram o envolvimento de diversos membros da 

família Wnt na tumorigênese da próstata. Esse comportamento dá suporte às 

funções oncogênicas da via de sinalização de Wnt. 

 Além desses dados de análises de expressão, uma outra característica 

muito importante mostra a relação de Wnts com o CaP: o intercruzamento das 

vias de Wnt com a via de AR. A via de AR é essencial para o desenvolvimento 

e progressão do CaP e já foi visto que o AR humano é um alvo direto da 

ativação transcricional de TCF/LEF (Yang X et. al., 2006). Além disso, já foi 

demonstrado também, através de ensaios de duplo-híbrido e co-

imunoprecipitação, que a β-catenina é capaz de se ligar à proteína AR e que 

essa ligação promove uma maior habilidade de AR induzir a transcrição dos 

genes alvos, sensíveis a androgênio (Masiello D et. al., 2004; Song LN et. al., 

2003; Pawlowski JE et. al., 2002; Yang F et. al., 2002; Truica CI et. al., 2000). 

Assim, a β-catenina é considerada um co-ativador da transcrição de AR. Além 

dessa interação, outros pontos do intercruzamento da via de Wnt com a via de 

AR merecem destaque, como a proteína GSK-3β, que pode suprimir a 

atividade transcricional de AR, aparentemente através de um processo que 

necessita a fosforilação de AR. Há um aumento da transcrição do gene AR 

humano pelos fatores de transcrição da família TCF, os quais são ativados pela 

via de sinalização de Wnt (Terry S et. al., 2006). Esses dados sugerem que a 

interação da via de AR com a via de Wnt é importante para o desenvolvimento 

e progressão do CaP, reforçando a relação entre os Wnts e o tumor de 

próstata. 

 

1.3.1.1 Wnt4 

 

 O gene WNT4 está localizado no cromossomo 1p35 e codifica uma 

proteína de aproximadamente 39 kDa. A maioria dos dados disponíveis na 
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literatura sobre Wnt4 refere-se ao papel desta proteína na formação de órgãos 

e tecidos. Já foi demonstrado que Wnt4 é importante para o desenvolvimento 

de ovários e glândulas mamárias em camundongos, assim como o 

desenvolvimento dos rins, uma vez que Wnt4 é necessário para iniciar a 

diferenciação do mesênquima metanéfrico (Stark K et. al., 1994). 

 Além disso, Wnt4 tem papel fundamental na diferenciação sexual 

feminina. Ele reprime a biossíntese de androgênio nas fêmeas, uma vez que foi 

visto que camundongos fêmeas knock out para WNT4 eram masculinizadas, 

como demonstrado pela ausência de ductos Mullerianos (do trato reprodutivo 

feminino) e presença de ductos Wolffianos (do trato reprodutivo masculino). 

Além disso, as fêmeas mutantes WNT4-/- expressavam enzimas 

esteroidogênicas necessárias para a produção de testosterona, que são 

normalmente reprimidas nos ovários (Vainio S et. al., 1999). Outro estudo com 

camundongos machos transgênicos que superexpressavam WNT4 mostrou 

que esses animais tinham uma diminuição dramática na expressão da proteína 

regulatória esteroidogênica, além de uma diminuição nos níveis de androgênio 

sérico e testicular (Jordan BK et. al., 2003). Estudos de casos clínicos em 

humanos também já foram realizados demonstrando que WNT4 age como um 

repressor da diferenciação masculina (Biason-Lauber A et. al., 2007; Biason-

Lauber A et. al., 2004), sendo, portanto, importante no desenvolvimento e 

manutenção do fenótipo feminino. 

 No baço, a sinalização por Wnt1 e Wnt4 regula a diferenciação dos 

timócitos, cujos números diminuem nos mutantes (Mulroy T et. al., 2002). 

WNT4 também regula o “branching” epitelial dependente de progesterona na 

glândula mamária (Brisken C et. al., 2000), ou seja, ele regula o 

desenvolvimento da glândula mamária em resposta a mudanças hormonais 

que acontecem durante a gravidez e podem também ter papel na tumorigênese 

mamária (Smalley MJ & Dale TC, 2001). 

 Wnt4 parece poder ativar as duas vias de sinalização, tanto a canônica 

quanto a não-canônica. A produção de bastonetes na retina em 

desenvolvimento é promovida pela sinalização canônica Wnt4/ Frizzled4/ LRP6 

(Hunter DD et. al., 2004). A sinalização canônica de Wnt4 também dirige o 

desenvolvimento da articulação sinovial (Guo X et. al., 2004) e medeia os 

efeitos do estrogênio no crescimento uterino (Hou X et. al., 2004). Wnt4 é 
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capaz de regular genes alvos responsivos a β-catenina como ciclina D1 em 

ratos (Terada Y et. al., 2003) e c-myc, o qual está envolvido no crescimento 

celular. 

 Há evidências também do envolvimento de Wnt4 na via de sinalização 

não-canônica. Em Drosophila, DWnt4 regula a cinase de adesão focal através 

da via da proteína cinase C (Cohen ED et. al., 2002). 

 Como dito anteriormente, os dados de expressão de WNT4 em CaP são 

um pouco controversos na literatura, com estudos mostrando que sua 

expressão está aumentada em CaP mais agressivo e estudos mostrando que 

não há diferença de expressão de WNT4 em CaP e entre próstata normal. 

Além disso, nenhum trabalho caracterizou a expressão da proteína Wnt4 em 

tumores de próstata. Então, entender o perfil de expressão da proteína Wn4 e 

caracterizar seu papel na tumorigênese da próstata pode contribuir para 

descrever uma importante via no desenvolvimento desse tumor, podendo, 

eventualmente, constituir uma via alternativa de alvos terapêuticos para o 

tratamento da doença. Além disso, a análise do perfil de expressão de 

determinada proteína tumoral constitui uma etapa importante para a 

identificação e caracterização de um potencial TAA. Para isso, é necessário 

avaliar a expressão da proteína no tecido tumoral e no tecido normal 

correspondente e analisar se diferenças existentes entre esses perfis da 

proteína permitem caracterizá-la como um possível TAA. 
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2 OBJETIVOS GERAIS 

 

 Este trabalho tem como objetivos: 

 

1. Caracterizar o perfil de expressão da proteína Wnt4 em amostras 

teciduais de CaP e de hiperplasia prostática benigna. 

 

2. Avaliar se a proteína Wnt4 é capaz de induzir a resposta de 

autoanticorpos em pacientes com CaP e se, portanto, constituiria um 

potencial antígeno associado ao tumor de próstata. 
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Análise do perfil de expressão da proteína 

Wnt4 em câncer de próstata  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

• Analisar, por imunoblot, a expressão de Wnt4 em extratos protéicos 

totais de amostras tumorais de pacientes com CaP. 

• Através de imunohistoquímica utilizando anticorpo anti-Wnt4, descrever 

a localização celular desta proteína nas células prostáticas tumorais e 

não-tumorais. 

• Analisar o padrão de marcação e o nível de expressão de Wnt4, E-

caderina e Topoisomerase II-α nas amostras teciduais de CaP e HPB 

incluídas em um microarranjo de tecidos (TMA). 

• Avaliar potenciais associações entre a expressão de Wnt4, E-caderina e 

Topoisomerase II-α e dados clínico-patológicos de pacientes com CaP. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Extração de proteínas totais de tumores e linha gens de CaP 

 

As amostras teciduais para extração de proteínas totais de CaP foram 

obtidas através de colaboração com o grupo do Dr. Alexsandro Silva do 

Serviço de Urologia do Hospital Pedro Ernesto - Universidade do Estado do Rio 

de Janeiro (UERJ) e coletadas em tubos contendo RNALater (Ambion). Os 

pacientes incluídos neste estudo foram candidatos a prostatectomia radical e 

não foram submetidos a qualquer tipo de tratamento prévio à cirurgia. 

Consentimentos livres e esclarecidos foram obtidos de todos os indivíduos 

incluídos neste estudo, tendo sido o projeto aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa do INCa e pelo Conselho Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP), 

segundo protocolo número 2701. 

 Amostras de tecidos de tumor prostático foram homogeneizadas em 

tampão de lise celular para extração de proteínas totais, segundo protocolo 

descrito por Tsutsumi (Tsutsumi H et al., 2003). O tampão de lise contém 20 

mM de Tris-HCl (pH 7.8), 300 mM de NaCl, 1% de NP-40 e 1 mM de PMSF. 

Foi adicionado 1 mL desse tampão em cada amostra de tecido tumoral e em 

cada precipitado de células. O tecido foi triturado com um homogenizador e as 

células foram ressuspendidas por pipetagens repetidas. O homogenato foi 

centrifugado a 10,000 x g por 30 minutos a 4°C para  obtenção das proteínas no 

sobrenadante. 

 

 3.2 Imunoblot  

  

 Ensaios de imunoblot foram realizados para detectar a proteína Wnt4 em 

amostras teciduais de CaP. Estes ensaios foram realizados segundo o manual 

Molecular Cloning – A Laboratory Manual e o sistema utilizado foi o mini-

PROTEAN 3 (Bio-Rad). As amostras de extrato total de proteínas foram 

fervidas a 100°C por 5 minutos e resolvidas em gel de poliacrilamida 

SDS/PAGE 12% por aproximadamente 1 hora a 140 Volts. Em seguida, foi feita 

a transferência das proteínas do gel para uma membrana de nitrocelulose por 1 

hora a 100 Volts, em tampão de transferência (0,3% de Tris-HCl, 1,4% de 
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glicina e 20% de metanol). Após a transferência das proteínas, as membranas 

eram coradas com uma solução de Vermelho de Ponceau (0,2% de vermelho 

de Ponceau e 3% de ácido tricloroacético), para visualização da eficiência de 

transferência do extrato de proteínas. Em seguida, a membrana foi bloqueada 

por 1 hora em solução 5% de leite desnatado em tampão PBS-T (0,05% de 

Tween 20 em PBS 1X). Seguiu-se a incubação com o anticorpo primário 

policlonal anti-Wnt4 (Abcam) diluído 1: 10.000 em solução de bloqueio por uma 

hora à temperatura ambiente. Após 3 lavagens por 5 minutos com PBS-T sob 

agitação, as membranas eram incubadas por 1 hora à temperatura ambiente 

com o anticorpo secundário anti-cabra conjugado à peroxidase (Sigma), diluído 

1: 5000. Após novas lavagens com PBS-T, a interação antígeno-anticorpo foi 

visualizada através da revelação das reações com o kit ECL Western Blotting 

Detection Reagents (Amershan Biosciences) seguido de exposição da 

membrana a filmes sensíveis à quimioluminescência (KODAK BioMax Light 

Film – Sigma Aldrich). 

 O tamanho previsto para a proteína Wnt4 (número de acesso no NCBI 

BAC23080.1) é de 39 kDa. 

 

3.3 Construção do microarranjo de tecidos e imunohi stoquímica 

 

Os ensaios de imunohistoquímica foram realizados em colaboração com 

o grupo do Dr. Fernando Soares - Departamento de Anatomia Patológica do 

Centro de Tratamento e Pesquisa do Hospital do Câncer A. C. Camargo, São 

Paulo. Todas as amostras utilizadas para a construção do TMA foram obtidas 

no Hospital do Câncer A. C. Camargo e manipuladas de acordo com as 

orientações de Ética em Pesquisa do mesmo. 

Tecidos armazenados embebidos em parafina e fixados em formaldeído 

foram obtidos de 270 pacientes que sofreram prostatectomia retropúbica 

radical no período entre 1992 e 2002. As amostras tumorais foram 

histologicamente graduadas utilizando o Escore de Gleason e estadiadas de 

acordo com o Sistema de Estadiamento AJCC (Sistema TNM), sendo estes 

parâmetros obtidos de relatórios patológicos médicos e cirúrgicos. Todas as 

amostras foram revistas por um patologista especializado em análise de tecido 
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prostático para confirmar os dados e selecionar as regiões representativas do 

tumor, de onde seriam retiradas pequenas áreas para a construção do TMA. 

O TMA utilizado neste estudo é constituído de 270 amostras teciduais de 

1 mm retiradas de regiões morfologicamente representativas do tumor de 204 

pacientes com CaP e de regiões não-tumorais provenientes de 66 pacientes 

com HPB. O número de casos analisados para a marcação com cada anticorpo 

foi variável, devido à falta de tumor em determinadas amostras, tecido 

danificado ou “spots” que se descolaram durante o processamento das 

lâminas. 

Para a realização da imunohistoquímica, foram utilizadas duas lâminas 

do TMA para cada anticorpo, sendo que essas lâminas eram provenientes de 

cortes em níveis diferentes do tecido, onde um corte estava a 40 seções mais 

profundas que o outro, garantindo diferentes amostras representativas para 

cada tumor. As seções foram desparafinizadas em xilol e desidratadas em 

álcool. A recuperação antigênica foi realizada em sistema de alta pressão em 

solução de citrato de sódio 10 mM pH 6.0 ou Tris-EDTA pH 9.0. A peroxidase 

endógena foi bloqueada em solução de peróxido de hidrogênio 3% por 3 vezes 

durante 5 minutos. Sítios de ligação inespecíficos para o anticorpo foram 

bloqueados com a solução de bloqueio Protein Block Serum-Free Ready-to-use 

(Dako) por 20 minutos. As lâminas de TMA foram incubadas por 2 horas à 

temperatura ambiente com anticorpos específicos contra Wnt4 (anticorpo 

policlonal ab15699 – Abcam), E-caderina (BD Biosciences) e Topoisomerase II-

α (Clone Ki-S1 – Dako). Os anticorpos foram diluídos no diluente Antibody 

Diluent with Background Reducing Components (Dako) na proporção 1:300 

para Wnt4, 1:200 para PSA, 1:400 para E-caderina e 1:800 para 

Topoisomerase IIα. Após a incubação com os anticorpos, as lâminas foram 

lavadas com PBS 1X por 3 vezes durante 5 minutos. Após a lavagem, no caso 

do anticorpo anti-Wnt4, as seções foram incubadas por 20 minutos com cada 

reagente do Kit LSAB (Biotinylated Link Universal e Streptavidin-HRP – Dako). 

Para os anticorpos contra E-caderina e Topoisomerase IIα, as lâminas foram 

incubadas com o Kit Polímero (NovoLink Max Polymer – Novocastra) por 30 

minutos com cada reagente. Ambos os kits foram utilizados para aumentar a 

detecção da reação do anticorpo e entre um reagente e outro, as lâminas foram 

lavadas com PBS 1X (por 3 vezes durante 5 minutos). Todas as lâminas foram 



 31

lavadas em PBS novamente antes da revelação dos sítios imunoreativos com 

DAB (Dako) por 5 minutos. Em seguida, as lâminas foram lavadas em água 

corrente por 5 minutos e a contra-coloração foi feita com incubação em 

hematoxilina de Harris por 2 minutos. Após lavagem em água corrente, as 

lâminas foram re-hidratadas com álcool, passadas em xilol e montadas 

automaticamente no aparelho Tissue-Tek Prisma (Sakura Seiki Co., Ltda). 

Como controles positivos e negativos para a imunohistoquímica, foram 

utilizadas amostras teciduais de ovário para Wnt4, pele para E-caderina e 

amígdala para Topoisomerase II-α. Os controles negativos foram realizados na 

ausência dos anticorpos primários. 

 

3.4 Avaliação da marcação imunohistoquímica e sua c ategorização 

 

As lâminas coradas foram examinadas por um software de detecção de 

coloração, denominado de ACIS III “Software”, no aparelho ACIS III (Automated 

Cellular Imaging System – Dako). Com a ajuda destes recursos, as células 

marcadas foram detectadas e a intensidade de marcação foi quantificada 

baseada em informações pré-determinadas do local de expressão das 

proteínas, podendo ser citoplasmático, nuclear ou na membrana. Os resultados 

foram obtidos calculando-se a média da intensidade de marcação do anticorpo 

ou a média da porcentagem de núcleos marcados nas células de, pelo menos, 

três áreas selecionadas para cada amostra. Para as quantificações de Wnt4 e 

E-caderina considerou-se a média de intensidade de marcação no citoplasma e 

na membrana celular, respectivamente. No caso de Topoisomerase II-α, foi 

utilizada a média da porcentagem de núcleos marcados. Os valores de 

intensidade de marcação para os anticorpos contra Wnt4, E-caderina e 

Topoisomerase II-α foram categorizados utilizando a distribuição por quartis. A 

categorização para os três marcadores é mostrada na Tabela 6. 
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Tabela 6.  Distribuição dos valores de intensidade de marcação para Wnt4, E-caderina e 
Topoisomerase II-α, segundo a categorização em quartis. 
 

Quartis Categorias 
Intensidade dos marcadores *  

      Wnt4           E-caderina       Topoisomerase II-α 

< percentil 25 1 < 80 < 110 < 13 

≥ percentil 25 e 

< percentil 50 
2 80 – 86,9 110 – 115,9 13 – 21,9 

≥ percentil 50 e 

< percentil 75 
3 87 – 95,9 116 – 125,9 22 – 34,9 

≥ percentil 75 4 ≥ 96 ≥ 126 ≥ 35 

* Valores de intensidade dos marcadores dados em unidades arbitrárias. 

 

3.5 Análises estatísticas 

 

 O teste da mediana (não-paramétrico) foi utilizado para comparar as 

intensidades medianas de marcação do anticorpo entre amostras de CaP e 

HPB, entre pacientes que apresentaram ou não recorrência bioquímica, 

recidiva clínica e segundo tumor primário. Diferenças entre a categorização das 

intensidades de marcação e o Escore de Gleason ou níveis de PSA pré-

operatório foram analisadas pelo teste Qui-quadrado. O método de Kaplan-

Meier foi utilizado para calcular o tempo de sobrevida livre de recorrência 

bioquímica e as diferenças foram analisadas pelo teste de Log rank. As 

associações entre as marcações de Wnt4, E-caderina e Topoisomerase II-α 

foram analisadas pelo teste de correlaçao Kendall’s tau b. Todas as análises 

estatísticas foram realizadas utilizando o programa SPSS e valores de p< 0,05 

foram considerados significativos. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Expressão de Wnt4 em extratos protéicos de tumo r de próstata 

 

Com a finalidade de verificar se a proteína Wnt4 seria expressa em 

amostras teciduais de tumor de próstata, utilizou-se extratos protéicos totais de 

tecidos tumorais de quatro pacientes diferentes com CaP (201, 202, 204 e 

205). Esses extratos, ao serem incubados com o anticorpo policlonal anti-Wnt4 

através de ensaios de imunoblot, revelaram reatividade de uma proteína de 

tamanho de aproximadamente 50 kDa (Figura 10). Desta forma, esses dados 

demonstram a presença de uma proteína reconhecida pelo anticorpo anti-Wnt4 

em amostras de CaP, sugerindo que Wnt4 é expressa nestes tecidos tumorais. 

 

 
Figura 10.  Detecção da proteína Wnt4 por ensaios de imunoblot utilizando extratos protéicos 
totais de tecido tumoral de quatro pacientes com CaP. 

 

4.2 Características das amostras utilizadas no TMA 

 

Uma vez que a proteína Wnt4 foi detectada em amostras teciduais de 

tumor de próstata, ensaios de imunohistoquímica foram realizados para 

analisar o perfil espacial de expressão desta proteína. Além de Wnt4, os 

ensaios também foram realizados para duas outras proteínas: a E-caderina e a 

Topoisomerase II-α. Ambas foram avaliadas por serem proteínas importantes 

na caracterização do CaP, uma vez que seus perfis de expressão estão 

associados à agressividade do tumor prostático. O objetivo dessa avaliação foi 

correlacionar os dados de expressão de Wnt4 com os perfis de expressão de 

E-caderina e Topoisomerase II-α, para avaliar se a proteína Wnt4 poderia estar 

exercendo um papel semelhante em termos de progressão do CaP. 
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A marcação para Wnt4, E-caderina e Topoisomerase II-α foi feita em um 

microarranjo de tecidos contendo 270 amostras, sendo que 204 foram 

provenientes de CaP e 66 de tecidos de HPB (Figura 11). 

 

 
Figura 11.  Esquema ilustrando uma seção do microarranjo de tecidos utilizado neste estudo. O 
TMA é constituído de 204 amostras de CaP e 66 amostras de HPB. Neste exemplo, a 
marcação do TMA foi proveniente de imunohistoquímica utilizando anticorpo anti-Wnt4. 
Magnificação original 4X. 

 

As características clínico-patológicas dos 204 pacientes com CaP e seus 

respectivos tumores são mostradas na Tabela 7. A idade mediana dos 

pacientes foi de 64 anos (41 a 83 anos) e o estudo apresentou média de 

seguimento dos pacientes de aproximadamente 90 meses. Um volume tumoral 

acima de 20% da próstata normal estava presente em 38,3% dos pacientes; 

64,2% tiveram Escore de Gleason de 2 a 6 e  e 35,3% tiveram Escore de 7 a 

10. Enquanto 55,4% dos pacientes apresentaram recorrência bioquímica, 

apenas 8,8% apresentaram recidiva clínica da doença. Outros parâmetros 
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utilizados em diagnóstico e prognóstico do CaP também foram obtidos para 

esses pacientes (Tabela 7). 

 

Tabela 7.  Características clínico-patológicas dos pacientes com CaP utilizados no TMA. 
 

Variáveis Número 
de pacientes % 

Casos totais 204 100 

Idade, anos 
Mediana (min – máx) 
Média (desvio) 

 
64 (41 – 83) 
63,02 (7,01) 

 

Tempo de seguimento, anos 
Mediana (min – máx) 
Média (desvio) 

 
7,4 (1,5 – 16,5) 
7,66 (2,77) 

 

Volume tumoral, % * 
Mediana (min – máx) 
Média (desvio) 
< 5.0 
5.0 – 10.0 
10.1 – 20.0 
> 20.0 

 
18 (2 – 100) 
25,01 (21,23) 
15 
35 
47 
78 

 
 
 
7,3 
17,2 
23 
38,3 

Antecedente familiar* 
Sem 
Com 

 
119 
67 

 
58,3 
32,9 

Escore de Gleason * 
2-6 
7-10 

 
131 
72 

 
64,2 
35,3 

PSA pré-operatório, ng/mL * 
< 4.0 
4.0 – 10.0 
10.1 – 20.0 
> 20.0 

 
17 
98 
57 
29 

 
8,4 
48 
28 
14,2 

Estadiamento pT patológico * 
pT2a 
pT2b 
pT3a 
pT3b 
pT4 

 
10 
84 
65 
28 
12 

 
4,9 
41,2 
31,9 
13,7 
5,9 

“Status” do linfonodo * 
Negativo 
Positivo 

 
183 
8 

 
89,7 
3,9 

Invasão capsular * 
Negativo 
Positivo e focal 
Positivo e intensivo 

 
90 
93 
20 

 
44,1 
45,6 
9,8 
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Invasão angio-linfática * 
Negativo 
Positivo 

 
154 
42 

 
75,5 
20,6 

Margens * 
Negativa 
Positiva 

 
145 
57 

 
71,1 
27,9 

Recorrência bioquímica * 
Não 
Sim 

 
90 
113 

 
44,1 
55,4 

Recidiva clínica * 
Não 
Sim 

 
183 
18 

 
89,7 
8,8 

Segundo tumor * 
Não 
Sim 

 
171 
23 

 
83,8 
11,3 

Terapia neoadjuvante * 
Não 
Sim 

 
156 
41 

 
76,5 
20,1 

 

* Valores não disponíveis para todos os 204 casos. 

 
4.3 Perfil de expressão de Wnt4 em células de CaP e  HPB 

 

Os ensaios de imunohistoquímica em TMA utilizando o anticorpo 

policlonal contra a proteína Wnt4 permitiram analisar e descrever a localização 

e o padrão de expressão de Wnt4 nas células prostáticas tumorais e não 

tumorais. Esses ensaios mostraram que havia marcação para a proteína Wnt4 

em seções que representavam tanto tecidos malignos quanto tecidos 

hiperplásicos não-malignos. 

Em glândulas não-malignas, representadas por HPB, a imunoreatividade 

para Wnt4 foi detectada no citoplasma de forma bem difusa e também na 

membrana, principalmente na borda das células epiteliais voltadas para o 

lúmen (Figura 12). Não foi possível observar se as células basais 

apresentavam marcação. 
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Figura 12.  Marcação de Wnt4 em células de hiperplasia prostática benigna, mostrando um 
perfil de marcação citoplasmático difuso e de membrana com predomínio na borda apical das 
células epiteliais (seta). Magnificação original 20X. 

 

Nas glândulas tumorais, a marcação para Wnt4 observada também foi 

predominantemente citoplasmática, tendo uma apresentação mais granular em 

comparação à HPB, como pode ser observado na Figura 13. Além disso, 

também se observou uma marcação mais forte na porção apical das células 

epiteliais (Figura 14, setas). Não foi observada marcação positiva para o 

anticorpo anti-Wnt4 no estroma que circunda tanto células malignas quanto 

células benignas. 

 

 
Figura 13.  Células tumorais prostáticas marcadas com anticorpo anti-Wnt4 mostrando uma 
marcação citoplasmática com aspecto granular (magnificação original 40X). 
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Figura 14.  Figuras representativas de tecidos tumorais de próstata marcados para Wnt4, 
revelando uma maior marcação na borda luminal das células epiteliais cancerosas (setas). 
Magnificação original 40X e 20X. 
 

 4.4 Expressão de Wnt4 em CaP e HPB 

 

De um modo geral, a marcação para o anticorpo anti-Wnt4 em amostras 

tumorais e não tumorais de próstata apresentou-se bastante heterogênea, na 

qual algumas amostras marcaram fortemente enquanto outras tiveram fraca 

marcação. Como controle positivo para a marcação do anticorpo anti-Wnt4, 

foram utilizadas seções contendo tecido de ovário, o qual sabidamente 

expressa esta proteína. Os tecidos foram incubados na presença ou ausência 

do anticorpo (Figura 15). 
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Figura 15.  Amostras de ovário utilizadas como controle positivo de marcação para o anticorpo 
anti-Wnt4. A. Controle positivo, no qual o tecido foi incubado com o anticorpo, mostrando 
marcação no citoplasma das células. B. Seção tecidual não incubada com o anticorpo anti-
Wnt4 (controle negativo da marcação). Magnificação original 20X. 

 

Para analisar o perfil de expressão de Wnt4 nos tecidos incluídos no 

TMA utilizado neste estudo, a marcação foi quantificada por um software que 

atribui valores numéricos contínuos para a intensidade de coloração detectada 

no citoplasma das células. 

Cento e oitenta e seis pacientes (152 pacientes com CaP e 34 pacientes 

com HPB) foram informativos para o perfil de expressão de Wnt4. Alguns 

resultados não foram incluídos no estudo devido à falta de tumor na amostra, 

tecido danificado ou ainda a falta do tecido em algumas posições do TMA 

(“spots” vazios). 

O valor numérico de intensidade mediana de marcação para Wnt4 foi 

ligeiramente maior nas amostras de pacientes com CaP em relação às 

amostras de pacientes com HPB, embora a diferença não tenha sido 

significativa (p= 0,756 – Tabela 8). 
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Tabela 8.  Intensidades de expressão de Wnt4 em tecidos tumorais e não tumorais de próstata.  
Marcador Histologia n Mediana Min. Máx. 

CaP 152 87,1 62 124 Wnt4 
HPB 34 86,5 70 102 

   p= 0,756   
A diferença para a mediana de marcação mostrou não ser significativa (p= 0,756).  

 

A intensidade mediana de marcação para a proteína Wnt4 também 

pareceu ser um pouco maior nas amostras de pacientes que apresentaram 

recidiva clínica da doença em relação aos que não apresentaram, mas não 

houve diferenças estatisticamente significativas entre os dois grupos (p= 0,772 

– Tabela 9). O mesmo aconteceu com pacientes que apresentaram ou não 

recorrência bioquímica e pacientes que tiveram ou não um segundo tumor 

primário. Nestes grupos, a intensidade de marcação foi maior nas amostras de 

pacientes que apresentaram eventos de recorrência da doença e presença de 

um segundo tumor, mas os resultados não atingiram significância estatística 

(p= 0,675 e p= 0,173 respectivamente – Tabela 9). 

 

Tabela 9.  Mediana da intensidade de marcação para a proteína Wnt4 em amostras de 
pacientes com CaP classificados para ocorrência ou não de recorrência bioquímica, recidiva 
clínica da doença e presença de um segundo tumor primário. 
 

Variável Status  n Mediana 

Sim 84 87,45 (62 – 124) Recorrência 
bioquímica 

Não 67 87 (64 – 122)a 

Sim 13 90 (77 – 106) 
Recidiva clínica 

Não 137 87 (62 – 124)b 

Sim 15 88,5 (81 – 115) 
Segundo tumor 

Não 129 86,4 (62 – 122)c 
 
  a p= 0,675; b p= 0,772; c p= 0,173 

 

Para melhor descrever o perfil de marcação para Wnt4 nestas amostras 

incluídas no TMA, os valores de intensidade de marcação foram distribuídos 

em quatro categorias para a expressão de Wnt4, sendo 1- ausência de 

marcação ou marcação muito fraca, 2- marcação fraca, 3- marcação moderada 

e 4- marcação forte (Figura 16), segundo critérios descritos na metodologia. 
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Figura 16.  Categorização da intensidade de marcação da proteína Wnt4 em CaP. 1- Ausência 
de marcação ou marcação muito fraca; 2- Fraca marcação; 3- Média marcação; 4- Forte 
marcação. Magnificação original 40X. 

 

Os valores de expressão de Wnt4 categorizados segundo a intensidade 

de marcação foram correlacionados com os níveis de PSA pré-operatório e o 

Escore de Gleason dos pacientes, uma vez que estes parâmetros são os mais 

utilizados na clínica atualmente para diagnóstico e prognóstico do tumor de 

próstata. Os resultados mostram que no grupo de pacientes com EG de 2 a 6 

existe uma maior proporção de indivíduos com amostras que marcam com 

intensidade moderada a forte para Wnt4 e no grupo de EG de 7 a 10, a maior 

proporção dos pacientes apresenta tumores que marcam com intensidade 

fraca (Tabela 10). No entanto, testes estatísticos revelaram que essas 

diferenças não foram consideradas significativas (p= 0,728), ou seja, não há 

correlação entre a intensidade de marcação para Wnt4 e o grau de 

diferenciação das células tumorais determinado pelo EG. 
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Tabela 10.  Correlação da expressão de Wnt4 em CaP com o Escore de Gleason. 

Escore de 
Gleason 

N° 
de casos 

(%) 

Escore de imunoreatividade de Wnt4 (%) 
 

          1                     2                      3                      4 

2 a 6 125 (85) 30/ 125 
(24) 

28/ 125 
(22,4) 

34/ 125 
(27,2) 

33/125 
(26,4) 

7 a 10 22 (15) 5/ 22 
(22,7) 

7/ 22 
(31,8) 

4/ 22 
(18,2) 

6/ 22 
(27,3) 

Total 147 (100) 35/ 147 
(23,8) 

35/ 147 
(23,8) 

38/ 147 
(25,9) 

39/ 147 
(26,5) 

Porcentagem de amostras marcadas de acordo com o escore de imunoreatividade de Wnt4: 1- 
marcação muito fraca ou ausente; 2- marcação de intensidade fraca; 3- marcação de 
intensidade média; 4- marcação de intensidade forte. 
* Valor de p= 0,728 

 

Em relação ao nível de PSA pré operatório, o que se observa é que uma 

maior proporção dos pacientes (62,5%) que possuem PSA menor do que 4 

ng/mL possuem amostras que apresentam marcação de intensidade moderada 

à forte para a proteína Wnt4 (Tabela 11). Já no grupo de pacientes com PSA 

acima de 20 ng/mL a maior proporção deles (60,9%) possui amostras que não 

marcam ou marcam fracamente para Wnt4. Apesar dos dados sugerirem uma 

tendência à diminuição da intensidade de marcação de Wnt4 de acordo com o 

aumento dos níveis de PSA pré-operatório, essa diferença não foi considerada 

significativa (p= 0,785). 

 

Tabela 11.  Correlação da expressão de Wnt4 em CaP com os níveis de PSA pré-operatório. 

PSA 
(ng/ mL) 

N° 
de casos 

(%) 

Escore de imunoreatividade de Wnt4 (%) 
 

          1                      2                      3                      4 

< 4 8 (5,4) 1/ 8 (12,5) 2/ 8 (25) 2/ 8 (25) 3/ 8 (37,5) 

4 – 10 68 (45,6) 16/ 68 (23,5) 19/ 68 (28) 16/ 68 (23,5) 17/ 68 (25) 

10 – 20 50 (33,6) 10/ 50 (20) 9/ 50 (18) 16/ 50 (32) 15/ 50 (30) 

> 20 23 (15,4) 8/ 23 (34,8) 6/ 23 (26,1) 5/ 23 (21,7) 4/ 23 (17,4) 

Total 149 (100) 35/ 149 (23,5) 36/ 149 (24,1) 39/ 149 (26,2) 39/ 149 (26,2) 

Porcentagem de amostras marcadas de acordo com o escore de imunoreatividade de Wnt4: 1- 
marcação muito fraca ou ausente; 2- marcação de intensidade fraca; 3- marcação de 
intensidade média; 4- marcação de intensidade forte. 
* Valor de p= 0,785 
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Um dos parâmetros mais importantes para o acompanhamento dos 

pacientes com CaP é o aumento dos níveis de PSA após a cirurgia, 

característica principal da recorrência bioquímica da doença. Como mostrado 

anteriormente, tumores de pacientes que apresentaram ou não recorrência 

bioquímica não tiveram diferença nos níveis medianos de intensidade de 

marcação para a proteína Wnt4. No entanto, ao analisar temporalmente os 

pacientes que apresentaram recorrência bioquímica em relação ao nível de 

intensidade de marcação para Wnt4, observou-se que pacientes que possuem 

tumores com forte marcação para esta proteína tinham recorrência bioquímica 

em menor tempo em relação aos outros (Log Rank, p= 0,267 – Figura 17). 

Comparando-se somente pacientes cujos tumores possuem marcação muito 

fraca ou ausente para Wnt4 e pacientes cujos tumores marcam fortemente 

para esta proteína observou-se que estes últimos apresentam um tempo de 

sobrevida livre de recorrência bioquímica do CaP menor (dois anos a menos) 

em relação aos pacientes que possuem amostras com marcação negativa ou 

muito fraca para Wnt4 (p= 0,028 – Figura 18). 
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Figura 17.  Curva de sobrevida livre de recorrência bioquímica para pacientes com CaP cujos 
tumores apresentam diferentes níveis de expressão de Wnt4. 
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Figura 18.  Probabilidade de ocorrer recorrência bioquímica em pacientes com CaP cujos 
tumores apresentam marcação negativa ou forte para a proteína Wnt4. O gráfico mostra que 
pacientes que possuem forte marcação para Wnt4 apresentam recorrência do CaP em menor 
tempo em relação aos pacientes que possuem marcação negativa ou muito fraca para a 
proteína (p= 0,028). 
 

4.5 Expressão de E-caderina em tecidos prostáticos 

 
E-caderina é uma proteína de membrana importante que participa do 

processo de junções entre as células. Como dito anteriormente, seu perfil de 

expressão tem sido associado com a progressão do tumor de próstata e seu 

potencial metastático. Com a finalidade de verificar se a expressão de Wnt4 

estaria correlacionada com a expressão de E-caderina, seções de TMA foram 

incubadas com o anticorpo específico para esta proteína. Como controle da 

expressão de E-caderina nos ensaios de imunohistoquímica, foram utilizados 

tecidos de pele incubados na ausência e presença do anticorpo (Figura 19). 

 



 45

 
Figura 19.  Amostras de tecido de pele utilizadas como controle da marcação para o anticorpo 
anti-E-caderina. A. Controle positivo, onde o tecido foi incubado com o anticorpo, mostrando 
marcação na membrana plasmática das células. B. Tecido que não foi incubado com o 
anticorpo contra E-caderina (controle negativo). Magnificação original 20X. 

 

Aparentemente, todas as amostras analisadas no TMA, tanto de CaP 

quanto de HPB, marcam para E-caderina em maiores ou menores níveis, 

sendo que aproximadamente 75% das amostras marcam com intensidade 

moderada a forte. A quantificação para a marcação de E-caderina foi limitada 

às membranas plasmáticas das células e 180 pacientes (153 pacientes com 

CaP e 27 pacientes com HPB) foram informativos para o perfil de expressão da 

proteína. 

A expressão de E-caderina não se mostrou associada com nenhum dos 

parâmetros clínico-patológicos analisados neste trabalho. Apesar do valor 

mediano de intensidade de expressão de E-caderina ter sido ligeiramente 

maior em amostras de câncer comparadas com amostras não neoplásicas, 

estas diferenças não são estatisticamente significativas entre estes dois grupos 

(p= 0,754 – Tabela 12). 
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Tabela 12.  Expressão de E-caderina em tecidos tumorais e não tumorais de próstata. 
 

Marcador Histologia n Mediana Min. Máx. 
CaP 153 116 77 153 E-caderina 
HPB 27 113 79 135 

   p= 0,754   
A diferença para a mediana de marcação mostrou não ser significativa (p= 0,754).  

 

A análise de pacientes que tiveram ou não recorrência bioquímica ou 

recidiva clínica do CaP revelou que as amostras dos indivíduos que 

apresentaram esses eventos possuíam um valor mediano de intensidade de 

marcação para E-caderina maior em relação às amostras dos pacientes que 

foram negativos para os eventos (Tabela 13). Apesar dessa tendência em 

discriminar esses grupos de pacientes, não houve diferença estatística na 

intensidade mediana de expressão de E-caderina entre eles (p= 0,931 para 

recorrência bioquímica e p= 0,104 para recidiva clínica). Além disso, as 

amostras de pacientes que possuem um segundo tumor primário têm menor 

expressão de E-caderina comparados com amostras de pacientes que não 

possuem esse tumor, mas a diferença de intensidade de marcação mediana 

também não foi estatisticamente significativa (p= 0,917). 

 

Tabela 13.  Mediana da intensidade de marcação para a proteína E-caderina em tumores de 
pacientes com CaP classificados para ocorrência ou não de recorrência bioquímica, recidiva 
clínica da doença e presença de um segundo tumor primário. 
 

Variável Status  n Mediana 

Sim 86 116 (77 – 153) 
Recorrência 
bioquímica 

Não 66 115,5 (94 – 142)a 

Sim 13 121,6 (110 – 138) 
Recidiva clínica 

Não 138 115,3 (77 – 153)b 

Sim 15 114,5 (100 – 153) 
Segundo tumor 

Não 131 116 (77 – 142)c 

  a p= 0,931; b p= 0,104; c p= 0,917 
 

Os resultados numéricos de intensidade de marcação para E-caderina, 

obtidos pela análise do software, foram categorizados em 1- marcação fraca, 2- 
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marcação moderada, 3- marcação forte e 4- marcação muito forte. Algumas 

amostras representativas dessas categorias são mostradas na Figura 20. 

 

 
Figura 20.  Categorização da intensidade de marcação para a proteína E-caderina em tecidos 
tumorais de próstata. 1- Marcação fraca; 2- Marcação moderada; 3- Marcação forte; 4- 
Marcação muito forte. Magnificação original 40X. 
  

 A expressão de E-caderina separada em grupos com intensidades de 

marcação diferentes também não apresentou correlação com o Escore de 

Gleason (p= 0,718 – Tabela 14), pois a maioria dos tumores possui marcação 

moderada a muito forte para a proteína, independente do Escore de Gleason 

que os pacientes apresentam. Também não foi possível observar diferenças 

neste estudo entre as intensidades de marcação para E-caderina em relação à 

sobrevida livre de recorrência bioquímica para o CaP (p= 0,559 – Figura 21). 
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Tabela 14.  Correlação da expressão de E-caderina com o Escore de Gleason em amostras  
 teciduais de CaP. 
 

Escore de 
Gleason 

N° 
de casos 

(%) 

   Escore de imunoreatividade de E-caderina (%) 
 

          1                      2                      3                      4 

2 a 6 128 (86,5) 
29/ 128 
(22,7) 

35/ 128 
(27,3) 

32/ 128 
(25) 

32/ 128 
(25) 

7 a 10 20 (13,5) 
3/ 20 
(15) 

6/ 20 
(30) 

4/ 20 
(20) 

7/ 20 
(35) 

Total 148 (100) 
32/ 148 
(21,6) 

41/ 148 
(27,7) 

36/ 148 
(24,3) 

39/ 148 
(26,4) 

Porcentagem de amostras marcadas de acordo com o escore de imunoreatividade de E-
caderina: 1- marcação de intensidade fraca; 2- marcação de intensidade média; 3- marcação 
de intensidade forte; 4- marcação de intensidade muito forte. 
* Valor de p= 0,718 
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Figura 21.  Curva de sobrevida livre de recorrência bioquímica para pacientes com CaP cujos 
tumores apresentam diferentes níveis de marcação de E-caderina. 
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  4.6 Expressão de Topoisomerase II- α em tecidos prostáticos 

 

A Topoisomerase II-α é uma proteína considerada como um marcador 

de proliferação celular e sua expressão está associada com a agressividade do 

CaP. Assim, para saber se havia correlação entre a expressão de 

Topoisomerase II-α e a expressão de Wnt4, tecidos tumorais e não tumorais de 

próstata foram incubados com o anticorpo específico contra Topoisomerase II-

α, cuja marcação detectada foi essencialmente nuclear. Amostras de amígdala 

foram utilizadas como controle da marcação de Topoisomerase II-α por serem 

tecidos que apresentam alta taxa de proliferação. Esses tecidos foram reagidos 

ou não com o anticorpo, como mostrado na Figura 22.  

 

 
 
Figura 22.  Seções de imunohistoquímica utilizando tecidos de amígdala como controle da 
marcação de Topoisomerase II-α. A. Tecido incubado com o anticorpo contra Topoisomerase 
II-α, mostrando marcação nuclear (Controle positivo) B. Tecido que não foi incubado com o 
anticorpo (Controle negativo). Magnificação original 10X. 

 

A análise da expressão de Topoisomerase II-α revelou que 195 

pacientes (165 pacientes com CaP e 30 pacientes com HPB) foram 
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informativos para o perfil de expressão desta proteína. De um modo geral, 

células prostáticas tumorais e não-tumorais analisadas nesse estudo 

apresentaram baixas taxas de proliferação, principalmente as células benignas, 

representadas pela HPB. Ao se comparar o valor mediano da intensidade de 

marcação entre CaP e HPB, mostrou-se que a expressão de Topoisomerase II-

α foi maior em amostras neoplásicas quando comparadas com tecidos não 

neoplásicos. Testes estatísticos demonstraram que essa diferença foi 

significativa (p < 0,001 – Tabela 15). 

 

Tabela 15.  Expressão de Topoisomerase II-α em tecidos tumorais e não tumorais de próstata. 
 

Marcador Histologia n Mediana Min. Máx. 
CaP 165 22,2 1,2 78 Topoisomerase 
HPB 30 3,5 0,6 20,1 

   p < 0,001   
A diferença para a mediana de marcação mostrou ser significativa (p < 0,001).   

 

Ao analisar o perfil de marcação de Topoisomerase II-α entre pacientes 

de CaP que apresentaram ou não recidiva clínica e recorrência bioquímica, 

notou-se que o nível mediano de intensidade para esta proteína era maior em 

amostras de pacientes que apresentaram os eventos (p= 0,168 para recidiva 

clínica e p= 0,151 para recorrência bioquímica) (Tabela 16). Apesar dessa 

tendência de maior expressão de Topoisomerase II-α em tumores de pacientes 

que apresentaram recidiva da doença, seja ela clínica ou bioquímica, essa 

diferença não foi estatisticamente significativa. As medianas de intensidade de 

marcação também não foram significativas entre amostras de pacientes que 

apresentaram ou não um segundo tumor primário (p= 0,840 – Tabela 16). 
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Tabela 16.  Mediana da intensidade de marcação para a proteína Topoisomerase II-α em 
pacientes com CaP quando classificados para ocorrência ou não de recorrência bioquímica, 
recidiva clínica da doença e presença de um segundo tumor primário. 
 

Variável Status  n Mediana 

Sim 92 23,6 (2 – 78) 
Recorrência 
bioquímica 

Não 72 19,55 (1,2 – 65,3)a 

Sim 15 29,6 (16 – 78) 
Recidiva clínica 

Não 148 21,9 (1,2 – 74,2)b 

Sim 17 20,5 (7 – 53,3) 
Segundo tumor 

Não 141 22,2 (1,2 – 78)c 
  a p= 0,151; b p= 0,168; c p= 0,840 

 

Para uma melhor análise das intensidades de marcação, as amostras 

marcadas com Topoisomerase II-α foram divididas em categorias assim como 

para os outros marcadores, sendo 1- marcação ausente, 2- marcação fraca, 3- 

marcação de intensidade média e 4- forte marcação (Figura 23). 
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Figura 23.  Grau de marcação de Topoisomerase II-α em amostras de CaP. 1- Ausência de 
marcação; 2- Marcação fraca; 3- Marcação moderada; 3- Marcação forte. Magnificação original 
40X. 
  

 Ao analisar se os valores de intensidade de Topoisomerase II-α 

categorizados apresentavam correlação com o Escore de Gleason dos 

pacientes, observou-se freqüências semelhantes de pacientes cujas amostras 

expressam Topoisomerase II-α nas diferentes intensidades de marcação. 

Embora haja uma maior freqüência de casos com EG de 7 a 10 que 

apresentam marcação fraca (32%) em comparação às outras categorias de 

intensidade de marcação, não houve diferença estatisticamente significativa 

para este parâmetro analisado (p= 0,435 – Tabela 17). 
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Tabela 17.  Correlação da expressão de Topoisomerase II-α em CaP com o Escore de 
Gleason. 
 

Escore de 
Gleason 

N° 
de casos 

(%) 

  Escore de imunoreatividade de Topoisomerase (%) 
 

          1                      2                      3                      4 

2 a 6 135 (84,4) 
35/ 135 
(25,9) 

30/ 135 
(22,2) 

38/ 135 
(28,2) 

32/ 135 
(23,7) 

7 a 10 25 (15,6) 
3/ 25 
(12) 

8/ 25 
(32) 

7/ 25 
(28) 

7/ 25 
(28) 

Total 160 (100) 
38/ 160 
(23,7) 

38/ 160 
(23,7) 

45/ 160 
(28,2) 

39/ 160 
(24,4) 

Porcentagem de amostras marcadas de acordo com o escore de imunoreatividade de 
Topoisomerase II-α: 1- ausência de marcação; 2- marcação de intensidade fraca; 3- marcação 
de intensidade média; 4- marcação de intensidade forte. 
* Valor de p= 0,435 

 

A análise do tempo de recorrência bioquímica da doença para pacientes 

cujos tumores possuem níveis de intensidade de marcação diferentes para 

Topoisomerase II-α sugere que pacientes cujas amostras possuem marcação 

negativa para essa proteína possuem um tempo maior de sobrevida livre de 

recorrência bioquímica em comparação a pacientes cujas amostras marcam 

para Topoisomerase II-α, porém esses resultados não foram estatisticamente 

significativos (p= 0,136 – Figura 24). 
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Figura 24.  Sobrevida livre de recorrência bioquímica para pacientes com CaP cujos tumores 
apresentam diferentes níveis de marcação para Topoisomerase II-α. 

 

 4.7 Correlação entre a expressão das proteínas Wnt 4, E-caderina e 

Topoisomerase II- α 

 

 Visando avaliar se haveria correlação entre a expressão de Wnt4, E-

caderina e Topoisomerase II-α, foram realizados testes não-paramétricos de 

correlação entre os perfis de expressão destas três proteínas. 

 Observou-se que a correlação dos valores medianos de intensidade de 

Wnt4 com os valores medianos de intensidade de E-caderina para as amostras 

de pacientes com CaP incluídos no estudo foi considerada significativa 

(Kendall’s tau b p< 0,001; r= 0,243), ou seja, pacientes cujos tumores possuem 

elevada expressão de Wnt4 também possuem elevada expressão de E-

caderina (Figura 25). 
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Figura 25.  Associação entre os níveis médios de intensidade de expressão de Wnt4 com E-
caderina em tumores de pacientes com CaP. 

 

 O mesmo acontece para a análise de Wnt4 com Topoisomerase II-α 

(Kendall’s tau b p< 0,001; r= 0,372 – Figura 26) e de Topoisomerase II-α com 

E-caderina (Kendall’s tau b p< 0,001; r= 0,269 – Figura 27). Assim, conclui-se 

que há correlação entre a intensidade mediana de expressão das três 

proteínas analisadas neste estudo. 
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Figura 26.  Associação entre os níveis médios de intensidade de expressão de Wnt4 com 
Topoisomerase II-α em tumores de pacientes com CaP. 
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Figura 27.  Associação entre os níveis médios de intensidade de expressão de Topoisomerase 
II-α com E-caderina em tumores de pacientes com CaP. 
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PARTE II 

 

 

Avaliação da proteína Wnt4 como um possível 

antígeno associado ao tumor de próstata  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

• Obter o cDNA completo de WNT4. 

• Expressar e purificar a proteína recombinante Wnt4 em um sistema 

bacteriano de expressão 

• Realizar ensaios imunológicos utilizando a proteína Wnt4 recombinante 

para avaliar a presença de anticorpos anti-Wnt4 no soro de pacientes 

com CaP. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1 Obtenção do cDNA completo de WNT4 

 

Para obter o cDNA completo do gene WNT4, foram realizadas reações 

de RT-PCR utilizando-se a Taq DNA Polimerase Recombinante (Invitrogen), 1 

X do tampão de PCR, 200 µM final de dNTPs, 0,5 µM  de cada 

oligonucleotídeo, 1,5 µM de MgCl2 e 1 µL de cDNA da linhagem de câncer de 

próstata DU145 (correspondente a 1-2 µg de RNA total) para um volume final 

de 20 µL. As reações de reamplificação foram feitas utilizando-se os mesmos 

reagentes nas mesmas concentrações, porém num volume final de 50 µL com 

3 µL da reação molde diluída 1: 1000. Os oligonucleotídeos utilizados estão 

listados na tabela abaixo (Tabela 18). 

 

Tabela 18.  Seqüência dos oligonucleotídeos utilizados para obtenção do cDNA completo de 
WNT4 por RT-PCR. 
 

Gene Oligonucleotídeos Seqüência 5’ – 3’ 

WNT4 1FORW ATG AGT CCC CGC TCG TGC CT 

WNT4 1REV TCA TCG GCA CGT GTG CAA CT 

WNT4 1F BamHI AAA AGG ATC CAT GAG TCC CCG CTC GTG CCT 
WNT4 

WNT4 1R SalI AAA AGT CGA CTC ATC GGC ACG TGT GCA ACT 

GAPDH 1F TGA CCC CTT CAT TGA CCT CA 
GAPDH 

GAPDH 1R AGT CCT TCC ACG ATA CCA AA 

 

A amplificação de WNT4 e GAPDH por RT-PCR foi obtida por um 

programa de ciclagem que se inicia com uma desnaturação inicial a 94°C 

durante 3 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por  30 segundos 

(desnaturação), 60°C por 30 segundos (anelamento) e  72°C por 1 minuto e 30 

segundos (extensão) e finalmente uma extensão de 72°C por 10 minutos. O 

tamanho para o gene WNT4 completo é de 1056 pb e o produto de GAPDH 

tem 419 pb. 
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3.2 Clonagem de WNT4 e seleção das bactérias recomb inantes 

 

O cDNA completo de WNT4 foi clonado no vetor de expressão de 

bactérias pET SUMO (ChampionTM pET SUMO Protein Expression System - 

Invitrogen) a partir de 1 µL da reação de PCR fresca contendo o produto 

WNT4. A reação de ligação de WNT4 com o vetor pET SUMO foi feita segundo 

o protocolo descrito no kit, utilizando T4 DNA Ligase, com incubação à 

temperatura ambiente por 30 minutos. 

A transformação das bactérias competentes One Shot Mach1TM –T1R 

E. coli foi feita a partir de 2 µL da reação de ligação, segundo o protocolo 

descrito pelo fabricante. Após a transformação, as bactérias foram plaqueadas 

em meio LB sólido contendo 50 µg/ mL de kanamicina. 

A partir das colônias crescidas nessas placas, algumas foram 

selecionadas para rastrear as bactérias recombinantes através da extração de 

DNA plasmidial pelo método de lise alcalina. Os DNAs plasmidiais obtidos 

foram dosados no espectrofotômetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop) e 2 µL 

desses plasmídeos foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 0,8%. 

 

3.3 Verificação da orientação da clonagem 

 

Para verificar quais os plasmídeos que possuíam o cDNA de WNT4 

clonado na orientação correta, foi realizada uma digestão com enzimas de 

restrição e PCR diferencial. Para a digestão com enzimas, utilizou-se 1 µL das 

enzimas EcoRI e PstI, 10 µL do plasmídeo, tampão de reação NEBuffer 3 (New 

England BioLabs) na concentração 1X e BSA 1X, numa reação de volume final 

de 20 µL. As reações foram deixadas a 37°C por 18 horas e foram inativadas 

por 20 minutos a 80°C. Foi realizado também PCR dif erencial utilizando 20 ng 

de cada plasmídeo, um oligonucleotídeo que anela na seqüência do plasmídeo 

(SUMO Forward Priming Site: AGA TTC TTG TAC GAC GGT ATT AG) e um 

oligonucleotídeo que anela na seqüência de WNT4 (WNT4 antisense: TCA 

GAG CAT CCT GAC CAC TG), numa reação de volume final de 20 µL. Para 

WNT4 clonado na seqüência correta, o tamanho do produto obtido na PCR é 

de aproximadamente 600 pb. Os resultados desses ensaios foram visualizados 

em gel de agarose 0,8% ou 1,5%. 
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3.4 Transformação de bactérias e indução da express ão de 

proteínas 

 

Para a transformação das bactérias, misturou-se de 5 a 10 ng do 

plasmídeo contendo WNT4 ou do plasmídeo pET SUMO/CAT (controle 

positivo) com bactérias quimicamente competentes BL21 DE3. Esta mistura foi 

incubada a 4°C por 30 minutos, seguindo-se um choqu e térmico a 42°C por 30 

segundos. Em seguida, as bactérias foram transferidas imediatamente para o 

gelo e rapidamente adicionou-se 250 µL de meio SOC. As células foram 

incubadas a 37°C sob agitação durante 1 hora. Após essa incubação, toda a 

reação de transformação foi colocada em 10 mL de LB contendo 50 µg/ mL de 

kanamicina e a reação foi deixada a 37°C sob agitaç ão por 18 a 22 horas. 

Para a expressão das proteínas recombinantes, primeiramente foi 

realizado um experimento piloto, no qual 500 µL da cultura acima (pré-inóculo) 

foram inoculados em 10 mL de LB 50 µg/ mL de kanamicina e 1% de glicose 

(opcional). Esse inóculo cresceu a 37°C sob agitaçã o até atingir a densidade 

ótica (D.O.) a 600 nm de 0,4 a 0,6, verificada no espectrofotômetro GeneQuant 

pro (Amersham Biosciences). Em seguida, adicionava-se IPTG na 

concentração final de 1 mM para induzir a expressão de proteínas. Como 

controle negativo da expressão, foram utilizadas culturas sem a adição de 

IPTG. Todas as culturas foram induzidas por 6 horas a 37°C sob agitação e 

posteriormente centrifugadas à velocidade máxima para retirar o sobrenadante. 

As bactérias foram ressuspendidas em tampão de lise (3 mM de KH2PO4, 47 

mM de K2HPO4, 400 mM de NaCl, 100 mM de KCl, 10% de glicerol, 0,5% de 

Triton X-100 e 1 mM de imidazol) e sonicadas utilizando 3 ciclos de 30 

segundos no gelo com intervalos de 1 minuto. As amostras foram centrifugadas 

por 1 minuto na velocidade máxima a 4°C. O sobrenad ante contém as 

proteínas solúveis, enquanto o precipitado contém as proteínas insolúveis. 

Para a expressão da proteína WNT4 recombinante em larga escala, 500 

µL do pré-inóculo foram adicionados a 25 mL de LB 50 µg/ mL de kanamicina 

sem a adição de glicose. O protocolo foi seguido como descrito acima e a 

indução foi feita com a adição de IPTG a 1 mM por 4 horas e o precipitado de 

bactérias foi guardado a -80°C para posterior purif icação da proteína 

recombinante. 
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3.5 Purificação da proteína recombinante 

 

A purificação da proteína recombinante Wnt4 foi realizada utilizando 

colunas de afinidade por níquel, seguindo instruções do manual do kit Ni-NTA 

Spin Handbook (Qiagen). Nesta coluna, íons de níquel estão ligados a uma 

matriz de ácido nitrilotriacético (NTA), a qual ocupa quatro dos seis sítios de 

ligação da esfera de níquel, deixando livres dois sítios para a interação com a 

cauda de histidinas. Pelo fato dessa interação das histidinas com o níquel e 

sua matriz ser independente de conformação, a purificação da proteína pode 

ser realizada tanto sob condições nativas quanto sob condições desnaturantes. 

Assim, para a purificação de Wnt4 foram testados dois protocolos de 

purificação, sendo que um utiliza condições nativas e o outro condições 

desnaturantes da proteína. 

Na purificação sob condições nativas, as bactérias foram lisadas em 1 

mL de tampão de lise (50 mM de NaH2PO4, 300 mM de NaCl, 10 mM de 

imidazol, pH 8.0) e lisozima a 1 mg/ mL. Após incubação no gelo por 30 

minutos, as células foram sonicadas no gelo 6 vezes de 10 segundos cada com 

5 segundos de intervalo. Os lisados foram centrifugados a 12000 rpm por 30 

minutos a 4°C. O sobrenadante foi passado por 3 min utos a 2000 rpm e 4°C 

numa coluna Ni-NTA pré-equilibrada. Lavou-se duas vezes a coluna com 

tampão de lavagem (50 mM de NaH2PO4, 300 mM de NaCl, 20 mM de 

imidazol, pH 8.0). A proteína foi eluída em 100 µL de tampão de eluição (50 

mM de NaH2PO4, 300 mM de NaCl, 300 mM de imidazol, pH 8.0) por 2 vezes e 

posteriormente em 100 mM de EDTA. 

Na purificação da proteína sob condições desnaturantes, as bactérias 

foram lisadas em 1 mL de tampão B (8 M de uréia; 0,1 M de NaH2PO4; 0,01 M 

de Tris-Cl; pH 8.0) e incubadas sob agitação 1 hora à temperatura ambiente. O 

lisado foi centrifugado a 12000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi 

passado por 2 minutos a 2000 rpm numa coluna Ni-NTA previamente 

equilibrada. Lavou-se duas vezes a coluna com o tampão C (8 M de uréia; 0,1 

M de NaH2PO4; 0,01 M de Tris-Cl; pH 6.3). A proteína foi eluída com 100 µL de 

tampão E (8 M de uréia; 0,1 M de NaH2PO4; 0,01 M de Tris-Cl; pH 4.0) por 2 

vezes e em seguida com 100 mM de EDTA. 
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3.6 Imunoblot 

 

 Os ensaios de imunoblot foram realizados segundo o manual Molecular 

Cloning – A Laboratory Manual e o sistema utilizado foi o mini-PROTEAN 3 

(Bio-Rad). As amostras de proteínas foram fervidas a 100°C por 5 minutos e 

resolvidas em gel de poliacrilamida SDS/PAGE 12% por aproximadamente 1 

hora a 140 Volts. Em seguida, foi feita a transferência das proteínas do gel para 

uma membrana de nitrocelulose por 1 hora a 100 Volts, em tampão de 

transferência (0,3% de Tris-HCl, 1,4% de glicina e 20% de metanol). Após a 

transferência das proteínas, a membrana foi corada com uma solução de 

Vermelho de Ponceau (0,2% de Vermelho de Ponceau e 3% de ácido 

tricloroacético), para visualização da eficiência de transferência do extrato de 

proteínas. Em seguida, a membrana foi bloqueada por 1 hora em solução 5% 

de leite desnatado em tampão PBS-T (0,05% de Tween 20 em PBS 1X). 

Seguiu-se a incubação com os anticorpos primários anti-histidina (Amershan 

Biosciences) diluído 1: 5000 e policlonal anti-Wnt4 C-14 (Santa Cruz) diluído 1: 

200 por uma ou duas horas à temperatura ambiente. Após 3 lavagens de 5 

minutos com PBS-T sob agitação, a membrana foi incubada por 1 hora à 

temperatura ambiente com os anticorpos secundários anti-camundongo 

(PIERCE) e anti-cabra (KPL), ambos conjugados à peroxidase e diluídos 1: 

2500. Após novas lavagens com PBS-T, a interação antígeno-anticorpo foi 

visualizada através da revelação das reações com o kit ECL Western Blotting 

Detection Reagents (Amershan Biosciences) seguido de exposição da 

membrana a filmes sensíveis à quimioluminescência (KODAK BioMax Light 

Film – Sigma Aldrich). 

 Nas incubações feitas com os soros dos pacientes, foi utilizada uma 

mistura (pool) de três soros de pacientes com CaP e uma mistura de três soros 

de doadores sem a neoplasia (Tabela 19). O sangue de cada indivíduo foi 

coletado em tubo sem a presença de anti-coagulante e os soros foram 

estocados em glicerol na proporção 1:1 a -80°C. Os soros utilizados nos 

ensaios de imunoblot foram previamente adsorvidos para anticorpos anti-

proteínas de E. coli, incubando-se em igual proporção os soros dos pacientes 

com extratos protéicos totais da bactéria E. coli por 2 horas à temperatura 

ambiente sob agitação. Os soros foram diluídos 1: 200 e o anticorpo 
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secundário utilizado foi o anti-IgG humano (Amersham Biosciences) diluído 1: 

4000. 

 

Tabela 19.  Características dos pacientes com CaP e dos indivíduos sadios, cujos soros foram 
utilizados nos ensaios imunológicos contra a proteína Wnt4. 

Soros utilizados 
Média Idade 

(anos) 
Escore de Gleason 

PSA pré-operatório 

(ng/mL) 

4 (2+2) 8,5 

5 (3+2) 7,1 Pacientes com CaP 65,3 

8 (3+5) 11,21 

Doadores normais 24 ---- ---- 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Expressão do cDNA completo de WNT4 

 

O cDNA completo de WNT4 foi obtido por RT-PCR através de 

reamplificação (Figura 28A). A reação de RT-PCR que serviu de molde é 

mostrada na Figura 28B. Os oligonucleotídeos utilizados nessa reação molde 

amplificam toda a região codificante de WNT4, sendo que nas extremidades do 

transcrito há seqüências adaptadoras para as enzimas de restrição BamHI e 

SalI. Durante a reamplificação, essas seqüências deixam de existir, visto que 

os oligonucleotídeos 1FORW e 1REV amplificam somente a região codificante 

do gene WNT4 (Figura 29). 

 

 

Figura 28. Amplificação do cDNA completo do gene WNT4 (1056 pb) mostrada em gel de 
agarose. (A) Reação de RT-PCR que serviu de molde para a obtenção do transcrito completo 
de WNT4. (B) Reamplificação de WNT4 utilizando 3 µL da reação mostrada em A diluída 
1:1000. 

 

A B 
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Figura 29.  Esquema representativo do cDNA completo de WNT4. A região codificante do gene 
WNT4 é formada por cinco éxons e os oligonucleotídeos utilizados para amplificá-la são 
mostrados na figura como setas verdes e cabeças de setas vermelhas (oligonucleotídeos 
utilizados na reamplificação). 

 

4.2 Clonagem de WNT4 no vetor pET SUMO 

 

Após a amplificação do cDNA completo do gene WNT4, o mesmo foi 

clonado no vetor de expressão pET SUMO (Figura 30) com a finalidade de 

obter a proteína recombinante. A clonagem no vetor pET SUMO foi realizada 

utilizando-se diretamente a reação de RT-PCR contendo o produto de 

amplificação do gene WNT4. 

 

 

Figura 30. Mapa do vetor de expressão pET SUMO. A região em vermelho mostra o local onde 
o cDNA completo do gene WNT4 foi clonado. Uma característica desse vetor é que a proteína 
recombinante produzida é fusionada à proteína SUMO e também a uma cauda de histidinas. 
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4.3 Seleção das bactérias recombinantes 

 

Das colônias transformantes com o plasmídeo contendo WNT4, dez 

foram selecionadas para análise do DNA plasmidial através de eletroforese em 

gel de agarose. Das dez colônias, três (colônias 5, 6 e 7) apresentaram uma 

migração atrasada no gel e foram utilizadas nas análises posteriores (Figura 

31).  

 

Figura 31. Seleção das colônias recombinantes através da análise do DNA plasmidial em gel 
de agarose. Dez colônias foram analisadas, verificando-se um tamanho maior para as colônias 
designadas pelos números 5, 6 e 7 (colônias possivelmente recombinantes). 

 

Outro grupo de colônias foi rastreado e foram selecionadas cinco 

colônias para a análise dos plasmídeos recombinantes. Os DNAs bacterianos 

foram analisados em gel de agarose e verificou-se que a colônia designada 

pelo número 12 apresentava um tamanho maior em relação às outras quatro 

colônias (Figura 32).  

 

Figura 32. Seleção das colônias recombinantes através da análise da migração do DNA 
plasmidial em gel de agarose. Cinco colônias de uma nova transformação foram analisadas, 
verificando-se um tamanho maior para a colônia 12. 

 

Além da seleção das bactérias possivelmente recombinantes, era 

necessário também verificar a orientação em que a seqüência WNT4 foi 

inserida no plasmídeo. Para isso, foram utilizados dois tipos de abordagem: a 

digestão diferencial com enzimas de restrição e PCR. A digestão dos 
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plasmídeos foi feita com as enzimas de restrição EcoRI e PstI. Se o cDNA de 

WNT4 estivesse clonado na orientação correta, haveria a liberação de um 

fragmento de 1.061 pb e um outro de 5.637 pb. Caso o fragmento tivesse sido 

clonado na orientação inversa, obteríamos fragmentos de tamanhos 157 pb e 

6.541 pb (Figura 33). 

 

 

Figura 33.  Esquema da digestão do plasmídeo pET SUMO + WNT4 com as enzimas de 
restrição EcoRI e PstI. Se WNT4 estivesse clonado na orientação correta, haveria liberação de 
fragmentos de 1061 e 5637 pb. Por outro lado, se este fragmento estivesse clonado na 
orientação inversa, haveria liberação de fragmentos de 157 e 6541 pb. 
 

Assim, através da análise em gel de agarose do DNA plasmidial 

fragmentado com as enzimas de restrição citadas acima, verificou-se que a 

colônia 5 continha o inserto clonado na orientação inversa, enquanto as 

colônias 6 e 7 continham o fragmento de WNT4 clonado na orientação correta 

(Figura 34A). O mesmo aconteceu com a colônia 12, que possuía WNT4 

clonado na orientação correta, devido à liberação de um fragmento de 

aproximadamente 5 kb (Figura 34B). C1, C2 e C3 na Figura 6A representam 

controles do funcionamento das enzimas EcoRI e PstI, onde um DNA humano 

foi digerido com EcoRI (C1), PstI (C2) e DNA sem digestão (C3). 
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Figura 34.  Gel de agarose 1,5% mostrando o perfil de migração eletroforética do DNA 
plasmidial de colônias transformantes após a digestão com enzimas de restrição. (A) A figura 
mostra a liberação de fragmentos de aproximadamente 1 Kb nas colônias 6 e 7, e um 
fragmento de 157 pb na colônia 5 (seta vermelha), indicando inserção do cDNA de WNT4 na 
orientação correta e inversa, respectivamente. Controles: C1 – DNA digerido com EcoRI; C2 – 
DNA digerido com PstI; C3 – DNA não digerido. (B) Liberação de um fragmento de 1 Kb na 
colônia 12, sugerindo que WNT4 estava clonado na orientação correta para este clone. 

 

Outro experimento realizado para verificar a orientação do inserto 

clonado de WNT4 foi o ensaio de PCR, no qual foi utilizado um 

oligonucleotídeo que anela em uma seqüência específica do vetor (SUMO 

Forward Priming Site) e outro que anela em uma seqüência específica de 

WNT4 (WNT4 antisense) (Figura 35A). Assim, caso a orientação do inserto 

estivesse correta, o fragmento obtido seria de aproximadamente 600 pb, 

enquanto que o transcrito clonado na orientação contrária não geraria produto 

nenhum, visto que o oligonucleotídeo WNT4 antisense não se liga à seqüência 

inversa de WNT4. Para a análise por PCR, foram selecionadas as colônias 4, 

5, 6, 7, 11, 12, 13 e 14. Observou-se que os clones 6, 7 e 12 apresentaram 

uma banda de 600 pb, enquanto os clones 4, 5, 11, 13 e 14 não apresentaram 

amplificação de fragmento de PCR contendo este tamanho (Figura 35B). 

 

 

 

 

 

 

A B 
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Figura 35. PCR realizado para verificar a orientação de clonagem do cDNA de WNT4. (A) 
Esquema mostrando parte do mapa do vetor pET SUMO e o local de anelamento dos 
oligonucleotídeos (em azul) utilizados na reação de PCR. (B) Gel de agarose 1,5% mostrando 
a amplificação de fragmentos de aproximadamente 600 pb nas colônias 6, 7 e 12, indicando 
que nesses clones transformantes o cDNA de WNT4 foi clonado na orientação correta. 
 

Reunindo as informações dos três experimentos realizados (migração 

dos plasmídeos em gel de agarose, perfil diferencial de digestão com enzimas 

de restrição e PCR), conclui-se que os clones 5, 6, 7 e 12 correspondiam a 

clones recombinantes contendo o gene WNT4. No entanto, o clone 5 apresenta 

WNT4 na orientação inversa e, portanto, não geraria a proteína recombinante 

de interesse. Assim, para os ensaios de expressão de proteína foram 

selecionados apenas os clones 6, 7 e 12. 

 

4.4 Expressão da proteína Wnt4 recombinante  

 

De acordo com as características do vetor pET SUMO (Figura 30), a 

proteína recombinante obtida é fusionada a uma cauda de histidinas e também 

à proteína SUMO (small ubiquitin-like modifier), a qual apresenta peso 

A 

B 
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molecular de11 KDa. Para expressar a proteína recombinante Wnt4, bactérias 

BL21 foram transformadas com o vetor pET SUMO contendo a seqüência de 

cDNA de WNT4 clonada na orientação correta (clones 6, 7 e 12). 

 Inicialmente, induzimos a expressão de proteínas dos clones 6, 7 e 

também do clone 4, que não possui WNT4 clonado. Como controle positivo da 

expressão de proteínas recombinantes nestas bactérias foi utilizado o 

plasmídeo pET SUMO/CAT, que expressa a proteína CAT, e como controle 

negativo da expressão, foram utilizadas culturas de bactérias cultivadas nas 

mesmas condições sem a adição de IPTG. Após a lise das bactérias e o 

processamento das amostras solúveis e insolúveis do lisado celular, ensaios de 

imunoblot foram realizados utilizando anticorpo específico contra a cauda de 

histidinas. Neste ensaio, foi possível detectar a presença da proteína 

recombinante Wnt4 nos clones 6 e 7, tanto na fração solúvel quanto na 

insolúvel. O tamanho esperado para a proteína recombinante é de 

aproximadamente 52 KDa, correspondente a 39 KDa da proteína Wnt4 

propriamente dita e um acréscimo de 13 KDa correspondentes à proteína 

SUMO junto com a cauda de histidinas. Nas amostras induzidas com o vetor 

pET SUMO/CAT, foi encontrada uma proteína de 39 KDa correspondente à 

proteína recombinante CAT e nas amostras contendo o clone 4 identificou-se 

apenas uma banda em torno de 25 KDa, mas que não corresponde à proteína 

Wnt4 recombinante (Figura 36). 

 Com isso, demonstrou-se que a proteína recombinante Wnt4 estava 

presente tanto em frações solúveis quanto em frações insolúveis do extrato 

protéico total de bactérias. 
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Figura 36.  Experimento piloto de expressão da proteína recombinante Wnt4 a partir dos clones 
6 e 7 (que possuem Wnt4 clonado na orientação correta), CAT (controle positivo de expressão) 
e clone 4 (que não possui Wnt4 clonado). Neste imunoblot utilizando anticorpo anti-histidinas, 
foi possível observar a presença de bandas correspondentes a Wnt4 recombinante (52 KDa) 
nas amostras induzidas dos clones 6 e 7, diferentemente do clone 4 que apresentou uma 
banda de aproximadamente 25 KDa. A proteína CAT recombinante possui 39 KDa. 
  

 4.5 Purificação da proteína recombinante 

 

 Uma vez estabelecida a indução da expressão da proteína recombinante 

Wnt4, tornava-se necessária a sua purificação para que a proteína pudesse ser 

utilizada nos ensaios para identificação dos anticorpos anti-Wnt4 no soro de 

pacientes com CaP. 

 Para isso, a expressão da proteína Wnt4, proveniente do clone 6, foi 

induzida em larga escala. Após a lise das bactérias, a proteína recombinante 

Wnt4 fusionada à SUMO e à cauda de histidinas foi purificada utilizando-se 

uma coluna de afinidade por níquel (coluna Ni-NTA). Os ensaios de purificação 

foram testados em condições nativas e em condições desnaturantes da 

proteína. 

 Sob condições nativas, a proteína recombinante foi eluída da coluna de 

níquel com um tampão de elevada concentração de imidazol (300 mM de 

imidazol) e também com EDTA. As frações protéicas eluídas de cada passo da 

purificação sob condições nativas são mostradas na Figura 37. Essas frações 

foram coradas com Comassie Blue em gel de poliacrilamida e também 

detectadas por imunoblot utilizando o anticorpo anti-histidinas. Pelo ensaio de 
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imunoblot foi possível detectar uma proteína do tamanho esperado apenas na 

fração do lisado total de bactérias, ou seja, não foi possível purificar a proteína 

Wnt4 sob condições nativas. 

 

 

 
Figura 37.  Purificação da proteína recombinante Wnt4 sob condições nativas. Gel de 
poliacrilamida corado com Comassie Blue e imunoblot com anticorpo anti-histidinas mostram as 
diferentes etapas da purificação. Não houve banda relativa a Wnt4 nas eluições, indicando 
ausência de purificação da proteína. 
 

Sob condições desnaturantes, a proteína foi eluída em tampão de baixo 

pH (pH 4.0) e também em EDTA. Os passos dessa purificação também são 
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mostrados em gel de poliacrilamida corado com Comassie Blue e por imunoblot 

com anticorpo anti-histidinas (Figura 38). Pelo ensaio de imunoblot detectou-se 

a proteína Wnt4 recombinante na fração do lisado total, na fração de proteínas 

que não se ligaram à coluna, na primeira lavagem e na eluição com EDTA. 

Portanto, a proteína Wnt4 purificada foi detectada somente na fração eluída 

com EDTA e, mesmo assim, essa purificação alcançou um baixo rendimento. 

 

 

 
Figura 38.  Purificação da proteína recombinante Wnt4 sob condições desnaturantes. Gel de 
poliacrilamida corado com Comassie Blue e imunoblot com anticorpo anti-histidinas mostram as 
diferentes etapas da purificação, revelando uma banda relativa a Wnt4 na eluição com EDTA, 
indicando que nessa condição foi possível obtê-la na forma purificada. 
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 A partir daí, o experimento foi repetido para tentar obter uma maior 

quantidade da proteína purificada. Assim, uma nova purificação sob condições 

desnaturantes foi realizada utilizando os clones 6, 7 e 12. Nessa purificação, foi 

possível detectar a proteína recombinante Wnt4 na fração de proteínas que 

não se ligaram à coluna, na eluição utilizando tampão de pH 4.0 e na fração 

eluída com EDTA. Embora detectada, a proteína eluída apresentava-se 

bastante degradada (Figura 39). As proteínas obtidas na eluição com pH 4.0 e 

com EDTA também foram incubadas com o anticorpo anti-Wnt4 num ensaio de 

imunoblot. Esse ensaio confirmou que a proteína purificada correspondia de 

fato à proteína Wnt4 recombinante (Figura 40). 

 

 
Figura 39.  Imunoblot com anticorpo anti-histidinas mostrando algumas etapas da purificação 
da proteína recombinante Wnt4 sob condições desnaturantes, realizada a partir dos clones 12, 
6 e 7. Foi possível obter a proteína purificada na eluição com solução de baixo pH e com 
EDTA, embora a proteína apresente produtos de degradação. 
  

 
Figura 40.  Imunoblot realizado para algumas etapas da purificação da proteína Wnt4 sob 
condições desnaturantes (purificação mostrada na Figura 39) utilizando anticorpo contra Wnt4. 
Esse ensaio confirma que a proteína purificada correspondia de fato à proteína Wnt4 
recombinante (52 KDa). 
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 4.6 Ensaios imunológicos com soros de pacientes com  CaP 

 

 O objetivo de obter a proteína recombinante Wnt4 purificada era utilizá-la 

em ensaios imunológicos para verificar se os pacientes com CaP possuem 

autoanticorpos que reconheçam essa proteína. 

 Tendo obtido a proteína recombinante Wnt4 purificada, ensaios de 

imunoblot foram realizados utilizando-se um “pool” de soros de pacientes com 

CaP, um pool de soros de doadores normais e também o anticorpo contra a 

cauda de histidinas. Para esses ensaios, utilizou-se a proteína Wnt4 eluída 

com EDTA obtida da purificação sob condições desnaturantes dos clones 6 e 

12. Este experimento mostrou que houve reação do soro de pacientes com 

CaP contra a proteína recombinante Wnt4 e que a mesma não foi reconhecida 

pelo soro dos doadores normais (Figura 41). Logo, estes resultados sugerem 

que em pacientes com CaP, a proteína Wnt4 foi capaz de induzir a produção 

de  autoanticorpos contra esta proteína e que possivelmente esta resposta 

imune é ausente em indivíduos sadios. O ensaio utilizando a proteína Wnt4 

obtida da eluição com tampão de pH baixo gerou resultados inconclusivos, pois 

houve o reconhecimento apenas de uma banda de tamanho não 

correspondente a 52 kDa. 

 
Figura 41. Imunoblot mostrando a reatividade da proteína Wnt4 purificada de dois clones 
independentes (6 e 12) contra o anticorpo anti-histidinas e contra uma mistura do soro de 
pacientes com CaP e uma mistura do soro de doadores normais. Observa-se que o soro de 
pacientes com CaP reconhece a proteína Wnt4 (52 kDa) obtida da eluição com EDTA, 
enquanto o soro dos doadores sem a neoplasia não reconhece a proteína. 
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5 DISCUSSÃO 

 

A ativação aberrante da via de sinalização de Wnt tem sido 

freqüentemente associada ao desenvolvimento e progressão do câncer, 

inclusive do CaP (Chesire DR & Isaacs WB, 2003). Essa sinalização aberrante 

é promovida por mutações ou mudanças de expressão de diversos 

componentes que participam da via, as quais resultam na ativação inapropriada 

de genes alvos (Polakis P, 2007). Estudos de análise de expressão gênica em 

próstata para os membros da família Wnt mostram que muitos deles possuem 

uma expressão aumentada em CaP em relação a tecidos não tumorais, e que 

essa superexpressão estaria envolvida em mecanismos que desencadeiam a 

tumorigênese na próstata (Verras M & Sun Z, 2006). Poucos estudos foram 

realizados para o membro Wnt4 e os dados existentes sobre seu perfil de 

expressão ainda permanecem controversos na literatura. Por um lado, há 

estudos relatando uma maior expressão do cDNA de WNT4 em amostras de 

CaP de alto EG quando comparadas com amostras de baixo EG (Reis EM et. 

al., 2004). Por outro lado, há estudos mostrando que parece não haver 

diferenças na expressão de mRNA de WNT4 entre amostras tumorais e 

amostras normais de próstata, assim como entre amostras metastáticas e 

tumores primários (Hall CL et. al., 2005). Devido ao fato da superexpressão de 

alguns membros da família Wnt estar associada com a tumorigênese e em 

função da discrepância dos resultados disponíveis sobre o perfil de expressão 

de Wnt4 em CaP, o estudo de sua expressão torna-se um importante passo 

para elucidar seu possível papel na oncogênese e progressão do CaP. Além 

disso, há poucas publicações disponíveis relatando a expressão de Wnt4 em 

termos protéicos. De acordo com o nosso conhecimento, esse é o primeiro 

trabalho a descrever o perfil de expressão da proteína Wnt4 em tecidos 

prostáticos. 

Assim, dada a relevância da via de sinalização de Wnt na tumorigênese, 

entender o perfil de expressão dos diferentes membros dessa família também é 

de grande importância para a identificação de possíveis alvos moleculares para 

diagnóstico, prognóstico e tratamento do CaP, assim como a caracterização de 

novos potenciais antígenos associados a tumor. Baseados neste racional, 

analisamos no presente trabalho o perfil de expressão da proteína Wnt4 em 
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amostras tumorais e não tumorais hiperplasicas de próstata e também a 

potencialidade desta proteína constituir um  antígeno tumoral nesta neoplasia. 

Como passo inicial para a caracterização do perfil de expressão da 

proteína Wnt4 em tecidos de CaP, avaliamos a expressão desta proteína em 

extratos protéicos totais de tumores de pacientes com CaP através de ensaios 

de imunoblot. Em todas as amostras de CaP testadas identificamos uma 

proteína reconhecida pelo anticorpo anti-Wnt4, cujo peso molecular 

(aproximadamente 50 kDa) encontra-se acima daquele predito pelo tamanho 

do cDNA completo para o gene WNT4. Smolich et. al. (1993) demonstraram 

que o peso molecular predito para a proteína Wnt4 in vivo ou em sua forma 

secretada é maior em relação a seu peso molecular deduzido pela seqüência 

de aminoácidos. É possível que a proteína Wnt4 sofra modificações após sua 

tradução, o que poderia promover este aumento do peso molecular observado 

no ensaio de imunoblot realizado. Sabe-se que as proteínas da família Wnt 

sofrem modificações pós-tradução essenciais para sua função, como a 

glicosilação, fosforilação e palmitolação, e que uma série de membros da 

família dos ligantes de Wnt apresenta aumento do peso molecular em função 

destas modificações (Komekado H et. al., 2007; Kurayoshi M et. al., 2007; 

Willert K et. al., 2003). 

Baseados nesses dados de que tumores prostáticos expressam a 

proteína Wnt4, analisamos em seguida seu perfil de expressão em tecidos 

tumorais e não tumorais hiperplásicos (HPB) de próstata, utilizando ensaios de 

imunohistoquímica em um grande número de amostras na forma de um TMA. 

Nossos resultados mostram que em tecidos tumorais e de HPB, a marcação de 

Wnt4 é predominantemente citoplasmática, havendo também marcação de 

membrana. A localização citoplasmática da proteína Wnt4 encontrada em 

nosso estudo corrobora os dados de avaliação da expressão desta proteína 

realizados em testículos e ovários de cangurus em desenvolvimento (Yu H et. 

al., 2006). Uma grande proporção das amostras prostáticas analisadas no 

presente estudo revelou uma marcação mais forte na membrana apical das 

células epiteliais dos ácinos prostáticos. Esse perfil de marcação está de 

acordo com o que se sabe até o presente momento a respeito do mecanismo 

de ação da proteína Wnt4, uma vez que, para exercer sua função, ela é 
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secretada pelas células ligando-se a receptores de membrana para ativar sua 

cascata de sinalização. 

 Com o propósito de investigar se Wnt4 poderia ser considerado um 

marcador específico do CaP em relação ao tecido não tumoral hiperplásico, 

analisamos sua expressão em tecidos de CaP e HPB e observamos que o 

valor de intensidade mediana de marcação para Wnt4 não foi estatisticamente 

diferente entre os dois grupos de amostras. Estes resultados sugerem que esta 

proteína não seria um marcador tecidual adequado para auxiliar na 

diferenciação entre o CaP e glândulas hiperplásicas. Apesar do CaP não 

apresentar diferença de expressão de Wnt4 em relação a HPB, não podemos 

afirmar, baseados nos achados deste estudo, que não existe diferença entre o 

perfil de expressão de Wnt4 no CaP e tecido prostático normal, tampouco entre 

CaP e outras anormalidades do tecido prostático, tais como AIP e NIP. A 

avaliação destas potenciais diferenças não foi possível em função do TMA 

utilizado neste estudo ter sido construído somente com tecidos provenientes de 

pacientes com CaP e HPB. 

 Avaliamos também a associação do perfil de expressão de Wnt4 com 

parâmetros clínicos e patológicos importantes para o diagnóstico e prognóstico 

do CaP, como o Escore de Gleason, os níveis de PSA pré-operatório e pós-

operatório, a recorrência bioquímica, a recidiva clínica da doença e presença 

de um segundo tumor primário. 

 O Escore de Gleason é o grau de diferenciação das células tumorais 

prostáticas e, portanto, fornece indicações a respeito da progressão e 

agressividade do tumor de próstata. Os valores de PSA geralmente estão 

aumentados em pacientes que possuem CaP, mas, por também ser uma 

proteína detectada em situações não tumorais da próstata, o PSA passa a ter 

baixa especificidade quando utilizado como parâmetro de diagnóstico do CaP. 

No entanto, os valores de PSA pós-operatório são de extrema importância para 

monitorar a recorrência bioquímica dos pacientes, a qual é capaz de predizer a 

doença metastática e o tempo de sobrevida dos mesmos. Contudo, na 

literatura discute-se a utilização de uma definição padrão para a recorrência 

bioquímica, dada a diversidade de critérios atualmente empregados para 

conceituá-la. Um estudo realizado em 2006 analisou os diversos critérios 

utilizados na literatura médica e propôs a utilização de uma definição padrão 
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para a recorrência bioquímica dos pacientes com CaP (Stephenson AJ et. al., 

2006). A definição de recorrência bioquímica que melhor explicou a progressão 

da doença metastática foi um aumento nos níveis de PSA de pelo menos 0,4 

ng/mL seguido de outro aumento. Além disso, esta definição mostrou estar 

associada com uma probabilidade relativamente alta de progressão do PSA, 

terapia secundária e um rápido aumento do tempo de duplicação do PSA. 

Outros parâmetros importantes de prognóstico para o câncer e que foram 

avaliados neste estudo são a recidiva clínica da doença, caracterizada pela 

presença visível de tumor na loja prostática, e a presença de um segundo 

tumor primário, o qual corresponde à detecção de metástases e é um 

parâmetro que está intimamente associado à sobrevida dos pacientes. Assim, 

possíveis correlações entre esses parâmetros e a expressão de Wnt4 em 

amostras tumorais seriam de importância para a avaliação desta proteína como 

um potencial marcador de prognóstico para o CaP. 

  Neste estudo, a expressão de Wnt4 mostrou não ter correlação com o 

Escore de Gleason, sugerindo que Wnt4 não estaria envolvido na progressão 

do CaP. Dados da literatura utilizando ensaios de microarranjos de cDNA 

identificaram WNT4 como um dos transcritos superexpressos em amostras de 

alto grau de Gleason quando comparadas com amostras de baixo grau de 

Gleason (Reis EM et. al., 2004). É possível que a não correspondência entre os 

dados de expressão do transcrito WNT4 e do perfil de expressão da proteína 

codificada por este gene possa ser explicada pela discrepância de critérios 

adotados para designar o grau ou Escore de Gleason entre os dois estudos. 

Além disto, o número de amostras teciduais de alto e baixo EG analisadas 

nestes dois estudos foi bastante diferente, além de serem provenientes de 

pacientes distintos, não havendo necessariamente uma correspondência em 

termos de análise do perfil de expressão de RNA e o de proteína. Por esta 

razão, estão em andamento estudos em colaboração com o grupo do Dr. 

Carlos Moreno, da Universidade de Emory (Atlanta, GA, EUA). Nesta 

colaboração, ensaios de TMA estão sendo realizados para a proteína Wnt4 em 

amostras tumorais para as quais também serão analisadas o perfil de 

expressão de RNA. Outra possível explicação para a diferença observada entre 

os dois estudos é que as diferenças de expressão em termos de RNA de 

WNT4 entre amostras de EG diferentes não sejam refletidas em níveis 
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protéicos. Uma das explicações seria que, embora as amostras de alto EG 

possuam maiores níveis de RNA de WNT4 em comparação às amostras de 

baixo EG, estes RNAs não seriam traduzidos com eficiência suficiente para 

resultar em maiores níveis de proteína. 

 Ao avaliar a correlação entre a expressão de Wnt4 e a recidiva clínica do 

CaP, observou-se que há uma tendência das amostras dos pacientes que 

apresentaram recidiva em apresentar um maior valor mediano de intensidade 

de marcação para Wnt4 do que as amostras aqueles que não apresentaram 

recorrência. Entretanto, os resultados não apresentaram significância 

estatística. Situação semelhante ocorreu nas análises da recorrência 

bioquímica, as quais revelaram um pequeno aumento, porém não significativo, 

do valor mediano da intensidade de marcação para Wnt4 em amostras de 

pacientes que apresentaram a recorrência em relação aos que não 

apresentaram. Por outro lado, ao comparar as diferentes intensidades de 

marcação de Wnt4, foi possível detectar diferença na sobrevida livre de 

recorrência bioquímica entre pacientes que possuem tecidos com forte 

marcação e pacientes que possuem amostras com marcação muito fraca ou 

ausente para Wnt4. Pacientes cujos tecidos de CaP marcam fortemente para 

Wnt4 apresentam menor tempo de recidiva bioquímica (cerca de 4 anos) 

quando comparados com pacientes que apresentam tecidos com marcação 

muito fraca ou ausente (recorrência em aproximadamente 6 anos). É provável 

que Wnt4, uma vez superexpresso em tumor de próstata, atue de forma 

indireta na progressão do CaP, controlando a expressão de genes ou proteínas 

relacionados à agressividade do tumor de tal forma que este mecanismo de 

regulação estaria promovendo progressão mais rápida do tumor em recidiva. 

Este resultado sugere que a forte marcação da proteína Wnt4 em amostras de 

CaP poderia ser um marcador que poderia auxiliar a distinguir pacientes que 

recidivariam mais cedo, complementando a avaliação de outros marcadores 

prognósticos. Neste caso, a análise do perfil de expressão da proteína Wnt4 

deveria ser realizada em conjunto com outros marcadores, já que amostras de 

pacientes que marcam fracamente ou possuem marcação de intensidade 

média para Wnt4 estariam numa faixa onde não haveria resultados conclusivos 

sobre o tempo para ocorrer a recorrência bioquímica. 
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  Diversos artigos mostram que tumores de próstata que se tornam 

invasivos e capazes de metastatizar perdem a expressão de E-caderina (Jaggi 

M et. al., 2005; De Marzo AM et. al., 1999). Com o intuito de verificar se a 

expressão de E-caderina nos tumores se correlacionava com a expressão de 

Wnt4 e se, portanto, Wnt4 poderia ser considerado um marcador de 

diferenciação capaz de distinguir amostras com potencial metastático, 

avaliamos a expressão de E-caderina no TMA em estudo. Avaliamos também o 

perfil de expressão da proteína Topoisomerase II-α, a qual apresenta 

participação importante no processo de divisão celular e, portanto, seu “status” 

de expressão seria um indicador do nível de proliferação celular. Para E-

caderina, observamos que aproximadamente 75% das amostras de pacientes 

com CaP apresentam marcação mediana a forte para esta proteína e que não 

há diferença significativa de sua expressão entre amostras de CaP e HPB. 

Estes dados, em parte, estão de acordo com os dados apresentados por Rubin 

et. al. (2001), os quais demonstraram que, de um modo em geral, há uma 

elevada expressão de E-caderina em amostras de tecido prostático, incluindo 

amostras benignas (87% das amostras apresentaram expressão), amostras de 

NIP (80%) e de carcinoma (82%). No entanto, Rubin demonstrou diferença 

estatística ao considerar a expressão aberrante (marcação negativa ou 

marcação menor que 70% das células examinadas) de E-caderina entre 

amostras de CaP (18% das amostras apresentaram expressão aberrante) em 

relação às amostras não tumorais (13%). Já os resultados de expressão de 

Topoisomerase II-α demonstram que há uma grande diferença de marcação 

entre tecidos de CaP e tecidos de HPB. Esses resultados estão de acordo com 

dados da literatura, os quais mostram que a expressão de Topoisomerase II-α 

é maior em amostras de CaP em relação a tecidos de hiperplasia (Willman JH 

& Holden JA, 2000). 

 A análise das intensidades de marcação de E-caderina e Topoisomerase 

II-α mostrou que não há correlação com o Escore de Gleason, com a recidiva 

clínica, presença de um segundo tumor e recorrência bioquímica, assim como 

o tempo que pacientes levam para apresentá-la. Nossos dados não estão de 

acordo com os dados encontrados na literatura para esses marcadores 

(Murphy AJ et. al., 2007; Hughes C et. al., 2006; Ray ME et. al., 2006; Loric S 

et. al., 2001; Willman JH & Holden JA, 2000). 
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 Ao analisar a correlação entre os perfis de marcação de Wnt4, E-

caderina e Topoisomerase II-α, os resultados mostraram que o valor mediano 

de intensidade para Wnt4 se correlaciona significativamente com o valor 

mediano de intensidade para as proteínas E-caderina e Topoisomerase II-α em 

amostras de CaP. Contudo, a partir destes dados gerados, não podemos inferir 

sobre possíveis correlações entre o perfil de marcação destas três proteínas e 

parâmetros de prognóstico para o CaP, uma vez que os dados encontrados 

neste estudo referentes ao perfil de expressão de E-caderina e de 

Topoisomerase II-α isolados não estão de acordo com o que se conhece da 

literatura. O fato do perfil de expressão de E-caderina e Topoisomerase II-α 

não terem apresentado correlação com os dados clínico-patológicos avaliados 

neste estudo poderia ser explicado pelo pequeno número amostral em cada 

subgrupo analisado quando os resultados foram categorizados para as 

intensidades de marcação destas proteínas. Uma alternativa para tentar 

responder a esta questão seria analisar a expressão dessas proteínas em um 

TMA específico de EG, por exemplo, o qual conteria um número amostral 

suficiente para correlacionar cada EG com os parâmetros clínicos e patológicos 

dos pacientes, como sugerido pelo trabalho de Kajdacsy-Balla et. al. (2007). 

 Cabe ressaltar que a técnica de TMA constitui hoje uma importante 

ferramenta para analisar o perfil de expressão de proteínas em câncer, o que 

permite identificar possíveis alvos biológicos de diagnóstico, prognóstico e 

tratamento para a doença. Os TMAs têm uma vantagem muito importante que 

consiste na utilização de uma grande quantidade de amostras numa única 

reação de imunohistoquímica, o que permite rapidamente identificar potenciais 

biomarcadores, validar sua expressão e correlacioná-la com aspectos clínicos 

e patológicos de interesse, incluindo o tipo de tumor, sua progressão e a 

resposta à terapia (McDonnell TJ et. al., 2008; Karam JA et. al., 2007; Ma S et. 

al., 2007; Prowatke I et. al., 2007). 

 Uma das grandes potencialidades da análise da imunohistoquímica em 

TMAs seria a identificação de proteínas superexpressas em câncer. Sabe-se 

que um dos principais mecanismos relacionados à quebra de tolerância 

imunológica é a superexpressão dos antígenos tumorais, que faz com que eles 

passem a ser reconhecidos pelo sistema imune. Esse reconhecimento é capaz 

de gerar resposta de autoanticorpos, os quais potencialmente podem servir 
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como repórteres da tumorigênese e eventualmente como marcadores séricos 

para o diagnóstico precoce do CaP. Dados da literatura mostram que 

anticorpos contra antígenos tumorais podem ser detectados mesmo no 

momento inicial do desenvolvimento do tumor (Kaur et. al., 1997; Lubin et. al., 

1995). A identificação de autoanticorpos contra proteínas tumorais corresponde 

em um dos passos iniciais para a caracterização de novos potenciais antígenos 

tumorais. 

 Neste trabalho, além da caracterização do perfil de expressão da 

proteína Wnt4 em amostras prostáticas, esta foi avaliada como um possível 

antígeno associado ao tumor de próstata. Os resultados de imunoblot obtidos 

no nosso estudo sugerem que somente soros de pacientes com CaP 

apresentam anticorpos anti-Wnt4, estando estes ausentes nas amostras de 

soros de indivíduos sadios. A presença destes anticorpos anti-Wnt4 em 

amostras de soros de pacientes com CaP sugere que Wnt4 é capaz de induzir 

quebra da tolerância imunológica e desencadear uma resposta imune humoral 

específica em pacientes com CaP, mas não em indivíduos sadios. 

Como mostrado nas análises de TMA, amostras de CaP não 

apresentaram diferença de expressão de Wnt4 em relação a HPB. Estes 

resultados sugerem que não existe superexpressão da proteína Wnt4 entre 

tecido tumoral e não tumoral hiperplásico. A partir destes dados, podemos 

sugerir que o mecanismo pelo qual a proteína Wnt4 desencadeia a resposta 

imune humoral não corresponde à superexpressão desta proteína no tecido de 

CaP, mas provavelmente através de outro mecanismo que levaria à quebra da 

tolerância imunológica. No entanto, também não podemos descartar essa 

hipótese de superexpressão de Wnt4 no CaP como mecanismo que levaria a 

formação de anticorpos anti-Wnt4 porque ainda não dispomos de dados de 

comparação do nível de expressão da proteína Wnt4 entre amostras de CaP e 

tecido prostático normal. 

 Com relação ao reconhecimento da proteína Wnt4 recombinante por 

anticorpos anti-Wnt4 presentes no “pool” de soros humanos, ainda é preciso 

testar se este reconhecimento seria específico para a proteína Wnt4, uma vez 

que é possível que anticorpos presentes nos soros humanos reconheçam a 

proteína SUMO presente em fusão com a proteína Wnt4 recombinate. Já foi 

demonstrado na literatura que as proteínas SUMO-1 e SUMO-2 são capazes 
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de desencadear a resposta de anticorpos em pacientes com cirrose biliar 

primária, caracterizada como uma doença autoimune (Janka C et. al., 2005). 

No entanto, ainda não há nenhum relato de presença destes anticorpos em 

pacientes com neoplasias ou indivíduos sadios. Uma das estratégias para 

identificar se esse reconhecimento imune é específico para a proteína Wnt4 ou 

para a proteína SUMO seria a realização de experimentos utilizando a proteína 

Wnt4 não fusionada a SUMO, a qual seria retirada por meio de clivagem com 

protease específica. Outra estratégia seria utilizar como controle dos ensaios 

de imunoblot a proteína expressada e purificada a partir de um clone 

recombinante que contivesse somente a proteína SUMO e a cauda de 

histidinas, na ausência do cDNA de WNT4 clonado. 

 Além disso, é necessário testar um maior número de soros para avaliar 

se de fato os indivíduos normais não possuem anticorpos contra Wnt4 e a 

freqüência com que pacientes com CaP apresentam anticorpos contra esta 

proteína. A extensão dos experimentos de avaliação da resposta imune 

humoral iniciada neste estudo esbarra na grande dificuldade de obtenção da 

proteína Wnt4 recombinante em grandes quantidades. Dados da literatura 

mostram que as proteínas da família Wnt são extremamente difíceis de serem 

purificadas e solubilizadas (Willert K et. al., 2003), tal como acontecido no 

processo de purificação da proteína Wnt4 recombinante utilizada em nosso 

estudo. A proteína Wnt4 apresenta muitos resíduos de cisteína em sua 

composição, os quais são altamente conservados entre os diferentes membros 

da família Wnt. A presença destes resíduos seria um dos fatores responsáveis 

pela propriedade predominantemente insolúvel desta proteína. Até o presente 

momento, algumas publicações descreveram a purificação de somente dois 

membros da família Wnt, o Wnt3a e Wnt5a (Komekado H et. al., 2007; 

Kurayoshi M et. al., 2007; Mikels AJ & Nusse R, 2006; Verras M et. al., 2004), 

purificação esta que é baseada em diversas etapas que passam por colunas de 

sefarose, cromatografia de exclusão e troca catiônica em heparina, sendo que 

todos os passos foram realizados na presença de detergente para manter a 

solubilidade e a atividade da proteína (Willert K et. al., 2003). 

 Nosso estudo consiste na primeira evidência experimental que sugere 

que a proteína Wnt4 é capaz de induzir resposta imune humoral em pacientes 

com CaP e, portanto, desencadear a formação de autoanticorpos contra esta 
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proteína. Além disto, consiste na primeira informação gerada na literatura a 

respeito da descrição do perfil de expressão da proteína Wnt4 no tumor de 

próstata e de um membro da família dos ligantes de Wnts como potencial 

antígeno associado a tumor. Embora o presente estudo tenha gerado 

evidências de que esta proteína não apresenta expressão diferencial de acordo 

com o estado de diferenciação do tumor de próstata e entre amostras de CaP e 

HPB, ainda não podemos descartar a possibilidade de que a superexpressão 

desta proteína seja o mecanismo responsável pela quebra de tolerância 

imunológica em pacientes com CaP, uma vez que a expressão de Wnt4 

somente foi comparada entre amostras de CaP  e de  HPB. De acordo com os 

dados obtidos em nosso estudo, pacientes cujos tumores de CaP possuem 

maior expressão de Wnt4 são aqueles que possuem um menor tempo para a 

recorrência bioquímica da doença. É possível, portanto, que a proteína Wnt4 

diretamente ou a via de sinalização ativada por este ligante quando 

superexpresso exerça alguma ação em genes ou proteínas envolvidas com a 

progressão do tumor de próstata, de forma a controlar proteínas envolvidas no 

processo de recidiva da doença. Estudos que visem investigar a ação da 

expressão de Wnt4 sobre genes envolvidos no processo de recorrência 

bioquímica (Tricoli JV et. al., 2004; Bettuzzi S et. al., 2003; Latil A et. al., 2003) 

poderiam elucidar este mecanismo proposto. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 A partir dos dados obtidos no presente trabalho concluímos que: 

 

1. A proteína Wnt4 não apresenta expressão diferencial entre CaP e HPB e 

ambas as amostras teciduais apresentam perfil de marcação 

citoplasmático e de membrana, ressaltando-se uma forte marcação na 

borda apical das células epiteliais voltadas para o lúmen dos ácinos 

prostáticos. Este dado é compatível com o perfil de expressão de 

proteínas secretadas e que se ligam em receptores membranares. 

 

2. O perfil de marcação da proteína Wnt4 não está correlacionado com o 

Escore de Gleason, níveis de PSA, presença de um segundo tumor 

primário e recidiva clínica do CaP. No entanto, pacientes cujas amostras 

tumorais marcam fortemente para esta proteína apresentam recorrência 

bioquímica precoce do CaP. 

 

3. O perfil de marcação das proteínas E-caderina e Topoisomerase II-α, 

marcadores típicos de potencial metastático, invasividade e proliferação 

de células do CaP, não se correlaciona com os diversos parâmetros 

clínico-patológicos analisados neste estudo. Apenas a marcação da 

Topoisomerase II-α apresenta-se diferencialmente expressa entre CaP e 

HPB. 

 

4. O presente estudo também fornece as primeiras evidências de que a 

proteína Wnt4 é capaz de induzir resposta imune humoral em pacientes 

com CaP, constituindo, portanto, um potencial antígeno tumoral. 
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