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“Minha avó tinha uma teoria: ainda que nasçamos com uma caixa de 

fósforos em nosso interior não podemos acendê-los sozinhos, precisamos de 

oxigênio e uma vela. O oxigênio viria da respiração da pessoa que você ama; a 

vela seria qualquer tipo de comida, música, palavra que faça disparar a explosão 

que acende um dos fósforos... então um calor agradável cresce dentro de nós que 

irá desaparecendo pouco a pouco até que uma nova explosão ocorra. Cada pessoa 

tem que descobrir qual é o seu detonador para viver, pois a combustão que ocorre 

quando um fósforo é inflamado que nutre a alma.” 

Laura Esquivel, Como Água para Chocolate 

https://www.goodreads.com/work/quotes/1172473
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CXCL12/CXCR4 e da imunomarcação de CXCR4 em amostras tumorais malignas de 
próstata metastáticas e não metastáticas. 2023. 69 f. Dissertação apresentada ao Programa de 
Pós-Graduação em Genética e Biologia Molecular, da Universidade Estadual de Londrina, como 
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RESUMO 
 
 

O câncer de próstata (CaP) é a neoplasia maligna que mais acomete os homens e no Brasil é uma 
das maiores causas de morte em indivíduos que desenvolvem tumores malignos. A doença possui 
maior incidência a partir dos 65 anos e pode ser detectada através da alteração dos níveis séricos 
do Antígeno Prostático Específico (PSA) e do toque retal. Comumente, os sintomas estão 
presentes apenas no estágio avançado ou na presença de metástases. Sabe-se que o eixo 
quimiocina ligante CXC Motif 12/Receptor de quimiocina CXC Motif 4 (CXCL12/CXCR4) está 
envolvido em vias de sobrevivência e migração celular, sendo importante no processo de 
metástase e podendo constituir um bom marcador no câncer. Variantes alélicas polimórficas 
podem alterar a expressão gênica e/ou a proteína das respectivas moléculas. Dentro deste 
contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a frequência das variantes polimórficas 
rs2228014 (CXCR4) e rs1801157 (CXCL12) e a imunomarcação da proteína CXCR4 como 
candidatos a marcadores de prognóstico e metástase no CaP. As amostras (n=60) foram separadas 
em grupos prognósticos (com e sem metástase ao diagnóstico) e a imunomarcação avaliada por 
imunohistoquímica indireta. A genotipagem foi feita por reação em cadeia da polimerase seguida 
por restrição enzimática (PCR-RFLP). Houve associação significativa entre o alelo C rs2228014 
(CXCR4) e presença de extensão extraprostática (p=0,043). Com relação a imunomarcação de 
CXCR4, observou-se uma predominância de marcação fraca e citoplasmática e uma diferença 
significativa entre o tecido tumoral maligno versus não tumoral adjacente (p=0,041), com maior 
expressão da proteína no tecido tumoral. Observou-se ainda uma associação significativa entre a 
marcação no tumor com estadiamento TNM (p=0,023) e valores de PSA (p=0,029). Nenhuma 
das variantes alélicas interferiu na imunomarcação tumoral de CXCR4. Os grupos prognósticos 
não diferiram quanto à frequência das variantes alélicas e nem quanto ao perfil de 
imunomarcação. De acordo com o observado no presente estudo, o receptor CXCR4 parece não 
ser o principal responsável por um pior prognóstico ou pela metástase no CaP, mas pode possuir 
um papel na carcinogênese prostática, que merece investigações futuras. 
 
Palavras-chave: polimorfismo genético; prognóstico; metástase; imunohistoquímica. 
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ABSTRACT 
 
 
Prostate cancer (PCa) is a malignant neoplasm that most affects men and is one of the leading 
causes of death in Brazil in individuals who develop a malignant tumor. The disease occurs more 
frequently after the age of 65 and can be detected by a change in the serum level of Prostate 
Specific Antigen (PSA) and a digital rectal examination. Usually, symptoms are present only in 
the advanced stages or in the presence of metastases. The chemokine ligand CXC Motif 

12/chemokine receptor CXC Motif 4 (CXCL12/CXCR4) axis is known to be involved in cell 
survival and migration pathways, thus playing an important role in metastasis and being able a 
good marker in cancer. Polymorphic allelic variants can alter gene expression and/or the 
associated protein. In this context, the aim of the present study was to evaluate the frequency of 
the polymorphic variants rs2228014 (CXCR4) and rs1801157 (CXCL12) and immunostaining of 
CXCR4 protein as candidates for prognostic markers and metastasis in PCa. The samples (n=60) 
were divided into patient groups (with and without metastasis at diagnosis), and the 
immunostaining was evaluated by indirect immunohistochemistry. Genotyping was performed 
by polymerase chain reaction followed by restriction enzyme (PCR-RFLP). There was a 
significant association between polymorphic allele C rs2228014 (CXCR4) and the presence of 
extraprostatic expansion (0.043). Weak and cytoplasmic staining predominated in CXCR4 
immunostaining, as well as a significant difference between malignant versus non-tumor adjacent 
tumor tissue (p=0.041), with higher expression of the protein in tumor tissue. In addition, a 
significant association was found between tumor labeling with TNM staging (p=0.023) and PSA 
level (p=0.029). None of the allelic variants interfered with CXCR4 tumor immunostaining. The 
prognostic groups did not differ in the frequency of allelic variants or in the immunostaining 
profile. According to what was observed in the present study, the CXCR4 receptor does not seem 
to be the main pathway responsible for PCa worst prognosis or metastasis, but may play a role in 
prostate carcinogenesis, which should be considered in the future. 
 
Key-words: genetic polymorphism; prognosis; metastasis; immunohistochemistry. 
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1. INTRODUÇÃO 

O câncer de próstata (CaP) é considerado um problema de saúde mundial pois é 

um câncer que apresenta alta incidência, sendo um dos tipos que mais acomete os homens 

mundialmente (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022a). Além disso, no Brasil é 

considerado uma das maiores causas de morte em homens que desenvolvem tumores 

malignos (INCA, 2022a). 

É uma doença de etiologia multifatorial que se desenvolve lentamente. Por muitas 

vezes se comportar de forma indolente alguns pacientes são diagnosticados após os 65 

anos – fase em que os sintomas se manifestam – pois o câncer já se encontra em estágio 

avançado (INCA, 2022b). Mesmo o CaP sendo considerado de melhor prognóstico 

quando detectado precocemente e possuindo formas de detecção eficazes, existem 

obstáculos que dificultam a identificação das formas mais agressivas da doença 

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022b; INCA, 2022b). 

Os sintomas, como incontinência urinária e sangue na urina, normalmente 

aparecem nos estágios avançados do desenvolvimento tumoral ou quando a doença se 

encontra em fase de metástase. Essa fase é caracterizada pelo alto desequilíbrio dos 

processos de crescimento e proliferação celular que acabam resultando na migração das 

células tumorais para tecidos adjacentes, agravando o quadro da doença (PIERCE, 2016). 

Existem medidas terapêuticas distintas para cada fase em que o tumor maligno se 

encontra, como por exemplo a castração cirúrgica, uso de radioterapia ou de terapia de 

privação hormonal. Dessa forma, torna-se fundamental a detecção das formas agressivas 

para que o tratamento dos pacientes seja melhor direcionado (PONTE, 2021). 

Alguns dos métodos de triagem para rastreamento do CaP são exame de toque 

retal e detecção de níveis séricos do antígeno prostático específico (PSA), que é uma 

proteína presente naturalmente no sangue, sendo utilizada como biomarcador. Caso 

algum desses testes apresentem anormalidade são recomendados exames adicionais, 

como a biópsia, para confirmação ou não de malignidade. Porém, esses testes não têm 

100% de precisão, podendo apresentar resultados falso-positivos (AMERICAN 

CANCER SOCIETY, 2022b). 

Ao longo dos anos foram desenvolvidas diversas pesquisas relacionadas à busca 

de biomarcadores que possam atuar na detecção precoce e no tratamento de doenças, 

como o câncer. Diferentes técnicas como a imunohistoquímica (IHQ), que utiliza 
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anticorpos para identificar antígenos in situ (FERRO, 2014), e a reação em cadeia da 

polimerase (PCR), que amplifica fragmentos específicos de DNA, permitem a busca por 

novos marcadores candidatos (PIERCE, 2016) e constituem ferramentas importantes 

atualmente na Oncologia Molecular. 

Sabe-se que o eixo quimiocina ligante CXC Motif 12/Receptor de quimiocina CXC 

Motif 4 (CXCL12/CXCR4), constituído pela quimiocina – atuante como quimiorreceptor 

e o receptor de membrana que está associado a ativação de vias sinalizadoras (BIANCHI; 

MEZZAPELLE, 2020) –, está envolvido na sobrevivência celular e desempenha um papel 

na tumorigênese e na migração, sendo um fator de influência no processo de metástase 

(BUSILLO; BENOVIC, 2007). Dessa forma, apresenta grande relevância como alvo de 

estudo no câncer, podendo auxiliar como indicador prognóstico em tumores com potencial 

metastático, como o CaP. 

 

 
2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 
2.1 CÂNCER DE PRÓSTATA E SEUS FATORES DE RISCO 

 
O CaP é a neoplasia maligna de maior incidência entre os homens, sem levar em 

conta os tumores de pele não melanoma. Pode-se afirmar que é o câncer da terceira idade 

masculina, pois a maioria dos casos mundiais ocorrem a partir dos 65 anos (MIGOWSKI; 

SILVA, 2010). Para o ano de 2023 estima-se 72 mil novos casos no Brasil, o que 

corresponde a (10,2%) da incidência de câncer em homens (INCA, 2022a). Além disso, 

o CaP é o câncer que representa a terceira maior incidência mundial (7,3%) em homens 

(SUNG et al. 2022). 

De acordo com o Instituto Nacional de Saúde - NIH (2022), estimam-se que 14,0% 

dos novos casos de câncer sejam em próstata e que a taxa de mortalidade seja em torno 

de 5,7%. Portanto é uma doença crescente em todo o mundo e pode ser encontrada em 

todos os continentes. Em muitos países essa neoplasia é comum e considerada como uma 

das principais causas de morte decorrentes de câncer. As maiores taxas de incidência 

mundial são encontradas na África, seguida da América do Norte, Europa e Ásia. 

Enquanto as taxas de mortalidade se apresentam maiores em países de baixa renda, 

incluindo África subsaariana, Caribe e América do Sul (HAAS et al., 2008; CENTER et 

al., 2012). 
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Os maiores índices de mortalidade por CaP são encontrados em homens de 

ascendência africana devido a maior produção de testosterona. A partir disso, com base 

em dados epidemiológicos, as pesquisas inferem que a incidência desse câncer pode 

ocorrer pela relação entre raça, etnia e localização geográfica do indivíduo, pois homens 

de países com menos desenvolvimento tendem a serem diagnosticados tardiamente 

devido ao baixo rastreamento da doença pelo sistema de saúde (REBBECK, 2017; CDC, 

2021). Outro fator importante é a idade, pois segundo Chan, Stampfer e Giovannucci 

(1998), homens brancos com idade entre 75 e 79 anos possuem elevadas chances de 

desenvolver CaP quando comparados aos com idades entre 45 e 49 anos. Um trabalho 

mais recente também afirma que indivíduos pertencentes à faixa etária de 60 a 69 anos 

são os que apresentam altas chances de serem acometidos pela doença (REGO et al., 

2020). Esses estudos evidenciaram que o rastreamento da doença favorece o diagnóstico 

precoce que, por consequência, pode auxiliar na antecipação do tratamento dos pacientes 

com CaP. 

O histórico familiar é outro fator de risco importante pois quando o indivíduo 

possui familiares já diagnosticados com a doença, as possibilidades de desenvolvimento 

do CaP aumentam de 3 a 10 vezes quando comparados a demais indivíduos que não 

possuem essa relação. Considerando que o estilo de vida e fatores genéticos também 

influenciam nessa probabilidade (MEDEIROS; MENEZES; NAPOLEÃO, 2011). O risco 

também depende de qual membro da família é afetado, pois dentro da relação de 

parentesco, possuir um irmão com CaP representa maiores chances de incidência quando 

comparado a ter o pai com a doença (KICIŃSKI; VANGRONSVELD; NAWROT, 2011; 

CDC, 2021). 

Alterações genéticas influenciam no desenvolvimento da doença, pois alguns 

genes exercem funções reguladoras do ciclo celular, apoptose, angiogênese dentre outros. 

Sabe-se que alterações na proteína de tumor P53 (TP53) e fosfatase homóloga à tensina 

(PTEN) estão relacionados ao aumento da progressão, incidência e agressividade do CaP 

(GARCÍA-PERDOMO;  ZAPATACOPETE;  SÁNCHEZ,  2018).  A  expressão  de 

hormônios e polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) também estão envolvidos com 

o aparecimento desta neoplasia. Estudos sugerem que a identificação de polimorfismos 

tem grande importância para o avanço no desenvolvimento de novas alternativas de 

detecção precoce da doença (VIANA, N.I. 2017; SALDANHA, E. L. D. D. 2018). Dessa 

forma é fundamental ressaltar a importância dos estudos que buscam investigar quais 
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fatores podem influenciar na carcinogênese, a fim de auxiliar no direcionamento do 

tratamento. 

 

 
2.2 DIAGNÓSTICO E TRATAMENTO DO CÂNCER DE PRÓSTATA 

 
O CaP normalmente se desenvolve de forma assintomática, mas pode ser rastreado 

precocemente. Os métodos de triagem conhecidos são os exames de toque retal, do 

antígeno prostático específico (PSA) e da ultrassonografia transretal (USGTR) 

(DORNAS et al., 2008; EL BAROUKI, 2012). 

Assim, um dos exames de rotina utilizado na detecção do CaP é o teste do PSA. 

Por se tratar de uma molécula produzida naturalmente pelo tecido prostático é considerado 

um marcador tumoral importante. Com o passar da idade ocorre o aumento da próstata e 

por consequência os níveis de PSA se elevam. Em células tumorais o nível sérico de PSA 

está acima dos valores considerados normais, sendo um parâmetro utilizado na detecção do 

CaP (DORNAS et al., 2008; ADHYAM; GUPTA, 2012). 

O teste é feito por meio da avaliação do nível de PSA (ng/mL) presente no sangue 

do paciente e o parâmetro utilizado é 4ng/mL. Alguns fatores podem influenciar no 

aumento dos níveis de PSA no sangue, tais como: hiperplasia prostática benigna (HPB) 

condição caracterizada pelo aumento da próstata, porém não cancerosa; envelhecimento 

sem anormalidades na próstata ou prostatite (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022b). 

Dessa forma, valores superiores a 10 ng/mL é indicativo de tumor, intervalo limítrofe de 

4 a 10 ng/mL indica chances de desenvolvimento de câncer de próstata e valores limites 

até 4 ng/mL são aceitos como normais, porém alguns tumores apresentam PSA abaixo 

desse valor (BRASIL, 2002; EL BAROUKI, 2012; AMERICAN CANCER SOCIETY, 

2022b). Portanto, valores acima de 4 ng/mL podem ser indicativos de alterações na 

próstata, sendo necessário o auxílio de demais métodos de triagem para sua confirmação 

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022b). 

O exame do toque retal é feito pelo urologista e possui alto valor preditivo e 

permitindo a avaliação da glândula, porém, não em sua totalidade, sendo necessária a 

biópsia prostática em caso de suspeita de alteração (SOUZA; SILVA; PINEIRO, 2011). 

Existem diferentes tipos de biópsia que podem ser guiadas por ultrassom ou ressonância 

magnética, alguns exemplos são: percutânea, transperineal e guiada por ultrassom 
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transretal (TRUS) (NCCN, 2020). A TRUS é a mais usada para a biópsia prostática cuja 

função é mapear a próstata e detectar tumores em estágios iniciais. É realizada de forma 

rápida e segura (SANTOS; MILITO; MARCHIORI, 2006). Possui um papel importante 

na confirmação histopatológica, sendo eficaz em programas de rastreamento que buscam 

a detecção precoce do CaP, pois através de microagulhas são retirados 12 fragmentos do 

tecido para posterior análise (MILITO, 2013). 

O diagnóstico é feito através de estudos histopatológicos dos tecidos prostáticos 

obtidos por meio da biópsia (BRASIL, 2002). A avaliação de estágio da doença consiste 

no uso do Escore de Gleason (EG) que avalia a agressividade tumoral, uso do Sistema de 

Estadiamento Tumor Nódulo Metástase (TNM), para classificação e estadiamento do 

tumor (BRASIL, 2002; DORNAS et al., 2008), e o sistema ISUP grading system que atua 

em conjunto ao EG (EPSTEIN et al., 2016). 

O método original de classificação utilizado era o EG que de forma comparativa 

infere a agressividade do tumor. Para a avaliação são analisados parâmetros 

histopatológicos que caracterizam a diferenciação das células e subsequente gradação do 

tecido tumoral de 1 a 5 (EPSTEIN et al., 2016). Para alcançar o escore final é necessário 

que seja feita a graduação das duas áreas mais abundantes do tumor, para então somar os 

resultados. Anteriormente, escores com valores de 8 a 10 indicavam maior letalidade e 

recorrência após tratamento primário, já valores de 2 a 6 indicavam menores chances. 

Gleason de valor 7 era um valor intermediário, pois pode decorrer das somas 4 + 3, 

associando-se a um escore mais agressivo, ou 3 + 4, associando-se a um escore menos 

agressivo (LÖBLER et.al., 2012). 

Porém esse método veio sofrendo alterações ao longo dos anos, até que em 2014 

foi realizada uma conferência pela Sociedade Internacional de Patologistas Urológicos 

(ISUP) e um novo sistema foi estabelecido, denominado ISUP grading system, que possui 

uma melhor estratificação tumoral permitindo uma classificação mais precisa que auxilia 

no direcionamento do tratamento do CaP de forma mais eficaz. A gradação continua 

sendo feita de 1 a 5, porém as características histopatológicas correspondentes foram 

modificadas (Figura 1), e a classificação ocorre da mesma forma comparativa seguido da 

soma das duas áreas mais abundantes, porém os escores foram modificados (Tabela 1) 

(EPSTEIN et al., 2016) 



18 
 

 
Tabela 1: Classificação ISUP de estratificação tumoral para o CaP. 

 

Grau Grupo 1 

(escore de Gleason 6 = 3+3) 

Apenas glândulas bem formadas discretas 
individuais 

Grau Grupo 2 

(escore de Gleason 3+4=7) 

Glândulas predominantemente bem 
formadas com menor componente de 
glândulas mal- 
formadas/fundidas/cribiformes 

Grau Grupo 3 

(escore de Gleason 4+3=7) 

Glândulas predominantemente mal- 
formadas/fundidas/cribiformes com 
menor componente de glândulas bem 
formadas 

Grupo Grau 4 

(escore de Gleason 4+4=8; 3+5=8; 
5+3=8) 

Apenas glândulas mal- 
formadas/fundidas/cribriformes  ou 
Glândulas predominantemente bem 
formadas e glândulas sem componente 
menor ou Glândulas predominantemente 
ausentes e componente menor de 
glândulas bem formadas 

Grau Grupo 5 

(escore de Gleason 9-10) 

Falta de formação de glândulas (ou com 
necrose) com ou sem glândulas mal- 
formadas/fundidas/cribiformes 

Fonte: EPSTEIN et al., 2016. 
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Figura 1: Gradação ISUP de acordo com a análise histológica tumoral. 

 

 
Fonte: Adaptado de SRIGLEY et al., 2019. Graus de diferenciação celular do tecido tumoral 
prostático: 1 - Células uniformes e pequenas, glândulas regulares com pouca variação e 
distribuídas homogeneamente. 2 - Variação no tamanho e forma, glândulas uniformes, 
frouxamente agrupadas e com bordas irregulares. 3 - Glândulas discretas, bem formadas, de 
tamanho variável, (microcísticas e pseudo-hiperplásicas), sem glândulas cribiformes, 4 - 
Glândulas cribiformes, malformadas, fundidas ou glomerulóides, 5 - Células individuais, cordões, 
arranjos lineares e agrupamentos sólidos (Adaptado de EPSTEIN, 2018). 

 
O estadiamento para o CaP é feito através do sistema TNM que corresponde a T= 

tumor primário, N= linfonodos regionais e M= metástase a distância. Sua função é avaliar 

o tamanho do tumor e se ocorreu extravasamento para outras partes do corpo, portanto, o 

tumor pode se encontrar localizado (confinado à próstata); localmente avançado (áreas 

próximas à próstata) ou avançado (outras partes do corpo). (DORNAS et al., 2018). Além 

disso, o sistema TNM é referência para prognósticos, gerenciamento da doença, registro 

de dados, auxiliar em ensaios clínicos e investigação (PANER et al., 2018). O 

estadiamento ocorre de acordo com o Quadro 1. 
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Quadro 1: Sistema de estadiamento TNM para o câncer de próstata. 

 

 
 
T – Tumor primário 

 TX 

T0 

O tumor primário não pode ser avaliado 

Sem evidência do tumor primário 

T1 Tumor clinicamente não palpável ou visível por método de imagem 

 T1a 

T1b 

T1c 

Tumor incidental – Tumor em 5% ou menos do tecido ressecado 

Tumor incidental – Tumor em mais de 5% do tecido ressecado 

Tumor identificado por biópsia por agulha (PSA elevado mas tumor não 
palpável ao toque) 

T2 Tumor confinado à próstata 

 T2a 

T2b 

T2c 

Tumor compromete até metade de um lobo, ou menos 

Tumor compromete mais da metade de um lobo, porém não ambos os lobos 

Tumor compromete ambos os lobos 

T3 Tumor além da cápsula prostática 

 T3a 

T3b 

Extensão extraprostática (unilateral ou bilateral); inclui comprometimento 
microscópico do colo vesical 

Tumor invade a(s) vesícula(s) seminal(is) 

T4 Tumor fixo ou invade estruturas adjacentes além das vesículas seminais colo vesical, 
esfíncter externo, reto, músculos elevadores ou parede pélvica 

N – Envolvimento linfonodal regional 

 Nx 

N0 

N1 

Linfonodos regionais não podem ser avaliados 

Sem metástase em linfonodos regionais 

Metástases linfonodais regionais 

M – Metástases a distância 

 M0 

M1 

Ausência de metástase a distância 

Metástase a distância 

M1a – Linfonodos não regionais 

M1b – Ossos 

M1c – Outras localizações 

Fonte:AJCC Cancer Staging Manual, 2017. 
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A partir da combinação de todos esses parâmetros é possível inferir o risco geral 

da doença, ou seja, a avaliação permite classificar os indivíduos em grupos de risco e 

auxiliar na escolha do tratamento. Os grupos de risco são: muito baixo, baixo, 

intermediário, alto, muito alto (NCCN, 2020). 

Tabela 2: Classificação de risco para direcionamento do tratamento do CaP. 
 

 Risco 
muito 
baixo 

Risco 
baixo 

Risco 
intermediário 

Risco alto Risco muito 
alto 

Estadiament 

o 

T1c T1 a T2a T2b ou T2c T3a T3b a T4 

PSA < 10 ng/mL < 10 

ng/mL 

10,01<PSA<2 

0 ng/mL 

> 20,01 

ng/mL 

> 20,01 

ng/mL 

ISUP Grau 1 Grau 1 Grau 2 ou 3 Grau 4 ou 5 Grau 4 ou 5 

Fonte: NCCN, 2020. 
 

Dessa forma é fundamental que seja feita uma vigilância ativa e individual visando 

evitar tratamentos desnecessários, por outro lado, se a doença grave é diagnosticada 

precocemente as chances de tratamento são maiores. Portanto, para que o tratamento seja 

administrado de forma correta é necessário considerar a idade – acima dos 50 anos ou 

acima de 45 com histórico familiar –, níveis séricos de PSA e classificações 

histopatológicas – ISUP, TNM (MOTTET et al., 2020). 

Os tratamentos mais indicados são prostatectomia radical que consiste na retirada 

total da glândula, cujo objetivo é a erradicação da doença; radioterapias sendo a 

radioterapia guiada por imagem (IGRT), atualmente a terapia mais indicada, e terapia 

hormonal que consiste na privação andrógena (MOTTET et al., 2020). Para pacientes 

com baixo risco o recomendado é a vigilância ativa; para o grupo de risco intermediário, 

após análise caso a caso, os tratamentos indicados são prostatectomia radical e 

radioterapia, além da vigilância ativa. Por fim, para o grupo de alto risco são 

recomendados prostatectomia radical, radioterapia associados a terapia de privação 

androgênica (ADT) já que nesse grupo as chances de desenvolvimento de metástase são 

maiores (MOTTET et al., 2020). De modo geral, todos os tratamentos visam manter o 

controle oncológico e garantir a melhor qualidade de vida possível ao paciente (DAMIÃO 

et al., 2015). 
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Sabe-se que o CaP é uma doença complexa e de etiologia multifatorial. Dessa 

forma, a comunidade científica busca ressaltar a importância de estudos que encontrem 

novos marcadores tumorais mais específicos. 

 

 
2.3 EIXO QUIMIOCINA RECEPTOR CXCL12/CXCR4 

 
O eixo quimiocina/receptor é composto pelas moléculas CXCL12 e CXCR4, 

respectivamente. O gene CXCL12 está localizado no braço longo do cromossomo 10 

(10q11.21) e sua função é codificar a quimiocina de mesmo nome, que foi descoberta a 

partir de células derivadas da medula óssea e identificada como fator de crescimento de 

células pré-B (SHIROZU et al., 1995). O gene CXCR4 está localizado no cromossomo 

2q2 (FEDERSPPIEL et al., 1993) e codifica a proteína de membrana que atua como 

receptor de CXCL12, mediando a migração celular por quimiotaxia (ZLOTNIK, 2004). 

As quimiocinas são citocinas de baixo peso molecular e podem desempenhar 

funções pró inflamatórias induzindo respostas imunes em locais de infecção ou 

homeostáticas, participando do controle de migração celular ou manutenção dos tecidos 

(PALOMINO; MARTI, 2015). E estão divididas em famílias com base no arranjo de 

resíduos de cisteína N-terminal: quimiocinas C, CC, CXC e CX3C (STRIETER et al. 

1995), sendo a quimiocina ligante CXC Motif 12 (CXCL12) pertencente ao grupo de 

quimiocinas CXC (PALOMINO; MARTI, 2015). 

Os receptores de quimiocinas são proteínas que pertencem à superfamília dos 7 

domínios transmembranares (POZZOBON et al 2016), caracterizados pela presença de 

um terminal amino extracelular, 7 hélices α hidrofóbicas que atravessam a membrana e 

um terminal carboxílico citoplasmático (SHENOY, 2007), sendo classificadas como 

receptores acoplados à proteína G (GPCR) que é uma molécula que se encontra ligada a 

um receptor transmembrana e ao serem estimuladas, via receptor, são responsáveis pela 

ativação de transdução de sinais promovendo eventos intracelulares. São compostas por 

3 subunidades polipeptídicas denominadas: α, β e γ que interagem com grupos guanílicos 

guanosina difosfato (GDP) e guanosina trifosfato (GTP), e são classificadas em três 

isoformas de acordo com as características da subunidade α – Gs, Gq e Gi. Após a 

interação entre o ligante e a GPCR, intracelularmente, ocorre a transformação de GDP 

em GTP ativando a proteína G através da uma mudança conformacional na estrutura da 

subunidade α que resulta no início das sinalizações intracelulares de regulação de vias 
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como a de sobrevivência, proliferação e diferenciação, por meio da expressão de genes 

associados (DE MOURA; VIDAL, 2011). O receptor de quimiocina CXC Motif 4 

(CXCR4) pertence ao grupo de receptores GPCR (PALOMINO; MARTI, 2015). 

Quando o CXCL12 se liga ao CXCR4 ocorre uma mudança de conformação da 

proteína G dando início às cascatas de sinalização. Ocorre a dissociação das subunidades 

α e βγ que por sua vez, ativa as enzimas fosfolipase C-β (PLC-β) e fosfatidilinositol-3- 

OH quinase (PI3K), cuja função é promover a transdução de sinais. Dentro da cascata, 

PLC- β atua ativando outras enzimas que contribuem para a migração celular, já PI3K 

auxilia na ativação de moléculas que promovem a reorganização do citoesqueleto de 

actina e alterações necessárias para a migração celular, além de ativar a via AKT que é 

fundamental na sobrevivência das células tumorais. (CHATTERJEE, 2014) (Figura 2). 

A interação que ocorre entre ligantes/receptores GPCR estão envolvidas, 

especificamente, em processos que direcionam o movimento celular, a entrada e saída da 

célula de tecidos específicos no desenvolvimento embrionário, e os eventos de metástase 

e invasão tumoral. Dessa forma, CXCL12/CXCR4 atuam em conjunto ativando vias de 

sinalização diversas (BIANCHI; MEZZAPELLE, 2020) que resultam em respostas como 

sobrevivência e proliferação celular (CHATTERJEE, 2014). 

CXCL12 desempenha funções importantes nos processos de angiogênese, além 

de atuar em processos inflamatórios. O fato de ser uma quimiocina presente em 

microambientes tumorais e atuar como ligante de CXCR4 promovendo quimiotaxia, 

favorece a hipótese de que esses dois componentes estão envolvidos no processo de 

metástase, como na medula óssea (NGUYEN; BOS; MASSAGUÉ, 2009). Além disso, 

Janssens e colaboradores (2018), apontam que o desequilíbrio na interação com seu 

receptor CXCR4 pode alterar a homeostase. Dessa forma, estudos envolvendo o eixo 

CXCL12/CXCR4 são de grande interesse, pois mostram que ele está envolvido em 

processos de sinalização, hematopoiese, organogênese e vascularização. 
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Figura 2: Vias de sinalização mediadas pelo eixo CXCL12/CXCR4. 

 

 
Fonte: Vias de sinalização mediadas pelo eixo CXCL12/CXCR4. A ligação da quimiocina 
CXCL12 ao receptor CXCR4 ativa as subunidades da proteína G e a mobilização de Ca2 a jusante, 
ativa as vias PI3K/Akt, PLC e ERK1/2. Isso resulta na transcrição de genes, migração celular, 
proliferação e sobrevivência. A oligomerização do CXCR4 também pode ativar a via JAK/STAT 
independente da proteína G. As b-arrestinas são recrutadas após a fosforilação GRK de CXR4 e 
medeiam sua internalização. ACKR3 é outro receptor para CXCL12 que pode induzir a 
sinalização mediada por b-arrestina tanto por si só ou como um heterodímero com CXCR4. 
(Adaptado de BIANCHI; MEZZAPELLE, 2020). 

 
Por meio da descoberta da superexpressão de CXCR4 em tecidos de câncer de 

mama – primários e metastáticos –, foi possível posteriormente identificar esse evento em 

mais de 20 tipos de cânceres incluindo o de próstata (BALKWILL, 2004; CHATTERJEE, 

AZAD, NIMMAGADDA, 2014). Além disso, a inibição da expressão de CXCR4, através 

da regulação transcricional, promove redução nas taxas de crescimento tumoral e nesse 

contexto, estudos apontam que a sua expressão estaria relacionada ao processo de 

metástase devido a sinalização do eixo CXCL12/ CXCR4 (BUSILLO; BENOVIC, 2007). 

Fernandis e colaboradores (2004), mostraram que no câncer de mama a ativação de 

CXCR4, mediada por CXCL12, estimula a produção de metaloproteinases de matriz, 

facilitando a saída das células tumorais do seu local de origem. 

Sendo assim, a relação entre microambiente tumoral e secreção de quimiocinas 

têm grande relevância no evento de quimiotaxia celular. Dessa forma, células tumorais 

que expressam CXCR4 são atraídas para locais inflamatórios que secretam CXCL12 e 

essa interação tem um papel fundamental no processo de metástase sendo de grande 
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importância no entendimento desse mecanismo e como alvo de estudo em modelos 

tumorais com capacidade metastática. 

 

 
2.4 POLIMORFISMOS rs1801157 (CXCL12) e rs2228014 (CXCR4) 

 

O entendimento de processos moleculares como replicação, transcrição, tradução, 

expressão gênica, entre outros, se deu por meio do desenvolvimento de técnicas 

moleculares que revolucionaram as pesquisas no campo da genética. A tecnologia de 

DNA recombinante é um exemplo, pois permite localizar, isolar e alterar segmentos de 

DNA. Alguns eventos importantes contribuíram para o avanço da manipulação do 

material genético. Na década de 60, por exemplo, foram descobertas as enzimas de 

restrição, cuja função é reconhecer e clivar a fita dupla de DNA em sequências específicas 

de nucleotídeos. Além disso, ocorreu o isolamento da Taq polymerase (DNA polimerase 

termoestável) e em 1983 o desenvolvimento da técnica PCR que permite a amplificação 

de fragmentos específicos de DNA. Dessa forma, o desenvolvimento dessas técnicas 

possibilitou a busca por marcadores candidatos de interesse para doenças (PIERCE, 

2016), como o câncer. 

Sabe-se que alguns genes podem apresentar variantes genéticas e desde essa 

descoberta tem se pesquisado a respeito de possíveis relações entre as variantes alélicas e 

o seu papel no desenvolvimento de doenças (GUERGNON; COMBADIERE, 2012). 

Nesse contexto, os SNPs têm sido alvo de estudos, pois podem estar envolvidos com o 

aparecimento e a progressão de diversas doenças, incluindo o câncer (WU et al. 2016). 

Podem ser definidos como alterações de base única na sequência de DNA, ou seja, são 

originados a partir da troca de um único nucleotídeo. Estão presentes em mais de 1% da 

população e pode ser encontrado em regiões codificadoras ou de função regulatória, desse 

modo a mudança de nucleotídeos em determinada sequência de DNA pode estar associada 

a algum risco de desenvolvimento de doenças, como por exemplo o câncer (CAETANO, 

2009; ARAUJO et al., 2009). 

Em um estudo realizado com pacientes portadores de vírus da imunodeficiência 

humana (HIV), Winkler e colaboradores (1998) identificaram a variação 

rs1801157(CXCL12) na região 3' não traduzida (3'UTR) e a caracterizaram como uma 

troca de guanina por adenina que tem como consequência o aumento da concentração da 

quimiocina CXCL12. A partir disso, esse SNP se tornou alvo de estudos de associação. 
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Como por exemplo no trabalho de Okuyama e colaboradores (2022) que analisaram o 

papel da variante rs1801157 (CXCL12) e rs2228014 (CXCR4) no aumento da 

suscetibilidade à infecção pelo papilomavírus humano (HPV), ao desenvolvimento de 

lesões intraepiteliais escamosas e câncer cervical, obtendo resultados significativos e 

sugerindo-a como um potencial biomarcador. 

Em 1993, Federsppiel e colaboradores, descobriram a variante rs2228014 

(CXCR4), caracterizada pela troca de uma citosina por uma timina no códon 138. A troca 

é silenciosa e não altera o aminoácido, mas é uma região onde ocorre a ligação da RNA 

polimerase II e modificações nos sítios de ligação dos genes fator silenciador restritivo de 

neurônios (NRSF), receptor alfa do retinóide X (RXRA) e fator de transcrição SOX (Sox) 

(Haploreg v4.1). Desde então, esse SNPs se tornou alvo de estudo, Okuyama Kishima et 

al. (2015), revisaram trabalhos envolvendo o polimorfismo rs2228014 (CXCR4) no 

câncer de mama, observando que a expressão de CXCR4 no tecido tumoral e sua posterior 

interação com o ligante é complexa, pois fatores como sistema imune e microambiente 

tumoral são de grande relevância. 

Pelo fato da via CXCL12/CXCR4 estar envolvida na migração celular, estudos de 

correlações entre as variantes polimórficas dos respectivos genes e alguns tipos de 

neoplasias têm sido descritos na literatura. Assim, estudos investigativos a respeito do 

envolvimento da via em metástases de melanoma mostraram que seu bloqueio pode evitar 

o processo metastático de células quimioresistentes (KIM et al., 2010). Uma revisão a 

respeito da expressão e função da via em tumores gástricos e seu potencial como alvo 

terapêutico concluiu que o eixo CXCL12/CXCR4 desempenha um papel na progressão 

tumoral, sendo um bom candidato como biomarcador para uso clínico (LEE e JO, 2012). 

Chen et al. (2015) avaliaram a relação entre os parâmetros prognósticos de pacientes 

com carcinoma nasofaríngeo e os polimorfismos rs1801157 (CXCL12) e rs2228014 

(CXCR4), encontrando resultados que sugeriram o genótipo homozigoto para o alelo raro 

de rs1801157 (AA) como um fator prognóstico. Xu et al. (2018) por meio de meta análise 

avaliaram a relação entre o rs1801157 (CXCL12) e o câncer colorretal, concluindo 

que estudos adicionais com etnias diferentes são necessários para melhor esclarecer o 

papel desta variante. Guembarovski et al. (2018) analisaram o rs2228014 (CXCR4) em 

pacientes com câncer de mama do subtipo triplo-negativo em busca de um marcador de 

suscetibilidade, porém não observaram associação significativa entre a presença da 

variante e uma chance aumentada de desenvolvimento deste subtipo tumoral. 
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Conforme demonstrado, a literatura apresenta heterogeneidade de resultados, 

ressaltando a necessidade de mais investigações a respeito destes polimorfismos em 

diferentes tumores malignos, portanto o CaP constitui um modelo interessante devido ao 

seu potencial metastático. 

Em termos de pesquisa, a técnica IHQ atualmente é considerada uma técnica 

padrão ouro para diagnóstico na oncologia, pois permite correlacionar o tecido 

histológico a um marcador em questão, sendo possível obter um perfil de imunomarcação 

que auxilia na escolha do tratamento e na conduta clínica (DE FREITAS VIZECHI et al., 

2016), dessa forma é possível obter um perfil de imunomarcação que auxilie na 

determinação prognóstica, na escolha do tratamento e na conduta clínica, também. 

Portanto a IHQ é uma ferramenta que tem sido utilizada em investigações na busca por 

novos marcadores para o câncer. Como exemplo, Zhang e colaboradores (2018) 

concluíram que foi encontrada expressão de CXCR4 em tumores de próstata e que ela 

pode estar relacionada à invasão perineural. Mai et al. (2019) correlacionaram 

positivamente altas expressões do receptor com neoplasias malignas neuroendócrinas. 

Estudos apontam ainda que a avaliação da imunomarcação de CXCR4 tem alto valor 

prognóstico em melanomas primários (SCALA et al., 2005) e em tumores pancreáticos 

(GEBAUER et al., 2011). 

Dessa forma, a análise simultânea de SNPs em CXCR4 e CXCL12, associadas à 

avaliação do perfil de imunomarcação de CXCR4 em amostras de pacientes com CaP, 

possui relevância científica e pode ajudar a compreender o papel deste eixo 

quimiocina/receptor no processo metastático e na carcinogênese da próstata. 

 

 
2.5 O PROCESSO DE METÁSTASE NO CÂNCER 

 
Durante o processo de carcinogênese alguns mecanismos de regulação são 

perdidos resultando na proliferação e crescimento celular anormal, originando uma massa 

celular constituída por células indiferenciadas que por sua vez é denominada de tumor 

maligno. Uma vez que o CaP se desenvolve as chances de progressão para o estágio de 

metástase são grandes e esse fenômeno consiste na principal causa de morte decorrente 

do câncer (PIERCE, 2016). 

Para que a metástase ocorra é necessário que o tumor passe pelas etapas de invasão 

local, intravasamento, sobrevivência na circulação, extravasamento e colonização. Dessa 
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forma as células tumorais migram do tecido de origem e se instalam em tecidos distantes, 

levando em consideração eventos genéticos e epigenéticos que culminam em 

comportamentos tumorais distintos (NGUYEN; BOS; MASSAGUÉ, 2009). 

Sabe-se que as células malignas se desprendem do tumor primário devido a perda 

da capacidade de adesão que as mantém unidas entre si e à matriz extracelular. Em 

seguida, ocorre a invasão direta das células na corrente sanguínea, que ao entrarem na 

circulação seguem o fluxo até encontrar um novo local de proliferação (ALBERTS et al., 

2017). Dentro deste contexto, o eixo CXCL12/CXCR4 é conhecido por ter um papel 

importante nos processos de migração celular. Partindo desse conhecimento, busca-se o 

entendimento da interação entre os componentes do eixo, seus mecanismos de ação e 

variáveis que possam influenciar no microambiente tumoral e modular o processo 

metastático (MORTEZAEE, 2020). 

Darash-Yahana et al. (2004) analisaram a relação entre alta expressão de CXCR4 

e crescimento tumoral, vascularização e metástase em CaP, encontrando resultados 

positivos para agressividade tumoral. Os autores sugeriram o eixo CXCL12/CXCR4 

como importante alvo de estudos no processo de metástase. Akashi et al. (2008) 

correlacionaram a imunomarcação de CXCR4 com parâmetros prognósticos em pacientes 

com CaP metastático, observando relevância em pacientes submetidos a castração 

química. Também foi revisado o papel da via no processo de angiogênese, sendo descrita 

sua importância fundamental no direcionamento celular e na progressão de maligna 

(SALVATORE et al., 2010). Adicionalmente, foi investigada a relação com o 

microambiente tumoral, concluindo-se que alterações na via podem influenciar nas 

terapias anticâncer (MENG, XUE e CHEN; 2018). 

Dessa forma, ressalta-se a relevância científica da investigação das moléculas 

CXCL12/CXCR4 no prognóstico e progressão de tumores malignos, como o CaP. 

 

 
3. METODOLOGIA 

 
3.1 SELEÇÃO DAS AMOSTRAS 

 
Para o presente projeto de pesquisa, foram selecionadas a partir de um 

biorrepositório de amostras de pacientes com CaP do Laboratório de Mutagênese e 

Oncogenética (LAMON) da UEL, provenientes do Hospital do Câncer de Londrina, 60 
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tecidos incluídos em parafina e coletados os respectivos dados clínicos e patológicos. As 

etapas que antecederam este estudo (obtenção das amostras, entrevistas com pacientes e 

coleta de dados dos prontuários) foram aprovadas pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina (Registro CONEP 

5231) (Anexo A). Todos os pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (Anexo B). 

 Os pacientes foram caracterizados em grupos de melhor prognóstico (MP) (20 

amostras), pior prognóstico sem metástase ao diagnóstico (PPSM) (23 amostras) e pior 

prognóstico com metástase ao diagnóstico (PPCM) (17 amostras). Para isso foram 

seguidos os parâmetros de um guideline com os seguintes critérios: nível de PSA, grau 

ISUP  e  o  sistema  TNM.  Pacientes  com  grau  ISUP  ≤  2  (3+4), estadiamento TNM ≤ 

T2a e nível de PSA ≤ 10 ng/mL foram classificados como MP. Pacientes com grau ISUP 

≥ 3 (4+3), estadiamento TNM ≥ T3a e nível de PSA ≥ 20 ng/mL foram considerados 

PPSM. Os pacientes PPCM foram classificados de acordo com a presença de invasão 

linfonodal e/ou metástase à distância e/ou cintilografia óssea positiva e seguiram os 

mesmos critérios de grau ISUP, PSA e TNM do grupo de PPSM ao diagnóstico. 

3.2 IMUNOHISTOQUÍMICA (IHQ) DE CXCR4 
 

De todas as amostras, foram obtidos os blocos teciduais embebidos em parafina 

que foram avaliados quanto à presença de tecido tumoral e não tumoral adjacente por 

patologista através de coloração hematoxilina-eosina (HE). Utilizando-se um micrótomo 

(LEICA RM2265) as amostras, fixadas em formalina e embebidas em parafina, foram 

seccionadas com espessura entre 5 e 6𝜇m e fixadas em lâminas silanizadas (Starfrost, 

Knittel, Alemanha). 

As amostras foram desparafinizadas em xilol e reidratadas em álcool. Passaram 

por três ciclos de calor na recuperação antigênica utilizando-se os tampões de ácido cítrico 

1,8mM e citrato de sódio di-hidratado 8,2Mm, em seguida as amostras foram tratadas com 

o anticorpo primário anti-CXCR4 (diluição 1:100) (Monoclonal Antibody (12G5); 

ThermoFisher) e incubadas overnight. O anticorpo secundário (Mouse/Rabbit Immuno 

detector HRP/DAB, Bio SB INC, Santa Barbara, CA, USA) foi adicionado e incubado. 

Ao final, as lâminas foram contra coradas com hematoxilina para que as estruturas 
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teciduais que não foram imunomarcadas pela interação específica antígeno-anticorpo, 

sejam visíveis e as lamínulas foram fixadas utilizando-se Entelan. 

A padronização da imunomarcação foi realizada em tecido considerado controle 

positivo (tumor maligno de mama do subtipo triplo negativo com expressão positiva para 

CXCR4). Foram realizados controles negativos de especificidade do anticorpo primário 

em todas as baterias, onde o mesmo foi substituído por tampão fosfato-bicarbonato-salina 

(PBS) e controles positivos (tecido da mesma paciente com câncer de mama utilizado na 

padronização da diluição do anticorpo). 

A leitura das lâminas foi feita em microscópio óptico (Eclipse-E200, Nikon, 

Japão) por médica patologista. A análise do perfil de imunomarcação foi realizada nos 

tecidos tumoral maligno e não tumoral adjacente e avaliada nas regiões citoplasmática, 

nuclear e de membrana. A classificação semiquantitativa por sistema de cruzes foi 

baseada em intensidade da coloração: (-) ausência de marcação, (+) marcação fraca, (++) 

marcação moderada e (+++) marcação forte. 

3.3 GENOTIPAGEM 
 

Realizou-se a amplificação por PCR; restrição enzimática e genotipagem dos 

polimorfismos rs1801157 (CXCL12) e rs2228014 (CXCR4). Para isso, foram utilizados 

os DNAs obtidos de sangue periférico disponíveis no Biorrepositório do LAMON. 

Alguns pacientes do grupo amostral não possuíam DNA disponível armazenado. Dessa 

forma, foi realizada a extração do material a partir de blocos de parafina pertencentes aos 

respectivos pacientes. 

Primeiro, utilizando-se um micrótomo (LEICA RM2265) as amostras 

emblocadas em parafina foram seccionadas com espessura de 10𝜇m e em seguida de 1 a 

8 cortes foram armazenados em effendorfs (1,5 ml). A extração foi feita utilizando o Kit 

de Purificação de DNA GeneJET FFPE (Thermo Scientific) de acordo com as etapas 

estipuladas pelo protocolo do fabricante. Ao final as amostras de DNA foram eluídas com 

60 μL da solução tampão fornecida no kit e armazenadas a -20º C. A quantificação do 

DNA foi feita a 260 nm em um NanoDrop Lite Espectrofotômetro™ (Thermo Fisher 

Scientific, USA) e a pureza foi avaliada pela razão A260/A280. 

Para análise de CXCL12 foram utilizados os primers específicos: (sense 5- 

CAGTCAACCTGGGCAAAGCC-3) e (antisense 5- 
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CCTGAGAGGTCCTTTTGCGGG-3). As amostras foram amplificadas usando 10x 

Buffer; 100 nM de dNTPs, 0.25 μM; 50mM MgCl2; 1U de Taq polymerase 

(InvitrogenTM), e submetidas às condições da PCR: 5 min de desnaturação a 94º C 

seguidos por 35 ciclos de 1 minuto a 94º C, 1 minuto a 60º C e 1 minuto a 72º C, e 10 min 

de alongamento a 72º C em um termociclador (Veritir 96-Well Thermal Cycler – Apllied 

biosystemsr) gerando um fragmento de 293 pb, correspondente ao genótipo raro. 

Para análise de CXCR4 utilizou-se os primers específicos: (sense 5- 

AGCATGACGGACAAGTACAGG-3)   e (antisense  5- 

GATGAAGTCGGGAATAGTCAGC-3). As amostras foram amplificadas usando 1x 

Buffer; 100 nM de dNTPs, 0.25 μM; 1,5 nM de MgCl2; 1U de Taq polymerase 

(InvitrogenTM),sob às condições da PCR: 5 min de desnaturação a 94º C seguidos por 35 

ciclos de 40 segundos a 94º C, 40 segundos a 60º C e 40 segundos a 72º C, e 10 min de 

alongamento a 72º C em um termociclador (Veritir 96-Well Thermal Cycler – Apllied 

Biosystemsr) gerando um fragmento de 236 pb, correspondente ao genótipo raro 

Os produtos de PCR foram submetidos à digestão de restrição por incubação das 

enzimas MspI e BccI, respectivamente por 2 h a 37º C sob as condições: Buffer (1 µL); 

H20 (3,8 µL); Enzima (0,2 µL = 0,2 U de enzima) e 5 µL de produto de PCR. Para o 

CXCL12, após a clivagem dos fragmentos pela MspI, formam-se fragmentos de 100 e 193 

pb. Para o CXCR4, após a clivagem dos fragmentos pela BccI, formam-se fragmentos de 

103 e 133 pb. Um perfil eletroforético formado por três fragmentos corresponde ao 

genótipo heterozigoto e por dois fragmentos ao genótipo prevalente, para ambos os genes. 

Todos os produtos foram aplicados em géis de poliacrilamida (10%) separados 

por eletroforese a 80-110V por cerca de 1h e foram corados utilizando-se uma solução de 

nitrato de prata (0,15%). Posteriormente foram examinados em transiluminador de luz 

branca e registrados por fotodocumentação (Figura 3). 
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Figura 3: Perfil de fragmentos eletroforéticos para as variantes alélicas dos genes CXCL12 

(rs1801157) e CXCR4 (rs2228014). 

 

Legenda: L – marcador de tamanho de fragmento de 100pb. A – Gel de poliacrilamida 10% 
correspondente ao padrão de fragmentos eletroforéticas da variante rs1801157 (CXCL12) após a 
digestão enzimática pela enzima Msp1 (GA – fragmentos 100pb, 193pb e 293pb; GG – 
fragmentos de 100pb e 193pb; AA – fragmento de 293pb). B – Gel de poliacrilamida 10% 
correspondente ao padrão de fragmentos eletroforéticas da variante rs2228014 (CXCR4) após a 
digestão enzimática pela enzima Bcc1 (CC – fragmentos 133pb e 103pb; CT – fragmentos 133pb, 
103pb e 236pb; TT – fragmento 236 pb). 

 
 

3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

Através do teste do Qui-quadrado de Pearson foi testada a distribuição dos 

genótipos das variantes rs1801157 (CXCL12) e rs2228014 (CXCR4) e a associação em 

relação aos parâmetros prognósticos. O teste Tau B de Kendall foi utilizado para analisar 

as correlações entre os genótipos de ambas as variantes e os parâmetros prognósticos 

dos pacientes. 

A comparação entre a imunomarcação de CXCR4 nos tecidos tumoral maligno 

e não tumoral adjacente foi feita por meio do teste de McNemar para amostras 

relacionadas. Pelo teste do Qui-quadrado de Pearson foi testada a distribuição da 
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imunomarcação e a associação em relação aos parâmetros prognósticos. O teste Tau B 

de Kendall foi utilizado para analisar as correlações entre o perfil de imunomarcação de 

CXCR4 no tecido tumoral maligno em relação aos parâmetros prognósticos e em relação 

aos genótipos. 

O programa utilizado foi o software IBM® SPSS® Statistics for Windows, 

versão 20.0, considerando-se um nível de significância (α) de 5%. 



34 
 

 
4. OBJETIVOS 

 
4.1 OBJETIVO GERAL 

 
Investigar os polimorfismos rs1801157 (CXCL12) e rs2228014 (CXCR4) e a 

imunomarcação da proteína CXCR4, como candidatos a marcadores de prognóstico no câncer 

de próstata. 

 

 
4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
- Selecionar a partir do biorrepositório de amostras do LAMON, pacientes 

portadores de CaP e baseado no Risco D’Amico separá-los em grupos de melhor 

prognóstico, pior prognóstico sem metástase ao diagnóstico e pior prognóstico com 

metástase ao diagnóstico; 

 
- Realizar os cortes teciduais e a montagem das lâminas referentes aos grupos 

amostrais tanto para análise de seleção de tecido tumoral e não tumoral do mesmo 

paciente, quanto para a imunomarcação; 

 
- Padronizar a imunomarcação da proteína CXCR4 em amostras de tecido tumoral 

controle positivo de mama e em tecido maligno prostático; 

 
- Avaliar a imunomarcação de CXCR4 em amostras de tecidos tumorais malignas 

e não tumorais adjacentes de próstata nos três grupos prognósticos, para a sua 

comparação; 

 
- Realizar a genotipagem dos polimorfismos rs1801157 (CXCL12) e rs2228014 

(CXCR4) nas amostras dos pacientes pertencentes aos três grupos prognósticos; 
 
 

- Analisar a possível correlação entre a imunomarcação de CXCR4 e os 

polimorfismos de ambos os genes, bem como em relação a parâmetros prognósticos dos 

pacientes; 

 
- Avaliar o potencial dos biomarcadores candidatos CXCL12/CXCR4 para uso 

futuro no câncer de próstata. 
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RESUMO 

 
O câncer de próstata (CaP) é a neoplasia maligna que mais acomete os homens e uma 
grande causa de morte. Pode ser detectado através da alteração dos níveis séricos do 
Antígeno Prostático Específico (PSA) e do toque digital retal, mas muitas vezes os 
sintomas estão presentes apenas nos estágios avançados com presença de metástases. 
Sabe-se que o eixo quimiocina ligante CXC Motif 12/Receptor de quimiocina CXC Motif 

4 (CXCL12/CXCR4) atua em vias de sobrevivência e migração celular, podendo estar 
envolvido com o processo metastático, e que variantes polimórficas podem alterar a 
expressão gênica e/ou proteica dessas respectivas moléculas. Dentro deste contexto, o 
objetivo do presente trabalho foi avaliar duas variantes alélicas rs1801157 (CXCL12) e 
rs2228014 (CXCR4) e a imunomarcação da proteína CXCR4 como candidatos a 
marcadores de prognóstico no CaP. As amostras (n=60) foram separadas em grupos 
segundo parâmetros prognósticos (com e sem metástase ao diagnóstico) e a 
imunomarcação avaliada por imunohistoquímica indireta. Foi observada associação 
significativa entre o alelo C da variante rs2228014 (CXCR4) e a presença de extensão 
extraprostática. Com relação a imunomarcação de CXCR4, observou-se uma 
predominância de marcação fraca e de localização citoplasmática e uma diferença 
significativa entre tecido tumoral maligno versus não tumoral adjacente, com maior 
expressão da proteína no tumor. Observou-se ainda uma associação significativa entre a 
imunomarcação tumoral de CXCR4 com estadiamento TNM (T2b-T2c) e 
PSA(>20ng/mL). Nenhuma das variantes alélicas interferiu na imunomarcação tumoral 
de CXCR4. Os grupos prognósticos não diferiram quanto à frequência das variantes 
alélicas e nem quanto ao perfil de imunomarcação. Diferença de perfil de expressão entre 
tecido tumoral maligno e não tumoral adjacente levantam a possibilidade de CXCR4 
possuir um papel na carcinogênese prostática. 

 

 
Palavras-chave: polimorfismo genético, imunohistoquímica, rs2228014 (CXCR4), 

rs1801157 (CXCL12). 
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INTRODUÇÃO 

 
O câncer de próstata (CaP) apresenta alta incidência mundial, além de ser o câncer 

que mais acomete os homens (SUNG et al. 2022, AMERICAN CANCER SOCIETY, 

2022a). No Brasil representa 30% de novos casos, sendo considerado uma das maiores 

causas de morte em homens que desenvolvem tumores malignos (INCA, 2022). 

Apresenta etiologia multifatorial e se desenvolve de forma lenta, com sintomas que se 

manifestam quando a neoplasia maligna já se encontra em estágio avançado ocasionando 

diagnósticos tardios, comumente após os 65 anos (REGO et al. 2020). 

Os métodos de detecção utilizados no rastreamento do CaP são exame de toque 

retal e detecção de níveis séricos do antígeno prostático específico (PSA) uma proteína 

presente no sangue que é utilizada como um biomarcador para alteração na próstata 

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022b). No entanto, possui baixa especificidade 

para o câncer uma vez que homens com níveis de PSA dentro da normalidade (< 4 ng/ml) 

desenvolvem tumores malignos de alto grau (LIN, 2009), ressaltando a necessidade de 

marcadores mais específicos. 

As mortes decorrentes da doença têm o risco aumentado por fatores como avanço 

da idade, presença de comorbidades e evolução tumoral para estágios mais elevados 

(BRAGA et al. 2021), como a presença de metástases. Devido à complexidade e a baixa 

compreensão dos detalhes do processo metastático, existem dificuldades na identificação 

das formas mais agressivas que se caracterizam por alta proliferação celular e migração 

das células tumorais para os tecidos adjacentes, agravando o quadro da doença (SAHAI, 

2007). Sabe-se que para o CaP as principais regiões de metástase são os ossos e pulmão, 

porém os mecanismos responsáveis não são bem definidos (BUBENDORF et al. 2000), 

sendo fundamental o conhecimento sobre a doença na sua forma mais agressiva para a 

busca de novas alternativas terapêuticas visando um tratamento mais eficaz (PONTE, 

2021). 

Nesse contexto, já é de conhecimento que o eixo quimiocina/receptor C-X-C Motif 

Chemokine Ligand 12/C-X-C Motif Chemokine Receptor 4 (CXCL12/CXCR4) está 

associado à ativação de vias sinalizadoras (BIANCHI; MEZZAPELLE, 2020), além de 

atuar na tumorigênese e na migração, influenciando no processo de metástase (BUSILLO; 

BENOVIC, 2007). Assim, variantes polimórficas nas moléculas que compõem este eixo, 

podem estar associadas ao risco de desenvolvimento de tumores malignos como o de 

mama (LIN et al. 2022) e próprio CaP (ISMAN et al. 2012). Adicionalmente, a 
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imunomarcação da proteína CXCR4, pode ser uma ferramenta importante na clínica 

oncológica, pois pode possuir expressão tecidual alterada da proteína, sugerindo um 

potencial como biomarcador tumoral (DARASH-YAHANA et al. 2004; JUNG et al. 

2011). 

Dessa forma, objetivou-se no presente estudo avaliar a imunomarcação da 

proteína CXCR4 e a genotipagem dos polimorfismos rs1801157 (CXCL12) e rs2228014 

(CXCR4), como candidatos a marcadores de prognóstico e metástase para o câncer de 

próstata em amostras de pacientes brasileiros. 

 
 

METODOLOGIA 
 

Seleção das amostras 
 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres 

Humanos da Universidade Estadual de Londrina (Registro CONEP 5231), todos os pacientes 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e participaram de forma voluntária. 

Foram selecionadas 60 amostras de pacientes com CaP, provenientes do Hospital do 

Câncer de Londrina, Londrina, Paraná (PR), Brasil (BR), correspondendo ao mesmo grupo 

amostral utilizado por Pereira et al. (2022). A partir de dados clínicos e patológicos 

previamente estabelecidos por um guideline das diretrizes da National Comprehensive 

Cancer Network (NCCN versão 4.2019) – dosagem de PSA, grau ISUP e sistema TNM 

– os pacientes foram categorizados em grupos: melhor prognóstico (MP) (20 amostras), 

pior prognóstico sem metástase ao diagnóstico (PPSM) (23 amostras) e pior prognóstico 

com metástase ao diagnóstico (PPCM) (17 amostras). 

Pacientes com grau ISUP ≤ 2 (3+4), estadiamento TNM ≤ T2a e nível de PSA ≤ 10 

ng/mL foram classificados como MP. Pacientes com grau ISUP ≥ 3 (4+3), estadiamento 

TNM ≥ T3a e nível de PSA ≥ 20 ng/mL foram classificados como PPSM. Os pacientes 

PPCM foram classificados de acordo com a presença de invasão linfonodal e/ou 

metástase à distância e/ou cintilografia óssea positiva e seguiram os mesmos critérios de 

grau ISUP, PSA e TNM dos pacientes PPSM. As amostras teciduais utilizadas nas 

análises de imunomarcação de CXCR4 corresponderam sempre ao tumor primário dos 

pacientes do PPCM. 
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Imunohistoquímica de CXCR4 
 

De todas as amostras, foram obtidos os blocos teciduais embebidos em parafina 

que foram avaliados quanto à presença de tecido tumoral e não tumoral adjacente por 

patologista através de coloração hematoxilina-eosina (HE). Em seguida, as amostras 

foram seccionadas com espessura de 6𝜇m e fixadas em lâminas silanizadas (Starfrost, 

Knittel, Alemanha). 

A análise da imunomarcação foi realizada de acordo com Pereira e colaboradores 

(2022). As amostras foram tratadas com o anticorpo primário anti-CXCR4 (diluição 

1:100) (Monoclonal Antibody (12G5); ThermoFisher) e incubadas overnight. Em 

seguida, o anticorpo secundário (Mouse/RabbitImmuno detector HRP/DAB, Bio SB INC, 

Santa Barbara, CA, USA) foi adicionado e incubado. 

Em todos os testes foi realizado controle negativo de especificidade do anticorpo 

primário (onde este foi substituído por tampão fosfato-bicarbonato-salina (PBS)), e 

controle positivo (tecido tumoral maligno de mama do subtipo triplo negativo com 

expressão de CXCR4 previamente confirmada) o qual também foi utilizado na 

padronização da diluição do anticorpo primário. 

A análise do perfil de imunomarcação foi realizada exclusivamente por 

patologista nos tecidos tumoral maligno e não tumoral adjacente e avaliada nas regiões 

citoplasmática, nuclear e de membrana. A classificação semiquantitativa por sistema de 

cruzes foi baseada em intensidade da coloração: (-) ausência de marcação, (+) marcação 

fraca, (++) marcação moderada e (+++) marcação forte. 

Extração de DNA e genotipagem das variantes alélicas 
 

Foi realizada a amplificação pela reação em cadeia da polimerase (PCR) seguida 

de restrição enzimática para a genotipagem dos polimorfismos rs1801157 (CXCL12) e 

rs2228014 (CXCR4). Foram utilizados DNAs de sangue periférico (obtidos previamente 

em estudos anteriores de nosso grupo de pesquisa) ou de amostras teciduais embebidas 

em parafina (quando o DNA de sangue não estava disponível). 

As amostras emblocadas em parafina foram seccionadas com espessura de 10𝜇m 

e em seguida 8 cortes foram armazenados em effendorfs (1,5 mL). A extração foi feita 

utilizando o Kit de Purificação de DNA GeneJET FFPE (Thermo Scientific) de acordo 

com as etapas estipuladas pelo protocolo do fabricante. Ao final as amostras de DNA 

foram eluídas com 60 μL da solução tampão fornecida no kit e armazenadas a -20º C. A 
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quantificação do DNA foi feita a 260 nm em NanoDrop Lite Espectrofotômetro™ 

(Thermo Fisher Scientific, USA) e a pureza foi avaliada pela razão A260/A280. 
 

As análises das variantes de CXCL12 e CXCR4 foram realizadas segundo com 

Okuyama e colaboradores (2022). Os produtos de PCR foram submetidos à digestão de 

restrição por incubação com as enzimas BccI e MspI, respectivamente por 2 h a 37º C. 

Para o CXCL12, após a clivagem dos fragmentos pela MspI, formam-se fragmentos de 

100 e 193 pb. Para o CXCR4, após a clivagem dos fragmentos pela BccI, formam-se 

fragmentos de 103 e 133 pb. Um perfil eletroforético formado por três fragmentos 

corresponde ao genótipo heterozigoto e por dois fragmentos ao genótipo prevalente, para 

ambos os genes. 

 
Análise estatística 

Através do teste do qui-quadrado de Pearson foi testada a distribuição dos 

genótipos das variantes rs1801157 (CXCL12) e rs2228014 (CXCR4) e a associação em 

relação aos parâmetros prognósticos. O teste Tau B de Kendall foi utilizado para analisar 

as possíveis correlações entre os genótipos de ambas as variantes e os parâmetros 

prognósticos dos pacientes. 

A comparação entre a imunomarcação de CXCR4 nos tecidos tumoral maligno 

e não tumoral adjacente foi feita por meio do teste de McNemar para amostras 

relacionadas. Pelo teste do qui-quadrado de Pearson foi testada a distribuição da 

imunomarcação e a associação em relação aos parâmetros prognósticos. O teste Tau B 

de Kendall foi utilizado para analisar as possíveis correlações entre o perfil de 

imunomarcação de CXCR4 no tecido tumoral maligno em relação aos parâmetros 

prognósticos e em relação aos genótipos. 

O programa utilizado foi o software IBM® SPSS® Statistics for Windows, 

versão 20.0, considerando-se um nível de significância (α) de 5%. 

 
RESULTADOS 

 
Variantes alélicas polimórficas rs1801157 (CXCL12) e rs2228014 (CXCR4) 

 
Foi possível genotipar 58 amostras para a variante alélica polimórfica rs1801157 

(CXCL12) e 54 amostras para a variante polimórfica rs2228014 (CXCR4), pois para 

alguns DNAs obtidos de tecido em parafina não foi possível a obtenção de perfil 

genotípico. 
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Para o CXCL12 foram encontrados 43 indivíduos homozigotos prevalentes (GG - 

74,1%), 14 indivíduos heterozigotos (GA - 24,1%) e 1 indivíduo homozigoto para o alelo 

variante (AA - 1,7%). Sendo distribuídos entre os grupos prognósticos (Tabela 1). 

Em relação ao CXCR4 foram encontrados 31 indivíduos homozigotos prevalentes 

(CC - 57,4%), 18 indivíduos heterozigotos (CT - 33,3%) e 5 indivíduos homozigotos para 

o alelo variante (TT - 9,3%). Sendo distribuídos entre os grupos prognósticos (Tabela 1). 

 

 
Tabela 1: Distribuição dos genótipos das variantes alélicas rs1801157 (CXCL12) e 

rs2228014 (CXCR4) entre os grupos prognósticos. 
 

Grupos Prognósticos CXCL12 

(rs1801157) 

 CXCR4 

(rs2228014) 

 

 GG (%) GA (%) AA (%) CC (%) CT (%) TT (%) 
 

MP 
 
18 (31%) 

 
3 (5,1%) 

 
0 

 
10 (18,5%) 

 
7 (13%) 

 
2 (3,7%) 

PPSM 12 (20%) 8 (13,8%) 1 (1,7%) 14 (26%) 5 (9,2%) 1 (1,8%) 

PPCM 13 (22%) 3 (5,1%) 0 7 (13%) 6 (11%) 2 (3,7%) 

 
p valor de χ2 

  
0,114 

   
0,247 

 

Teste Qui quadrado. Nível de significância p<0.05. MP: Grupo de melhor prognóstico; PPSM: 
grupo de pior prognóstico sem metástase ao diagnóstico; PPCM: grupo de pior prognóstico com 
metástase ao diagnóstico. 

 
 

Em função do número amostral, em todas as análises envolvendo os 

polimorfismos genéticos, os indivíduos heterozigotos e homozigotos raros para ambas as 

variantes alélicas foram somados para aumentar o poder estatístico, considerando, desta 

maneira, um modelo dominante (presença do alelo raro em heterozigose ou homozigose). 

Por meio do teste de Qui-quadrado foi avaliada a distribuição dos genótipos em 

relação aos parâmetros prognósticos – idade, valores de PSA, grau ISUP (padrão de 

avaliação de agressividade tumoral), estadiamento TNM (classificação do tumor primário 

quanto a extensão tumoral, presença ou ausência de metástase), extensão extraprostática 

(invasão neoplásica no tecido adiposo), invasão perineural (invasão dos nervos presente 

na próstata), invasão de vesícula seminal e recidiva bioquímica (elevação dos níveis de 

PSA em pacientes submetidos a tratamento) – para ambas as variantes polimórficas 

rs1801157 (CXCL12) e rs2228014 (CXCR4) (Tabela 2). Não foi possível obter todos os 
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dados clínico-patológicos devido a ausência de informações nos prontuários de alguns 

pacientes. 

Foi encontrada associação significativa entre o alelo prevalente C da variante 

rs2228014 (CXCR4) e a presença de extensão extraprostática (p=0,043) (Tabela 2). Os 

demais parâmetros prognósticos avaliados não se mostraram estatisticamente associados 

às variantes genéticas. 

 
Tabela 2: Análises de associação e correlação entre as variantes alélicas rs1801157 

(CXCL12) e rs2228014 (CXCR4) e parâmetros prognósticos dos pacientes com CaP. 
 

Parâmetros p valor de χ2 

prognósticos rs1801157 (CXCL12) rs2228014 (CXCR4) 

 (GG/GA+AA) (CC/CT+ TT) 

 
Idade 

 
0,447 

 
0,740 

PSA 0,51 0,367 

ISUP 0,545 0,409 

TNM 0,634 0,074 

Extensão Extraprostática 0,349 0,043* 

Invasão Perineural 0,591 0,315 

Invasão de Vesícula Seminal 0,19 0,542 

Recidiva Bioquímica 0,288 0,222 

Testes do Qui quadrado de Pearson. *Nível de significância p<0,05%. rs1801157 (CXCL12): (G) 
– alelo prevalente; (A) – alelo raro; (GG/GA+AA) – modelo dominante de CXCL12; rs2228014 
(CXCR4): (C) – alelo prevalente; (T) – alelo raro; (CC/ CT+ TT) – modelo dominante de CXCR4. 
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Imunomarcação de CXCR4 
 

Foi obtido um perfil de imunomarcação de CXCR4 satisfatório e reproduzível na 

diluição de 1:100 do anticorpo primário, utilizando-se tecido tumoral de mama 

considerado controle positivo para a expressão desta proteína (Figura 1). 

 
Foram analisadas 60 amostras de forma comparativa entre os tecidos tumoral 

maligno e não tumoral adjacente. Observou-se predominância de marcação 

citoplasmática fraca (+) tanto no tecido tumoral maligno (16/60 - 26,7%) quanto no não 

tumoral adjacente (12/59 – 20%). De um modo geral, os grupos prognósticos 

apresentaram um perfil de imunomarcação fraca (+) para CXCR4, que não diferiu 

estatisticamente (Tabela 3). Adicionalmente, foram observadas marcações moderadas 

(++) apenas em pacientes pertencentes aos grupos PPSM e PPCM. Não foram observadas 

marcações de membrana e/ou nucleares em nenhuma das amostras analisadas, tanto no 

tecido tumoral maligno quanto no não tumoral adjacente (Figura 1). 

 
Tabela 3: Distribuição do perfil de imunomarcação de CXCR4 entre os grupos 

prognósticos. 

Grupos Perfil de imunomarcação 
p valor de 

χ2 

Prognósticos Ausência (-) Marcação (+/++) 
 

 
MP 

 
13 (35,1%) 

 
13 (35,1%) 

 
11 (29,7%) 

8 (34,8%) 
 

9 (26,1%) 
 

6 (39,1%) 

 

PPSM 0,938 

PPCM  

Nível de significância p<0.05. MP: Grupo de melhor prognóstico; PPSM: grupo de pior 
prognóstico sem metástase ao diagnóstico; PPCM: grupo de pior prognóstico com metástase ao 
diagnóstico. 
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Figura 1: Perfil de imunomarcação da proteína CXCR4 pela técnica imunohistoquímica 

indireta em tecidos tumorais malignos de mama (controle positivo) e próstata. 

 
Legenda: controle positivo (tecido tumoral de mama triplo negativo); (a) ausência de marcação 

(b); marcação fraca (c); marcação moderada (d). Aumento 400X. 

 
Pelo teste McNemar foi observada uma diferença significativa entre a 

imunomarcação do tecido tumoral maligno versus não tumoral adjacente (p=0,041). Pelo 

teste de Qui quadrado de Pearson foi observada associação significativa entre a marcação 

citoplasmática tumoral e o estadiamento T2b - T2c (p=0,023) e pelo teste Tau B de 

Kendall foi observada correlação significativa entre a marcação citoplasmática tumoral e 

valores de PSA acima de 20 ng/mL (p=0,029) (Tabela 4). Os demais parâmetros 

prognósticos avaliados não se mostraram estatisticamente associados ao perfil de 

imunomarcação de CXCR4. 

Adicionalmente não foram observados resultados significativos nos testes de 

associação e/ou correlação entre a imunomarcação de CXCR4 e as variantes polimórficas, 

considerando-se um modelo dominante de análise (Tabela 5 do Material suplementar). 
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Tabela 4: Comparação entre parâmetros prognósticos e perfil de imunomarcação de CXCR4 nas amostras de tecidos tumorais malignos dos pacientes 
com CaP. 

 

 

 
Parâmetros 

Clínicos-Patológicos 

 
Ausência de Marcação 

 
Marcação Fraca 

 
Marcação Moderada 

  
p valor de Kendall 

   p valor de χ2  

 (-) (+) (++)  (valor de Tau) 

  
Citoplasma 

tumoral 

 
Citoplasma 

Tumoral 

 
Citoplasma 

tumoral 

 
Citoplasma 

tumoral 

 
Citoplasma 

tumoral 

Idade (n=60)    0,280 0,389 (0,108) 

≤64 anos 15 (40,5%) 3 (18%,8) 3 (42,9%)   

≥65 anos 22 (59,5%) 13 (81,3%) 4 (57,1%)   

ISUP (n=59)    0,177 0,169 (0,165) 

1 14 (38,9%) 3 (18,8%) 1 (14,3%)   

2-3 14 (38,9%) 11 (68,8%) 3 (42,9%)   

4-5 8 (22,2%) 2 (12,5%) 3 (42,9%)   

TMN (n=54)    0,023* 0,075 (0,225) 

≤T2a 13 (38,2%) 1 (7,1%) 0   

T2b - T2c 4 (11,8%) 6 (42,9%) 1 (16,7%)   

≥T3a 17 (50%) 7 (50%) 5 (83,3%)   

PSA (ng/mL) (n=60) 
   0,128 0,029* (0,259) 

<10 18 (48,6%) 6 (37,5%) 1 (14,3%)  

10 a 20 11 (29,7%) 4 (25%) 1 (14,3%)  

>20 8 (21,6%) 
6 (37,5%) 5 (71,4%)  
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Tabela 4: Comparação entre parâmetros prognósticos e perfil de imunomarcação de CXCR4 nas amostras de tecidos tumorais malignos dos pacientes 
com CaP. 

 

 

 
Parâmetros Clínicos- 

Patológicos 

 
Ausência de marcação 

 
Marcação Fraca 

 
Marcação Moderada 

  
p valor de Kendall 

   p valor de χ2  

 (-) (+) (++)  (valor de Tau) 

 Citoplasma 
tumoral 

Citoplasma 
Tumoral 

Citoplasma 
tumoral 

Citoplasma 
tumoral 

Citoplasma 
tumoral 

Invasão de Vesícula 
(n=51) 

   
0,093 0,568 (0,076) 

Sim 8 (25%) 4 (28,6%) 1 (16,7%)   

Não 24 (75%) 10 (71,4%) 4 (66,7%)   

Extensão 
Extraprostática 

(n=53) 

    
0,325 

 
0,383 (0,117) 

Sim 17 (51,5%) 7 (50%) 5 (83,3%)   

Não 16 (48,5%) 7 (50%) 1 (16,7%)   

Invasão 
Perineural 

(n=50) 

    
0,563 

 
0,384 (0,120) 

Sim 6 (18,8%) 3 (23,1%) 2 (40%)   

Não 26 (81,3%) 10 (76,9%) 3 (60%)   

Recidiva Bioquímica 
(n=42) 

   
0,613 0,450(-0,114) 

Sim 16 (57,1%) 3 (37,5%) 3 (50%)  

Não 12 (42,9%) 5 (62,5%) 3 (50%)  

Testes do Qui quadrado de Pearson e Tau B de Kendall. *Nível de significância p<0.05. 
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DISCUSSÃO 

 
De acordo com nossos conhecimentos até o presente momento, este é o primeiro 

estudo a avaliar variantes alélicas no eixo CXCL12/CXCR4 em combinação com a 

imunomarcação de CXCR4 em amostras de CaP provenientes de pacientes brasileiros de 

diferentes perfis prognósticos. Dentre os principais resultados observados no presente 

estudo tem-se que a variante polimórfica de CXCR4 se mostrou associada e 

correlacionada com presença de extensão extraprostática. Além disso, a imunomarcação 

de CXCR4 diferiu entre os tecidos tumoral e não tumoral adjacente, mostrando-se 

associada e correlacionada a parâmetros prognósticos do CaP. Os grupos amostrais 

prognósticos não diferiram quanto à frequência das variantes alélicas e nem quanto ao 

perfil de imunomarcação de CXCR4. 

 
Sabe-se que o processo inflamatório contribui para a tumorigênese e dentro deste 

contexto, variantes polimórficas no eixo CXCL12/CXCR4 podem influenciar na 

suscetibilidade, prognóstico e/ou metástase de diferentes cânceres. Wu e colaboradores 

(2016), através de uma meta análise, encontraram que a variante rs2228014 (CXCR4) 

pode estar correlacionada ao risco aumentado de desenvolvimento de tumores malignos 

em populações asiáticas e foi observado que o genótipo heterozigoto desta mesma 

variante associou-se significativamente com câncer de pulmão em indivíduos de origem 

turca (OZBAYER et al. 2023). Em outro estudo, envolvendo tumor maligno de diferente 

comportamento biológico (neuroblastoma infantil), observou-se que a variante rs1801157 

(CXCL12) associou-se à suscetibilidade em amostra de pacientes brasileiros da região 

Sul do Brasil (VIEIRA-FILHO et al. 2020). 

 
Assim, a interação entre variantes polimórficas de quimiocinas inflamatórias pode 

desempenhar um papel na carcinogênese da próstata, mas essa interação não está bem 

elucidada (TINDALL; HAYES e PETERSEN, 2010). No presente estudo foram 

avaliadas as possíveis associações entre duas variantes alélicas no eixo CXCL12/CXCR4 

em três subgrupos amostrais de pacientes com CaP, categorizados de acordo com 

parâmetros prognósticos e presença de metástase. Reconhecidamente, fatores 

prognósticos podem indicar uma maior ou menor agressividade tumoral, como é o caso 

do grau ISUP, que define os pacientes em grupos de risco (SRIGLEY et al. 2019), e do 

estadiamento TNM, que tem a função de avaliar a extensão anatômica do avanço tumoral 

e a presença ou ausência de metástases (BRIERLEY et al. 2021). Estes parâmetros não 
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se mostraram significativamente associados às variantes avaliadas em nossa amostra de 

pacientes com CaP. Entretanto, observou-se associação significativa entre o alelo C 

(rs2228014 (CXCR4)) e a presença de extensão extraprostática, um parâmetro de caráter 

invasivo que pode representar um risco aumentado de recidiva bioquímica (NETO et al. 

2022). 

 
Como exemplo de outros resultados que investigaram esta variante em relação a 

parâmetros tumorais importantes, segundo Matsusaka e colaboradores (2017), a variante 

rs2228014 (CXCR4) foi capaz de prever sobrevida livre de doença em pacientes com 

câncer colorretal metastático. Quin e colaboradores (2018) observaram resultados 

significativos para estadiamento TNM com os genótipos CT e TT deste mesmo 

polimorfismo sugerindo associação com o avanço do carcinoma hepatocelular. Já Zheng 

e colaboradores (2016) demonstraram não haver associação entre a variante rs2228014 

(CXCR4) e disseminação tumoral em leucemia mieloide aguda (LMA), como também 

observaram ausência de associação quando levada em consideração a combinação das 

variantes rs2228014 (CXCR4) e rs1801157(CXCL12). 

 
Em relação a variante rs1801157 (CXCL12), Isman e colaboradores (2012) 

encontraram que pacientes com o genótipo homozigoto raro AA apresentaram maior risco 

de desenvolver CaP em estágios avançados e que isto poderia influenciar a progressão e 

a metástase óssea nestes pacientes. Hirata e colaboradores (2007), avaliaram este mesmo 

polimorfismo em amostras de CaP e também observaram uma maior frequência do 

genótipo AA em pacientes com metástase linfonodal. No presente estudo, nenhuma 

associação e/ou correlação significativa entre esta variante foi observada em relação aos 

parâmetros prognósticos, incluindo metástase e recidiva bioquímica. Isto corrobora o 

observado por Quin e colaboradores (2018), que não obtiveram resultados significativos 

entre a mesma variante e metástase linfonodal ou à distância, porém avaliando pacientes 

com carcinoma hepatocelular. 

 
Os resultados da literatura são divergentes e requerem cautela em sua avaliação. 

A maioria dos estudos encontrados a respeito das variantes polimórficas rs1801157 

(CXCL12) e rs2228014 (CXCR4), foram realizados em populações asiáticas e europeias, 

que são populações homogêneas quando comparadas as populações da América do Sul, 

como é o caso do Brasil, um país caracterizado por alta miscigenação. Dentro deste 

contexto, nosso estudo contribui com os resultados da literatura sobre uma possível 
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influência deste eixo quimiocina receptor na neoplasia maligna da próstata, em especial 

quando considera-se uma amostra populacional brasileira. 

 
Quando um tumor é detectado, seu diagnóstico é feito por meio de estudos 

histopatológicos de fragmentos teciduais obtidos por biópsia (DO NASCIMENTO, 

2022), a fim de se identificar o estágio tumoral e visando a aplicação de tratamentos mais 

direcionados. O eixo CXCL12/CXCR4 tem sido relacionado à proliferação celular e ao 

processo de metástase (GANGADHAR; NANDI; SALGIA, 2010; WANG et al. 2014) e 

uma das ferramentas que permite sua investigação diretamente no tecido do paciente é a 

avaliação da imunomarcação de CXCR4. De acordo com um estudo de revisão, foi visto 

que a proteína CXCR4 está expressa em diferentes tecidos tumorais malignos como 

mama, rim, ovário e próstata (COJOC et al. 2013), e que ela é responsável pela iniciação 

de vias que promovem quimiotaxia, adesão, migração, proliferação e sobrevivência 

celulares (ZHOU et al. 2019). 

 
Neste trabalho, objetivou-se também avaliar a imunomarcação deste receptor em 

amostras teciduais de pacientes com CaP, considerando sempre um perfil comparativo 

entre os tecidos tumoral maligno e não tumoral adjacente, para todos os pacientes. Foi 

observada uma diferença significativa entre os tecidos tumoral maligno e não tumoral e 

uma imunomarcação predominantemente citoplasmática. Guembarovski e colaboradores 

(2018) também encontraram marcação citoplasmática e maior no tecido tumoral maligno, 

quando avaliaram amostras de pacientes com câncer de mama triplo negativo. Visto que 

CXCR4 é um receptor transmembrana, o esperado seria encontrar uma marcação da 

proteína na membrana das células, porém, quando acontece a interação com a quimiocina 

ligante (CXCL12), já é reconhecida sua internalização seguida da ativação de vias 

intracelulares (HATTERMANN, et al. 2014), o que explica a imunolocalização proteica 

no citoplasma celular. 

 
O fato de CXCR4 estar mais expresso nas células tumorais malignas poderia 

indicar uma maior propensão à migração, que tenderiam a buscar por seu ligante, podendo 

constituir uma via para o processo de metástase. Akashi e colaboradores (2008), em um 

estudo envolvendo amostras de pacientes com CaP metastático, não obtiveram resultados 

significativos com valores de PSA ou metástase óssea, porém observaram alta expressão 

de CXCR4 em pacientes que apresentaram uma pior sobrevida, sugerindo esta molécula 

como um fator de pior prognóstico para pacientes metastáticos. No presente estudo não 
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observamos diferença de perfil de imunomarcação significativa para o grupo com 

metástase no diagnóstico quando comparado aos grupos de melhor e pior prognóstico. 

 
Sabe-se que variações nos níveis séricos de PSA indicam alteração no tecido 

prostático, porém não indicam necessariamente presença de alterações malignas 

(ADHYAM; GUPTA, 2012). Assim, o PSA não é um marcador específico para o tumor 

de próstata e a busca por novos biomarcadores mais específicos é fundamental, mas sua 

avaliação continua sendo um parâmetro prognóstico extremamente útil. Neste estudo a 

imunomarcação positiva de CXCR4 no tecido tumoral foi significativamente 

correlacionada a níveis elevados de PSA (>20ng/mL), sugerindo um potencial como 

biomarcador de agressividade para o CaP. Adicionalmente, já foi visto que a expressão 

de CXCR4 em tecidos malignos pode conferir um comportamento invasivo às células 

(BALKWILL, 2004) e, nesse contexto, neste trabalho, foi observada uma associação 

significativa com estadiamento T2, onde o tumor primário ainda está limitado à próstata, 

porém já apresenta um perfil intermediário de extensão. 

 
Embora nosso estudo não tenha encontrado associação e/ou correlação entre a 

imunomarcação de CXCR4 e as variantes polimórficas avaliadas, Hirata e colaboradores 

(2007) observaram uma maior expressão de CXCL12 em pacientes com os genótipos GA 

ou AA (presença da variante alélica) e associaram significativamente estes genótipos com 

expressão tecidual aumentada de CXCR4, demonstrando que a presença da variante no 

ligante pode influenciar a expressão do receptor e, consequentemente, o processo de 

metástase em amostras de pacientes com CaP. No banco de dados The human protein 

atlas (TCGA) não foram encontrados dados relacionados à expressão proteica de CXCR4 

em amostras de tecido prostático, porém existem dados a respeito da expressão de mRNA 

em 494 amostras de pacientes com CaP os quais apresentam uma baixa expressão para 

esse receptor. Apesar destes dados serem referentes a expressão gênica e não da proteína 

no tecido, são provenientes de um grande número de pacientes, o que pode supor que 

CXCR4 realmente possua baixa expressão no tumor maligno da próstata e, desta maneira, 

os dados do presente estudo estariam condizentes. 

 
Pode-se citar como pontos negativos deste trabalho a limitação do número 

amostral de pacientes metastáticos para comparação com os demais grupos. Por outro 

lado, a divisão da amostra em subgrupos prognósticos, a presença de tecido tumoral e não 

tumoral adjacente de todos os pacientes e a avaliação do perfil de imunomarcação por 
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médico patologista considerando ambos os tecidos constituem pontos fortes deste estudo 

e que reforçam os resultados obtidos. Adicionalmente, a avaliação simultânea de variantes 

alélicas e do perfil de expressão proteica de moléculas envolvidas no eixo 

CXCL12/CXCR4 nas mesmas amostras e sua correlação também contribuem para a 

consistência dos resultados. 

 
Sabe-se que vem ocorrendo a utilização de bloqueadores de CXCR4 em diferentes 

modelos tumorais (DE CLERCQ, 2019) incluindo o CaP (GRAVINA et al. 2015), 

apresentando resultados positivos de inibição da sinalização do eixo CXCL12/CXCR4 

(CONLEY-LACOMB et al. 2016). Por fim, os resultados do presente estudo demonstram 

que o receptor CXCR4 pode constituir um dos caminhos para a piora no prognóstico e/ou 

processo de metástase no CaP, o que requer investigações futuras. 
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MATERIAL SUPLEMENTAR 
 
 
 

Tabela 5: Análises de comparação entre as variantes polimórficas de CXCL12 e CXCR4 e a imunomarcação proteica de CXCR4 em amostras de 
tecidos tumorais de pacientes com CaP. 

 

 

Modelo Genotípico 
dominante das 

variantes 
polimórficas 

Imunomarcação Tumoral Citoplasmática de 
CXR4 p valor de χ2 

p valor de 
Kendall 

(valor de Tau) 

ausência de 
imunomarcação (nº) 

   

 imunomarcações (nº)   

 
CXCL12 

GG 34 23 
 

0,414 
 

0,418 (-107) 
 GA+AA 1 0   

CXCR4 
CC 29 20 

0,363 0,368 (-124) 
 CT+TT 4 1   

Teste Qui quadrado de Pearson e Tau B de Kendall. *Nível de significância p<0.05. 
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 CONCLUSÕES 
 
 

Como principais conclusões obtidas no presente trabalho temos: 

 
● Foram encontradas associação e correlação significativas entre o alelo prevalente 

C da variante rs2228014 (CXCR4) e a presença de extensão extraprostática; 

● Foi obtido um perfil satisfatório de imunomarcação de CXCR4 na diluição de 

1:100 do anticorpo primário, utilizando-se tecido tumoral de mama controle 

positivo; 

● Observou-se predominância de perfil de imunomarcação citoplasmática fraca para 

o receptor CXCR4; 

● Observou-se uma diferença significativa entre a imunomarcação do tecido 

tumoral maligno prostático em relação ao não tumoral adjacente; 

● Foram observadas associações significativas entre a marcação citoplasmática 

tumoral de CXCR4 com estadiamento T2b - T2c e com valores de PSA acima de 

20 ng/mL; 

 
● Os grupos prognósticos não diferiram quanto à frequência das variantes alélicas e 

nem quanto ao perfil de imunomarcação. 

 
● Não foram observados resultados significativos nos testes de associação e/ou 

correlação entre o perfil de imunomarcação e as variantes polimórficas analisadas. 
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 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
Os resultados observados neste trabalho mostraram que a variante alélica avaliada 

de CXCR4 pode influenciar no processo de invasão tumoral. Além disso, deve ser levado 

em consideração seu potencial como biomarcador candidato, devido ao aumento de sua 

imunomarcação no tecido tumoral maligno da próstata. 

 
Assim, de acordo com o observado no presente estudo, o eixo CXCL12/CXCR4 

parece não ser a principal via responsável pela metástase e pela piora do prognóstico no 

câncer de próstata, mas merece investigações futuras em amostras envolvendo um maior 

número de pacientes metastáticos, as quais poderiam contribuir com uma maior 

elucidação do papel destas moléculas e sua possível aplicação clínica futura na oncologia 

prostática. 
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ANEXO A – APROVAÇÃO PELO COMITÊ DE ÉTICA ENVOLVENDO PESQUISA 
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ANEXO B – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
Nós, Ilce Mara de Syllos Cólus e Marilesia Ferreira de Souza da Universidade Estadual 

de Londrina o convidamos para nossa pesquisa e solicitamos sua colaboração e o seu 

consentimento para incluí-lo em nosso projeto de pesquisa “Estudo comparativo do perfil 

transcricional e genotípico de genes relacionados ao câncer de próstata entre indivíduos sadios e 

portadores desta neoplasia para o desenvolvimento de assinaturas gênicas com fins diagnósticos, 

prognósticos e terapêuticos”. O objetivo deste estudo é avaliar alguns fatores genéticos que 

possam auxiliar no diagnóstico, prognóstico e na terapia de pacientes portadores de câncer de 

próstata. Assim, solicitamos a sua colaboração como voluntário neste projeto onde vamos avaliar 

e comparar as semelhanças e diferenças entre dois grupos de pessoas: sadias e com câncer. 

Portanto, solicitamos a sua autorização para que uma pequena quantidade de seu sangue (10 ml) 

seja coletada via punção venosa (picada na veia) com seringa e agulha descartáveis. 

Esclarecemos que não haverá desconforto físico adicional para a sua pessoa, além da picada da 

agulha. 

Caso o senhor tenha que realizar prostatectomia (operação de retirada parcial ou total da 

próstata), solicitamos também sua permissão para que, depois de realizada a cirurgia e da amostra 

da sua próstata ter sido utilizada pelo laboratório do Hospital para diagnóstico, possamos coletar 

uma pequena amostra deste tecido que não foi utilizado pelo Hospital, mas que fica armazenado. 

Desta forma, a coleta do material para análise genética ocorrerá somente após a finalização do 

seu diagnóstico e não trará riscos adicionais ao seu tratamento. 

Pedimos sua autorização para que moléculas (DNA, RNA ou proteínas) obtidas a partir 

da amostra de sangue e/ou tecido possam ser armazenadas para estudos futuros no Laboratório de 

Mutagênese e Oncogenética da UEL, quando será solicitada nova autorização do Comitê de Ética 

em Pesquisa com Seres Humanos da UEL para a realização das pesquisas posteriores. O material 

obtido ficará armazenado no Laboratório de Mutagênese e Oncogenética da UEL, sob 

responsabilidade dos pesquisadores responsáveis por esta pesquisa. Esclarecemos ainda que a 

autorização para manutenção destas amostras é por prazo indeterminado, podendo ser 

cancelada por aviso escrito à responsável pelo Laboratório de Mutagênese e Oncogenética da 

Universidade Estadual de Londrina. 

Solicitamos também sua autorização para que possamos consultar seu prontuário médico 

(que fica no Hospital do Câncer de Londrina) e obter alguns dados clínicos. Solicitamos-lhe o 

preenchimento de um questionário sobre seu estilo de vida, histórico de exposição ocupacional, 

onde o senhor será identificado apenas por um código, preservando sua identidade. Este 

questionário ficará armazenado no laboratório de Mutagênese e Oncogenética da Universidade 

Estadual de Londrina e somente poderão ter acesso a ele os pesquisadores responsáveis por esta 

pesquisa. 
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Sua identidade não será revelada e será mantido o caráter confidencial de todas as 

informações obtidas. Esclarecemos que o senhor a qualquer momento tem a liberdade de se 

recusar a contribuir com o estudo, sem ser prejudicado no seu tratamento e acompanhamento 

médico. Os resultados do estudo serão divulgados em congressos científicos e publicados em 

revistas especializadas, preservando sua identidade. 

Esclarecemos que sua participação é voluntária, não lhe trará nenhum gasto e que o senhor 

não terá quaisquer benefícios ou direitos financeiros sobre eventuais resultados desta pesquisa. 

Provavelmente os resultados desta pesquisa não trarão benefícios para a sua pessoa, mas poderão 

contribuir, no futuro, para uma melhora nos testes diagnósticos e prognósticos, assim como na 

conduta terapêutica para pacientes com câncer de próstata, melhorando assim, a qualidade de vida 

destes pacientes. 

No caso de autorizado, o senhor deverá assinar este Termo de Consentimento. 
 

Os pesquisadores responsáveis por este estudo Ilce Mara de Syllos Cólus e Marilesia Ferreira de 

Souza, poderão ser contatados pelos telefones 3371-4608, 3371-4191, 9648-1918 ou no endereço 

rodovia Celso Garcia Cid, Pr 445, Km 380, Campus Universitário, Centro de Ciências Biológicas, 

Bloco 11, Laboratório de Mutagênese e Oncogenética. Sempre que solicitados, estarão à sua 

disposição para esclarecimento de quaisquer questões relacionadas a esta pesquisa. O senhor 

também poderá entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa pelo telefone 3371-2490 

ou pelo endereço Rua Robert Koch, 60 – Vila Operária ou pelo e-mail: 

cep268@uel.br. 

Agradecemos-lhe a valiosa colaboração. 
 
 
 

Profª. Drª. Ilce Mara de Syllos Cólus Marilesia Ferreira de Souza 

Assinatura do pesquisador responsável  Coletor / Entrevistador 

mailto:cep268@uel.br
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