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RESUMO

O cancer de prostata (CP) é uma das neoplasias mais comuns em homens por todo o mundo.
As atuais ferramentas disponiveis como o PSA sérico, os escores de Gleason e 0 estadiamento
néo séo suficientes para uma acurada estratificacdo dos pacientes. A fusdo TMPRSS2-ERG e a
perda de PTEN sdo dois eventos frequentes nos CP. As suas avaliagdes podem ser
importantes no manejo da doenga por serem potenciais fatores progndésticos e possiveis alvos
terapéuticos. Um coorte de 119 pacientes de uma parte do nordeste brasileiro, submetidos a
prostatectomia radical ou ressec¢do transuretral da préstata, foi selecionada e submetida a
avaliacdo imuno-histoquimica para pesquisa de ERG e PTEN, com resultados associados as
caracteristicas clinico-patoldgicas. A expressdo de ERG foi observada em 41% (48/117) das
amostras e a perda de PTEN em 38% (40/105), verificando-se ainda um enriquecimento de
perda de PTEN no grupo ERG positivo. Quanto as associacdes clinico-patoldgicas e as
expressoes dos biomarcadores, observou-se associagao entre expressao de ERG e escores de
Gleason < 6 (p=0.0316) além de menores pesos prostaticos (p=0.0007). PTEN isoladamente
apresentou apenas tendéncia a associacdo com volume tumoral percentual (p=0.0659),
invasdo linfovascular (p=0.0710) e estadiamento (p=0.0773). Em conjunto o perfil
ERG/PTEN demonstrou associacdo com escores de Gleason (p=0.0131) e grupos
progndsticos (p=0.0369), com o grupo ERG+/PTEN+ associado a escores de Gleason < 6 /
grupo prognostico 1. Em conclusdo, a determinacdo do status molecular dos CP associado ao
conhecimento da doenca em populacdes distintas pode ajudar na estratificacdo de risco,
conduzindo a decisdes terapéuticas mais particularizadas e evitando os efeitos adversos do

sobretratamento, além do beneficio de drogas alvo em desenvolvimento.

Palavras-chave: ERG, PTEN, imuno-histoquimica, cancer de prostata.



ABSTRACT

Prostate cancer (PC) is one of the most common neoplasms in men around the world. Current
tools available such as serum PSA, Gleason score and staging are not sufficient for accurate
patient stratification. The TMPRSS2-ERG fusion and loss of PTEN are two frequent events in
CP. Their evaluations may be important in the management of the disease because they are
potential prognostic factors and possible therapeutic targets. A cohort of 119 patients from a
part of the Brazilian northeast, submitted to radical prostatectomy or transurethral resection of
the prostate, was selected and submitted to immunohistochemical evaluation for ERG and
PTEN, with results associated with clinical-pathological characteristics. ERG expression was
observed in 41% (48/117) of the samples and loss of PTEN in 38% (40/105), and an
enrichment of loss of PTEN in the positive ERG group was observed. The association
between ERG expression and Gleason score < 6 (p = 0.0316) and lower prostatic weights (p =
0.0007) were observed. PTEN alone showed only tendency to association with percentage
tumor volume (p = 0.0659), lymphovascular invasion (p = 0.0710) and staging (p = 0.0773).
Overall, the ERG / PTEN profile was associated with Gleason scores (p = 0.0131) and
prognostic groups (p = 0.0369), with ERG + / PTEN + group associated with Gleason scores
< 6 / prognostic group 1. In conclusion, the determination of the molecular status of PC
associated with knowledge of the disease in distinct populations may help in risk
stratification, leading to more particular therapeutic decisions and avoiding the adverse effects

of overtreatment as well as the benefit of developing target drugs.

Key words: ERG, PTEN, immunohistochemistry, prostate cancer.
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1. INTRODUCAO.

1.1. A prostata.

Com origem embrionaria no terceiro més de gestacdo, a glandula prostéatica surge
da invaginacdo do epitélio uretral, diferenciado a partir do mesénquima adjacente por
estimulo da 5-alfa-diidrotestosterona (HRICAK; SCARDINO, 2009), sintetizada através da
testosterona fetal por meio da 5-alfa-redutaze (WILSON et al., 1981). Até a puberdade, a
estrutura prostatica mante-se constante, ocorrendo um aumento do seu volume até atingir um
peso aproximado de 25 a 30 gramas (HRICAK; SCARDINO, 2009).

A prostata localiza-se na regido retroperitoneal e apresenta-se posterior a sinfise
pubica, inferior a bexiga e anterior reto, permitindo sua palpacdo ao toque retal. Tem formato
de cone invertido e abraga a uretra proximal (LEE; AKIN-OLUGBADE; KIRSCHENBAUM,
2011). Externamente é revestida por uma céapsula fibromuscular. Sua porcdo interna é
composta por elementos glandulares e estromais (JANUS; LIPPERT, 1992).

Anatomicamente é dividida em zonas: periférica, central, transicional e anterior
fibromuscular (figura 1) (MCNEAL, 1972). Quanto a histologia, o componente glandular é
formado por &cinos e ductos que apresentam uma dupla camada celular (células colunares
secretoras luminais e células basais) e que sao responsaveis pela secre¢do do fluido seminal
(figura 2) (MILLS, 2012). As células secretoras ductais e acinares de todas as zonas sao
capazes de produzir antigeno prostatico especifico, do inglés prostate-specific antigen (PSA),
e fostatase acida prostatica, enquanto pepsinogénio Il, ativador do plasminogénio tecidual e
lactoferrina sdo produzidos por &cinos e ductos da zona central (REESE et al., 1986, 1988).
Tecido fibromuscular caracteristico, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e ganglios nervosos

compdem o restante do arcabougo histologico (MILLS, 2012).



Figura 1- Zonas anatdmicas da prostata.

Fonte: Adaptado de Bhavsar e Verma (2014).

Figura 2- Glandula prostéatica normal.
‘»,& b o 2 y \ \‘"‘& g ;

Fonte: Préprio autor (2018).
Nota: Coloragdo em hematoxilina-eosina (HE). Aumento 400x.
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1.2. Cancer de prostata.

1.2.1. Epidemiologia.

O céncer de prostata (CP) é o quarto tumor maligno mais comum no mundo
contando ambos 0s sexos e 0 segundo mais comum em homens. Mais de um milhdo de casos
foram observados, segundo estimativas para o0 ano de 2012, correspondendo a 15% de todos
0s casos de cancer diagnosticados em homens, com quase 70% destes ocorrendo em regides
mais desenvolvidas (FERLAY et al., 2015). As taxas de incidéncia variam bastante entre as
regides, com indices muito altos em paises como Austrélia e Nova Zelandia, provavelmente
por praticas frequentes de testes como o PSA sérico e consequentemente realizacdo de
biopsias diagnosticas (FERLAY et al., 2015).

Nos Estados Unidos da América (EUA), o nimero de novos casos, segundo dados
ajustados para idade e baseados nos anos de 2011-2015, foi de 116 por 100 mil homens, com
um numero de mortes de 19 por 100 mil (HOWLADER; NOONE; NIH, 2014). No Brasil
esses nmeros Sd0 menores, porém expressivos, apresentando 66 novos casos para 100 mil
homens, segundo dados de 2018-2019 (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2017a).

1.2.2. Fatores de risco.

O CP é uma doenca heterogénea com causas especificas desconhecidas e diversos
fatores de risco relacionados (PATEL; KLEIN, 2009). A idade é um fator importante, com
homens acima de 65 anos sendo diagnosticados com maior frequéncia e raros casos naqueles
abaixo de 50 anos (GRONBERG, 2003). Uma historia familiar positiva também aumenta o
risco de desenvolvimento da doenga. Quanto mais parentes acometidos, quando maior o grau
de parentesco e quanto menor a idade de aparecimento da doenca em um familiar, maiores
sdo as possibilidades da neoplasia se desenvolver (BRATT, 2002; EELES et al., 1997).

A incidéncia do CP também varia bastante com a localizacdo geogréfica e ate
mesmo entre subgrupos étnicos dentro de uma mesma nacionalidade (ADJAKLY et al.,
2015). Tais diferencas podem estar ligadas a polimorfismos genéticos associados a regulacéo
hormonal e ao desenvolvimento da prostata (CUSSENOT; CANCEL-TASSIN, 2015;
IRVINE et al., 1995; PARIS et al., 1999).

Os horménios androgénicos, como a testosterona e a diidrotestoterona, estéo

relacionados ao desenvolvimento, a maturacdo e a manutencdo da prostata, além de afetar a
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proliferacdo e a diferenciagdo celular (PATEL; KLEIN, 2009). Os estudos sdo contraditorios
(ENDOGENOUS et al., 2008; HSING, 2001), porém nao € possivel excluir a possibilidade de
fatores hormonais estarem ligados a carcinogénese (PATEL; KLEIN, 2009).

A dieta é outro importante fator impactante no CP, atuando de forma protetora ou
indutora de doenca (ADJAKLY et al.,, 2015). Evidéncias sdo apresentadas quanto ao alto
consumo de gorduras animais favorecendo o surgimento da neoplasia (CHUNG; LEIBEL,
2006; FAIR; FLESHNER; HESTON, 1997). As gorduras saturadas podem aumentar o risco
de recidiva tumoral apds prostatectomia (STROM et al., 2008). Além disso, o consumo de
acidos graxos insaturados, provenientes de 6leos vegetais, também age induzindo o aumento
do risco de doenca, enquanto acidos graxos provenientes de peixes favorecem a diminuigéo
dos riscos (DESGRANDCHAMPS; BASTIEN, 2010; STROM et al., 2008).

1.2.3. Consideracdes diagnosticas e escores de Gleason / Grupos prognosticos.

Normalmente o CP ndo causa sintomas em suas fases iniciais. Contudo, alteracdes
urinarias, como lentificacdo do jato urinario ou mesmo dificuldade de urinar a noite, presenca
de sangue na urina ou no sémen, disfuncdo erétil, dores nas costas ou no peito e fraqueza nas
pernas sdo sintomas possiveis de acometimento por doenca maligna na préstata (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2018a). Anamnese por profissional especializado, exame fisico,
laboratorial e de imagem, associados a bidpsia prostatica sdo ferramentas basicas para se
chegar ao diagndstico acurado.

Dentro da anamnese o médico urologista investiga dados importantes como sinais
e sintomas, idade, dieta, historia familiar, histdria pregressa, além de proceder ao exame fisico
geral e especifico.

O toque retal faz parte do exame fisico especifico, avaliando uma porcdo da
superficie externa da glandula. Areas nodulares ou irregulares, consisténcia pétrea e alteragoes
na textura superficial sdo apenas algumas das caracteristicas que podem aumentar a suspeicao
de CP (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018a).

A mensuracdo sérica do PSA € a avaliacdo laboratorial mais usada. Esta
substancia é uma glicoproteina pertencente a familia das calicreinas, sendo produzida pela
glandula prostatica. Tem fungdes de melhorar a motilidade do esperma e dissolver o muco
cervical (PEZARO; WOO; DAVIS, 2014). N&o existe um ponto de corte acuradamente
definido para o PSA sérico em relacdo ao CP. Valores abaixo de 4 ng/ml sdo ditos normais.

Contudo, 15% dos CP diagnosticados apresentam valores de PSA abaixo desse limite. Entre



19

4-10 ng/ml a chance de se encontrar CP é 25% maior. J& para valores maiores que 10 ng/ml os
riscos aumentam para 50% (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018a).

O ultrassom transretal para realizacdo de bidpsia € um exame de imagem
realizado quando o paciente apresenta um valor de PSA sérico aumentado e/ou quando o
toque retal mostra alguma anormalidade. Além de avaliar o tamanho da glandula, o exame
guia 0 médico para a realizacdo de bidpsia em locais determinados (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2018a). Outros exames de imagens mais especificos também estdo disponiveis,
porém com utilidade mais particularizada, tais como cintilografia dssea, tomografia
computadorizada, ressonancia magnética e a tomografia com emissdo de pdsitrons
(NATIONAL COMPREHENSIVE CANCER NETWORK, 2017).

A bidpsia prostatica € o exame padrdo-ouro para o diagnostico do cancer. Uma
agulha especial é introduzida na glandula atraves do reto a fim de se obter fragmentos de
diferentes topografias (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018a). O tecido coletado é
enviado a um laborat6rio de anatomia patoldgica onde é avaliado. O laudo histopatol6gico
gerado contém informacgdes importantes que sdo Uteis para os urologistas e oncologistas na
conduta terapéutica. Um dos parametros mais relevantes € o escore de Gleason, dado pelo
somatdrio dos dois padrfes arquiteturais de maior grau encontrados no material (tabela 1). Os
padr@es arquiteturais variam de 1-5, com somatorios variando de 2-10.

O Dr. Donald F. Gleason foi o idealizador desse sistema de graduacgéo, criado em
1966 e baseado somente no padrao arquitetural dos tumores (GLEASON, 1966; GLEASON;
MELLINGER, 1974). Esse sistema vem sendo modificado ao longo dos tempos pela
Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica, porém ainda mantem suas premissas. O
ultimo consenso, realizado em 2014, propds algumas modificacdes em critérios arquiteturais
particulares e a introducao de grupos prognosticos (tabela 2) (EPSTEIN et al., 2016).

A forca dos grupos prognosticos baseia-se na classificagdo mais acurada dos
tumores e na simplificacdo das categorias. Este novo sistema de graduacdo e esta nova
terminologia em grupos progndsticos ja esta adotada pela Organizacdo Mundial de Saulde,
edicdo de 2016 dos Tumores do Sistema Urinério e Orgdos Genitais Masculinos — Patologia e
Genética (EPSTEIN et al., 2016).
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Tabela 1 - Padrdes arquiteturais — escores de Gleason.

Padrao 1:

Nodulo circunscrito composto por acinos de tamanho médio, redondos a ovais, uniformes e separados.

Padrao 2:

Semelhante ao padrdo 1, porém menos circunscrito, apresentando, em suas margens, minima infiltracdo. As
glandulas sdo mais frouxamente arranjadas e ndo tdo uniformes quanto no padréo 1.

Padrao 3:

Unidades glandulares isoladas, tipicamente menores que no padrdo 1 e 2, com infiltracdo em tecido prostatico
ndo neoplasico e marcante variagdo no tamanho e na forma.

Padréo 4:

Glandulas microacinares fusionadas ou mal definidas, com limen malformado; glandulas cribriformes ou
hipernefromatdides.

Padréo 5:

Auséncia de diferenciacdo glandular; neoplasia composta por lengdis sélidos, cordfes ou células isoladas;
comedonecrose com centro necrético circundado por massas papilares, cribriformes ou sélidas.

Fonte: Adaptado de Epstein et al. (2005).

Tabela 2 - Graduacdo em grupos progndsticos.

Grupo 1 — escore de Gleason < 6.

Glandulas individuais isoladas bem formadas.

Grupo 2 —escore de Gleason 3 +4 =7.

Predominio de glandulas bem formadas associadas & componente menor de glandulas cribriformes / fusionadas
/ malformadas.

Grupo 3 —escore de Gleason4 +3 =7

Predominio de glandulas cribriformes / fusionadas / malformadas associadas a componente menor de glandulas
bem formadas.

Grupo 4 —escore de Gleason4+4=80u3+5=80u5+3=8.

Somente glandulas malformadas/cribriformes/fusionadas; ou predominantemente bem formadas associada a
componente  menor de glandulas  malformadas/cribriformes/fusionadas; ou  predominantemente
malformadas/cribriformes/fusionadas associada & componente menor de glandulas bem formadas.

Grupo 5 — escores de Gleason 9 e 10.

Auséncia de formacdo glandular (ou com necrose) com ou sem glandulas malformadas/cribriformes/fusionadas.

Fonte: Adaptado de Epstein et al. (2016).
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1.2.4. Detecgdo precoce do cancer de prostata.

Deteccdo precoce refere-se ao encontro do cancer em suas fases iniciais,
principalmente com o auxilio de exames laboratoriais. Com a introducdo dos testes de
detec¢do precoce no inicio dos anos 90 nos EUA, as taxas de morte por CP cairam. Contudo,
ndo esta claro se esta queda é resultado da deteccdo precoce ou das melhorias nos tratamentos
desenvolvidos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018b).

Outra questdo a ser considerada € que, mesmo com a descoberta do cancer em
suas fases iniciais, 0 médico, utilizando as atuais ferramentas disponiveis, ainda ndo consegue
definir precisamente o qudo répido essa neoplasia pode crescer ou progredir, pois a doenca
apresenta um padréo heterogéneo, variando do indolente ao extremamente agressivo. Com
isso, decisdes terapéuticas sdo dificeis, visto que tratamentos cirurgicos e radioterapicos
mostram efeitos colaterais importantes e que podem afetar a qualidade de vida dos pacientes
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018Db).

Segundo a American Cancer Society, médicos e pacientes precisam decidir juntos
sobre a necessidade da realizacdo de exames para deteccdo precoce do CP. Informacdes sobre
incertezas, riscos e potenciais beneficios devem ser discutidos. Sugere-se que essa conversa
deva acontecer: 1) com homens a partir dos 50 anos que apresentam risco médio e que
possuam expectativa de vida maior que 10 anos; 2) com homens de mais de 45 anos com
risco alto, isto é, pacientes com parentes de primeiro grau que tenham tido CP com menos de
65 anos; 3) e com aqueles com mais de 40 anos que apresentam risco muito alto, isto €, com
parentes de primeiro grau tendo histéria de CP em idade precoce (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2018c).

No Brasil ndo existem programas de rastreamento oficiais para o CP. O Instituto
Nacional do Céncer (INCA) ndo orienta este procedimento devido a falta de evidéncias
cientificas que comprovem que os beneficios sejam maiores que os efeitos colaterais (um dos
principais e mais temidos € a disfuncéo erétil). No caso de demanda espontanea para testes de
rastreamento, as orientagdes sdo para que sejam discutidos com o médico responsavel todos
os pormenores referentes ao diagndstico precoce (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER,
2017h).

A Sociedade Brasileira de Urologia, em nota oficial de outubro de 2017, manteve
recomendacgdes semelhantes as da American Cancer Society. Nelas, homens a partir de 50
anos devem procurar assisténcia especializada para avaliacdo. J& negros ou pacientes com

historia familiar positiva devem procurar seus médicos a partir dos 45 anos. E para aqueles
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acima de 75 anos, o rastreamento somente é recomendado quando a expectativa de vida for
maior que 10 anos. Em todos esses casos, 0 rastreamento devera ser feito somente apos
ampla discussdo de riscos e beneficios (TSODIKOV et al., 2017).

1.3. Biomarcadores prostaticos.

Embora os esforcos para o correto manejo dos portadores de neoplasia maligna
prostatica sejam levados em consideracdo a partir do uso de diretrizes, continua existindo uma
lacuna para caracterizagcdo definitiva tumoral. Nesse contexto, entra em agdo a biologia
molecular e a utilizacdo de biomarcadores para complementar as ferramentas ja entdo
consagradas. Técnicas de uso constante em laboratorios de anatomia patolégica, como imuno-
histoquimica (IHQ), podem ser usadas a um custo baixo. Portanto, o somatério de histéria
clinica, toque retal, exames de imagem, bidpsia por agulha e avaliacdo de biomarcadores tenta

se aproximar ao maximo da realidade da doenca, bem como estratifica-la e melhor conduzi-la.

1.3.1. ERG.

Erythroblast transformation-specific-related gene (ERG) é um membro da familia
dos fatores de transcrigdo do gene ETS (eritroblast transformation-specific), com fung¢des no
desenvolvimento embrionario, proliferacdo celular, diferenciacdo, angiogénese, inflamacéo e
apoptose (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2018a).
Através de estudos de bioinformética, com o objetivo de descobrir candidatos a oncogenes em
CP, foi evidenciada uma aberragdo cromossomica caracterizada pela fusdo da regido
codificante do gene ERG com uma regido regulatéria do gene TMPRSS2 (transmembrane
protease serine 2), pertencente a familia das serina-proteases influenciadas por hormdnios
androgénicos. A fusdo desses genes leva a sobreexpressdo de fatores de transcricdo
pertencentes a familia do gene ETS (TOMLINS et al., 2005).

Das alteragdes gendbmicas somaticas primarias no CP, a mais comum, ocorrendo
em aproximadamente 50% dos tumores estudados, é a descrita por Tomlins et al. (2005). E
um evento que ocorre precocemente na tumorigénese, baseado na observacdo de que
virtualmente todas as células tumorais apresentam o mesmo rearranjo genético definido
(CERVEIRA et al., 2006; FURUSATO et al., 2010; HAN et al., 2009; MOSQUERA et al.,
2008; RUBIN; MAHER; CHINNAIYAN, 2011). Embora ndo seja evidente sua correlagdo

independente como fator prognostico em pacientes tratados por prostatectomia radical
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(PETTERSSON et al., 2012), essa fusdo pode modificar outras mutacOes relacionadas a
diferentes desfechos clinicos (AHEARN et al., 2016; PETTERSSON et al., 2013).

1.3.2. PTEN.

Phosphatase and tensin homolog (PTEN) € um gene supressor tumoral
encontrado na terceira banda da segunda regido do braco longo do cromossomo 10 (10g23)
(NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2018b). Steck et al.
(1997) e Li et al. (1997) foram os primeiros a descobrir um candidato a gene supressor
tumoral, MMAC1/PTEN, que codifica uma proteina fosfatase. Em seguida, Li e Sun (1997)
identificaram o gene TEP1, que codifica uma proteina com atividade tirosina fosfatase. Foram
realizadas comparacdes nas sequéncias entre os genes TEP1 e MMACL/PTEN, que se
mostraram idénticas. Pesquisas iniciais revelaram que o gene PTEN estava alterado em
linhagens celulares tumorais de cérebro, prostata, mama e rim (LI et al., 1997; STECK et al.,
1997), além de ter relacdo com subpopulagdes de individuos que possuem doenca de Cowden
(LIAW et al., 1997; NELEN et al., 1997; TSOU et al., 1997), uma sindrome familiar rara que
confere alto risco para o cancer de mama. Sindrome Polipose Hamartomatosa e Sindrome
Bannayan-Zonana também apresentaram relacdo com esse gene supressor tumoral (MARSH
etal., 1997)

As funcbes do PTEN estdo intrinsecamente relacionadas a via molecular
PIBK/AKT (phosphatidylinositide 3-kinases / protein kinase B conhecida como AKT). Em
esquema simplificado, um fator de crescimento tumoral, por exemplo, insulin-like growth
factor (IGF), vascular endothelial growth factor (VEGF) ou epidermal growth factor (EGF),
liga-se a um receptor de tirosina-quinase, situado na membrana celular. Este sofre
dimerizacdo e fosforilagdo cruzada, ativando, entdo, a PI3K, uma enzima transdutora de sinal,
que se dirige para proximo a membrana celular onde encontra a PIP2 (phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate), um fosfolipidio componente da membrana celular. Esta sofre fosforilagcdo
transformando-se em PIP3 (phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate). A AKT, uma
proteina-quinase serina/treonina especifica, através de uma fosforilacdo promovida pela PIP3,
torna-se ativada, e, portanto, exerce seus efeitos de crescimento celular por meio da inducéo
da via mTOR (mechanistic target of rapamycin), do bloqueio da apoptose e através das vias
MDM2 (murine doble minute 2), BAD (Bcl-2-associated death promoter), NF-kB (nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), entre outras, além de funcbes no
controle do ciclo celular e metabolismo da glicose (EDLIND ;HSIEH, 2014). O PTEN atua
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dentro dessa via metabdlica como um agente que retira grupamentos fosfato do PIP3,
blogueando-o e rompendo, assim, com a cascata de eventos da via metabolica PISK/AKT
(EDLIND; HSIEH, 2014).

Varios mecanismos sdo responsaveis pela inativacdo do PTEN no contexto do CP,
sendo a mutacdo por delecdo a aberracdo genética mais comum, frequentemente focal e
subclonal (GUMUSKAYA et al., 2013; KROHN et al., 2012; LOTAN et al., 2016). Contudo,
outros meios podem alterar a regulacdo da expressdo génica do PTEN, incluindo fatores de
transcricdo, mMIRNA (microRibonucleic acid), RNA (ribonucleic acid) enddgenos
competitivos, metilacdo do DNA (deoxyribonucleic acid), além da fosforilacdo aberrante,
ubiquitinacdo e acetilagdo (CARRACEDO; ALIMONTI; PANDOLFI, 2011).

1.3.3. Arelacdo ERG/PTEN - sua importancia.

O PTEN € o gene supressor tumoral mais frequentemente deletado nos CP
(BERGER et al., 2011; GRASSO et al., 2012; LI et al., 1997; STECK et al., 1997; TAYLOR
et al., 2010). Sua aberracdo esta associada a caracteristicas clinico-patoldgicas agressivas
(ANTONARAKIS et al., 2012; BEDOLLA et al., 2007; CHAUX et al., 2012; LOTAN et al.,
2011, 2013; YOSHIMOTO et al., 2007) e ao desenvolvimento de doenca resistente a
castracdo (CARVER et al., 2009; JIAO et al., 2007; MULHOLLAND et al., 2011; SHEN;
ABATE-SHEN, 2007). Portanto, apresenta valor prognostico e, por estar relacionado a via
molecular PI3K/AKT, pode identificar pacientes com potencial beneficio do uso de drogas
inibidoras dessa via (AHEARN et al., 2016).

Embora a fusdo dos genes TMPRSS2-ERG ndo esteja diretamente ligada a
progressdo letal na maioria dos estudos (PETTERSSON et al., 2012), existem evidéncias
mostrando que o rearranjo génico ligado ao fator de transcricdo da familia ETS pode
modificar a associacdo com outros marcadores (PETTERSSON et al., 2013). Observa-se
ainda perda de PTEN com maior frequéncia no grupo de canceres que apresentam fusao
TMPRSS2-ERG quando comparado ao grupo sem esta anomalia (BARBIERI et al., 2012;
BISMAR et al., 2011; CARVER et al., 2009; KING et al., 2009; KROHN et al., 2012).
Portanto, a observacdo conjunta de ambos os marcadores pode modificar os efeitos de como
avaliar a progressdo da doenca, além de melhorar a estratificacdo de risco, guiando condutas
terapéuticas mais acuradas e contribuindo para o conhecimento da biologia tumoral
(AHEARN et al., 2016).
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO.

Este estudo visa caracterizar uma parte da populacéo brasileira ainda ndo estudada
em trabalhos relacionados a dois biomarcadores, ERG e PTEN, frequentemente alterados em
CP. Com isso, serd possivel estabelecer associagfes com pardmetros clinico-patoldgicos
ligados a agressividade tumoral, justificando a estratificagdo em subtipos moleculares. Os
dados gerados podem ser Uteis em trabalhos desenhados com desfechos clinicos especificos
além de identificar uma classe de paciente que pode se beneficiar com drogas relacionais a

vias moleculares em quest&o.
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3. OBJETIVOS.

3.1. Gerais.
e Caracterizar os dados clinico-patolégicos de uma amostra da populacéo brasileira com

adenocarcinoma usual da prostata.

3.2. Especificos.
e Avaliar por meio de imuno-histoquimica a expressio de ERG e PTEN em
adenocarcinomas usuais da prostata.
e Avaliar a associacdo isolada de cada biomarcador com caracteristicas clinico-
patoldgicas.
e Avaliar a associacdo do conjunto ERG/PTEN com caracteristicas clinico-patoldgicas,

especialmente em relacdo aos escores de Gleason/grupos progndsticos.
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4. MATERIAIS E METODOS.

4.1. Selecéo de amostras.

Este trabalho trata-se de um estudo com delineamento observacional e transversal
em que, ap6s a aprovacdo do comité de ética institucional dos autores, um total de 97
prostatectomias radicais (PR), realizadas entre os anos de 2013 e 2016, totalmente incluidas
em blocos de parafina e com diagndstico de adenocarcinoma acinar usual da prostata, foram
selecionadas, de forma randémica, dos arquivos de um laboratério de patologia na cidade de
Fortaleza. Dados de informacfes clinicas disponiveis e laudos histopatologicos foram
avaliados. Com objetivo de enriquecer o estudo com amostras apresentando maiores de
escores Gleason (Gleason > 8), foram incluidas 22 resseccdes transuretrais da prostata
(RTUP), sem historia de tratamento neoadjuvante nos registros avaliados. Casos com
diagndstico de adenocarcinoma ductal e carcinoma neuroenddcrino de pequenas células ndo
foram considerados. Todas as laminas de hematoxilina e eosina (HE) foram reavaliadas por 2
patologistas (CLM e FT) para a escolha de areas com tumor index em PR e areas com escores
de Gleason mais alto em materiais de RTUP. Foi usada para graduacdo dos CP o ultimo
consenso da Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica (EPSTEIN et al., 2016). As
amostras foram divididas segundo 0s grupos prognésticos propostos, variando de 1 a 5, e

agrupadas em escores de Gleason < 6, escores de Gleason = 7 e escores de Gleason > 8.

4.2. Construcgdo do Tissue Microarray (TMA).

Dois punches de 2 mm cada foram realizados em areas contendo tumor index
provenientes dos blocos de parafina das PR e de areas com escores de Gleason mais alto dos
blocos de parafina das RTUP, utilizando-se o conjunto Quick-Ray® - manual tissue
microarrayer (Unitma Co., Ltd., Seoul, Korea). No total, 238 punches foram obtidos, sendo
confeccionados 8 blocos de TMA. Foram adicionados em cada vértice dos TMA 1 punch de
2 mm contendo tecido prostatico benigno, proveniente de PR ndo utilizadas neste trabalho,
com o objetivo de servir de controle externo para reacdo IHQ. Microtomo da marca LEICA
RM2125 RTS foi utilizado para cortes em blocos de parafina.
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4.3. Imuno-histoquimica.

Duas sessfes consecutivas de 4 mm foram cortadas de cada bloco de parafina dos
TMA construidos, sendo montadas 2 laminas de vidro carregadas para uso em reacdo de
imuno-histoquimica (figura 3). A reagdo para avaliacdo de PTEN foi realizada em plataforma
automatizada Ventana BenchMark (Ventana Medical Systems, Tucson, United States),
utilizando-se anticorpo de coelho monoclonal anti-PTEN (clone SP2018; Roche Diagnostics,
United Kingdom). As marcacfes foram consideradas positivas quando 100% das células
tumorais apresentavam expressao nuclear e citoplasmatica intensa ou moderada. Células
estromais e glandulas benignas foram usadas como controle de rea¢do. Foram consideradas
marcacdes negativas aquelas em que as células tumorais apresentavam expressao bastante
reduzida ou auséncia de marcacéo citoplasmatica e nuclear. Foi considerado como perda de
padrdo homogéneo quando todas as células tumorais avaliaveis apresentavam auséncia de
expressdo e perda de padrdo heterogéneo quando parte das células tumorais expressava o0
marcador e parte ndo expressava (LOTAN et al., 2011). A reacdo para avaliacdo de ERG foi
realizada em plataforma automatizada Ventana BenchMark ULTRA IHC/ISH (Ventana
Medical Systems, Tucson, United States), utilizando-se anticorpo monoclonal de coelho anti-
ERG (clone EP111, Dako, Santa Clara, CA). Foram consideradas marcacfes positivas as
intensidades fraca, moderada ou forte dos ndcleos das células tumorais observaveis. Foi
considerada marcacao negativa a auséncia de expressdo nuclear em células tumorais. Células
endoteliais foram usadas como controle de reacdo (figura 4). Os casos em que as marcacoes
foram consideradas duvidosas ou que ndo apresentavam células tumorais em cortes para
imuno-histoquimica, tanto para ERG quanto para PTEN, ndo foram considerados para efeito
estatistico, fato que ocorreu em duas amostras para avaliacdo de ERG e em 14 amostras para
avaliacdo de PTEN. Cento e trés casos apresentaram marcacdo observavel simultanea para

ambos o0s biomarcardores.
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Figura 3 - Lamina de hematoxilina/eosina e de silano com marcagdo para ERG.

Fonte: préprio autor (2018).
Notas: HE = hematoxilina e eosina.

Figura 4 - Controle interno representado por células endoteliais com ndcleos positivos (reagdo
imuno-histoguimica para expressdo de ERG.
I" ¢ Para © !
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Fonte proprio autor (2018).
Nota: Aumento 400x.
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4.4. Avaliacao estatistica.

Avaliacdo estatistica foi realizada utilizando-se o software GraphPad Prisma,
versdo 6. Variaveis qualitativas nominais e ordinais foram avaliadas com teste de Fisher ou
Qui-quadrado. Teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliacdo de normalidade em
varidveis quantitativas. Teste T de Student e ANOVA one-way foram utilizados para
varidveis quantitativas com distribuicdo normal; teste de Mann Whitey e Kruskal-Wallis
foram utilizados para varidveis quantitativas sem distribuicdo normal. Foi considerado como

nivel de significancia um p <0,05.

4.5. Comité de Etica.

O plano de pesquisa deste estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
do Centro Universitario Christus — UNICHRISTUS ap6s o preenchimento dos dados na
Plataforma Brasil, sendo aprovado com numero CAAE 61472016.3.0000.5049.



31

5. RESULTADOS.

5.1. Caracterizacdo da populacéo.

Foram incluidas no estudo 119 amostras, divididas em 97 (82%) PR e 22 (18%)
RTUP. A média de idade com informacdes disponiveis foi de 71 anos (variando entre 51 e 99
anos). Apenas 13 amostras (13/119) apresentaram informacdes sobre PSA sérico pré-cirurgico
em nossos arquivos, com mediana de 8.5 ng/ml. Com relacdo aos agrupamentos em escores
de Gleason, 31 (26%) amostras apresentaram escore de Gleason < 6, 50 (42%) escore de
Gleason 7 e 38 (32%) escore de Gleason > 8. Quando estratificados em relagdo aos grupos
prognosticos, 31 (26%) amostras encontravam-se no Grupo 1, 29 (24%) no grupo 2, 21 (18%)
no grupo 3, 12 (10%) no grupo 4 e 26 (22%) no grupo 5. Peso prostatico e volume tumoral
percentual apresentaram mediana de 45g e 20% respectivamente. Extensdo extraprostatica,
neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau (high-grade prostatic intraepithelial neoplasia -
HGPIN) e invasdo de vesicula seminal foram observadas em 35 (36%), 86 (89% e 8 (8%)
amostras respectivamente. Por fim, margens cirurgicas, incisdo capsular e invasao
linfovascular foram observadas em 34 (35%), 29 (30%) e 5 (5%) amostras nessa ordem. Com
relacdo ao estadiamento, 57 (59%) amostras apresentaram estadio T2 NO/Nx e 40 (41%) T3
NO/N1/Nx. Vide tabela 3 para resumo.



Tabela 3 - Caracteristicas clinico-patologicas gerais.

Caracteristicas: N*
Idade, média (max-min) (DP), anos: 115 71 (51-99) (9.2)
PSA#, mediana (g1, g3), ng/ml: 13 8.5 (6.3, 18.5)
Escore de Gleason, N (%):

Gleason <6 31 (26)

Gleason 7 50 (42)

Gleason >8 38 (32)
Grupos progndsticos, N (%): 119

Grupo 1 31 (26)

Grupo 2 29 (24)

Grupo 3 21 (18)

Grupo 4 12 (10)

Grupo 5 26 (22)
Procedimento, N (%): 119

PR 97 (82)

RTUP 22 (18)
Peso prostatico, mediana (g1, g3), gramas: 96 45 (35-55)
Volume tumoral percentual, mediana (gql, q3), 97 20 (10-25)
percentual:
Extensdo extraprostatica presente, N (%6): 96 35 (36)
HGPIN presente, N (%0): 97 86 (89)
Invasdo de vesicula seminal presente, N (%6): 97 8 (8)
Margens cirargicas positivas, N (%): 97 34 (35)
Incisdo capsular presente, N (%0): 97 29 (30)
Invasdo linfovascular presente, N (%): 97 5(5)
Estadiamento, N (%0): 97

T2 NO/Nx 57 (59)

T3 NO/N1/Nx 40 (41)
ERG, N (%): 117

Negativo 69 (59)

Positivo 48 (41)
PTEN, N (%): 105

Negativo 40 (38)

Positivo 65 (62)
PTEN - padréo de negatividade, N (%): 40

Padrdo homogéneo 20 (50)

Padréo heterogéneo 20 (50)

Fonte: préprio autor (2018).
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Notas: N*=nUmero de casos com dados disponiveis. DP= desvio padrao. Q1, q3= intervalo interqualtil. #=
referente a dosagem de PSA pré-cirdrgico. PR = prostatectomia radical. RTUP=resseccao transuretral da

prostata. HGPIN=neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau.
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5.2. ERG e PTEN imuno-histoquimica e suas associagdes.

A expressdao de ERG foi observada em 48 (41%) amostras. PTEN mostrou-se
negativo em 40 (38%) amostras, sendo 20 (50%) de padrdo homogéneo e 20 (50%) de padrédo
heterogéneo (vide tabela 3 e figuras 5 e 6). Quanto da associagdo ERG e variaveis clinico-
patoldgicas, os agrupamentos em escores de Gleason demonstraram significancia estatistica
(p=0.0316), com uma maior representacdo da expressdo de ERG em escores de Gleason < 6.
Os grupos prognosticos apresentaram tendéncia a associacdo, porém sem significancia
estatistica (p=0.0723). Demais variaveis ndo demonstraram p satisfatorio, com excecdo do

peso prostatico (p=0.0007), que apresentou associacdo com auséncia de expressédo (tabela 4).

Tabela 4 - ERG imuno-histoquimica e suas associac6es clinico-patologicas.

Caracteristicas: N* ERG negativo ERG positivo p
(n=69) (n=48)

Idade, média (max-min) (DP), anos: 113 72 (9.3) 71 (9.0) 0.4915
PSA#, mediana (g1, g3), ng/ml: 12 7.7 (6.3,68.1) 155(8.4,19.3) 0.5434
Escore de Gleason, N (%0): 117 0.0316

Gleason <6 13 (19) 17 (35)

Gleason 7 36 (52) 14 (29)

Gleason >8 20 (29) 17 (35)
Grupos prognosticos, N (%): 117 0.0723

Grupo 1 13 (19) 17 (35)

Grupo 2 19 (28) 10 (21)

Grupo 3 17 (25) 4 (8)

Grupo 4 5(7) 6 (13)

Grupo 5 15 (22) 11 (23)
Procedimento, N (%0): 117 0.3491

PR 58 (84) 37 (77)

RTUP 11 (16) 11 (23)
Peso prostatico, mediana (g1, g3), gramas: 94 50 (40, 60) 40 (35, 45) 0.0007
Volume tumoral percentual, mediana (ql, g3), 95 20 (15,25) 20 (10, 25) 0.2772
percentual:
Extensdo extraprostatica presente, N (%6): 94 21 (37) 13 (35) 1
HGPIN presente, N (%0): 95 51 (88) 34 (92) 0.7355
Invasao de vesicula seminal presente, N (%6): 95 7(12) 1(3) 0.1441
Margens cirargicas positivas, N (%6): 95 22 (38) 12 (32) 0.6636
Incisdo capsular presente, N (%0): 95 17 (29) 11 (30) 1
Invaséo linfovascular presente, N (%0): 95 3(5) 2(5) 1
Estadiamento, N (%0): 95 1

T2 NO/Nx 34 (59) 22 (59)

T3 NO/N1/Nx 24 (41) 15 (41)

Fonte: proprio autor (2018).

Notas: N*=nUmero de casos com dados disponiveis. DP= desvio padrdo. Q1, g3= intervalo interqualtil. #=
referente & dosagem de PSA pré-cirlrgico. PR = prostatectomia radical. RTUP=resseccédo transuretral da
prostata. HGPIN=neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau. Testes estatisticos: idade (teste T de Student);
PSA, peso prostatico e volume tumoral percentual (Teste de Mann-Whitney); escores de Gleason e grupos
prognosticos (Qui-quadrado); procedimento, extensdo extraprostatica, HGPIN, invasdo de vesicula seminal,
margens cirdrgicas, incisdo capsular, invasdo angiolinfatica e estadiamento (teste de Fisher).
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Figura 5 - Representagdo imuno-histoquimica (PTEN).

Fonte: Proprio autor (2018).

Notas: Em 1A presenca de positividade em tumor com escore de Gleason padrao arquitetural 4. Em 1B
presenca de positividade em tumor com escore de Gleason padrdo arquitetural 3. Em 1C, perda homogénea em
tumor com escore de Gleason padrdo arquitetural 3. Em 1D, perda heterogénea em tumor com escore de
Gleason padréo arquitetural 3.
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Figura 6 - Representagdo imuno-histoquimica (ERG).

Fonte: proprio autor (2018).
Notas: Em 2A, presenca de positividade nuclear em area tumoral. Em 2B, auséncia de marca¢do nuclear em
foco tumoral. Observar positividade em células endoteliais, representando controle interno positivo.
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Quanto da associacdo PTEN e variaveis clinico-patoldgicas, o volume tumoral
percentual (p=0.0659), a invasdo linfovascular (p=0.0710) e o estadiamento (p=0.0773)
apresentaram tendéncia a associacdo, porém ndo foram satisfatorios em relacao a significancia
estatistica. Demais varidveis ndo demonstraram um p estatisticamente satisfatdrio. Vide

resumo em tabela 5.

Tabela 5 - PTEN imuno-histoquimica e suas associacdes clinico-patologicas.

Caracteristicas: N* PTEN negativo PTEN positivo p
(n=40) (n=65)

Idade, média (max-min) (DP), anos: 102 72 (8) 71(9.8) 0.8629
PSA#, mediana (g1, g3), ng/ml: 13 8.5 (7,52.5) 7,6 (3.5,185)  0.4973
Escore de Gleason, N (%0): 105 0.1905

Gleason <6 6 (15) 20 (31)

Gleason 7 20 (50) 27 (42)

Gleason >8 14 (35) 18 (28)
Grupos prognosticos, N (%): 105 0.1769

Grupo 1 6 (15) 20 (31)

Grupo 2 13 (33) 13 (20)

Grupo 3 7 (18) 14 (22)

Grupo 4 6 (15) 4 (6)

Grupo 5 8 (20) 14 (22)
Procedimento, N (%): 105 1

PR 34 (85) 54 (83)

RTUP 6 (15) 11 (17)
Peso prostatico, mediana (g1, g3), gramas: 87 45 (35, 60) 40 (35, 55) 0.479
Volume tumoral percentual, mediana (ql, g3), 88 25 (15, 30) 20 (13.7, 25) 0.0659
percentual:
Extensado extraprostatica presente, N (%6): 88 17 (50) 17 (31) 0.1155
HGPIN presente, N (%0): 88 30 (88) 48 (89) 1
Invasdo de vesicula seminal presente, N (%6): 88 4 (12) 3 (6) 0.4224
Margens cirargicas positivas, N (%): 88 9 (26) 21 (39) 0.2573
Incisdo capsular presente, N (%0): 88 8 (24) 16 (30) 0.6267
Invasdo linfovascular presente, N (%0): 88 4(12) 1(2) 0.0710
Estadiamento, N (%0): 88 0.0773

T2 NO/NXx 15 (44) 35 (65)

T3 NO/N1/Nx 19 (56) 19 (35)

Fonte: préprio autor (2018).

Notas: N*=nUmero de casos com dados disponiveis. DP= desvio padrao. Q1, q3= intervalo interqualtil. #=
referente a dosagem de PSA pré-cirdrgico. PR = prostatectomia radical. RTUP=resseccao transuretral da
prostata. HGPIN=neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau. Testes estatisticos: idade (teste T de Student);
PSA, peso prostatico e volume tumoral percentual (Teste de Mann-Whitney); escores de Gleason e grupos
prognésticos (Qui-quadrado); procedimento, extensdo extraprostatica, HGPIN, invasdo de vesicula seminal,
margens cirdrgicas, incisdo capsular, invaséo angiolinfatica e estadiamento (teste de Fisher).



37

5.3. Estratificagdo ERG/PTEN e suas associagoes.

Quando dividimos 2 grupos, ERG positivo e ERG negativo, e avaliamos a
expressao de PTEN, observamos a auséncia de expressdo deste biomarcador em 20 (32%)
amostras no grupo ERG negativo e 19 (48%) no grupo ERG positivo, representando um
enriquecimento de auséncia de expressdao de PTEN no grupo com expressdo de ERG, embora

ndo tenha sido observado significancia estatistica (vide tabela 6).

Tabela 6 - Tabela de contingéncia ERG x PTEN.

ERG negativo ERG positivo Total:
PTEN negativo  n=20 (32%) n=19 (48%) n=39 (100%)
PTEN positivo  n=43 (68%) n=21 (53%) n=64 (100%)
Total: n=63 (100%) n=40 (100%) n=103 (100%)

Fonte: proprio autor
Nota: teste de Fisher com p=0.1447.

Ao considerarmos todos os perfis imuno-histoquimicos possiveis (ERG-/PTEN-;
ERG-/PTEN+; ERG+/PTEN-; ERG+/PTEN+) e 0s associarmos com as variaveis clinico-
patoldgicas observadas, obtivemos significancia estatistica com relagdo aos agrupamentos
referentes aos escores de Gleason (p=0.0131) e aos grupos progndésticos (p=0.0369).
Interessante observar a relagdo do grupo ERG+/PTEN+ com um grande percentual de
amostras com escores de Gleason < 6 / grupo prognoéstico 1. Peso prostatico também
demonstrou significancia estatistica com p=0.0123, com amostras sem a expressdo de ERG e
independentes da expressdo de PTEN com medianas de peso maiores. Demais associagdes

nao foram satisfatorias estatisticamente. Vide resumo em tabela 7.



Tabela 7 - Perfil ERG/PTEN imuno-histoquimica e suas associag¢des clinico-patolégicas.

Caracteristicas: N*  ERG- ERG- ERG+ ERG+ p
/PTEN- [PTEN+ /PTEN- /PTEN+
(n=20) (n=43) (n=19) (n=21)

Idade, média (max- 100 72 (8.2) 72 (10.2) 71 (7.7) 69 (9.1) 0.6390
min) (DP), anos:
PSA#, mediana (ql, 12 8 (7,68.1) 7(2,164.1) 17 (17, 17) 14 (6.5, 20) -
g3), ng/ml:
Escore de Gleason, N 103 0.0131
(%0):

Gleason <6 2 (10) 8 (19) 4 (21) 11 (52)

Gleason 7 13 (65) 23 (53) 7(37) 4 (19)

Gleason >8 5 (25) 12 (28) 8 (42) 6 (29)
Grupos prognosticos, 103 0.0369
N (%):

Grupo 1 2 (10) 8 (19) 4 (21) 11 (52)

Grupo 2 7(35) 12 (28) 6 (32) 1(5)

Grupo 3 6 (30) 11 (26) 1(5) 3(14)

Grupo 4 1(5) 3(7) 4 (21) 1(5)

Grupo 5 4 (20) 9 (21) 4 (21) 5 (24)
Procedimento, N (%0): 103 0.9866

PR 17 (85) 36 (84) 16 (84) 17 (81)

RTUP 3(15) 7 (16) 3(16) 4(9)
Peso prostatico, 85 50 (35,62.5) 50 (40, 58.7) 40 (35, 50) 35 (30, 40) 0.0123
mediana (gl, g3),
gramas:
Volume tumoral 86  25(12.5, 30) 20 (15, 25) 20 (15, 28.7) 15 (10,22.5)  0.2608
percentual, mediana
(91, g3), percentual:
Extenséo 86 10 (59) 10 (28) 6 (38) 7 (41) 0.1889
extraprostatica
presente, N (%0):
HGPIN presente, N 86 15 (88) 32 (89) 15 (94) 15 (88) 0.9442
(%):
Invasdo de vesicula 86 4 (24) 2 (6) 0(0) 1(6) 0.0646
seminal presente, N
(%):
Margens cirdrgicas 86 5(29) 14 (39) 4 (25) 7 (41) 0.6909
positivas, N (%6):
Inciséo capsular 86 5(29) 8 (22) 3(19) 7 (41) 0.4290
presente, N (%0):
Invasdo linfovascular 86 2 (12) 1(3) 2 (12) 0 (0) 0,2550
presente, N (%0):
Estadiamento, N (%0): 86 0.3669

T2 NO/Nx 7 (41) 23 (64) 8 (50) 11 (65)

T3 NO/N1/Nx 10 (59) 13 (36) 8 (50) 6 (35)

Fonte: proprio autor (2018).

Notas: N*=numero de casos com dados disponiveis. PTEN- = casos referentes @ PTEN com perda homogénea e
heterogénea. DP= desvio padrao. Q1, q3= intervalo interqualtil. #= referente a dosagem de PSA pré-cirdrgico.
PR = prostatectomia radical. RTUP=ressec¢do transuretral da prdstata. HGPIN=neoplasia intraepitelial
prostatica de alto grau. Testes estatisticos: idade (teste ANOVA one-way); PSA (ndo foi possivel realizagdo por
critérios matematicos préprios do teste de Kruskal-Wallis); peso prostatico e volume tumoral percentual (teste
de Kruskal-Wallis); escores de Gleason e grupos prognosticos, procedimento, extensdo extraprostatica, HGPIN,
invasdo de vesicula seminal, margens cirurgicas, incisdo capsular, invasdo angiolinfatica e estadiamento (teste

de Qui-quadrado).
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6. DISCUSSAO.

As atuais ferramentas disponiveis como escores de Gleason, estadiamento e PSA
sérico sdo insuficientes para uma acurada estratificacdo dos pacientes. Em virtude do CP ser
uma doenca heterogénea, com formas indolentes e agressivas, ndo € possivel prever com
exatiddo qual o comportamento clinico dos pacientes, principalmente naqueles hoje
classificados como baixo risco (COOPERBERG et al., 2009; D’AMICO et al., 1998). Nesse
cenario, biomarcadores sdo utilizados como elementos que possibilitam conhecer melhor os
mecanismos biologicos, atuando de forma diagndstica, preditiva e/ou prognéstica (ARORA,;
BARBIERI, 2018). Além disso, a identificacdo do perfil étnico/racial também se torna
fundamental para o conhecimento da doenca, pois populagdes diferentes podem expressar a
neoplasia de forma distinta com relacdo ao comportamento clinico (POWELL; BOLLIG-
FISCHER, 2013; TAN; MOK; REBBECK, 2016).

A fusdo TMPRSS2-ERG ocorre em aproximadamente 36-78% dos casos de CP
(BOSTROM et al., 2015; SHAH et al., 2015; TOMLINS et al., 2005). Ambos esses genes
estdo localizados no cromossomo 21 e distam 3 megabases um do outro. Dele¢Ges e menos
comumente translocacdes justificam a alta prevaléncia de fusfes entre esses dois genes (TU et
al., 2007). A observacao desse rearranjo se da principalmente por hibridizacdo in situ por
fluorescéncia (FISH, do inglés fluorescence in situ hybridization), porém métodos de IHQ ja
se provaram ser confidveis e Uteis para deteccdo das alteracdes da proteina ERG (MINNER et
al., 2011; PETTERSSON et al., 2012). Nosso estudo evidenciou expressao de ERG em 41%
(48/117) das amostras, sendo compativel com média geral de outros trabalhos (BOSTROM et
al., 2015; SHAH et al., 2015; TOMLINS et al., 2005). Em relacdo as associa¢des clinico-
patolégicas foi observada associagdo significativa com 0s agrupamentos em escores de
Gleason (p=0.0316), verificando-se uma expressao mais evidente em amostras com Gleason <
6, além de associagdo com peso prostatico (p=0,0007), apresentando pesos maiores ligados a
auséncia de expressdo. Os dados da literatura sdo conflitantes, mostrando variagdes nas
associagOes entre os rearranjos TMPRSS2-ERG e variaveis clinico patoldgicas. Demichelis et
al. (2007), baseados em uma coorte com CP localizado, mostraram que pacientes no grupo
com fusdo positiva, observada por FISH, apresentavam associacdo com escores de Gleason de
mais alto grau e morte por doenca prostatica especifica, sugerindo um fenotipo mais agressivo
(DEMICHELLIS et al., 2007). Rubio-Briones et al. (2010) analisaram 226 amostras de CP
tratados por PR com um média de segmento de 84 meses, sendo a fusdo TMPRSS2-ERG
evidenciada por RT-PCR. Nenhuma associacdo com caracteristicas clinico-patolégicas foi
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evidenciada. Contudo, quando os pacientes eram estratificados em relacdo ao status de fuséo,
diferentes variaveis clinico-patolégicas definiram cada grupo com relacéo a sobrevida livre de
progressao bioquimica (RUBIO-BRIONES et al., 2010). (Esgueva et al. (2010), usando FISH,
demonstraram a presenca de rearranjo TMPRSS2-ERG em 53% das amostras de um coorte de
PR, ndo observando também associa¢cbes com caracteristicas clinico-patoldgicas. Todavia,
ndo foram observadas associagdes com desfechos clinicos pertinentes (ESGUEVA et al.,
2010).

PTEN é um gene supressor tumoral que se encontra alterado em torno de 18-42%
dos CP. Sua inativagdo libera a via PI3K e subsequentemente a via mTOR, a qual apresenta
como fungdes finais, por exemplo, o crescimento celular e a proliferacdo (EDLIND; HSIEH,
2014). Assim como o rearranjo TMPRSS2-ERG, a deteccdo por meio de IHQ é uma forma
custo-efetiva mais viavel e com excelente correlacdo com o FISH (LOTAN et al., 2011).
Lotan et al. (2011) mostraram por meio de IHQ que a ndo expressdo de PTEN estava
associada ao aumento do estadiamento patoldgico (41% das amostras PTEN negativo eram
estadio pT3bNO0) e a escores de Gleason mais altos (45% das amostras PTEN negativo
apresentavam escores de Gleason 8-10) (LOTAN et al., 2011). Ahearn et al. (2016),
estudando a relacdo entre biomarcadores (ERG e PTEN) e doenca letal, evidenciaram, por
meio de IHQ, a ndo expressdao de PTEN em 25% das amostras, sendo 16% com padréo
homogéneo e 9% de padrdo heterogéneo, e que a perda homogénea de PTEN apresentava
associacdo com escores de Gleason alto e estadiamento clinico e patoldgico avancado
(AHEARN et al., 2016). Nosso estudo evidenciou uma auséncia de expressdo de PTEN em
38% (40/105) das amostras, com padrdo homogéneo e heterogéneo na ordem de 50%. Quanto
da associacdo PTEN e variaveis clinico-patoldgicas, o volume tumoral percentual (p=0.0659),
a invasdo linfovascular (p=0.0710) e o estadiamento (p=0.0773) apresentaram tendéncia a
associacao, porém ndo foram satisfatorios em relacdo a significancia estatistica. Demais
variaveis ndo demonstraram um p estatisticamente satisfatorio.

Diversos estudos avaliaram a relagdo entre esses dois biomarcadores. Modelos
animais mostraram que ratos transgénicos para TMPRSS2-ERG desenvolvem HGPIN
somente quando a via PI3K esta ativada, sugerindo uma cooperacdo entre essas alteraces
para o desenvolvimento do CP e levantando-se a hipdtese de que mutagcdes no gene ERG
conduzem a propriedades invasivas sem afetar a proliferacdo celular, contribuindo para a
progressdo do CP (CARVER et al., 2009; ULLMAN et al., 2018). Em humanos, muta¢6es no
gene PTEN tendem a ocorrer apos a mutacdo no gene ERG (GUMUSKAYA et al., 2013). No
entanto o significado clinico da associagdo ERG-PTEN é controverso (AHEARN et al., 2016;
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YOSHIMOTO et al.,, 2008). Yoshimoto et al. (2008), utilizando FISH para avaliagdo de
rearranjos TMPRSS2-ERG e dele¢Bes no gene PTEN, em uma andlise retrospectiva com PR,
observaram que o grupo com delecdo de PTEN e fusdo de TMPRSS2-ERG apresentava
associacdo com recorréncia bioquimica, propondo a estratificacdo da coorte em 3 grupos
prognosticos: 1 — pior grau gendmico, representado por fusdo TMPRSS2-ERG/PTEN
deletado; 2 — grau gendmico intermediério, representado por somente uma mutacao presente;
3 — grau genémico favoravel, quando ndo houver mutacdo de ambos os genes (YOSHIMOTO
et al., 2008). Ahearn et al. (2016), utilizando IHQ como meio técnico para avaliar tanto ERG
como PTEN, puderam observar que somente no grupo ERG negativo / PTEN negativo houve
associacao com progressdo letal como desfecho clinico (AHEARN et al., 2016). Em ambos os
trabalhos citados acima o grupo ERG positivo / PTEN perdido apresentava-se com maior
representacdo, porém com associacdes prognosticas diferentes em cada estudo (AHEARN et
al., 2016; YOSHIMOTO et al., 2008). Nosso trabalho mostrou 48% (19/40) de perda de
PTEN no grupo ERG positivo e 32% (20/63) no grupo ERG negativo, evidenciando também
um enriquecimento de perda de PTEN no grupo ERG positivo. No que se refere ao perfil
imuno-histoquimico em conjunto e sua associacdo com caracteristicas clinicas e patologicas,
podemos observar em nosso estudo somente significancia estatistica referente ao escore de
Gleason, particularmente no grupo ERG+/PTEN+, com uma maior frequéncia relativa de
casos com escores de Gleason de baixo grau (grupo progndstico 1 ou escores de Gleason < 6),
sugerindo melhor prognéstico.

O CP apresenta comportamentos clinicos diferentes em populaces distintas.
Pacientes afrodescendentes apresentam doenca clinica mais agressiva quando comparados aos
caucasianos (POWELL et al., 2010). A prevaléncia de subtipos moleculares varia entre essas
populacbes e pode justificar as diferencas de comportamentos clinicos (TOSOIAN et al.,
2017). A fusdo TMPRSS2-ERG é menos frequente em afrodescendentes (KHANI et al., 2014;
MAGI-GALLUZZI et al., 2011), assim como a prevaléncia de alteragdes no gene PTEN
(KHANI et al., 2014; LINDQUIST et al., 2016). No trabalho de Tosoian et al. (2017), as
frequéncias de ERG e PTEN, avaliadas por meio de IHQ, foram de fato menores em pacientes
afrodescendentes quando comparados aos caucasianos (18% em afrodescendentes e 34% em
caucasianos, referentes a perda de PTEN; 25% em afrodescendentes e 52% em caucasianos,
referentes a expressao de ERG). Além disso, foi estudada a relacéo desses biomarcadores com
o desenvolvimento de recorréncia bioquimica em afrodescendentes, observando-se que a

expressdo de ERG ndo apresentava associacao com desfecho clinico (p=0.5) e que a auséncia
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de expressdo de PTEN mostrava associacdo, resultados semelhantes aos de caucasianos
(TOSOIAN et al., 2017).

Existem limitacdes em nosso trabalho principalmente com relacdo ao tamanho da
amostra e a auséncia de seguimento dos pacientes, com auséncia de informacgfes sobre
recorréncia bioquimica, metastases e sobrevida livre de doenga. Contudo, em virtude de
formar uma base para caracterizacdo de uma amostra da populacdo brasileira ainda sem esse
tipo de informacéo, trabalhos futuros podem usar esses dados para associacdes com desfechos
clinicos melhor avaliados.

Concluindo, a determinagdo do perfil molecular (ERG/PTEN) dos CP associada
ao conhecimento da doenca em populagdes particulares pode ajudar na estratificagdo de risco,
conduzindo decisdes terapéuticas mais particularizadas e evitando os efeitos deletérios do
sobretratamento, além de contribuir para o conhecimento daqueles que poderiam se beneficiar

de drogas alvo em desenvolvimento.
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