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VALOR PROGNOSTICO DE MARCADORES DE DIFERENCIACAO
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RESUMO

Este estudo objetivou avaliar novos marcadores imuno-histoquimicos relacionados a
inducdo da diferenciacdo neuroendocrina e células-tronco com fatores de prognostico e
recorréncia bioquimica, em pacientes submetidos a prostatectomia radical. Para tanto,
pacientes operados no Hospital Walter Cantidio, Universidade Federal do Ceara, no
periodo de 2008 a 2013, foram submetidos a acompanhamento clinico-ambulatorial,
entre os anos de 2008 a 2016. Avaliou-se a propor¢ao daqueles que apresentaram
recorréncia bioquimica, bem como as caracteristicas clinico-patoldgicas e a marcagdo
em reagdes de imuno-histoquimica para cromogranina (diferenciacdo neuroenddcrina),
Aurora quinase A (AURKA), N-MYC, C-MYC e CD44s, em material parafinado. De
74 pacientes submetidos a cirurgia, obteve-se acompanhamento de 69, com tempo de
seguimento de 41 (2-89) meses; diferenciagdo neuroenddcrina na neoplasia se associou
com infiltracdo de vesiculas seminais (p=0,032) e estadiamento (p=0,030). C-MYC
associou-se com escore de Gleason (p=0,001) e infiltragdo de vesiculas seminais
(p=0,014). AURKA expressou-se em raros casos. N-MYC foi negativo em todos os
pacientes. CD44s se associou com menores niveis de PSA pré-operatorio e menores
escores de Gleason. Observou-se recorréncia bioquimica em 27,0% dos pacientes.
Recorréncia se associou, em pelo menos uma das formas de analise, com niveis séricos
de PSA pré-operatorio, escore de Gleason, invasdo de vesiculas seminais e
estadiamento. Nao houve associacdo significativa entre recorréncia e diferenciagdo
neuroendocrina, C-MYC e CD44s. Dessa forma, nesse estudo, a deteccdo imuno-
histoquimica da diferenciagdo neuroendocrina; a expressao de C-MYC e a perda da
expressdao de CD44s relacionaram-se com carcinomas mais agressivos (PSA, Gleason,
infiltragdo de vesicula seminal e/ou estadiamento), porém sem associagdo com a
recorréncia bioquimica; bem como confirma a importancia de fatores prognosticos

considerados como cléassicos em série regional de pacientes com cancer de prostata.

Palavras-chave: Neoplasias da prostata. Carcinoma neuroendocrino. Cromogranina.

Aurora quinase. Genes, MYC. Antigenos, CD44. Células-tronco. Fator progndstico.



THE PROGNOSTIC VALUE OF NEUROENDOCRINE DIFFERENTIATION
AND STEM CELLS MARKERS FOR LOCALIZED PROSTATE CANCER.
CARLOS GUSTAVO HIRTH. Graduate Program in Pathology Master's Thesis.

Advisor: Dr. Concei¢ao Aparecida Dornelas

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the new immunohistochemical markers related to
neuroendocrine differentiation induction and stem cells with prognostic factors and
biochemical recurrence in patients submitted to radical prostatectomy. Therefore,
patients operated at the Hospital Walter Cantidio, Federal University of Ceard, in the
period of 2008-2013, underwent clinical and outpatient follow-up, between the years
2008-2016. Biochemical recurrence was evaluated and was correlated with pathological
characteristics and immunohistochemical reactions. Chromogranin (neuroendocrine
differentiation), Aurora Kinase A (AURKA), N-MYC, C-MYC and CD44s were
performad in paraffined material. From 74 patients underwent surgery was obtained the
followup of 69, in a median period of 41 (2-89) months. Neoplastic neuroendocrine
differentiation was associated with seminal vesicles infiltration (p = 0.032) and stage (p
=0.030). C-MYC was associated with Gleason score (p = 0.001) and seminal vesicles
infiltration (p = 0.014). AURKA was expressed in rare cases. N-MYC protein was
negative in all patients. CD44s was associated with lower preoperative PSA levels and
lower Gleason scores. Biochemical recurrence was observed in 27.0% of patients.
Recurrence was associated with serum preoperative PSA, Gleason score, seminal
vesicle invasion and staging at least in one form of analysis. There was no significant
association between recurrence and neuroendocrine differentiation, C-MYC and CD44s
expression.  Therefore, immunohistochemical detection of neuroendocrine
differentiation, expression of C-MYC and loss of CD44s were related to more
aggressive carcinomas (PSA, Gleason, seminal vesical invasion and/or stage), but no
association with biochemical recurrence. Classic prognostic factors were affirmed like
biochemical recurrence predictores.

Keywords: Prostate neoplasm. Prostate neuroendocrine. Chromogranin. Aurora kinase.

Myc gene. CD44 prostate. Procnostic factor
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1 INTRODUCAO

1.1 A préstata normal

A prostata pode ser observada durante o periodo embriondrio precoce como
uma condensacdo do mesénquima ao longo da uretra pélvica, delineando-se o contorno
e a localizagdo da prostata adulta aproximadamente na nona semana de gestagdo.' Na
décima semana surgem brotamentos epiteliais do segmento distal da uretra para dentro
do mesénquima condensado, induzidos pela testosterona produzida pelos testiculos.” >+
%7 Apds o nascimento o tamanho prostatico permanece estavel até os 10/12 anos.
Durante a puberdade a prostata aumenta seu volume, devido ao aumento dos niveis
androgénicos e aproximadamente aos 20 anos atinge o tamanho médio de 20g, o qual
permanece estavel nos proximos 30 anos.* %!

Anatomicamente a prostata pode ser dividida em zona periférica, zona
central e zona de transi¢do.” ¥ '* A zona periférica compde aproximadamente 65-70%
do volume prostatico e ¢ o local mais comum de neoplasia intraepitelial (PIN) e do
carcinoma.” * > A zona central tem formato de cone e inclui a totalidade da base
prostatica, compde 25-30% do volume do 6rgdo.” ® A zona de transigio compde o
menor volume, aproximadamente 5%, mas pode aumentar extensivamente na
hiperplasia prostatica benigna.'* A expressdo génica e a interagio epitelial-mesenquimal
diferem entre as zonas prostaticas o que pode ser responsavel pela localiza¢do zonal das
doencas.'> 117

O tecido prostatico normal ¢ composto por células mesenquimais e células
com diferenciagdo epitelial (Figura 01). As células mesenquimais formam o estroma e
as células com diferenciagdo epitelial formam o compartimento glandular e ductal.* No
compartimento estromal observam-se fibroblastos em meio a colageno, fibras
musculares, filetes nervosos, células inflamatérias como linfocitos e macrofagos, bem
como vasos sanguineos e suas células endoteliais."® O compartimento glandular forma
estruturas tubulares e acinares, estes, tal como em outras glandulas exocrinas, terminam
por secretar através de ductos. Os ductos prostaticos sao morfologicamente idénticos
aos acinos, exceto por sua geometria. Ductos, dactulos e acinos ndo podem ser
distinguidos microscopicamente, a menos que o corte histolégico os mostre através do

. . 1 , , c . ’
seu eixo principal.” O componente glandular ¢ composto por células luminais e células

basais. A maioria das células ¢ luminal e produtoras da secre¢do prostatica.
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Fonte: Proprio autor.
Legenda: Aumento de 400x de corte histologico em HE de 4cino prostatico normal demonstra células
luminais (seta branca), células basais (seta negra) e células estromais (seta azul).

Acredita-se que o componente basal contenha células com potencial para
renovagao das células luminais, ou células-tronco, as quais dao origem a células com
diferenciagdo intermedidria e posteriormente com diferenciagdo terminal.'” 2% 2!
Células-tronco sdo células com a habilidade de perpetuar a si mesmas, através de
autorrenovacdo, e de diferenciacdo nas demais células maduras.'® 2% 2% 2% 2* Células-
tronco ndo sdo visiveis ao exame histologico habitual, com coloragdes por hematoxilina
e cosina (HE), para sua identificagdo sdo necessdrias técnicas como imuno-
histoquimica, imunofluorescéncia, microscopia confocal e citometria de fluxo com
imunofenotipagem. Tais técnicas utilizam-se de anticorpos marcados contra antigenos
presentes nas células alvo, entre os marcadores existentes para células-tronco o
anticorpo direcionado a molécula CD44 tem sido bastante utilizado, bem como

marcadores para integrinas e CD133 2% 2% 2%2° (Figura 02).
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4

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Imuno-histoquimica com marcador CD44s, aumento de 400x, em acino prostatico normal.
Observa-se marcagdo em marrom ao redor das células basais.

Outro compartimento de células, também dificilmente visivel a microscopia
convencional, é representado por pequeno nuimero de células neuroenddcrinas, com
caracteristicas intermediarias entre cé€lulas epiteliais, neurais e endocrinas, o qual se
mostra disperso entre as células glandulares e ductais da pr(')stata.18 As células
neuroenddcrinas sdo mais facilmente reconhecidas pela microscopia eletronica e pela
imuno-histoquimica, através de seus granulos secretérios.'™ *® Uma série de granulos
secretorios, principalmente caracterizados na década de 1980, tem sido descrita.
Serotonina,27 hormonio estimulante da tireoide (TSH), calcitonina,28 somatostatina,29
paratormdnio, histamina, peptideo relacionado ao gene da calcitonina, catacalcina,
neuropeptidio Y, peptideo intestinal vasoativo, peptideo relacionado a
bombesina/gastrina, alfa gonadotrofina coridénica humana, colecistoquinina,
adrenomedulina, fator de crescimento endotelial vascular, sinaptofisina, neuroenolase
(NSE) e componentes do grupo da cromogranina, sdo alguns entre os mais de 200
componentes relatados.”® Entre os granulos secretores, a cromogranina A mostra-se um
bom marcador para diferenciacdo neuroenddcrina nas células prostaticas normais e

neoplasicas®"** (Figuras 3 e 4).
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Figura 03 - Fotomicrografia de acinos e ductos prostaticos normais com marcagéo para diferenciagédo
neuroendocrina.

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Imuno-histoquimica com marcagdo para cromogranina, aumento de 100x, epitélio prostatico
normal, observam-se células neuroendécrinas na porgdo basal epitelial.

Figura 04 - Representacdo esquematica dos componentes da prostata normal

Fonte: Adaptado de Maitland e Collins, 2008

Legenda: Observa-se o componente luminal terminalmente diferenciado (#), células com diferenciacio
intermediaria (®), células basais contendo células-tronco (@) e células neuroenddcrinas (am). Ha também
representacdo da membrana basal e de células estromais (B="),
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Produtos de secrecdo neuroenddcrina tém sido encontrados no sémen,
levando a suspeigdo de que tenham fungio na regulagdo dos espermatozoides.’* E
proposto que as células neuroendocrinas regulem o crescimento, diferenciacdo e
secrecao das células epiteliais, possivelmente por um mecanismo paracrino, endocrino
e/ou autderino.’® 3 A propria atividade das células neuroenddcrinas pode estar sob
regulagdo do sistema neural, do conteudo secretado intraluminal e de sinais endocrinos,

L fi 18
paracrinos e/ou autdcrinos.

1.2 O cancer de prostata

A maioria das neoplasias prostaticas sdo carcinomas do tipo histologico

. . . 36 . - .
adenocarcinoma na sua variante acinar.” Adenocarcinomas sdo neoplasias glandulares
de origem epitelial e a sua alta incidéncia tem relagdo com a estrutura prostatica normal,
o adenocarcinoma acinar usual apresenta caracteristicas morfologicas semelhantes as

células epiteliais luminais da prostata (Figura 05).

Figura 05 - Fotomicrografia de adenocarcinoma acinar usual da prostata

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Corte histologico corado em HE, aumento de 400x, demonstra estruturas acinares, compostas
por células semelhantes as células luminais, infiltrativas do parénquima prostatico, sem células basais.
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Outra proporgao de carcinomas prostaticos sao representados pelas variantes
do adenocarcinoma acinar como as formas atrofica, pseudo-hiperplasica, de células
espumosas, mucinosa, de células em anel de sinete, oncocitica, linfoepitelioma-simile e
sarcomatoide. Além do adenocarcinoma acinar ha o adenocarcinoma ductal, o
carcinoma urotelial, as neoplasias escamosas, o carcinoma basal e os carcinomas

neuroenddcrinos, os quais sdo menos comuns.*® >’

1.2.1 Epidemiologia

O cancer de prostata ¢ a segunda neoplasia mais prevalente mundialmente,
seguindo o cancer de pele nio melanoma.”® Segundo o Instituto Nacional do Cancer
(INCA), houve 68.800 novos casos de cancer de préstata no Brasil, em 2014,
representando uma taxa de 70,42 casos novos a cada 100 mil homens.”® Estima-se que
serdo feitos 61.200 novos diagnosticos em 2016.%° No estado do Ceara foram realizados
2.350 novos diagnosticos, em 2014.°® Ja nos Estados Unidos da América (EUA)
calcula-se que no ano de 2015 foram realizados 220.800 novos diagndsticos e 27.540
mortes ocorreram devido a essa neoplasia, com uma chance de desenvolver cancer de
prostata do nascimento até a morte de aproximadamente 15%.*° Para o ano de 2016
projetam-se 180.890 novos diagnosticos nos EUA.*

A Figura 06 sumariza a estimativa da distribui¢do e a propor¢do de novos
casos de cancer no Brasil entre homens e mulheres, para o ano de 2016, considerando-se
os 10 canceres mais incidentes; a Figura 07 no Nordeste brasileiro e a Figura 08 nos
EUA podendo-se observar uma sobreposi¢ao de dados, diferindo no numero total de

diagnosticos.

Figura 06 - Estimativa da distribuigdo dos 10 principais tipos de cincer mais incidentes no Brasil em
2016

Localizacdo primaria C3SCS NOVES % Localizacdo primaria C3S0S NOVES %

T T et 1200 286% o o Mamafeminina s7060 1%

R i " Homens Mulheres ) )

Tragueia, Bronguic e Pulmao 17.330 8,1% Célon e Reto 17.620 8,6%

Colon e Reto 16.660 7,8% Colo do Utero 16.340 7.,9%

Estémago 12.920 5,0% Tragueiz, Brénguic & Pulm3o  10.890 5,3%

Cavidade Oral 11.140 5,2% Estdmaoo 7.600 3,7%

Eséfago 7.950 3,7% Corpe do Utero 6.950 3,4%

Bexioa 7.200 3,4% Qvério 6.150 3,0%

Laringe 65.360 3,0% Glandula Tirecide 5.870 2,9%

Leucemias 5.540 2,6% Linforma ndo Hodokin 5.030 2,4%

Sistema Mervoso Central 5.440 2,5% Sistema Mervoso Central 4.830 2,3%

Fonte: Instituto Nacional do Cancer, 2016%
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Figura 07 - Estimativa da distribui¢do proporcional dos 10 tipos de cancer mais incidentes no Nordeste
Brasileiro em 2016

o " e

Localizacao Primaria Las0s " Localizacdo Primaria

Pristata 14220 27 1% Homens Mulheres  Mama Feminina 11.190 20,5%
Estdmago 2.940 56% =y Colo do Utera 5.630 103%
Traqueia, Bronguio e Pulmio 2.650 51% ¥ Colon e Reto 2.530 46%
Cdlon & Reto 1.840 3.7 o Tragueia, Bringuio e Pumdo 2,100 15%
Cavidade Oral 1.880 36% || Estdmago 1.840 3,6%
Laringe 1.430 27T% - Gldndula Tireoide 1.810 3,3%
Esdfago 1.340 25% ] Ohvario 1.420 2.6%
Sisterna Nervoso Central 1260 24% y Corpo do Utero 1320 24%
Leucemias 1.210 23% | Cavidade Oral 1.190 22%
Linfoma nao Hodgkin 1.010 1,9% | | Leucemias 1.070 20%

Fonte: Instituto Nacional do Céncer, 2016.%

Figura 08 — Estimativa da distribui¢do proporcional dos 10 tipos mais incidentes de cancer nos EUA em
2016.

Homens Mulheres

Prostata 180,850 1% Mama 245,650 20%

Pulmdes e Branquios 117,520 145 n Pulmio e Brénquios 106,470 138
Colo e reto .88 % Colo e reto 63,570 B%

Bexiga Urindria 58,950 ™ \ Corpo Uterino 60,050 ™
Melanoma da Pele 45,870 6% Tireoide 49,350 6%
Linfoma Nio Hodgkin 40,170 5% Linfoma Nao Hodgkin 32 410 %
Rim e Pelve Renal 39,650 5% Melanoma de Pele 28,510 k]
Cavidade Oral e Faringe 47ED % 1 Leucemia 26,050 %
Leucemia 050 4% Pancreas 25,400 %

Figado e Vias biliares 28410 % Rim & Pelve Renal 23,050 %
Todos os sitios 841,390 100% Todos os Sitios 843,520 100%

Fonte: Adaptado de Siegel, R.L. et al, 2016*

O tnico fator de risco bem estabelecido para o desenvolvimento do cancer
de prostata ¢ a idade. Em torno de 62% dos casos diagnosticados no mundo ocorrem em
homens acima de 65 anos.*® O envelhecimento das populacdes associado a fatores
relacionados a maior capacidade de diagnéstico e rastreamento, como o antigeno
prostatico especifico (PSA), fizeram com que a incidéncia do cancer de prostata tivesse
um aumento importante nas ultimas décadas no Brasil e no mundo.*®

O cancer de prostata tem evolugdo lenta e aproximadamente 80% dos
homens aos 80 anos apresentam adenocarcinoma prostatico em necrdpsias com causas
de obito diversas, ndo relacionadas a neoplasia,** levando a afirmagdo de que a maioria
dos homens morre com e nao devido ao cancer de prostata. A expectativa de vida para
os pacientes com metéstases ao diagnostico tipicamente é maior que 10 anos.*

Apesar de o cancer de prostata apresentar baixa taxa de letalidade e da

maioria dos casos serem diagnosticados em estagios precoces, a sua alta incidéncia faz

com que constitua a segunda causa de morte por cancer.”’ Observa-se que a taxa de
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mortalidade brasileira apresenta um perfil ascendente semelhante ao da incidéncia,
embora sua magnitude seja mais baixa.”® A sobrevida em cinco anos no Brasil é
estimada em 95%’ enquanto nos EUA ¢ estimada em 98,9%.*

A Figura 09 demonstra a evolugdo temporal da mortalidade dos canceres
mais prevalentes no Brasil de 1979 até 2013 ¢ a Figura 10 a estimativa de mortes por

cancer nos EUA em 2016.

Figura 09 - Evolugdo temporal da taxa de mortalidade das 5 localizagbes primarias mais prevalentes em
2013, ajustadas por idade, pela populagdo mundial por 100.000 homens, Brasil, entre 1979 ¢ 2013
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Fonte: Instituto Nacional do Cancer, 2015.%

Figura 10 - Mortalidade estimada de cancer, por 6rgdo primario, comparativo entre homens ¢ mulheres,
com numero total e proporgdo, nos Estados Unidos da América, 2016

Homens Mulheres

Pulmdo e Bronguios  &5520 iy Pulmdes e Bronquios 12480 26%
Prostata . A bl 8% Mama 40,450 14%

Colo e reto 2,00 8% Colo e Reto 23,170 B%

Pincreas 21450 % Pancreas 20,330 ™

Figado e ductos biliares 18,280 % Owario 14,240 5%
Leucemia 14,130 4% Corpo Utering 10,470 4%

Esofago 12,730 4% Leucemia 10,270 4%

Bexiga Urindria 1,820 4% Figado e Vias Biliares 8,890 %
Linfoma Nao-Hodgkin 11,520 4% Linfoma Nao Hodgkin BE3D N
Cérebro e Sistema Nervoso 9440 % Cérebro e Sistema Mervoso 6810 %
Todos os Sitios 34,290 100% Outras Sitios 281,400 100%

Fonte: Adaptado de Siegel, R.L. et al, 2016

1.2.2 Carcinogénese

Apesar de sua alta freqii€ncia sabe-se pouco sobre quais sdo as células alvo
das alteracdes oncogénicas, se células terminais ou células-tronco, as quais
representariam as células iniciadoras tumorais, nas lesdes primarias e metastaticas do
cancer de prostata.” Ha evidéncias de que a carcinogénese prostatica envolve multiplas

alteracdes génicas, incluindo perdas de sequéncias especificas, as quais podem estar
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associadas a inativacdo de genes supressores tumorais ou ganhos de sequéncias que
podem estar associadas com ativagdo de oncogenes. As aberracdes citogenéticas mais
comumente descritas sdo o ganho do cromossomo 7, ganho do 8q e perdas do 8p, 10q,
16q ¢ 18q.*° A fusdo entre o gene responsivo a androgeno TMPRSS2 e os membros da
familia de fatores de transcri¢do ETS s3o encontrados em 70% dos canceres de prostata
e parece ser especifica para esse tipo de malignidade.”” Outro gene frequentemente
superexpresso no carcinoma prostatico, mas ndo no epitélio prostatico benigno, ¢ o

antigeno do cincer prostatico 3 (PCA3), que est4 localizado no cromossomo 9q21-22.*%
49

1.2.3 Tratamento

Existe uma série de opgdes para o tratamento do cancer de prostata que, de
uma forma geral, dependem do estadiamento, do escore de Gleason, da idade do
paciente, da expectativa de vida, da existéncia de comorbidades e do nivel sérico do
PSA pré-operatorio.”

Homens com neoplasia localizada sao candidatos a vigilancia ativa, cirurgia
ou radioterapia.’’ Ndo havendo informagdes suficientes para comparar as trés formas de
tratamento, bem como, observam-se dados divergentes quanto aos resultados obtidos
com as diferentes abordagens.’” ** ***° A cirurgia, com prostatectomia radical, é uma
intervencdo comum para neoplasia localizada, a qual consiste na retirada completa da
glandula e das vesiculas seminais, por via retropubica ou perineal; aberta, laparoscopica
ou robotica.’* 2% 37 38 3% 60 Qutros tratamentos que podem ser oferecidos em casos
selecionados de cancer localizado incluem hormonioterapia primaria,”’ ablagdo por

62:63:64 crioterapia® e ultrassom de alta freqiiéncia localizado (HIFU).%

radiofequéncia,

Nao existe consenso para o tratamento do cancer de prostata localmente
avangado (T3, NX/+ MO), cirurgia, radioterapia, hormonioterapia e quimioterapia tem
sido empregadas isoladamente ou em combinaggo. ®7 ¢ 6% 70: 7!

Para pacientes com doenca disseminada a terapia hormonal ¢ uma das
principais formas de abordagem.”” O conceito de terapia hormonal para o controle de
doencas prostaticas remonta ao século XVIIL," sendo que ha relatos de orquiectomias
para tratamento de “hiperplasia prostatica” realizadas no século XIX.”* O
estabelecimento da regulacdo entre hipofise, testiculo e prostata data do inicio do século

XX.” Em 1967 relatou-se que as células prostaticas normais e as neoplésicas sofriam
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atrofia e regressdo depois da retirada dos testiculos.”” Posteriormente, descobriu-se que
a deprivacdo hormonal deflagrava reducdo na atividade proliferativa e inducdo da
apoptose.’® A analise histologica dos espécimes de pacientes que foram submetidos a
tratamento neoadjuvante por 3 a 6 meses, mostra alteragdes regressivas, como atrofia e
metaplasia escamosa nos ductos e acinos nao neoplasicos, vacuolizagdo citoplasmatica,
picnose nuclear e fibrose nas areas tumorais.”” Os métodos de tratamento enddcrino
incluem a castracdo cirirgica, ou orquiectomia, e a castracdo medicamentosa. A
castracdo medicamentosa pode ser atingida com o uso de estrogenos sintéticos, como o
dietilestradiol, com os analogos ou antagonistas do hormdnio liberador do horménio
luteinizante (LHRH), com a inibi¢do da sintese androgénica e/ou com o0s
antiandrogénicos.”” Estas terapias podem ser usadas em isolado ou em combinagdo,
atentando para a o bloqueio testicular e adrenal.”®

Uma minoria dos pacientes com neoplasia localizada desenvolve
recorréncia tumoral com resisténcia a terapéutica hormonal.”” A resisténcia a terapéutica
de deprivagao androgénica ¢ um passo fundamental na aquisi¢do de agressividade
tumoral e evolucdo fatal. Virtualmente todos os pacientes com neoplasia prostatica
metastatica apresentam uma resposta inicial a deprivacdo hormonal, porém acabam
tendo evolugdo fatal devido ao estado de insensibilidade androgénica.”® O mecanismo
pelo qual as células neopléasicas se tornam hormoénio-independentes nao ¢ de todo
conhecido, bem como quando essas alteragdes ocorrem.* Evidéncias de que as
alteracdes sdo prévias a terapéutica podem ser vistas, por exemplo, no artigo de Cher et
al, 1996,*" o qual, analisando as sequéncias génicas de adenocarcinomas prostaticos
metastaticos, sem tratamento prévio, com adenocarcinomas que desenvolveram estado
de irresponsividade androgénica, observou que as analises quantitativas do DNA desses
pacientes eram bastante semelhantes. Porém, Marcelli et al, 2000,82 demonstrou que
mutagdo no receptor de androgeno (RA) é mais comum em carcinomas metastaticos que
em carcinomas primarios. Koivisto et al, 1997,** demonstrou amplificacio dos
receptores de androgeno em 28% dos pacientes que desenvolveram faléncia terapéutica
apos terapia de deprivagao hormonal, porém ndo encontraram amplificagdo em nenhum
dos tumores primarios prévios ao tratamento, concluindo que a resisténcia a deprivagao
hormonal pode ser consequéncia da expansao clonal de células capazes de proliferar
mesmo com baixos niveis de androgeno.

Segundo o artigo de revisdo de Feldman et al, 2001, cinco mecanismos

tém sido responsabilizados pelo desenvolvimento de independéncia androgénica, sendo
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eles a hipersensibilidade a baixos niveis de androgenos, mutacdo ou alteragdo dos
correguladores dos RAs, ativagao dos receptores de esterdides independentes de ligacao
(caminho criminoso — outlaw pathway), selecdo de células contendo caminhos
alternativos para inibicdo da apoptose e desenvolvimento de subpopulagdo de células
tumorais androgeno-independentes presentes previamente ao tratamento € que se
desenvolveriam ap6s a ablacdo hormonal, como as células-tronco e células
neuroenddcrinas neoplasicas.

Além da hormonioterapia, pacientes com neoplasia metastatica ou hormdnio
insensivel sdo candidatos a quimioterapia.** * * #7 % Drogas como o docetaxel,
estramustina e mitoxantrona podem ser indicadas.® *%**!

Sintomas obstrutivos podem ser tratados com ressecgdes prostaticas
transuretrais (RTU).”

Multiplas formas alternativas para o tratamento do cancer avancado tém

r

sido pesquisadas e uma das mais promissoras ¢ a terapia alvo envolvendo

imunoterapia.” ***°

1.3 Fatores de prognostico

A despeito do desconhecimento da patofisiologia inicial do cancer de
prostata e das contradicdes referentes a melhor forma de abordagem, uma grande
quantidade de trabalhos ja foi realizada no intuito de se avaliar fatores que possam
predizer a evolugdo dos pacientes, ou fatores prognosticos.”®

A busca por fatores prognosticos e possiveis alvos terapéuticos para doengas
neopladsicas e ndo neoplasicas tem se intensificado acentuadamente nas ultimas
décadas.”” Fatores prognosticos permitem prever eventos futuros e podem ser
intrinsecos a pessoa ou a comorbidade.”” Idealmente devem estar livres da subjetividade
do observador, devem ser tuteis e praticaveis na clinica e deveriam estar presentes no
inicio do curso clinico da doenga.”” O cancer de prostata, por ser uma neoplasia de curso
indolente na maioria dos casos, acaba tendo uma atenc¢do especial em relagdo a fatores
que possam predizer evolugao.

A dosagem de PSA pré-operatorio, escore de Gleason, estadiamento TNM e
margens cirdrgicas sdo considerados como comprovadamente uteis no manejo clinico
dos pacientes conforme a classificagdo do Colégio Americano de Uropatologistas

(ISUP) de 1995.°% * Classificagdo posteriormente reproduzida pela Organizagio
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Mundial da Saude (OMS) em 2004.° Fatores estes que serdo disuctidos na sequencia e
utilizados para elaboracao deste trabalho.

Volume tumoral, tipo histoldgico e a ploidia tumoral sdo fatores que tém
sido extensivamente estudados, porém, sua importancia ainda precisa ser validada por

estudos estatisticamente robustos.’® Invasdo perineural, diferenciacio neuroenddcrina,

densidade de microvasos, morfometria nuclear e marcadores moleculares sdo fatores

. . f g 36
insuficientemente estudados para provar seu valor prognostico.

1.3.1 Antigeno prostatico especifico (PSA)

O PSA ¢ uma glicoproteina de 237 aminoacidos, com fun¢do de protease,
membro da familia das calicreinas, secretado quase que exclusivamente pelo epitélio
prostatico e que tem fun¢do de dissolucdo do codgulo seminal em gel, permitindo a
migracio dos espermatozoides em diregdo ao 6vulo.* %% 191192 9 PSA trouxe grande
contribuicdo a pratica médica urologica, sendo capaz de identificar desde tumores
indolentes até tumores extraprostaticos. Atualmente o PSA est4 incluido em todos os
algoritmos de diagndstico e progndstico, sendo um dos melhores marcadores tumorais
em oncologia.'”

O nivel sérico de PSA aumenta em diferentes doengas prostaticas, incluindo
o cancer e ¢ rotineiramente utilizado para detec¢do precoce, como fator prognostico e de
recorréncia tumoral, estando elevado acima de 4 ng/ml na maioria dos pacientes com

A ; 100; 103; 104; 105; 106; 107; 108; 109; 11
Cancer.36’ 00; 103; 104; 105; 106; 107; 108; 109; 110

1.3.2 Escore de Gleason

O escore de Gleason foi proposto por Donald F. Gleason em 1966 ¢ baseia-
se na arquitetura glandular microscopica da neoplasia.''' Apresenta cinco padrdes
histologicos com diferenciagdo decrescente. Os padrdes 1, 2 e 3 mantém a polaridade
epitelial com diferenciagcdo luminal em virtualmente todas as glandulas (Figura 11). No
padrdo 4 ha perda parcial da polaridade (Figura 12). No padrao 5 ha quase total perda da

polaridade com diferenciacao luminal ocasional (Figura 13).
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Figura 11 - Fotomicrografia adenocarcinoma acinar Gleason 3

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Corte histologico corado em HE, 100x, estruturas acinares infiltrativas, irregulares, mantendo a
polarizagdo celular e luzes amplas.

Figura 12 - Fotomicrografia adenocarcinoma acina Gleason 4

P e T oL

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Corte histologico corados em HE, 100x, perda da organizagdo acinar, havendo glandulas
justapostas em padrao cribriforme (em peneira), infiltrando estroma.
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Figura 13 - Fotomicrografia adenocarcinoma acinar, Gleason 5

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Corte histologico corado em HE, 100x, neoplasia composta por células isoladas ou em blocos
infiltrado o estroma, ocasionalmente formando luzes.

Avalia-se o padrao mais prevalente, ou primdrio, € 0 menos prevalente, ou
secundario, somando-se os padrdes o que resulta no escore de Gleason.’® Os escores de
Gleason secundarios devem corresponder a mais de 5% da neoplasia.’’

Desde a sua descri¢dao original, algumas modificacdes foram realizadas na
forma de se avaliar o escore, como por exemplo, a maioria das neoplasias previamente
categorizadas como Gleason 1, mostram-se ser proliferagdes benignas na imuno-
histoquimica''? e todos os padrdes ditos cribriformes ¢ glomeruloides, passaram a ser
considerados como Gleason 4.7 1% 113: 114
O escore de Gleason estda fortemente associado com o progndstico e

provavelmente um dos melhores preditores de evolugdo do cancer de prostata.''> '

1.3.3 Estadiamento
O estadiamento pode ser dividido em clinico e patologico. O estadiamento

- oy A . . = 4
clinico utiliza parametros pré-tratamento para predizer a extensdo da doenga. 3

Comumente sao utilizados os dados do exame de toque retal, os niveis de PSA sérico,
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os achados histologicos de bidpsias (Gleason e extensdo) e os achados radiograficos,
dividindo os pacientes em estadios com tumores néo palpaveis e tumores palpaveis.'"’

O estadiamento patologico ¢ baseado no exame de prostatectomias radicais
e linfonodos pélvicos, determinando-se a extensio da neoplasia.*

O estadio clinico T1 corresponde a tumores detectados incidentalmente na
analise histopatoldgica, principalmente de ressecgdes transuretrais e enucleagdes, nao
identificados clinicamente pelo toque retal e exames de imagens, inexistindo no
estadiamento patologico.'"™ O estadio clinico T2 aplica-se a tumores confinados a
préstata com tumores palpaveis ao toque retal e/ou visualizados em exames de imagem,
com confirmacio histologica de neoplasia.'' Estadios clinicos T1 e T2, NO e MO0, sio
considerados céanceres localizados. O estadio clinico T3 corresponde a tumores com
extensdo extraprostatica para tecidos adjacentes a prdstata ou as vesiculas seminais,
avaliados pelo toque retal e/ou por exames de imagem e/ou exame histologico.''*O
estadio clinico T4 corresponde a tumores fixos ou que grosseiramente infiltraram o colo
vesical, o esfincter anal externo, o reto, os masculos elevadores e/ou a parede pélvica.'"™

O Quadro 01 apresenta o estadiamento baseado em caracteristicas do tumor

(T) conforme o “American Joint Committee on Cancer”, 2010.'"®

Quadro 01 - Estadiamento do cancer de prostata conforme AJCC , 2010'"®

TX Tumor primario ndo encontrado
TO Sem evidéncias de tumor primario
Tl Tumor ndo identificado clinicamente pela palpagdo e por exames de imagem
Tla Tumor identificado incidentalmente em exame histologico representando 5% ou
menos do tecido ressecado.
Tlb Tumor identificado incidentalmente em exame histologico representando mais de
5% do tecido ressecado.
Tlc Tumor identificado em bidpsia (por exemplo devido ao aumento do PSA).
T2 Tumor confinado a prostata
T2a Tumor envolve metade ou menos de um dos lobos
T2b Tumor envolve mais da metade de um lobo
T2¢ Tumor envolve os dois lobos
T3 Tumor se estende além da capsula prostatica
T3a Tumor apresenta extensdo além da capsula prostatica ou infiltra colo vesical
T3b Tumor invade vesiculas seminais
T4 Tumor fixo ou que se invade estruturas adjacentes, excluindo-se a vesicula
seminal

Fonte: AJCC, 2010"

E bem documentado que a presenca de neoplasia além dos limites
prostaticos e a infiltragdo da vesicula seminal (estadiamento pT3) estdo associados a
maiores taxas de recorréncia bioquimica.”’ Pacientes com extensdo extraprostatica e

. ~ ] : : . fegin 119
infiltragdo da vesicula seminal concomitantemente apresentam pior prognostico.
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O estadiamento ¢ um dos mais importantes indices de progndstico para

recorréncia e mortalidade por cancer de prostata.®’

1.3.4 Margens cirurgicas

As margens cirrgicas sdo avaliadas em exame histopatologico, onde se

N : . < . 12
observa a presenga ou nio de neoplasia na regido de resseccio da prostata.'” A
permanéncia de cancer residual apos a cirurgia ¢ indicativo da impossibilidade de se

ressecar toda a neoplasia no ato operatorio (Figura 14).

Figura 14 - Fotomicrografia de margens cirirgicas comprometidas

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Corte histologico corado em HE, 100x, presenca de adenocarcinoma acinar presente na area de
resseccdo cirurgica, evidenciada pela presenca de tinta naquin negra (seta).

A presenca de neoplasia nas margens de ressec¢do cirurgicas representa um
fator prognostico bem definido para recorréncia tumoral, porém, ndo estd bem definido
se margens cirurgicas positivas s3o indicativas de aumento nas taxas de mortalidade por
cancer apos prostatectomias.’’” 121 122

Em geral, ha forte correlacdo entre os quatro pardmetros descritos, por
exemplo, os niveis séricos de PSA se correlacionam com volume tumoral, estadiamento

e graduacdo de Gleason.*”
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1.3.5 Marcadores de prognostico moleculares e imuno-histoquimicos

Uma série de marcadores de prognodstico moleculares tem sido pesquisados
com certa inconstancia e inconsisténcia nos resultados obtidos, entre eles pode-se citar o

gene de fusio TMPRSS2-ERG,'? 2% 125 126  aumento da expressdo do PCA3,'?" 1%

129; 130; 131; 132; 133; 134; 135 2 136; 137; 138 3 139; 140
b 3

o aumento do Bcl

expressio do PTEN,'! alteracdes do p21'** '¥ ¢ do p27Kipl."** '*5 ¢ Multiplos

mutagoes do p5 a perda de
marcadores imuno-histoquimicos tém sido propostos, podendo-se acreditar que os mais
promissores sejam o aumento na expressdao do Ki67, perda da expressao do PTEN,
expressdo anormal do p53, perda do NKX3.1 e expressdo anormal do C-MYC, porém a
maior limitacdo observada nos estudos desses marcadores ¢ a ndo validagdo por estudos

prospectivos. '’
1.4 Recorréncia bioquimica

Antes do advento do PSA, a recorréncia neoplésica pds-prostatectomia e/ou
radioterapia era baseada na avaliagdo clinica com evidéncias de massa palpavel na
prostata ou na fossa prostatica ou pela presenga de metastases em exames de imagem, e
conceituada como recorréncia clinica.'*® O monitoramento com PSA permitiu a
detec¢do da recorréncia bioquimica, muitos anos antes do desenvolvimento de doenca
clinica. A recorréncia bioquimica indica a probabilidade de um paciente tratado por
cancer de prostata permanecer livre de doenca manifesta pelo aumento do PSA e ¢ um
bom preditor ao se observar a longa expectativa de vida dos pacientes.''® A incidéncia
de recorréncia bioquimica varia a depender de uma série de fatores sendo observada em
aproximadamente 15 a 40% dos pacientes que receberam tratamento localizado.'* As
defini¢des de recorréncia e os pontos de corte variam conforme o método de detecgado e
o tratamento empregado. Muitos dos homens que apresentam recorréncia bioquimica
ndo apresentam recorréncia clinica e ndo vao a 6bito pela neoplasia prostéltica.149
Considera-se haver controle da doenga apds cirurgia quando os niveis de PSA atingem o
nadir menor que 0,2 ng/ml, 60 a 90 dias do pds-operatdrio, apos esse periodo, salvo

- . ~ . A - . P 100; 150
raras €Xcegocs, valores maiores sdo traduzidos como recorréncia blquImlca. ’
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1.5 Diferenciagdo neuroenddcrina neoplasica e células-tronco cancerigenas

Em 1971 relatou-se a existéncia de células argentafins, células com
afinidade pela prata em 50 casos de adenocarcinoma prostatico.””' Posteriormente essas
células argentafins foram renomeadas como células neuroenddcrinas. Tal descoberta
levou a uma corrida para se entender seu potencial papel progndstico e regulatério no
cancer de prostata. A partir de 1980 comecaram a surgir trabalhos demonstrando a
negatividade das células neuroendécrinas para receptores de androgeno (RA)."*
Hipotetizou-se extensamente sobre a correlacdo entre as células neuroendocrinas e o
estado de resisténcia androgénica com possivel pior evolucdo. Bem como progressao
dos adenocarcinomas para neoplasias neuroendocrinas de alto grau a partir das células
neuroenddcrinas neoplésicas negativas para RA, concluindo-se que as células
neuroenddcrinas poderiam crescer e sobreviver em ambiente livre de estimulacdo
androgénica.'”> Receptores para produtos secretados por células neuroendécrinas tém
sido reconhecidos nas células epiteliais prostaticas normais e neoplésicas.'® Em tltima
instancia, a secrecdo de fatores moduladores das células neuroendocrinas causa
crescimento, diferenciagdo, transformacgdo e infiltracdo tumoral, através de receptores
acoplados a proteina G via cAMP, proteina quinase A, tirosina quinase ¢ MAP
quinases.'”

Segundo a OMS,’® *7 os adenocarcinomas e os carcinomas prostaticos
contendo ou compostos por células neuroenddécrinas sdo classificados como
adenocarcinomas com diferenciacdo neuroenddcrina; carcinomas neuroendocrinos de
alto grau de pequenas ou grandes células e tumores carcinoides. Sendo que a maioria
dos carcinomas neuroendocrinos de alto grau da prostata corresponde a progressao de
adenocarcinomas usuais tratados ou ndo tratados ou sdo concomitantes a estes.”

Outro tépico sobre a diferenciagdo neuroendocrina neoplasica que tem
despertado atengao cientifica, ¢ a origem dessas células e qual o mecanismo molecular
subjacente do seu desenvolvimento.'®

As células neuroendocrinas neoplasicas poderiam ser provenientes das
células neuroenddcrinas normalmente presentes na prostata;'>* porém, células
neuroenddcrinas normalmente presentes na prostata perdem sua capacidade proliferativa

155
1

representando células com diferenciacdo terminal > e dificilmente seriam precursoras

das neoplasias com diferencia¢io neuroenddcrina.'*®
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Células neuroenddcrinas neoplésicas compartilham mutagdes com as células
epiteliais do adenocarcinoma prostatico e a hipdtese de migracdo de células de outros
6rgios para a prostata tem sido abandonada.'®’

As células neuroendodcrinas poderiam ser provenientes de células-tronco

156; 158; 159

cancerigenas ou células epiteliais multipotentes; ou poderiam ter origem da

transdiferenciacao das células epiteliais malignas para células com fenotipo

neuroendécrino. >’ 1%

Estas hipdteses tém se mostrado bastante promissoras,
observando-se certa sobreposi¢io nestes mecanismos.'”’

Células-tronco cancerigenas (cancer-initiating cells) tém sido definidas
como uma populagao especifica de células transformadas que apresentam crescimento
em série quando transplantadas em modelos xenograficos. Ao contrario das células-
tronco ndo cancerigenas podem apresentar instabilidade genética e heterogeneidade.'®’
Estudos recentes, demonstram a associa¢do com fatores de desdiferenciacdo celular a
células-tronco cancerigenas, além de transdiferenciagdo com indugdo de fenotipo
neuroenddcrino relacionado aos genes ou produtos dos genes da familia MYC,
principalmente o N-MYC, associado a Aurora Quinase A (AURKA)"” '® In vitro
observou-se plasticidade entre os fenotipos das células tumorais, podendo-se obter
células com diferenciagdo neuroenddcrina a partir de células ndo neuroenddcrinas. A
deprivacdo hormonal ¢ a via classica para transdiferencia¢do, outras vias foram
descritas, como por exemplo, a acdo indutora de componentes de sistema inflamatorio
(interleucina 6 e interleucina 1Beta) e a agdo inibitoria da interleucina 2,'% porém, ainda
¢ necessario demonstracdo de que sejam independentes da sinaliza¢do androgénica.'®
Dessa forma, acredita-se que pacientes tratados por longos periodos com terapia de
deprivagdo hormonal, desenvolvam carcinomas neuroendocrinos agressivos, ou pela
selecdo de células-tronco cancerigenas que se diferenciam em células neuroenddcrinas,
ou pela indu¢do da transdiferenciacdo de células epiteliais malignas em células
neuroenddcrinas de alto grau. O papel prognostico da presenca de células
neuroenddcrinas nas fases iniciais do carcinoma, ou seja, em canceres localizados, ou a

presenga de células-tronco, nessa fase inicial, ainda esta por ser definido.
1.6 Fatores indutores de diferenciagdo neuroenddcrina e de células-tronco

1.6.1 Familia MYC
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O gene MYC foi originariamente descrito por Ivanov et al, em 1964'®
como um oncogene transfectado para retrovirus avidrio (V-MYC) capaz de induzir
diversas neoplasias. Na sequéncia foi descrito o seu homologo celular C-MYC'®* 16 ¢
os demais componentes da familia de protooncogenes, N-MYC e L-MYC.'® As
proteinas codificadas pela familia MYC localizam-se preferencialmente no nucleo
celular e sua expressao correlaciona-se com atividade proliferativa, diferenciagao
celular e tumorigénese. A expressdo do MYC ¢ regulada por uma série de moléculas
como fatores de crescimento, citocinas, mitogénicos, interleucina 2, fator estimulante de
colonia de macrofagos, Epo, fator de crescimento epidérmico, fator de crescimento
derivado de plaquetas, TGFBeta e Interferon gama.'®® 67 168 169 170 171 172 5
superexpressao de MYC em condi¢des nao fisioldgicas leva a uma menor necessidade
de fatores de crescimento, bloqueio da saida do ciclo celular e divisdo celular acelerada,
porém, na auséncia de fatores de sobrevivéncia MYC leva a apoptose.'”> '™ ' Os
niveis de MYC diminuem durante a fase terminal de diferenciagdo de muitas células ¢ a
manuten¢do de sua expressao inibe ou modula a diferenciagdao terminal. A forma mais
comum em que o MYC estd envolvido no cancer ¢ através da superexpressdo e
desarranjo dos mecanismos reguladores de sua atividade. Diversos tumores apresentam
rearranjos genéticos do MYC, como translocagdes, amplificagdes e insergdes virais, na
maioria das vezes levando ao aumento da expressao e raramente a formas mutantes. O
aumento da expressdo da-se principalmente pelo aumento da transcricdo, pela
estabilizacdo do RNA mensageiro (mMRNA) e associagdo com a proteina produto do
gene Ras. Proteinas mutadas podem ser mais estaveis, o efeito da estabilizacdo ¢
desconhecido, mas pode levar a um aumento na atividade transcricional promovida pelo
MYC. A superexpressio do MYC pode ainda levar a instabilidade genética, a
imortalizagdo celular, a redugdo na adesdo celular a matriz, a angiogénese e a hipertrofia
celular, fatores que colaborativamente permitem a progressido tumoral,'¢> 176 177 178: 179:
180 Além disso, a introducdo de um pool de genes, incluindo o C-MYC podem
transformar fibroblastos adultos em cultura em células-tronco."®!

Os componentes da familia MYC apresentam localizagdes diferentes em
cromossomos humanos normais, o C-MYC localiza-se no brago longo do cromossomo
8 (8924);'® o N-MYC localiza-se na por¢do distal do brago curto do cromossomo 2
(2p23—24)183 e 0 L-MYC localiza-se no braco curto do cromossomo 1 ( 1p32).184
Alteragdes do N-MYC sdo predominantemente implicadas em carcinomas

neuroenddcrinos de alto grau e em neoplasias com diferenciagdo neural e
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neuroenddcrina.'® O fato de N-MYC nio ser expresso normalmente em tecidos adultos,
mas o ser em tumores do sistema nervoso e em tumores com diferenciacdo neural
sugere uma correlacdo com sua expressdo e a desdiferenciacdo para células-tronco
neuronais.'® Dano a N-MYC ¢é bastante prevalente em tumores com derivagio
neuroectodérmica,'*® sendo que o entendimento dos eventos regulatorios do N-MYC é
principalmente originario de estudos em neuroblastomas, neoplasia neural com
diferenciacdo neuroendocrina.'®’ Ha forte correlacdo entre amplificacdo do N-MYC e

8

.. 18 - .
agressividade de neuroblastomas, bem como a sua superexpressdo imuno-

histoquimica pode estar associada a maior agressividade tumoral.'®

Hé poucos estudos sobre alteracdes do N-MYC no cancer de prostata e os
existentes sdo recentes e focados na transdiferenciagdo do adenocarcinoma usual para
carcinoma neuroenddcrino. Experimentos “in vitro” demonstram que a superexpressao
da N-MYC ou da AURKA em células RWPE-1 (células prostaticas benignas) leva a
indugdo de marcadores neuroendécrinos.””’ Células knockout para AURKA perdem a

expressdo da neuroenolase (NSE)."”’

Células LNCaP (células de adenocarcinoma usual)
estavelmente transfectadas com N-MYC, passam a apresentar morfologia de carcinomas
neuroenddcrinos, positivas para neuroenolase e reduzem a expressdo de genes
relacionados com a expressio de RA."”’ N-MYC liga-se as sequéncias promotoras de
NSE, SYP (sinaptofisina) € RA, sugerindo uma modulagao direta do fator de transcrigao
na diferenciacio neuroenddcrina.'”’Carcinomas neuroenddcrinos demonstram baixa
expressdo de genes conhecidos com a regulagdo da expressdo dos RA — KLK3 (PSA),

TMPRSS2 e NXK3.1 e alta expressdo de genes associados a expressao neuroenddcrina

— CGA (cromogranina) ¢ SYP."’

1.6.2 Aurora Quinase A (AURKA)

A aurora quinase € uma serina/treonina quinase essencial para a segregagao

R . 190
dos centrOmeros durante a mitose.

Faz parte de uma familia composta pela Aurora
quinase A, B ¢ C em mamiferos.'”’ As trés formas da Aurora quinase parecem ser
fundamentais para a mitose e meiose, porém a Aurora quinase A (AURKA) tem
recebido bastante atencdo pelo seu papel na oncogénese.'”’ A ativacdo e a degradacio
da AURKA no inicio e no fim da mitose envolvem multiplas proteinas regulatorias

5 : 191 . . ~ 4.
induzidas no tempo e no espago. ~~ Fora do ciclo celular, a sua ativagdo ¢ importante em

processos de transformagdo maligna com influéncia na dinamica dos microtibulos,
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migracdo celular, polaridade celular e regulacio do calcio.”' Detecgdo da expressio
citoplasmatica da AURKA em células mamarias de aspecto morfoldégico normal, na
periferia de neoplasias, estd associado a alteracdes cromossdmicas, sugerindo ser a
alteragdo da AURKA um fator precoce na tumorigénese.'*’

O gene da AURKA esta situado no brago longo do cromossomo 20
(20q13.2), locus frequentemente amplificado em tumores solidos e a amplificagdo ¢, em
termos, responsavel pelo aumento de sua expressdo, sendo que aumentos da AURKA
podem ser vistos sem rearranjo génico e sdo causados pela estabilizagdo protéica com
reducdo da degradagdo.'”! Proteinas estabilizadoras da AURKA estdo elevadas por si

mesmas no CE’E\I.I'ICGI'.191

A amplificagdo ou superexpressao da AURKA esta relacionado
com instabilidade gendmica e aneuploidia em tumores de prostata, mama, colon, ovario,
cérvix e neuroblastomas. A superexpressdo da AURKA se relaciona com aumento do
namero de centrossomos e formagdo de fusos mit6ticos multipolares.'

Interagdes entre AURKA e os membros da familia MYC (N-MYC e C-
MYC) frequentemente contribuem para a carcinogénese.'”” ' N-MYC ¢ AURKA
formam um ciclo de realimentagdo positivo, a expressao da AURKA ¢ induzida pelo N-
MYC e a expressdo da AURKA leva a estabilizagdo do N-MYC'** por interagio fisica
direta’’ e/ou inibi¢do do sistema de degradacio SCE™v7 193 bloqueio da AURKA
leva a redugdo da expressao de diversos genes regulados pelo N-MYC, com inibi¢ao da
proliferagdo de células em cultura.'”

Em modelos experimentais com linfomas observou-se aumento da
transcrigio da AURKA induzida pelo C-MYC." A superexpressio da AURKA
aumenta a expressao e a atividade transcricional do C-MYC e a inibigdo do C-MYC
diminui o potencial oncogénico da AURKA resultando em redugdo da taxa proliferativa
e da formagdo de fusos mitoticos aberrantes.'”A expressio ectopica de AURKA induz
atividade de telomerases em células epiteliais mamarias e ovarianas ¢ o bloqueio do C-
MYC inibe a atividade de telomerase induzida pela AURKA.'”

Superexpressdo de Aurora Quinase B pode ser vista em menor grau em

adenocarcinoma usuais e carcinomas neuroenddcrinos prostaticos e Aurora quinase C é

.. 1
minimamente expressa. 27

1.6.3 CD44s
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O CD44 ¢ uma glicoproteina de membrana responsavel pela adesdo célula-
célula e célula matriz.'?® 197 198 199:200 44 integrinas e caderinas, sio moléculas de
adesdo que além de suas fung¢des de fixacdo e manuten¢do da integridade do tecido, t€ém
sido implicadas na transdug¢do de sinais que alteram o comportamento celular através da
formagao de complexos compostos por ligantes extracelulares, receptores de tirosina

. , . 198 . ~ . .
quinase e proteinas do citoesqueleto. = As interacdes com fatores do microambiente
acabam participando em processos como regulagdo do crescimento, sobrevivéncia,

diferenciagio ¢ mobilidade.'”®

Células positivas para CD44 expressam genes
relacionados a propriedades de células-tronco, como o C-MYC, com capacidades
intrinsecas de células progenitoras, que as permite apresentar autorrenovacao,
capacidade proliferativa por longos periodos e capacidade para darem origem a outros
tipos celulares.’' Como consequéncia, a expressio de CD44 tem sido bastante utilizada
para identificar células-tronco cancerigenas.'®

Por outro lado, e fato bastante antagonico ao descrito acima, células que nao
expressam CD44 tem menor ligacdo com o acido hialurénico, o que teoricamente
aumenta o potencial tumorigénico e metastatico.”**

Outra caracteristica interessante relacionada ao CD44 ¢ que carcinomas
neuroenddcrinos prostaticos de alto grau o expressam difusamente.”” *** Além disso
essa expressao de CD44 pode ser induzida pela secrecdo do fator neuroendocrino
calcitonina.”®
O gene do CD44 apresenta no minimo 19 éxons com 10 deles podendo ser
combinados de forma alternativa com o potencial de gerar diversas isoformas.””® A
menor forma do CD44 ou CD44s (standard), ¢ universalmente expresso em

198; 207

vertebrados apresenta um dominio extracitoplasmatico capaz de se ligar ao 4cido

hialurébnico e ao coldgeno e uma porcdo intracitoplasmatica que se liga ao

208209 CD44s tem sido detectado em linfocitos, macrofagos,

citoesqueleto.””
granuldcitos, fibroblastos e células epiteliais.'”” H4 no minimo outras 15 formas do
CD44 ou CD44v (variantes), as quais possuem a mesma sequéncia terminal diferindo na
sua porgdo central."’” '*® As diversas formas do CD44v sdo expressas em uma pequena
propor¢do de células epiteliais e¢ em diversas formas de céancer.”® *'° No
adenocarcinoma de prostata tem sido demonstrado o CD44s e CD44v.""” A pesquisa de

células-tronco neoplasicas no cancer tém se baseado em marcadores pan-CD44 que ndo

diferenciam as formas CD44s e CD44y. '
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Frente ao exposto, justifica-se o estudo de novos marcadores de progndstico
do cancer de prostata, uma vez que grande nimero de homens recebera o diagndstico de
neoplasia, porém, uma pequena propor¢do destes ird a Obito pelo cancer. Sendo
necessario identificar pacientes sob maior risco para evolugdo desfavoravel e
merecedores de tratamentos mais agressivos, bem como pacientes de baixo risco,
evitando-se tratamentos desnecessarios. H4 um bom ntmero de trabalhos realizados
com esse intuito. Nivel sérico de PSA, escore de Gleason, estadiamento e avaliagao das
margens cirurgicas tém sido considerados como fatores de progndstico classicos. De
uma forma geral, sdo tteis e praticaveis na clinica, entretanto ndo sdo suficientes para
predizer evolucao de todos os tumores, sinalizando a necessidade de avancos nesse
sentido. Quanto a diferenciacao neuroendocrina como marcador de evolugdo, ainda ndo
se obteve consenso quanto a sua utilidade clinica. Considerando-se as propriedades
indutoras de crescimento, diferenciacdo, transformac¢ado e infiltragdo tumoral espera-se
que pacientes com diferenciagdo neuroenddcrina estejam sob risco de evolugdo
desfavoravel. Pacientes com carcinomas neuroenddcrinos de alto grau, que se sucedem
a tratamento de deprivacdo hormonal, apresentam tumores agressivos e fatais. Agora a
hipotese de que a presenga de células neuroenddcrinas em adenocarcinomas acinares
usais representaria neoplasias mais agressivas ainda precisa ser embasada. Por outro
lado, o achado de que neoplasias neuroenddcrinas de alto grau estdo relacionadas com a
amplificagdo génica de AURKA e N-MYC, leva ao questionamento se a superexpressao
imuno-histoquimica desses fatores poderia estar presente em fases precoces do
adenocarcinoma, principalmente naqueles com diferenciagdo neuroendocrina e se
poderiam predizer evolucdo. Como também ha evidéncias de que a diferenciacao
neuroenddcrina ocorre em um processo de transdiferenciagdo de células terminalmente
diferenciadas ou através da diferenciacdo de células-tronco neoplésicas, questiona-se se
a marcacao para o produto do gene relacionado com a indugdo de fendtipo de células-
tronco, como ¢ considerado o C-MYC, ou a marcagdo para moléculas presentes em
células-tronco, como o CD44, especificamente o CD44s, poderia delimitar um grupo de

pacientes a parte entre os portadores de adenocarcinomas usuais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o valor progndstico dos marcadores imuno-histoquimicos relacionados a
diferencia¢do neuroenddcrina e de células-tronco, no cancer de prostata localizado,
correlacionando com fatores de prognoéstico classicos e recorréncia bioquimica de
pacientes submetidos a prostatectomia radical, entre os anos de 2008 a 2013, no

Hospital Universitario Walter Cantidio, na Universidade Federal do Ceara.

2.2 Objetivos Especificos

Correlacionar a imunoexpressdo do marcador de diferenciacdo neuroenddcrina
cromogranina, em tecido parafinado de prostatectomias, de pacientes portadores de
cancer de prostata localizado, com fatores de progndstico cldssico e recorréncia

bioquimica.

Correlacionar a imunoexpressao do marcador C-MYC, em tecido parafinado de
prostatectomias, de pacientes portadores de cancer de prostata localizado, com fatores

de prognostico classicos e recorréncia bioquimica.

Correlacionar a imunoexpressao do marcador N-MYC, em tecido parafinado de
prostatectomias, de pacientes portadores de cancer de prostata localizado, com fatores

de prognostico classicos e recorréncia bioquimica.

Correlacionar a imunoexpressao do marcador da Aurora quinase A, em tecido
parafinado de prostatectomias, de pacientes portadores de cancer de prostata localizado,

com fatores de prognostico classicos e recorréncia bioquimica.

Correlacionar a imunoexpressdo do marcador CD44s, em tecido parafinado de
prostatectomias, de pacientes portadores de cancer de prostata localizado, com fatores

de prognostico classicos e recorréncia bioquimica.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Etica do estudo, pacientes e desenho do estudo

Este estudo foi submetido e aprovado pelo comité de ética em pesquisa do
Hospital Walter Cantidio, Universidade Federal do Ceard, sob niimero de protocolo
011.03.12 (Anexo A). Foi, também, autorizado pelo Departamento de Patologia e
Medicina Legal da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (Anexo B)
e pelo Servigo de Urologia do Hospital Walter Cantidio da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceard (Anexo C). Os pacientes foram consultados
pessoalmente e individualmente, apresentando-se o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE — Apéndice B), em entrevista, conforme exigéncia legal, para que,
uma vez cientes deste trabalho, avaliassem e decidissem pela autoriza¢do ou ndo, sobre
o uso de seu material para estudo, bem como se estavam disposto as avaliagdes
periddicas em acompanhamento clinico-ambulatorial, firmando por escrito (assinando)
a sua autorizagao.

Com intuito de se atingir os objetivos propostos realizou-se coorte
hospitalar, de pacientes submetidos a prostatectomia, entre os anos de 2008 a 2013, no
Servigo de Urologia do Hospital Walter Cantidio, Universidade Federal do Ceara.

Foram incluidos no estudo todos os pacientes submetidos a prostatectomia
radical (prostatavesiculectomia), por via aberta e laparoscdpica, operados por cancer de
prostata clinicamente localizado (estadio clinico T1 e T2), no periodo de janeiro de
2008 a dezembro de 2013. Foram excluidos pacientes submetidos a outras formas de
prostatectomia ou que tenham sido operados por doengas ndo neoplasicas. Os pacientes
sem retornos ambulatoriais foram retiradas da analise de recorréncia bioquimica.

A partir dos dados de laudos histopatoldgicos e prontuarios os pacientes
foram contactados, via telefonica ou por correspondéncia, para agendamento de
consulta clinica ambulatorial. Nesta, foi realizado anammese, exame fisico e toque retal,
com avaliagdo do estado geral, re-estadiamento clinico e revisdo de aparelhos e
sistemas. Solicitou-se analise laboratorial de PSA sérico e plotaram-se os niveis séricos
de PSA pré-operatorio. Apos consulta inicial, semestralmente os pacientes foram
ressubmetidos a avaliagdo clinica com dosagem de PSA sérico. O seguimento clinico

foi realizado até junho de 2016.
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Nos meses de abril a maio de 2015, realizou-se revisdo de prontudrios,
revisdo de pedidos médicos de exame anatomo-patoldgico, revisao de laminas
histologicas e levantamento de blocos de material parafinado para realiza¢do de reagdes
de imuno-histoquimica.

As reagdes de imuno-histoquimica foram realizadas e avaliadas entre os
meses de junho a novembro de 2015. Os resultados das reacdes foram plotados como
variaveis explanatorias, em um primeiro momento pesquisando-se a associagdo com
dados demograficos (idade dos pacientes a cirurgia), laboratoriais (nivel sérico de PSA
pré-operatorio) e histopatologicos (escore de Gleason, extensdo extraprostatica, invasao
de vesiculas seminais, estadiamento e estatos das margens cirargicas). Em um segundo
momento, buscou-se a associacdo entre os resultados das reacdOes de imuno-
histoquimica, a idade, o nivel sérico de PSA pré-operatério e as varidveis
histopatologicas com a recorréncia bioquimica, considerada como variavel de desfecho.

A recorréncia bioquimica foi definida como a elevacdo sustentada do PSA,
com aumento do nivel sérico >0,2ng/ml, em no minimo duas medidas sequenciais,

211; 100; 150
s Os dados foram

depois de atingido o nadir inferior a esse valor (0,03 ng/ml).
plotados conforme o tempo decorrido da cirurgia e a recorréncia, ou na inexisténcia de
recorréncia, até a ultima dosagem sérica de PSA. Os pacientes que ndo apresentaram

elevacao dos niveis séricos de PSA foram censurados na data da ultima dosagem.

3.2 Reviséo de laudos histopatologicos, prontuarios e laminas histologicas

Foram inicialmente levantados e tabulados os seguintes dados a partir dos
laudos e requisi¢cdes médicas de exame anatomopatoldgico:

a) Numero de registro da peca cirtirgica;

b) Numero do prontudrio médico;

¢) Data de nascimento do paciente;

d) Idade do paciente a cirurgia;

e) Data da cirurgia;

f) Tipo histologico do adenocarcinoma;

g) Escore de Gleason;

h) Extensdo para tecidos extraprostaticos;

1) Infiltragdo da vesicula seminal;

j) Comprometimento de margens cirirgicas; e
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k) Estadiamento patoldgico.

As laminas histolégicas foram coletadas do arquivo e revisadas, em

microscopio optico Nikon Elipse E200, por médico patologista, cego em relacdo aos

dados clinicos ¢ aos dados histopatoldgicos dos laudos previamente emitidos. Foram

revistos e avaliados os seguintes parametros:

a)

b)

Presenca de diferenciacdo neuroenddcrina morfologica:

Adenocarcinoma com diferenciagdo morfoldgica
neuroenddcrina de baixo grau;

Adenocarcinoma com diferenciacdo neuroenddcrina com
células de Paneth similes;

Carcinoma neuroendocrino bem diferenciado de baixo grau;
e

Carcinoma neuroenddcrino de alto grau de grandes e

pequenas células.

Escore de Gleason modificado, conforme recomendagdes da

Organizag¢ao Mundial da Satde, 2016;37

Extensdo tumoral para tecidos extraprostiticos e infiltragdo da

vesicula seminal, avaliadas conforme orientagdes da International

Society of Urological Pathology (ISUP), 2011 *'%213;

Avaliagdo do estatos das margens cirtrgicas se comprometidas ou

livres;

120

Estadiamento patologico, conforme o American Joint Commitee on

Cancer (AJCC), 2010""®.

Os achados de revisdo de laminas foram comparados com os laudos

originais e as discordancias foram discutidas com patologista experiente, em

microscopio pentaocular.

Para apresentagdo dos dados e analise estatistica, a idade dos pacientes foi

categorizada em <65 anos e >65 anos, a dosagem de PSA sérico pré-operatorio foi

categoriazada em <10 ng/ml e > 10 ng/ml, os escores de Gleason foram agrupados em 6

e > 7 e o estadiamento foi agrupado em pT2 e pT3.214
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3.3 Imuno-histoquimica

Apos a revisdo de laminas, os blocos para realizagdo de imuno-histoquimica

foram selecionados conforme a existéncia dos seguintes parametros:

a) Amostra com representacdo de adenocarcinoma;
b) Amostra com representacao de glandulas nao neoplésicas; e
c) Amostra com maior variabilidade de graus de Gleason; preferindo-

se aquelas com maiores escores.

Com o intuito de se ter cortes com aproximadamente a mesma
representacdo, todos os blocos foram cortados sequencialmente, em 3 micrometros, em
laminas silanizadas, com técnica padronizada.”’® O primeiro corte foi mantido como
reserva, o segundo utilizado para reagdo com a cromogranina, o terceiro para o N-MYC,
o quarto para a AURKA, o quinto para o C-MYC e o sexto para o CD44s.

As reagdes de imuno-histoquimica foram realizadas na seguinte sequéncia:
as laminas permaneceram em estufa a 60°C por uma hora. Os processos de
diafanizacao, reidratacdo e recuperagdo do epitopo (induzida por calor) foram realizadas
utilizando-se o médulo de pré-tratamento Dako PT Link™ e Tampao Tris/EDTA pH
9,0 (Dako). Posteriormente, as laminas contendo os cortes histologicos foram retiradas
do moédulo de pré-tratamento e deixadas em temperatura ambiente por cinco minutos,
imersas em tampdo de lavagem (Dako). Procedendo-se ao bloqueio da peroxidase
endogena com o reagente EnVision™ Peroxidase-Blocking (Dako) por dez minutos.
Logo apos, os cortes histologicos foram colocados em trés banhos de agua destilada e,
depois, em tampao de lavagem por cinco minutos. As laminas foram incubadas com o
anticorpo primario a 25°C com tempo variando entre os anticorpos. Em seguida, as
laminas foram lavadas duas vezes em tampao de lavagem por trés minutos e incubadas
com um amplificador de sinal por trinta minutos, com imersdao em dois banhos de
tampdo de lavagem, por trés minutos cada. Para a deteccdo foi utilizado o sistema
polimérico livre de biotina (Dako) incubando-se os cortes histologicos por sessenta
minutos a 25°C. Posteriormente, foram lavadas duas vezes por trés minutos cada. Em
seguida, os cortes foram incubados em solugdo substrato cromogeno (polimero Envison
Flex™ DAKO) por 5 minutos a 25°C. Logo apos, as laminas foram lavadas em agua
destilada e contracoradas com Hematoxilina (Hematoxylin) por quatro minutos, sendo

depois lavadas em dgua corrente e desidratadas em etanol absoluto através de trés
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banhos de trinta segundos cada, seguidos de trés banhos de xilol por trinta segundos.
Por fim, realizou-se a montagem da lamina, anexando a laminula com o Bélsamo do
Canada. Controles externos e internos proprios foram utilizados para valida¢do da
reagao.

A leitura das reagoes foi realizada, por médico patologista, em microscopio
optico Nikon Eclipse E200, comparando-se com os cortes corados em HE para
delimitagdo e comparagdo entre as areas normais e areas de carcinoma. Os dados foram

avaliados e plotados conforme a especificidade de cada marcador.

3.3.1 Cromogranina A

As reagdes para cromogranina A, foram realizadas com o clone LK2H10
(Cell Marque, EUA, 2015), obtendo-se marcagdo citoplasmatica em controle externo
com apéndice cecal, na diluicdo de 1/500, recuperacdo antigénica em pH 9,0 (Flex TRS
High) e tempo de incubagao de 30 minutos, observando-se também controle interno no
epitélio prostatico ndo neoplasico.

A interpretacdo das reagdes para cromogranina foi estimada de forma

. . . . : 216; 217; 21
semiquantitativa conforme escore previamente padronizado®'® *!" '8

no epitélio nao
neoplasico e na neoplasia:

a) 0:auséncia de células positivas;

b) 1+: presenca de células positivas isoladas;

c) 2+: presenga de mais de trés células agregadas positivas; e

d) 3-+: positividade extensiva com grande niumero de células positivas.

e) Escores 0 e 1+ foram considerados negativos, escores 2+ e 3+ foram

considerados positivos.

3.3.2C-MYC

As reacdes para o C-MYC foram realizadas como Clone Y69 (Abcam —
ab32072, EUA, 2015), obtendo-se positividade nuclear em controle externo composto
por carcinoma escamoso € mucosa colonica ndo neoplésica, com a dilui¢ao de 1/100,
recuperacdo antigénica realizada em pH 9,0 (Flex TRS High) e tempo de incubacdo de
60 minutos. Com estes parametros obteve-se controle interno em células basais do

epitélio prostatico benigno e células endoteliais.
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A avaliagdo dos resultados das reagdes para C-MYC foi plotada como
positiva ou negativa no epitélio nado neopléasico, em vasos sanguineos € na neoplasia
invasiva.”"’

Ap6s leitura das laminas, as reacdes foram repetidas com o Clone EP121
(Cell Marque, EUA, 2015), obtendo-se marcagdo nuclear em carcinoma escamoso, com
diluicao de 1/100, recuperagao antigénica em pH 9,0 (Flex TRS High) e tempo de

incubacdo de 60 minutos.

3.3.3N-MYC

As reagdes para o N-MYC foram realizadas com o clone NCM II 100
(Abcam — ab16898, EUA, 2015), anticorpo ndo padronizado para imuno-histoquimica
em tecido parafinado. Primeiramente realizou-se validacdo da técnica em neuroblastoma
metastatico para linfonodo cervical sabidamente amplificado para N-MYC, obtendo-se
marcacao nuclear com dilui¢do de 1/100, conforme recomendado pelo fabricante para
outras técnicas (1-5 microgramas/ml), a recuperacdo antigénica foi realizada em pH 9,0
(Flex TRS High) e tempo de incubacdo de 30 minutos. As reagdes ndao possuem
controle interno positivo conhecido na prostata.

Apos leitura das reagdes do N-MYC no tecido prostatico, realizou-se novo
teste em carcinoma neuroenddcrino de alto grau da prostata, proveniente de ressec¢ao
transuretral com tempo de fixagdo controlado de 20 horas e realizado com formol

tamponado a 10%.

3.3.4 Aurora Quinase A

As reagdes para AURKA foram realizadas com o Clone 35C1 (Santa Cruz —
sc-56881, EUA, 2015), obtendo-se positividade citoplasmatica em células inflamatorias
estromais prostaticas, na diluicdo de 1/500, recuperagdo antigénica em pH 9,0 (Flex
TRS High) e tempo de incubagdo de 30 minutos. Observou-se controle interno em
células inflamatdrias no estroma prostatico.

Qualquer marcagdo citoplasmatica em células epiteliais foi considerada
positiva, mesmo que focal, no epitélio ndo neoplasico e na neoplasia. Considerou-se e
plotou-se também a marcagao nas células inflamatdrias estromais como controle interno

da reacgao.
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3.3.5 CD44s

As reagdes para o CD44s foram realizadas com o Clone SFF-2 (Santa Cruz
— s¢-65405, EUA, 2015), obtendo-se marcacdo de membrana no epitélio de bexiga
normal como controle externo, na diluicao de 1/100, recuperagdo antigénica em pH 9,0
(Flex TRS High) e tempo de incubacao de 30 minutos.

As reacdes foram avaliadas semiquantitativamente em microscopio Optico
Nikon Eclipse E200, considerando-se positivas se observado ao menos marcacao focal e
atribuindo-se escores baseado na porcentagem de células positivas e na intensidade da
marcagéo:220

a) Proporcao de células positivas em relacdo a totalidade do fragmento: O:
(0a5%); 1: (6 225%); 2: (26 a 75%); 3: (76 a 100%);

b) Intensidade da marcagdo: 0: ausente; 1: fraca, positividade vista no
aumento de 400x; 2: intermedidria, positividade vista facilmente no
aumento de 100x e 3: forte, positividade facilmente vista no aumento de
40x;

¢) Somando-se os escores considerou-se negativo valores menores ou

iguais a 3 e positivo valores maiores que 3.

3.4 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada no programa SPSS 22 (IBM). Utilizou-se o teste
de Shapiro-Wilk para avaliagdo da normalidade. Compararam-se os tempos de
recorréncia com o teste T. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para pesquisa de
associacao entre a marcagao imuno-histoquimica de CD44s e o nivel de PAS sérico. As
analises de frequencias de varidveis categdricas e variaveis categorizadas foram
reliazadas pelo teste exato de Fisher com célculo da razdo de chances, relatando-se o
intervalo de confianga de 95%. Realizou-se o teste de Spearman para pesquisa de
correlagdo entre os escores de expressao de CD44s e os escores de padrao de Gleason,
varidveis categoricas ordinais. Curvas de Kaplan-Meier foram construidas em diversos
estratos e comparadas através do teste de Log Rank. Regressdo Cox univariada foi

utilizada na pesquisa de associacdo entre as varidveis explanatorias e o desfecho,
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relatando-se os hazard ratios, os intervalos de confianca de 95% e o nivel de

significancia. Consideraram-se significativos p<0,05, bicaudais.
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros clinico-patoldgicos

Entre os anos de 2008 a 2013, 74 pacientes foram submetidos a
prostatectomia radical. A idade média destes foi de 65,6 anos, com a idade minima de
48 anos e a maxima de 79 anos. Aproximadamente 60% dos pacientes teve idade
superior a 65 anos ¢ 81% dos pacientes teve idade superior a 60 anos (Tabela 01).

Em relagdo ao PSA pré-operatorio obteve-se o valor sérico de 73 pacientes,
a mediana da dosagem foi de 7,8 (3,06 — 94,30) ng/ml, a maioria dos pacientes
apresentou niveis séricos de PSA acima de 4 ng/ml.

Nao se observou caracteristicas de diferenciagdo neuroendocrina
morfologica em nenhum dos casos quando da revisdo de laminas.

Na avaliagdo do Escore de Gleason modificado, mais da metade dos
pacientes foi considerada Gleason 6, sendo que escores de Gleason menores foram
observados em associa¢do ao Gleason principal. Entre os pacientes contendo Gleason 7,
visto em 36,4% (27/74) dos casos, a maioria entra na categoria 3+4 (20/74 — 27%) e um
menor nimero de pacientes entra na categoria 4+3 (7/74 — 9,4%). Escores de Gleason
de alto risco foram vistos em quatro pacientes, representando 5,3% do total da amostra,
trés pacientes (3/74 — 4,0%) com Gleason 8§ e um paciente com Gleason 9 (1/73 —
1,3%). Nao houve pacientes com Gleason 10.

Extensdo para tecidos extraprostiticos foi vista em 23,0% dos casos,
havendo comprometimento da gordura periprostitica ou de feixes vasculoneurais
periprostaticos. Nao foi observada infiltracdo do colo vesical. Aproximadamente 10%
dos pacientes apresentaram comprometimento da vesicula seminal. Dos oito pacientes
que apresentaram infiltracdo da vesicula seminal sete tiveram extensdo para tecidos
periprostaticos concomitantemente. Dessa forma 75,7% dos pacientes foram estadiados
como pT2 e 24,3% dos pacientes como pT3.

Margens cirargicas comprometidas foram vistas em 27 dos 74 casos

(36,5%).
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Tabela 01 - Resumo da caracteristicas clinico-patologicas dos 74 pacientes submetidos a prostatectomia

no periodo de 2008 a 2013

Caracteristica Total
Idade 74
Média 65,6 (DP 7,6; 48-79)
<65 30 (40,5%)
>65 44 (59,5%)
<60 14 (18,9%)
>60 60 (81,1%)
PSA 73
Mediana 7,8 (3,06 —94,30)
<4 4 (5,4%)
Entre 4 ¢ 9,9 43 (58,1%)
Entre 10 ¢ 19,9 19 (25,7%)
>20 7 (9,5%)
Gleason 74
6 43 (58,1%)
>7 31 (41,9%)
7 (3+4) 20 (27,0%)
7 (4+3) 07 (9,4%)
8 03 (4,0%)
9 01 (1,3%)
10 0 (0,0%)
EEP 74
Ausente 57 (77,0%)
Presente 17 (23,0%)
VS 74
Ausente 66 (89,2%)
Presente 08 (10,8%)
Estadiamento 74
pT2 56 (75,7%)
pT3 18 (24,3%)
Margens Cirdrgicas 74
Livres 47 (63,5%)
Comprometidas 27 (36,5%)

Fonte: Proprio autor

Legenda: Idade a cirurgia em anos; PSA — Antigeno Prostatico Especifico Pré-operatorio (ng/ml);Gleason
— Escore de Gleason modificado na prostatectomia; EEP — Extensdo Extraprostatica; IVS — Invasdo de

Vesiculas Seminais;

4.2 Imuno-histoquimica

Foram obtidos no arquivo do Departamento de Patologia e Medicina Legal

da Universidade Federal do Ceara os blocos de parafina de 69 pacientes, os quais foram

submetidos a estudo imuno-histoquimico.
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4.2.1 Cromogranina

Observou-se positividade para cromogranina na imuno-histoquimica em
21,2% dos adenocarcinomas (Tabela 02 e Figura 15). Em 78,8% dos casos ndo se
observou marcacao ou houve marcagdo focal em poucas células neoplasicas. Como
controle interno positivo houve marcacdo com formacao de aglomerados em 33,3% das
células do epitélio benigno, sendo que marcagdo ao menos focal foi vista em 98,5% dos

casos (Figura 16). Em trés dos casos ndo houve representacdo de neoplasia nas reagdes.

Tabela 02 - Resultado das reagdes de imuno-histoquimica para cromogranina considerado por escores

Cromogranina Ndo Neoplasico

Total 69
Negativo total (0) 1(1,45%)
Positivo ao menos focal (1+/3+) 68 (98,5%)
Negativo (0/1+) 46 (66,7%)
Positivo (2+/3+) 23 (33,3%)
Cromogranina Neoplésico
Total 66
Negativo total (0) 41 (62,1%)
Positivo ao menos focal (1+/3+) 25 (37,9%)
Negativo (0/1+) 52 (78,8%)
Positivo (2+/3+) 14 (21,2%)

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Foram obtidos 69 blocos para realizagdo de imuno-histoquimica, em trés reagdes ndao houve
representacao de neoplasia. Porcentagem exposta sobre numero de casos validos.
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Figura 15 - Fotomicrog

afia de adenocarcinoma acinar com diferenciagdo neuroenddcrina
—— - ML =
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Fonte: Proprio autor.
Legenda:Imuno-histoquimica, aumento de 400x, marca¢do com cromogranina, demonstrando a presenca
de aglomerados de células neoplasicas com diferenciagdo neuroendocrina.

Figura 16 - Fotomicrografia de diferenciagdo neuroenddcrina no epitélio ndo neoplasico.
- ——" = -

=R - " -. ih'..' !

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Imuno-histoquimica com marcagio para cromogranina, aumento 400x, demonstra marcagdo em
aglomerados celulares no epitélio ndo neoplasico.
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A positividade para cromogranina se associou com a invasdo de vesiculas
seminais ¢ com o estadiamento patologico (Tabela 03). A maioria dos pacientes
negativos para cromogranina ndo apresentaram infiltracdo de vesiculas seminais
(94,2%) e tiveram estadiamento pT2 (82,7%). O risco associado a diferenciagdo
neuroendocrina e invasdo de vesiculas seminais de 6,533. O risco associado a maior
estadiamento e diferenciagdo neuroendocrina foi de 4,778. Por outro lado, nao se
observou associacao entre a diferenciagdo neuroendocrina e idade, nivel sérico de PSA
pré-operatorio, escore de Gleason, extensdo extraprostatica e margens cirurgicas.

Tabela 03 - ParAmetros de avaliag¢do clinico-patologicos verificados em pacientes com céncer de prostata

conforme a marcagdo para cromogranina na neoplasia: estratificacdo em negativo (0 e 1+) e positivo (2+
e 3+), baseada nos resultados de 66 reacdes, nivel de significancia avaliado pelo Teste exato de Fisher

Pardmetro Cromogranina Cromogranina Significancia RC(IC 95%)
negativo positivo (Valor P)
Idade
<65 22 (42,3%) 5(35,7%) 0,765 1,320
>65 30 (57,7%) 9 (64,3%) (0,388-4,488)
PSA
<10 36 (69,2%) 6 (42,9%) 0,115 3,000
>10 16 (30,8%) 8 (57,1%) (0,893-10,073)
Gleason
6 31 (59,6%) 7 (50,0%) 0,555 1,476
>17 21 (40,4%) 7 (50,0%) (0,451-4,829)
EEP
Ausente 43 (82,7%) 8 (57.1%) 0,069 3,583
Presente 9(17,3%) 6 (42,9%) (0,997-12,879)
VS
Ausente 49 (94,2%) 10 (71,4%) 0,032 6,533
Presente 3 (5,8%) 4 (28,6%) (1,262-33,822)
Estadiamento
pT2 43 (82,7%) 7 (50,0%) 0,030 4,778
pT3 9(17,3%) 7 (50,0%) (1,341-17,018)
MC
Livres 32 (61,5%) 9 (64,3%) 1,0 0,889
Comprometidas 20 (38,5%) 5 (35,7%) (0,260-3,034)

Fonte: Proprio autor.

Legenda: Idade em anos a cirurgia; PSA — valor do Antigeno Prostatico Especifico pré-operatdrio em
ng/ml; EEP — Extensdo Extraprostatica; IVS — Invasdo de Vesicula Seminal; MC — Margens Cirtrgicas;
RC (IC 95%) — Razao de chances e intervalo de confianga de 95%; Exposto porcentagem de colunas.

4.2.2C-MYC

Observou-se positividade nuclear para C-MYC em 27,3% dos
adenocarcinomas (Tabela 04 e Figura 17). Em 40% dos casos houve marca¢ao focal em

raras células endoteliais de vasos sanguineos subcapsulares (Figura 18) e em 25% dos
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casos houve marcagdo em raras células do epitélio benigno (Figura 19), funcionando
como controle interno. Os controles externos em carcinoma escamoso (Figura 20) e
mucosa coOlica normal funcionaram adequadamente (Figura 21). Nao houve
representacdo de epitélio benigno em uma das reagdes e ndo houve representacdo de

neoplasia em trés reacdes.

Tabela 04 - Resumo dos resultados para reagdes de imuno-histoquimica com C-MYC, avaliado como
positivo e negativo

C-MYC Vasos
Total 69
Negativo 41 (59,4%)
Positivo 28 (40,6%)
C-MYC Epitélio Benigno

Total 68
Negativo 51 (75%)
Positivo 17 (25%)

C-MYC Maligno
Total 66
Negativo 48 (72,7%)
Positivo 18 (27,3%)

Fonte: Proprio autor.

Legenda: Foram obtidos 69 blocos para realizagdo de imuno-histoquimica, em uma reagdo nao houve
representagdo de epitélio benigno e em trés reagdes nao houve representagdo de neoplasia. Porcentagem
exposta sobre numero de casos validos.
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nas

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Imuno-histoquimica, aumento 400x, marcagdo nuclear para C-MYC em glandulas neoplasica
infiltrativas.

Figura 18 - Fotomicrografia da marcagdo do C-MYC em células vasculares.
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Fonte: Proprio autor.
Legenda: Imuno-histoquimica, 400x, marcagdo nuclear para C-MYC em raras células vasculares.
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Figura 19 - Fotomicrografia da marcagdo de C-MYC observada em raras células na porg¢do basal do
epitélio néo neo lésico
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Fonte: Propr10 autor.

Legenda: Imuno-histoquimica, 400x, marcacao nuclear em células basais do epitélio ndo neoplasico.

Figura 20 - Fotomicrografia de controle externo de C-MYC em carcinoma escamoso

Fonte: Préoprio autor.
Legenda: Imuno-histoquimica, 400x, controle externo de padronizagdo do C-MYC, demonstra marca¢io
nuclear.
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Figura 21 - Fotomicrografia controle externo para C-MYC na por¢éo criptica da mucosa colica normal

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Imuno-histoquimica, aumento 400x, controle externo do C-MYC em células de criptas de colo
normal.

A positividade para C-MYC se associou com a infiltragdo da vesicula
seminal e com o escore de Gleason (Tabela 05). Prostatectomias com positividade para
C-MYC na neoplasia demonstraram risco de infiltragdo da vesicula seminal na ordem
de 8,846, enquanto que o risco para escores de Gleason maiores que 6 foi de 8,500. Nao
houve associagdo significativa com a idade dos pacientes, PSA pré-operatorio, extensao

extraprostatica, margens cirirgicas e estadiamento.
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Tabela 05 - ParAmetros de avalia¢do clinico-patologicos verificados em pacientes com céncer de prostata
conforme a marcagdo para C-MYC na neoplasia: estratificacdo em negativo e positivo, baseada nos
resultados de 66 reacdes, nivel de significancia avaliado pelo Teste exato de Fisher

Parametro C-MYC negativo  C-MYC positivo  Significancia RC
(Valor p) (1C 95%)

Idade
<65 19 (39,6%) 8 (44,4%) 0,783 0,819 (0,274-2,443)
> 65 29 (60,4%) 10 (55,6%)

PSA
<10 30 (62,5%) 12 (66,7%) 1,0 0,833 (0,266-2,608)
>10 18 (37,5%) 6 (33,3%)

Gleason

6 34 (70,8%) 4 (22,2%) 0,001 8,500 (2,378-30,377)
>7 14 (29,2%) 14 (77,8%)

EEP
Ausente 39 (81,3%) 12 (66,7%) 0,322 2,167 (0,640-7,331)
Presente 9 (18,8%) 6 (33,3%)

VS
Ausente 46 (95,8%) 13 (72,2%) 0,014 8,846 (1,535-50,987)
Presente 2 (4,2%) 5(27,8%)

Estadiamento

pT2 39 (81,3%) 11 (61,1%) 0,112 2,758 (0,836-9,092)
pT3 9 (18,8%) 7 (38,9%)

MC
Livre 33 (68,8%) 8 (44,4%) 0,091 2,750 (0,904- 8,362)
Comprometida 15 (31,3%) 10 (55,6%)

Fonte: Proprio autor

Legenda: Idade em anos a cirurgia; PSA — valor do Antigeno Prostatico Especifico pré-operatorio em
ng/ml; EEP — Extensdo Extraprostatica; IVS — Invasdo de Vesicula Seminal; MC — Margens Cirtrgicas;
RC (IC 95%) — Razao de chances e intervalo de confianga de 95%; Exposto porcentagem de colunas.

4.2.3N-MYC

Todos os casos foram completamente negativos para o N-MYC na imuno-
histoquimica, ndo se observando marcagdo na por¢do benigna € na por¢cao maligna

(Tabela 06 e Figura 22).
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Tabela 06 - Resumo do resultado das reagdes de imuno-histoquimica para N-MYC

N-MYC Epitélio Benigno

Total 69

Negativo 69 (100%)

Positivo 0 (0%)
N-MYC Maligno

Total 66

Negativo 66 (100%)

Positivo 0 (0%)

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Foram obtidos 69 blocos para realizagdo de imuno-histoquimica, em trés reagdes nao houve
representacdo de neoplasia.

Figura 22 - Fotomicrografia de reagdo de imuno-histoquimica para N-MYC no carcinoma acinar usual
rostatico.

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Imuno-histoquimica para N-MYC, aumento 400x, auséncia completa de marcacdo no
adenocarcinoma prostatico.

As reagdes de imuno-histoquimica foram validadas em neuroblastoma
metastatico amplificado para N-MYC pela técnica de Hibridizagdo “in situ” com

Fluoresceina (FISH) (Figura 23) e apresentaram marcagao adequada (Figura 24).
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Figura 23 - Fotomicrografia da reagdo de FISH para N-MYC em neuroblastoma metastatico.

Fonte: Proprio autor.

Legenda: Neuroblastoma, aumento 1000x, na célula a esquerda observam-se duas marca¢des em verde,
representando a marcac¢do do centrdmero do cromossomo 2, em vermelho observam-se multiplas copias
do N-MYC, utilizado para validar a reagdo imuno-histoquimica do N-MYC

Figura 24 - Fotomicrografia de reagdo de imuno-histoquimica para N-MYC em neuroblastoma
metastatico.

-
.-‘-. +

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Imuno-histoquimica para N-MYC, aumento de 400x, positividade nuclear em células de
neuroblastoma metastatico amplificado.
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Foram realizadas reagdes de imuno-histoquimica para teste em carcinoma
neuroenddcrino de pequenas células prostatico, proveniente de ressecgdo transuretral, as

quais resultaram negativas (Figura 25).

Figura 25 - Fotomicrografia de carcinoma neuroendécrino de pequenas células com marcagdo imuno-
histoquimica para N-MYC.

Fonte: Proprio autor.

Legenda: Imuno-histoquimica, 400x, auséncia de marcagdo para N-MYC em neoplasia prostatica,
composta por pequenas células, positivas para marcadores neuroendocrinos, obtida de material de
ressec¢do transuretral.

4.2.4 Aurora Quinase A

Dois casos (2/69 — 2,9%) demonstraram positividade moderada para
AURKA no citoplasma do epitélio neoplasico (Tabela 07, Figura 26), 97,1% dos casos
(66/68) ndo tiveram marcagdo ou se observaram raras células representando menos de
1% da neoplasia. Em 46,3% dos casos houve marcagdo do epitélio ndo neoplasico
(Figura 27) e em 98,5% dos casos observou-se controle interno em células inflamatorias
(Figura 28). Em um caso ndo houve representacdo de neoplasia nas reagdes de imuno-

histoquimica, bem como, nao houve representacao de epitélio benigno em dois casos.
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Tabela 07 - Resumo das rea¢des imuno-histoquimicas para AURKA

AURKA Inflamagéo

Total 69

Negativo 1 (1,45%)

Positivo 68 (98,55%)

AURKA Epitélio Benigno

Total 67

Negativo 36 (53,7%)

Positivo 31 (46,3%%)
AURKA Maligno

Total 68

Negativo 66 (97,1%)

Positivo 2 (2,9%)

Fonte: Proprio autor.

Legenda: Foram obtidos 69 blocos para realizagdo de imuno-histoquimica, em duas reagdes ndo houve
representacdo do epitélio benigno e em uma reacdo ndo houve representacdo da neoplasia. Porcentagem
exposta sobre niimero de casos validos.

Figura 26 - Fotomicrografia de imuno-histoquimica com marca¢do de AURKA na neoplasia

Fonte: Proprio autor.
Legenda. Imuno-histoquimica, aumento 400x, marcacdo da AURKA em células neoplasicas.
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Figura 27 - Fotomicrografia de imuno-histoquimica com marcacdo para AURKA no epitélio ndo
neoplasico.

Fonte: Proprio autor:
Legenda: Imuno-histoquimica, 400x, marcagdo citoplasmatica, por vezes com reforco em dots
perinucleares (ponto mais escuros na marcagao).

Figura 28 - Fotomicrografia de imuno-histoquimica com marcagdo para AURKA em células
inflamatdrias

rw

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Imuno-histoquimica AURKA, aumento 400x, marcacdo citoplasmatica em células inflamatorias
no estroma prostatico.
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A positividade para AURKA na neoplasia ndo se associou a nenhum fator

de prognostico avaliado (Tabela 08).

Tabela 08 - Pardmetros de avaliagdo clinico-patologicos verificados em pacientes com cancer de prostata
conforme a marcagao para AURKA na neoplasia: estratificagdo em negativo e positivo, baseado nos
resultados de 68 reacgdes, nivel de significancia avaliado pelo Teste exato de Fisher

Parametro AURKA negativo  AURKA positivo  Significancia RC (1C95%)
(Valor p)

Idade
<65 26 (39,4%) 1 (50,0%) 1,0 0,650 (0,039-10,855)
>65 40 (60,6%) 1 (50,0%)

PSA
<10 42 (64,6%) 1 (50,0%) 1,0 1,826 (0,109-30,576)
>10 23 (35,4%) 1 (50,0%)

Gleason

6 39 (59,1%) 1 (50,0%) 1,0 1,444 (0,087-24,110)
>7 27 (40,9%) 1 (50,0%)

EEP
Ausente 51(77,3%) 1 (50,0%) 0,418 3,400 (0,200-57,670)
Presente 15 (22,7%) 1 (50,0%)

VS
Ausente 59 (89,4%) 2 (100,0%) 1,0 0,967 (0,924-1,013)
Presente 7 (10,6%) 0 (0,0%)

Estadiamento

pT2 50 (75,8%) 1 (50,0%) 0,440 3,125 (0,185-52,870)
pT3 16 (24,2%) 1 (50,0%)

MC
Livres 42 (63,6%) 1 (50,0%) 1,0 1,750 (0,105-29,266)
Comprometidas 24 (36,4%) 1 (50,0%)

Fonte: Proprio autor

Legenda: Idade em anos a cirurgia; PSA — valor do Antigeno Prostatico Especifico pré-operatério em
ng/ml; EEP — Extensdo Extraprostatica; IVS — Invasio de Vesicula Seminal; MC — Margens Cirtrgicas;
RC (IC 95%) — Razéo de chances e intervalo de confianga de 95%; Exposto porcentagem de colunas.

4.2.5 CD44s

Houve positividade para o CD44s ao menos focal na neoplasia em 49,2%
dos casos, sendo que quando considerados em escores, a positividade encontrada foi em
12,3% dos casos (Tabela 09, Figura 29). O epitélio ndo neoplasico mostrou-se positivo
para CD44s em 27 pacientes (39,7%) (Figura 30) e houve marcacdo de células
inflamatorias em 42% dos casos (Figura 31). A marcag¢do observada no epitélio ndo
neoplésico foi circunferencial em células basais e de forma basolateral nas células
luminais, sendo que a expressao na neoplasia foi ou completa ao redor das células ou
incompleta e focal. Nao houve representacao de epitélio benigno em uma reagdo e nao

houve representacdo de neoplasia em quatro reagdes.
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Tabela 09 - Resumo das reagdes de imuno-histoquimica para o CD44s, plotado conforme auséncia total
de positividade e positividade ao menos focal e marcagdo conforme escores negativo (0-3) e positivo (4-
6)

CD44s Inflamacéo

Total 69
Negativo total 27 (39,1%)
Positivo ao menos focal (1-6) 42 (60,9%)
Negativo (0-3) 40 (58,0%)
Positivo (4-6) 29 (42,0%)
CD44s Benigno
Total 68
Negativo total 24 (35,3%)
Positivo ao menos focal (1-6) 44 (64,7%)
Negativo (0-3) 41 (60,3%)
Positivo (4-6) 27 (39,7%)
CD44s Maligno
Total 65
Negativo total 33 (50,8%)
Positivo ao menos focal (1-6) 32 (49,2%)
Negativo (0-3) 57 (87,7%)
Positivo (4-6) 8 (12,3%)

Fonte: Proprio autor.

Legenda: Foram obtidos 69 blocos para realizacdo de imuno-histoquimica, em uma reagdo nao houve
representagdo do epitélio benigno e quatro reagdes ndo houve representagdo da neoplasia. Porcentagem
exposta sobre numero de casos validos.
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Figura 29 - Fotomicrografia da marcagdo do CD44s em células neoplasicas.

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Imuno-histoquimica com marcagdo para CD44s, aumento 400x, marcagdo basolateral em
células neoplasicas, intensidade de marcagdo intermediaria (2) em mais de 75% das células (3).

Figura 30 - Fotomicrografia da marcagdo imuno-histoquimica do CD44s no epitélio ndo neoplasico

Fonte: Proprio autor.
Legenda:Imuno-histoquimica para CD44s, aumento 400x, marcacdo basolateral em células luminais e
circunferencial em células basais, intensidade forte (3) em mais de 75% das células (3).
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Figura 31 - Fotomicrografia da marcagéo imuno-histoquimica do CD44s em células inflamatorias.

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Imuno-histoquimica,para CD44s, aumento de 400x, marca¢do de membrana e citoplasmatica
foi observada em células inflamatdrias estromais.

A positividade para CD44s no adenocarcinoma se associou com o PSA pré-
operatério quando analisado de forma continua, observando-se mediana de 8,42 (3,06-
94,3) nos casos negativos para CD44s e mediana de 5,43 (4,16-16,35) nos casos
positivos, com valor de p=0,029 pelo teste de Mann-Whitney.

O escore de marcagdo do CD44s se correlaciona com o escore do padrdo de
Gleason, quando analisado pela correlacdo de Spearman (Ro=-0,204; p=0,042; Tabela
10), sendo que quanto maior o escore de Gleason menor a positividade para CD44s.
Quando analisado de forma categorica e agrupada, perdeu-se a associagdo entre a
expressao do CD44 e o nivel sérico de PSA pré-operatorio e o escore de Gleason
(Tabela 11).

A presenga ou a auséncia de imunoexpressao para o CD44s ndo se associou
com extensdo extraprostatica, invasdo de vesiculas seminais, estadiamento e margens

cirargicas (Tabela 11).
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Tabela 10 - Correlagdo entre o padrio de Gleason conforme positividade para CD44s estratificado em
escores negativo (0-3) e positivo (4-6)

Gleason 3 Gleason 4 Gleason 5
CD44s
Negativo 57 (87,7%) 30 (96,7%) 5 (100%)
Positivo 8 (12,3%) 1(3,2%) 0 (0%)

Fonte: Proprio autor

Legenda: Houve representagdo de neoplasia em 65 reagdes realizadas para CD44s, todas as reagdes
demonstraram representagdo de Gleason padrdo 3; 31 reacdes demonstraram Gleason padrio 4 e 5
reacdes demonstraram Gleason padrdo 5. Oito casos foram positivos para CD44s, a totalidade de
positividade foi observada em Gleason padrdo 3, um caso de padrdo 4 foi positivo e nenhum dos casos
Gleason padrdo 5 apresentou positividade.

Tabela 11 - ParAmetros de avaliagdo clinico-patologicos verificados em pacientes com cancer de prostata
conforme a marcacgdo para CD44s na neoplasia, estratificagdo em negativo (0-3) e positivo (4-6), baseado
nos resultados de 65 reacdes, nivel de significancia avaliado pelo Teste exato de Fisher

Fator CD44s CD44s Significancia RC (I1C 95%)
negativo positivo (Valor p)

Idade
<65 24 (42,1%) 3 (37,5%) 1,0 1,212 (0,264-
>65 33 (57,9%) 5(62,5%) 5,569)

PSA
<10 35 (61,4%) 7 (87,5%) 0,242 0,227 (0,026-
>10 22 (38,6%) 1 (12,5%) 1,975)

Gleason

6 31 (54,4%) 6 (75,0%) 0,449 0,397 (0,074-
>7 26 (45,6%) 2 (25,0%) 2,139)

EEP
Ausente 43 (75,4%) 7 (87,5%) 0,669 0,439 (0,050-
Presente 14/ (24,6%) 1 (12,5%) 3,883)

VS
Ausente 50 (87.7%) 8 (100,0%) 0,583 0,862 (0,778-
Presente 7 (12,3%) 0 (0,0%) 0,956)

Estadiamento

pT2 42 (73,7%) 7 (87,5%) 0,668 0,400 (0,045-
pT3 15 (26,3%) 1(2,5%) 3,527)

MC
Livres 34 (59,6%) 6 (75,0%) 0,471 0,493 (0,091-
Comprometida 23 (40,4%) 2 (25,0%) 2,659)

Fonte: Proprio autor

Legenda: Idade em anos a cirurgia; PSA — valor do Antigeno Prostatico Especifico pré-operatorio em
ng/ml; EEP — Extensdo Extraprostatica; IVS — Invasdo de Vesicula Seminal; MC — Margens Cirtrgicas;
RC (IC 95%) — Razdo de chances e intervalo de confianga de 95%; Exposto porcentagem de colunas.

4.3 Recorréncia Bioguimica

Dos 74 pacientes submetidos a prostatectomia no periodo de 2008 a 2013
obteve-se seguimento clinico de 69 (93,2%), estes foram acompanhados por um periodo

mediano de 41 (2-89) meses. Dois pacientes foram a 6bito, um deles no pos-operatorio
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imediato e outro apds seguimento clinico sem ter apresentado recorréncia bioquimica,
sendo consideradas causas de 6bito nao relacionadas a neoplasia. Nenhum dos pacientes
incluidos foi submetido a hormonioterapia pré-operatdria ou pds-operatoria até o
momento da recorréncia; um paciente fora submetido a radioterapia neoadjuvante.
Houve recorréncia bioquimica em 20 dos 69 pacientes (27,0%). O tempo mediano para
recorréncia foi de 36 (2-89) meses. Os pacientes que ndo apresentaram recorréncia
foram acompanhados por um periodo de 43,43 (DP 22,45) meses e os pacientes que
apresentaram recorréncia bioquimica foram acompanhados por um periodo de 51,75
(DP 23,13) meses, ndo havendo diferenca estatistica entre o tempo de seguimento dos
grupos (p=0,180; Teste T).

Entre os pacientes que apresentaram recorréncia bioquimica; 7,2% (5/69)
foram submetidos a prostatectomia em 2008; 1,4% (1/69) em 2009; 8,7% (6/69) em
2010; 4,3% (3/69) em 2011; 5,7% (4/69) em 2012 e 1,4% (1/69) em 2013. Quanto a
porcentagem de recorréncia por ano, 45,5% dos pacientes operados em 2008 apresentou
recorréncia, 16,7% dos pacientes operados em 2009 apresentou recorréncia, 33,3% dos
pacientes operados em 2010, 25% dos pacientes operados em 2011, 36,4% dos

pacientes operados em 2012 e 9,1% dos pacientes operados em 2013 (Gréfico 01).
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Gréfico 01 - Comparagado entre o nimero de pacientes com e sem recorréncia bioquimica conforme ano
da prostatectomia

Recorréncia
Bioguimica
127 M Ausente
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104
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Ano da Prostatectomia
Fonte: Proprio autor.

Nao houve associacdo com significancia estatistica para a positividade da
cromogranina e a recorréncia pelo teste exato de Fisher (p=1,0) (Tabela 12) e pela
regressdo de Cox (Tabela 13), bem como ndo se observa diferenca na curva de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier quando comparado pelo teste de Log Rank (Grafico 02),
resultados semelhantes foram observados para as reagdes do C-MYC (Grafico 3), da

AURKA (Griafico 4) e do CD44s (Grafico 5).
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Tabela 12 - Analise da recorréncia bioquimica conforme fatores de progndstico dos pacientes submetidos
a seguimento clinico baseada na razdo de chances e analise estatistica pelo teste exato de Fisher

Recorréncia Bioquimica RC Significancia
Ausente Presente (IC95%) (Valor de p)
Cromogranina
Negativo 34 (79,1%) 15 (78,9%) 1,007 (0,268- 1,0
Positivo 9 (20,9%) 4 (21,1%) 3,791)
C-MYC
Negativo 34 (79,1%) 12 (63,2%) 2,204 (0,672- 0,218
Positivo 9 (20,9%) 7 (36,8%) 7,221)
AURKA
Negativo 44 (97,8%) 18 (94,7%) 2,444 (0,145- 0,509
Positivo 1(2,2%) 1(5,3%) 41,238)
CD44s
Negativo 22 (52,4%) 10 (52,6%) 0,990 (0,334- 1,0
Positivo 20 (47,6%) 9 (47,4%) 2,930)
Idade
<65 18 (36,7%) 11 (55,0%) 0,475 0,188
>65 31 (63,3%) 09 (45,0%) (0,165-1,365)
PSA
<10 36 (75,0%) 09 (45%) 3,667 0,025
>10 12 (25,0%) 11 (55,0%) (1,224-10,980)
Gleason
6 35 (71,4%) 5(25%) 7,500 0,001
>7 14 (28,6%) 15 (75,0%) (2,289-24,575)
EEP
Ausente 40 (81,6%) 13 (65,0%) 2,393 0,207
Presente 9 (18,4%) 7 (35,0%) (0,743-7,705)
VS
Ausente 46 (93,9%) 15 (75,0%) 5,111 0,040
Presente 3 (6,1%) 5(25%) (1,090-23,971)
Estadiamento
pT2 40 (81,6%) 12 (60,0%) 2,963 0,072
pT3 9 (18,4%) 8 (40,0%) (0,938-9,360)
MC
Livres 33 (67,3%) 10 (50,0%) 2,063 (0,714- 0,273
Comprometidas 16 (32,7%) 10 (50,0%) 5,956)

Fonte: Proprio autor.

Legenda: Idade em anos a cirurgia; PSA — nivel sérico pré-operatorio de Antigeno Prostatico Especifico
(ng/ml); IVS — Invasdo de Vesicula Seminal; EEP — Extens@o Extraprostatica; MC — Margens Cirtrgicas
RC (IC95%) — Razdo de Chances e intervalo de confianga de 95%



76

Tabela 13 - Andlise de risco conforme fatores de progndstico para recorréncia bioquimica de pacientes
submetidos a seguimento clinico ap6s prostatectomia pelo método de regressdo de Cox univariada

Variavel Hazard Ratio Intervalo de Significancia

(1C95%) Confianca (95%) (\Valor de p)
Cromogranina 1,047 0,344-3,185 0,936
C-MYC 1,878 0,739-4,774 0,186
AURKA 2,326 0,306-17,661 0,414
CD44s 1,100 0,446-2,710 0,836
Idade 0,516 0,213-1,247 0,142
PSA 0,322 0,132-0,782 0,012
Gleason 4,907 1,779-13,53 0,002
IVS 0,605 0,364-1,008 0,054
EEP 0,685 0,429-1,095 0,114
Estadiamento 0,643 0,406-1,017 0,059
MC 0,757 0,488-1,175 0,214

Fonte: Proprio autor
Legenda: Idade em anos a cirurgia; PSA — nivel sérico pré-operatorio de Antigeno Prostatico Especifico
(ng/ml);IVS — Invasdo de Vesicula Seminal; EEP — Extensdo Extraprostatica; MC — Margens Cirurgicas.

Grafico 02 - Probabilidade de recorréncia bioquimica conforme marca¢do imuno-histoquimica para
cromogranina na neoplasia: negativo (0 e 1+), negativo (2+ e 3+) curva de Kaplan-Meier, significancia
avaliada pelo teste de Log Rank
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Gréfico 03 - Probabilidade de recorréncia bioquimica conforme positividade C-MYC na neoplasia, curva
de Kaplan-Meier, significancia avaliada pelo teste de Log Rank
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Gréfico 04 - Probabilidade de recorréncia bioquimica conforme positividlade AURKA na neoplasia,
curva de Kaplan-Meier, significancia avaliada pelo teste de Log Rank
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Gréfico 05 - Probabilidade de recorréncia bioquimica conforme positividade para CD44s na neoplasia,
Curva de Kaplan-Meier, nivel de significancia avaliada pelo teste de Log Rank

. CD44s
I:I —Megativo
1Positiva

., = 1-censurado

ll'_ L—— t + — 2-censurado

T

0,54 M—‘ R s IS

Probabilidade de Nio-Recorréncia

0,49

0,2

oo p = 0,346
I T I I T |
o] 20 40 &0 a0 100

Tempo de Recorréncia Bioquimica (Meses)
Fonte: Proprio autor.

Em todas as metodologias de anélise utilizadas o nivel sérico de PSA pré-
operatorio e o Escore de Gleason estiveram relacionados com a recorréncia bioquimica
(Tabela 12, Tabela 13, Grafico 07 e Grafico 08), enquanto que a invasdo da vesicula
seminal esteve associada com a recorréncia pelo teste exato de Fisher e pela curva de
Kaplan-Meier com teste de Log Rank (Grafico 10), ficando com significancia periférica
na regressao Cox (p=0,054). O estadiamento patoldgico em pT2 e pT3 se associou com
a recorréncia na curva de Kaplan-Meier (Grafico 11), ficando também com significincia
periférica na regressdo de Cox (p=0,059). Idade (Grafico 06), extensdo extraprostatica
(Grafico 09) e o estatos das margens cirurgicas (Grafico 12) ndo apresentaram

significancia estatistica em relacao a recorréncia bioquimica.
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Gréfico 06 - Probabilidade de recorréncia bioquimica em fungdo da idade agrupada em < 65 anos e > 65
anos, Curva de Kaplan-Meier, significancia avaliada pelo teste de Log Rank
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Grafico 07 - Probabilidade de recorréncia bioquimica em fungdo do PSA sérico pré-operatorio
categorizado em < 10 ng/ml e > 10 ng/ml, Curva de Kaplan-Meier, significancia avaliada pelo teste de
Log Rank.
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Grafico 08 - Probabilidade de recorréncia bioquimica em fungdo do escore de Gleason, agrupado em
escore 6 e >7, Curva de Kaplan-Meier, significancia avaliada pelo teste de Log Rank
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Grafico 09 - Probabilidade de recorréncia bioquimica em fungdo da Extensdo Extraprostatica, presente
ou ausente, Curva de Kaplan-Meier, significancia avaliada pelo teste de Log Rank
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Gréfico 10- Probabilidade de recorréncia bioquimica em func¢do da Infiltragdo da Vesicula Seminal
presente ou ausente, Curva de Kaplan-Meier, significancia avaliada pelo teste de Log Rank
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Gréfico 11 - Probabilidade de recorréncia bioquimica em fungdo do Estadiamento, agrupado em pT2 e
pT3, Curva de Kaplan-Meier, significancia avaliada pelo teste de Log Rank
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Gréfico 12 - Probabilidade de recorréncia bioquimica em fungdo das Margens Cirtrgicas, livres ou
comprometidas, Curva de Kaplan-Meier, significancia avaliada pelo teste de Log Rank
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5 DISCUSSAO

No presente estudo buscou-se avaliar se a presenga de diferenciagao
neuroendodcrina e fatores indutores de diferenciacdo neuroendocrina e de células tronco
poderia estar associada com evolucao dos pacientes submetidos a prostatectomia radical
por cancer de prostata.

As caracteristicas histopatoldgicas e clinico-laboratoriais avaliadas em
relacdo a idade, ao nivel sérico de PSA pré-operatorio, ao escore de Gleason, a extensao
extraprostatica, ao estadiamento e as margens cirargicas, foram semelhantes as
observadas em outras séries descritas, muitas envolvendo mais de uma centena de

38;221; 222; 223;121; 122; 224; 225; 226

pacientes. Houve discreta diferenca em relacdo a infiltragao

’ . . ; 226; 22
da vesicula seminal, pois se relatam taxas de 3,3 a 7,6%,3 7,226,227

tendo sido observado,
na populacdo em estudo, valor levemente maior de 10,8%.

Todos os tumores avaliados corresponderam a adenocarcinomas acinares.
Nenhum dos casos da presente série apresentou diferenciacdo neuroenddcrina na
morfologia, seja de baixo, seja de alto grau. Tendo havido positividade para
cromogranina na neoplasia em 21% das amostras, estas foram classificadas como
adenocarcinoma usual com diferencia¢do neuroendécrina.’® *% 37

Conforme a classificacio do “The Prostate Cancer Foundation” de 2013 %
adenocarcinomas acinares usuais com células neuroendocrinas sdo constituidos por
adenocarcinomas, de outra forma tipicos, com focos ou areas de células com marcagao
neuroenddcrina entre as células de diferenciagdo epitelial e apresentam significado
clinico desconhecido, ndo havendo recomendagdo para pesquisa de rotina. Os tumores
carcinoides prostaticos incluiriam tumores neuroendocrinos bem diferenciados
ocorrendo na prostata, sem correlagdo com adenocarcinoma acinar usual, os quais
frequentemente ndo cursam com elevacdo do PSA, sendo extremamente raros e
presentes em pacientes jovens, podendo estar associados a sindromes de neoplasia
neuroenddcrina  multipla. Carcinomas neuroendécrinos de pequenas células,
correspondem a carcinomas com morfologia nuclear tipica, auséncia de nucléolo,
presenca de emoldamento nuclear com fragilidade, artefato de esmagamento, alta
relacdo nucleo/citoplasma, bordas celulares indistintas, alta taxa mitdtica e frequentes
corpos apoptoticos; t€ém um curso clinico agressivo com frequentes metastases viscerais,

sendo tratado com quimioterapia. Carcinomas neuroendocrinos de alto grau mistos com

adenocarcinoma acinar usual representariam carcinomas com padrdo bifasico em uma
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mistura de componentes neuroendocrino de alto grau (pequenas ou grandes células) e
adenocarcinomas tipicos, a maioria dos pacientes apresenta-se com doenca metastatica
hormdnio-insensivel, sdo tratados com quimioterapia e terapia de deprivacdo hormonal.
Carcinomas neuroenddcrinos de grandes células sdo vistos como carcinomas com
grandes ninhos celulares formando palicada periférica, frequente necrose geografica,
nucléolo proeminente, cromatina vesiculosa, células aumentadas de volume com
citoplasma amplo, alta taxa mitdtica, sendo excepcionalmente raro na sua forma pura,
na sua maioria representam progressao de adenocarcinoma acinar apos terapia de
deprivagdo hormonal, tém curso clinico bastante agressivo.

Dessa forma, parece ndo haver davidas de que os carcinomas
neuroenddcrinos de alto grau sdo agressivos € com progndstico reservado, merecendo
tratamentos diferenciados, porém a importancia da diferenciagdo neuroendodcrina de
baixo grau em carcinomas acinares ainda continua a ser definida, bem como se ela
representa uma lesdo precursora de carcinomas neuroendécrinos de alto grau. Especula-
se, ainda, que a inibigdo do compartimento neuroenddcrino diminuiria os fatores de
crescimento e poderia prevenir a progressio da doenga,”® sendo que terapias alvo
contra células neuroendodcrinas associadas a terapia enddcrina poderiam ter um
potencial curativo nos pacientes.*"

Todavia, ha muitos argumentos contra a importancia da diferenciagdo
neuroenddcrina de baixo grau em adenocarcinomas usuais como fator progndstico. Em
revisdo sistematica de relatos de casos de pacientes que evoluiram para carcinomas
neuroenddcrinos de alto grau, ndo houve associagcdo com diferenciacdo neuroendocrina
na prostatectomia prévia.”*’

Para Bostwick et al, 2014,8 a maioria dos estudos nao encontrou relacao
entre adenocarcinomas usuais com diferenciagdo neuroenddcrina e evolugao
desfavoravel, argumentando que, os que encontraram relagdo foram baseados em
analises estatisticas univariadas, resultados que ndo se reproduziram quando se utilizam
analises multivariadas. Argumentando-se também que, a associacdo com diferencia¢do
neuroenddcrina & vista em 10 a 100% dos adenocarcinomas prostaticos,”’ sendo que
virtualmente todos os casos de adenocarcinoma apresentam diferenciagdo
neuroenddcrina ao menos focal, a depender do nimero de amostras submetidas a
imuno-histoquimica e das técnicas realizadas.®

Na amostra estudada, houve associagdo entre a diferenciagao

neuroenddcrina e carcinomas mais agressivos em relacdo a infiltragdo de vesiculas
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seminais e estadiamento, porém ndo se observou associagdo com a recorréncia
bioquimica. Associacao da diferenciacdo neuroenddcrina com a presenca de fatores de
pior evolucdo sem associacdo com recorréncia bioquimica também ja foi descrita em
estudos prévios.>" #*? A recorréncia bioquimica pode ser detectada muitos anos antes
da recorréncia clinica.'*® Uma série de fatores pode influenciar na recorréncia ¢ nem
todos os homens que apresentam recorréncia bioquimica terao progressao da doenga. Na
sériec de Pound et al, 1999,** 15% dos pacientes submetidos a prostatectomia
desenvolveram recorréncia bioquimica em 15 anos, 34% dos pacientes que
desenvolveram recorréncia evoluiram com metastases em um periodo de 8 anos ¢ 43%
dos pacientes que desenvolveram metastases foram a 6bito pelo cancer de prostata apos
um tempo médio de 5 anos. Assim, a anélise da recorréncia bioquimica como desfecho
em relagdo a evolucdo da doenga ¢ passivel de criticas por ndo apresentar relagdo linear
com mortalidade. Porém, tem sido amplamente utilizada em estudos com curto periodo
de seguimento, pois, aproximadamente 90% das recorréncias bioquimicas ocorrem até 5
anos ap0s a cirurgia.”*

Seguindo a linha de raciocinio proposta para este estudo, na qual a
diferenciagdo neuroendocrina nas fases iniciais do adenocarcinoma prostatico
representaria predisposi¢do para evolucdo a adenocarcinomas neuroendocrinos de alto
grau, como consequéncia da terapia de deprivacdo hormonal, a recorréncia bioquimica
representaria estdgio intermediario de evolugdo, uma vez que, de forma geral inicia-se a
deprivagdo hormonal nos pacientes com cancer localizado quando ocorre recidiva.
Maior tempo de seguimento seria necessario para avaliar a recorréncia clinica da
doenga. De acordo com essa suposi¢ao, alguns autores relatam que apds 10 anos de
seguimento as curvas de sobrevivéncia comecam a se afastar de forma significativa
conforme a positividade da cromogranina.”* #*® Os pacientes avaliados nesse estudo

tiveram seguimento mediano de 3,4 anos.

Em relagdo aos resultados observados para o C-MYC deve-se considerar a
positividade global encontrada na neoplasia inferior a observada em outros estudos, a
associacdo com neoplasia mais agressivas € a auséncia de associagdo com recorréncia

bioquimica. O trabalho de Jenkins et al, 1997,

constitui um dos primeiros trabalhos,
analisando a associagdo entre o cancer de prostata e C-MYC, no qual ao se avaliar em
prostatectomias, as correlagdes com ganho do cromossomo 8, localizagdo do C-MYC,

observou-se que a amplifica¢do do 16cus 8q24 pelo método de FISH se associou com a
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expressdo imuno-histoquimica da proteina C-MYC, pelo clone 9E11. no tecido ndo
neoplasico, no carcinoma primario € no carcinoma metastatico para linfonodos.
Relatando a existéncia de copias extras do locus 8q24 em 44% dos focos de carcinoma e
92% das metastases em linfonodos. Amplificacdo isolada do 8q24 foi observada em
21% das metastases e 8% dos carcinomas. Positividade focal para o marcador imuno-
histoquimico foi vista no epitélio benigno, positividade difusa foi vista em 82% dos
canceres, correlacionando-se com o ganho de cromossomos 8 € com a amplificacdo do
8q24. Sato et al, 1999,%* demonstraram pior evolugdo clinica dos pacientes com

2
9, 39 observaram

alteracdes do cromossomo 8 e do locus 8q24. Budenforf et al, 199
amplificacdo do C-MYC em 10,6% dos carcinomas prostaticos metastaticos, em 4,3%
dos carcinomas com recorréncia local, porém, sem alteracdes nos carcinomas primarios.

Epstein et al, 2005,''? observaram que amplificagdo do 8q24 se associou
com a superexpressdo imuno-histoquimica do C-MYC nuclear, porém apenas a
amplificacdo e ndo a superexpressao esteve associada com agressividade tumoral, sendo
que aproximadamente 25% dos casos tiveram superexpressao imuno-histoquimica sem
correlacdo com amplificacdo génica.

Ribeiro et al, 2007,**° demonstraram que a amplificagdo da regido 8q24 esta
associada com fatores de pior prognostico em bidpsias.

Gurel et al, 2008,%*! relatam que a expressdo do mRNA do C-MYC eleva-se
no cancer de prostata em relacdo ao epitélio normal e ¢ menor na hiperplasia prostatica
benigna, observando-se que o aumento no mRNA ndo apresentava correlagdo direta
com expressao proteica e ganho de fungdo. Ao estudar a expressdo imuno-histoquimica
nuclear do clone Y69 do C-MYC no epitélio normal, no epitélio atréfico, no PIN e no
carcinoma de prostata primario e metastatico, observou que na maioria dos casos o
epitélio normal ndo expressava C-MYC e quando expressa, esta ¢ de baixa intensidade e
principalmente de localizacdo basal. Células endoteliais expressaram C-MYC de forma
variavel e células estromais sdo negativas. A mediana de expressdo nas areas atroficas €
semelhante a do epitélio normal, porém com expressdo predominante em células
luminais. No carcinoma, a maioria das células foi positiva forte para C-MYC, sendo que
independentemente do escore de Gleason as areas neoplasicas expressam mais C-MYC
que as cé€lulas normais. A comparagdao entre diferentes escores de Gleason nao foi
linear, pois as areas de Gleason 4 tiveram menor expressao que as de Gleason 3 e areas
de Gleason 5 tiveram expressdo semelhante as de Gleason 3. A expressdo nas

metastases em linfonodos e o0ssos de pacientes ndo tratados foi semelhante ao carcinoma
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primario e maior que o epitélio normal. Em rela¢do a amplificagdo do 8q24 (8q24.12-
24.13), por FISH, observou-se que esteve correlacionada com o escore de Gleason,
quanto mais alto o escore de Gleason maior o encontro de amplificagdo do 8q24, porém
nio houve correlagio com a expressio imuno-histoquimica.**'

Hawksworth et al, 2010,%*?

relataram que a expressdo do mRNA do C-MYC
nos carcinomas ¢ maior que no epitélio benigno, ndo se correlacionando com raga,
estadiamento, escore de Gleason e estatus das margens cirlrgicas, porém
correlacionando-se com recorréncia bioquimica. A expressdo imuno-histoquimica e o
aumento na expressao do mRNA ndo apresentaram forte correlacao.

Em resumo, a amplificagdo do cromossomo 8, a amplificacdo da regido
8924, o aumento da expressdo do mRNA do C-MYC e a superexpressdo protéica do C-
MYC sdo bem descritas na literatura para o cancer de prostata, ndo havendo relacdo
direta entre amplificacdo e superexpressdo e parecendo que apenas a amplificagdo tem

relagio com prognostico. Os achados de Gurel et al, 2008,**

também suportam a
hipétese de que o C-MYC participa do processo fisioldgico normal da prostata, porém a
sua superexpressdo ¢ um fendmeno bastante comum no carcinoma, sendo um evento
critico, precoce e prevalente na carcinogénese prostatica. Propondo-se que a expressao
de C-MYC preferencialmente em células luminais, no PIN, na atrofia e no carcinoma
poderiam ser uma evidéncia de desdiferenciagcdo das células terminais para células com
diferenciagdo intermedidria ou células-tronco, impedindo a diferenciagdo terminal.
Quando se comparou a taxa de positividade encontrada para o C-MYC no

presente estudo, com os achados publicados por Gurel et al, 2008,

os quais utilizaram
o mesmo clone para reacdo, observou-se que, naquele estudo, houve uma positividade
global no epitélio prostatico normal de 23% e no carcinoma de 81,6%, diferindo em
relacdo a taxa de positividade encontrada neste estudo que foi de 27,3% na neoplasia e
concordante em relacdo a positividade focal e basal em 25% do epitélio ndo neoplasico.
Achados muito semelhantes foram encontrados, no presente estudo, com a repeti¢ao da
reacdo com outro clone de anticorpo (EP121).

Algumas hipoteses podem ser aventadas para justificar a taxa de
positividade inferior em relacdo a imunoexpressio do C-MYC na neoplasia. As
amostras de prostatectomias utilizadas nao foram processadas imediatamente apos a
cirurgia e foram fixadas em formol 10% inteiras, podendo haver interferéncia na
positividade para o C-MYC devido a artefatos de fixacdo. Outro dado ¢ que o tempo e

.~ . . . .. . 124
as condicdes de armazenamento podem interferir na antigenicidade do material.**
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Porém, analisando de forma indireta, 98,5% das amostras mostraram marcagdo ao
menos focal para cromogranina.

A parte a consideracdo acima, pode-se supor que a populagdo em estudo
apresenta menores taxas de expressdo de C-MYC na patogénese neoplésica, sendo
necessario melhor caracterizacdo desse achado, possivelmente com a pesquisa da
expressao do mRNA do C-MYC por PCR e/ou pela pesquisa da amplificagdo génica do
8924 por FISH.

Por outro lado, neste estudo, houve associagao entre a expressao do C-MYC
com escores de Gleason mais altos e com a infiltragdo da vesicula seminal, porém nao

houve associagao com a recorréncia bioquimica.

Nao se observou expressao imuno-histoquimica para o N-MYC, clone NMC
IT 100, nas prostatectomias estudadas. Nao ¢ possivel comparagdo desse achado com
estudos prévios, pois os existentes sao baseados em biologia molecular. Bubendorf et al,
1999,° ndo encontraram amplificacio do N-MYC em 164 tumores prostaticos
primdrios, recorrentes € metastaticos, através da técnica de FISH. Ao contrario de
Mosquera, JM, et al, 2013'! que demonstraram amplificacdo do N-MYC em 70% dos
carcinomas primarios prostaticos que evoluiram para carcinomas neuroenddcrinos, em
69% dos carcinomas neuroendocrinos tratados, em 83% das metastases de carcinomas
neuroenddcrinas e em 5% de carcinomas ndo selecionados.

A auséncia de imunoexpressdo para 0 N-MYC clone NCM II 100, na
préstata, mesmo com a validagdo da reagdo da técnica em neuroblastoma metastatico
amplificado, requer mais estudos. A possibilidade de problemas na fixacdo, como a
referida para o C-MYC também deve ser considerada, porém esta foi reduzida ao se
fazer a reagdo em carcinoma neuroendocrino prostatico de alto grau, proveniente de
ressecgdo transuretral, composta por fragmentos pequenos e de facil fixacao, realizada
em formol 10% tamponado; mostrando-se também totalmente negativa. Com base nas
técnicas utilizadas ndo ¢ possivel inferir se a proteina presente na neoplasia prostatica ¢
diferente da proteina expressa pelo neuroblastoma, justificando a negatividade, ou se
ndo ha expressdo do N-MYC nos casos avaliados, devido ao fato de ndo haver

superexpressao e/ou amplificacao.

A Aurora Quinase A (AURKA) foi positiva na imuno-histoquimica em

98,5% dos casos nas células inflamatorias e em 46,3% no epitélio benigno. Quanto a
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marcagdo no epitélio prostatico nao neoplasico, houve marcacao citoplasmatica intensa
em pequeno niimero de células. Buschhorn et al, 2005,*** descreve positividade de 29%
dos casos no epitélio benigno, utilizando-se clone diferente com marca¢do em dot
perinuclear. Ao contrario de Beltran et al, 201 1,7 que ndo encontraram
imunoexpressao de AURKA no epitélio ndo neoplasico utilizando-se o mesmo clone, de
marcacao citoplasmatica.

Dois casos avaliados apresentaram marca¢do para AURKA na neoplasia
(2,8%). Beltran et al, 2011"" relatam uma porcentagem de imunoexpressio da AURKA
em 12% dos adenocarcinomas usuais € em 76% dos carcinomas neuroendocrinos, com
expressao fraca e focal nos adenocarcinomas usuais e forte e difusa nos carcinomas
neuroenddcrinos. Ainda segundo Beltran et al, 2011,"" a amplificagio ¢ a
superexpressdo do N-MYC e da AURKA s3o eventos frequentes em carcinomas
neuroenddcrinos da prostata e presentes em 5% dos pacientes com adenocarcinoma
usual, acreditando que estes pacientes podem estar sob risco para desenvolvimento de
formas mais agressivas de carcinoma e que poderiam se beneficiar de tratamentos mais
intensivos.

No momento a literatura cientifica tende a associar a elevagdo da AURKA
com progndstico pobre dos tumores'”' e por suas agdes no ciclo celular e seu potencial
oncogénico a AURKA tém se tornado um alvo popular em terapéuticas, seja
especificamente contra a forma A, seja com drogas pan-Aurora quinase.”' Carcinomas
neuroenddcrinos prostaticos apresentam sensibilidade, “in vivo™ e “in vitro™, a inibi¢ao
da Aurora quinase pelo PHA-739358 (Nerviano Medical Science, Milan, Italy),
demonstrando completa supressdo de marcadores neuroendocrinos e regressdao da
superexpressio do N-MYC.'®" Os inibidores da Aurora quinase que entraram em teste
pré-clinicos MK-0457 e MK-5108 (Merck), AZD1152 (Astra Zeneca), At9283 (Astex
Therapeutics), PF-03814735 (Pfizer), AS703569 (EMD Serono), PHA-739358
(Nerviano), MLN8054 ¢ MLN®8237 (Millenium), obtiveram resultados modestos no
controle do carcinoma prostatico avangado. '*'

Tendo-se obtido positividade para dois casos a andlise estatistica e as
correlacdes foram realizadas pro-forma, pois estas tornam-se prejudicadas pelo tamanho
amostral, ndo tendo havido associagdo com nenhum fator de progndstico, bem como um
dos pacientes positivos apresentou recorréncia bioquimica e o outro ndo apresentou

recorréncia bioquimica.
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CD44s foi observado ao menos focalmente em 60,9% dos casos no processo
inflamatorio, 64,7% no epitélio benigno e em 49,2% dos casos na neoplasia.
Considerando-se a positividade na imuno-histoquimica por escores, ou seja,
positividade com no minimo moderada intensidade e/ou extensdo; mais que focal, 42%
dos casos tiveram marcagdo nas células inflamatorias, 39,7% dos casos tiveram
marcagdo em células benignas e 12,7% dos casos tiveram marcacdo na neoplasia. A
marcagao foi circunferencial em células basais ¢ basolateral nas células luminais,
inequivocamente com morfologia de células terminalmente diferenciadas, semelhante
ao previamente descrito por Wang et al, 2015°* ¢ De Marzo et al, 1998.** CD44s ¢
quase sempre expresso por glandulas benignas e pela maioria dos tumores.”*® **’ De
Marzo et al, 1998,245 observaram marcacdao em 70 a 100% das células luminais e
positividade uniforme nas células basais no epitélio ndo neopldsico, marcacdo em
cole¢des de linfocitos e positividade na neoplasia em 80% dos casos. Kallakury et al,
1998,>*" observaram taxa de positividade de 47% na neoplasia. Como se acredita que
aproximadamente 0,1% das células tumorais expressam fenétipo de células-tronco,”*
pode-se questionar se 0 CD44s ¢ um bom marcador para células-tronco na imuno-
histoquimica? Como pode um marcador tdo difusamente expresso ser implicado na
identificacdo de células tronco?

Células-tronco tém sido isoladas e identificadas em diferentes métodos,

. . 250
como a citometria de fluxo,

utilizando-se principalmente os marcadores de superficie
CD44, CD133, CD24, CD40 e a2P1 integrina, em geral, de forma combinada e ndo
isolada.**”* #° Além disso, Garraway, LP., 2012, ' aponta para dificuldades técnicas
observadas na comprovacao da existéncia de células-tronco prostaticas e ao limitado
nimero de estudos sobre o tema, sugerindo que evidéncias concretas da existéncia de
células-tronco neoplasicas prostaticas ainda sdo escassas.

Nesse estudo utilizou-se a marcacao para a forma core ou standard do CD44
(CD44s), trabalhos prévios utilizaram marcadores pan-CD44 para a identificagdo de
células-tronco, os quais reconhecem CD44s e moléculas CD44v (variantes),'® ficando
em aberto o potencial de marcagdo das variantes do CD44.

Outra aparente incongruéncia observada na literatura e no presente trabalho
¢ a seguinte: teoriza-se que células-tronco presentes na porcao basal do epitélio sejam
capazes de se autorrenovarem e se diferenciarem em células terminais.'” *° Células-

tronco cancerigenas seriam uma populagdo especifica de raras células transformadas

apresentando crescimento em série ilimitado e que ao contrario das células-tronco ndo
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cancerigenas poderiam apresentar instabilidade genética e heterogeneidade, permitindo
a formagao e crescimento tumoral, o que em ultima instancia poderia levar a resisténcia

N . Ao 22; 24; 160; 252
a quimioterapia e recorréncia tumoral.” =" ™

Entretanto, j& foi descrito que epitélio
prostatico normal expressa mais CD44 que o neoplasico. Carcinomas prostaticos que
expressam CD44 s3o menos agressivos e carcinomas com perda da expressdo de CD44
tendem a ter caracteristicas mais agressivas 2> 240 247 248: 233 254: 253 Njegse estudo a
expressdo de CD44s se associa com menores taxas de PSA pré-operatorio e menores
escores de Gleason quando ndo categorizados ou agrupados.

Uma forma de avaliar a perda da expressdo do CD44 do normal para o
neoplasico e do neoplasico de baixo grau para o neoplésico de alto grau ¢ considerando-
o como uma molécula de adesdo. Moléculas relacionadas com a adesdo celular (o e
cateninas, E-caderina e integrinas) apresentam expressao reduzida quando comparado o
normal com o tumoral e o tumoral desdiferenciado com o tumoral diferenciado. %%’

E por fim, neste estudo CD44s ndo se correlacionou com a recorréncia
bioquimica. Brewster et al, 1999,°® analisaram a expressio do CD44 ¢ sua associacio
com recorréncia bioquimica em 76 pacientes, com seguimento médio de 38 meses e
concluiu ndo haver associacdo entre a perda da expressio do CD44 e recorréncia

bioquimica. Ao contrario de Kallakury et al, 1998**

o qual encontraram correlagdo
entre a expressdo do CD44s e recorréncia bioquimica, diferentemente desse estudo,
considerou como ponto de corte para a recorréncia 0,4 ng/ml e ndo 0,2 ng/ml. Vis et al,
2000, demonstraram associagdo entre a perda da expressio de CD44s e recorréncia

clinica em estudo com seguimento médio de 112 meses.

Escore de Gleason maior que 6, PSA pré-operatdrio maior que 10ng/ml,
infiltragdo de vesiculas seminais e estadiamento pT3 estiveram associados com maior
risco de recorréncia bioquimica pelo menos em um dos testes estatisticos, tal como na
maioria dos outros trabalhos.’”*

A idade nao influenciou a recorréncia bioquimica, pacientes com menos de
65 anos tiveram risco para apresentar recorréncia bioquimica levemente maior que
pacientes acima de 65 anos, porém esse achado ndo teve significancia estatistica. A
relagdo entre idade e recorréncia bioquimica tem sido alvo de discussao e a maioria dos
artigos revisados ndo demonstra associagdo direta.?'* 260 261 202 Xy et al, 2009,%%

encontraram relacdo com idade ao estratificar os pacientes conforme o Gleason e

. . o A . . ;. 2
concluiu que a idade tem uma relagdo complexa com a recorréncia bioquimica.*®
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O estatos das margens cirurgicas ¢ a extensdo extraprostatica, ndo se
correlacionaram com a recorréncia bioquimica em nenhuma das formas de anélise
utilizadas, apesar de que a partir de aproximadamente 30-40 meses passaram a
apresentar distanciamento entre as curvas de risco de Kaplan-Meier. Outros fatores que
devem ser levados em consideragdo, além do tempo de seguimento, quanto a auséncia
de significancia em relacdo as margens cirirgicas, sdo a realizacdo de radioterapia
adjuvante em pacientes que as possuem comprometidas e a proporcdo de tecido

prostatico submetido a processamento histologico.

Consideracoes finais:

Este estudo objetivou correlacionar a evolugdo clinico-laboratorial de pacientes
submetidos a prostatectomia radical com possiveis novos fatores de progndstico imuno-
histoquimicos relacionados a indugdo da diferenciacdo neuroendocrina e células-tronco
em pacientes operados no Hospital Walter Cantidio, Universidade Federal do Ceara, no
periodo de 2008 a 2013 e que foram submetidos a acompanhamento clinico
ambulatorial até junho de 2016.

Avaliou-se a propor¢do daqueles que apresentaram recorréncia bioquimica, bem
como as caracteristicas clinico-patoldgicas e a positividade em reagdes de imuno-
histoquimica para cromogranina (diferenciacdo neuroendocrina), Aurora quinase A
(AURKA), N-MYC, C-MYC e CD44s, em material parafinado.

De 74 pacientes submetidos a cirurgia, obteve-se acompanhamento de 69, com
tempo mediano de seguimento de 41 meses (2-89 meses). Observou-se que 27,0% dos
pacientes apresentaram recorréncia bioquimica, nao tendo sido observado associacao
significativa com a diferenciagdo neuroenddcrina, bem como com a expressao de C-
MYC e CD44s.

Em apenas dois pacientes houve positividade para AURKA na neoplasia, nao
tendo sido observado diferenca na evolugao desses.

Nao houve positividade de marcagdo imuno-histoquimica para N-MYC.

Nivel sérico de PSA pré-operatério, escore de Gleason, invasdo de vesicula
seminal e estadiamento se associaram com recorréncia bioquimica, pelo menos em um
dos métodos de andlise; enquanto que a extensao extraprostatica e o estatos das margens

cirirgicas ndo apresentaram significancia estatistica em relag¢do a recorréncia.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, a deteccdo imuno-histoquimica da diferenciagdo neuroendocrina,
vista em adenocarcinomas acinares se associou com carcinomas mais agressivos em
relacdo a invasdo de vesiculas seminais e estadiamento, porém sem associagdo com
recorréncia bioquimica.

A expressao do C-MYC se associou a escores de Gleason mais altos e infiltragao
da vesicula seminal, da mesma forma, sem associacdo com a recorréncia bioquimica.

Nao houve expressdao imuno-histoquimica de N-MYC.

Raros casos de adenocarcinoma acinar usual expressaram AURKA, sem
associacao com prognostico.

CD44s foi mais expresso no epitélio normal que no neoplasico, e no epitélio
normal marcou células de aspecto morfolégico terminalmente diferenciado (células
luminais). A expressdo de CD44s na neoplasia se associou a tumores com menores
valores de PSA pré-operatorio e escores de Gleason, porém sem associagdo com

recorréncia bioquimica.
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APENDICE A - CORRELACAO ENTRE FATORES CLINICO-
PATOLOGICOS

Figura 1 — Dosagem de PSA verificada em pacientes com céncer de prostata estratificados conforme a
idade: menor que 65 anos e maior ou igual a 65 anos.

100-
80+
&)
S, 60-
=
5 401
a
20+ %
0 T T
< 65 anos > 65 anos

Fonte: Proprio autor.

Legenda: Os dados correspondem a mediana, intervalo interquartil (percentil 25 a percentil 75), valor
minimo e maximo das dosagens realizadas em 30 pacientes com idade inferior a 65 anos e 43 sujeitos
com idade superior ou igual a 65 anos. O teste de Mann-Whitney foi usado para comparar os dois
estratos. Constatou-se que a mediana do PSA referente aos pacientes com idade superior ou igual a 65
anos foi significantemente maior (**P = 0,0083) que a relativa ao estrato etario inferior a 65 anos.

Figura 2 — Massa prostatica mensurada em pacientes com cancer de prostata estratificados conforme a
idade: menor que 65 anos e maior ou igual a 65 anos.
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Fonte: Proprio autor.
Legenda: Os dados correspondem a mediana, intervalo interquartil (percentil 25 a percentil 75), valor
minimo e maximo das medi¢des efetuadas em 30 pacientes com idade inferior a 65 anos e 44 sujeitos
com idade superior ou igual a 65 anos. O teste de Mann-Whitney foi usado para comparar os dois
estratos. Nao foi constatada diferenca estatisticamente significante entre as medianas das massas tumorais
referentes aos dois estratos etarios (P = 0,2213).
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Figura 3 — Densidade de PSA mensurada em pacientes com céncer de prostata estratificados conforme a
idade: menor que 65 anos e maior ou igual a 65 anos.
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Fonte:Préprio autor.

Legenda: Os dados correspondem a mediana, intervalo interquartil (percentil 25 a percentil 75), valor
minimo e maximo das medic¢des efetuadas em 30 pacientes com idade inferior a 65 anos e 43 sujeitos
com idade superior ou igual a 65 anos. O teste de Mann-Whitney foi usado para comparar os dois
estratos. Nao foi constatada diferenca estatisticamente significante entre as medianas das densidades de
PSA referentes aos dois estratos etarios (P = 0,1559).

Figura 4 — Escores de Gleason verificados em pacientes com céncer de prostata estratificados conforme
Escore 6, Escore 7 ¢ Escore maior que 7.
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Fonte: Proprio autor.

Legenda: Os dados correspondem a mediana, intervalo interquartil (percentil 25 a percentil 75), valor
minimo e maximo das medigdes efetuadas em 43 pacientes com Gleason 6, 27 pacientes com Gleason 7 ¢
4 pacientes com Gleason maior que 7. O teste de Kruskal-Wallis de amostras independentes foi usado
para comparar os trés estratos. Constatou-se que a mediana de idade referente aos pacientes ndo apresenta
diferenca significativa em relagdo os Escores de Gleason (p=0,111).
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Figura 5 — Percentagem de acometimento da prostata pelo tumor verificada em pacientes com cancer de
prostata estratificados conforme a idade: menor que 65 anos e maior ou igual a 65 anos.
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Fonte: Proprio autor.
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Legenda: Os dados correspondem a mediana, intervalo interquartil (percentil 25 a percentil 75), valor
minimo e maximo das medic¢des efetuadas em 30 pacientes com idade inferior a 65 anos e 44 sujeitos
com idade superior ou igual a 65 anos. O teste de Mann-Whitney foi usado para comparar os dois
estratos. Ndo foi constatada diferenga estatisticamente significante entre as medianas das percentagens
tumorais referentes aos dois estratos etarios (P = 0,2192).

Tabela 1 — Parametros de avaliagdo tumoral verificados em pacientes com cancer de prostata
estratificados conforme a idade: menor que 65 anos e maior ou igual a 65 anos. O teste de Mann-Whitney
foi usado para comparar os dois estratos em rela¢do a cada parametro.

Parametro < 65 anos > 65 anos Significancia
(Teste de
Mediana Intervalo Mediana Intervalo Mgnn—
. . . . Whitney)
(n) interquartil (n) interquartil

PSA 6,48 (30) 4,52 a 8,81 9,28 (43) 6,77 a 12,30 P =0,0083
Massa tumoral 40,00 (30) 35,00 a 50,00 45,00 (44) 35,25 a 55,00 P=0,2213
Densidade de 0,17 (30) 0,12a0,24 0,22 (43) 0,14 20,28 P=0,1559
PSA
Percentagem 13,00 (30) 5,75 230,50 8,00 (44) 2,50 220,00 P=0,2192
tumoral

Fonte: proprio autor.
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Tabela 2 — Correlagdo entre a idade e os pardmetros de avaliagdo tumoral de pacientes com cancer de
prostata. O coeficiente de correlagdo de Spearman foi usado para verificar o grau e o sinal da correlagdo
linear entre a idade e os seis parametros. Constataram-se correlagdes fracas (positivas e negativas) ou
inexistentes, apenas uma estatisticamente significante.

Parametro Idade
Coeficiente de correlagdo de | Intervalo de confianca Significancia
Spearman de 95% (valor P)

PSA 0,3004 0,0686 a 0,5014 0,0098
Massa tumoral 0,1740 -0,0637 a 0,3929 0,1383
Densidade de PSA 0,1630 -0,0766 s 0,3848 0,1682
Gleason 0,0014 -0,2338 a 0,2364 0,9906
Percentagem tumoral -0,1214 -0,3466 20,1170 0,3029

Fonte: Proprio autor.

Tabela 3 — Associagdo entre a idade e o estadiamento do tumor em pacientes com cancer de prostata.
Dados analisados pelo teste de exato de Fisher, que ndo evidenciou associagdo entre as categorias da
idade e do estadiamento, ou seja, para as duas categorias do estadiamento, as proporgdes das duas
categorias da faixa etaria ndo foram significantemente diferentes (P = 0,172).

Estadiamento
Idade Total
pT2 pT3
< 65 anos 20 (66,7%) 10 (33.3%) 30 (100,00%)
> 65 anos 36 (81,8%%) 8 (18,2%) 44 (100,00%)
Total 56 18 74

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 4 — Associacdo entre a idade e o status das margens cirurgicas em pacientes com cancer de
prostata. Dados analisados pelo teste de exato de Fisher, que ndo evidenciou associa¢do entre as
categorias da idade e do status das margens cirurgicas, ou seja, para as duas categorias do status das
margens cirurgicas, as propor¢des das duas categorias da faixa etaria ndo foram significantemente
diferentes (P = 0,8062).

Margens cirurgicas

Idade Total
Comprometidas Livres

< 65 anos 10 (33,33%) 20 (66,67%) 30 (100,00%)

> 65 anos 17 (38,64%) 27 (61,36%) 44 (100,00%)

Total 27 47 74

Fonte: Proprio autor.

Figura 6 — Idade de pacientes com céncer de prostata estratificados conforme a dosagem de PSA: menor
que 10 ng/dl e maior ou igual a 10 ng/dl.
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Fonte: Proprio autor.

Os dados correspondem a média e desvio padrio das idades de 45 pacientes com PSA menor que 10 ng/dl
e 28 sujeitos com PSA superior ou igual a 10 ng/dl. O teste de t para dados ndo emparelhados foi usado
para comparar os dois estratos. Constatou-se que a idade média referente aos pacientes com PSA superior
ou igual a 10 ng/dl foi significantemente maior (**P = 0,0037) que a relativa ao estrato de pacientes com
PSA inferior a 10 ng/dl.
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Figura 7 — Massa prostatica mensurada em pacientes com cancer de prostata estratificados conforme a
dosagem de PSA: menor que 10 ng/dl e maior ou igual a 10 ng/dl.
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Fonte: Proprio autor.

Legenda: Os dados correspondem a mediana, intervalo interquartil (percentil 25 a percentil 75), valor
minimo e maximo das medi¢Ges efetuadas em 45 pacientes com PSA menor que 10 ng/dl e 28 sujeitos
com PSA superior ou igual a 10 ng/dl. O teste de Mann-Whitney foi usado para comparar os dois estratos,
ndo sendo constatada diferenga estatisticamente significante (P = 0,0613).

Figura 8 — Percentagem de acometimento da prostata pelo tumor verificada em pacientes com cancer de
prostata estratificados conforme a dosagem de PSA: menor que 10 ng/dl e maior ou igual a 10 ng/dl.
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Fonte: Proprio autor.

Legenda: Os dados correspondem a mediana, intervalo interquartil (percentil 25 a percentil 75), valor
minimo ¢ maximo das medig¢des efetuadas em 45 pacientes com PSA menor que 10 ng/dl e 28 sujeitos
com PSA superior ou igual a 10 ng/dl. O teste de Mann-Whitney foi usado para comparar os dois estratos,
ndo sendo constatada diferenga estatisticamente significante (P = 0,1660).
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Tabela 5 — Parametros de avaliagdo tumoral verificados em pacientes com cancer de prostata
estratificados conforme a dosagem de PSA: menor que 10 ng/dl ¢ maior ou igual a 10 ng/dl. O teste de
Mann-Whitney foi usado para comparar os dois estratos em relagdo a cada parametro, exceto para idade,
que foi analisada pelo teste t para dados ndo emparelhados.

<10 ng/dl (n = 45) > 10 ng/dl (n = 28)
Parametro Significancia
Mediana Intervalo Mediana Intervalo
interquartil interquartil

Idade? 63,51 7,86 68,68 5,81 P =0,0037
Massa prostatica 40,00 35,00 a 50,00 45,00 40,00 a 56,00 P=0,0613
Percentagem 10,00 4,00 2 20,00 16,50 42523875 P =0,1660
tumoral

"Média e desvio padrio.
Fonte: Proprio autor.

Tabela 6 — Correlagdo entre a dosagem de PSA e a idade e demais pardmetros de avaliagdo tumoral de
pacientes com cancer de prostata. O coeficiente de correlacdo de Spearman foi usado para verificar o grau
e o sinal da correlagdo linear as variaveis. Constataram-se correlagdes fracas e positivas, exceto para a
densidade do PSA, cuja correlagdo com o PSA foi boa, como esperado.

PSA
Parametro Coeficiente de correlagdo de  Intervalo de confianga  Significancia
Spearman de 95% (valor P)
Idade 0,3004 0,0686 a 0,5014 0,0098
Massa prostatica 0,1252 -0,1149 a4 0,3514 0,2914
Gleason 0,3457 0,1188 a 0,5383 0,0027
Percentagem tumoral 0,3084 0,0774 a 0,5080 0,0079

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 7 — Associagdo entre o PSA e o estadiamento do tumor em pacientes com cancer de prostata.
Dados analisados pelo teste de exato de Fisher, que ndo evidenciou associagdo entre as categorias do PSA
e do estadiamento, ou seja, para as duas categorias do estadiamento, as propor¢des dos dois estratos do
PSA n@o foram significantemente diferentes (P = 0,410).

Estadiamento
PSA Total
pT2 pT3
<10 ng/dl 36 (80,0%) 9 (20,0%) 45 (100,00%)
> 10 ng/dl 20 (71,4%) 8 (28,6%) 28 (100,00%)
Total 56 17 73

Fonte: Proprio autor.

Tabela 8 — Associagdo entre o PSA e o status das margens cirargicas em pacientes com céncer de
prostata. Dados analisados pelo teste de exato de Fisher, que ndo evidenciou associacdo entre as
categorias do PSA e do status das margens cirirgicas, ou seja, para as duas categorias do status das
margens cirrgicas, as propor¢des dos dois estratos do PSA ndo foram significantemente diferentes (P =

0,4610).
Margens cirurgicas
PSA Total
Comprometidas Livres
<10 ng/dl 15 (33,33%) 30 (66,67%) 45 (100,00%)
> 10 ng/dl 12 (42,86%) 16 (57,14%) 28 (100,00%)
Total 27 46 73

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 9 — Associagdo entre o PSA e a extensdo extraprostatica do tumor em pacientes com cancer de
prostata. Dados analisados pelo teste de exato de Fisher, que ndo evidenciou associa¢do entre as
categorias do PSA e da extensdo extraprostatica, ou seja, para as duas categorias da extensdo
extraprostatica, as propor¢des dos dois estratos do PSA ndo foram significantemente diferentes (P =
0,384).

Extensdo extraprostatica

PSA Total
Sim Nao

<10 ng/dl 37 (82,2%) 8(17,8%) 45 (100,00%)

> 10 ng/dl 20 (71,4%) 8 (28,6%) 28 (100,00%)

Total 57 16 73

Fonte: Proprio autor.

Tabela 10 — Associa¢do entre o PSA e a invasdo da vesicula seminal em pacientes com céncer de
prostata. Dados analisados pelo teste de exato de Fisher, que ndo evidenciou associa¢do entre as
categorias do PSA e da invasdo da vesicula seminal, ou seja, para as duas categorias da invasdo da
vesicula seminal, as proporgdes dos dois estratos do PSA ndo foram significantemente diferentes (P =
1,0000).

Invasdo da vesicula seminal

PSA Total
Sim Nao

<10 ng/dl 5(11,11%) 40 (88,89%) 45 (100,00%)

> 10 ng/dl 3 (10,71%) 25 (89,29%) 28 (100,00%)

Total 8 65 73

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 11 — Associagdo entre o status das margens cirurgicas e a presenca de glandulas benignas nas
margens de ressecgdo em pacientes com cancer de prostata. Dados analisados pelo teste de exato de
Fisher, que ndo evidenciou associag@o entre as categorias do status das margens cirirgicas ¢ da presenca
de glandulas benignas, ou seja, para as duas categorias da presenca de glandulas benignas, as proporgdes
das duas categorias do status das margens cirrgicas nao foram significantemente diferentes (P = 0,3065).

Presenga de glandulas benignas

Margens Total
cirurgicas )

Sim Nao
Livres 12 (25,53%) 35 (74,47%) 46 (100,00%)
Comprometidas 10 (37,04%) 17 (62,96%) 27 (100,00%)
Total 22 52 74

Fonte: Proprio autor.

Tabela 12— Associagdo entre o tipo de cirurgia e o status das margens cirirgicas em pacientes com cancer
de prostata. Dados analisados pelo teste de exato de Fisher, que ndo evidenciou associagdo entre os tipos
de cirurgia e as categorias do status das margens cirurgicas, ou seja, para as duas categorias do status das
margens cirirgicas, as propor¢des dos dois tipos de cirurgia ndo foram significantemente diferentes (P =

1,0000).
Margens cirurgicas
Tipo de cirurgia Total
Comprometidas Livres
PRC 16 (35,56%) 29 (64,44%) 45 (100,00%)
VDL 11 (37,93%) 18 (62,07%) 29 (100,00%)
Total 27 47 74

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 13— Associacdo entre o tipo de cirurgia e a presen¢a de glandulas benignas nas margens de
resseccdo em pacientes com cancer de prostata. Dados analisados pelo teste de exato de Fisher, que ndo
evidenciou associagdo entre os tipos de cirurgia e as categorias da presenca de glandulas benignas nas
margens, ou seja, para as duas categorias da presenga de glandulas benignas nas margens, as proporgdes
dos dois tipos de cirurgia nao foram significantemente diferentes (P = 1,0000).

Presenga de glandulas benignas

Tipo de cirurgia Total
Sim Nao

PRC 13 (28,89%) 32 (71,11%) 45 (100,00%)

VDL 9 (31,03%) 20 (68,97%) 29 (100,00%)

Total 22 52 74

Fonte: Proprio autor.
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo

(TLCE)
da  Pesquisa:  “MARCADORES IMUNOHISTOQUIMICOS EM

PROSTATECTOMIAS RADICAIS E CORRELACAO CLINICO LABORATORIAL
NA AVALIACAO PROGNOSTICA DO CANCER DE PROSTATA”

Nome do Pesquisador Principal: Concei¢do Aparecida Dornelas

Nome do(s) Pesquisador Participante: Jodo Batista Gadelha de Cerqueira.

l.

Natureza da pesquisa: o Senhor neste momento ¢ convidado a participar desta
pesquisa que tem como finalidade estudar novos marcadores de prognostico do
cancer de prostata, ou seja, estudar uma nova forma de avaliar como a sua
doenca  estd sobre controle ou evoluindo para cura, baseado na andlise do
material que estd depositado em um banco de tecidos incluidos em parafina, ja
disponivel no Departamento de Patologia, juntamente com sua avaliacdo
ambulatorial periddica para exames clinicos de controle rotineiros que ja
acontecem no servigo de urologia, e nos casos de suas visitas anteriores, de
pesquisa dos dados computado em seu prontuario. Este estudo pretende
investigar no tecido tumoral guardado em parafina, um marcador, que
juntamente com outros exames laboratoriais e sua evolucao clinica, das idas ao
ambulatério para revisdes médica, nos prediga e possa aprimorar futuramente
um melhor enfrentamento e tratamento da sua doenca e de outros pacientes.
Participantes da pesquisa: Pacientes operados submetidos a prostatectomia
radical, retirada total da prostata, por cancer de prostata a partir do ano de 2008.
Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo, o Senhor tem liberdade
de se recusar a participar e ainda se recusar a continuar participando em
qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuizo para a Senhor. Sempre que
quiser poderd pedir mais informagdes sobre a pesquisa através do telefone do
pesquisador do projeto e, se necessario através do telefone do Comité de Etica
em Pesquisa.

Material utilizado na pesquisa: Existe neste departamento material biologico
conservado em parafina que pertence ao senhor e que ¢ responsabilidade da
Universidade Federal do Ceard. Nesse trabalho deverad ser utilizada pequena
parte desse material para andlise e procedimento histologico, previsto na

pesquisa. Desta forma, com sua autorizagdo isso podera ser realizado, segundo
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exigéncia do Comité de Etica previsto na Resolugdo 441 de 12 de maio de 2011
do Conselho Nacional de Satde.

5. Sobre as entrevistas: Havera entrevista para avaliagio do estado de
acompanhamento ambulatorial e verificagdo de reestadiamento pelo médico
assistente a cada 6 meses por 5 anos. Isso € necessario para associar os
marcadores com a evolucao da sua doenga.

6. Riscos e desconforto: a participagdo nesta pesquisa ndo traz complicagodes
legais. Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da
Etica em Pesquisa com Seres Humanos. Nenhum dos procedimentos usados
oferece riscos a sua dignidade.

7. Confidencialidade: todas as informagdes coletadas neste estudo sdo
estritamente confidenciais. Somente o pesquisador e o orientador terdo
conhecimento dos dados.

8. Beneficios: ao participar desta pesquisa a senhor ndo tera nenhum beneficio
direto. Entretanto, esperamos que este estudo traga informagdes importantes
sobre a avaliagdo de novos marcadores para prognostico cincer de prostata
localizado, ou seja uma doenca ainda no inicio, de forma que o conhecimento
sera construido a partir desta pesquisa, onde pesquisador se compromete a
divulgar os resultados obtidos.

9. Pagamento: a Senhor ndo terd nenhum tipo de despesa para
participar desta pesquisa, bem como nada sera pago por sua participagao.
Apos estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre

para participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem.

Obs: Nao assine esse termo se ainda tiver divida a respeito.
Consentimento Livre e Esclarecido
Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida,
manifesto meu consentimento em participar da pesquisa. Declaro que recebi copia deste
termo de consentimento, e autorizo a realizagdo da pesquisa e a divulgacao dos dados

obtidos neste estudo.

Nome do Participante da Pesquisa
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Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura da Testemunha

Pesquisador Principal

Demais pesquisadores
Conceicao A. Dornelas Tel 33668300 eusoucondor2011@yahoo.com.br
Jodo Batista Gadelha de Cerqueira. Tel 33668063 joaogadelha@bol.com.br

COMITE DE ETICA EM PESQUISA HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER
CANTIDIO TEL 3366 8589 cephuwc@huwec.ufc.br

DPML - Departamento de Patologia e Medicina Legal - Faculdade de Medicina/UFC -
Fortaleza (CE) - Brasil - Telefones: (+55 85) 3366.8300 / 3366.8301 — Enderego: Rua
Monsenhor Furtado S/N - Rodolfo Teofilo - CEP 60.441-750 - Caixa Postal 3169.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
HOSPITAL UNIVERS’ITARIO WALTER CANTIDIO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Rua Capitao Francisco Pedro, 1290 - Rodolfo Tedfilo — 60.430-370 - Fortaleza-CE

FONE: (85) 3366-8589 / 3366.8613 E-MAIL: cephuwe@huwe,ufc.br

Protocolo n®: 011.03.12

Pesquisadora Responsavel: Conceiciio Aparecida Dornelas

Departamento / Servigo: Patologia e medicina Legal

Titulo do Projeto: “Marcadores imunohistoquimicos em prostatectomias radicais e
correlagdo clinico laboratorial na avaliagio prognéstica do cancer de prostata”.

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitdrio Walter Cantidio
analisou o projeto de pesquisa supracitado e, em tendo sido atendidas as pendéncias,
baseando-se nas normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Satde (Resolugies CNS 196/96. 251/97, 292/99, 303/00, 304/00, 347/05,
346/05), resolveu classifica-lo como: APROVADO.

Salientamos a necessidade de apresentacdo de relatorio ao CEP-HUWC da
pesquisa dentro de 12 meses (data prevista: 06/06/2013).

Fortaleza, 06 de junho de 2012,

= &, =

Dra. Maria de Fatima de Souza
Coordenadora do CEP - HUWC
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& UNIVERSIDADE
e FEDERAL Do CEARA

FACULDADE DE MEDICINA |
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E
MEDICINA LEGAL

SECRETARIA ADMINISTRATIVA

OFICIO N° 025/2012/DPML

[Fortaleza, 07 de margo de 2012.

Senhor Diretor,

Estamos encaminhando a V. 82, Projeto de Pesquisa Intitulado:
MARCADORES IMpNOHISTOQUiMICOS EM PROSTATECTOMIAS RADICAIS E
CQRRELAQKO CLINICO LABORATORIAL NA AVALIAGAO PROGNOSTICA DO
CANCER DA PROSTATA, cadastrado neste Departamento, sob o n° S$C0101.2012 e
aprovado na 1652 Reunido Ordinaria, em 02/03/2012.

Atenciosamente,

W 1l 0

Prof. Paulo Roberto Carvalho de Almeida
Chefe do Departamento de Patologia Medicina Legal

llmo Sr.
Prof. José Luciano Bezerra Moreira
Diretor da Faculdade de Medicina/UFC
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Rua M: hor Furtado S/n - CEP:  60-441 — Fortaleza-CE

Fone: (085)33668300/33668301 — Fax: (085)33668634 — EmailWebsite: dpmi@ufc.br
OF 025-2012 Projeto de Pesquisa "




133

ANEXO C - AUTORIZACAO DO SERVICO DE UROLOGIA DO HOSPITAL
UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO

TERMO DE CIENCIA DO
MEDICO RESPONSAVEL PELO SETOR
ONDE SERA REALIZADA A PESQUISA

Eu,Lucio Favio Gonzaga Silva, Chefe do Servigo de Urologia, conhego o protocolo de pesquisa
intitulado: MARCADORES IMUNOHISTOQUIMICOS EM PROSTATECTOMIAS RADICAIS E CORRELACAO CLINICO
LABORATORIAL NA  AVALIACAO PROGNOSTICA DO CANCER DE PROSTATA, desenvolvido pela Professora
Conceigdo Aparccida Dornclas ¢ outros, {:un;'lq'n seus objetivos ¢ a melodologia que serd desenvolvida, estando ciente de que o

pesquisador ndo ird interferir no fluxo normal deste Servigo,

_jl.'_-. e \J-_\.JJ e oa

Lucio Flavio Gonzaga Silva

Fortaleza, 16 de abril de 2012.




