FRANCISCO RUDINEI PEGORETTO

VALOR PROGNOSTICO DA EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA
TECIDUAL DO C-ERBB-2, DA E-CADERINA E DO MIB-1 NO
ADENOCARCINOMA DE PROSTATA CLINICAMENTE
LOCALIZADO

CURITIBA
2008



FRANCISCO RUDINEI PEGORETTO

VALOR PROGNOSTICO DA EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA
TECIDUAL DO C-ERBB-2, DA E-CADERINA E DO MIB-1 NO
ADENOCARCINOMA DE PROSTATA CLINICAMENTE
LOCALIZADO

Tese apresentada no Programa de Pos-
Graduacdo em Clinica Cirurgica do Setor de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Parand, como requisito parcial para a obtencgéo
do grau académico de Doutor em Clinica
Cirdrgica.

Orientador: Prof. Dr. Renato Tambara Filho

Coordenador: Prof. Dr. Jorge Eduardo Fouto
Matias

CURITIBA
2008



AOS MEUS AMORES, SANDRA, LUCAS E LARA.
AOS MEUS PAIS, GRACILIANO PEGORETTO E
GEMA BIANCHINI



AGRADECIMENTOS

Ao Departamento de Cirurgia do Hospital de ClinidadUniversidade Federal
do Parana.

Ao PROF. DR. RENATO TAMBARA FILHO, meu orientadoprincipal
incentivador e amigo. Minha referéncia pessoal deahe ética.

Ao PROF. DR. JORGE EDUARDO FOUTO MATIAS, coordenaddo
Programa de PoOs-graduacdo em Clinica Cirdrgica dapithl de Clinicas da
Universidade Federal do Parana. Pela oportunidad¥alucdo académica.

A PROF2. DR2 REGINA DE PAULA XAVIER GOMES, pelac@nséavel
ajuda neste trabalho e pela presenca constantgier@agao patoldégica dos meus
pacientes.

AO DR. ARI ADAMY JUNIOR, amigo e colaborador negtstudo.

A todos os amigos e professores que direta oueitagitente participaram de
minha formac&o uroldgica inicial, como o PROF. DRAO ATILA ROCHA, PROF.
DR. RENATO TAMBARA FILHO, PROF. DR. LUIZ CARLOS DEALMEIDA
ROCHA, PROF. DR. AGENOR FERREIRA DA SILVA FILHO, DRMILTON
SCARAMUZZA, PROF. DR. LUIZ SERGIO SANTOS, DR. MILTOKUMAGAI.

A todo o grupo urolégico do Hospital Sirio Libareédo Hospital Beneficéncia
Portuguesa de Séao Paulo, em especial ao PROF. DRJBL SROUGI, pelo grande
estimulo a minha formacéo profissional e humana.

A todos os residentes de urologia que conviveramigm durante os Ultimos
anos. Serei sempre grato pelos ensinamentos aesiio.

Aos pacientes dedico a minha luta por um “bem rhaior



“Fazer qualquer coisa completa, intiseja boa
OouU seja ma; e, se nunca é inteiramente boa, muigass
nao € inteiramente ma, sim, fazer uma coisa complet
causa-me, talvez, mais inveja do que outro qualquer
sentimento. E como um filho: é imperfeita como todo
ente humano, mas € nossa como os filhos sao”.
Fenuo Pessoa



RESUMO

INTRODUCAO: O carcinoma prostatico € uma doenca biologicamieetierogénea,
e essa condicao é refletida pelo curso clinico damma. A busca por um biomarcador
determinante de progndstico e tratamento tem sidogtande desafio na medicina
moderna OBJETIVOS: Avaliar a expressao tecidual, através de estudmam
histoquimico do c-erbB-2, da E-caderina e do MIBeladenocarcinoma localizado de
prostata. Correlacionar a expressdo desses maesadom fatores prognosticos
habituais, como o PSA(Antigeno Prostatico Espemjific escore de Gleason, o estadio
clinico, o nomograma de D’Amico e o PSA-DT, e finahte definir a importancia
desses marcadores para predizer a recidiva tumd@sTERIAL E METODOS:
Foram estudados 150 pacientes submetidos a masi@ia radical com doenca
localizada (Tlc a T2c).Os espécimes cirurgicos etmwidamente preparados e
avaliados quanto a expressdo dos trés marcad®ESULTADOS: Dos 150
pacientes , 41(27,3%) recidivaram num seguimentdionde 69,5+21,7 meses . A
recidiva estava relacionada de forma significatteen o PSA (p=0,0004), com o
escore de Gleason(p<0,0001), com o estadio patolfai0,0001) e o grupo de risco
definido por D’Amico(p<0,0001). A expressao tecidt@ de 48,7%, 74,7% e 60%,
respectivamente para o c-erbB-2, para a E-caderpaa o MIB-1. O c-erbB-2 e a E-
caderina correlacionaram-se apenas com 0 escoi@ladson, enquanto o MIB-1
correlacionou-se diretamente com o escore de Gieasestadio clinico e patoldgico,
0s grupos de risco e a recidiva tumo@DONCLUSAO: O MIB-1 mostrou-se um
fator preditivo para a recidiva da doenca, estarglacionado com o escore de
Gleason, estadio e grupos de risco.

Palavras chave: Neoplasias prostaticas. PrognoMaa@adores tumorais. c-erbB-2.
E-caderina. MIB-1



ABSTRACT

INTRODUCTION: Prostate carcinoma is a biologically heterogenelisesase whose
clinical course reflects such condition. The skedar a biomarker to determine its
prognosis and treatment has been a challenge irmodedicine. OBJECTIVES:
To assess tissue expression through the immunaechetical study of c-erbB-2, E-
cadherin and MIB-1 in localized adenocarcinoma led prostate. To correlate the
expression of such markers as a prognostic fag®PISA (prostatic specific antigen),
Gleason score, clinical staging, D’Amico nomogranad &#SA-DT (PSA duplication
time), and, finally, to define the importance ofcsumarkers in predicting tumor
relapse. MATERIAL AND METHODS : One hundred and fifty patients with
localized disease (T1lc — T2c), who had been suédhiti radical prostatectomy, were
studied. Surgical specimens were duly preparedaasdssed as for the three markers’
expression. RESULTS: Of the 150 patients, 41 (27.3%) relapsed in armeg
69.5+21.7 months. The relapse was significantlgtteel to the PSA (p=0.0004), the
Gleason score (p<0.0001), pathological stage (f80pand the risk group defined by
D’Amico (p<0.0001). Tissue expression was 48.7%7% and 60% respectively for
c-erbB-2, E-cadherin and MIB-1. Both c-erbB-2 @&hdadherin correlated only with
the Gleason score while the MIB-1 directly correthtwith the Gleason score, the
clinical and pathological stage, risk groups anthdu relapse. CONCLUSION:
MIB-1 has shown to be a predictive factor for dgeaelapse being related to the
Gleason score, disease stage and risk groups.

Key words: Prostate neoplasms. Prognostic. Tumakens c-erbB-2. E-cadherin.
MIB-1
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1 INTRODUCAO

O cancer de prostata é a neoplasia maligna aiso@is comum no homem
desde 1984 (JEMAEt al., 2004). O risco de desenvolver a doenca ao longodiea
vida é de 17,6% para homens brancos e de 20,6%hparans negros (NATIONAL
CANCER INSTITUTE, 2004). Aproximadamente 680.000sasa novos Sao
diagnosticados por ano no mundo (PARKdNal., 2005). Nos EUA, 234.460 casos
foram diagnosticados em 2006, com 27.350 oObitosci@hados, sendo a segunda
neoplasia em causa de morte no sexo masculino (ARER CANCER SOCIETY,
2006, JEMALet al., 2006).

No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCX)06) previu 47.280 novos
casos em 2006, numero que corresponde a um risowds de 51 casos novos a cada
100 mil homens, sendo o tumor ndo cutaneo maisiéreg em todas as regides do
Pais (BRASIL-INCA, 2006).

O pico de diagnosticos de cancer de prostatanioi 992, aproximadamente 5
anos apos a introducdo do antigeno prostatico égoe¢PSA) como exame de
screening nos Estados Unidos (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 200

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimeetsal neoplasia estdo a
predisposicdo genética observada de forma esparadi@niliar ou hereditaria
(CARTER et al., 1993), processos inflamatoério-infecciosos comosiaties, sifilis,
papilomavirus e herpes (DE MARZA al., 1999a), e ainda fatores hormonais. A
incidéncia desses tumores tem intima relacdo coewleid dieta, raca e fatores
ambientais (MCCULLOUGH,1988; SHANE al., 2006).

O diagnostico precoce tem sido a principal armaefasa contra essa doenca.
O PSA, o toque retal e o ultra-som transretal capdia fazem parte do arsenal para
diagnostico do cancer de prostata.

Parametros pré-operatoérios isolados apreseptaica habilidade de predizer
a verdadeira extensao da doenca. Nomogramas couh® Bartin, Kattan e D’Amico,
tém sido construidos para aumentar a capacidageedeer o real estadio patoldgico
e prognostico (PARTIN al, 1997; KATTAN et al, 1998; D’AMICO ¢t al, 2001b).

Apesar da utilidade dos nomogramas, nem todos asergas com excelente
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prognostico permanecem livres de recidiva bioguangc por outro lado, nem todos
com invasdo de vesicula seminal ou margens compicasedesenvolvem recidiva
bioguimica no mesmo periodo.

Outros fatores adicionais tém sido estudadostqueo prognaostico, incluindo
namero de fragmentos positivos na biopsia, porgemtade tumor nos fragmentos,
envolvimento de vesicula seminal e infiltracdo pewral. A extensdo do tumor na
biépsia esta relacionado ao volume tumoral e agpoometimento de margem na peca
cirargica (BISMAR et al., 2003). A invasdo de vesicula seminal sugere pior
progndstico na maioria dos casos (TERRiSal., 1997; GUILLONNEAU €t al.,
1997). Existe muita controvérsia em relacdo aonddoinfiltracdo perineural e ndo ha
dados suficientes que justifiguem seu uso como itoredle resultado apds o
tratamento cirdrgico (O'MALLEYet al., 2002).

O carcinoma de prostata € uma doenca biologiciegierogénea, e essa
condicdo é refletida pelo curso clinico da mesmBA@E.ETON et al., 1998). O
tratamento deve depender de uma estimativa acdmgatencial bioldégico do tumor.
As neoplasias agressivas, que progridem rapidamgetem ser distinguidas daquelas
lesdes indolentes, que nao afetam o progndsticopalente independente do
tratamento realizado (VI& al., 2000).

A busca por um fator determinante prognosticalidim cancer de proéstata,
que permita inclusive a decisdo do paciente soligoade tratamento a escolher, tem
sido um dos grandes desafios da medicina. Pacieatesdoenca localizada (T1-T2)
apresentam recidiva em 15 a 30% dos casos (PO&IND, 1999; ROEHLet al.,
2004). Quando conseguirmos identificar variaveisldgicas que nos auxiliem na
indicacao de terapias adjuvantes provavelmenteziesinos os indices de recorréncia
tumoral.

Nos ultimos anos tem crescido o numero de trabaljes buscam a
identificacdo de novos indicadores prognosticosreio a marcadores de proliferagao
celular, marcadores relacionados a angiogénesdp-pncogenes, moléculas de
adesdo e substancias envolvidas com a apoptosdreDes diversos antigenos
celulares o MIB-1 tem se destacado como marcadqralderacdo celular presente
em casos de pior evolucédo (FENELEiyal., 1996). Além do MIB-1, o proto-oncogen
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c-erbB-2, de extrema importancia na evolucdo anrahto do carcinoma mamario
também parece ter algum significado no carcinomprdstata (SIGNORETTét al.,
2000), assim como a E-caderina que, quando perpatace auxiliar o processo de
invasdo neoplasica (DE MARZ@ al., 1999b).

1.1 OBJETIVOS
Este trabalho tem como objetivo:

1- Analisar, por estudo imuno-histoquimicogexpressédo tecidual dos seguintes
marcadores em pacientes com adenocarcinoma detarost

A- c-erbB-2
B- E-caderina
C- MIB-1

2- Correlacionar a expressdo desses maesadmm o0s fatores progndsticos
usados em neoplasia prostatica:

A- PSA

B- Gleason

C- Estadio clinico

D- Nomograma de D’Amico.

E- Tempo de duplicacdo do PSA (PSA-DT)

3- Definir a importancia desses marcadpega predizer a recidiva tumoral.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A descoberta de novos marcadores tumorais e sliaacdio clinica esta
vinculada ao conhecimento de fatores clinicos er&briais ja consagrados. Nesse
sentido consideraremos 0s beneficios trazidos iame¥nte ao diagnostico,

prognaostico e tratamento do cancer de préstata.

2.1 TOQUE RETAL

O toque retal é parte integrante de estadiamemicael (TNM) e utilizado
amplamente em nomogramas para a avaliacdo de @atemdraprostatica e do
prognostico (PARTINet al., 2001). O sistema TNM foi inicialmente adotado B35
pelo AJCC (American Joint Committee for Cancer) MLACE et al., 1975). Um
novo TNM foi adotado em 1992 pelo AJCC e pelo Ul@@ernational Union Against
Cancer) sendo posteriormente modificado em 1997 aofimalidade de reduzir a
subdivisdo do estadio T2 de trés categorias (T2l,eIT2c) para duas categorias (T2a
e T2b) (SCHRODERt al., 1992; FLEMMINGet al., 1997). Muitos questionamentos
foram criados a partir dessa modificacdo alegaedque a capacidade de distingéo
das categorias do estadio T2 era melhor no TNM 9#2.1Com isso houve nova
mudanca no TNM de 2002, voltando a ser semelhanieN de 1992 (GREENIEt
al., 2002) (Anexo 1).

A sensibilidade e especificidade do toque retarfoavaliadas em largas séries
nas quais todos os exames e o tratamento cirtigiam feitos pelo mesmo cirurgiao,
com avaliagdo por um unico patologista (PART#Nal., 1993). Nessa série, em 565
pacientes com toque retal sugerindo doenca corirfa@), encontrou-se 52% de
doenca restrita a glandula, 31% com infiltracdosa&gy e 17% com envolvimento de
vesicula seminal ou de linfonodos. Dos 36 pacieatasque o toque retal sugeria
doenca extraprostatica, 36% tinham infiltracdo okgrse 45% tinham envolvimento

de vesicula seminal ou de linfonodos. Isso repteseama sensibilidade de 52% e
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uma especificidade de 81% para o toque retal, daolk@nte, prever doenca 0Orgao
confinada. A associacdo do toque retal a outrosrdat progndsticos aumenta a
sensibilidade para definir a sobrevida doenca éfgec

Outro importante fator a ser considerado € quenalgnacientes com cancer de
préstata apresentam PSA menor que 4.0 ng/ml egma@séico é feito exclusivamente

pelo toque retal.

2.2 PSA

O PSA é uma glicoproteina produzida pelo epitétmstatico e encontrada em
altas concentracdes no fluido seminal, apresentarfdacédo de liquefazer o coagulo
seminal (POLLENet al., 1984). O PSA foi identificado no tecido humano £870
(ABLIN et al., 1970), purificado e caracterizado em 1979 (WAMRG., 1979) e
detectado no soro em 1980 (PAPSIDE&AQ@I., 1980).

Desde o inicio de seu uso na pratica clinica en8 108 SA tem sido muito util
para a deteccdo, estadiamento e acompanhamentmadiestes com diagnostico de
cancer de prostata. Enquanto a maioria dos tuntrgeostata eram diagnosticados
com toque retal alterado e PSA elevado até o imic®anos 90, hoje muitos pacientes
apresentam doenca néo palpavel (estadio T1lc), Gndntre 2,5 a 10 ng/ml. Isso
contribuiu de forma significativa para a diminuicda mortalidade pelo cancer de
prostata (POUNRt al., 1999 e POLASCIKet al., 1999).

O PSA tem sido usado no rastreamento do cancerédéata e € responsavel,
em grande parte, pelo aumento da deteccéo da dfdACANEN et al., 2003). Tem
sido questionado se um valor de PSA maior ou igué,5 ng/ml deveria ser
considerado anormal, uma vez que foram publicaddmlthos que encontraram uma
incidéncia de cancer entre 22% e 25% em homensvatores de PSA entre 2,5 e 4.0
ng/ml (BABAIAN et al., 2001; CATALONAet al., 1997).

O nivel sérico do PSA parece ajudar no estadiam&micalguns estudos o PSA
esta relacionado com o estadio patoldégico e o weltumoral. Nos pacientes com

PSA menor que 4.0 ng/ml, 80% tém doenca Orgao maadi na analise patologica,
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contra 66% dos pacientes com PSA entre 4.0 e 10ndl."Mais de 50% dos pacientes
com PSA maior que 10.0 ng/ml tem doenca extrapgioatdAinda, 20% dos pacientes
com PSA maior que 20 ng/ml e 75% dos pacientes B8# maior que 50 ng/ml
apresentam envolvimento linfonodal pélvico (STAMEYal., 1999; NOLDUSet al.,
1998 , CATALONA et al., 1997).

Recentemente um estudo mostrou que quando o PSAnsmais que 2,0
ng/ml no ano anterior ao diagnostico do cancer rdstata h4 aumento do risco de
morte pela doenca apos o tratamento cirdrgico (D@®let al., 2004; D’AMICO et
al., 2006).

Dados do PSA, incluindo PSA total, cinética do RBSA velocidade e tempo
de duplicacéo do PSA), PSA densidade (PSA sénadido pelo volume prostético) e
fracdes do PSA (livre ou complexo), tém significatassociacdo com a agressividade
desse carcinoma (CARTER al., 1997; CATALONAEet al., 1998; D’AMICO ¢t al.,
2004; THOMPSONtt al., 2004).

A dosagem seriada do PSA € o método mais efetivaatetorar a recorréncia
tumoral apds tratamento local curativo. Apds pitestamia radical, a maioria dos
homens apresenta declinio rapido do PSA até niveétectaveis. O nivel elevado ou
aumento gradativo do PSA apdés o tratamento cirdrgiugere persisténcia ou
recorréncia tumoral (POLASCIk al., 1999).

2.3 ESCORE DE GLEASON

O escore de Gleason é atualmente um dos sistengadieacdo tumoral mais
preciso na patologia oncologica. Embora propostofinal da década de 60, seu
reconhecimento e uso como método de graduacaddgis@ do cancer de préstata
deu-se na década de 90.

O sistema Gleason foi desenvolvido por Donald ea&bn em um periodo de
15 anos com o apoio de um grupo de pesquisa ucal@inericano (VACURG -

Veterans Administrative Cooperative Urological Resb Group). Durante esse
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periodo foram analisados 5000 pacientes com caheegorostata com seguimento
clinico longo, utilizando a sobrevida como critgsimgnostico (GLEASON, 1974).

O sistema baseia-se em padrdes histologicos dalaseopconforme a
diferenciacdo glandular (formacgédo ou ndo de acieas)presenca ou ndo de fuséo de
acinos neoplasicos. Dessa forma Gleason definiuadrdps histolégicos basicos
distintos, onde o denominado 1 contém glandulas owthor diferenciacdo e o0 5
neoplasia indiferenciada. O escore de Gleason i@idiefpela somatéria do padréo
predominante com o secundario. Quando a neoplpsgsenta padrao Unico soma-se
novamente o valor do mesmo padrdo. Eventualmente @gparecer um terceiro
padréo histologico que deve ser citado quando #os @ito que os dois predominantes
(PAN etal., 2000; STAMEYet al., 1999).

Existe uma boa reprodutibilidade da graduacado @&=aseh interobservadores,
principalmente entre uropatologistas (ALLSBROE@H., 1999).

Véarios estudos tém demonstrado correlacdo entrscore de Gleason e o
prognostico. A presenca de padréo de Gleason 4éopr&ticamente preditivo de pior
evolugdo (MELLINGER, 1977; SOGANEt al., 1985; EPSTEINet al., 1994,
FERGUSONEet al., 1995). O escore de Gleason € um parametro deénefarpara
todos os antigos e novos indicadores de prognoéstiteancer de prostata (EPSTEIN
etal., 1993; EPSTEINet al., 1994).

2.4 NOMOGRAMAS

Indmeros nomogramas tém sido criados na tentagvaehorar a preciséo de
resultados. Porém somente alguns desses foram adexde validados e sua
verdadeira utilidade ainda n&o esta definida (R&$§, 2001).

Analises multivariadas tém mostrado que niveis 8l&,2score de Gleason das
biépsias e estadio T, este baseado em achadogju® tetal, sdo fatores importantes
para definir a extensdo da doenca e resultados ap@tamento do tumor primario
(PARTIN et al., 1997; CHATELARD et al., 2002; HAMDY, 2001).
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A maioria desses nomogramas sao elaboradssados em largas séries de
pacientes submetidos a prostatectomia radical.tinParsando niveis de PSA pré-
operatorios, escore de Gleason da biopsia e estadia TNM, compilou uma tabela
de probabilidade de extensdo extracapsular do tuma@sao de vesiculas seminais e
envolvimento ganglionar, com base em estudo in@d&al/03 pacientes (PARTIk
al., 1997). Posteriormente a precisao das tabelas i@ Ra validada em um estudo
de 4.133 pacientes de trés centros universitarmsetamericanos. Os resultados
mostraram que 0s nomogramas predizem corretameses¢éadio patologico final em
aproximadamente 70% dos casos (PAREN., 2001). Em 2007, Makarost al.,
revalidaram os dados dessa tabela em 5730 pacidatesesma instituicdo (Johns
Hopkins Hospital) tratados por prostatectomia radico periodo de 2000 a 2005.

Kattan desenvolveu um nomograma baseado nos sall@d®SA, escore de
Gleason e estadio patologico para prognosticarbaesma de cinco anos livre de
recidiva bioquimica (KATTANet al., 1998). Esse nhomograma foi validado em trés
continentes e tem sido atil na avaliacdo do proigwse também para evitar
tratamentos locais desnecessarios (GRAEEEAN, 2002).

Em 2001 D’Amicoet al sugeriram a estratificacdo dos pacientes em b&xo-r
(estadio T1lc ou T2a, PSA de 10 ng/ml ou menosceresde Gleason 6 ou menos),
intermediario-risco (estadio T2b ou PSA entre BDang/ml ou escore de Gleason 7),
e alto-risco (estadio T2c ou PSA maior que 20 ngimlescore de Gleason 8 ou
maior). Com isso D’Amico conseguiu demonstrar geelarevida livre de doenca em
10 anos, nos pacientes submetidos a prostatectomdi@al, € estatisticamente
diferente entre os trés grupos; 83% para o grupoade-risco, 46% para o grupo de
intermediario, e 29% para o grupo de alto-riscAdICO et al., 2001b).

2.5 DEFINICAO DE RECIDIVA

Aproximadamente um terco dos pacientes submetiqgoesiatectomia radical
apresentara PSA detectavel no seguimento de 10(B@igND et al., 1999; HAN et

al., 2003). No entanto existem diferentes definicas @ recidiva bioquimica. De
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maneira geral o valor sérico entre 0,2 a 0,4 ng@msado como ponto de corte para
auxiliar nessa situacdo. Revisdo extensa da lierafoi realizada em 2007 e a
definicdo mais encontrada foi a presenca de PSArngaie 0,2 ng/ml, confirmado e
realizado no minimo 6 semanas apds a cirurgia. akaclkefinicdo de recidiva
bioquimica é fundamental para padronizar compaga€fre séries publicadas, definir
o momento de falha de tratamento e inicio de tardpi resgate (COOKSO# al.,
2007).

2.6 TEMPO DE DUPLICACAO DE PSA (PSA-DT)

O conceito de tempo de duplicagdo de PSA (PSA-Déin vganhando
importancia como fator prognostico, sendo consdienam elemento preditivo mais
especifico para a avaliacdo de risco de recorrécigiéca, evolucdo para doenca
metastatica e morte por cancer de préstata (FREENDLA al., 2005; D’AMICO et
al., 2006; FREEDLANDet al., 2006a).

O PSA-DT é calculado atraves da formula: 20¢0,693) x tempo linear / 1gg
(PSA final) — log (PSA inicial).

Estudos recentes com portadores de cancer de tar@gteesentando recidiva
bioquimica apods prostatectomia radical ou radipiarenostraram que quanto menor o
PSA-DT maior a mortalidade pelo cancer. Isso € regidente quando o PSA-DT é
menor ou igual a 3 meses (D’AMIC@ al., 2006; FREEDLANDet al., 2006b). Em
2006 Freedland estudou a importancia do PSA-DT &8 acientes com recidiva
apos prostatectomia radical e estratificou o PSAeDT4 grupos (menor que 3 meses;
entre 3 e 8,9 meses; entre 9 e 14,9 e maior quee$bs). Esse estudo demonstrou que
0 PSA-DT, o momento da recorréncia e o escore dasGh sao fatores significativos
para determinar a sobrevida cancer especifica.

Em uma série da Mayo Clinic, metastases eram tdekes aos 5 e 10 anos de
seguimento, respectivamente, em 10% e 29% dosmpesieom PSA-DT de 12 meses
ou menos, contra 0% e 17% dos pacientes com PSAw&I0r que 12 meses (WARD

et al., 2004). Da mesma maneira, Okatteal. (2004) identificaram que pacientes com
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PSA-DT menor que 6 meses e PSA maior que 10 ngiminhaior possibilidade de
identificacdo de lesGes metastaticas em estudagdgidos na recidiva.

Parece existir uma associacao entre o tempo ddivedioquimica e PSA-DT
com o estadio, escore de Gleason e a mortalidgaeifisa em cancer de prostata. De
forma que é bastante razoavel a incorporacdo dePSpara definir a estratégia de
terapia numa recidiva bioquimica (GOLUBOGE&H., 1997; D’AMICO et al., 2004).

2.7 MARCADORES IMUNO-HISTOQUIMICOS

2.7.1 c-erbB-2

O proto-oncogene c-erbB-2 esta localizado no creoms 17g11-g21
(POPESCLEt al., 1989) e codifica uma proteina receptora transmanabsemelhante
ao receptor do fator de crescimento epidérmico RBMANN et al., 1986). A
superexpressdo do produto do oncogene c-erbB-2é&uas NIH/3T3 em cultura
induz transformacao maligna (SCHMITT, 1999).

A proteina c-erbB-2 esta normalmente presente entyearta e nona semanas
gestacionais em tecidos epiteliais e nao epitelieiais (QUIRKE et al., 1989;
MIOSGE et al., 1997).

O c-erbB-2 foi inicialmente identificado atravéseadeerimentos de transfeccéo
com DNA de neurogliobastomas de ratos submetidosarainogénese quimica
induzida por ethynilnitrosourea (SHidal., 1981).

A amplificacdo do gene c-erbB-2, levando a supessgdo, tem sido
encontrada em 25 a 30% das neoplasias mamariasarar@as. A presenca de
superexpressdo dessa oncoproteina é associadapaggoostico nessas malignidades
(PRES&t al., 1997; BERCHUCKet al., 1990).

O achado do c-erbB-2 envolvendo o cancer de mamania das principais
descobertas na aplicacdo de técnicas de biologiecoiar em neoplasias humanas.

Quase que imediatamente iniciaram-se especulactespeaito do cancer de préstata
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pelas semelhancas em relacdo a hormonioterapia tresotatores fisiologicos
(PEGRAMet al., 1999).

O anticorpo anti-c-erbB-2, trastuzumab (Herceptdenetech, South San
Francisco, CA), tem se mostrado altamente efetoveratamento do cancer de mama
metastatico nos pacientes que apresentam supessdpredo gene c-erbB-2
(PEGRAMet al., 1999; SLAMONEt al., 2001; SEIDMANEet al., 2001).

O c-erbB-2 tem sido estudado extensivamente noec&lecprostata, porém seu
significado permanece indefinido (SCHERal., 2000; ELO; VISAKORPI, 2001).
Alguns autores tém reportado aumento da expressagede tanto em lesdes pré-
malignas como em neoplasias invasoras (MYERSE., 1994; SIGNORETTt al.,
2000).

Rosset al. e Kaltz-Wittmeret al. encontraram superexpressdo em até 40% dos
casos de cancer de prostata (RGHAl., 1997 KALTZ-WITTMER et al., 2000),
enquanto outros ndo encontraram quaisquer altesddMi@ROTEet al., 1999; LATIL
et al., 1994). O c-erbB-2 pode estar envolvido com a @sgfo do cancer de prostata
para hormonio independéncia (SCH&R., 2000; SIGNORETTEt al., 2000).

A determinacdo do c-erbB-2 por imuno-histoguimiem tgrande vantagem
sobre o estudo de produtos de outros genes, poguase totalidade dos casos a
presenca de coloracdo de membrana esta associagl@ amplificacdo do gene
(SCHMITT, 1999).

2.7.2 E-caderina

Para as células tumorais invadirem os tecidos adjas e formarem metastases
a distancia elas devem ter a habilidade de formigracdes transientes, ora com as
proteinas da matriz extracelular, ora com as owuttdas, como células do estroma,
células endoteliais e plaquetas. Entre as molé@daadeséo célula-célula alteradas
estdo as caderinas e as CAMs!l( adhesion molecules), proteinas pertencentes a
superfamilia das imunoglobulinas; entre as molécqlee regulam as interacfes entre
células e a matriz extracelular estdo as integrid®©OD; CHERESH 2002;
WYCKOFFet al., 2000).
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As caderinas sdo moléculas de adesdo dependent@s ‘dgue medeiam a
interacdo homotipica célula-célula, inicialmenteniificadas nas juncdes aderentes
(adherens junctions). As caderinas sdo uma supiidase pelo menos 30 diferentes
moléculas, cuja expressdo € controlada tempo-edpemite (HANAHAN;
WEINBERG, 2000).

A molécula de E-caderina que é expressada palasétpiteliais € a que se
encontra mais frequentemente alterada em tumorgsebtes estudos revelaram que
a E-caderina é frequentemente inativada duranteseryolvimento de carcinomas
humanos, incluindo carcinomas de mama, célon, asestdmago, figado, eséfago,
pele, rim e pulmao, e esta associada a invasawmaddo de metastases em linfonodos
e a distancia (TOMITA, 2000).

Estudos prévios tém mostrado que a expressaocdadfina esta reduzida em
grande parte dos canceres de proOstata, principtgmesm tumores mais
indiferenciados. A expressao da E-caderina colmlaese inversamente com o grau
tumoral, estadio, metastases, recorréncia e salare\o cancer de prostata (RO&S
al., 1994; DE MARZOet al., 1999b; WUet al., 2003; WHEELOCKet al., 2003).

2.7.3 MIB-1

A taxa de crescimento tumoral € determinada pallanigo entre a proliferacao
celular e apoptose em uma populacao de célulagasemas (BORREt al., 1998a). A
proliferacao celular é fundamental em diversas dagprostaticas desde a hiperplasia
até a neoplasia, sendo que determinando a propde;éélulas em divisdo, um indice
de proliferacédo pode ser estimado, contribuinda paanalise da agressividade desse
grupo celular (FENELEMt al., 1996).

A analise da captacdo da bromodeoxiuridina (BadglLlim analogo da timina,
sempre foi aceito como marcador da proliferacaal&el Entretanto, a técnica é
complexa requerendo incubacdo em tecido fresca. €hel995, analisou a utilizagao
da proteina nuclear Ki-67, visualizada com o anigklIB-1, no cancer de pristata

comparando com o ja aceito BrdUrd e mostraram gkeGY pode ser utilizado para
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medir a taxa de proliferacdo celular com resultasr®elhantes mas com menores
problemas técnicos (CHER al., 1995). Cattorettiet al. confirmaram o valor do
emprego dos anticorpos monoclonais MIB-1 e MIB-Bapaidentificacdo de porgdes
recombinantes de Ki-67 em cortes histologicos ge@ses embebidos em parafina.
Essa pesquisa garantiu a possibilidade de estutosspectivos de material em
parafina armazenados por até cerca de 60 anos (ORETTIet al., 1992).

O MIB-1 é uma proteina nuclear com peso molecgier oscila entre 345 e
395 kDa, que se expressa nas células nas fasegdG@1e3M da divisdo celular, ndo
aparecendo na fase GO. Ao final da fase M elaiélaagente metabolizada mostrando
uma estimativa acurada do estado proliferativoéiala tumoral. O valor do MIB-1 é
expresso na porcentagem de células em divisdo egrumo celular (OJEA CALVO
et al., 2004).

Varios autores demonstraram as diferencas na es§meo MIB-1 no tecido
prostéatico benigno e maligno (MUCE&ilal., 2000; ANANTHANARAYANAM et al.,
2006; TAMBOLI et al.,1996; CLAUDIOE€t al., 2002; VOEKL-JOHNSON et al.,
2000).

Para Claudiet al., (2002) a expressédo do Ki-67 foi a maior varié@assdociada
a risco de carcinoma, sendo que como unico fataliagnostico do cancer de prostata
apresentou sensibilidade de 69% com taxa de falsno de 14%.

Feneley et al. (1996) observaram que em lesbOes epiteliais bemigma
porcentagem de células que esta em divisdo € isginbhmente menor que na
neoplasia intra-epitelial e no adenocarcinoma, randb atividade proliferativa
somente na camada basal. JA os pacientes com ad@noma apresentaram indices
de Ki-67 maiores, com uma atividade significativaieenenor nas neoplasias da zona
de transicdo em comparagcdo com a zona perifériqagc condizente com a menor
agressividade tumoral da primeira. As neoplasitia-epiteliais apresentaram valor de
Ki-67 intermediario entre lesdo benigna e adenawanta, mostrando a progressao da
proliferacdo com a alteracdo do parénquima prostati

Rudolph et al. e Ananthanarayanam al. compararam também diferentes
indices de proliferacdo de acordo com a agressigidamoral, demonstrando um

aumento da expressdo do Ki-67 das lesbes bem mlifadas até as mais
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indiferenciadas. (RUDOLPIt al., 1993; ANANTHANARAYANAM et al., 2006). O
segundo autor observou também que uma mudanceolifenacdo da camada basal
para o limen ocorre precocemente na transicaoneaiaasia, além de constatar que o
indice de proliferacdo € maior nos tecidos nornaes pacientes com foco de
adenocarcinoma do que em pacientes sem cances &sdes mostram que o Ki-67
poderia ser utilizado também para estratificaca® jplacientes com maior risco de
desenvolver neoplasia (ANANTHANARAYANANMt al., 2006).

Mucci et al., (2000) obtiveram resultados semelhantes em relagai-67
como marcador de proliferacao celular e observajaentanto o material obtido por
biépsia prostatica como o material analisado apdst@tectomia radical apresentaram
0s mesmos indices de proliferacdo, demonstranda quélise pré-operatdria pode ser
feita para avaliar a agressividade tumoral.

A validade do Ki-67 como fator prognoéstico foi dedbh em pacientes

submetidos a conduta expectante, prostatectomizatadradioterapia.
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3 MATERIAL E METODO

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica Resquisa em Seres
Humanos no HC- UFPR e esta de acordo com as naratsnais e internacionais

vigentes (Res. 196/96 CNS-MS e demais resolucdes).

3.1 SELECAO DOS PACIENTES

Foram estudados 150 casos de pacientes portadereeaplasia prostatica
submetidos a prostatectomia radical na Santa Cadslisericordia de Curitiba no
periodo de janeiro de 1997 a dezembro de 2004.a0®mges que fizeram uso de
hormonioterapia prévia ndo foram incluidos no estud

Todos os pacientes do estudo apresentavam diagndst adenocarcinoma de
prostata, padrao acinar usual, com estadio clipiéeoperatério entre Tlc e T2c. A
histdria clinica, o exame fisico geral e uroldgicos exames laboratoriais (avaliacédo
hematoldgica geral e especifica com PSA) foramisadds sistematicamente pelo
mesmo observador.

A avaliacdo do ultra-som transretal reaizacdo da bidpsia foram feitas pelo
mesmo profissional. A biopsia transretal foi feltamaneira sextante até o ano 2002 e,
a partir dessa data, de modo ampliado com amadtrasgioes laterais e de zona de
transicdo com 12 ou 14 amostras.

Os pacientes realizaram exames de astedito pré-operatério com
cintilografia 6ssea, raio X de térax e tomograf@nputadorizada ou ressonancia
magneética de pélvis, conforme a necessidade.

Os pacientes foram estadiados conforme a Ultirnaliadcdo proposta pela
Unido Internacional Contra o Cancer, TNM (GREEMEaI., 2002)(Anexo 1).

Apods a confirmacao do diagndstico por bidpsia eepse 4 a 6 semanas para a
realizacdo do tratamento cirdrgico. Neste periodo pacientes realizavam o

estadiamento radiolégico e a avaliacao pré-aneatési
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3.2 ANALISE HISTOLOGICA

Os blocos foram submetidos a cortes @gen4de espessura com microtomo
rotativo (American Optical Instruments®) e coragedo método de hematoxilina e
eosina (HE) (Anexo 2). Os preparados histologicoarh entdo revisados para
confirmacédo do tipo histologico da neoplasia e dooe de Gleason (figura 2); a
lamina com melhor representatividade da neoplasiselecionada para estudo imuno-
histoquimico. O microscoépio utilizado para o estdidioda marca Nikon®, modelo

Eclipse E-400. Todas as laminas foram avaliadasimomesmo uropatologista.

FIGURA 2 — PADROES DE GLEASON
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3.3 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

Do material selecionado na avaliacdo histolégicearfo feitas trés novas
laminas para imuno-histoquimica com os anticorpesb8-2, E-caderina e MIB-1.
Os cortes em parafina foram submetidos a recupsragfigénica em banho-maria
com tampdao citrato a 10mmol/L em pH 6,0 para pmstgerocessamento imuno-

histoquimico (Anexo 2).

c-erbB-2

Foi utilizado anticorpo policlonal, Dako®, clon®#485, em diluicdo de 1:400.

Para garantir a veracidade da coloracdo foramzeshls controles. Como
controle externo positivo foi utilizado fragmente ddenocarcinoma mamario com
epitélio neoplasico fortemente positivo para c-etb@igura 3). O estroma prostatico
e vasos sanguineos serviram como controle intexgativo.

A expressao do antigeno foi considerada positivando mais de 10% das
células neoplasicas apresentaram coloracdo de raeanpositiva (SCHMITT, 1999;
SIGNORETTIet al., 2000) (figura 4).

FIGURA 3 — CONTROLE DE C-ERBB-2 EM FRAGMENTO DE CARNOMA
DUCTAL MAMARIO FORTEMENTE POSITIVO, 600X
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FIGURA 4 — C-ERBB-2 EM ACINO NEOPLASO (ADENOCARCIO
PROSTATA ACINAUSUAL), 600X

E-CADERINA

Foi utilizado anticorpo clone NCH-38, Dako®, Ca, ditmi¢do 1:200.

Como controle externo positivo foi utilizado fragme de pele cujo epitélio
escamoso se cora fortemente a E-caderina (figurd® )roprio epitélio glandular
normal da préstata, quando presente, serviu cominode interno positivo (figura 6).

A expressao do antigeno foi considerada positivendo ao menos 30% das
glandulas neoplasicas apresentasse coloracdo derar@arpositiva (DE MARZGet
al., 1999b) (figura 7).



FIGURA 6 — CONTROLE INTERNO DE EADERINA EM FRAGMENTO
DE EPITELELANDULAR PROSTATICO, 200X
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FIGURA 7 — E-CADERINA EM ACINOS NEORISICOS (ADENOCARCINOMA
DE PROSTATA AGAR USUAL), 200X

MIB-1

Foi utilizado anticorpo Ki-67, clone MIB-1, Dako®a, em diluicdo 1:50.

Como controle externo positivo foi utilizado fragme de linfonodo onde as
células do centro germinativo coram-se fortemeate anticorpo (figura 8). O epitélio
glandular normal da préstata serviu como contraierno negativo.

A expressdo do antigeno foi considerada positiv@ndo ao menos 3% das

células neoplasicas apresentasse coloracdo npodsidiva (SEBO, 2002) (figura 9).



FIGURA 8 — CONTROLE DE MIB-1 EM FRZMENTO DE LINFONODO
(CENTRO GERWATIVO), 600X

E"}f.' 4 & 2 2 ""__:'l . . F._: r:.- - _'_‘
FIGURA 9 — MIB-1 EM ACINOS NEQRSICOS (ADENOCARCINOMA
DE PROSTAACINAR USUAL), 200X
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Os pacientes foram estratificados por grupos sl rconforme definido por
D’Amico (D’AMICO et al., 2001b) (Quadro 1):

GRUPO DE RISCO PSA Escore de Gleason Estadio Clinico - T
(pré-operatério) (bibpsia) (pré-operatério)
BAIXO RISCO Até 10ng/ml Até 6 TlcouT2a
RISCO 10 a 20 ng/ml 7 T2b
INTERMEDIARIO
ALTO RISCO > 20 ng/ml 8 ou maior T2C

QUADRO 1 — GRUPOS DE RISCO CONFORME D’AMICO.

3.5 SEGUIMENTO

Todos os pacientes foram seguidos de 4 em 4 mesgsrimeiros dois anos e
semestralmente do 3° até o 5° ano. Essas revis@en fealizadas através de exame
clinico, exame urolégico (toque retal) e avaliachematolégica (hemograma,
creatinina, fosfatase alcalina e PSA). ApoOs ors? @s pacientes eram orientados a
realizar apenas o exame de PSA anualmente. Avalraghologica foi feita apenas em
pacientes que apresentaram recidiva bioquimicarogregssado tumoral mensuravel.
Utilizou-se como critério de recidiva a elevacéo aldigeno prostatico especifico
(PSA) para nivel maior ou igual a 0,2 ng/ml. Apenaspaciente apresentou recidiva
neoplasica sem elevacdo do PSA, diagnosticadaéatmde tomografia e bidpsia de
doenca linfonodal extensa em retroperitonio.

Em 36 dos 41 pacientes que apresentaram recidiy@$sivel calcular o PSA-
DT (tempo de duplicacdo do PSA). Os calculos fofaitos através do portal do
Memorial Sloan Center

Kettering Cancer

(http://Iwww.mskcc.org/mskcc/html/10088.cfm
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3.6 ESTUDO ESTATISTICO

Recorreu-se a analise descritiva dos dados atrdeésabelas, quadros e
graficos. Para a comprovacdao do objetivo dessaltrabforam utilizados os testes
paramétrico “t de Student” e o0s nao-paramétricoarfMWhitney”, “Comparacao
entre duas Proporcdes” (atravessditware “Primer of Biostatistics”), “Qui-Quadrado” e
“Exato de Fisher” (CDC- Epi-Info, 1997). O nivel dgnificancia (probabilidade de

significancia) adotado foi menor que 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DEMOGRAFICA

Foram avaliados 150 pacientes com cancer de mostam idade média de
61,7 + 7,4 anos, variando de 42,0 a 77,0 anos;i@ mancentracdo para a faixa etaria
de 60 a 69 anos (47,3%) (Quadro 2).

NUMERO | NUMERO |
DADOS (n = 150) % DADOS (n = 150) %
FAIXA ETARIA (anos) ESTADIO CLINICO
o Até 49 07 4,7 e Tlc 38 25,3
e« 50ab9 47 31,3 e T2a 62 41,4
e« 60a69 71 47,3 e T2b 44 29,3
e 70 e mais 25 16,7 e T2c 06 4,0
Média + desvio padrao 61,7 + 7,4 ESTADIO PATOLQGI
e Minima e maxima 420e77,0 e pT2a 47 31,3
e pT2b 28 18,7
PSA (ng/dl) e pT2c 18 12,0
¢ Menor que 4,0 16 10,7 e pT3a 49 32,7
e 40a99 88 58,7 e pT3b 08 5,3
« 10,0a19,9 39 26,0
e 20,0 ou maior 07 4,6 GRUPO DE RISCO
* Baixo 72 48,0
» Média + desvio padrao 88 + 52 e Intermediario 67 447
« Minima e maxima 2,3e34,0 « Alto 11 7,3
¢ Mediana 7,6
ESCORE DE GLEASON PRE ESCORE DE GLEASON POS
e Até6 129 86,0 e Até6 99 66,0
o« 7 20 13,3 e 7 44 29,3
e 8 e mais 01 0,7 e 8 e mais 07 4,7
e Meédia * desvio padrao 5,7+0,9 e Meédia * desvio padrao 6,3+0,7
¢ Minima e maxima 3,0e8,0 ¢ Minima e maxima 5,0e9,0
MARCADORES TEMPO DESEGUIMENTO
(meses)
e C-ERBB-2 73 48,7 e Meédia * desvio padrao 69,5 + 21,7
* Caderina-E 112 74,7 ¢ Minima e maxima 33,3e125,2
« MIB-1 60 40,0 * Mediana 70,7

QUADRO 2 — AVALIACAO DEMOGRAFICA DOS PACIENTES ESTRADOS

O PSA dos pacientes foi de 8,8 £ 5,2 ng/dl (med@dnd,6) variando de 2,3 a
34,0 ng/dl, sendo que a maioria dos pacientes ¥®8tinham PSA variando entre 4,0
e 9,9 ng/dl (Grafico 1).
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GRAFICO 1 -DISTRIBUI(;AO DOS PACIENTES
POR GRUPO DE PSA
FONTE: Quadro 2

Foi observada maior proporcdo de escore de Glemgof, tanto na avaliacdo
pré-operatoria (86,0%) como na pos-operatoéria 65,0

Em relac&o ao estadio clinico observou-se predonpiania T2a (41,4%) e para
o estadio patolégico, pT3a (32,7%).

A maioria dos pacientes submetidos a cirurgia peidn ao grupo de baixo

risco de D’Amico (48,0%) (Grafico 2).

7,3%

48,0%

44,7%

[\ Baixo Risco O Risco Intermediario O Alto Risco

GRAFICO 2 - DISTRIBULCAO DOS PACIENTES
EM RELACAO AO GRUPO RISCO
FONTE: Quadro 2
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Os pacientes foram seguidos por 33,3 a 125,2 meees,mediana de 70,7

meses.

4.2 EXPRESSAO DOS MARCADORES

c-erbB-2
No marcador c-erbB-2 observa-se uma distribuicdodg@&nea, de modo geral,
ou seja, a proporcdo de expressdo negativa e vaosifio apresentam diferenca

significativa (p=0,738) (Grafico 3).

51,3%

48,7%

& Negativo O Positivo

GRAFICO 3 - EXPRESSAO DO MARCADOR
C-ERBB-2
FONTE: Tabela 1 — Apéndice 2

E-caderina
No marcador E-caderina observa-se, de modo geraiprnproporcao de

expressao positiva (74,7%) (p<0,0001) (Grafico 4).
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p < 0,0001

74,7%

@ Negativo O Positivo

GRAFICO 4 - EXPRESSAO DO MARCADOR E-
CADERINA
FONTE: Tabela 2 — Apéndice 2

MIB-1
No marcador MIB-1 observa-se, de modo geral, maioporcédo de expressao

negativa (60,0%) (p<0,0001) (Gréfico 5).

p < 0,0001

or

40,0%

60,0%

@ Negativo O Positivo

GRAFICO 5 - EXPRESSAO DO MARCADOR
MIB-1
FONTE: Tabela 3 - Apéndice
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4.3 ANALISE DOS MARCADORES

4.3.1 c-erbB-2

A relacéo do marcador c-erbB-2 com os demais dedosntra-se no quadro 3.

NEGATIVO POSITIVO TOTAL
DADOS (n=77) (n=73) (n = 150) \E)TELO('E
N | % N | % Ne | % P
PSA 0,792
e Menor que 4,0 07 9,1 09 12,3 16 10,7
e 40a9,9 48 62,3 40 54,8 88 58,7
« 10,0a19,9 19 24,7 20 27,4 39 26,0
e 20,0 ou maior 03 3,9 04 55 07 4.6
ESCORE DE GLEASON PRE 0,618
e Até6 66 85,7 63 86,3 129 86,0
. 7 10 13,0 10 13,7 20 13,3
¢ 8e mais 01 1,3 - - 01 0,7
ESCORE DE GLEASON POS 0,005
e Até6 58 75,3 41 56,2 99 66,0
. 7 19 24,7 25 34,2 44 29,3
¢ 8emais - - 07 9,6 07 4.7
ESTADIO CLINICO 0,951
« Tlc 20 26,0 18 24,7 38 25,3
e T2a 33 42,8 29 39,7 62 41,4
e T2b 21 27,3 23 31,5 44 29,3
e T2¢ 03 3,9 03 4.1 06 4,0
ESTADIO PATOLOGICO 0,648
+ pT2a 27 35,0 20 27,4 47 31,3
« pT2b 13 16,9 15 20,5 28 18,7
« pT2c 11 14,3 07 9,6 18 12,0
« pT3a 22 28,6 27 37,0 49 32,7
+ pT3b 04 5,2 04 5,5 08 5,3
PSA - DT (meses) 20 26,0 16 21,9 36 24,0
«  Menor que 10 09 45,0 10 62,5 19 52,8 0,478
« 10 ou mais 11 55,0 06 37,5 17 47,2
GRUPO DE RISCO 0,311
« Baixo 40 51,9 32 438 72 48,0
¢ Intermediario 30 39,0 37 50,7 67 447
« Alto 07 9,1 04 55 11 7.3
EVOLUCAO CLINICA 0,868
+ Controlado 55 71,4 54 74,0 109 72,7
« Recidiva 22 28,6 19 26,0 41 27,3
OUTROS MARCADORES
e E-caderina 61 79,2 51 69,9 112 74,7 0,259
* MIB-1 28 36,4 32 438 60 40,0 0,443
QUADRO 3 - AVALIACAO DOS DADOS EM RELACAO AO MARCAIDR

C-ERBB-2
Qui-Quadrado(1)
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Na avaliacédo do c-erbB-2 foi observada difegesignificativa para o escore de
Gleason da peca cirargica, demonstrando que ogrgasi com marcador positivo,
apresentaram escore mais alto (p=0,005). As decoaparacdes ndo apresentaram

diferencas significativas.



4.3.2 E-caderina

A relacéo do marcador E-caderina com os demaissdasta no quadro 4.

NEGATIVO POSITIVO TOTAL VALOR
DADOS (n =38) (n=112) (n = 150) DE p®
N | % N | % Ne | % P

PSA 0,802

e Menor que 4,0 03 7,9 13 11,6 16 10,7

e 40a9,9 24 63,2 64 57,1 88 58,7

« 10,0a19,9 10 26,3 29 259 39 26,0

e 20,0 ou maior 01 2,6 06 5,4 07 4.6
ESCORE DE GLEASON PRE 0,657

e Até6 34 895 95 84,8 129 86,0

. 7 03 7.9 17 1572 20 13,3

¢ 8e mais 01 2,6 - - 01 0,7
ESCORE DE GLEASON POS 0,051

e Até6 19 50,0 80 71,4 99 66,0

. 7 16 42,1 28 250 44 29,3

* 8emais 03 7,9 04 3,6 07 4,7
ESTADIO CLINICO 0,542

« Tlc 09 237 29 259 38 253

e T2a 16 421 46 41,1 62 41,4

e T2b 10 26,3 34 304 44 29,3

e T2¢ 03 7.9 03 2,6 06 4,0
ESTADIO PATOLOGICO 0,068

+ pT2a 13 34,2 34 304 47 313

« pT2b 06 15,8 22 19,6 28 18,7

« pT2c - - 18 16,1 18 12,0

« pT3a 17 447 32 286 49 32,7

+ pT3b 02 5,3 06 5,3 08 5,3
PSA - DT (meses) 10 26,3 26 23,2 36 24,0

«  Menor que 10 07 70,0 12 462 19 528 0,182?@

« 10 ou mais 03 30,0 14 538 17 47,2
GRUPO DE RISCO 0,663

« Baixo 17 447 55 491 72 48,0

¢ Intermediario 17 4477 50 44.6 67 447

« Alto 04 10,6 07 6,3 11 7.3
EVOLUCAO CLINICA 0,373

+ Controlado 25 65,8 84 75,0 109 72,7

« Recidiva 13 34,2 28 250 41 273
OUTROS MARCADORES

+ C-ERBB-2 22 579 51 455 73 48,7 0,259

* MIB-1 27 711 33 295 60 40,0 <0,0001

QUADRO 4 - AVALIACAO DOS DADOS EM RELACAO AO MARCAIDR E-

CADERINA

(1) Qui-Quadrado; (2) Fisher.
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Na avaliacdo do marcador E-caderina foi observatixedca significativa
apenas para o marcador MIB-1, demonstrando que acgerges com marcador
negativo, apresentaram maior proporcéo de MIB-itigog71,1%) (p<0,0001).

As demais comparacdes ndo apresentaram diferagoégcativas.

Ressalta-se que os pacientes com expressdo pagireaentaram escore de
Gleason p6s mais baixo, ou seja, até 6 (71,4%ladiegpatologico entre pT2b e pT2c
(35,7%) (p=0,068); no entanto sao probabilidadesitiofes que indicam uma

tendéncia.



4.3.3 MIB-1
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A relacéo do marcador MIB-1 com os demais dadosmra-se no quadro 5.

NEGATIVO POSITIVO TOTAL
DADOS (n =90) (n =60) (n =150) \SAI;LO(E
N | % N | % Ne | % P
PSA 0,366
« Menor que 4,0 10 11,1 06 10,0 16 10,7
e 40a9,9 55 61,1 33 550 88 58,7
« 10,0a19,9 23 256 16 26,7 39 26,0
e 20,0 ou maior 02 2,2 05 8,3 07 4.6
ESCORE DE GLEASON PRE 0,313
e Até6 80 889 49 81,7 129 86,0
. 7 10 11,1 10 16,7 20 13,3
¢ 8e mais - - 01 1,6 01 0,7
ESCORE DE GLEASON POS <0,0001
e Até6 72 80,0 27 450 99 66,0
. 7 17 18,9 27 450 44 29,3
* 8emais 01 11 06 10,0 07 4,7
ESTADIO CLINICO 0,760
« Tlc 24 26,7 14 2373 38 253
e T2a 39 433 23 384 62 41,4
e T2b 24 26,7 20 333 44 29,3
e T2¢ 03 3,3 03 5,0 06 4,0
ESTADIO PATOLOGICO <0,0001
+ pT2a 35 38,9 12 20,0 47 313
« pT2b 19 211 09 15,0 28 18,7
« pT2c 16 178 02 3,3 18 12,0
« pT3a 17 18,9 32 534 49 32,7
+ pT3b 03 3,3 05 8,3 08 5,3
PSA - DT (meses) 13 144 23 38,3 36 24,0
«  Menor que 10 08 61,5 11 478 19 52,8 0,657
« 10 ou mais 05 38,5 12 5272 17 47,2
GRUPO DE RISCO 0,070
« Baixo 50 55,6 22 36,7 72 48,0
¢ Intermediario 35 38,9 32 53,3 67 44,7
o Alto 05 5,5 06 10,0 11 7.3
EVOLUCAO CLINICA 0,0002
« Controlado 76 84,4 33 550 109 72,7
« Recidiva 14 156 27 450 41 273
OUTROS MARCADORES
+ C-ERBB-2 41 456 32 533 73 48,7 0,443
* E-caderina 79 87,8 33 55,0 112 74,7 <0,0001

QUADRO 5 - AVALIACAO DOS DADOS EM RELACAO AO MARCAIDR MiB-1
(1) Qui-Quadrado; (2) Fisher.
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Na avaliacdo do marcador MIB-1 foram observadaseggiintes diferencas
significativas:

Os pacientes com expressao positiva apresentarease Gleason pos mais
alto (p<0,0001), estadio patologico pT3a (53,4990(P001) e grupo de risco entre
intermediario e alto (p=0,070) (probabilidade Imoié, indicando uma tendéncia);

Expressdo negativa do marcador foi observada enornm@opor¢cdo nos
pacientes controlados (p=0,0002) e em maior pr@oodg pacientes com E-caderina
positiva (p<0,0001). As demais variaveis analisadas apresentaram diferencas

significativas.
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A evolucéo clinica dos pacientes, sem recidivane @xidiva na vigéncia do

estudo, encontra-se no quadro 6.

SEM RECIDIVA | COM TOTAL VALOR
DADOS (n = 109) RECIDIVA (n = 150) DE p®
(n =41)
N | % NP % N | %
FAIXA ETARIA (anos) 0,615
o Até 49 06 5,5 01 2,4 07 4,7
e 50a59 32 29,4 15 36,6 47 31,3
e 60a69 51 46,8 20 48,8 71 47,3
e 70 e mais 20 18,3 05 12,2 25 16,7
PSA 0,0004
e Menor que 4,0 14 12,9 02 4,9 16 10,7
e 40a9,9 70 64,2 18 439 88 58,7
« 10,0a19,9 24 22,0 15 36,6 39 26,0
e 20,0 ou maior 01 0,9 06 14,6 07 4,6
ESCORE DE GLEASON PRE 0,0004
e Até6 101 92,7 28 68,3 129 86,0
o 7 08 7.3 12 29,3 20 13,3
* 8emais - - 01 2,4 01 0,7
ESCORE DE GLEASON POS <0,000
e Até6 89 81,7 10 24,4 99 66,0
o 7 17 15,6 27 65,8 44 29,3
* 8e mais 03 2,7 04 9,8 07 4,7
ESTADIO CLINICO 0,001
« Tic 35 32,1 03 7,3 38 25,3
e T2a 46 422 16 39,0 62 41,4
e T2b 26 23,9 18 439 44 29,3
e T2 02 1,8 04 9,8 06 4,0
ESTADIO PATOLOGICO <0,0001]
e pT2a 43 39,5 04 9,8 a7 31,3
e pT2b 22 20,2 06 14,6 28 18,7
e pT2c 13 11,9 05 12,2 18 12,0
e pT3a 30 27,5 19 46,3 49 32,7
e pT3b 01 0,9 07 17,1 08 5,3
GRUPO DE RISCO <0,0001
* Baixo 65 59,6 07 17,1 72 48,0
* Intermediario 41 37,6 26 63,4 67 44,7
* Alto 03 2,8 08 19,5 11 7,3
MARCADORES
« C-ERBB-2 54 49,5 19 46,3 73 48,7 0,864
* E-Caderina 84 77,1 28 68,3 112 74,7 0,37
« MiB-1 33 30,3 27 65,9 60 40,0 0,000

QUADRO 6 - EVOLUCAO CLINICA

(1) Qui-Quadrado.
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Na comparagao entre os grupos sem recidiva e codiva foram observadas

as seguintes diferengas significativas:

Os pacientes com recidiva apresentaram PSA maiadeegp=0,0004), escore
de Gleason mais alto tanto na avaliacdo prée-op@adii=0,0004) como na avaliacao
da peca cirdrgica (p<0,0001), estadio clinico n&te ao diagnostico (p=0,001),
estadio patolégico também mais elevado (p<0,0001prepo de risco entre
intermediario e alto (p<0,0001). O marcador MIB-Eved sua expressao

significativamente maior nesse grupo (p=0,0002).

As demais variaveis analisadas ndo apresentaramenijfas significativas.
A expressdo dos trés marcadores em relacdo a éwoblipica pode ser vista

nos graficos 6, 7 e 8.

| Controlado @ Recidiva

53,7

PERCENTUAL

Negativo Positivo

GRAFICO 6 - MARCADOR C-ERBB-2 EM RELAQAO A
RECIDIVA
FONTE: Quadro 6
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@ Controlado @ Recidiva

77,1

PERCENTUAL

Negativo Positivo

GRAFICO 7 - MARCADOR E-CADERINA EM RELACAO A
RECIDIVA
FONTE: Quadro 6

| Controlado @ Recidiva

65,9

70,0+
60,0
50,0+
40,0+
30,0+

PERCENTUAL

20,0+
10,0+

0,0+

Negativo Positivo

GRAFICO 8 - MARCADOR MIB-1 EM RELACAO A RECIDIVA
FONTE: Quadro 6

Para a avaliacdo do PSA - DT procedeu-se ao cortdogs subgrupos: menos

de 10 meses e 10 meses e mais. Em razédo do ntedermdo de casos (36) nao foi
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possivel proceder a analise estatistica ha maiasavariaveis descritas (distribuicao
de freqliiéncia), mas entre aquelas em que tal anfdiigpossivel ndo foi observada

diferenca significativa (Graficos 9, 10 e 11).

‘l Menos de 10 meses @ 10 meses e mais

64,7

PERCENTUAL

Negativo Positivo
GRAFICO 9 - MARCADOR C-ERBB-2 EM RELACAO AO
PSA - DT

FONTE: Apéndice 2

E Menos de 10 meses @ 10 meses e mais

82,4

PERCENTUAL

Negativo Positivo
GRAFICO 10 - MARCADOR E-CADERINA EM RELACAO
AO PSA -DT

FONTE: Apéndice 2



@ Menos de 10 meses @ 10 meses e mais

70,6

PERCENTUAL

Negativo Positivo
GRAFICO 11 - MARCADOR MIB-1 EM RELACAO AO PSA-
DT

FONTE: Apéndice 2
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5 DISCUSSAO

Os dados gerais dos pacientes estudados referentExle, PSA, escore de
Gleason, estadiamento clinico e patologico estimeean conformidade com dados
diversos de literatura (D’AMICt al., 2006; FREEDLANDet al., 2005; KATTAN
etal., 1998; PARTINet al., 2001; MAKAROV et al., 2007).

Neste estudo o seguimento dos pacientes variolB@a3125,2 meses, com
média de 69,5+21,7 meses.

c-erbB-2

A superexpressao do c-erbB-2 foi encontrada emo83L50 (48,6%) pacientes
estudados. Observa-se expressdo imuno-histoquioicaerbB-2 em 0 a 87% dos
carcinomas de prostata, com média, na maioria dhgles, de 25 e 40%. (OJEA
CALVO et al., 2004; SANCHEZet al., 2002; JORDAet al., 2002; SAVINAINEN et
al., 2002; FOSS/Aet al., 2002).

N&o foi possivel encontrar relacdo eatr®uperexpressao do c-erbB-2 com o
valor sérico do PSA , o estadio clinico, estadimlggico, PSA-DT ou com 0s grupos
de risco conforme proposto por D’Amico. Calstoal., em 2003, estudaram 75 casos
de neoplasia prostatica tratados por prostatectoadiaal com expressao c-erbB-2 em
52% dos casos. Nao encontraram relacdo com idaas ne PSA, estadio patologico
ou escore de Gleason. Mellon (1992) e Gu (1996pé&n ndo encontraram relacao
entre a expressao do c-erbB-2, o grau histolégic@stadio clinico (MELLOMt al.,
1992; GUet al., 1996). Lara, em 2002, encontrou em 8% dos pacighiél) a
superexpressado do c-erbB-2 e ndo encontrou cdiicetagm escore de Gleason e idade
(LARA et al., 2002).

Encontramos relagado estatisticamente significagitee a expressao do c-erbB-
2 e 0 escore de Gleason definitivo, ou seja docaseecirargico, mostrando que o c-
erbB-2 correlaciona-se com tumores mais agresdfrageet al., em 2005, estudaram
32 pecas cirargicas de prostatectomia radical eorgrau 44% dos casos com

superexpressdo do c-erbB-2. Nesse estudo houvelagg@o entre a expressdo do c-
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erbB-2, o escore de Gleason e o estadio cliniceemanto, sugeriu-se a necessidade
de padronizar a técnica de imuno-histoquimica. BOR2Jordaet al., avaliaram 216
espécimes cirurgicos de prostatectomia radicale &81(15%) foram positivos para o
c-erbB-2; mesmo sendo minoria, 97% desses casagaesirelacionados ao Gleason
grau 7 ou maior. Sadasivahal., em 1993 encontraram correlagcdo entre a expressao
do c-erbB-2 e o grau tumoral e o estadio patoldgico

N&o houve significativa diferenca renios pacientes que apresentaram
expressdo em relacdo a recidiva, ja que a pesdeisaerbB-2 foi positiva em 46,3%
dos pacientes com recidiva da doenca e em 49,54el#mgsem recidiva na vigéncia
do estudo. Di Lorenzet al., em 2002, avaliaram 74 casos de neoplasia prastéatic
sendo 29 pacientes tratados com prostatectomiaata@jrupo 1), 29 tratados com
analogos LHRH no pré-operatorio (grupo2) e 16 camenga hormonio-refrataria
(grupo 3). A expressao do c-erbB-2 foi encontratia3&,9% do grupo 1, 34,5% do
grupo 2 e 56,3% do grupo 3. Dos 58 pacientes watadm prostatectomia radical ndo
houve significancia estatistica na correlacdo derb&-2 e relapso bioquimico.
Kohuko, em 1993, analisou 52 pacientes com careerastata em diferentes estadios
clinicos em relacdo ao c-erbB-2, e definiu que supressdo poderia ser um
importante parametro de sobrevida, assim como Moebtal., em 1999, que
encontrou relacdo entre a expressao do c-erbB-2ocpior progndstico do tumor. A
presenca da expressdo do c-erbB-2 duplicava a bfmsmie de mortalidade
relacionada a neoplasia prostatica. Por outro ladm houve correlacdo entre a
expressdo da oncoproteina c-erbB-2 com o esco@adson e a extensédo da doenca;
entretanto, identificou-se que mesmo pacientes goan de Gleason baixo e com
superexpressdo do c-erbB-2 poderiam ter ma evali@o foi visto diferenca entre
pacientes com ou sem doenca metastatica. Obseevquesos altos indices de PSA
estavam relacionados com a expressdo dessa oraioprdK OHUKO, et al., 1993).
Fox et al., em 1994, avaliaram 45 pacientes com cancer deapaosi estadio Tla e
encontraram a expressao do c-erbB-2 em 36% dos;cagoesenca da expressao do
c-erbB-2 aumentou em 4,2 vezes o risco de 06bito.2BA? Fossat al., estudaram
112 pacientes submetidos a radioterapia com intengéativa e encontraram que a

expressdo do c-erbB-2 é um relevante fator progmoptira 0s pacientes com cancer
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localizado. Esse estudo sugeriu que essa oncamropzide ser fator independente
associado a sobrevida livre de progresséao clingmbeevida doenca-especifica.

Neste estudo ndo se conseguiu determinar que bBezrseja um fator
prognostico independente (p=0,868). Talvez a pgesde poucos pacientes com pior
prognostico tenha interferido de forma significativos resultados, tendo em vista que
muitos estudos relacionam a expressao tecidualedtbR®:-2 com doenca metastéatica e
doenca horménio-refrataria. Multiplos estudos chsi sugeriram que o aumento da
agressividade do cancer de prostata pode ser émtinpelo c-erbB-2 na auséncia de
andrégenos, principalmente quando pacientes hoowéfriatarios sdo avaliados
(MORRIS et al., 2002; SHIet al., 2001; SIGNORETTIet al., 2000; OSMANEet al.,
2001).

Araiet al., (1997) avaliaram 71 pacientes com c-erbB-2 séricavés de
imuno-radiometria. Dos 71 pacientes, 33 apresentadaenca avancada (D2). A
elevacao do c-erbB-2 foi observada em 30% dos p@sem estadio D2, em 42% dos
pacientes com progressao tumoral e em 82,4% dasnpes considerados terminais.
Comprovou-se uma clara associacao entre doencgaae a expressao do c-erbB-2,
ou seja, a circulacdo dessa oncoproteina estanpeesa eventos tardios. Osmgtn
al., em 2001 encontraram nameros similares, com pgasda proteina em 20%
(9/45) dos pacientes néao tratados, 68% (23/34)pdogentes com doenca localizada
apos tratamento hormonal e em 80% (16/20) dos miasiga castrados com doenca
metastatica. Esses resultados sdo consistentestrangue a expressao do c-erbB-2
aumenta em pacientes androgeno-independentes. k&ehal., em 1993, sugeriram
gue o prognéstico dos pacientes em estadio D2 sama-histoquimica positiva para
o c-erbB-2 é significativamente pior do que osigraes com imuno-histoquimica
negativa .

Nesta pesquisa tentou-se identifsgahavia relacdo entre a expressao do ¢

erbB-2 com o PSA-DT, nos pacientes com recidivagmondo houve diferenca
significativa da expresséo desse marcador nosmasieom PSA-DT maior ou menor
que 10 meses (P=0,478).

O exato papel do c-erbB-2 em estutiogcos de cancer de préstata é incerto,

mas a utilidade no progndstico deve ser exploraadoelos 0s estagios desta doenca
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(SADASIVAN et al., 1993). Uma forte expressdo do c-erbB-2 em pacietoes
doenca localizada ou com doenca linfonodal podsgkecionar pacientes para
tratamentos protocolares como a terapia alvo (FEXI@tal., 1990; LARA €t al.,
2004; MORRISet al., 2002).

A heterogenicidade dos resultadoditdeatura podem estar relacionados a
selecdo dos pacientes, tratamentos e técnicas imstoguimicas empregadas
(SANCHEZ et al., 2002; FRAILE et al., 2005).

E-caderina

A auséncia da expressdo da E-caderina foi encengad38 dos 150 (25,3%)
pacientes estudados. A analise univariada e mr#t@ ndo encontrou relacdo entre
0s parametros avaliados. No entanto, 0s pacientas expressao positiva
apresentaram escore de Gleason na peca cirdrgisabaixo (p=0,051) e estadio
patolégico entre T2b e T2c (p=0,068). Esses redudtado probabilidades limitrofes e
indicam uma tendéncigEstudo semelhante realizado por Brewsteral.(1999),
avaliaram a expressao da E-caderina em 76 paci¢nati@glos por prostatectomia
radical. Foram considerados parametros pre-opeatfPSA e escore de Gleason) e
parametros poés-operatorios (estadio patolégico sgend). Vinte e trés pacientes
(30%) tiveram recorréncia. A expressado aberranté-@gaderina foi observada em
12% das bidpsias e 49% das pecas cirlrgicas, po@rse encontrou relacdo entre a
expressdo da E-caderina e a recidiva. Também, K&ksa., (2002) analisaram a
expressdo da E-caderina em 58 espécimes cirdrgieopacientes submetidos a
prostatectomia radical, todos com margens negativasminuicdo da E-caderina foi
observada em 64% e 83%, respectivamente, nos pegierm estadio patolégico T2 e
T3a, e em 89% e 68%, respectivamente, nos pacieotesGleason >7 e <7. Mesmo
que esses resultados ndo sejam estatisticameniécsigtes (P>0.05), a E-caderina
pode ser um preditor de recorréncia ap6s o tratam@mnirgico. Da mesma maneira,
Arisan et al., (2004) avaliaram 44 pacientes tratados com prastatea radical

correlacionando a expressao da E-caderina com i@spadoldégico e escore de
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Gleason. A analise estatistica nao identificou iigtiva associacao (P>0,05) entre
esse biomarcador, o estadio patologico e 0 eseo@ahson.

Rubin et al., (2001) estudaram sistematicamente a presenca @w@acddb na
expressdo da E-caderina em tecido prostatico nprn@alneoplasia intra-epitelial
prostatica (PIN), no carcinoma localizado da ptésta na doenca metastética
hormonio-refrataria. Foram analisados 1220 casake an expressdo normal da E-
caderina foi identificada em 87% dos pacientes abwenca benigna, 80% em
pacientes com PIN, 82% nos pacientes com carcimpoasatico localizado e em 90%
dos pacientes com doenca hormonio-refrataria. Ngio ehcontrada associacdo
estatisticamente significativa entre a expressaB-daderina com margens cirurgicas
positivas, escore de Gleason, extenséo extra-ficastu invasao de vesicula seminal.
Houve associacdo estatisticamente significativaeerikpressao aberrante da E-
caderina e volume tumoral.

De maneira contraria, De Mareb al., (1999b) estudaram 76 casos de
neoplasia prostatica e encontraram relacdo emdugdo da expresséo da E-caderina
na peca cirdrgica com o maior escore de Gleasaamgado estadio patoldgico. Esse
estudo sugeriu importante papel da avaliacdo inmistogquimica da E-caderina,
principalmente para pacientes com doenca orgaanemta, porém com doenca mais
agressiva. Assim como Richmomt al., (1997) que avaliaram a expressédo da E-
caderina em 99 pacientes com cancer de prostadéiziao, localmente avancado e
metastatico. A expressdo anormal da E-caderinanfobntrada em 56% dos pacientes
e estava significativamente relacionada com o esder Gleason e a extensao para
tecido 6sseo. A analise univariada mostrou menoresida relacionada nos pacientes
com expressdo anormal da E-caderina (P=0,0003)alsa multivariada mostrou que
o valor prognostico da expressao aberrante da &doadé independente do grau
tumoral. Esse estudo sugere que a analise da s#présmuno-histoquimica da E-
caderina pode ser util na avaliacdo clinica. Em62®aoet al., verificaram que a
expressdo da E-caderina esta inversamente reldeiooam fatores progndésticos
convencionais em cancer de prostata, como egpatiidogico e margem cirdrgica.

A E-caderina, neste trabalho, ndo tel@&cdo com o risco de recidiva; houve

expressdo do marcador em 77,1% dos pacientes sadivaee em 68,3% dos



56

pacientes que apresentaram recidiva da doenca.oAwado, Van Oortet al., em
2007, determinaram o valor da perda da expressade-daderina como fator
prognostico para 65 pacientes portadores de célecprostata, que foram submetidos
a prostatectomia radical ou resseccéo transumrgdrostata, com longo periodo de
seguimento. Nesse estudo houve uma significatifexattica na sobrevida especifica
de 5 anos nos pacientes com expressao normal (Y®@%berrante (26,8%) da E-
caderina (P<0,0001).

Em 2006, Ragt al., avaliaram a expressdo da E-caderina em pacientes co
recidiva apés prostatectomia radical, candidatesdaterapia de salvamento. Dos 37
casos analisados 25 mostraram expressédo aberatiecaderina. A sobrevida livre
de falha bioquimica em 2 anos era de 55% para@senas com expressao aberrante
da E-caderina comparados com 92% dos pacientes expmessdo normal da E-
caderina. A analise multivariada confirmou que pressao aberrante da E-caderina
estava associada a falha na terapia de salvanmtanto estes pacientes poderiam
ser tratados com terapia sistémica. Nesse estudzeta fora identificada significativa
associacdo entre invasdo de vesicula seminal er malor sérico do PSA pré
radioterapia, com relacdo a expressao aberrariecdaerina.

Umbaset al., (1994) identificaram que a expressdo aberrante -dadErina
estava associada com maior grau tumoral, maiogiest& aumento do risco de
recidiva pos prostatectomia radical. Em 2003 &val., analisaram a expresséo da E-
caderina em 70 pecas cirurgicas com estadio patold®. A expressao aberrante de
E-caderina foi notada em 39 casos (55,7%). Os pi@si¢inham seguimento médio de
36,5 meses, e 21 pacientes (30%) apresentaranmsoel@pquimico. A expressao
aberrante da E-caderina contribuiu como um fatatependente para recidiva
(P=0,005).

Nao se encontrou neste estudo relacédo entre o PSéeb a expressao da E-
caderina, ou seja ndo houve diferenca significatevaxpressédo quando o PSA-DT foi
maior ou menor que 10 meses, na recidiva (p=0,182).

Na avaliacdo do Marcador E-caderina foi observaifiereshca significativa
apenas para o marcador MIB-1, demonstrando que acgerges com marcador

negativo, apresentaram maior proporcéo de MIB-itigog71,1%) (p<0,0001).
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MIB-1

A expressao do MIB-1 neste estudad®i10% em relacdo ao numero global
dos pacientes.

A expressao do MIB-1 foi significatiesn relacdo ao escore de Gleason da
peca cirdrgica e ao estadio patolégico. Em 199&eBeourtet al., publicaram uma
casuistica de 180 pacientes submetidos a prostatiectadical como tratamento em
cancer de prostata localizado. Os pacientes fonadlidbs de acordo com a expressao
do MIB-1, com o ponto de corte em 25%. Houve as®@ad significativa entre MIB-1
e sobrevida livre de recorréncia em 5 anos. Em eoagdo com o escore de Gleason,
o MIB-1 auxiliou na avaliacdo prognostica dos patge com escore entre 3 e 6, mas
nao acrescentando informag¢do nos pacientes consdblemaior que 7. O autor
concluiu que os fatores progndésticos atuais levarmaubestadiamento da doenca e
falham em definir que subgrupo de pacientes tenomnigico para recorréncia. Sugere,
entdo, que o indice de proliferacdo MIB-1 podeusizado para predizer sobrevida
de forma mais acurada, principalmente nos paciem@s risco baixo ou
intermediario.

Borreet al., (1998b) analisaram 221 pacientes com diagndésticoedelasia
prostatica por resseccao transuretral e tratametpgectante. O MIB-1 médio foi de
10.3%, sendo esse o ponto de corte utilizado. Qcdndle proliferacdo foi
significativamente relacionado ao grau tumoral,adist clinico e presenca de
metastases. Em andlise multivariada, levando-se@msideracdo essas variaveis, o
MIB-1 foi fator progndstico independente para swlit@ doenca especifica e
sobrevida global.

Em avaliacdo retrospectiva de paegntliagnosticados com cancer de
prostata, mas sem tratamento com intencdo curciedtinet al., (1997) relataram
haver relagcéo significativa entre Ki-67, grau eadst tumoral. O melhor valor para
predizer sobrevida foi de 3%, sendo que nos pasecdom indice de proliferacdo
maior que 3% a sobrevida foi a metade em comparagdacom menor que 3%. A

importancia do Ki-67 em predizer a sobrevida pemuvan significativa mesmo em
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analise multivariada. Pacientes com indice mai& 8% e tumores moderadamente
diferenciados apresentaram pior progndéstico gueaogentes com Ki-67 menor que 3
e tumores indiferenciados, demonstrando a impaddam® Ki-67 como fator
prognostico associado aos ja tradicionais grau tahecestadio clinico.

Bubendorfet al., em 1996 avaliaram a expressao do Ki-67 em pecas de
pacientes submetidos a prostatectomia radicalobsérvado que o Ki-67 ndo esteve
associado a estadio patolégico e escore de Gleksoranalise multivariada, apenas
tumores localmente avancados e Ki-67 foram fatorédependentes para progressao
tumoral, com risco relativo de 3.6 para doencalioeate avancada e 2.5 para Ki-67,
concluindo que o Ki-67 é um fator progndstico impote com potencial para
utilizac&o na pratica clinica.

Neste trabalho houve associacédo entre a expredssiidB-1 e a estratificacao
por grupos de risco, conforme proposto por D’AmEegontrando-se maior expressao
do MIB-1 nos grupos de risco intermediario e aoao (p=0,070).

Os pacientes que apresentaram recidipeessaram o MIB-1 em 65,9% dos
casos enguanto agueles sem recidiva na vigénciestlmlo tiveram expressdo em
apenas 30,3%(p=0,0002).

Seboet al., em 2002 analisaram 454 pacientes com tratamenicg@o para
cancer de prostata localizado. Escore de Gleastl;1Me invasdo perineural foram
significativamente associados a progressao. O ablervou que 0 aumento em uma
unidade no indice de proliferacdo em escala lagadt aumentou o risco de
progressao tumoral em 64%, concluindo que o MIBhivaséo perineural devem ser
incluidos em associac¢do com fatores tradicionaisogias as avaliacdes prognadsticas .

Cowenet al., em 2002 analisaram 106 pacientes tratados comtesaiia
externa para cancer de prostata. O MIB-1 meédio dei 3,2%, com valor
significativamente maior nos pacientes com tumo@3 4, Gleason de 7 a 10 e com
falha bioquimica. O MIB-1 permaneceu como fatorgpi@stico independente para
recidiva bioquimica em analise multivariada, indejsnte se o diagndstico tinha sido
realizado por bidpsia ou resseccdo transuretrals Macientes com indice de
proliferacdo maior que 3,5% a taxa de recidivad®i67% em comparagao a 24% nos

pacientes com valores abaixo de 3,5%0 houve correlacdo entre os valores de MIB-
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1 e a presenca de metastases a distancia. O agwwnenta que para a utilizacdo do
MIB-1 como fator progndstico na pratica clinican@se necessario a uniformizacao
do método, com definicdo de um ponto de corte aitdiezado e reducéo da variacao
entre observadores.

De forma diferente, Coetzetal., em 1997 também analisaram o Ki-67 como
fator progndstico, sendo que o ponto de cortezatilb foi de 1%. Nao houve qualquer
diferenca no Ki-67 entre os grupos que recidivacammao no pds-operatorio (Ki-67
médio de 0.824 x 0.704). O trabalho n&o conseguiuelacionar o indice de
proliferacdo com estadio clinico e escore de Gleasendo o ultimo fator progndstico
mais importante para recidiva bioquimica. O autmnctuiu que o Ki-67 néo esta
relacionado com agressividade tumoral em nenhummafoVis et al., em 2002 em
analise de 92 pacientes observaram que Ki-67 nopier10% foi significativo para
recorréncia em analise univariada, ndo atingingoifitancia estatistica para predizer
morte relacionada a doenca. A probabilidade de @eecer livre de recidiva
bioquimica em 5 e 10 anos foi de 75% para Ki-6&da& 52 e 42% para Ki-67
elevado. No entanto, em analise multivariada o resae Gleason foi o fator
prognostico mais importante para sobrevida doesgacdéfica, sendo que o Ki-67 nédo
se mostrou fator prognostico independente. A jastiva do autor para o indice de
proliferacdo ndo ser significativo € pelo fato deoplasia de préstata apresentar
crescimento relativamente lento, com outros fatadegserminando agressividade
tumoral e desfecho da doenca.

Taftachet al., em 2005 avaliaram o Ki-67 em peca cirurgica defddclentes.
O autor considerou que a determinacdo do potermshstatico da lesdo através da
atividade proliferativa antes do tratamento definitseria valioso para orientar a
decisdo terapéutica adequada. O Ki-67 estava aad®enhos pacientes que
apresentaram progressédo da doenca, correlaciorma@leason, estadio e sobrevida
livre de recorréncia. No entanto, o Ki-67 ndo sestmo variavel independente para
predizer a probabilidade de recidiva. Ojea Calval., em 2004 observaram que o Ki-
67 nas biopsias pré-operatorias estava aumentasligp@centes que apresentaram
recidiva bioquimica, entretanto acrescentando paosdatores progndsticos classicos

(PSA, Gleason e Estadio) questionando sua utiza@ pratica clinica.
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O MIB-1 tem se mostrado fator preditivo para desteda doenca em diversos
trabalhos, no entanto, naqueles em que se apresem@® fator progndstico
independente, o mesmo ndo € melhor que os fatatgtuiais na maioria dos estudos.
Mesmo assim, o indice de proliferacdo calculado pIB-1 pode ser utilizado em
associacdo com PSA, Gleason e estadio tumorabpanantar a acuracia da avaliacéo
clinica pré tratamento no que diz respeito a edmwda doenca, como identificado em
Nnosso estudo.

Mesmo o MIB-1 estando relacionado com a recidivatsneestudo, nédo se
conseguiu encontrar associacdo com o PSA-DT (p#R,65

Dados relevantes encontrados nesta pesquisa deamortgie 0s pacientes com
recidiva apresentaram PSA mais elevado (p=0,00£8bpre de Gleason mais alto
tanto na avaliacdo pré-operatoria (p=0,0004) comacavaliacdo da peca cirlrgica
(p<0,0001), estadio clinico mais alto ao diagnoésiijp=0,001), estadio patoldgico
também mais elevado (p<0,0001) e grupo de riscoe emtermediario e alto
(p<0,0001).
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6 CONCLUSOES

1- A expressao tecidual por imuno-histoquimica revejoa o c-erbB-2 apresenta
uma distribuicio homogénea, a E-caderina maior qoodje de expresséao

positiva e o0 MIB-1 maior proporgao negativa.

2- A correlacdo da expressédo dos marcadores foi antegu

A- PSA : Nao houve correlacdo com nenhum dos marcadore

B- Escore de Gleason: O c-erbB-2 mostrou correlacamdp avaliado a peca
cirdrgica (p=0,005). A E-caderina apresentou teo@ém se correlacionar
também com a peca cirargica (p=0,051). O MIB-1 mwasta melhor

correlacdo com a peca cirdrgica( p<0,0001).
C- Estadio Clinico: Nao houve correlacdo com nenbdommarcadores.

D- Nomograma de D’Amico: O MIB- identificou uma tendéncia a

correlagao(p=0,070). Os demais marcadores nao dgracam correlacao.

E- PSA-DT: Nao houve correlacdo com nenhum dos awares.

3- O Unico marcador capaz de predizer a nexigimoral foi o MIB-1(p= 0,0002).
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APENDICE 1 - BANCO DE DADOS UTILIZADO

APENDICE 1 - BANCO DE DADOS DOS PACIENTES AVALIADOS

continua
Gleason Estadio | Data Tempg PSA  Ultimo  Evolugdo Marcadores
N° PAC Idade| PSA Pré Pés Clinicp Patolc’)giro RiscoirurGia | Follow Up | Follow Up| 2°més PSA PSA PSA-OT edB-2 | E-caderina MIB-1
Pré Pés (meses
1 RPBL 66 18,0 3+3=6 3+3=6 T2b pT2c | 01/02/97 as/o 61,8 0,01 0,05 Cura - + + -
2 RL 59 6,1 2+42=4  3+4=7 T2b pT2b I 07/05/97 01/06 05,2 <0,04 0,17 Cura - + + -
3 ADF 71 11,3  3+3=6 3+3=6 T2b pT2c I 04/06/97 07/04 86,1 <0,04 <0,01 Cura - - + -
4 VE 58 7,2 3+4=7  4+3=7 T2a pT3b I 05/08/97 06/02 8,75 <0,1 10,20 Recidiva 9,9 + + -
5 TY 56 20,0 2+2=4 3+4=7 T2a pT3b I 19/09/97 01/08 1252 0,1 1,39 Recidiva 10,2 + + +
6 VB 56 7,1 2+3=5 3+4=7 T2a pT2c B 01/10/97 06/04 1,28 0,01 0,42 Recidiva 7,8 + + -
7 ALN 66 9,9 2+42=4  3+5=8 T2b pT2c I 01/11/97 10/04 84,2 <0,04 <0,04 Cura - + + +
8 AK 67 155  2+2=4  3+4=7 T2b pT3a I 26/11/97 12/06 109,7 <0,04 0,04 Cura - + - +
9 ACC 67 7,9 2+3=5 3+3=6 T2a pT2a B 01/01/98 12/04 84,2 <0,04 <0,04 Cura - - + -
10 ED 65 7,6 2+3=5 3+3=6 T2b pT3a | 01/02/98 09/07 116,6 <0,04 <0,04 Cura - + + +
11 GC 68 7,0 2+1=3 3+3=6 T2a pT3a B 01/02/98 09/07 116,6 <0,04 <0,04 Cura - + + +
12 CPR 68 340 3+3=6 2+3=5 T2b pT2c A 03/06/98 12/0 115,6 0,04 0,01 Recidiva 9,1 - + -
13 WG 68 9,6 3+4=7 3+5=8 T2a pT3a I 20/07/98 10/01 39,0 <0,04 0,06 Recidiva NC + - +
14 AAS 48 10,9 3+4=7  3+3=6 T2b pT2c I 08/07/98 @6/0 108,3 0,01 0,64 Recidiva 17,5 + -
15 MGA 60 55 2+3=5  3+3=6 T2a pT2a B 03/07/98 08/06 98,4 0,01 0,01 Cura - - + -
16 LCB 51 4,6 2+3=5 3+3=6 T2a pT2a B 01/07/98 03/05 81,2 <0,04 <0,04 Cura - + - +
17 EVA 57 6,7 3+3=6  3+4=7 T2b pT2b I 24/07/98 10/05 87,5 <0,04 0,97 Recidiva 4,6 + - +
18 RCL 64 5,0 2+3=5  3+3=6 T2a pT2c B 22/10/98 04/07 102,8 <0,04 0,04 Cura - - + -
19 LLJ 42 11,0 2+3=5 3+3=6 Tlc pT3a I 23/10/98 @7/0 105,8 <0,04 <0,04 Cura - - +
20 OBV 54 5,0 3+4=7 3+3=6 T2a pT2c I 05/11/98 12/07 110,4 <0,04 0,30 Recidiva 38,0 + -
21 PAC 70 4,6 3+3=6 3+3=6 T2b pT2b I 06/11/98 11/07 109,4 <0,04 0,08 Cura - - + -
22 NFL 50 59 2+3=5  3+3=6 T2a pT2a B 03/12/98 08/07 105,4 0,04 <0,04 Cura - - + -
23 JCS 52 3,9 2+2=4  3+3=6 Tic pT3a B 01/01/99 04/07 100,4 <0,04 <0,04 Cura - - s +
24 AZD 53 7,4 3+2=5 3+2=5 Tic pT2a B 19/01/99 06/07 101,8 0,01 0,02 Cura - + + -
25 EJ 64 7,6 2+2=4  3+4=7 T2a pT2a B 22/01/99 03/02 37,8 <0,04 <0,04 Cura - + + -
26 OFS 70 12,0 2+3=5  3+2=5 T2a pt2c | 22/02/99 ®6/0 88,5 <0,04 0,04 Cura - - + -
27 AVL 58 7,0 2+3=5  3+3=6 T2b pT3a | 01/03/99 07/05 77,1 <0,04 0,04 Cura - - +
28 LASC 60 246  2+3=5 2+3=5 T2b pT2a A 15/03/99 012/ 106,1 0,17 <0,01 Recidiva 13,0 - + +
29 HM 70 7,0 3+4=7  3+4=7 T2b pT3b I 01/05/99 07/05 75,1 <0,04 1,50 Recidiva 10,1 - + -
30 HM 60 8,2 2+4=6  3+3=6 T2c pT2c A 23/06/99 04/07 94,6 <0,04 1,36 Recidiva 9,0 - + -
31 oM 64 8,0 2+3=5  3+3=6 T2b pT2b B 28/06/99 09/07 99,6 0 0,04 Cura - - +
32 MM 64 10,0  2+3=5 3+3=6 T2c pT3a A 29/06/99 12/06 90,4 0,05 0,01 Cura - + + +
33 vC 71 140  2+3=5 2+3=5 Tic pT2a I 01/07/99 11/05 77,2 0,01 <0,04 Cura - - - +
34 DMS 63 11,3 3+3=6  3+4=7 T2b pT2b | 06/08/99 61/0 88,1 <0,04 0,83 Recidiva 3,5 + + -
35 JS 68 6,6 2+2=4  3+3=6 T2a pT2a B 24/08/99 04/07 92,6 0,04 0,04 Cura - + + -
36 RS 52 3,2 3+3=6 3+3=6 T2a pT2b B 22/09/99 02/07 89,6 0,01 <0,04 Cura - + - -
37 NB 69 4,4 2+3=5 3+3=6 T2b pT2b I 28/09/99 10/06 85,3 0,01 1,20 Recidiva 1,8 - + +
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Gleason Estadio | Data Tempg PSA  Ultimo  Evolugdo Marcadores
N° PAC Idade| PSA Pré Pés Clinicp Patolc’)giro RiscoirurGia | Follow Up | Follow Up| 2°més PSA PSA PSA-OT edB-2 | E-caderinal MIB-1
Pré Pés (meses
38 APL 54 5.2 3+3=6 3+3=6 Tlc pT2c B 26/10/99 06/05 68,2 <0,04 0,04 Cura - - + -
39 NM 67 9,7 2+2=4  4+4=8 T2b pT3a | 21/11/99 09/04 58,2 0,03 <0,01 Cura - + + +
40 ADV 74 11,0 2+3=5  3+3=6 T2c pT2c A 10/12/99 /0 70,7 <0,04 <0,04 Cura - - + -
41 JDB 62 13,0 3+3=6 3+3=6 t2b pT2b | 10/12/99 083/0 51,4 0,04 0,15 Cura - - + -
42 oC 56 10,0 2+3=5 3+2=5 T2b pT3a | 01/01/00 05/04 52,7 0,01 0,39 Recidiva 9,6 - + -
43 JRL 58 6,1 3+3=6 3+4=7 T2b pT2b | 01/01/00 05/07 89,2 <0,04 1,37 Recidiva 17,2 + + +
44 OMR 63 10,0 1+2=3 3+3=6 Tlc pT2a B 17/01/00 08/0 91,8 0,01 0,04 Cura - + + -
45 WS 62 10,0 2+3=5 3+3=6 T2a pT2a B 19/01/00 09/05 68,4 <0,04 <0,04 Cura - + + -
46 DK 71 14,3 2+3=5  3+3=6 T2a pT2a | 21/01/00 04/07 87,6 <0,04 <0,04 Cura - + + -
47 AC 60 16,0 2+3=5  3+3=6 T2a pT2a | 01/02/00 08/07 91,3 0,01 0,03 Cura - - - -
48 JMR 48 2,3 2+3=5 3+3=6 T2b pT2c | 08/03/00 07/07 89,0 <0,04 <0,04 Cura - + + +
49 JMN 56 13,0 2+3=5 3+4=7 T2a pT2a | 17/03/00 06/0 87,7 0,17 0,18 Recidiva 8,8 - - +
50 NF 44 14,8 2+3=5 3+3=6 Tlc pT3a | 22/03/00 11/07 92,7 0,01 <0,04 Cura - - + +
51 TI 56 6,1 2+3=5  3+3=6 Tlc pT2a B 05/04/00 11/06 80,0 <0,04 <0,07 Cura - - + -
52 JLM 71 8,2 2+2=4  3+3=6 Tlc pT3a B 10/04/00 12/07 93,0 <0,04 <0,04 Cura - - +
53 AB 55 115 2+3=5  3+4=7 T2a pT3b | 24/04/00 10/07 90,5 <0,01 0,26 Recidiva 21,2 - - +
54 JMF 56 54 2+3=5 3+3=6 T2a pT2c B 11/05/00 01/07 80,9 0,01 <0,01 Cura - - + -
55 OMM 70 9,3 2+3=5 2+4=6 Tilc pT2a B 25/05/00 06/07 85,4 <0,1 <0,04 Cura - - N +
56 EFP 55 3,3 2+3=5  3+3=6 T2a pT2a B 01/06/00 11/06 78,1 <0,04 <0,01 Cura - - + -
57 SF 52 9,3 2+3=5 3+3=6 Tlc pT2a B 30/06/00 12/07 90,3 <0,04 <0,04 Cura - + + -
58 MVA 53 51 2+2=4  3+3=6 Tlc pT2a B 17/07/00 12/07 89,8 <0,04 0,04 Cura - + + -
59 CB 68 24,0 3+4=7 3+4=7 T2a pT3b A 17/08/00 10/06 74,5 <0,04 <0,04 Cura - + + -
60 AZ 65 9,1 2+3=5  3+4=7 T2a pT3a B 29/08/00 12/07 88,3 <0,07 0,19 Recidiva 10,5 + - +
61 BVG 65 4,3 3+3=6 3+2=5 Tlc pT2a B 14/09/00 08/06 71,6 0,1 0,10 Cura - + + -
62 RT 53 10,0 3+4=7 3+4=7 T2b pT3a | 01/10/00 04/04 42,6 0,01 11,30 Recidiva 58 + + +
63 M 75 10,0 3+4=7  3+4=7 T2b pT3a | 19/10/00 09/06 71,4 <0,01 0,03 Cura + + -
64 BWP 65 7,9 2+3=5 3+3=6 T2a pT2a B 20/10/00 08/06 70,4 <0,04 <0,04 Cura - - + -
65 JOJ 60 3,7 2+3=5 3+4=7 T2a pT3a B 01/11/00 11/07 85,2 0,1 0,33 Recidiva 19,3 - + -
66 OAL 63 2,3 3+2=5 2+3=5 T2a pT2a B 01/11/00 10/06 72,0 0,01 <0,04 Cura - - + -
67 OH 61 10,8 2+3=5 3+3=6 T2a pT2a | 06/11/00 08/07 82,0 <0,01 <0,04 Cura - + + -
68 HRR 64 7,8 3+3=6 3+4=7 T2a pT3a B 01/12/00 06/05 54,8 0,1 0,66 Recidiva 5,6 + + +
69 13C 60 6,0 3+2=5 3+3=6 Tlc pT2c B 01/01/01 03/07 75,0 <0,04 0,04 Cura - + + -
70 AW 58 3,0 2+3=5 2+3=5 T2b pT2b | 29/01/01 03/07 74,1 0,1 0,10 Cura - + + -
71 JIM 53 4.4 2+2=4  3+3=6 T2a pT3a B 31/01/01 08/07 79,1 0,01 <0,04 Cura - + + +
72 WGA 65 10,7 2+3=5 3+2=5 Tic pT2b | 01/02/01 62/0 71,0 <0,01 <0,01 Cura - - + -
73 ACF 51 8,8 3+2=5 3+3=6 Tlc pT2c B 01/02/01 03/07 74,0 <0,04 <0,04 Cura - + + -
74 FC 69 10,2 2+3=5 2+4=6 T2a pT3a | 06/02/01 04/07 74,8 0,19 0,15 Recidiva 37,5 - +
75 VIAM 66 4,7 3+4=7  3+4=7 T2b pT3a | 01/03/01 12/0 82,2 0,1 0,00 Recidiva 15,0 +




APENDICE 1 - BANCO DE DADOS DOS PACIENTES AVALIAD®

continua
Gleason Estadio | Data Tempg PSA  Ultimo  Evolugdo Marcadores
N° PAC Idade| PSA Pré Pés Clinicp Patolc’)giro RiscoirurGia | Follow Up | Follow Up| 2°més PSA PSA PSA-OT edB-2 | E-caderinal MIB-1
Pré Pés (meses
76 JAS 56 6,7 3+3=6 2+4=6 T2b pT3a | 01/03/01 08/07 78,1 0,04 0,01 Cura - + - +
77 JF 60 6,7 2+3=5  2+4=6 T2a pT2a B 13/03/01 01/08 82,8 0,01 0,01 Cura - - + -
78 MM 61 5,0 2+3=5 3+4=7 T2a pT2a B 22/03/01 06/07 75,4 0,01 <0,04 Cura - - + -
79 PA 74 24,0 2+2=4 3+4=7 T2a pT3a | 01/04/01 09/06 66,0 0,01 0,51 Recidiva 14,2 + +
80 Kl 66 6,0 3+2=5 3+4=7 T2c pT3a A 04/05/01 01/08 81,1 <0,01 <,004 Recidiva 8,5 - -
81 LGSF 71 11,7 2+3=5  3+4=7 T2b pT3b | 15/05/01 081/ 80,7 0,1 0,24 Recidiva 36,7 - + +
82 AB 63 6,4 2+3=5  3+3=6 T2a pT3a B 18/05/01 09/07 76,6 <0,01 <0,04 Cura - - + -
83 PEC 68 28,0 2+3=5 3+5=8 T2c pT3a A 28/05/01 ®2/0 57,0 <0,02 0,49 Recidiva 9,2 + - +
84 ACXS 69 3,7 2+3=5 3+2=5 T2b pT2c | 01/06/01 T2/0 79,1 0,01 0,00 Cura - - + -
85 WL 50 4.4 3+3=6 3+3=6 T2a pT2a B 01/06/01 04/07 71,0 <0,04 <0,04 Cura - + s +
86 LL 72 8,1 2+2=4 3+4=7 T2b pT3a | 13/06/01 04/07 70,6 <0,01 <0,01 Cura - + + s
87 ALD 60 9,3 2+3=5 3+4=7 Tlc pT2a B 01/07/01 12/06 66,0 <0,04 <0,04 Cura - - - +
88 FG 72 6,6 2+3=5 3+4=7 T2a pT3a B 13/08/01 09/05 49,3 <0,01 <0,09 Cura - - + +
89 NA 59 8,1 3+3=6 3+3=6 Tilc pT2b B 20/08/01 08/07 72,4 <0,01 <0,04 Cura - + + +
90 CAP 56 7,0 3+3=6 3+3=6 Tic pT2a B 14/09/01 04/06 55,3 <0,04 <0,04 Cura - - + -
91 FAM 74 6,9 2+3=5 3+3=6 T2b pT3a | 18/09/01 10/06 61,3 <0,04 <0,01 Cura - + + -
92 RL 68 4,2 2+3=5  3+3=6 T2a pT2a B 17/10/01 03/07 65,4 <0,01 <0,04 Cura - + + +
93 VR 64 4.5 2+3=5  3+3=6 T2a pT3a B 05/11/01 09/07 70,9 <0,01 <0,04 Cura - - + +
94 MR 61 11,6 2+3=5 3+3=6 T2a pT2a | 12/11/01 10/06 59,5 0,01 0,12 Cura - + + -
95 ADC 64 14,0 2+3=5 3+4=7 T2b pT2b | 22/11/01 T2/0 73,3 0,03 0,07 Recidiva 53 - - +
96 SBS 67 15,8 2+2=4  2+3=5 T2a pT2a | 07/12/01 02/0 62,7 <0,01 0,25 Recidiva 24,7 + + -
97 PN 60 7,7 2+3=5 2+3=5 T2a pT2a B 10/12/01 09/07 69,7 <0,01 0,01 Cura - - - -
98 EC 63 26,3 3+4=7  3+4=7 T2b pT3a A 04/02/02 12/07 70,9 <0,01 0,36 Recidiva 10,0 - + +
99 JBO 69 12,0 2+3=5  3+4=7 T2b pT3a | 19/02/02 09/0 67,3 <0,04 0,00 Cura - + - +
100 ERR 59 9,2 2+3=5  3+4=7 T2a pT3a B 21/02/02 7.0/0 68,3 <0,04 0,01 Recidiva 9,4 - + +
101 JJS 54 9,8 3+3=6  3+4=7 T2a pT3a B 21/03/02 602/0 47,1 <0,04 0,10 Recidiva NC + - -
102 JPF 75 7,3 3+4=7 3+4=7 T2a pT3a | 02/05/02 0710 62,9 <0,01 0,08 Cura - - + +
103 ASG 54 4,3 2+3=5 3+3=6 T2a pT2a B 06/05/02 02/0 57,7 <0,01 <0,04 Cura - - + -
104 NT 71 10,6 3+3=6 3+4=7 Tlc pT2a | 31/05/02 06/0 60,9 <0,01 2,69 Recidiva 7,3 - + +
105 JR 59 5,9 3+3=6 2+3=5 T2b pT3a I 12/07/02 06/07 59,5 0 <0,04 Cura - - + -
106 AL 60 4,3 3+3=6  3+4=7 T2c pT3b A 18/07/02 01/08 66,4 1,28 99,00 Recidiva NC - - +
107 ML 72 8,0 3+3=6 3+3=6 Tlc pT2a B 06/09/02 12/05 39,4 <0,04 <0,04 Cura - + - -
108 CLS 65 7,3 2+3=5 3+4=7 Tlc pT2b B 09/09/02 07/0 58,5 <0,04 <0,04 Cura - + + -
109 oG 57 4.0 3+3=6 3+3=6 T2a pT2a B 29/10/02 12/07 62,0 <0,04 <0,04 Cura - - - -
110 AT 57 4.9 2+3=5 3+3=6 T2a pT3a B 21/11/02 02/07 51,1 <0,01 <0,04 Cura - + - +
111 MM 51 3,6 3+4=7 3+4=7 Tlc pT2a | 14/02/03 04/07 50,2 <0,01 <0,04 Cura - + - +
112 AS 60 5,8 3+3=6 3+3=6 Tlc pT2a B 22/02/03 08/07 54,0 <0,01 <0,02 Cura - - -
113 NT 65 7,8 4+43=7  3+3=6 T2b pT3a | 07/03/03 06/07 51,6 <0,01 <0,002 Cura - - -




APENDICE 1 - BANCO DE DADOS DOS PACIENTES AVALIADOS

Concluséo
Gleason Estadio | Data Tempg PSA  Ultimo  Evolugdo Marcadores
N° PAC Idade| PSA Pré Pés Clinicp Patolc’)giro RiscoirurGia | Follow Up | Follow Up| 2°més PSA PSA PSA-OT edB-2 | E-caderinal MIB-1
Pré Pés (meses
114 GD 63 18,0 3+4=7  3+4=7 T2b pT3a | 20/03/03 12/0 57,2 0,2 3,20 Recidiva 6,5 + + -
115 Nz 65 12,9  3+4=7 3+5=8 T2b pT3b I 10/04/03 81/0 57,6 0,06 <0,04 Recidiva NC + + +
116 PBM 60 7,0 2+3=5  2+3=5 T2a pT2a B 28/04/03 10/0 53,9 0,01 <0,04 Cura - - + -
117 PAS 68 7,3 2+3=5 2+3=5 Tic pT2a B 29/04/03 20/0 53,9 <0,04 0,00 Cura - - + -
118 DLN 44 3,8 2+3=5 3+3=6 Tic pT2a B 26/06/03 @s/0 49,9 <0,01 0,04 Cura - - + -
119 JLF 64 35 3+3=6 3+3=6 Tilc pT2a B 10/07/03 D3/0 44,3 <0,01 <0,04 Cura - + + +
120 GAP 77 16,0 3+3=6 3+3=6 Tic pT2b I 17/07/03 0v6/ 47,2 0,01 <0,04 Cura - + - +
121 AJL 67 3,0 2+3=5 3+3=6 Tlc pT3a B 28/07/03 69/0 37,7 <0,04 <0,04 Cura - + + -
122 DK 68 7,7 3+3=6  3+4=7 T2a pT3a B 11/08/03 01/08 53,5 <0,04 <0,04 Cura - - - +
123 NB 59 11,1 3+3=6 3+3=6 T2b pT2b | 15/08/03 @6/0 46,2 0,1 <0,01 Cura - + + -
124 AFC 61 8,3 2+3=5  3+3=6 T2b pT2b | 25/09/03 @8/0 46,9 0 0,01 Cura - - + -
125 ws 65 6,2 3+3=6 3+3=6 Tic pT2a B 10/10/03 06/07 44,3 0,01 <0,04 Cura - + +
126 MC 53 7,5 2+3=5 3+3=6 Tlc pT3a B 06/11/03 05/07 42,4 <0,04 <0,04 Cura - - + -
127 ASS 74 7,9 3+3=6  4+4=8 T2b pT3a | 11/11/03 10/0 47,3 0,04 0,67 Recidiva 3,6 + - +
128 VB 63 9,0 3+3=6  2+3=5 Tlc pT3a B 13/11/03 06/07 43,2 <0,01 0,03 Cura - - - +
129 MS 52 16,8  3+4=7  4+3=7 T2a pT3a I 20/11/03 8/0 45,0 0,11 0,53 Recidiva NC - + +
130 PVG 63 6,5 3+4=7  3+4=7 Tic pT3a I 21/11/03 81/0 50,1 0,03 0,26 Recidiva 12,5 - + +
131 AAC 70 14,6  3+3=6 3+4=7 T2a pT2b I 27/11/03 070/ 46,8 <0,04 <0,04 Cura - + + -
132 IM 70 8,6 2+3=5 3+3=6 T2a pT2b B 28/11/03 11/07 47,8 <0,04 <0,01 Cura - - + +
133 FAM 51 4,7 3+3=6 3+3=6 T2a pT2a B 05/12/03 81/0 49,6 <0,04 <0,04 Cura - - + -
134 JEM 61 5,2 2+3=5 3+3=6 T2a pT2a B 02/02/04 22/0 46,6 <0,01 <0,01 Cura - - + -
135 PP 66 10,7  3+3=6  3+4=7 Tic pT2b I 26/02/04 07/0 40,7 <0,04 <0,01 Cura - + - -
136 RJA 51 35 2+3=5  3+2=5 Tlc pT2b B 04/03/04 07/0 40,5 <0,04 0,04 Recidiva 19,2 - + +
137 JF 50 38 3+4=7  4+5=9 T2a pT3a I 24/03/04 08/07 40,8 <0,04 <0,04 Cura - + + -
138 JBP 69 51 2+3=5 3+3=6 T2a pT2a B 26/03/04 1/0 45,9 <0,04 <0,04 Cura - + - +
139 JJC 55 3,9 2+3=5 3+3=6 Tic pT3a B 03/06/04 81/0 43,6 <0,04 <0,04 Cura - + + +
140 LB 74 4,6 2+3=5 3+3=6 Tic pT2b B 05/06/04 03/07 33,3 <0,01 <0,01 Cura - - + -
141 MBC 56 4,6 3+3=6 3+3=6 T2b pT3a I 23/06/04 72/0 41,9 <0,04 0,14 Cura - + - -
142 JFP 61 9,6 3+4=7  3+4=7 T2a pT2b I 07/07/04 72/0 41,4 <0,04 <0,04 Cura - - + +
143 JS 61 4.8 3+3=6  3+3=6 T2a pT2b B 04/08/04 01/08 41,5 <0,04 <0,04 Cura - + - -
144 AY| 67 5,7 443=7 3+3=6 T2b pT2b I 05/08/04 07/07 35,3 <0,04 <0,04 Cura - - + -
145 LAF 50 3,9 2+3=5 3+3=6 Tic pT2b B 09/08/04 81/0 41,3 0,01 <0,04 Cura - + + -
146 CG 56 14,1  4+4=8  3+4=7 T2b pT3a A 23/09/04 81/0 39,8 <0,04 <0,04 Recidiva 3,2 - - +
147 APS 70 6,7 3+3=6  3+3=6 T2b pT2b B 30/09/04 12/0 38,6 <0,04 <0,04 Cura - - + -
148 LAB 49 4,1 3+3=6  3+3=6 T2a pT2b B 20/10/04 72/0 37,9 <0,04 <0,04 Cura - + + -
149 EM 70 11,2 2+3=5 3+3=6 T2a pT2c I 28/10/04 11/0 36,6 <0,04 <0,04 Cura - + + -
150 JTJ 49 6,3 3+3=6 3+3=6 T2a pT2a B 20/11/04 72/0 36,9 <0,05 <0,04 Cura - - - -




APENDICE 2

TABELA 1 - EXPRESSAO DO

MARCADOR c-erbB-2

EXPRESSAO| NUMER PERCENT
O UAL

Negativo 77 51,3

Positivo 73 48,7

TOTAL 150 100,0

p = 0,738 (Proporcao)

TABELA 2 - EXPRESSAO DO
MARCADOR E-caderina
EXPRESSAO| NUMER PERCENT
O UAL
Negativo 38 25,3
Positivo 112 74,7
TOTAL 150 100,0

p < 0,0001 (Proporcao)

TABELA 3 - EXPRESSAO DO

MARCADOR MIB-1

EXPRESSAO| NUMER PERCENT
O UAL

Negativo 90 60,0

Positivo 60 40,0

TOTAL 150 100,0

p < 0,0001 (Proporcao)
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QUADRO 1 - ESTATISTICA DESCRITIVA DOS DADOS EM RELBAO AO MARCADOR c-erbB-2

79

. . DESVIO . . VALOR
VARIAVEIS Ne MEDIA ~ MINIMO | MAXIM | MEDIANA .
PADRAO o DE p®
PSA 150 8,8 5.2 2,3 34,0 7,6 0,782
* Negativo 77 8,6 52 2,3 34,0 7,3
* Positivo 73 8,9 52 2,3 28,0 7,6
ESCORE DE GLEASON PRE 150 54 0,9 3,0 8,0 - 0@s7
* Negativo 77 55 0,8 4,0 8,0 -
* Positivo 73 54 1,0 3,0 7,0 -
ESCORE DE GLEASON POS 150 6,3 0,7 5,0 9,0 - 0801
* Negativo 77 6,1 0,7 50 7,0 -
* Positivo 73 6,5 0,8 50 9,0 -
TEMPO DE FOLLOW UP (meses) 150 69,3 21,9 33,3 1252 70,7 0,354
* Negativo 77 70,8 21,4 33,3 115,6 70,9
* Positivo 73 67,7 22,4 36,2 125,2 67,3
PSADT 36 12,6 9,3 18 38,0 9,8 0,176
* Negativo 20 14,9 11,0 1,8 38,0 10,1
* Positivo 16 9,8 5,6 35 24,7 8,9
NOTA: Desvio padrdo muito elevado, recomenda-dizartia mediana.
(1) Mann-Whitney; (2) t de Student.
QUADRO 2 - ESTATISTICA DESCRITIVA DOS DADOS EM RELGAO AO MARCADOR E-caderina
p . DESVIO . p VALOR
VARIAVEIS Ne MEDIA ~ MINIMO [ MAXIMO | MEDIANA 1
PADRAO DE p®
PSA 150 8,8 5,2 2,3 34,0 7,6 0,756
¢ Negativo 38 8,9 5,0 3,2 28,0 7,8
« Positivo 112 8,7 5,3 2,3 34,0 7,4
ESCORE DE GLEASON PRE 150 54 0,9 3,0 8,0 - 048(
¢ Negativo 38 5,6 0,8 4,0 8,0 -
« Positivo 112 5,4 0,9 3,0 7,0 -
ESCORE DE GLEASON POS 150 6,3 0,7 5,0 9,0 - 09201
¢ Negativo 38 6,5 0,8 5,0 8,0 -
« Positivo 112 6,2 0,7 5,0 9,0 -
TEMPO DE FOLLOW UP (meses) 150 69,3 21,9 33,3 125,2 70,7 0,291
¢ Negativo 38 65,6 20,7 36,7 109,7 66,7
« Positivo 112 70,5 22,2 33,3 125,2 70,9
PSADT 36 12,6 9,3 1,8 38,0 9,8 0,116
¢ Negativo 10 9,0 5,6 3,2 21,2 8,7
« Positivo 26 14,1 10,1 1,8 38,0 10,1

NOTA: Desvio padrdo muito elevado, recomenda-deattia mediana.

(1) Mann-Whitney; (2) t de Student.



QUADRO 3 - ESTATISTICA DESCRITIVA DOS DADOS EM RELBAO AO MARCADOR MIB-1

80

. . DESVIO . ; VALOR
VARIAVEIS Ne MEDIA ~ MINIMO | MAXIMO | MEDIANA @
PADRAO DE p
PSA 150 8,8 5,2 2,3 34,0 7,6 0,104
¢ Negativo 90 8,1 4.7 2,3 34,0 7,1
¢ Positivo 60 9,7 5.8 2,3 28,0 8,8
ESCORE DE GLEASON PRE 150 5,4 0,9 3,0 8,0 - 0,408?@
¢ Negativo 90 5,4 0,8 3,0 7,0 -
¢ Positivo 60 55 1,0 3,0 8,0 -
ESCORE DE GLEASON POS 150 6,3 0,7 5,0 9,0 - <0,0001
@
¢ Negativo 90 6,1 0,7 5,0 9,0 -
¢ Positivo 60 6,6 0,8 5,0 8,0 -
TEMPO DE FOLLOW UP (meses) 150 69,3 21,9 33,3 125,2 70,7 0,834
¢ Negativo 90 69,1 21,9 33,3 115,6 70,7
¢ Positivo 60 70,1 21,6 39,0 125,2 69,6
PSADT 36 12,6 9,3 1,8 38,0 9,8 0,729
¢ Negativo 13 13,3 9,4 35 38,0 9,6
¢ Positivo 23 12,3 9,4 1,8 37,5 10,0
NOTA: Desvio padrdo muito elevado, recomenda-dizartia mediana.
(1) Mann-Whitney; (2) t de Student.
QUADRO 5 - ESTATISTICA DESCRITIVA DA EVOLUCAO DO PS8
B . DESVIO o p VALOR
VARIAVEIS Ne° MEDIA ~ MINIMO | MAXIM | MEDIANA 1
PADRAO DE p®
(6]
IDADE (anos) 150 61,7 7,4 42,0 77,0 - 0,953
¢ Controlado 109 61,7 7,8 42,0 77,0 -
¢ Recidiva 41 61,7 6,6 48,0 74,0 -
PSA 150 8,8 5,2 23 34,0 7,6 <0,0001®
¢ Controlado 109 7,6 3,7 2,3 24,0 7,0
¢ Recidiva 41 11,7 7,2 3,5 34,0 10,0
ESCORE DE GLEASON - PRE 150 54 0,9 3,0 8,0 - <0,0001
¢ Controlado 109 53 0,8 3,0 7,0 -
¢ Recidiva 41 5.8 1,0 4,0 8,0 -
ESCORE DE GLEASON - POS 150 6,3 0,7 50 9,0 - <0,0001
¢ Controlado 109 6,1 0,7 5,0 9,0 -
¢ Recidiva 41 6,7 0,8 50 8,0 -
TEMPO DE FOLLOW UP (meses) 150 69,5 21,7 33,3 125,2 70,7 0,253@
¢ Controlado 109 68,2 21,5 33,3 116,6 70,4
¢ Recidiva 41 73,0 22,2 39,0 125,2 73,3

NOTA: Desvio padrdo muito elevado, recomenda-deattia mediana.

(1) t de Student; (2) Mann-Whitney.



QUADRO 6 - ESTATISTICA DESCRITIVA DA EVOLUGAO DO PS- DT

p . DESVIO . . VALOR
VARIAVEIS Ne MEDIA ~ MINIMO [ MAXIMO | MEDIANA
PADRAO DE p®
PSA (ng/dl) 36 11,9 7,5 3,5 34,0 10,0 0,739
¢ Menos de 10 meses 19 12,0 7,5 4.4 34,0 10,0
¢« 10 meses e mais 17 11,8 7,6 3,5 26,3 10,2
ESCORE DE GLEASON PRE 36 5,7 1,0 4,0 8,0 - 0,551@
¢« Menos de 10 meses 19 5,8 0,9 5,0 8,0 -
¢« 10 meses e mais 17 5,6 1,2 4,0 7,0 -
ESCORE DE GLEASON POS 36 6,6 0,8 5,0 8,0 - 0,2439
¢« Menos de 10 meses 19 6,8 0,8 5,0 8,0 -
¢« 10 meses e mais 17 6,5 0,8 5,0 7,0 -
TEMPO DE FOLLOW UP (meses) 36 76,1 21,7 39,8 125,2 77,9 0,090
¢ Menos de 10 meses 19 70,2 20,2 39,8 115,6 68,3
¢ 10 meses e mais 17 82,7 21,9 40,5 125,2 82,2

NOTA: Desvio padrdo muito elevado, recomenda-dizartia mediana.

Mann-Whitney; (2) t de Student.
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QUADRO 7 - AVALIACAO DO PSA - DT

MENOS DE 10 10 E MAIS TOTAL
VALOR
DADOS (n=19) (n=17) (n = 36) o
N [ % N | % e | % | 0P
PSA (ng/dl) -
¢« Menor que 4,0 - - 02 11,8 02 55
e 40a99 09 47,4 06 35,3 15 41,7
« 10,0a19,9 08 42,1 05 29,4 13 36,1
¢ 20,0 ou maior 02 10,5 04 23,5 06 16,7
ESCORE DE GLEASON PRE -
e Até6 15 78,9 11 64,7 26 72,2
e 7 03 15,8 06 35,3 09 25,0
¢ 8emais 01 53 - - 01 2,8
ESCORE DE GLEASON POS -
e Até6 04 21,1 06 35,3 10 27,8
e 7 13 68,4 11 64,7 24 66,7
¢ 8emais 02 10,5 - - 02 5,5
ESTADIO CLINICO -
¢« Tilc 01 53 02 11,8 03 8,3
e T2a 05 26,3 08 47,0 13 36,1
« T2b 10 52,6 07 41,2 17 47,3
e T2c 03 15,8 - - 03 8,3
ESTADIO PATOLOGICO -
e pT2a 02 10,5 02 11,8 04 11,1
¢ pT2b 04 21,1 02 11,8 06 16,7
e pT2c 03 15,8 02 11,8 05 13,9
e pT3a 09 47,4 07 41,1 16 44,4
¢ pT3b 01 5,2 04 23,5 05 13,9
GRUPO DE RISCO -
¢ Baixo 03 15,8 03 17,6 06 16,7
e Intermediario 11 57,9 12 70,6 23 63,9
« Alto 05 26,3 02 11,8 07 19,4
MARCADORES
¢ c-erbB-2 10 52,6 06 35,3 16 44,4 0,478
+ E-caderina 12 63,2 14 82,4 26 72,2 0,882
¢ MiIB-1 11 57,9 12 70,6 23 63,9 0,657

(1) Qui-Quadrado; (2) Fisher.
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ANEXO 1

ESTADIAMENTO TNM (2002)

T

TX

TO

T1

T2

T3

T4

NX

NO

N1

MX

MO

M1

T1A

T1B

TiC

T2A

T2B

T2C

T3A

T3B

MIA

M1B

Mi1C

TUMOR PRIMARIO
TUMOR NAO AVALIADO
SEM EVIDENCIA DE TUMOR

TUMOR NAO APARENTE, NAO PALPAVEL E NAO IDENTIFICAVEL POR
EXAMES DE IMAGEM

TUMOR DE ACHADO INCIDENTAL COM ATE% DE NEOPLASIA NO TECIDO
RESSECADO

TUMOR DE ACHADO INCIDENTAL > 5% DE NEOPLASIA NO ECIDO
RESSECADO

TUMOR IDENTIFICADO NA BIOPSIA PROSTATICA INDICADAPOR ALTERAGCAO
DE PSA

TUMOR PALPAVEL, CONFINADO A PROSTATA
TUMOR COMPROMETE MENOS DA METADEE UM LOBO
TUMOR COMPROMETE MAIS DA METADE DE UM LOBO
TUMOR COMPROMETE AMBOS OS LOBOS
TUMOR ULTRAPASSA A CAPSULA PROSTATICA
EXTENSAO EXTRACAPSULAR UNILATERAL OWBILATERAL
INVASAO DAS VESICULAS SEMINAIS
TUMOR FIXO COM INVASAO DE ESTRUTURAS ADJACENTES: COLO \BICAL,
ESFINCTER EXTERNO, RETO, MUSCULO ELEVADOR DO ANUS E/GQRAREDE
PELVICA
LINFONODOS REGINAIS
LINFONODOS REGIONANAO AVALIADOS
LINFONODOS REGIONRABEM METASTASES
LIIONODOS REGIONAIS COMPROMETIDOS
METASTASES A DISTANCIA
MEBNYASES NAO AVALIADAS
AUSENCIA DE METASTAS A DISTANCIA
PRESENCA DE METASTASES A DISTANCIA
COMPROMETIMENTO DE LINFONODOS EXTRA-REGIONAIS
METASTASES OSSEAS

METASTASES EM OUTROS ORGAOS
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ANEXO 2

HEMATOXILINA E EOSINA
Coloracdo Hematoxilina e Eosina

Técnica:

1) Lavar em agua corrente;

2) corar em solucdo de hematoxilina de Harris fosegundos;
3) lavar em agua corrente;

4) agua amoniacal;

5) corar em solucéo de eosina;

6) lavar, desidratar, diafanizar e montar.

Solugdes:

A. Hematoxilina de Harris:
hematoxilina - 5 g;

alcool etilico - 50 ml;
alimen de potéassio - 100 g;
agua destilada - 950 ml;
oxido de mercurio - 2,5 g;
acido acético glacial - 40 ml.

Dissolver a hematoxilina no alcool levemente agqie¢b6°C) em banho-
maria; dissolver o alimen de potassio em agua ladstiaquecida em chama,
acrescentar a solucao alcoolica de hematoxilineixadferver. Adicionar o oxido de
mercurio e entdo o acido acético. Filtrar.
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IMUNO-HISTOQUIMICA

=

Cortes de gm em laminas silanizadas

2. Desparafinizacao
a. Xilol quente por 20 minutos
b. Xilol 24°C por 20 minutos
3. Hidratacao

~PoO0Tw

Alcool absoluto

Alcool absoluto

Alcool absoluto

Alcool 95%

Alcool 90%

Alcool metilico (200 ml) com 20ml peréxido de hidémio por 15
minutos

4. Processamento Imuno-histoquimico
a.
b.
C.

—j@_"‘

T oS53 T T

q

5. Colo

r

a.

~®ooo0CT

Lavar em agua corrente por 5 minutos

Lavar em agua destilada e deixar em repouso pon&tos

Colocar as laminas nas cubas Umidas e molhar descoom agua
destilada

Escorrer as laminas uma a uma e enxugar delicadarosrcortes com
papel absorvente e circular com caneta demarcéDai® Pen®)

Cobrir os cortes com a solucéBeroxidase Block(peréxido de
hidrogénio 0,03%) por 10 minutos

Lavar com agua destilada

Lavar com tampao (TBS) e deixar em repouso por ibQtws

Secar as laminas com papel absorvente

Aplicar o anticorpo primério (c-erbB-2, MIB-1 ou caderina) na
diluicdo desejada e deixar incubando por 30 minutos

Lavar com tampéo (TBS)

Deixar em repouso por 10 minutos

Secar as laminas com papel absorvente

. Aplicar a solucad.abelled Polymepor 30 minutos

Lavar com tampéo (TBS)

Deixar em repouso por 10 minutos

Aplicar DAB (3,3 diaminobenzindina) + substrato fsonado +
cromogeno sobre os cortes por 5 a 10 minutos

Lavar as laminas em agua corrente, agua destiladeae
acao

Colocar hematoxilina sobre as laminas por 1 mindtoora nucleos
celulares

Lavar em agua corrente

Agua amoniacal por 40 segundos para retirar 0 ega@s corante
Lavar em agua corrente

Desidratar em alcool por 2 a 3 vezes

Clarear em xilol

6. Montar em Entellan
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. Colocar resina na laminula com auxilio de um bad&wadro

Enxugar o verso das laminas com um pano e colec&ddre as
laminulas

Identificar a lamina



