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RESUMO

Teston A. Estudo dos fatores progndsticos, estratificacdo de risco e
mutacdo do éxon 9 do gene BRCA2 em pacientes com adenocarcinoma
prostatico ndo metastaticos. Sdo Paulo; 2012. [Tese de Doutorado-

Fundacdo Anténio Prudente].

Introducdo: O cancer de prostata (CaP) € o mais prevalente entre os
homens, sendo o segundo em mortalidade. O grande desafio € selecionar
quais pacientes com tumor localizado que estdo em risco de progressao.
Isso justifica a busca por fatores prognésticos para melhor estratificar os
pacientes em grupos de risco. Recentemente, mutagdo no éxon 9 do gene
BRCA2 de pacientes com CaP demonstrou ter impacto negativo na
sobrevida. Objetivos: Estimar a prevaléncia da mutagao no éxon 9 do gene
BCRA2, nos tumores de pacientes com adenocarcinoma prostatico nao
metastaticos submetidos a prostatectomia radical. Avaliar fatores
prognosticos, estratificacdo de risco e influéncias destes na recorréncia e
sobrevida. Estimar o impacto progndstico das mutagdes. Materiais e
Métodos: Os dados clinicos e patolégicos de 329 pacientes submetidos a
prostatectomia radical foram levantados de forma retrospectiva, e
estratificados em grupo de risco intermediario e alto baseados nos valores
do PSA, no Escore de Gleason (EG) e no Estadio tumoral (T). Para
avaliacao da mutacdo, DNA de 263 tumores foi purificado e utilizado para a
amplificacdo do éxon 9 por PCR (reacao da cadeia de polimerase). Apos a
PCR, foi realizado o sequenciamento direto para avaliagdo da presenca de
mutagcdo. Resultados: Altos valores de PSA (p < 0,001), porcentagem dos
fragmentos biopsiados positivos (p < 0,01), EG da bidpsia (p = 0,018) e
estratificacdo do risco baseado nos fatores pré-tratamento (p < 0,001) foram
associados com menor sobrevida livre de recidiva bioquimica (SLRB). Além
disso, pT, EG da peca cirurgica, margens, estratificagdo de risco usando o

pT e o EG da peca associaram-se significativamente a sobrevida global (SG)



e a SLRB. Nenhum dos fatores pré-tratamento avaliados associaram-se a
SG. Adicionalmente, nao foram encontradas mutagdes no éxon 9 do BCRA2
na casuistica desse estudo. Conclusdes: Os dados obtidos indicam que
mutagcédo do éxon 9 do BRCA2 provavelmente ndo tem relevancia no CaP

esporadico na populagao brasileira.



SUMMARY

Teston A. [Study of prognostic factors, risk stratification and mutation
in exon 9 of BRCA2 gene in patients with non metastatic prostatic
adenocarcinoma]. Sdo Paulo; 2012. [Tese de Doutorado-Fundagdo Antdnio

Prudente].

Introduction: Prostate cancer (PCa) is the most common among men and
the second one in mortality. The big challenge is to select patients with
localized tumor who are at risk of progression. This justifies the search for
prognostic factors to better stratify patients into risk groups. The mutation in
exon 9 of BRCA2 gene of patients with PCa has recently shown negative
impact on survival. Purposes: Estimating the prevalence of mutation in exon
9 of BCRA2 gene in tumors of patients with non metastatic PCa who
underwent radical prostatectomy. Assessing prognostic factors, risk
stratification and influences thereof on recurrence and survival. Estimating
the prognostic impact of mutations. Materials and Methods: Clinical and
pathologic data from 329 patients who underwent radical prostatectomy was
retrospectively raised and stratified into group of risk based on the PSA
values, on the Gleason Score (GS) and on staging of tumor (T). To assess
the mutation, the DNA of 263 tumors was purified and used to amplify exon 9
through PCR (polymerase chain reaction). After the PCR, direct sequencing
was performed to assess the presence of mutation. Results: High PSA
values (p < 0.001), percentage of positive biopsy fragments (p < 0.01),
biopsy GS (p = 0.018) and risk stratification based on pretreatment factors (p
< 0.001) were associated with lower biochemical relapse-free survival
(BRFS). Moreover, pT, GS of the surgical specimen, margins, risk
stratification using the pT and GS of the specimen were significantly
associated with OS and BRFS. None of the pretreatment factors assessed
was associated with overall survival (OS). Additionally, mutations in exon 9 of

BCRA2 were not found in the cases of this study. Conclusions: The data



obtained indicate that mutation in exon 9 of BRCA2 is probably not relevant

in sporadic PCa of Brazilian population.
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1  INTRODUCAO

Mundialmente, o cancer de préstata (CaP) € o mais prevalente entre
os homens, excluindo os tumores de pele nao melanoma. A sua incidéncia
varia de acordo com a populagdo estudada, sendo mais frequente nos
paises desenvolvidos (Ministério da Saude 2011). De uma forma geral, com
o0 aumento da expectativa de vida, e com a maior difusdo dos programas de
rastreamento, tem-se aumentado o numero de casos diagnosticados do
carcinoma prostatico, principalmente em estadios precoces. Uma meta-
analise avaliou o impacto do rastreamento em 387.286 pacientes, e concluiu
que ele esta associado ao aumento de 46% na probabilidade de diagndstico,
além de aumento de 95% das chances de diagndstico no estadio |
(DJULBEGOVIC et al. 2010).

No Brasil, segundo estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA)
para incidéncia de cancer, no ano de 2012, foram previstos 60.180 casos
novos, correspondendo a um risco estimado de 62 casos novos a cada 100
mil homens. Sem considerar os tumores cutaneos, o CaP é o mais frequente
em todas as regides brasileiras, com risco estimado maior na regido Sudeste
(77/100.000), seguidos da Centro-Oeste com o segundo maior risco
(74/100.000) e da regiao Sul com o terceiro (68/100.000) (Ministério da
Saude 2011). Em termos de mortalidade, o CaP ocupa nacionalmente a

segunda posigao.
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Fonte: Ministério da Saude (2011)
Figura 1 - Representagao espacial das taxas brutas de incidéncia por 100

mil homens, estimadas para o ano de 2012, segundo a Unidade da

Federagao (neoplasia maligna da préstata)

A mortalidade cancer especifica é relativamente baixa quando se
compara com outras neoplasias. Dados de séries histéricas demonstram
taxas de mortalidade que ndo ultrapassam 7% em 20 anos (ALBERTSEN et
al. 1995), em casos iniciais de tumores de baixo grau (escore de Gleason
entre 2 a 4) tratados de maneira expectante. No entanto, para tumores de
alto grau (escore de Gleason 8 a 10) manejados dessa forma, a perda

estimada na expectativa de vida € de oito anos.



Dessa forma, o maior desafio da pratica diaria é identificar quais
pacientes com tumor localizado estdo em risco de progressao tumoral,
reduzindo a qualidade e expectativa de vida (JONIAU e VAN POPPEL

2008).

1.1 FATORES PROGNOSTICOS UTILIZADOS NA PRATICA

CLINICA

Para identificar os tumores biologicamente agressivos e
potencialmente fatais, sao utilizados fatores progndsticos clinicos e
patolégicos. A partir deles classificam-se os pacientes em grupos risco de
recidiva ao tratamento. Os fatores mais comumente usados com esse
objetivo sdo: o estadiamento clinico tumoral (cT) do TNM, o escore de
Gleason (EG) e o nivel sérico do antigeno prostatico especifico pré
tratamento (PSApré).

A chance de cura do CaP esta diretamente relacionada a extensao
anatdbmica da neoplasia. A probabilidade de erradicar a doenga reduz
gradativamente com a invasao das vesiculas seminais, com a infiltragdo da
capsula e dos tecidos periprostaticos, bem como, com a sua disseminacao
aos linfonodos regionais. Na era do PSA, devido a menor frequéncia do
diagndstico em estadios localmente avangados (cT3 e cT4) e com linfonodos
positivos (cN1), o estadiamento clinico tumoral tem sido questionado como
fator preditor de recidiva bioquimica e sobrevida. Nesse sentido, REESE et

al. (2010) demonstraram que o estadiamento clinico ndo é mais capaz de



estratificar os pacientes, ndo sendo um fator progndstico relevante nos
estadios iniciais. A conclusdo dos autores baseou-se no estudo de 4.899
homens submetidos a prostatectomia radical (PR), 51,9% desses
classificados como cT1 e 48,1% como cT2. Em analise univariada, apenas a
subclassificagédo c¢T2b (tumor unilateral envolvendo mais de 50% de um
lobo) correlacionou-se com extensao anatdémica no espécime cirurgico. Nao
houve correlagdo do cT com recidiva bioquimica nem com sobrevida. Na
analise multivariada, ndo houve associagdo com os achados patolégicos
nem com recidiva bioquimica.

O adenocarcinoma representa mais de 95% das neoplasias malignas
prostaticas. Biologicamente, ele comporta-se num continum de tumor
indolente (baixo grau) aos mais agressivos (mais alto grau) e potencialmente
fatais, existindo cerca de 40 sistemas de graduagao histologica descritos
para 0 mesmo (HUMPHREY 2004). O escore de Gleason é o mais aceito e
difundido mundialmente, correlacionando-se de maneira significativa com
mortalidade céncer especifica (MoCa), mortalidade geral e estadiamento
clinico (MELLINGER et al. 1967; GLEASON e MELLINGER 1974;
GLEASON 1992). Baseado exclusivamente em critérios histologicos
arquiteturais, em laminas coradas com hematoxilina eozina (H&E), o tumor é
graduado atribuindo notas de 1 a 5. A nota 1 representa o grau mais
diferenciado, a nota 5, o menos diferenciado. O escore é resultado da soma
de dois valores: o0 gleason primario (padrdao mais frequentemente
encontrado) e o gleason secundario (segundo mais encontrado). Dessa

forma, o escore final varia de 2 a 10, sendo este ultimo o mais agressivo e



indiferenciado. No entanto, avaliando-se pela imuno-histoquimica, por
exemplo, é mais provavel que um EG = 2 (1 + 1) seja na verdade uma
adenose do que uma neoplasia maligna propriamente dita. Os tumores de
baixo grau (EG = 2 a 4) sdo raramente vistos em bidpsias, uma vez que séo
localizados com mais frequéncia na zona transicional da prostata. Além
disso, séries histéricas demonstram que pacientes com tumores de baixo
grau manejados de forma expectante apresentam sobrevida ajustada pela
idade semelhante a da populagdo sem a neoplasia (ALBERTSEN et al.
1995). Por isso, os consensos da Sociedade Internacional de Patologia tém
paulatinamente recomendando o desuso dos graus 1 a 2. Baseado nessas
recomendagdes, hoje em dia, raramente encontra-se nas bidpsias um EG
total de 2 a 4 (EPSTEIN 2010). Mesmo com o refinamento desse sistema,
ele mantém certo grau de subjetividade, podendo haver variagbes entre
diferentes patologistas. KUROIWA et al. (2010) estudaram esse fato entre
patologistas de 50 centros japoneses, apds reavaliacdo de espécimes
cirargicos por uro-patologistas de centro especializado. Num total de 2.015
casos, houve concordancia exata entre o patologista central e o patologista
dos demais centros em 54,8%, graduacao subestimada ocorreu em 25,9% e
hiperestimada em 19,2%. Os escores de 8 a 10 foram os que demonstraram
maior taxa de discordancia, em relacdo aos demais. Além disso, séries
atuais apontam porcentagens de discordancia consideraveis no EG
estimado através de bidpsia, quando comparado com a pega cirurgica.
ISARIYAWONGSE et al. (2008) numa série de 2.963 pacientes, detectaram

diferenca em 55,8% dos casos. A bidpsia subestimou o valor do EG em



41,2% em relagao a pega cirurgica. Homens com idade maior que 60 anos e
PSA maior que 10ng/ml foram fatores associados ao EG subestimado.
KULKARNI et al. (2007) avaliaram que, em 175 pacientes submetidos a PR,
o EG foi subestimado na bidpsia em 60 casos (34%) e encontraram que o
PSApré é fator preditor para essa discrepancia.

O nivel sérico do PSA pré-tratamento esta relacionado ao estadio
patoldgico, ao risco de metastase sistémica, sendo também um preditor do
risco de recidiva bioquimica, e de sobrevida (ROACH et al. 2003). A
probabilidade de haver doenca invadindo os tecidos periprostaticos aumenta
quanto mais altos forem os niveis de PSApré. PARTIN et al. (1993)
demonstraram que pacientes com niveis de PSApré < 10 ng/ml apresentam
chances de 20 a 30% de apresentarem doenca extra prostatica. Nos casos
com o PSApré > 10 ng/ml esse risco aumenta para 50% e em pacientes com
PSApré > 50 ng/ml as chances sobem para 75%. ROACH et al. (2000)
através de uma metandlise verificaram que PSApré > 20 ng/ml esta
associado a maior risco de metastase sistémica. SHIPLEY et al. (1999)
analisaram o risco de recidiva a radioterapia de 1.765 pacientes com estadio
clinico T1b a T2, estratificando de acordo com o nivel do PSApré. Em cinco
anos, a sobrevida livre de recidiva bioquimica foi de 81% para PSApré < 10
ng/ml, 68% PSApré entre 10 a 20 ng/ml, 51% PSApré entre 20 a 30 ng/ml e
31% PSApré > 30 ng/ml. Apesar de muitas evidéncias da agressividade
bioldégica relacionada a niveis de PSA muito elevados, a resposta ao
tratamento desses pacientes nao resultara inexoravelmente num prognéstico

reservado. INMAN et al. (2008) analisaram os resultados de 236 pacientes



com PSApré > 50 ng/ml tratados inicialmente com prostatectomia radical.
Noventa e trés por cento dos pacientes receberam terapia de deprivagao
androgénica (59% adjuvante, 34% resgate apos recidiva bioquimica) e 38%
foram submetidos a radioterapia (17% adjuvante, 21% resgate). A maioria
dos pacientes tinha estadio patolégico localmente avangado (pT3 a 4 = 83%)
e 40% tinham linfonodos pélvicos comprometidos. Estratificaram os
pacientes em dois grupos: PSApré entre 50 a 99 (76%) e PSApré > 100
ng/ml (24%). A sobrevida livre de metastases em 10 anos nos grupos foi,
respectivamente, de 83 e 74%, e a sobrevida cancer especifica em 10 anos
foi de 90 e 79%. NOGUCHI et al. (2000) descreveram 148 casos de tumores
oriundos da zona transicional da prostata. Apesar de que 2/3 dos pacientes
apresentavam PSApré > 10 ng/ml, em 80% dos casos a neoplasia era
confinada a prostata e a sobrevida livre de recidiva bioquimica em cinco
anos foi de 71,5%. Por outro lado, MEEKS et al. (2009) avaliaram as
caracteristicas de 77 pacientes submetidos a PR tendo PSApré < 2,5 ng/ml.
Em 9% dos pacientes detectou-se extensido tumoral extracapsular, em 8%
invasao das vesiculas seminais e em 26% dos casos o EG foi maior que
sete.

Além desses, outros fatores clinicos pré-tratamento tém demonstrado
importante valor progndstico. Destacam-se a porcentagem de fragmentos
positivos na bidpsia e a velocidade de aumento do PSA, ambos sendo
fatores independentes para predizer a mortalidade cancer especifica.
Pacientes do grupo intermediario que possuem a porcentagem de

fragmentos positivos em bidpsias maior que 50%, apresentam semelhante



recidiva ao grupo de alto risco (30 x 43% de controle bioquimico em cinco
anos), enquanto que pacientes com a porcentagem menor que 34%
apresentam desfechos semelhantes ao grupo de baixo risco (85 x 91% de
controle bioquimico em cinco anos) (D'AMICO et al. 2001). A velocidade de
aumento do PSA pré-tratamento > 2ng/ml/ano, aumenta em 12 vezes o risco
de morte (D'AMICO et al. 2004, 2005).

Considerando os fatores progndsticos utilizados na pratica clinica,
estima-se que 80% dos casos de CaP rastreados apresentam risco de
progressao, havendo indicagéo terapéutica. Porém, esses dados entram em
contradicdo com os estudos que demonstraram a alta prevaléncia de
tumores latentes os quais nunca se manifestaram (DELONGCHAMPS et al.
2006). De fato, estima-se que, atualmente, 37 pacientes necessitam ser
tratados para evitar uma MoCa (SCHRODER et al. 2012). Por isso, uma
série de marcadores moleculares com potencial progndstico sao alvos de
pesquisas a fim de tornarem mais precisa a estratificacdo dos pacientes, e

para diferenciarem aqueles que realmente necessitam de tratamento.

1.2 MARCADORES MOLECULARES DE PROGNOSTICO E DE

SUSCEPTIBILIDADE

A interacdo de uma neoplasia com seu microambiente influencia a
expressado de diferentes genes, nos variados componentes celulares que
formam esse complexo. Por sua vez, os produtos codificados por esses

genes controlam muitas das caracteristicas celulares determinantes do



prognostico, tais como, proliferacdo, crescimento, invasao e metastase. A
partir do entendimento deste sistema podem-se identificar marcadores com
potencial de predizer o comportamento de uma determinada neoplasia.

O PCAS3 (prostate cancer gene) tem sido considerado um promissor
marcador molecular. O mRNA né&o codificante PCA3 tem alta expressao em
tecido tumoral e baixa em tecido normal prostatico (BUSSEMAKERS et al.
1999). A superexpressao deste mRNA esta associada com volume tumoral e
escore de Gleason (NAKANISHI et al. 2008), sendo sugerido como um fator
prognéstico desfavoravel. Outro possivel marcador molecular, uma
translocagdo cromossémica a qual resulta numa fusdo de dois genes
(TMPRSS2 e ERG) tem sido encontrada em aproximadamente 50% dos
casos em tumores de prostata (PERNER et al. 2006). Ha evidéncias
demonstrando que os casos positivos para esse tipo de fusdo possuem
caracteristicas morfoldgicas e clinicas que as tornariam um subgrupo distinto
(KUMAR-SINHA et al. 2008), com maior taxa de recidiva (NAM et al. 2007).

Alteracbes nas sequencias de determinados genes tém sido
correlacionadas com a susceptibilidade ao cancer de prostata. Ha relatos de
modificagdes nos genes HPC1, HPC2, HPCX, HPC20, CAPB, PCAP
(HSING e CHOKKALINGAM 2006) estarem associados a predisposi¢cao a
este cancer. Além disso, alteragbes génicas que inativam a proteina
PDE11A (R202C, Y658C, e E840K) foram recentemente associadas a
predisposicdo ao CaP, sendo a frequéncia destas modificagdes
significativamente maior em pacientes portadores da neoplasia do que em

individuos saudaveis.
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Alteragdes em outros genes de susceptibilidade estdo envolvidas com
um maior risco de desenvolvimento de tumores malignos, tais como BRCA1
(GILLANDERS et al. 2004) e BRCA2 (TULINIUS et al. 1992). Estes genes
foram inicialmente descrito nas formas familiares de céncer de mama e
ovario (agressivo e de idade precoce).

O papel do BRCA2 no CaP comecgou a ser estudado a partir da
observacao de que, nas familias rastreadas para a mutacéo, os parentes do
sexo masculino apresentavam aumento na incidéncia de cancer prostatico.
Antes mesmo da clonagem do BRCA2, em 1995, era conhecida uma co-
agregacao familiar entre essas neoplasias. Ja em 1974, THIESSEN reportou
aumento do risco de CaP em familiares de pacientes portadores do cancer
de mama. Em 1992 ANDERSON e BADZIOCH publicaram que familiares
masculinos de primeiro grau de homens afetados pela neoplasia da mama
apresentavam risco quatro vezes maior de desenvolverem CaP em relagao a
populagdo em geral. TULINIUS et al. (1992) estudaram a incidéncia de
cancer em 29.725 familiares de 947 pacientes acometidos pela neoplasia
mamaria, encontrando um risco relativo para o CaP de 1,5 para todos os
parentes, 1,4 para parentes de primeiro, 1,3 para parentes de segundo grau.

Em 1996, JOHANNESDOTTIR et al. encontraram que 2,7% dos
casos de CaP na Islandia eram portadores de mutagao germinativa no éxon
9 do BRCAZ2. Posteriormente, demais trabalhos demonstraram que a
presenca de mutagdes germinativas nesse gene aumenta a suscetibilidade
ao CaP (STRUEWING et al 1997; SIGURDSSON et al. 1997; Breast Cancer

Linkage Consortium 1999; TULINIUS et al. 2002). O grupo colaborativo
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Breast Cancer Linkage Consortium (BCLC), reunindo 20 centros europeus e
norte-americanos, analisou a incidéncia de cancer em 3.047 individuos
portadores de mutacao, rastreados por serem familiares de pacientes com
tumores de mama ou ovario. Usando como referéncia a taxa de incidéncia
da populacéo estudada, foi demonstrado um risco relativo (RR) para o CaP
de 4,65 (IC 95% 3,48 a 6,22). Considerando os individuos com idade menor
que 65 anos, o RR foi de 7,33 (IC 95% 4,66 a 11,52) (Breast Cancer Linkage
Consortium 1999). Ja nesse trabalho, foi levantada a hipdtese de que os
tumores nos individuos com o BCRA2 mutado teriam uma histéria natural
diferente dos demais. Além do aparecimento em idade mais precoce,
observaram uma maior propor¢cao de neoplasias detectadas clinicamente em
relacdo a populagdo em geral, onde grande parte € diagnosticada a partir do
rastreamento. Esse fato poderia ser oriundo de uma maior agressividade
bioldgica, resultando num crescimento tumoral mais acelerado. TULINIUS et
al. (2002) estudaram o éxon 9 de probandos portadores de cancer de mama
pertencentes a 887 familias. Em 90 probandos foi encontrada mutacdo. Em
relacdo aos controles negativos, nas familias dos portadores, o RR para o
CaP foi de 4,79 (IC 95% 3,27 a 6,32) para parentes de primeiro grau e 2,21
(IC 95% 1,57 a 3,02) para parentes de segundo, ndo sendo significativo para
parentes de terceiro grau (RR 0,92 IC 95% 0,49 a 3,12). EDWARDS et al.
(2003) sequenciaram toda a regiao codificadora do BCRA2 em pacientes
com CaP e idade inferior a 55 anos, sem levar em consideragcao a historia
familiar. Foram incluidos 263 casos com idades entre 32 a 55 anos (média

de 51 anos). Encontraram mutagbes germinativas em seis individuos,



12

representando 2,3% da amostra selecionada. Ao comparar com a frequéncia
dessas alteragdes do BRCA2 na populagéo inglesa, os autores concluiram
que mutacido nesse gene pode explicar uma porgao significativa do CaP em
idade precoce fora do contexto familiar.

Conjuntamente, esses achados levaram a suspeita de que a mutagao
do BRCAZ2 pudesse estar associada, além do aumento da suscetibilidade, a
uma piora no prognostico, tendo em vista que dariam origem a tumores
clinicamente relevantes e em idade precoce. Nesse sentido, HUBERT et al.
(1999) reportaram um EG acima de 8 em 3 casos de CaP portadores de
mutagao, em comparacao com EG de 6 nos demais casos, além de ter uma
média de PSA mais elevada em relagao aos nao portadores.

No entanto, o conhecimento de que mutagdo germinativa no BRCA2
representa um importante fator prognéstico desfavoravel foi demonstrado de
maneira mais consistente no ano de 2007 em estudo Islandés
(TRYGGVADOTTIR et al. 2007). Tal trabalho estudou a frequéncia de uma
mutacdo germinativa locada no éxon 9 do gene (999del5) em pacientes
portadores de adenocarcinoma prostatico que possuiam histéria familiar
para cancer de mama. Em seguida, comparou a evolugdo dos casos
positivos em relagéo aos controles negativos. Ja havia sido demonstrada por
outros autores que o efeito dessa alteracdo € uma prematura interrupcéo da
tradugdo da proteina, inibindo totalmente sua expressao (MIKAELSDOTTIR
et al. 2004). Foram sequenciados 527 pacientes, sendo encontrada a
alteracdo em 30 (5,69%). Ao comparar 0os grupos, mostrou-se que, nos

casos positivos, a média da idade ao diagnéstico foi menor (69 versus 74
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anos p = 0,002), o grau de indiferenciagao tumoral maior (84% Gleason = 7
versus 52,7% p = 0,007) e a sobrevida global menor (2,1anos IC = 1,4 a 3,6

anos versus 12,4 anos IC = 9,9 a 19,7) (Figura 2).
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Fonte: TRYGGVADOTTIR et al. (2007)
Figura 2 - Grafico demonstrando a sobrevida cancer especifica nos

pacientes portadores da mutacdo no BRCA2 em relagao aos controles.

Em 2008, MITRA et al. estudaram o efeito que mutagdo germinativa
nesse gene pode exercer no fenotipo do CaP. Eles compararam o EG de 20
casos (16 pacientes Ingleses portadores de mutagcbes no BRCA2, 4
portadores de mutagdo no BRCA1) e 20 controles, pareados por idade, PSA
e estadio clinico. Os casos tiveram significativamente um numero maior de
EG 8, 9 e 10 em relagdo aos controles (p = 0,012). Essa diferenga se

manteve ao analisar os 16 pacientes com mutagdo no BRCA2 (p = 0,016).
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EDWARDS et al. (2010) avaliaram a evolugao de 21 pacientes portadores de
mutac¢ao germinativa, comparando com controles. Nos pacientes portadores,
a SG mediana foi de 4,8 anos versus 8,5 anos dos controles (PLog Rank =
0,002). Em analise multivariada mutacdo germinativa influenciou
independente a SG (HR 7,54 —-IC95% 2,11 a 26,98; p=0,002).

A pesar do valor prognéstico de mutagdo germinativa do BRCA2 nao
ter sido testado em estudos prospectivos, a magnitude desses achados, em
diferentes grupos, com diferentes abordagens, reforgam o indicativo. Porém,
estudos dos mecanismos pelos quais a mutagdo pudesse interferir na
historia natural do CaP ainda s&o escassos na literatura.

As fungdes do gene BRCA2 ainda nédo sao completamente
conhecidas, n&do obstante muitas delas estarem sendo descobertas.
Basicamente, ele atua no reparo do DNA através da recombinagao
homodloga, no remodelamento da cromatina e na regulagédo do ciclo celular
pelo checkpoint (NAROD e FOULKES 2004). Quando ocorre uma dupla
quebra ambos BCRA1 e BRCA2 interagem com a proteina RAD51
promovendo o correto reparo das fitas. Sabe-se que o BRCA2 interage
diretamente com a proteina RAD51, sendo que essa interagao é responsavel
pela ativagdo-desativacdo dessa proteina em momentos propicios (SCULLY
e LIVINGSTON 2000). Células contendo BRCA1l e BRCA2 mutados
apresentam hipersensibilidade a quebras no DNA, uma vez que o reparo
nao ocorre de maneira correta. Parece haver relacéo direta entre o BRCA1 e
complexos multiméricos, tal como o complexo SW1-SNF, e o sistema

“‘BASC”. O sistema BASC (sigla inglesa BRCA Associated Surveillance
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Control) € um complexo protéico que se liga a por¢cao central do BRCA1 e
possui fungdes relacionadas a manutencao da integridade do DNA, dentre
elas o remodelamento da cromatina. Ambos, BRCA1 e BCRA2, estdo dentre
algumas das proteinas chaves da regulagao do ciclo celular, principalmente
pela regulagado do checkpoint. Células contento o checkpoint intacto sofrem
apoptose na presenga de instabilidade gendmica (NAROD e FOULKES
2004). Dessa forma, células contendo os genes mutantes possuem DNA
altamente instavel as agressdes do meio. Tal instabilidade tem sido
implicada como uma etapa importante no processo carcinogénico.
Recentemente tem sido descoberto que, além dessas funcbdes, o BRCA2
regula componentes protéicos que impedem células tumorais de migrarem
do tecido original, reduzindo o potencial invasivo tumoral. Tal efeito seria
principalmente na regulagdo da matriz metalloproteinase-9 (MMP-9) (MORO

et al. 2008).
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando-se o contexto inicialmente exposto, da necessidade de
estratificar com maior acuracia o progndstico dos pacientes e tendo em vista
que mutacado germinativa no éxon 9 do BRCAZ2 teve impacto negativo, surge
um possivel candidato a marcador de progndstico a ser avaliado. No
entanto, ndo ha relatos na literatura que tenham avaliado mutacéo do gene
nos tumores esporadicos de CaP, a fim de testa-lo como marcador
prognostico. Por isso, questiona-se qual seria a frequéncia de mutagao do
éxon 9 do BRCA2 em tumores esporadicos de CaP e qual seria seu impacto

como fator progndéstico nesse contexto.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estimar a prevaléncia da mutagdo no éxon 9 do gene BCRA2, nos
tumores de pacientes com adenocarcinoma prostatico ndo metastaticos

submetidos a prostatectomia radical.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar a associagao das variaveis pré-tratamento em relacdo aos

achados anatomopatoldgicos da peca cirurgica.

2. Estimar a influéncia nas taxas de sobrevida (global, livre de recidiva
bioquimica e livre de recidiva clinica) dos dados clinicos e da
estratificacdo de risco pré-tratamento, bem como da classificagao de

risco pds-tratamento e dos achados anatomopatoldgicos.

3. Comparar entre o grupo de pacientes portadores de mutacdo no
BRCA2 e o grupo de pacientes ausentes da mutagdo, fatores
prognoésticos, subgrupo de risco para falha bioquimica, recidiva
bioquimica, recidiva clinica e sobrevida (global, livre de recidiva

bioquimica, livre de recidiva clinica).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA

Estudaram-se de forma retrospectiva os prontuarios e as pecas
operatorias de pacientes submetidos a prostatectomia radical (PR) no
Hospital A.C. Camargo com o diagndstico de adenocarcinoma prostatico néo
metastatico. Para atingir a amostra necessaria o banco de dados foi formado
por 329 pacientes, de acordo com os critérios estabelecidos, submetidos a
PR de 14/03/1994 a 10/10/2008. Apds a selecéo dos pacientes e estudo dos
prontudrios para levantamento das variaveis (vide item 4.6), foi realizada, por
patologista experiente, revisdo do material anatomopatolégico para

confirmacgéao da histologia e do EG.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos pacientes com EG do exame anatomopatolégico da
peca cirurgica (EAP) maior ou igual a 7 ou PSApré maior ou igual a 10 ou

estadio patoloégico tumoral maior ou igual a T2b.
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4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos pacientes cujos prontuarios continham nenhum dos
dados referentes aos critérios de inclusdo. Também foram excluidos
pacientes cujo material biolégico ndo permitiu 0 sequenciamento adequado

do éxon 9 do BRCAZ2.

4.4 CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA

Nao ha relatos de estudos que avaliaram o status do gene BRCA2 em
tumores de pacientes portadores do CaP, bem como nao se encontra dados
referentes a mutagdo do BCRA2 em pacientes com CaP em nosso meio. Por
isso, fundamentou-se em trabalhos que avaliaram mutacdo germinativa,
cujas frequéncias variaram de 2,3 a 5,69% (EDWARDS et al. 2003; MITRA
et al. 2008). Segundo TRYGGVADOTTIR et al. (2007) a frequéncia de
mutagdo na sua amostra foi de 5,69%, sendo que 84% dos portadores da
mutacao encaixam-se nos grupos de intermediario a alto risco. Portanto,
caso exista alteracdo nesse éxon na populagdo avaliada, e caso ela
influencie da mesma maneira a agressividade biolégica, ao excluirem-se
pacientes de baixo risco, espera-se uma frequéncia mais proxima dos 5%.
Assim, do banco de dados estruturado, sequenciou-se inicialmente uma
amostra de 263 pacientes, numero suficiente para avaliar se mutagdes

nesse éxon sao relevantes em nosso meio e se possuem valor prognostico.



20

4.5 AVALIACAO DA MUTACAO NO EXON 9 DO GENE BRCA2

A andlise genética iniciou com a extragdo de DNA do material
bioldgico referente aos tumores dos pacientes estudados a partir dos blocos
de parafina ou de amostras congeladas. A seguir foi amplificado o éxon 9 do
gene BRCAZ2 através da reacédo da cadeia de polimerase (PCR) e por fim

sequenciado o éxon 9.

4.5.1 Extracdo do DNA

Para cada amostra emblocadas em parafina foi obtido um corte de
5um, o tecido foi corado com hematoxilina-eosina (HE) para confirmagao do
diagnostico e deteccdo da regiao tumoral. Para extracdo do DNA, foram
realizados quatro cortes com S5um e para os casos onde o tumor estava
presente em menos de 70% da amostra foi realizada uma microdissecg¢ao
com bisturi. Para isso, os cortes foram colocados nas laminas e com auxilio
da lamina corada HE, a area tumoral foi separada com bisturi e colocada em
tubo de 2ml. Esses cortes foram desparafinizados com 1ml de xilol e em
seguida acrescentado um tampao com Proteinase K por 18 horas. Para as
amostras congeladas utilizou-se o0 procedimento do banco de
macromoléculas, em que somente sao utilizadas amostras com mais de 70%

do tecido desejado, no caso tecido tumoral.
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4.5.2 Sequenciamento Direto

A reacdo de PCR para amplificar o éxon 9 do gene BRCAZ2
(NM_000059.3) foi realizada nas seguintes condi¢des: 0,4 uM cada iniciador
(primer), 0,2 mM de cada dNTP, 2,25 mM MgCl,, 1U de Platinum Tag DNA
Polymerase (Invitrogen) e 150 ng de DNA para um volume final de reacédo de
20 ul. As condic¢des de ciclagem utilizadas foram: desnaturagao inicial de 2
min. a 94°C; 40 ciclos de 30 segundos (s) a 94°C, 30 s a 57°C, e 45 s a
72°C; e a fase final de elongacdo de 5 min. a 72°C. Os primers foram
desenhados nas regides flanqueadoras do éxon 9 e geraram um fragmento
de aproximadamente 300 bp.

Os produtos da amplificagcado foram tratados com 3U de Exonuclease |
e 1U de shrimp alkaline phosphatase (SAP) (USB/GE) antes do
sequenciamento.

O DNA tratado e purificado foi sequenciado utilizando um dos primers
da reacdo de PCR e ABI Big Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit,
seguindo as instrugbes do fabricante. As reagbes foram sequenciadas na
plataforma ABI 3130xI Genetic Analyzer.

Todas as sequéncias geradas foram analisadas pelo software CLC
Main Workbench (CLC Bio) alinhadas com a sequéncia referéncia

(NM_000059.3).

4.5.3 Analise do Sequenciamento Obtido
Na Figura 3 observa-se um o cromatograma referente a uma

sequencia selvagem (normal).
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Figura 3 - Exemplo de um fragmento do éxon 9 sequenciado e em maior

amento um pequeno fragmento.

Cada elevagdo (pico) no cromatograma representa uma base
nitrogenada. Ele é considerado selvagem, pois cada base corresponde
exatamente a sequéncia referéncia, e porque nao ha outro pico além do
selvagem na mesma posigdo. E possivel observar que ndo ha ruidos no
cromatograma, ou seja, a linha de base é praticamente uma reta, néo
havendo outras elevagdes interferindo a leitura da sequéncia selvagem. Isso
demonstra uma alta qualidade do sequenciamento. Mutagbes germinativas,
ou mutagdes presentes em apenas algumas células tumorais, geram um
pico adicional no cromatograma, junto da base nitrogenada selvagem.
Demais alteracdes podem ser evidenciadas quando nota-se uma nao
correspondéncia da sequéncia obtida em relacdo a padrdo. Todas as
alteragcbes encontradas que resultariam em mudanga de aminoacido foram
repetidas. Para tal, foi realizada nova reagcdo de PCR seguida de novo

sequenciamento.
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4.6 VARIAVEIS

As variaveis encontram-se listadas abaixo e foram levantadas pelos

prontuarios no Servico de Arquivo Médico e Estatistico do Hospital A.C.

Camargo (SAME).

v

v

Status do éxon 9 do gene BRCA2.
Idade ao diagnéstico.
Historia familiar de CaP.
PSA pré-tratamento.
Estadio TNM clinico e patolégico (52 edicdo AJCC, 1997).
0 Tx Tumor primario ndo pode ser acessado.
0 T1 (exclusivo do estadiamento clinico, tumor inaparente, nao
palpavel no TR nem visivel em exames de imagem).
» Tla Achado histolégico incidental em <5% do tecido
ressecado.
* T1b Achado histologico incidental em 25% do tecido
ressecado.
= Tlc Tumor identificado pela bidpsia.
0 T2 (confinado ao 6rgéo).
= T2b Unillateral.
= T2c Bilateral.
0 T3 (extensdo extra-prostatica).
» T3a Extensdo extra-prostatica.

= T3b Invasao de vesicula seminal.
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0 T4 Invasao de estruturas adjacentes além das vesiculas:
bexiga, reto, esfincter externo, musculatura pélvica.
0 Nx Linfonodos regionais ndo podem ser acessados.
0 NO Auséncia de metastases em linfonodos regionais.
0 N1 Metastases em um ou mais linfonodos regionais.
0 Mx Metastases a distancia ndo podem ser acessadas.
0 MO Auséncia de metastase a distancia.
0 M1 Presenca de metastase a distancia.
Escore de Gleason na bidpsia.
Porcentagem dos fragmentos biopsiados comprometidos por
neoplasia.
Grupo de risco pré-tratamento baseado no PSApré, no EG da bidpsia
e no cT, de acordo com D’AMICO et al. (1998):
0 Risco baixo: EG menor ou igual a 6, PSA menor ou igual a
10ng/ml e cT menor ou igual T2a.
o0 Risco Intermediario: EG igual a 7 ou PSA maior que 10 a maior
ou igual a 20 ng/ml ou estadio T2b.
o0 Risco Alto: EG maior ou igual a 8 ou PSA maior que 20 ou
estadio maior ou igual T2c.
Escore de Gleason no espécime cirurgico.
Grupo de risco pos-tratamento baseado no PSApré, no EG do EAP e
no pT, seguindo os mesmos critérios de estratificacao utilizados na

estratificacao pré-tratamento.
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Invasao capsular, envolvimento das vesiculas seminais, status das
margens, invasao vasculo-linfatica, invasao perineural no espécime
cirurgico pela analise anatomopatolégica.

Recidiva bioquimica pés prostatectomia radical, sendo considerada
como PSA > 0,2ng/ml.

Recidiva clinica, sendo considerada quando detectada metastase
sistémica, ndédulo ou massa em loja prostatica, linfadenomegalia
pélvica e/ou abdominal, confirmadas por exames de imagem
(Tomografia Computadorizada, Cintilografia Ossea, Ressonancia
Magnética, Ultrassonografia ou Radiografia). Confirmacgao histolégica
desses achados para diagndstico apenas quando n&o houver
correlagao clinico-radiolégica.

Sobrevida global.

Sobrevida livre de recidiva bioquimica.

Sobrevida livre de recidiva clinica.

ANALISE ESTATISTICA

As variaveis qualitativas foram descritas quanto as suas frequéncias

absolutas (n) e relativas (%), e as quantitativas quanto as medidas de

tendéncia central, dispersdo e variabilidade. Foi utilizado o teste qui-

quadrado de Pearson (x2) para avaliar a presenca de associacdo entre

variaveis qualitativas. Foi aplicado o método de Kaplan-Meier para avaliar o

efeito das variaveis de interesse nas curvas de sobrevida. O teste de Log
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Rank foi empregado para comparar as curvas de sobrevida das categorias
de cada uma das variaveis. Adotou-se o nivel de significancia de 0,05 (p =
5%), sendo que valores iguais ou inferiores foram considerados
significantes. O software usado para a analise estatistica foi o Statistical

Package for the Social Sciences (SPSS) 16.0°.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICA DOS PACIENTES

5.1.1 Dados Clinicos Pré-Tratamento

A amostra foi composta de 329 pacientes submetidos a PR de
14/03/1994 a 10/10/2008, tendo um seguimento mediano de 58 meses
(média de 62 meses). A média de idade foi de 62 anos e a mediana de 63,
sendo que 65 pacientes (19,8%) tinham histérico familiar de CaP. A maioria
dos pacientes tinha como estadio clinico T1c 128 (38,91%), EG da bidpsia 6
em 123 (37,38%), e a média do PSA pré-operatério foi de 13,89 ng/ml.
Analisou-se a estratificacdo do risco de falha bioquimica pré-tratamento
sendo 96 casos (29,18%) classificados como risco baixo, 107 (32,52%) risco
intermediario, 80 (24,32%) risco alto. Os dados clinicos estdo contidos na
Tabela 1.

Tumores clinicamente detectaveis, em relacdo aos identificados
apenas nas bidpsias (sT1c X =T2a), relacionaram-se com aumento da
recidiva clinica (p = 0,011), com invasado tumoral das vesiculas seminais no
EAP (p = 0,030) e com o acometimento patolégico linfonodal (p = 0,016).
Porém, essa estratificacdo ndo se associou com recidiva bioquimica (p =
0,327), com a invasao capsular (p = 0,178), nem com o volume tumoral (p =
0,228). Nao houve associagao do estadio clinico com o estadio patolégico ao

estratificarmos ambos em T2 x T3 (p = 0,266) (tabela 2).
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O aumento da porcentagem dos fragmentos positivos relacionou-se
de maneira significativa, com maior recidiva bioquimica (p = 0,009) e clinica
(p = 0,018). Além disso, esteve associado aos principais fatores patoldgicos
tais como pT (p = 0,001), invasao capsular (p = 0,004), invasdo das
vesiculas seminais (p = 0,004), estadio patolégico linfonodal (p = 0,040) e
volume tumoral (p < 0,01) (tabela 3).

Nenhum dos fatores pré-operatorios teve associagao significativa com
a sobrevida global (SG), sendo que a estratificagcao pré-tratamento do risco
teve significancia marginal (p = 0,052). Relacionaram-se significativamente a
SLRB, os niveis de PSA (p < 0,001), a porcentagem dos fragmentos
positivos na bidpsia (p=0,010), o EG da bidpsia (p = 0,018) e a estratificacéo
do risco baseados nos fatores pré-tratamento (p < 0,001). O cT nao teve
relagdo com a SLRB (p = 0,391), nem quando sub-estratificado em < cT1c X
> cT2a (p = 0,250). A excecdo do PSApré, os demais fatores associaram-se
significativamente a SLRC. Pormenores da analise univariada estao contidos

na Tabela 5.



Tabela 1 - Distribuicao das variaveis pré-tratamento.

Variavel Categoria n %
2a6 174 52,89
Escore de Gleason na 7 79 24,01
biopsia 8a10 32 9,73
Dado nao disponivel 44 13,37
T1a 4 1,22
T1b 3 0,91
T1c 128 38,91
Estadio T clinico T2a 103 31,31
T2b 29 8,81
T3 5 1,52
Tx 57 17,33
<34 103 31,31
Porcentagem de >34 <500 60 18,24
fragmentos positivos na
biopsia > 50 55 16,72
Dado nao disponivel 111 33,74
>10 187 56,84
10a20 88 26,75
> 20 50 15,20
PSA pré-operatorio (ng/ml)

Dado n&o disponivel 4 1,22

Média 13,89

Mediana 8,7

Baixo 96 29,18
Risco pré-tratamento de Intermediario 107 32,52
falha bioquimica Alto 80 24,32
Dado nao disponivel 46 13,98
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Tabela 2 - Estadiamento clinico tumoral e associagoes

ST1 C 0/0 2T2 % Ppearson
135 100 137 100
Sim 6 4.44 18 13,14
Recidiva Clinica 0,011
Nao 129 95,56 119 86,86
Recidiva Sim 59 43,70 68 49,64
. . 0,327
Bioquimica N&o 76 56,30 69 50,36
<15% 69 51,11 80 58,39
Volume tumoral 0,228
215% 66 48,89 57 41,61
N1 4 2.96 14 10,22
PN 0,016
NO 131 97,04 123 89,78
Sim 79 58,52 91 66,42
Invasédo Capsula 0,178
Nao 56 41,48 46 33,58
Sim (n) 79 58,52 91 66,42
Invasao Vesiculas 0,03
Nao 56 41,48 46 33,58
<T2 % >T3 %
267 5
<pT2 120 44,94 1 20,00
pT 0,266
2pT3 147 55,06 4 80,00

30
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Tabela 3 - Porcentagem dos fragmentos biopsiados positivos e associagdes.

Porcentagem dos fragmentos biopsiados positivos Ppoearson

<34 % >34 <50 % >50 %

103 60 55

Sim 5 4,85 5 8,33 8 14,55

Recidiva Clinica 0,018
Nao 98 95,15 55 91,67 47 85,45
Sim 36 34,95 34 56,67 30 54,55

Recidiva Bioquimica 0,009
Nao 67 65,05 26 43,33 25 45,45
<15% 72 69,90 29 48,33 21 38,18

Volume Tumoral <0,01
215 31 30,10 31 51,67 34 61,82
N1 4 3,88 4 6,67 7 12,73

pN 0,04
NO 99 96,12 56 93,33 48 87,27
Sim 56 54,37 41 68,33 43 78,18

Invasao Capsula 0,004
Nao 47 45,63 19 31,67 12 21,82
Sim 7 6,80 15 25,00 12 21,82

Invasdo Vesiculas 0,004
Nao 96 93,20 45 75,00 43 78,18
pT2 60 58,25 29 48,33 22 40,00

pT 0,001

2pT3 43 41,75 31 51,67 33 60,00
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5.1.2 Dados do Exame Anatomopatoldgico da Peca Cirlrgica

Dados histopatolégicos da pega cirurgica  encontram-se
pormenorizados na Tabela 4. O EG mais frequente foi o valor de 7,
encontrado em 220 pacientes (66,87%). Houve concordancia do EG da pecga
cirurgica em relagdo ao EG da biépsia, em 83 casos (29,12% dos 285 EG
das biopsias disponiveis no prontuario). Em 188 casos (65,97%) o EG da
bidpsia foi subestimado em comparagdo a pecga cirurgica e em 14 casos
(4,91%) o EG da bidpsia foi superestimado.

Tumor sem extravasar os limites da prostata (pT2) foi detectado em
151 pacientes (45,89%), extenséo extraprostatica (pT3a) em 98 (29,78%) e
invadindo as vesiculas seminais (pT3b) em 63 (19,14%). Em 126 pacientes
(38,30%) as margens foram positivas. Comparando-se esses dados com o
estadio clinico do tamanho tumoral, em 267 casos inicialmente foi estimado
que a neoplasia estivesse confinada a prostata. Em 147 (59,51%) destes, o
exame anatomopatolégico demonstrou estadio maior ou igual a T3a.

Utilizando os dados do EAP e o PSA, 116 (35,25%) pacientes
pertenceram ao grupo de risco intermediario de recidiva bioquimica,
enquanto que 213 (64,74%) do grupo de alto risco.

Dos 96 pacientes classificados pelos fatores pré-tratamento como
risco baixo, 51 (563,12%) passaram ao grupo de risco intermediario e 45
(46,87%) ao grupo de risco alto utilizando-se a classificacdo baseada nos
dados do EAP. Desses 96 casos, o EG da bidpsia foi subestimado em
relacio ao EG da peca em 95. No unico paciente em que houve

concordancia no EG, o estadio clinico estimava tumor localizado, sem
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extravasar os limites da prostata, porém no exame histologico da peca havia
extensao extraprostatica. Dos 107 pacientes inicialmente classificados como
risco intermediario, 64 (59,81%) passaram ao grupo de alto risco de acordo
com os fatores pos-operatorios. Desses, em 37 casos o EG da bidpsia foi
subestimado, em 27 casos houve concordancia nos EG, porém havia
extravasamento tumoral dos limites prostaticos no anatomopatolégico nao
estimado no estadio clinico.

No teste de Log-Rank, relacionaram-se significativamente com a SG:
0 grupo de risco pés-tratamento (p = 0,003), o Estadio patoldgico tumoral
(pT) (p = 0,003), o EG do espécime cirurgico (p = 0,014), e as margens (p =

0,032). Todas essas variaveis associaram-se com SLRB e SLRC (Tabela 4).
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Tabela 4 - Distribuicao das variaveis patolodgicas da peca cirurgica

Variavel Categoria n %
6 38 11,55
7 220 66,87
Escore Gleason na pega cirurgica 8 47 14,29
9 23 6,99
10 1 0,30
pT2a 23 6,99
pT2b 128 38,91
Estadio patolégico tumoral (pT) pT3a 98 29,79
pT3b 63 19,15
pT4 17 517
Sim 88 26,75
Invasao vasculo-linfatica
Nao 241 73,25
Ausente 120 36,48
Invasao capsular Focal 147 44,68
Extensa 62 18,84
Ausente 61 18,54
Invasao perineural Focal 254 77,20
Extensa 14 4,26
Positivas 126 38,30
Margem
Negativas 203 61,70
Positivos 24 7,29
Linfonodo
Negativos 305 92,71
Intermediario 116 35,26
Risco pos-tratamento*
Alto 213 64,74

Legenda: * Risco pos-tratamento = estratificagcao do risco de falha bioquimica usando o EG
do EAP, 0 PSA e o pT.
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Tabela 5 - Andlise das variaveis em relagao a porcentagem de SG, SLRB e
SLRC em cinco anos.

Variavel Categoria SLRC SLRB
Porcentagem Porcentagem Porcentagem
em5anos P9k em5anos P9tk em 5anos  Plogrank
Geral - 93,6 - 91,1 - 46,7 -

"2-6" 93,5 95,2 50,8

EG da bidpsia 7 92,7 0,408 84,2 <0,001 49,9 0,018
"8-10" 88,4 66,8 34,2
<10 96,1 94,3 60,1

PSApré 10-20 91,8 0,551 89,7 0,088 40,5 <0,001
>20 86,7 82,8 10,8
] <T1c 95,1 98,3 56,2

cT 0,18 0,006 0,25
>T2c 91,8 84,9 45,6
<34% 96,0 95,3 62,2

Y%frag. Positivos® 34-50 94,6 0,938 92,8 0,025 39,1 0,01

>50% 95,9 82,5 384
Baixo 100 100 63,4

trRaitSacrﬁ ;’r:fos Intermediério 93,9 0,052 91,5 <0,001 55,0 <0,001
Alto 86,5 80,6 18,8

, T2 97,8 95,4 64,9 <
pT 0,003 0,003

T3eT4 89,4 86,8 31,9 0,001
6 100 96,8 34,3

EG do EAP 7 94,3 0,014 94,0 0,008 53,9 <0,001
8-10 91,6 74,6 31,2
Positiva 89,6 86,8 30,2

Margem 0,032 0,037 <0,001
Negativa 95,7 92,8 56,1
Focal 90,0 88,3 38,4

'”&’Z;iﬁlga Extensa 90,5 0428 91,7 0,104 40,2 0,009
Negativa 97,9 92,4 61,1

tRiSCO pés_s Intermediario 100 0.003 97,9 0.008 73,0 <0,001
ratamento Alto 90,8 88,2 33,1

Legenda: 1) cT=estadio clinico do tamanho tumoral; 2) %frag. Positivos= porcentagem dos
fragmentos biopsiados positivos; 3) Risco pré-tratamento= estratificacdo do risco de falha
bioquimica usando o EG da bidpsia, o cT e o PSApré; 4) pT = Estadio patolégico tumoral;
5) Risco pos-tratamento = estratificagdo do risco de falha bioquimica usando o EG do EAP,
0 PSApré e o pT. Obs: O teste de Log Rank foi empregado para comparar as sobrevidas

das categorias de cada uma das variaveis.
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Figura 6 - Curva de Kaplan Meier da SG segundo o risco pés-tratamento (p
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5.2 DESFECHOS CLINICOS

No periodo do seguimento, houve 165 recidivas bioquimicas de
acordo com o critério estabelecido (PSA > 0,2ng/ml), totalizando 50,15% dos
pacientes. Tratamento de resgate foi instituido em 148 pacientes (89,69%
das recidivas bioquimicas). Em 78 pacientes (52,70% de 148) o tratamento
utilizado foi a radioterapia. Destes, 43 fizeram uso de bloqueio androgénico
conjuntamente. Sessenta e nove (46,62% de 148) pacientes com recidiva
foram tratados com bloqueio androgénico exclusivo (23 bloqueio periférico,
33 bloqueio central, 13 bloqueio intermitente), e 1 paciente foi tratado com
orquiectomia.

Em cinco anos, a SG foi de 93,6%, a SLRB de 46,7% e a SLRC
91,1%. As Figuras 9, 10 e 11 representam as respectivas curvas de
sobrevidas.

Até a data do ultimo seguimento, 208 pacientes (63,22%)
encontravam-se vivos e sem evidéncia de doenga, 67 (20,36%) vivos com
recidiva bioquimica, 15 (4,55%) vivos com recidiva clinica. Houve 15 &bitos
devido a doencga (representando 4,55% dos pacientes), 8 obitos por outras
causas (representando 2,43% dos pacientes) e perda de seguimento em 16

pacientes (4,86%) que nao foram excluidos das analises estatisticas.
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5.3 RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO

Foi sequenciado um total de 263 pacientes, sendo 90 de tecido
congelado e 173 de tecido fixado em formalina. Inicialmente, foram
encontradas oito alteragdes no éxon 9, trocas de unica base nitrogenada na
cadeia do DNA. Dessas, todas ocorreram em tecidos fixados em formalina e
apenas quatro resultariam em mudangca do aminoacido da proteina final.
Nesses casos, repetiu-se o sequenciamento para certificar-se de que as

alteragdes encontradas nao fossem resultado de artefatos. Ha evidencias
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demonstrando que eles podem ser gerados devido a natureza do processo
de fixacdo e ao tempo de armazenamento do tecido. Alguns trabalhos tém
demonstrado que, em relagdo aos tecidos congelados, tecidos fixados
apresentam uma maior frequéncia de simples trocas em bases nitrogenadas
nao reproduziveis (SRINIVASAN et al. 2002). No processo de
sequenciamento, na etapa da reacdao de PCR, a enzima polimerase pode
falhar em reconhecer alguns sitios de citosina nos tecidos fixados, podendo
gerar falsas alteragbes C-T ou G-A (WILLIAMS et al. 1999). Dos casos
alterados, novas reagdes de PCR foram realizadas utilizando enzimas com
diferentes especificidades e sensibilidades. Os sequenciamentos obtidos
foram comparados e pbde-se observar que as alteracbes encontradas
primariamente foram realmente artefatos. Em todos os casos sequenciados
novamente nao se encontrou alteracbées no DNA, havendo concordancia da
normalidade em mais de duas reacdes de sequenciamento. Portanto, depois
de sequenciados 263 casos, nao foi encontrada nenhuma mutagédo no éxon

9.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou uma consideravel discordancia do
EG da biopsia e do cT em estimarem, respectivamente, a diferenciagao
tumoral e a extensao da neoplasia quando analisadas no EAP do espécime
cirurgico.

No teste de Pearson, o cT esteve associado apenas a invasado das
vesiculas e ao estadio linfonodal, mas nao houve correlagdo com o pT, com
a invasao capsular, com o volume tumoral nem com a recidiva bioquimica.
Assim como nao se relacionou com SG, nem com SLRB na analise
univariada (Log Rank). Dos 267 casos nos quais o cT estimava tumor
localizado dentro da préstata, o EAP demonstrou invasao das vesiculas em
18,73% e extensdo extraprostatica em 29,96%. Esses achados sao
compativeis com o estudo de REESE et al. (2010) que questionou a real
utilidade do estadio clinico e demonstrou ndo haver associagao dele com
recidiva bioquimica nem com sobrevida.

Em relacédo ao EG, observou-se que em apenas 29,12% dos casos
houve concordancia nos escores da bidpsia em relagdo a pega cirurgica. Os
dados da literatura reportam uma concordancia que varia de 40 a 60%, de
acordo com o numero de bidpsias realizadas. DIVRIK et al. (2007)
demonstraram 56,31% de concordancia em bidpsias com mais de 10
fragmentos e 40,86% em bidpsias sextantes. ISARIYAWONGSE et al.

(2008) observaram discordancia em 55,8% dos casos. BOSTWICK (1994), e
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KING et al. (2004) demonstraram 45% e 62% de concordancia
respectivamente. Na amostra analisada, ha de se pesar as seguintes
consideragdes. Nao foi possivel realizar a revisdo de laminas do material
biopsiado, apenas do EAP. Nos casos anteriores a 2001, 32,6% dos EG
tinham valores de 2 a 5. Ap6s 2001, apenas 7,2% dos casos tinham escore
menor ou igual a 5. Caso também fosse possivel a revisdo do EG da bidpsia,
possivelmente obter-se-ia alteracdo desses escores baixos, resultando numa
maior taxa de acerto. BOSTWICK (1994) demonstrou que as maiores taxas
de erro nas biopsias estao nos escores de 2 a 4. Nos casos analisados mais
contemporaneos, observa-se um aumento na concordancia, sendo de
34,67% apos 2004, quando 58,67% tiveram o EG subestimado, comparado
com 65,97% de toda a amostra e 78,26% analisando os casos anteriores a
2001. Pesa também o fato de que muitas bidpsias foram feitas fora de
centros oncoldgicos especializados, fato também reportado na literatura
como sendo fator de discordancia, conforme demonstrado por KUROIWA et
al. (2010).

A estratificagdo em grupos de risco pré-tratamento foi capaz de
predizer SLRB e SLRC, nao estando associada com a SG. No entanto, apés
analise pormenorizada das curvas de sobrevida, foram comparados, dois a
dois, cada um dos grupos. Em relacdo a SLRB, ndo houve diferenca
significativa entre o grupo baixo e o intermediario (Piog rank = 0,171).

A porcentagem dos fragmentos, por sua vez, demonstrou ser capaz
de predizer o estadio patolégico (pT) associando-se aos principais achados

patolégicos de mau progndstico (invasao capsular, invasao das vesiculas e
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volume tumoral). Ademais, correlacionou-se com a recidiva bioquimica e
clinica. Por isso, foram reclassificados os grupos de risco adicionando esse
fator. Além dos usados por D’AMICO et al. (2003), foram excluidos do grupo
de baixo risco pacientes com mais de 34% de fragmentos positivos,
incluidos casos com mais 50% dos fragmentos positivos como alto risco, e
os pacientes com 34 a 50% pertenceram ao grupo intermediario (desde que
respeitassem os demais critérios). Ao realizar a analise univariada,
observou-se relagao significativa com SLRB (p < 0,001), mas ndo com SG.
Ao contrario da estratificacdo sem esse fator, quando comparando o risco
baixo e o intermediario, obteve-se significancia estatistica (Piog rank = 0,025)
em relagao a SLRB.

O fato de nao ter sido encontrada nenhuma alteracdo no éxon 9 do
gene BRCAZ2 nos tumores dos 263 casos sequenciados demonstra a baixa
frequéncia de mutacao. O presente trabalho diferencia-se dos demais na
literatura, por ter estudado esse gene sem levar em consideragao a historia
familiar e por ter avaliado a mutacdo nos tumores. Salienta-se, porém, que
19,8% da amostra tinha histéria familiar positiva para CaP, mas apenas
1,5% desses fecham os critérios para agregacao familial (dois parentes de
primeiro grau ou um de primeiro e dois de segundo), conforme STANFORD
e OSTRANDER (2001). Dos trabalhos pesquisados na literatura, apenas
EDWARDS et al. (2003, 2010) estudaram mutagdo do BRCAZ2 fora do
contexto familial. Dos seis pacientes no quais foram detectadas mutacao

apenas um tinha historia familiar de CaP em EDWARDS et al. (2003).
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Analisando as caracteristicas dos pacientes portadores de mutagao
nos trabalhos citados, observa-se uma idade precoce ao diagndstico e
tumores indiferenciados. Conforme TRYGGVADOTTIR et al. (2007), a média
de idade ao diagndstico nos portadores foi de 69 anos, e 84% dos pacientes
tinham EG maior ou igual a 7. J& no estudo de MITRA et al. (2008) 85% dos
portadores tinham EG maior ou igual a 8, e a média de idade foi de 52,5
anos. EDWARDS et al. (2003) estimaram que o risco absoluto da CaP em
portadores é de 1,3% aos 55 anos e de 10% aos 65 anos. Na presente
amostra, 19,2% dos pacientes tinham idade inferior aos 55 anos, 57,9%
inferior aos 65 anos, a média foi de 62 anos e apenas 11,6% dos pacientes
tinham EG de 6 na peca cirurgica.

O fato de ter-se estudado a mutagdo nos tumores, ndao exclui a
possibilidade de encontrar mutacdo germinativa. Porém, em um tumor, caso
ocorra uma delecdo da porcao alterada, encontrar-se-ia um resultado
falsamente normal, uma vez que a reagdo de PCR amplificaria apenas o
alelo restante, e a sequéncia final nao teria alteracbes. No entanto, nos
tumores, o que mais frequentemente ocorre € a perda do alelo normal,
fendmeno conhecido como perda da heterozigose. Esse fenébmeno tem sido
descrito como um dos primeiros passos da carcinogénse nos pacientes
portadores de mutagado germinativa em genes supressores tumorais como o
BRCAZ2. Poucos trabalhos, e com numero limitado de pacientes, avaliaram a
perda de heterozigose nos tumores de pacientes com CaP e portadores de
mutacdo germinativa no BRCA2. Em cinco pacientes, EDWARDS et al.

(2010) encontrou perda do alelo nativo em trés pacientes e do mutante em
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um. WILLEMS et al. (2008) observaram perda de heterozigose em 71% de
14 casos avaliados. Em apenas cinco, foi possivel realizar o
sequenciamento genético para identificar o alelo restante, sendo detectada
apenas a perda do nativo. De sete casos, GUDMUNDSSON et al. (1995)
detectou perda do alelo nativo em seis, o caso restante nao tinha perda de

nenhum dos alelos.
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CONCLUSOES

Nao foi encontrada mutagcdo no éxon 9 do BRCA2, ndo sendo
possiveis correlacbes progndsticas, provavelmente ela n&o tem

relevancia no CaP esporadico.

O estadio clinico do tamanho tumoral e o EG da bidpsia
demonstraram baixa acuracia em predizer o estadio patoloégico e o
EG da pega cirurgica. A porcentagem dos fragmentos positivos na
bidpsia demonstrou ser mais acurada que o cT em estimar a extensao

anatdmica da neoplasia.

A estratificacdo de risco pré-tratamento correlacionou-se com SLRB,
SLRC, mas ndao com SG. Ela nao foi capaz de diferenciar os grupos
baixo e intermediario em relagcdo a SLRB. A porcentagem dos
fragmentos positivos na bidpsia pode ser usada para refinar a
classificagao do risco, tendo sua maior utilidade na melhor separagao
entre os grupos de intermediario e baixo risco quanto a SLRB. O
grupo de risco pos-tratamento, o Estadio patolégico tumoral, o EG do
espécime cirurgico, e as margens estiveram associados a SG a SLRB

e a SLRC.
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