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RESUMO

INTRODUCAO: A neoplasia prostatica é a mais incidente nos homens,
apresentando um curso clinico variavel. Procuram-se métodos que melhor
identifiquem estas variaveis, melhorando a acuracia prognéstica e facilitando a
escolha do tratamento. OBJETIVOS: Avaliar a expressdo imuno-histoquimica do
MIB-1, CD34 e p27 no carcinoma localizado de préstata. Correlacionar a expressao
desses marcadores com PSA, escore de Gleason, e estadio patoldgico; e analisar
os fatores envolvidos com recidiva tumoral. MATERIAL E METODOS: Foram
estudados 100 pacientes submetidos a prostatectomia radical com doenca
localizada (T1c a T2c), cujos blocos histolégicos foram analisados e submetidos ao
preparo imuno-histoquimico para os trés marcadores. RESULTADOS: Dos 100
pacientes, 26 % recidivaram num seguimento médio de 36,7+18,8 meses. A recidiva
estava relacionada de forma significativa com o PSA (p=0,002), escore de Gleason
(p=0,006), estadio patoldgico (p<0,0001) e com a maior expressao do CD34 na area
tumoral(p=0,025). A expressao tecidual foi negativa: 63% e 40% respectivamente
para o MIB-1 e p27. O MIB-1 e o CD34 correlacionaram-se com o PSA, escore de
Gleason, estadiamento patolégico e com maior chance de recidiva. O p27
correlacionou-se apenas com o escore de Gleason. CONCLUSAO: O MIB-1 e o
CD34 mostraram-se, similares aos fatores progndésticos essenciais, preditores para a
recidiva da doenca.

Palavras chave: Neoplasias prostaticas. Prognostico. Cirurgia. MIB-1. CD34. P27.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Prostate cancer is the most frequent in men, with a variable
clinical course. We are searching for methods to better identify these variables,
improving prognostic accuracy and facilitating the choice of treatment.
OBJECTIVES: To evaluate the immuno-histochemical tissue expression of MIB-1,
CD34 and p27 in localized prostate carcinoma. To correlate the expression of these
markers with: PSA, Gleason score and pathological stage, and analyze the factors
involved with tumor relapse. MATERIAL AND METHODS: We studied 100 patients
who went radical prostatectomy with localized disease (T1c to T2c). The surgical
specimens were properly prepared and evaluated for expression of three markers
immuno-histochemical. RESULTS: Of the 100 patients, 26% relapsed in a median
follow up of 36.7 + 18.8 months. The relapse was related significantly with PSA (p =
0.002), Gleason score (p = 0.006), pathological stage (p <0.0001) and with the
highest expression of CD34 in tumor area (p = 0.025). The tissue expression was
negative in 63% and 40% respectively for the MIB-1 and p27. The MIB-1 and CD34
correlated with the PSA, the Gleason score and pathological stage and with greater
chance of relapse. The p27 correlated only with the Gleason score. CONCLUSION:
The MIB-1 and CD34 showed up, similar to the key prognostic factors, to be
predictors for disease relapse.

Key words: Prostate neoplasm. Prognostic. Surgery. MIB-1. CD34. P27.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma de préstata é o tipo de cancer mais frequentemente
diagnosticado e a segunda causa de morte relacionada a cancer na populagao; sua
incidéncia tende a crescer nas proximas décadas com o0 aumento da expectativa de
vida (ERCOLE et al.,, KUO; LIN; LEE, 2008; WILT et al., 2008b). No mundo, o
namero de casos novos diagnosticados de cancer de préstata é de
aproximadamente 543 mil casos por ano, o que representa 15,3% de todos 0s casos
incidentes de cancer em paises desenvolvidos e 4,3% dos casos em paises em
desenvolvimento (BRASIL, 2008).

No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer previu 49.530 novos casos em 2008,
0 que corresponde a um risco estimado de 52 casos novos a cada 100 mil homens,
sendo mais frequente nas regides sul e sudeste do pais (BRASIL, 2008).

O advento do PSA (prostate specific antigen), no fim da década de 80,
associado a avanc¢os na biologia molecular e identificagdo dos fatores de risco como
por exemplo, histéria familiar e nivel de testosterona, permitiram um maior
conhecimento do comportamento bioldgico desta neoplasia (ARAP, 2003).

O cancer de prostata € uma doenca com potencial de cura através da cirurgia
(WILT et al., 2008a), radioterapia e outros métodos ou combinacdes de métodos,
podendo em casos selecionados ser submetido a vigilancia clinica (ERCOLE et al.,
2008; STATTIN et al., 2008). Entretanto, esses tratamentos sdo efetivos para
doenca localizada; as recorréncias sugerem sub-estadiamento ou a tendéncia a
metastatizar ainda em fases iniciais (ARLEN et al., 2008). Baseado nestas
evidéncias, associado a alta incidéncia desta doenca, justificam-se esforcos na
busca do aperfeicoamento de métodos de deteccdo precoce e de marcadores
prognésticos, com a consequente melhora no planejamento terapéutico
(FREEDLAND; KRUPSKI; MOUL, 2006; DHAM et al. 2008; SCALE; DAHM, 2008).

Apesar da expansédo dos conhecimentos epidemioldgicos e biomoleculares do
cancer de prostata, ndo se pode predizer quais pacientes irdo desenvolver
morbidade clinicamente significativa e quais permanecerdo com tumor confinado ao
orgao (KLEIN et al., 2008; NEAL et al. 2008; SIMONE et al., 2008).

Nas neoplasias prostéticas, a andlise histopatoldgica tem grande relevancia
clinica (LISKA et al., 2007; BILLIS et al., 2008). Exames histologicos e soroldgicos

descrevem aspectos muito importantes, possibilitando o monitoramento da evolucao
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da doenca (FREEDLAND; MOUL, 2007; ARLEN et al., 2008). Contudo, os métodos
imuno-histoquimicos quando analisados de forma qualitativa, tém apresentado
grande disparidade e variabilidade de resultados entre diferentes observadores
(FREEDLAND et al. 2003; RHODES et al., 2003; DOGANAVSARGIL et al., 2006).
Assim, a fim de prover uma escala numérica e reprodutivel dos padrdes de
marcacdo dos tecidos, aumentando a sensibilidade e o controle de qualidade das
analises, tem-se buscado cada vez mais refinamentos tecnoldgicos através de
métodos automatizados (DHIR et al., 2008).

Indmeros trabalhos vém identificando novos marcadores prognosticos: de
proliferacdo celular, receptores de membrana associados a adeséo, a angiogénese,
modificacdo nos niveis dos proto-oncogenes, desvendando como os disturbios
celulares convergem para formacéo das neoplasias e predizendo a tendéncia de
agressividade e a producdo de metastases (BANERJEE et al., 2003; RHODES et
al., 2003; LINE et al., 2005; ANANTHANARAYANAN et al., 2006; YU et al., 2007;
VIEWEG et al., 2008).

A criacdo de painéis prognosticos utilizando-se da imuno-histoquimica
facilitara a categorizacdo dos tumores, compreendendo melhor sua evolucdo e
facilitando a escolha terapéutica. Quando for possivel identificar variaveis biolégicas
envolvidas neste processo, podera se realizar uma vigilancia nos pacientes
predispostos, aumentando a cura e a sobrevida, reduzindo-se os indices de recidiva
tumoral (GRIGNON et al., 1997; JIN et al., 2005; MOHAPATRA et al., 2005;
CONCATO et al.,, 2007). Muitos trabalhos vém demonstrando a importancia de
novos marcadores imuno-histoquimicos de proliferacdo como o p27, CD34 e MIB-1,
muitos deles jA sdo empregados rotineiramente, servindo como preditores do
prognéstico e da evolucdo dos tumores (DOGANAVSARGIL et al.,, 2006;
FREEDLAND; MOUL, 2007).
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1.1 OBJETIVO

1- Analisar a expressao imuno-histoquimica dos marcadores p27, CD34 e MIB-1, em
pacientes com adenocarcinoma de préstata clinicamente localizado.

2- Correlacionar a expressao desses marcadores com os fatores progndsticos
essenciais: PSA, Gleason e Estadio patolégico.

3- Correlacionar a recidiva tumoral com os fatores progndsticos usuais e com a

expressao dos marcadores p27, CD34 e MIB-1.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER DE PROSTATA E GENETICA

Estima-se que, apesar de 42% dos homens apresentarem carcinoma de
préstata diagnosticado através da autopsia, apenas 9,5% irdo desenvolver a forma
clinica da doengca e 2,9% irdo morrer devido ao céancer. Desta maneira, 0
desenvolvimento de testes prognosticos é essencial na identificagdo daqueles
pacientes com susceptibilidade ao desenvolvimento do carcinoma de prostata, que
poderdo ser beneficiados por uma maior vigilancia antes da manifestacdo da
doenca. Enquanto a maioria dos canceres de prostata € de manifestacdo
esporadica, existem casos de manifestacao familial com um risco aumentado para
parentes de individuos afetados na populacdo americana (KUO; LIN; LEE, 2008).

Andlises de segregacao do carcinoma de prdostata sugerem a ocorréncia de
pelo menos um loco principal de susceptibilidade, que seria responsavel pela
ocorréncia de aproximadamente 10% dos casos de carcinoma de préstata (SHAND;
GELMANN, 2006). Pelo menos seis locos de susceptibilidade ja foram mapeados
através de estudos de ligacdo. Além destes possiveis genes de susceptibilidade,
acredita-se que alteragbes em outros genes podem ser associadas com o risco e/ou
progressao deste tipo de tumor em casos familiais e isolados (LUGUETTI, 2001).

Evidéncias sugerem que a manifestacdo do carcinoma de prostata depende
de fatores ambientais e de componentes genéticos. Uma destas evidéncias é a
ocorréncia de casos familiais de carcinoma de préstata, 0s quais representam cerca
de 10% do total de casos da doenca. Carter et al.(1993) demonstraram que a idade
de inicio precoce e a ocorréncia de varios acometidos na familia sdo determinantes
no risco da recorréncia. Estudos com familiares de cancer de prostata demonstraram
gue parentes em primeiro grau de um homem acometido, apresentam um risco duas
a trés vezes maior de desenvolver este tipo de cancer, independente do grupo racial.
Outros estudos demonstraram que quando ha mais de um caso na genealogia, 0o
risco para os demais homens aumenta cerca de 1,8 vezes (STEIMBERG et al.,
1990; GLOVER et al., 1998; SHAND; GELMANN, 2006).

O modelo de heranca é complexo, sendo que alguns estudos sugerem um
padrdo de heranca autossomica dominante (CARTER et al., 1993). Porém, o modelo

multifatorial € o mais aceito para a maioria dos casos. Atualmente, podemos dividir
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0s estudos genéticos em dois subgrupos: a) identificacdo de anormalidades
cromossOmicas e alteracfes de expressdo genética nas células de tumor de casos
isolados ou familiais que podem levar a caracterizagdo dos mecanismos genéticos
envolvidos no desenvolvimento da neoplasia; b) identificacdo de genes que estejam

associados a susceptibilidade dessa neoplasia.

2.2EPIDEMIOLOGIA

O numero de casos novos diagnosticados de cancer de prostata € de
aproximadamente 543 mil casos por ano/mundo, 0 que representa 15,3% de todos
0s casos incidentes de cancer em paises desenvolvidos e 4,3% dos casos em
paises em desenvolvimento (BRASIL, 2008). O céancer de préstata € o mais
prevalente em homens, com uma estimativa de 1,5 milhdes com diagndstico nos
altimos cinco anos acometendo uma populacdo com 85% homens casados e 43%
formalmente empregados (RAMSEY et al., 2007). O risco de desenvolver a doenga
ao longo de toda a vida € de 17,6% para homens brancos e de 20,6% para homens
negros (PENSON; CHAM, 2007; ELLIOT; SHINGHAL; PRESTI JR, 2008).

Observa-se maior incidéncia e mortalidade no grupo dos negros, enquanto
gue as menores taxas sdo encontradas em grupos de origem asiatica; neste grupo
ocorre rapida ascensao, quando comparada com os demais canceres (PENSON et
al., 2007; ELLIOT; SHINGHAL ; PRESTI JR, 2008 ; SONG et al., 2008). As maiores
taxas de incidéncia encontram-se na Ameérica do Norte, Austrdlia e paises
escandinavos (provavelmente devido ao rastreamento), além da parte sul da
América do Sul, Caribe e na Africa sub-Saarica. As menores taxas de incidéncia sio
encontradas no norte da Africa e na Asia, particularmente na China, com uma taxa
de 1,08/100.000. A maior parte dos casos novos de cancer de prostata ocorre nos
paises desenvolvidos. Mais do que qualquer outro tipo de céancer, este é
considerado o cancer da terceira idade, uma vez que cerca de trés quartos dos
casos no mundo ocorrem a partir dos 65 anos (BRASIL, 2008). O custo americano
para o tratamento vem crescendo acima de 30% na ultima década, representando
1,3 bilhdes de ddélares em 2000, e 2,1 bilhdes de dolares em pesquisas em 2005
(PENSON et al., 2007; THOMPSON et al., 2007).

O numero de casos novos de cancer de prostata estimados para o Brasil, no

ano de 2008, é de 49.530. Esses valores correspondem a um risco estimado de 52
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casos novos para cada 100 mil homens. Sem considerar os tumores de pele nao
melanoma, o cancer de prostata € o mais frequente em todas as regiées, com risco
estimado de 69/100.000 na Sul, 63/100.000 na Sudeste, 47/100.000 na Centro-
Oeste, 38/100.000 na Nordeste, e 22/100.000 na Norte (BRASIL, 2008).

2.3 FATORES DE RISCO

Apesar das causas especificas da iniciagdo e progressdo do cancer de
prostata serem desconhecidas, evidéncias apontam para fatores genéticos e
ambientais na etiologia da doenca (LINDSTROM et al., 2007; RIBEIRO et al., 2006).
No momento, o fator de risco mais importante na progressdo € a acdo dos
androgenos. Varios estudos tentaram determinar a relagdo exata entre os niveis de
androgeno e o risco de desenvolvimento da doenca. Houve dificuldade na
interpretacdo dos dados que demonstraram resultados conflitantes devido a fatores
como: variacao circadiana do nivel androgénico e dificuldade de se determinar a real
exposicao da préstata aos hormonios (; NELSON et al., 2007; HUSSAIN et al., 2008;
RODDAM et al., 2008; SHARIAT et al., 2008 a/b).

Acredita-se que outros fatores ambientais também tém papel significativo no
risco de desenvolvimento de cancer de prostata (STAMEY; MCNEAL; YEMOTO,
1999; HAMILTON; FREDLAND, 2008; VAN PATTEN; DE BOER; GUNS, 2008). A
maior evidéncia disso vem de estudos de migracdo, que mostraram aumento na sua
incidéncia em imigrantes japoneses e chineses de primeira geracao (SONG et al.
2008). Entre os fatores até o momento estudados ndo se pode correlacionar as
diferentes intervencdes dietéticas (baixo teor de gordura, ricas em fito-estrogénios e
vegetariana) e as suplementacdes alimentares (licopeno, zinco, selénio, vitamina E,
fito-estrogénios) com a evolucdo da neoplasia (VAN PATTEN; DE BOER; GUNS,
2008). Varios outros fatores como, por exemplo, atividade sexual, tabagismo,
alcoolismo e vasectomia foram estudados, mas nenhum deles apresentou relacao
consistente com o risco de desenvolvimento da doenca (HOLT; SALINAS;
STANFORD, 2008).
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2.4 PATOLOGIA

2.4.1 Tipos histologicos

O adenocarcinoma € o tipo histolégico mais frequiente de cancer de proéstata,
sendo diagnosticado em mais de 90% dos casos. Outros tipos celulares séo
incomuns, como carcinoma de células transicionais, que representam 1 a 4% dos
tumores prostaticos; os sarcomas, que representam 0,1 a 0,2%; e os linfomas e

leucemias, estes ainda mais raros (LISKA et al., 2007).

2.4.2 Fatores prognésticos em cancer de préstata localizado
Em relacdo a sua relevancia, os fatores prognosticos tém sido divididos em

trés grupos distintos: essenciais, adicionais e promissores.

2.4.2.1 Essenciais

Estes fatores sdo fundamentais para a tomada de decisdo em relacdo ao
tratamento. Trés deles sdo atualmente considerados essenciais na avaliacéo
prognostica da doenca: o estadiamento, PSA e o grau histolégico. A combinacgéo
destas trés variaveis determina uma melhor capacidade de progndstico do que a

analise de qualquer uma delas isoladamente (TRUE et al., 2006).

Estadiamento — TNM

A extensdo anatbmica do tumor € o fator de progndéstico mais importante e
mais amplamente utilizado. A classificacdo TNM € aceita internacionalmente para
descrever e comparar padroes de apresentacdo da doenca, impacto do
rastreamento e acesso ao tratamento, criando uma linguagem universal e
proporcionando uma padronizacdo na indicacéo do tratamento.

Os objetivos principais no estadiamento do cancer de préstata sédo predizer o
prognéstico e facilitar a escolha da terapia, esta baseada principalmente na
extensdo da doenca, o que pode ser estabelecido quando correlacionado aos
nomogramas. O sistema TNM (Tumor-Nodes-Mestastasis) utilizado para o

estadiamento da patologia na atualidade foi modificado em 1997 e em 2002 pela
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Unido Internacional Contra o Cancer (UICC) (PARTIN et al., 1990; PARTIN et al.,
1993; PARTIN et al., 2001).

O toque ou exame digital retal € um exame utilizado para avaliagdo da
extensdo local do cancer, sendo parte integrante do estadiamento clinico (PARTIN
et al., 2001). A sensibilidade de predizer doenca restrita ao 6rgdo é de cerca de 50%
e a especificidade é de 80% (PARTIN et al. 1990; RESS; RESNICK; OESTERLING,
1997).

PSA (Prostate specific antigen)

O PSA é marcador tecidual, porém n&o tumor especifico. E uma glicoproteina
de baixo peso molecular (33 kDa), da familia das calicreinas, sendo excretada pelos
ductos prostéticos para luz uretral como parte do plasma seminal. Pequena fracao
atravessa a membrana basal e alcanca a circulacdo. Suas sensibilidade e
especificidade ndo permitem a utilizacdo do mesmo como método isolado. Houve
aumento drastico no diagndstico do numero de tumores bem ou moderadamente
diferenciados ndo palpaveis ao toque retal; permitindo com este diagndstico mais
precoce um maior indice de cura ou mesmo possibilitando colocar estes pacientes
em vigilancia clinica (KVALE et al., 2007; STATTIN et al., 2008).

Na avaliacdo da doenga primaria, existem algumas informagfes que o valor
de PSA pode fornecer: em pacientes com PSA < 4 ng/ml ha 80% de probabilidade
de a doenca estar restrita ao 6rgdo, nos casos com PSA< 10 ng/ml a cintilografia
Ossea e tomografia computadorizada da pelve sdo desnecessarias devido ao baixo
risco de metastases a distancia. Para situacdes com PSA > 10 ng/ml o risco de
extensdo extra-capsular é acima de 60% e para PSA > 50 ng/ml ha risco altamente
significante de doenca metastética a distancia (CORREA et al., 2006).

O PSA tem sido usado no rastreamento do cancer de pristata e é
responsavel, em grande parte, pelo aumento da detec¢cdo da doenca. Tem sido
questionado se um valor de PSA maior ou igual a 2,5 ng/ml deveria ser considerado
anormal, pois descreve-se uma incidéncia de cancer entre 22% e 25% em homens
com valores de PSA entre 2,5 e 4.0 ng/ml (STATTIN et al., 2008).

A concentracdo sérica de PSA é utilizada na monitorizacdo do tratamento,
sendo que cerca de 30 dias ap0s a prostatectomia radical os niveis de PSA total

devem atingir valores proximos a zero. Eventuais elevacdes apds a prostatectomia
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podem ser decorrentes a presenca de tecido benigno remanescente. Considera-se
como sinais de provavel recidiva local os niveis detectaveis de PSA ap6s um ano de
procedimento cirargico, com duplicacdo superior a 10 meses e velocidade de
duplicacdo menor que 0,75 ng/ml por ano (TEETER et al., 2008).

Niveis detectaveis de PSA ap0s prostatectomia radical estdo associados com
recorréncia da doenca em muitos pacientes, sendo que o intervalo médio entre a
recorréncia do PSA e a morte por cancer situa-se entre cinco e 12 anos,
dependendo do escore de Gleason (DHAM et al., 2008).

Quando se define recidiva tumoral, a elevacdo do PSA ou recidiva bioquimica
pode ser considerada um fator prognostico para progressdo da doenca.
Aproximadamente um terco dos pacientes submetidos a prostatectomia radical
apresentara PSA detectavel no seguimento de 10 anos (POUND et al., 1999; HAN et
al., 2003). Existem diferentes definicbes para a recidiva bioquimica, sendo que o
valor sérico entre 0,2 a 0,4 ng/ml é usado como ponto de corte. (COOKSON et al.,
2007).

Escore de Gleason

A graduacao no sistema Gleason, que é a mais utilizada atualmente, baseia-
se na diferenciagdo glandular e no padrdao de crescimento em relagdo ao estroma
(GLEASON et al., 1974; BILLIS et al., 2008). Neste sistema, ndo se consideram as
atipias nucleares e, até hoje, ndo foi demonstrado superioridade da avaliacdo
nuclear em relagdo ao padréo glandular no adenocarcinoma da prostata (STAMEY;
MCNEAL; YEMOTO, 1999; PAN et al., 2000). De acordo com este sistema, o grau
histologico podera ser de 1 a 5 e a contagem final de 2 a 10. A presenca de padrao
de Gleason 4 ou 5 é praticamente preditivo de pior evolucdo (EPSTEIN;
CARMICHAEL; PARTIN, 1994; FERGUSON et al., 1995). Ao contrario dos demais
sistemas consideram-se tanto o padrdo predominante como o padrdo secundario
(BILLIS et al., 2008).

O escore de Gleason correlaciona-se com a extensdo da doenca,
particularmente com o risco de acometimento extra prostatico, assumindo valor
prognostico independente (BILLIS et al., 2008). Considera-se que tumores com
escore de Gleason igual ou maior que 7 sao biologicamente agressivos, com escore

de 5 ou 6 sdo tumores com agressividade intermediaria, e tumores com escore
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situado entre 2 e 4 tém agressividade biologicamente menor (KRAHN; NAM;
JEWETT, 1998).

2.4.2.2 Adicionais
Os fatores prognésticos adicionais permitem refinamentos na analise dos
resultados, porém ndo sdo normalmente utilizados no processo de selecdo do

tratamento.

Exames histol6gicos mais detalhados

Ajudam na precisdo do prognéstico e incluem o numero de fragmentos de
bidpsias positivas, a porcentagem de tumor na bidpsia e os indices de proliferacao
tumoral, tais como porcentagem das células em fase S, expressdo de Ki-67 ou de
antigenos MIB-1 e PCNA.

Volume tumoral

O volume do cancer prostatico é fator importante que se correlaciona com o
prognostico e também com o grau histolégico (RAMPERSAUD et al.,, 2008).
Entretanto, os tumores ndo precisam atingir grandes volumes ou altos graus
histol6gicos antes de se tornarem localmente invasivos. Segundo MCNEAL et
al.(1992), a penetracéo capsular inicia-se quando o tumor excede 0,5 cm® , sendo
frequente quando o tumor é maior que 1,4 cm®. Embora este volume possa ser uma
variavel importante no prognostico, € de dificil mensuracdo, sendo que muitos
tumores podem evoluir rapidamente a partir de pequenas alteracfes histolégicas e
outros podem se tornar agressivos apds muitos anos, atingindo grandes volumes
(PARTIN et al., 1990).

O percentual de envolvimento tumoral € um importante preditor de progressao
bioquimica, podendo ajudar na estratificacdo dos grupos patolégicos, bem como

ajudar na indicacéo das terapias adjuvantes (RAMPERSAUD et al., 2008).
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4.2.2.3 Promissores

Estes fatores progndésticos representam no momento, uma nova forma de
entender a biologia tumoral, porém ainda apresentam evidéncias incompletas para
serem consideradas variaveis independentes. Eles ndo sdo comumente utilizados,
mas poderdo ter aplicagcbes num futuro proximo. A compreensdo das diferentes
expressfes genéticas poderd levar ao melhor entendimento da diferenca na
producdo das proteinas e dos metabdlitos, permitindo o aumento na acuracia
diagnéstica (RAFTERY; GOWDA, 2008).

Expressdo de HER-2/neu — A proteina HER-2/neu é homdloga ao receptor
do fator de crescimento epitelial, tendo um gene que a codifica e que esta localizado
no cromossomo 17q. O aumento da sua expressao varia de 20% a 29% em
pacientes submetidos a prostatectomia radical e alcanca de 67% a 85% em
pacientes previamente tratados com ablacdo androgénica (GU et al., 1996; FOSSA
et a., 2002; JORDA et al.,, 2002; LARA et al., 2002; MORRIS; REUTER; KELLY,
2002).

O p53 - O gene responsavel pela proteina p53 esta localizado no brago curto
do cromossomo 17, é reconhecido como uma das mais freqientes mutacdes
genéticas em todos os tipos de cancer (STACKHOUSE et al., 1999; GRIGNON et
al., 1997; LEIROS et al., 2005). As alteracBes nesta proteina seriam um fator de
previsdo de recorréncia tumoral que ocorrem num porcentual de 3% a 79% dos
casos de tumores prostéaticos (JIN, 2005; MOHAPTRA et a.l, 2005; CORREA et al.,
2006; KAUR; AGARWAL, R.; AGARWAL, C., 2006; ZHAO et al., 2006).

Expressdo do gen EZH2 — E um marcador tecidual expresso em cancer de
prostata metastatico refratario a horménio. A sua expressao desregulada pode estar
envolvida na progressdo do cancer, sendo um marcador que distingue tumores
indolentes daqueles com risco letal de progressdo (RHODES et al., 2003).

O oncogene c-erbB-2 estda localizado no cromossomo 17gll-g21
(POPESCU; KING; KRAUS, 1989) e codifica uma proteina receptora trans-
membrana semelhante ao receptor do fator de crescimento epidérmico
(BARGMANN; HUNG; WEINBERG, 1986). A presenca de super-expressao dessa
onco-proteina € associada a pior prognostico (PRESS et al., 1997). Alguns autores

tém reportado aumento da expressédo do gene tanto em lesdes pré-malignas como
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em neoplasias invasoras prostaticas (MYERS et al.,, 1994; SIGNORETTI et al.,
2000).

E-caderina - E molécula de ades&o celular cuja perda de expressio pode ser
0 evento principal no carater invasivo de muitos tumores epiteliais (ANNICOTTE et
al., 2006). Ha evidéncias que apontam esta molécula como importante determinante
do potencial metastatico e que pode predizer a progressdao tumoral apos o
tratamento definitivo do cancer da prostata (BREWSTER et al., 1999, KOKSAL et al.,
2002; KUEFER et al., 2003; JAGGI et al., 2005). Estudos prévios tém mostrado que
a expressao da E-caderina esta reduzida em grande parte dos canceres de proéstata,
principalmente em tumores mais indiferenciados. A expressdo da E-caderina
correlaciona-se inversamente com o grau tumoral, estadio, metastases, recorréncia
e sobrevida no cancer de préstata (ROSS et al., 1994; DE MARZO et al., 1999b; WU
et al., 2003; WHEELOCK, 2003).

Kalicreina — E especificamente produzida pelas células epiteliais prostaticas.
Ela é altamente expressa em tumores de alto grau, podendo predizer o resultado da
bidpsia em homens com PSA elevado (DE MARZO et al., 1999a; VICKERS et al.,
2008).

Existem outros marcadores em estudo no céancer prostatico como o PCA3
urinario (WHITMAN et al., 2008), proteina mieldide 14 na urina e plasma (MULLER
et al.,, 2008), expressao imuno-histoquimica tecidual da proteina ribossomal L19
(BEE et al.,, 2006) e PCA-1 (KONISHI et al., 2005), expressdo génica NAG-1
(ELLING et al., 2006), localizacédo nuclear NF-kB (LESSARD et al., 2003).

2.5 IMUNO-HISTOQUIMICA

2.5.1 MIB-1

O Ki-67, proteina nuclear com peso molecular que oscila entre 345 e 395 kDa,
€ uma das varias proteinas reguladoras do ciclo celular que podem ser analisadas
através da imuno-histoquimica (GERDES et al., 1991 e COOPER et al., 1998). E
uma proteina ligante de DNA, que é expressa em todas as fases do ciclo celular,
porém indetectavel nas células em repouso (GUILLAUD; DU MANOIR;
SEIGNEURIN,1989; GERDES et al., 1991).0 anticorpo monoclonal MIB-1, é um dos

anticorpos gue analisam o indice de positividade desta proteina, que é considerada
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como fator progndstico independente em diversas neoplasias (OJEA CALVO et al.,
2004; FENELEY et al., 1996).

Ao contrério do antigeno nuclear proliferacao celular (PCNA), que ndo sé tem
um papel na replicagdo do DNA, mas também de reparacdo do DNA, Ki-67 é
praticamente restrita ao seu papel como um antigeno de proliferacdo, tornando-o
mais especifico como determinante da fracdo de crescimento. Catoretti et al. em
1992 e Cher et al. em 1995 definiram o papel inicial do antigeno Ki-67, e sua
avaliacdo pela fragdo MIB-1, e demonstraram a possibilidade da utilizagdo de
material em parafina armazenado por até cerca de 60 anos (CATTORETTI et al.,
1992).

O index Ki-67 (fracdo do Ki-67 nuclear positiva a imuno-histoquimica)
encontra-se mais alto nos carcinomas do que nas glandulas hiperplasicas (MUCCI et
al., 2000; ANANTHANARAYANAM et al., 2006; TAMBOLI et al.,1996; CLAUDIO et
al., 2002; PEGORETTO, 2008).

Diversas séries da literatura com grande casuistica cirargica: Bettencourt et
al.(1996), Aaltomaa et al.(1997) e Stattin et al.(1997) observaram a correlacao
significativa do marcador MIB-1 positivo com: grau nuclear, escore de Gleason e
estadio patolégico, bem como descreveram que o MIB-1 em conjunto com PSA e
estadio patolégico aumentavam a probabilidade de progressdo mais precoce e uma
menor taxa de sobrevida livre de doenca em 5 anos; sendo um fator progndstico
independente de sobrevida e podendo estabelecer uma melhor correlacdo de
prognéstico dentro das categorias de risco.

Outros estudos, ente eles o realizado por Sebo et al. (2002), mostrou que o
MIB-1 em associagdo com o escore de Gleason 7 e a invasao perineural foram
significativamente associados a progressdo da doenca; e que o aumento de uma
unidade do indice MIB-1 de proliferacdo representaria um aumento de 64% no risco
de progresséo. Claudio et al., (2002) demonstrou que a expressado do Ki-67 foi a
maior varidvel associada a risco de carcinoma, apresentando sensibilidade de 69%
com taxa de falso-positivo de 14%.

O marcador MIB-1 vem tendo seu valor progndstico analisado em outras
situacdes clinicas, como por exemplo, nas bidpsias prostaticas pré-operatérias, no
tratamento expectante e nos pacientes submetidos a radioterapia. Em relacao a
biopsia de prostata os resultados encontrados s&o conflitantes; Ojea Calvo et

al.(2004) mostrou que analisando o ki-67 com indice de corte de 3%, foi menos
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efetivos que os fatores prognésticos essenciais em predizer a progressao
bioquimica. Por sua vez, Zellweger et al.(2009) utilizando um indice de corte de
10%, demonstrou que o ki-67 foi o Unico fator prognéstico independente para
predizer recidiva bioquimica quando o escore de Gleason <7 e a percentagem de
tecido tumoral na bidpsia era baixa.

Em pacientes com achado incidental de cancer de prostata através de
resseccdo transuretral e com acompanhamento expectante, como analisado por
Borre et al(1998b), o indice de proliferacdo MIB-1 foi o Unico fator progndéstico
independente para sobrevida especifica e global, outro estudo realizado em 2009
por Berney et al., demonstrou que o ki-67/MIB-1 estdo sendo utilizados amplamente
dentro da rotina patologica podendo ajudar na definigho por um tratamento
expectatne ou cirargico.

Halvorsen et al. (2003) que demonstrou a correlacdo significativa do p27 com
ki-67, tendo o p27 uma maior fator preditivo em risco de recorréncia, aumento do
didmetro tumoral, invasao de vesiculas seminais e aumento do estadio patoldgico.
Este maior valor preditivo positivo do p27 também foi descrito por Vis et al.(2000)
onde comparando p27, MIB-1 e CD44, apenas o marcador p27 em conjunto com
escore de Gleason da bidpsia, foram preditores de doenca clinicamente significativa
apoOs prostatectomia radical. Revelos et al. (2005) mostrou, resultados diferentes,
onde baixos niveis de p27 estariam associados a invasdo de vesiculas seminais,
aumento de volume tumoral e alto PSA pré-operatério, porém apenas e
envolvimento linfonodal pélvico e MIB-1 seriam fatores progndésticos de faléncia
bioquimica.

Na andlise realizada por Pegoretto (2008), onde analisaram os marcadores c-
erb-2, E-caderina e MIB-1, o marcador MIB-1 ndo pode se correlacionar com o PSA,
nem com o estadio clinico, porém observou uma forte correlacdo deste marcador
com estadio clinico da peca cirargica, bem como observou que o MIB-1 foi o Unico

marcador capaz de predizer a recidiva tumoral.

2.5.2 P27

O gene P27Kipl, (Human Genome Organization - gene symbol CDKN1B) é
um gene situado no cromossoma 12 nos humanos, sendo responsavel pela
codificacdo de uma proteina que pertence a Cip/Kip familia da proteina inibidora da

ciclina dependente da kinase. E comumente citada como uma proteina inibidora do
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ciclo celular, tendo como fungéo reduzir ou parar o ciclo de divisdo celular, sendo
peca chave na coordenacdo da proliferacdo celular e apoptose (YU et al.; 2007).
Este gene codifica a proteina que inibe a proliferacdo celular na fase G1 da mitose.
Varios estudos sugerem que o decréscimo de p27 desempenha um papel
significante na progressdo do cancer de bexiga e prostata (VIS et al., 2000;
CLAUDIO et al, 2002; FREEDLAND et al, 2003), cancer de mama
(BARBARESCHI, 1999; TSUCHIYA; ZHANG; KANNO, 1999), pulmdo e ovario
(CATZAVELOS et al., 1999).

Véarios autores descreveram a reducdo na expressdo P27%P* como fator
progndéstico independente e preditor de ma evolucdo, associando a um declinio
progressivo deste marcador com a idade, o que poderia explicar a incidéncia
crescente de adenocarcinoma prostatico em homens mais idosos (VIS et al.; 2000;
DOGANAVSARGIL et al., 2006). Zheng et al. (2004) descreveram as diferentes
expressdes da proteina p27 na hiperplasia prostatica benigna e no adenocarcinoma,
e semelhante a outros autores demonstraram que a perda deste supressor tumoral
(p27 negativo ou baixo) tem acuracia preditiva semelhante ao escore de Gleason,
estadiamento e PSA (DREHER et al.; 2004).

Revelos et al. (2005) e Nguyen et al. (2009) determinaram em seu estudo com
pacientes portadores de adenocarcinoma de prdostata submetidos a cirurgia curativa
que 0 p27 e o MIB-1 estiveram correlacionados diretamente com escore de Gleason,
extensdo extra-capsular, envolvimento de vesiculas seminais, metastases em
linfonodos pélvicos, margens cirdrgicas positivas, tamanho tumoral e niveis de PSA.
Observou-se que o baixo p27 correlacionou-se significativamente com envolvimento
de vesiculas seminais, aumento do volume tumoral e alto PSA pré-operatério; e que
MIB-1 esteve correlacionado com doenca metastatica em linfonodos pélvicos, sendo
um significante preditor de faléncia bioquimica.

Roy et al. (2008) descreveram que a alteracdo da proteina p27 com a
densidade microvascular e aumento da expresséao do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), sendo estes marcadores associados ao fenétipo mais agressivo

dos canceres de préstata e com pior prognostico.
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2.5.3CD34

A proteina CD34 € um membro da familia das sialomucinas trans-
membranicas que se expressa precocemente nos tecidos hematopoiéticos e
vasculares. E também uma importante molécula de ades&o, requerida pelas células
T para entrada nos linfonodos, expressa como L-selectina que se unem as células T.
Células CD 34 positivas sdo normalmente encontradas no corddo umbilical e medula
0ssea como células hematopoiéticas, endoteliais progenitoras, endoteliais dos vasos
sanguineos exceto linfaticos, principais e sub-populacdes de células dendriticas no
intersticio e nas proximidades dos anexos dérmicos, bem como nos tumores
derivados de tecidos moles (DFSP, GIST, PNSTs) (IZAWA; DINNEY, 2001; BONO
et al., 2002; CHARLESWORTH; HARRIS, 2006).

A relacdo entre a expressdo da quantidade de microvasos pelo CD34 e seu
valor prognéstico para identificar pacientes com alto risco para recorréncia é bem
descrita em diversos tumores: melanoma, cancer de mama, cancer cervical,
estbmago, pulmao e cancer de préstata (BETTENCOURT et al., 1998; BONO et al.,
2002; KHATAMI, 2005). A densidade micro-vascular (MVD) é considerada um
marcador do processo angiogénico, que é responsavel pelo crescimento local e pela
metédstase tumoral. A MVD pode ser avaliada através da imunoreatividade de
antigenos de células endoteliais (CD34, CD31, fator VIII) (BONO et al., 2002).

Bligler, Deering e Brawer (1993) e Bettencourt et al. (1998) avaliaram as
alteracbes da densidade microvascular nas areas tumorais e sua correlacdo com
escore de Gleason e grau nuclear e demonstraram diferenca da expressao
microvascular entre as areas tumorais e de hiperplasia prostatica benigna. Hall et al.
(1994) descreveram a quantificacdo da angiogénese tumoral como valor progndstico
negativo em pacientes com adenocarcinoma de préstata localizado. Outros autores
demonstraram a MVD como preditor significativo de menor sobrevida livre de
doenca, bem como a sua utilidade na estratificacdo dos pacientes apds tratamento
cirdrgico curativo (BORRE et al., 1998a; HALVORSEN et al., 2000; BUHMEIDA et
al., 2006). Entretanto, Rubin et al. (1999) e Strohmeyer et al.(2000) ndo observaram
a MVD como fator prognéstico util em homens com doencga clinicamente localizada.

Estudos que correlacionaram a superficie vascular tumoral demonstraram
sua correlacdo direta com PSA, tamanho tumoral e recidiva bioquimica,

determinando com isso sua utilidade na pratica clinica (IZAWA; DINNEY, 2001;
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TAVERNA et al. 2009). Concato et al. (2007) descreveram que a densidade micro-
vascular e Bcl-1 sdo preditores independentes de mortalidade entre homens com

cancer de préstata e tem importancia na decisao do tratamento a ser escolhido.
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3 MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa esta de acordo com as normas hacionais e internacionais
vigentes (Res. 196/96 CNS-MS e demais resolucdes), tendo sido aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana (HC- UFPR) (ANEXO1).

3.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Foram estudados 100 casos de pacientes portadores de neoplasia prostatica,
submetidos a prostato-vesiculectomia radical e linfadenectomia obturatoria bilateral,
no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2006, provenientes de consultério
privado (Clinica Urolégica de Maringa).

Nesta pesquisa o0s pacientes apresentavam diagndéstico de adenocarcinoma
usual prostatico, com estadio clinico pré-operatorio entre Tlc e T2c. Apods a
suspeita pela alteracdo do toque retal ou pelas modificagcdes dos niveis de PSA,
procedeu-se a bidpsia. Os dados clinicos e o exame fisico e laboratorial foram
tabulados e acompanhados por um periodo médio de 16 meses.

As bidpsias prostaticas foram realizadas sob sedagdo por um mesmo
profissional, transretal guiadas pelo ultra-som, de maneira sextante com um minimo
de 12 e um méximo de 24 (saturacdo) fragmentos, nos casos de rebiopsias. Os
exames de estadiamento pré-operatério (cintilografia éssea, raios-X de térax e
tomografia computadorizada), foram realizados conforme a necessidade, seguindo
as diretrizes da SBU (CORREA et al. 2006) e o estadiamento TNM proposto pela
AJCC/UICC em 2002 (GREENE, 2002) (ANEXO 2).Esperou-se de quatro a seis
semanas para realizacao do tratamento cirurgico.

Os pacientes foram analisados clinicamente, sendo os laudos anatomo
patolégicos provenientes de um mesmo laboratorio (Laboratorio Souza) e estes
laudos e blocos foram revisados por dois patologistas (patologista geral e

uropatologista).

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL



30

Os pacientes foram avaliados em pelo menos duas consultas em separado, e

o periodo de coleta e levantamento de dados duraram oito meses.

3.2.1 Critérios de incluséo

Foram utilizados como critérios de inclusao:

- Idade entre 44 e 75 anos.

- Auséncia de tratamento neo-adjuvante prévio ou neoplasia de outro sitio
previamente tratada.

- Cirurgia realizada: prostato-vesiculectomia radical retropubica e linfadenectomia
obturatoria, conforme descrito por Walsh, com intuito curativo (WALSH, 1998).

- Acompanhamento médio 16 meses.

-Aceitaram a participar das entrevistas e assinaram o consentimento.

3.3PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

ApGs o preparo das pecgas, o0s blocos de parafina foram submetidos a cortes
de 4 um de espessura com miatomo rotativo ( American Optical Instruments®) e
corados pelo método de hematoxilina e eosina (HE) (ANEXO 3). Os preparados
histol6gicos foram analisados confirmando o padrdo acinar usual da neoplasia e
analisou-se escore de Gleason primario e secundario.

Para realizacdo da analise imuno-histoquimica foram selecionados as
laminas e blocos com melhor representatividade da neoplasia. Os cortes em
parafina foram submetidos a recuperag¢do antigénica em banho-maria em tampéao
citrato a 10mmol/L em pH 6,0 para posterior processamento imuno- histoquimico
(ANEXO 3). O microscépio utilizado para o estudo foi da marca Nikon®, modelo

Eclipse E-400. Todas as laminas foram avaliadas por um mesmo uropatologista.

3.4COLORACAO IMUNO HISTOQUIMICA E AVALIACAO MICROSCOPICA

Do material selecionado na avaliacdo histolégica foram feitas trés novas

laminas para imuno-histoquimica com os anticorpos MIB-1, CD34, e P27.
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Ki-67 (MIB-1)

Foi utilizado anticorpo clone MIB-1, cédigo M 7240, Dako®, Ca, em diluicdo
1:250.

Como controle externo positivo foi utilizado fragmento de linfonodo com
linfoma, onde as células do centro germinativo coram-se fortemente pelo anticorpo.
O epitélio glandular normal da prostata serviu como controle interno negativo. As
imagens foram capturadas e as células positivas foram contadas com a utilizacdo de
grade e o foi registrado o percentual de células positivas (FIGURA 1).

A leitura da reacdo foi feita em microscopio Optico e foram observados os
critérios para positividade utilizados por outros autores, ou seja, a expressao do
antigeno foi considerada positiva quando ao menos 5% das células neoplésicas
apresentassem coloragdo nuclear positiva, por 10 campos de grande aumento
(X400) (ANANTHANARAYANAM et al., 2006).

FIGURA 1 - MIB-1 EM ACINOS NEOPLASICOS (ADENOCARCINOMA
DE PROSTATA ACINAR USUAL), 200X
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P27
Foi utilizado anticorpo p27Kip1, clone SX53G8, Dako®, Ca, em diluicdo 1:250.
Como controle externo positivo foi utilizado tecido prostatico normal.
A expressdo do antigeno foi considerada positiva quando ao menos 40% das
células apresentavam marcacdo pelo anticorpo (CORDON-CARDO et al.,, 1998;
DROBNJAK et al., 2003) (FIGURA 2).

FIGURA 2 - ADENOCARCINOMA COM NUCLEOS MARCADOS PELO
ANTICORPO P27 — 100X/600X

CD34

Foi utilizado anticorpo CD34 classe I, clone QBEnd-10, cédigo M7165,
Dako®, Ca, em diluicdo 1:250.

Para garantir a veracidade da coloracdo foram realizados controles. Como
controle externo positivo foi utilizado tecido amigdaliano.

Foram contadas as células positivas em 10 campos de grande aumento (x400
- Olympus® BH2 microscope) (ARAKAWA et al., 1997; TAILLE et al., 2000; BONO et
al., 2002) (FIGURA 3).
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FIGURA 3 - CELULAS ENDOTELIAIS MARCADAS PELO ANTICORPO CD34
- 100X

3.5 SEGUIMENTO DOS PACIENTES

Em nosso estudo, os prontuarios foram analisados retrospectivamente, e na
sua maioria 0 seguimento destes pacientes foi quadrimensal nos primeiros dois anos
e semestralmente ap0ds ate o 5° ano. Nas consultas programadas foram avaliadas as
modificacdes: na histéria clinica (disfuncéo erétil e disfuncdo miccional), no exame
fisico geral e urologico (toque retal) e nos exames laboratoriais. Avaliacdo
radioldgica, cintilografica ou tomografica foram realizadas quando se detectou
recidiva bioquimica ou progressao tumoral mensuravel.

Utilizou-se como critério de recidiva a elevacdo do antigeno prostatico

especifico (PSA) para nivel maior ou igual a 0,2 ng/ml.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Procedeu-se a analise descritiva dos dados através de tabelas, quadros e



gréficos. Utilizou-se nesta pesquisa os testes paramétricos “t de Student” e 0os néo-
paramétricos “Mann-Whitney”, “Comparacdo entre duas Propor¢cdes” (através do
software “Primer of Biostatistics”), “Qui-Quadrado” e “Exato de Fisher” (pelo Epi-Info). O
nivel de significancia (probabilidade de significancia) adotado foi menor que 5%
(p<0,05) (STATON, 1997).



4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DEMOGRAFICA
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Foram avaliados 100 pacientes com cancer de prostata, com idade média de

63,7 + 6,8 anos, variando de 44,0 a 75,0 anos; e com maior concentracdo para a
faixa etaria de 60 a 69 anos (58,0%) (QUADRO 1).

QUADRO 1 - ESTATISTICA DESCRITIVA DA AVALIACAO DEMOGRAFICA DOS PACIENTES ESTUDADOS

) . DESVIO | . )
VARIAVEIS No MEDIA _~ | MINIMO | MAXIMO | MEDIANA
PADRAO

IDADE (anos) 100 63,7 6.8 44,0 75,0

TEMPO DE SEGUIMENTO (meses) 100 36,7 18,8 16,7 108,7 33,6
PSA (ng/dl) 100 7.8 45 2,3 24,0 6,5
PROSTATA (Peso Médio) (g) 86 43,2 14,7 21,3 90,1 41,7
ESCORE DE GLEASON 100 6,3 0,5 5,0 8,0

NOTA: Desvio padrdo muito elevado, recomenda-se utilizar a mediana.

O PSA desses pacientes foi de 7,8 £ 4,5 ng/dl (mediana de 6,5) variando de

2,3 a 24,0 ng/dl, sendo que a maioria dos pacientes (70,0%) o PSA variou de 4,0 a
9,9 ng/dl (GRAFICO 1).

13,0%

6,0%

11,0%

70,0%

E Menor que 4,0 04,0a9,9

010,0a19,9

0 20,0 ou maior

GRAFICO 1 - DISTRIBUICAO DOS PACIENTES POR GRUPO

DE PSA
FONTE: Apéndice 3



36

Foi observado maior proporcdo de escore de Gleason até 6 (72,0%); e
estadio patolégico predominante foi pT2c (65,0%) (APENDICE 3).
Neste estudo o seguimento dos pacientes variou de 16,7 a 108 meses,

com média de 36,7+18,8 meses.

4.2 EXPRESSAO DOS MARCADORES

4.2.1 Marcador MIB-1

No marcador MIB-1 observa-se maior propor¢cdo de expressdo negativa
(63,0%) (p<0,0001) (GRAFICO 2).

p < 0,0001

37,0%

63,0%

B Negativo O Positivo

GRAFICO 2 - EXPRESSAO DO MARCADOR MIB-1

FONTE: Apéndice 1

4.2.2 Marcador P27

No marcador P27 observa-se maior propor¢ao de expressao positiva (60,0%)
(p=0,007) (GRAFICO 3).



60,0%

p = 0,007

HE Negativa B Positiva

40,0%

GRAFICO 3 - EXPRESSAO DO MARCADOR P27
FONTE: Apéndice 2

4.2.3 Marcador CD34
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No marcador CD34 observa-se uma correlacéo regular (r=0,1936 ; p=0,054)

indicando que quanto maior a area tumoral, maior a expressdo do marcador CD34

(GRAFICO 4).
r=0,1936;p= 0,054‘
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GRAFICO 4 — CORRELAQAO DA EXPRESSAO DO MARCADOR CD34
NORMAL E TUMOR
FONTE: Dados Brutos



4.3 ANALISE DOS MARCADORES

4.3.1 Marcador MIB1

Na avaliacdo do Marcador MIB1 foram observadas as seguintes diferencas

significativas:

Para os pacientes com expressao positiva (MIB1 Positivo) observou-se: PSA
mais elevado (PS&10 ng/dl) (p=0,010), escore de Gleason mais alto (= 7)

(p=0,0003), estadio patolégico pT2c (p=0,001) e maior expressdao do marcador

CD34 na éarea de tumoral (p<0,0001) (QUADRO 2 - APENDICE 4).

QUADRO 2 - AVALIACAO DOS DADOS EM RELACAO AO MARCADOR MIB1
NEGATIVO POSITIVO TOTAL
VALOR
DADOS (n = 63) (n=37) (n = 100) DE p ®
N | % N [ w N | % P

PSA (ng/dl) 0,010

1. Menor que 4,0 06 9,5 05 13,5 11 11,0

2. 40a99 51 81,0 19 51,4 70 70,0

3. 10,0a199 04 6,3 09 24,3 13 13,0

4. 20,0 ou maior 02 3,2 04 10,8 06 6,0
ESCORE DE GLEASON 0,0003

5 A6 54 85,7 18 48,7 72 72,0

6. 7 08 12,7 18 48,6 26 26,0

7.  8emais 01 1,6 01 2,7 02 2,0
ESTADIO PATOLOGICO 0,001

8. pTila 08 12,7 - - 08 8,0

9. pT2a 17 26,9 01 2,7 18 18,0

10. pT2b 03 4,8 01 2,7 04 4,0

11. pT2c 32 50,8 33 89,2 65 65,0

12. pT3a - - 01 2,7 01 1,0

13. pT3b 03 48 01 2,7 04 4,0
EVOLUCAO DO PSA (PSA Controle) 0,174

14. Cura 50 79,4 24 64,9 74 74,0

15. Recidiva 13 20,6 13 35,1 26 26,0
MARCADOR P27 25 39,7 15 40,5 40 40,0 0,899
(1) Qui-Quadrado;.
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4.3.2 Marcador P27

Na avaliacdo do Marcador P27 foi observado diferenca significativa apenas
no Escore de Gleason. Os pacientes com expressao positiva (P27 Positivo)
apresentaram maior proporcado em relacdo ao escore de Gleason igual ou inferior a
6 (p=0,015) (APENDICE 5).

O QUADRO 3 demonstra a correlacdo do p27 com as demais variaveis.

QUADRO 3 - CORRELACAO DOS DADOS EM RELACAO AO MARCADOR P27
CORRELACAO VALOR -
DADOS SIGNIFICANCIA
Q) DE p

ESTADIO PATOLOGICO +0,1367 0,175 NS
ESCORE DE GLEASON

1. Valor 1 -0,2027 0,043 S

2. Valor 2 -0,2239 0,025 S

3. Total - 0,3000 0,002 S
TEMPO DE SEGUIMENTO (meses) -0,0235 0,816 NS
PSA (ng/dl) -0,1351 0,180 NS
EVOLUCAO DO PSA (Cura / -0,0745 0,462 NS
Recidiva)
NOTA: Anédlise de Correlag&o. |

Na comparacdo das variaveis do marcador P27, foi observado que os
pacientes com expressao negativa também apresentaram: PSA médio mais alto
(p=0,091) (probabilidade limitrofe indicando tendéncia); escore de Gleason mais alto
(p<0,0001); e maior expressdo do marcador CD34 na area de tumoral (p=0,036)
(QUADRO 4).



QUADRO 4 - ESTATISTICA DESCRITIVA DOS DADOS EM RELAC;AO AO MARCADOR P27
P . DESVIO P P VALOR
VARIAVEIS Ne MEDIA ~ MINIMO | MAXIMO | MEDIANA o
PADRAO DE p

PSA (ng/dl) 100 7,8 4,5 2,3 24,0 6,5 0,091
1. Negativo 40 8,6 4,8 23 23,5 7,7
2. Positivo 60 7,3 4,2 2,3 24,0 6,2

ESCORE DE GLEASON 100 6,3 0,5 5,0 8,0 - <0,0001 @
3. Negativo 40 6,5 0,6 6,0 8,0 -
4. Positivo 60 6,2 0,4 5,0 7,0 -

TEMPO DE SEGUIMENTO (meses) 100 36,7 18,8 16,7 108,7 33,6 0,933
5. Negativo 40 37,3 19,7 16,7 106,6 33,9
6. Positivo 60 36,4 18,2 18,2 108,7 33,4

CD34 (AREA) - NORMAL 100 9,3 2,8 4,0 14,0 9,0 0,124
7. Negativo 40 9,8 2,7 4,0 14,0 10,5
8. Positivo 60 8,9 2,8 4,0 14,0 9,0

CD34 (AREA) - TUMOR 100 46,1 18,5 18,0 91,0 40,5 0,036
9. Negativo 40 51,2 19,1 18,0 84,0 47,0
10. Positivo 60 42,7 17,4 19,0 91,0 39,0

CD34 - TUMOR / NORMAL (Propor¢&o) 100 54 2,7 1,6 16,5 49 0431
11. Negativo 40 55 2,6 23 16,5 53
12. Positivo 60 53 2,7 1,6 14,8 4,6

NOTA: Desvio padrdao muito elevado, recomenda-se utilizar a mediana.

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

4.3.3 CD34

Correlacionou-se o marcador CD34 na area tumoral e observou-se que
quanto menor o CD34 menores s&do os valores: do PSA (p<0,0001) (GRAFICO 5);
do escore de Gleason (r=0,5726 ; p<0,0001) (GRAFICO 6). Quanto maior o CD34
maior € o estadiamento (r=0,3305 ; p<0,0001) e a chance de recidiva (p=0,002)
(QUADRO 5).
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QUADRO 5 - ESTATISTICA DESCRITIVA DA EVOLUGAO DO PSA, ESTADIAMENTO PATOLOGICO E
DO MARCADOR P27 EM RELAGAO O MARCADOR CD34 - AREA TUMOR

) . DESVIO ) ] VALOR
CD34 - AREA TUMOR No MEDIA ~ | MINIMO | MAXIMO | MEDIANA o
PADRAO DE p
PSA (ng/dl) 0,002
Cura 74 42,1 15,8 18,0 84,0 39,0
Recidiva 26 57,2 21,2 19,0 91,0 62,0
ESTADIAMENTO <0,0001 @
la 08 31,9 8,6 21,0 46,0 -
2a 18 32,5 8,8 19,0 58,0 -
2b 04 45,8 12,0 30,0 59,0 -
2c 65 50,7 19,1 18,0 91,0 -
3a/3b 05 57,6 17,5 38,0 84,0 -
3a 01 38,0 - - - -
3b 04 62,5 15,8 48,0 84,0 -
MARCADOR P27 0,036
Negativo 40 51,2 19,1 18,0 84,0 47,0
Positivo 60 42,7 17,4 19,0 91,0 39,0

NOTA: Desvio padrdao muito elevado, recomenda-se utilizar a mediana.
(1) Mann-Whitney; (2) Analise de Variancia (ANOVA One Way).

4.4 EVOLUCAO DO PSA (PSA - CONTROLE OU RECIDIVA)
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Na avaliacdo da evolucdo do PSA (PSA Controle) foi observado que os

pacientes com recidiva apresentam maior proporcdo PSA igual ou maior a 10 ng/dl
(p=0,023) (QUADRO 6 — APENDICE 6 ).

Na comparagao entre os grupos de PSA (Cura x Recidiva) foram observadas as

seguintes diferencas significativas para o Grupo de pacientes com recidiva: sdo mais

novos, em meédia 2,1 anos (p=0,024); pertencem ao grupo de PSA mais elevado

(p=0,002); com escore de Gleason mais alto (p=0,006); e com maior tempo de
seguimento (p=0,025) (QUADRO 6).
Foram observadas alteragOes significativas quando observadas: maior

expressdo do marcador CD34 na area tumoral (p=0,002); maior proporcdo de

expressdo do CD34 na area tumoral, comparada a area normal (p=0,001), e
marcador MIB-1 positivo (p=0,0002) (QUADRO 6).



QUADRO 6 - ESTATISTICA DESCRITIVA DOS DADOS EM RELAGAO A EVOLUGAO DO PSA

) . DESVIO ) ) VALOR
VARIAVEIS NO MEDIA - | MINIMO | MAXIMO | MEDIANA o
PADRAO DE p
IDADE (anos) 100 63,7 6.8 44,0 78,0 - 0024@
1. Cura 74 64,3 7,0 44,0 78,0 -
2. Recidiva 26 62,2 6,0 47,0 73,0 -
PSA (ng/dl) 100 7.8 45 2,3 24,0 6,5 0,002
3. Cura 74 7,0 3,7 2,3 24,0 6,2
4.  Recidiva 26 10,3 54 33 22,3 9,0
ESCORE DE GLEASON 100 6,3 0,5 5,0 8,0 - 0,006 @
5. Cura 74 6,2 0,5 5,0 8,0 -
6. Recidiva 26 6,4 0,6 5,0 8,0 -
TEMPO DE SEGUIMENTO (meses) 100 36,7 18,8 16,7 108,7 336 0,025
7. Cura 74 33,8 15,3 16,7 104,8 31,6
8. Recidiva 26 450 24,7 21,0 108,7 36,8
PESO DA PROSTATA (gramas) 86 432 14,7 21,3 90,1 41,7 0,774
9. Cura 65 433 14,5 21,3 83,0 42,0
10. Recidiva 21 42,9 15,8 22,6 90,1 40,0
CD34 (AREA) - NORMAL 100 9,3 2,8 4,0 14,0 9,0 0,646
11. Cura 74 9,3 2,9 4,0 14,0 9,0
12. Recidiva 26 9,0 2,7 5,0 13,0 9,0
CD34 (AREA) - TUMOR 100 46,1 18,5 18,0 91,0 40,5 0,002
13. Cura 74 421 15,8 18,0 84,0 39,0
14. Recidiva 26 57,2 21,2 19,0 91,0 62,0
CD34 - TUMOR / NORMAL (Proporg&o) 100 54 2,7 1,6 16,5 49 0,001
15. Cura 74 50 25 1,6 16,5 4,6
16. Recidiva 26 6,6 2,7 2,0 14,8 6,8

NOTA: Desvio padrdao muito elevado recomenda-se utilizar a mediana.

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




5 DISCUSSAO

Os dados demograficos e epidemiolégicos encontrados neste estudo foram
semelhantes aos das grandes séries da literatura (PARTIN et al., 2001; MAKAROV
et al., 2007; PEGORETTO, 2008).

5.1 EXPRESSAO DE MIB-1

A expresséo positiva do MIB-1 neste estudo foi de 37% em relagdo ao
namero global dos pacientes, dado que equivale aos encontrados por Pegoretto
(2008) onde a analise da positividade foi de 40%.

Na literatura, varias séries com grande casuistica de pacientes com
adenocarcinoma submetidos a prostatectomia radical, demonstraram correlacao
significativa entre o marcador MIB-1 com: grau nuclear, escore de Gleason e estadio
patolégico (BETTENCOURT et al., 1996; BUBENDORF et al., 1996; AALTOMAA et
al.,1997; STATTIN et al.,1997). Estes dados equivalem aos encontrados nesta
pesquisa, em que se observou correlacdo significativa deste marcador com escore
de Gleason na peca cirargica (p<0,0001) e estadio patolégico mais elevado
(p<0,0001). Estes autores descreveram que o MIB-1 em conjunto com o PSA e
estadio patolégico associaram-se com probabilidade de progressdo mais precoce.
Além destes estudos, pesquisas recentes demonstraram que o marcador MIB-1
associa-se a uma maior chance de recidiva e a uma menor taxa de sobrevida livre
de doenca, dados que coincidem com o0s apresentados nesta pesquisa, em que 0
marcador MIB-1 associou-se com uma maior chance de recidiva bioquimica
(p=0,0002) (SEBO et al., 2002; TAFTACHI et al., 2005).

Observou-se neste grupo de pacientes avaliados que o PSA foi um importante
fator preditor de recidiva, e esteve associado ao marcador MIB-1 (p=0,010), o que
equivale aos resultados descritos por Berney et al. (2009). Embora no estudo
realizado por Khatami et al. (2009), o MIB-1 e o PSA fossem descritos como fatores
preditores de progressao da doenca, este autor ndo observou correlacao entre eles.
Da mesma forma, a andlise realizada por Pegoretto (2008) ndao observou a
associacdo deste marcador com o PSA, porém em concordancia com os dados

encontrados neste estudo, observou uma forte correlagcdo deste marcador com
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estadio clinico da peca cirargica, bem como observou que o MIB-1 foi o Unico
marcador capaz de predizer a recidiva tumoral.

De forma contraria aos achados descritos nesta analise, os estudos de
Coetzee et al.(1997) e Vis et al. (2000) utilizando indices de corte diferentes aos
empregados em nosso estudo, ndo conseguiram correlacionar este indice de
proliferacdo com nenhum dos fatores essenciais, nem como fator de agressividade
tumoral ou fator prognéstico independente. Nariculam et al. (2009) que analisaram
os marcadores Ki-67, p53 e BCL-2, também ndo observaram diferencas
significativas na expressao destes marcadores com 0s grupos com recidiva precoce
e recidiva bioquimica.

A perspectiva de utilizacdo deste marcador em biopsias prostaticas, em
pacientes com achado incidental apos resseccdo endoscoOpica de préstata e nos
pacientes submetidos a radioterapia € controversa, dado a grande divergéncia dos
resultados publicados (BORRE et al.,, 1998b; OJEA CALVO et al., 2004
ZELLWEGER et al., 2009) .

Diversas pesquisas descrevem a correlagdo significativa dos marcadores
MIB-1 e p27, porém demonstraram que em associacdo com os fatores essenciais,
apenas o p27 comportou-se como fator preditivo para recidiva bioquimica (VIS et al.,
2000; HALVORSEN; HAUKAAS; AKSLEN, 2003). Estes dados séo diferentes aos
achados deste estudo, em que ndo foi encontrado correlacdo entre estes
marcadores (p=0,899). O marcador p27, também nao foi Gtil como instrumento
preditor de faléncia bioquimica. De forma semelhante aos dados desta pesquisa,
Revelos et al. (2005) mostraram que destes marcadores apenas o0 MIB-1
correlacionou-se a chance de faléncia bioquimica.

A analise do MIB-1 com a angiogénese, foi descrita por Moul et al.(1999), que
nao conseguiram correlacionar, talvez pela falta de padronizacdo, o marcador MIB-1
e o0 CD34 como fatores prognédsticos independentes. Neste estudo, observou-se
uma correlacdo direta e estatisticamente significativa entre a expressao do MIB1 e a
maior expressdo do CD34 na area tumoral (p=0,012), que pode ser explicada uma
vez que se analisarmos que o MIB-1 determina indice de proliferacao e para que tal
ocorra, faz-se necessério maior vascularizagdo para trazer mais nutrientes e
oxigénio.

O indice de proliferacdo calculado pelo MIB-1 pode ser utilizado em

associacdo com PSA, Gleason e estadio tumoral para aumentar a acuracia da


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Haukaas%20SA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
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avaliacdo clinica pré tratamento no que diz respeito a evolucdo da doencga, como

identificado em nosso estudo, porém nao substitui os fatores essenciais.

5.2 EXPRESSAO DE P27

Neste trabalho encontrou-se uma maior expressao positiva do p27 (60%),
semelhante aos dados descritos na literatura (FREEDLAND et al., 2003).

A expressdo negativa do p27 esta associada: maior escore de Gleason,
estadio patoldgico mais avancado, e inversamente com os niveis de PSA (DREHER
et al.,2004; ZHENG et al., 2004; REVELOS et al., 2005; NGUYEN et al.,2009). Estes
achados sao coincidentes com os deste estudo onde houve associagdo do marcador
p27 com o escore de Gleason (p=0,015) e com os niveis de PSA (P=0,091), porém
nao foi observado correlacdo com o estadio patologico (p=0,506). Resultados
diferentes foram obtidos por Ribal et al. (2003) que ndo encontraram correlacdo do
p27 com: estadio patoldgico, escore de Gleason, niveis de PSA ou margens
cirurgicas.

Varios autores demonstraram a importancia do p27 e seu papel como fator
prognéstico independente para recidiva bioquimica e progressao da doencga, isto é a
associacdo do p27 negativo a estadios patoldégicos mais avancados (YANG et al.
,1998), com uma maior agressividade biolégica (CORDON-CARDO et al. 1998, VIS
et al.,, 2000; REVELOS et al., 2005), a doenca micro-metastatica (FREEDLAND et
al.,2003) com proliferacdo celular e apoptose e portanto, pior progndéstico
(DOGANAVSARGIL et al., 2006; YU et al., 2007). Estes resultados diferem aos
encontrados nesta pesquisa, onde ndo se observou associacdo do marcador p27
com recidiva bioquimica (p=0,609).

Roy et al. (2009) analisaram a relacdo entre a baixa expressao do p27 com a
maior densidade microvascular e 0 aumento da expressao do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), determinando com isso um fenotipo mais agressivo aos
canceres de prostata. Estes achados coincidem com os desta pesquisa onde se
encontrou a correlacdo inversa entre o marcador p27 e o CD34 na area tumoral
(p=0,036).

Também, o p27 negativo mesmo se correlacionado aos valores de PSA e
escore de Gleason, ndo teve a mesma eficacia em definir a recidiva bioquimica

guando comparado aos marcadores MIB-1 e CD34. Diferentemente do que se pode
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observar na literatura (VIS et al., 2000; REVELOS et al., 2005), o p27 negativo nao
se apresentou como fator de pior progndstico, ou fator progndéstico independente

para predizer recidiva clinica ou sobrevida livre de doenca.

5.3 EXPRESSAO DE CD34 / DENSIDADE MICROVASCULAR

A técnica imuno-histoquimica utilizada para aferir a densidade microvascular
(MVD), utiliza os anticorpos CD31, CD34 ou o anticorpo contra o fator VIII; sendo
que dentre estes 0 CD34 mostra-se como melhor preditor para recidiva bioquimica,
mostrando uma melhor correlacdo ao grau tumoral, estadio e evolucdo do PSA
(RUBIN et al. 1999, TAILLE et al., 2000, TROJAN et al., 2004, PANG; POON, 2006).
Apoés analise destes resultados optou-se pela utilizacdo do anticorpo CD34 para
analisar a densidade microvascular.

Existe uma grande inconsisténcia dos resultados de diferentes investigadores,
decorrente das variagdes na metodologia da medida da densidade microvascular
(indices de corte), nesta pesquisa decidiu-se pela contagem padronizada, defendida
por muitos autores, das células marcadas em 10 campos de grande aumento
(IZAWA; DINNEY, 2001; BUHMEIDA et al., 2006; CHARLESWORTH; HARRIS,
2006).

Em concordancia com varias séries de literatura que demonstram a
correlacdo da densidade microvascular e sua correlacdo direta com escore de
Gleason, estadio tumoral, progressao, metastase e sobrevida (BETTENCOURT et
al.1998; BORRE et al., 1998a; BORRE et al.,1998c; BONO et al. 2002, REVELOS et
al. 2007), observou-se neste estudo uma correlacdo direta da expressado do
marcador CD34 na area tumoral com: escore de Gleason (p<0,0001), estadiamento
patolégico (p<0,0001) e chance de recidiva (p=0,002).

Em 2006, Charlesworth e Harris descreveram que o PSA néo deveria ter
correlagdo com a angiogénese, em decorréncia da habilidade do PSA em converter
plasminogénio em fragmentos semelhantes a angiostatina, produzindo uma menor
vascularizacéo e contribuindo para o crescimento lento dos tumores prostaticos. De
maneira oposta, Halvorsen et al. (2000), analisando uma grande série de pacientes
submetidos a cirurgia e Hall et al. (1994) analisando pacientes submetidos a
radioterapia, concluiram que nos canceres de prostata moderadamente

diferenciados a densidade microvascular pode melhorar a estratificacdo prognéstica



destes pacientes bem como esta correlacionada ao PSA pré-operatorio. Em nosso
estudo, observamos também a correlacao estatisticamente significativa do marcador
CD34 com PSA (p<0,0001), bem como estes dois marcadores mostraram-se
preditores de recidiva bioquimica (p= 0,002).

Os resultados da literatura séo conflitantes e demonstram que a avaliacdo da
densidade microvascular, ainda que esteja associada aos fatores progndsticos
essenciais, ndo se comportam como fatores progndsticos independentes, nem sao
melhores do que eles em predizer a evolucdo (ARAKAWA et al., 1997) e ndo tem
um valor prognostico melhor do que outros marcadores imuno-histoquimicos como
p53 e bcl-2 (GETTMANN et al., 1999; KRUPSKI et al., 2000).
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6 CONCLUSAO

1- A analise imuno-histoquimica demonstrou significancia para o MIB-1(p<0,0001) e
p27(p=0,007), com maior proporcdo de expressdo negativa e positiva
respectivamente. A analise imuno-histoquimica demonstrou que a expressao do
marcador CD34 apresentou correlacdo regular e significativa com éarea tumoral
(p=0,05).

2- A analise de correlacdo da expressdo dos marcadores com os fatores
progndsticos essenciais demonstrou que:

A- O PSA mais elevado teve correlacdo significativa com: MIB-1 positivo (p=0,031),
tendéncia para o p27 negativo(p=0,091) e com a maior expressdo do marcador
CD34 na area tumoral (p<0,0001).

B- Para o escore de Gleason da peca cirtrgica mais elevado>(7) demonstrou-se
associacdo significativa com: MIB-1 positivo (p=0,0003), p27 negativo (p<0,0001) e
com a maior expressdo do CD34 na area tumoral (p<0,0001).

C- A analise do estadio patologico mais elevado correlacionou-se com: MIB-1
positivo (p=0,001) e com a maior expressdo do marcador CD34 na area tumoral
(p<0,0001).

3- A recidiva tumoral esteve diretamente correlacionada com PSA= 10 ng/ml (p=0,
002),com maior escore Gleason (p=0,006); com maior expressado positiva do MIB-

1(p=0,0002), e maior expressado do marcador CD34 na area tumoral (p=0,002).
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APENDICE 1

TABELA 1 - EXPRESSAO DO MARCADOR MIB-1

EXPRESSAO NUMERO PERCENTUAL

Negativo 63 63,0
Positivo 37 37,0
TOTAL 100 100,0

p < 0,0001 (Proporgéo)

APENDICE 2

TABELA 2 - EXPRESSAO DO MARCADOR P27

EXPRESSAO NUMERO PERCENTUAL

Negativo 60 60,0
Positivo 40 40,0
TOTAL 100 100,0

p = 0,007 (Propor¢éo)



APENDICE 3

AVALIACAO DEMOGRAFICA DOS PACIENTES ESTUDADOS

65

NUMERO NUMERO
DADOS % DADOS %
(n =100) (n=100)
FAIXA ETARIA (anos) OUTROS ACHADOS
Até 49 04 4,0 Margem Uretral 06 6,0
50 a 59 20 20,0 Margem Vesical 01 1,0
60 a 69 58 58,0 Invaséo Angiolinfatica 11 11,0
70 e mais 18 18,0 Vesicula Seminal 06 6,0
PSA (ng/dl) MARCADORES
Menor que 4,0 11 11,0 MIB-1 37 37,0
4,0a9,9 70 70,0 p27 40 40,0
10,0 a 19,9 13 13,0
20,0 ou maior 06 6,0
PSA CONTROLE
Recidiva (N) 12 12,0
Cura (S) 74 74,0
Margem Cura (SN) 14 14,0
ESCORE DE GLEASON
Até 6 72 72,0
7 26 26,0
8 e mais 02 2,0
ESTADIO PATOLOGICO
pTla 08 8,0
pT2a 18 18,0
pT2b 04 4,0
pT2c 65 65,0
pT3a 01 1,0
pT3b 04 4,0




APENDICE 4

ESTATISTICA DESCRITIVA DOS DADOS EM RELAGAO AO MARCADOR MIB1

66

. . DESVIO . . VALOR
VARIAVEIS Ne MEDIA ~ MINIMO | MAXIMO | MEDIANA a
PADRAO DE p
PSA (ng/dl) 100 7,8 4,5 2,3 24,0 6,5 0,031
Negativo 63 7,1 3,8 2,3 24,0 6,3
Positivo 37 9,1 5,2 2,7 23,5 8,3
ESCORE DE GLEASON 100 6,3 0,5 5,0 8,0 - <0,0001 @
Negativo 63 6,1 0,4 50 8,0 -
Positivo 37 6,5 0,6 5,0 8,0 -
TEMPO DE SEGUIMENTO (meses) 100 36,7 18,8 16,7 108,7 33,6 0,037
Negativo 63 34,3 17,3 16,7 106,6 31,2
Positivo 37 40,8 20,6 20,4 108,7 34,6
CD34 (AREA) - NORMAL 100 9,3 2,8 4,0 14,0 9,0 0,771
Negativo 63 9,2 2,9 4,0 14,0 9,0
Positivo 37 9,4 2,6 4,0 14,0 9,0
CD34 (AREA) - TUMOR 100 46,1 18,5 18,0 91,0 40,5 <0,0001
Negativo 63 41,4 17,4 19,0 84,0 36,0
Positivo 37 53,9 17,8 18,0 91,0 57,0
CD34 - TUMOR / NORMAL (Proporgao) 100 54 2,7 1,6 16,5 4,9 0,012
Negativo 63 4,9 2,3 1,6 13,8 4,6
Positivo 37 6,3 3,1 2,3 16,5 57

NOTA: Desvio padrdo muito elevado, recomenda-se utilizar a mediana.

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




APENDICE 5

AVALIACAO DOS DADOS EM RELACAO AO MARCADOR P27

NEGATIVO POSITIVO TOTAL
VALOR
DADOS (n = 40) (n = 60) (n = 100) o
DE p
N | % N | w N | %

PSA (ng/dl) 0,117

Menor que 4,0 04 10,0 07 11,7 11 11,0

4,0a9,9 24 60,0 46 76,7 70 70,0

10,02 19,9 09 22,5 04 6,6 13 13,0

20,0 ou maior 03 75 03 5,0 06 6,0
ESCORE DE GLEASON 0,015

Até 6 23 57,5 49 81,7 72 72,0

7 15 37,5 11 18,3 26 26,0

8 e mais 02 5,0 - - 02 2,0
ESTADIO PATOLOGICO 0,506

pTla 04 10,0 04 6,7 08 8,0

pT2a 07 17,5 11 18,3 18 18,0

pT2b 01 2,5 03 5,0 04 4,0

pT2c 28 70,0 37 61,7 65 65,0

pT3a - - 01 1,6 01 1,0

pT3b - - 04 6,7 04 4,0
EVOLUGAO DO PSA (PSA Controle) 0,609

Cura 28 70,0 46 76,7 74 74,0

Recidiva 12 30,0 14 23,3 26 26,0
MARCADOR MIB1 15 37,5 22 36,7 37 37,0 0,899

(1) Qui-Quadrado.
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APENDICE 6

AVALIACAO DOS DADOS EM RELACAO A EVOLUCAO DO PSA

68

CURA RECIDIVA TOTAL
VALOR
DADOS (n=74) (n=26) (n = 100) N
N | % N | % N | % P

FAIXA ETARIA (anos) 0,220

. Até 49 02 2,7 02 7,7 04 4,0

. 50 a 59 16 21,6 04 15,4 20 20,0

. 60 a 69 40 54,1 18 69,2 58 58,0

. 70 e mais 16 21,6 02 7,7 18 18,0
PSA (ng/dl) 0,023

. Menor que 4,0 09 12,2 02 7,7 11 11,0

. 4,0a9,9 56 75,7 14 53,8 70 70,0

. 10,0a19,9 07 9,4 06 23,1 13 13,0

. 20,0 ou maior 02 2,7 04 154 06 6,0
ESCORE DE GLEASON 0,344

. Até 6 56 75,7 16 61,5 72 72,0

. 7 17 23,0 09 34,6 26 26,0

. 8 e mais 01 1,3 01 3,9 02 2,0
ESTADIO PATOLOGICO 0,204

. pTla 07 9,5 01 3,9 08 8,0

. pT2a 16 21,6 02 7,7 18 18,0

. pT2b 02 2,7 02 7,7 04 4,0

. pT2c 46 62,2 19 73,1 65 65,0

. pT3a - 01 3,8 01 1,0

. pT3b 03 4,0 01 3,8 04 4,0
MARCADORES

. MIB1 24 32,4 13 50,0 37 37,0 0,174

. P27 46 62,2 14 53,8 60 60,0 0,609

(1) Qui-Quadrado;



APENDICE 7

CORRELAGAO DOS DADOS EM RELAGAO O MARCADOR CD34 - AREA TUMOR

CORRELACAO | VALOR R
DADOS SIGNIFICANCIA
Q) DE p

IDADE (anos) -0,0724 0,474 NS
PSA (ng/dl) +0,6307 <0,0001 s
ESCORE DE GLEASON

Valor 1 +0,2153 0,031 s
Valor 2 +0,5115 <0,0001 s
Total +0,5726 <0,0001 s
ESTADIO PATOLOGICO +0,3305 <0,0001 s
TEMPO DE SEGUIMENTO (meses) +0,1179 0,243 NS
CD34 - AREA NORMAL +0,1936 0,054 NS

NOTA: Andlise de Correlagéo.
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ANEXO 1

Colocar a autorizagdo do CEP

P& HOSPITAL DE CLINICAS b
% (¥ UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

27 VIA

Curitiba, 29 de fevereiro de 2008.
llma (a) Sr. (a)
Aissar Eduardo Nassif
neste

Prezado Pesquisador:

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Av ALIACAO DOS
FATORES PROGNOSTICOS — IMUNOHISTOQUINMICOS EM PACIENTES PORTADORES DE
NEOPLASIA DE PROSTATA SUBMETIDOS A PROSTATECTOMIA RADIC 11, foi analisado
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, em reuniao
realizada no dia 26 de fevereiro de 2008. O referido projeto atende aos aspectos
das Resolucoes CNS 196/96, e demais, sobre Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Ministerio da
Saude.

CAAE: 0011.0.208.000-07
Registro CEP: 251 .EXT.006/2008-02

Conforme a Resolugdo 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este
CEP, relatorios sobre o andamento da pesquisa, bem como informacoes
relativas as modificacées do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos.

Data para entrega do primeiro relatorio: 29 de agosto de 2008.

Atenciosamente,

|
s '*2&1_”—/"/'

B
Renate Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/UFPR
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ANEXO 2

ESTADIAMENTO TNM (2002)

T TUMOR PRIMARIO
TX TUMOR NAO AVALIADO
TO SEM EVIDENCIA DE TUMOR

T1 TUMOR NAO APARENTE, NAO PALPAVEL E NAO IDENTIFICAVEL POR EXAMES DE IMAGEM

T1A TUMOR DE ACHADO INCIDENTAL COM ATE 5% DE NEOPLASIA NO TECIDO
RESSECADO

T1iB TUMOR DE ACHADO INCIDENTAL > 5% DE NEOPLASIA NO TECIDO RESSECADO

TiC TUMOR IDENTIFICADO NA BIOPSIA PROSTATICA INDICADA POR ALTERAGAO DE PSA

T2 TUMOR PALPAVEL, CONFINADO A PROSTATA

T2A TUMOR COMPROMETE MENOS DA METADE DE UM LOBO
T2B TUMOR COMPROMETE MAIS DA METADE DE UM LOBO
T2C TUMOR COMPROMETE AMBOS OS LOBOS

T3 TUMOR ULTRAPASSA A CAPSULA PROSTATICA

T3A EXTENSAO EXTRACAPSULAR UNILATERAL OU BILATERAL
T3B INVASAO DAS VESICULAS SEMINAIS
T4 TUMOR FIXO COM INVASAO DE ESTRUTURAS ADJACENTES: COLO VESICAL,

ESFINCTER EXTERNO, RETO, MUSCULO ELEVADOR DO ANUS E/OU PAREDE PELVICA

N LINFONODOS REGIONAIS

NX: LINFONODOS REGIONAIS NAO AVALIADOS
NO LINFONODOS REGIONAIS SEM METASTASES
N1 LINFONODOS REGIONAIS COMPROMETIDOS

M METASTASES A DISTANCIA

MX METASTASES NAO AVALIADAS

MO AUSENCIA DE METASTASES A DISTANCIA

M1 PRESENCA DE METASTASES A DISTANCIA

MIA COMPROMETIMENTO DE LINFONODOS EXTRA-REGIONAIS
M1B METASTASES OSSEAS

M1C METASTASES EM OUTROS ORGAOS
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ANEXO 3

HEMATOXILINA E EOSINA
Coloragcao Hematoxilina e Eosina

Técnica:

1) Lavar em agua corrente;

2) corar em solucao de hematoxilina de Harris por 50 segundos;
3) lavar em agua corrente;

4) agua amoniacal,

5) corar em solucao de eosina;

6) lavar, desidratar, diafanizar e montar.

Solucoes:
A. Hematoxilina de Harris:
e hematoxilina - 5 g;
e alcool etilico - 50 ml;
e alumen de potéssio - 100 g;
e A4gua destilada - 950 ml;
e Oxido de mercurio - 2,5 g;

e Aacido acetico glacial - 40 ml.

Dissolver a hematoxilina no alcool levemente aquecido (56°C) em
banhomaria;

dissolver o alimen de potassio em agua destilada aquecida em chama,
acrescentar a solucao alcéolica de hematoxilina e deixar ferver. Adicionar o

oxido de mercurio e entdo o acido acético. Filtrar.
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IMUNO-HISTOQUIMICA

1.

6.

Os cortes histolégicos foram desparafinizados e hidratados em concentracdes
decrescentes de etanol e lavados em agua destilada.

O material foi colocado em uma solucdo de citrato (pH = 6,0) e levado ao
forno de microondas em temperatura média-maxima por 15 minutos, sendo
apos retirado e deixado em repouso a temperatura ambiente por 15 minutos.
Apoés adicionar sobre o material uma solugcdo tampdo PBS (phosphate
buffered saline) (pH = 7,6) procedeu-se ao bloqueio da peroxidase enddgena,
incubando-se os cortes em uma solugcdo a 3% de peroxido de hidrogénio em
metanol, por 30 minutos a temperatura ambiente.

Em seguida, procedeu-se um ciclo de lavagem com agua destilada e incubou-
se o material por 30 minutos numa solucdo contendo 4% de soro normal em
PBS.

O anticorpo especificos (DO-7, Dako® A/s, Dinamarca), foram preparados a
uma diluicdo 1:250 em PBS e incubado com os cortes durante 12 horas em
camara umida. Apés um novo ciclo de lavagens os cortes foram novamente
colocados em céamara Umida para a incubacdo, por 30 minutos, com o
anticorpo secundario biotinilado de camundongo anti-IgG (Vectastain, Vector
Lab®., CA, USA) diluido 1:600 em PBS. Apds outro ciclo de lavagens, o
material foi incubado em cadmara Umida por 60 minutos com o complexo
avidina/biotina (Strepto ABC, Vectastain, Vector Lab®. CA, USA), com diluicéo
1:800 em PBS.

A coloracao da reacao da imunoperoxidase foi realizada por meio da imerséao,
por 8 minutos, em uma solucdo contendo o cromoégeno DAB (tetra-
hidrocloreto de 3,5-diamino-benzidina) e perdxido de hidrogénio. Apés lavar
em agua corrente foi realizada a contra coloragdo com hematoxilina de Harris

(Merck®, Darmstadt, Alemanha), por 2 minutos.
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ANEXO 3

PSA Estadio Peso | Margem | Margem Invaséo CD 34 Area CD 34
Ne PAC | Idade PSA controle Gleason | Patolégico (9) uretral | vesical | angiolinfatica MIB1 P27 normal Tumor
1 JB 60 9,2 0,20 3+3 pT2b 48,0 Neg Neg Ausente Neg Neg 5 46
2 EB 59 10,8 0,53 3+3 pT2b 40,0 Neg Neg Ausente Pos Neg 8 59
3 ARM 47 8,8 0,10 3+3 pT2c 34,0 Neg Neg Presente Neg Pos 6 41
4 AM 75 4,9 <0,04 3+3 pT2b 35,0 Neg Neg Ausente Neg Neg 13 30
5 CJLR 51 8,6 <0,04 3+3 pT2c 27,0 Neg Neg Ausente Neg Neg 8 41
6 JRL 52 3,3 <0,04 3+4 pT2c 34,0 Neg Neg Ausente Pos Pos 11 63
7 MR 67 3,9 <0,04 3+4 pT2c 37,0 Neg Neg Ausente Neg Neg 8 65
8 AC 73 9,0 0,22 3+3 pT2c 36,0 Pos Neg Ausente Neg Neg 12 82
9 FMV 74 7,3 <0,04 3+5 pT2c 42,0 Neg Neg Presente Neg Pos 7 78
10 FR 49 6,6 0,13 3+3 pT3b 23,0 Neg Pos Presente Neg Neg 9 64
11 MDO 67 4,5 <0,04 2+3 pT2c 46,0 Neg Neg Ausente Neg Neg 4 20
12 NG 73 11,0 <0,04 3+4 pT2c 64,0 Neg Neg Ausente Pos Pos 11 81
13 AB 68 8,2 0,10 3+3 pT2c 47,0 Neg Neg Presente Neg Neg 13 79
14 AAOG 61 55 <0,04 3+3 pT2c 35,0 Neg Neg Ausente Neg Pos 7 28
15 AFM 65 54 <0,04 3+3 pT2a 42,3 Neg Neg Ausente Neg Neg 5 32
16 AFS 67 3,8 <0,04 4+3 pT2c 26,5 Neg Neg Ausente Pos Neg 4 31
17 AF 71 7,6 <0,04 3+3 pT2c 41,6 Neg Neg Ausente Neg Neg 6 40
18 AC 44 5,2 <0,04 3+3 pT2c 34,9 Neg Neg Ausente Neg Pos 6 33
19 ABF 53 11,0 <0,04 3+3 pT2c 61,2 Neg Neg Ausente Pos Neg 7 69
20 AC 65 23,5 <0,04 4+3 pT2c 39,0 Neg Neg Ausente Pos Pos 2 73
21 APS 65 4,2 <0,04 3+3 pT2a 49,1 Neg Neg Ausente Neg Neg 9 31
22 AON 51 8,0 <0,04 3+4 pT2c 28,2 Neg Neg Ausente Neg Pos 12 82
23 AC 59 2,8 <0,04 3+3 pT2c 26,5 Neg Neg Ausente Neg Neg 11 35
24 BR 61 20,5 1,20 3+4 pT2c 35,0 Pos Neg Ausente Pos Neg 10 91
25 BV 66 16,2 <0,04 3+3 pT3b 50,4 Neg Neg Ausente Neg Neg 11 84
26 CPP 65 6,1 0,20 3+3 pT2c 90,1 Neg Neg Ausente Pos Neg 9 29
27 CGP 69 6,5 <0,04 3+3 pT2a 65,3 Neg Neg Ausente Neg Neg 7 36
28 CRM 59 5,8 <0,04 3+3 pT2c 58,5 Neg Neg Ausente Neg Neg 13 32
29 CS 65 6,1 <0,04 3+3 pT2c 55,0 Neg Neg Ausente Neg Neg 12 35
30 CH 71 9,5 <0,04 3+3 pT2c 38,0 Neg Neg Ausente Neg Pos 7 29
31 DQG 64 2,3 <0,04 4+3 pT2b 32,8 Neg Neg Presente Neg Pos 13 48
32 EFS 66 6,7 <0,04 3+3 pT2a 68,7 Neg Neg Ausente Pos Pos 14 35
33 ESN 58 4,9 <0,04 3+3 pT2c 29,4 Neg Neg Ausente Neg Pos 8 43
34 ER 78 6,4 <0,04 3+3 pT2c 40,9 Neg Neg Ausente Neg Pos 9 40
35 ECL 73 5,8 <0,04 3+3 pTla 29,2 Neg Neg Ausente Neg Pos 11 30
36 EAS 64 6,5 <0,04 3+3 pT2c 68,7 Neg Neg Ausente Neg Neg 8 29
37 FB 68 53 <0,04 3+4 pT2c 46,2 Neg Neg Ausente Pos Neg 12 42
38 FB 66 11,9 0,30 3+5 pT2c 60,9 Neg Neg Ausente Pos Pos 13 72
39 Fz 62 8,7 <0,04 3+4 pT2c 40,0 Neg Neg Ausente Pos Neg 9 51
40 FLP 60 6,0 <0,04 3+4 pT2c 36,0 Neg Neg Ausente Pos Pos 9 57
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PSA Estadio Peso | Margem | Margem Invaséo CD 34 Area CD 34
Ne PAC | Idade PSA controle Gleason | Patolégico. (9) uretral | vesical |angiolinfatica MIB1 P27 normal Tumor
41 FAQ 65 10,6 0,10 3+4 pT2c 40,0 Neg Neg Ausente Neg Pos 12 51
42 FM 57 4,1 <0,04 3+3 pT2a 58,2 Neg Neg Ausente Neg Neg 13 24
43 GJS 63 22,3 0,12 3+3 pT2c 45,9 Neg Neg Ausente Neg Pos 12 84
44 GBS 65 8,2 <0,04 3+3 pT2c 21,7 Neg Neg Ausente Pos Neg 6 43
45 HD 65 6,5 <0,04 3+3 pT2c 45,0 Neg Neg Ausente Pos Neg 7 32
46 HAE 67 7,2 <0,04 3+3 pT2c 42,5 Neg Neg Ausente Neg Pos 13 36
47 IFS 64 6,2 10,79 3+4 pT2c 36,6 Neg Neg Presente Pos Neg 9 62
48 JAR 59 34 <0,04 3+4 pT2c 42,3 Neg Neg Presente Pos Neg 12 52
49 JBC 64 10,3 <0,04 3+3 pT2c 43,0 Neg Neg Ausente Pos Pos 12 61
50 JB 67 6,9 <0,04 3+3 pT2a 41,7 Neg Neg Ausente Neg Neg 10 31
51 JCS 71 6,2 <0,04 3+3 pT2c 38,8 Neg Neg Ausente Neg Neg 9 41
52 JRSS 60 55 <0,04 3+3 pT3b 50,4 Pos Neg Presente Neg Neg 8 54
53 JLL 58 20,0 1,40 4+3 pT2c 22,6 Neg Neg Ausente Pos Pos 11 77
54 JC 67 2,7 <0,04 3+3 pT2c 45,3 Pos Neg Ausente Pos Pos 8 18
55 JAS 62 11,9 <0,04 3+4 pT2c 49,5 Neg Neg Ausente Neg Pos 13 68
56 JCC 62 57 0,80 3+2 pT3a 35,9 Pos Neg Ausente Pos Neg 6 38
57 JCF 56 9,2 <0,04 3+3 pT2c 39,0 Neg Neg Ausente Neg Neg 8 39
58 JPS 60 6,5 0,20 3+3 pT2a 65,1 Neg Neg Ausente Neg Pos 6 27
59 JRAF 53 3,3 0,32 3+3 pT2c 25,0 Neg Neg Ausente Neg Neg 11 22
60 JTN 71 54 <0,04 3+4 pT2a 22,1 Neg Neg Ausente Neg Pos 12 40
61 JZM 65 7,4 <0,04 3+3 pT2c 21,3 Neg Neg Ausente Pos Neg 10 41
62 LB 64 10,8 <0,04 3+3 pT2a 53,2 Neg Neg Ausente Neg Pos 8 58
63 LCC 63 20,1 0,67 3+3 pT2c 32,7 Pos Neg Ausente Pos Neg 6 72
64 LL 68 9,6 <0,04 3+3 pT2c 63,0 Neg Neg Ausente Pos Neg 9 39
65 LCO 69 8,1 <0,04 3+3 pT2c 49,1 Neg Neg Ausente Neg Neg 11 52
66 LGV 76 4,9 <0,04 3+3 pT2c 34,0 Neg Neg Ausente Neg Neg 14 31
67 LRB 64 7,3 <0,04 3+4 pT2c 45,0 Neg Neg Ausente Neg Neg 4 55
68 MNA 75 8,4 <0,04 3+3 pT2a 60,0 Neg Neg Ausente Neg Pos 6 38
69 MPC 63 4,6 <0,04 3+3 pTla 67,1 Neg Neg Ausente Neg Neg 11 29
70 MM 63 6,4 <0,04 3+3 pT2c 23,7 Neg Neg Ausente Neg Neg 8 33
71 NC 72 24,0 <0,04 3+3 pTla 83,0 Neg Neg Ausente Neg Neg 13 42
72 NRS 63 15,3 0,10 3+4 pT2c 44,8 Neg Neg Ausente Pos Neg 5 74
73 OCF 60 5,0 <0,04 3+3 pTla 24,7 Neg Neg Ausente Neg Pos 12 33
74 OoP 66 4,6 <0,04 3+3 pT2c 30,9 Neg Neg Ausente Neg Neg 4 29
75 OPF 58 51 <0,04 3+3 pT2a 68,5 Neg Neg Ausente Neg Pos 14 32
76 PFC 57 6,0 <0,04 3+3 pT3b 29,6 Neg Neg Ausente Pos Neg 12 48
77 oS 69 6,0 <0,04 3+4 pT2c 67,4 Neg Neg Ausente Pos Neg 8 46
78 PP 66 5,0 0,14 3+3 pT2c 48,6 Neg Neg Ausente Neg Pos 7 40
79 SIT 70 4,7 <0,04 3+3 pTla 22,5 Neg Neg Ausente Neg Pos 11 31
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PSA Estadio Peso | Margem | Margem Invaséo CD 34 Area CD 34
Ne PAC | Idade PSA controle Gleason | Patolégico (9) uretral | vesical | angiolinfatica MIB1 P27 normal Tumor
80 SOSs 73 4,6 16,20 3+3 pT2c 32,8 Neg Neg Ausente Pos Neg 12 32
81 VF 69 9,1 0,08 3+3 pTla 57,0 Neg Neg Ausente Neg Pos 9 46
82 VCS 52 84 <0,04 3+3 pT2c 29,3 Neg Neg Presente Pos Neg 7 32
83 WAS 45 6,5 >0,04 3+3 pT2a 43,7 Neg Neg Ausente Neg Pos 6 28
84 WGC 58 2,7 <0,04 3+3 pT2c 24,0 Neg Neg Ausente Pos Pos 8 39
85 WF 71 4,3 <0,04 3+4 pT2c 44,2 Neg Neg Presente Pos Neg 12 58
86 AAJ 58 2,3 <0,04 3+3 pTla 37,6 Neg Neg Ausente Neg Neg 7 23
87 ASM 67 4,9 <0,04 3+3 pT2a 42,5 Neg Neg Ausente Neg Neg 11 31
88 ATM 64 8,3 0,12 3+4 pT2c 37,8 Neg Neg Ausente Pos Pos 8 62
89 APN 73 6,0 <0,04 3+3 pT2a 78,0 Neg Neg Ausente Neg Neg 6 19
90 BXZ 73 6,0 <0,04 3+3 pTla 52,0 Neg Neg Ausente Neg Neg 13 21
91 CCz 61 3,6 0,39 3+3 pT2a 59,0 Neg Neg Ausente Neg Neg 5 19
92 DQG 63 8,4 <0,04 3+4 pT2c 46,0 Neg Neg Ausente Pos Pos 13 59
93 EEG 69 7,0 <0,04 3+3 pT2a 46,0 Neg Neg Ausente Neg Neg 9 41
94 EFM 69 9,0 <0,04 3+3 pT2c 38,2 Neg Neg Ausente Pos Neg 11 40
95 FMD 64 13,0 0,08 4+3 pT2c 44,0 Neg Neg Ausente Pos Pos 12 71
96 MAP 65 6,0 <0,04 3+3 pT2a 60,0 Neg Neg Ausente Neg Neg 7 31
97 MAS 61 9,0 13,40 3+4 pT2c 39,0 Neg Neg Ausente Neg Pos 10 67
98 NAC 59 10,0 <0,04 3+3 pT2c 85,0 Neg Neg Ausente Pos Pos 4 66
99 PAS 59 13,4 0,10 3+4 pT2c 72,0 Neg Neg Ausente Pos Pos 9 81
100 RC 62 6,3 <0,04 3+3 pT2a 39,0 Neg Neg Presente Neg Neg 6 32
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