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RESUMO

de la Roca RLRF. Expressao de iNOS, COX-2, GLUT1, e Nitrotirosina
como biomarcadores preditivos da evolugcao do adenocarcinoma
prostatico em pacientes com margens positivas poés-prostatectomia

radical. Sao Paulo; 2013. [Tese de Doutorado-Fundagao Antbnio Prudente].

Apesar dos bem estabelecidos parametros clinicos, cirdrgicos e
anatomopatologicos utilizados na atualidade para podermos predizer a
evolucdo para recidiva bioquimica do adenocarcinoma da prostata, apos seu
tratamento cirurgico, sobretudo quando da presenca de margens cirurgicas
positivas, analises imunoistoquimicas tem se revelado importantes
ferramentas para apoiar a indicagdo de tratamentos adjuvantes
precocemente ou ndo com base na expressao de determinados marcadores
que sinalizam a agressividade do tumor. O iINOS (sintase do 6xido nitrico
induzivel) sintetiza o6xido nitrico (NO) que tem importante papel no
crescimento tumoral e na angiogénese, como também influencia a
citotoxicidade de macrofagos e a imunosupressdo induzida pelo tumor,
sendo um marcador muito encontrado em células do adenocarcinoma da
prostata diferenciando este de tecido benigno. A COX-2 que tem produgéao
estimulada pelo NO, também tem sido associada a diversas neoplasias por
sua agao angiogénica e no processo da inflamagao, sendo estudada como
via alvo terapéutico. O GLUT1 é um ativo transportador de glicose
expressado em tecidos normais e expresso em altos niveis em numerosos
tumores, sendo um marcador intrinseco e mediador de hipoxia reduzindo a
fosforilagdo oxidativa e agindo na via de sinalizagdo oxigénio-dependente
através do fator de hipdxia induzida (HIF-1). A Nitrotirosina € um produto da
nitragao da tirosina mediado por espécies reativas do nitrogénio, tais como o
anion peroxinitrito e o didéxido de nitrogénio, sendo detectado em condi¢des
patolégicas como em neoplasias sendo considerado marcador de estresse

oxidativo dependente de NO. Os objetivos deste trabalho foram avaliar as



expressoes desses marcadores em espécimes cirurgicos de préstatas com
adenocarcinoma e avaliar suas relagbes com o prognostico pos-
prostatectomia radical em pacientes com margens cirurgicas positivas, fator
este considerado na literatura como significativo para recidiva bioquimica.
Foram analisados retrospectivamente prontuarios de 162 pacientes
portadores de adenocarcinoma da prostata, submetidos a prostatectomia
radical sendo que 110 casos apresentaram margens cirurgicas positivas.
Para comparagao, analisamos outro grupo com 52 pacientes com margens
cirurgicas negativas. As laminas e respectivos blocos histolégicos foram
revisadas, e através do método de micro arranjo de tecidos, avaliamos as
expressdes de iINOS, COX-2, GLUT1 e Nitrotirosina. Estas expressodes
foram correlacionadas com a sobrevida livre de recidiva bioquimica dos
pacientes, num seguimento maior do que 2 anos, avaliando-se os resultados
aos 5 e 10 anos no seguimento. A associagao entre as variaveis clinicas ou
das anatomopatolégicas com a presenga ou auséncia de margens foi
verificada com teste Qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Utilizou-se o
estimador de Kaplan-Meier na estimativa dos tempos para recidiva
bioquimica, e sobrevida livre de doenca. Para a comparagao das curvas
utilizou-se o teste ndo paramétrico de LogRank. O nivel de significancia
adotado foi o de 5% e os calculos, graficos e testes foram construidos com o
auxilio do software estatistico livre R (www.r-project.org). A regressao
logistica multipla foi empregada para a avaliagdo dos fatores preditivos para
a recorréncia bioquimica do CaP. O risco para recorréncia foi estimado
através do “hazard ratio” obtido do modelo de Cox. Este trabalho demonstra
que escore de Gleason, o nivel do PSA, o volume tumoral, o estadio
patologico, a invasao capsular, e margens cirurgicas positivas tiveram
associagao significativa com menores taxas de sobrevida livre de recidiva
bioquimica (p<0,001). As imunoexpressdes da iINOS, COX-2, GLUT1, e
Nitrotirosina n&do apresentaram associagdo com recidiva bioquimica em
pacientes com margens cirurgicas positivas (p=0,3646; p=0,1457; p=0,4414
e p=0,0806, respectivamente). A analise multivariada nos 110 pacientes com

MCP evidenciou que volume tumoral quando maior que 30% do volume total



do espécime cirurgico (RR 12,13; 95%CIl = 4,208 — 34,965; p<0,001) e a
presenca de invasao capsular (RR 3,106; 95%CIl = 1,249 - 7,277; p=0,014)
foram fatores progndésticos independentes para ocorréncia de recidiva
bioquimica do CaP.



SUMMARY

de la Roca RLRF. [Expression of iNOS, COX-2, GLUT1, and nitrotirosina
as predictive biomarkers from progression of prostatic
adenocarcinoma in patients with positive surgical margins post-radical
prostatectomy]. Sdo Paulo; 2013. [Tese de Doutorado-Fundagédo Antdnio

Prudente].

In spite of the well-established clinical, surgical and anatomopathological
parameters currently used to allow us to predict the evolution to biochemical
recurrence of adenocarcinoma of the prostate, after its surgical treatment,
especially when in the presence of positive surgical margins,
immunohistochemical tests have become very important tools to support the
indication of adjuvant therapies, either precociously or not, based on the
expression of certain markers that signalize the tumor’s aggressiveness. The
INOS (inducible nitric oxide synthase) synthesizes nitric oxide (NO) which
plays an important role in the tumor's growth and in the angiogenesis,
affecting as well the macrophages cytotoxicity and the tumor-induced
immunosuppression, being a marker very commonly found in prostate
adenocarcinoma cells, thus differentiating this from a benign hyperplasia.
The COX-2, which production is stimulated by the NO, has also been
associated to various neoplasias due to its angiogenic action and to its
influence on the inflammation process as well, being then studied as a
therapeutic target via. The GLUT1 is an active glucose transporter expressed
in normal tissues and expressed at high levels in numerous tumors, playing
the role as intrinsic and mediator hypoxia marker, reducing oxidative
phosphorylation and acting on the oxygen-dependent signalizing via through
hypoxia inducible factor (HIF-1). Nitrotyrosine is a product of tyrosine nitration
mediated by reactive nitrogen species such as peroxynitrite anion and
nitrogen dioxide, being detected in pathological conditions such as in

neoplasias, thus being considered a marker of NO-dependent oxidative



stress. The objectives of this work were to evaluate the expressions of those
markers in surgical specimens of prostates with adenocarcinoma, as well as
to evaluate their relation with prognosis after radical prostatectomy in patients
with positive surgical margins, factor which has been considered in the
literature significant for biochemical recurrence. Medical records of 162
patients with prostatic adenocarcinoma who were submitted to radical
prostatectomy were retrospectively checked and analyzed, out of which 110
cases presented positive surgical margins. For comparison purposes, we
have also studied another group consisting of 52 patients with negative
surgical margins. The microscope slides and corresponding histological
blocks were revised, and by using the tissue microarray technique, we have
appraised iNOS, COX-2, GLUT1 and Nitrotyrosine expressions. These
expression values were associated with the patients’ biochemical recurrence-
free survival for a follow-up period larger than two years, with those results
being reappraised after five and ten years of postoperative survival. The
association between the clinical variables or the anatomopathological
variables with the presence or absence of positive margins was checked
using the chi-square test or the Fisher's exact test. The elapsed times for
biochemical recurrence, and disease-free survival were assessed using
Kaplan-Meier estimator. For graphics comparison the non-parametric
LogRank test was used. The significance level assumed was 5% and
calculations, graphics and tests were developed with the aid of the ‘R Project
for Statistical Computing’ free software (www.r-project.org). Multiple logistic
regression analysis was used to assess the predictive factors for CaP
biochemical recurrence. The risk for recurrence was estimated through the
“hazard ratio” obtained from the Cox model. This work demonstrates that the
Gleason score, the PSA level, the tumor volume, the pathological stage, the
capsular invasion, and positive surgical margins showed to keep a significant
association with lower biochemical recurrence-free survival rates (p<0.001).
The INOS, COX-2, GLUT1 and Nitrotyrosine immunoexpressions did not
present association to biochemical recurrence in patients with positive
surgical margins (p=0.3646; p=0.1457; p=0.4414 and p=0.0806,



respectively). The multivariate analysis in the 110 patients with positive
surgical margins evidenced that the tumor volume when higher than 30% of
total volume of the specimen (HR 12.13; 95%CI = 4.208 — 34.965; p<0.001)
and the presence of capsular invasion (HR 3.106; 95%CIl = 1.249 — 7.277,
p=0.014) were independent prognosis factors for CaP biochemical

recurrence.
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1 INTRODUGAO

1.1 ADENOCARCINOMA DA PROSTATA

O adenocarcinoma da prostata (CaP) € o segundo tumor maligno
mais comum entre os homens superado na sua frequéncia pelo cancer de
pele ndo-melanoma sendo o 6° tipo mais comum no mundo. Em nosso pais
a estimativa do Instituto Nacional de Cancer-INCA para ano de 2012 foi de
60.180 casos novos da doenca (Ministério da Saude 2011).

Segundo as recomendagdes da Associagdo Americana de Urologia -
AUA, validas até o presente, a conduta frente ao CaP clinicamente
localizado, em fase inicial, e em casos selecionados restritos a glandula e de
baixo risco, estes podem ser acompanhados apenas através de observagao
vigilante (COOKSON et al. 2007). Neste estadio, bem como nos de risco
intermediario ou de alto risco, desde que ainda localizados a glandula,
podem ser tratados através de procedimentos cirurgicos ou radioterapicos
com ou sem neoadjuvancia hormonal. Entretanto, mesmo nos casos
localizados, a recidiva ocorre em cerca de 30 a 54% dos casos em 10 anos
de seguimento (D’AMICO et al. 1998; POTTERS et al. 2004). A recorréncia
tumoral pode decorrer da excisdao incompleta da neoplasia, do sub-
estadiamento clinico, ou da disseminacdo de micrometastases pré-
existentes sendo manifestada como recidiva bioquimica (RB), indicando que

a neoplasia ainda persiste localmente ou a distdncia sem manifestacéo



clinica, enquanto que a recidiva clinica (RC) manifesta-se em forma de
metastases Osseas, linfonodais, hepaticas ou pulmonares com
consequentes repercussdes clinicas, ou pela invasdo a outros 6rgaos
(DAMIAO et al. 2008).

Na possibilidade de ocorrer tais eventos, associados a alta incidéncia
desta doencga, justificam-se esforcos na busca de métodos de detecgao
precoce e de marcadores biolégicos prognésticos, com consequente
melhora no planejamento e na escolha da forma de tratamento, que podem
influir nos resultados da evolugéo dos pacientes (THOMPSON et al. 2007).

Margens cirurgicas comprometidas presentes no espécime cirurgico
de uma prostatectomia radical (PR) é fator independente de pior prognéstico,
e em conjunto com outros fatores como a extensao destas margens; o
escore de Gleason destas e o da glandula prostatica; e a invasao tumoral
para tecidos periprostaticos, indicam maior probabilidade de ocorrer RB e
posterior evolugado para a RC (CHENG et al. 1999; THURAIRAJA et al. 2006;
SHIKANQV et al. 2009; BRIMO et al. 2010).

Quando ocorre a RB ¢é indicada complementagdo com radioterapia
externa sobre o leito prostatico operado e da regido pélvica isoladamente ou
associada a bloqueio hormonal com deprivagao androgénica. Apesar da
radioterapia ocasionar variaveis graus de toxicidade sobre a continéncia
urinaria e a poténcia sexual, pode ser indicada preventivamente e portanto
logo nos primeiros meses apods a cirurgia, ou postergada apds a constatagao

da RB, como tratamento de resgate. Entretanto a RB n&o ocorre em todos



casos de MCP, estimando-se esta taxa entre 20 a 50% dos casos (RENDA
et al. 2002; BILLIS et al. 2011).

E aceito que o valor prognéstico de qualquer critério isolado na
previsao da progressao tumoral do CaP é limitado e, por isto, acredita-se
que a analise combinada de variaveis classicas pode significativamente
melhorar a acuracia desta avaliagdo. Tabelas de probabilidade e
nomogramas, baseados nos parametros como estadio, escore de Gleason, e
PSA foram construidos e observou-se, como isto, melhora na predigcao do
resultado apds cirurgia ou radioterapia (PARTIN et al. 1997; STEPHENSON
et al. 2006a).

Torna-se claro a necessidade de identificagdo das caracteristicas
morfolégicas ou biolégicas que identifiquem o potencial de progresséo
tumoral e que possibilitem a sele¢ao individualizada do tratamento.

Vérios estudos procuram novos fatores prognésticos destacando-se
os marcadores moleculares (WRIGHT e LANGE 2007) sendo considerado
marcador ideal aquele com padrdo de expressao unico nos tumores
recorrentes ou metastaticos, especifico da doenga, minimamente invasivo,
de ensaio reprodutivel, com sensibilidade e especificidade adequadas, e que
permitiria de antemao a identificagado dos pacientes com pior prognéstico.

Recentemente constatou-se através de estudos imunoistoquimicos
em espécimes de PR niveis de expressdo de varios biomarcadores que
predizem a ocorréncia destas recidivas, com isto reservando a indicacao de

tratamento radioterapico adjuvante aos casos selecionados com maior



seguranca do éxito de sua indicacdo (SARDANA et al. 2008; SARDANA et
al. 2012).

Em varios estudos encontramos referéncias sobre a expressao de
INOS, COX-2, GLUT1, e Nitrotirosina, como elementos reconhecidamente
presentes em diversos tecidos neoplasicos, incluindo o CaP, associados a
alto grau de malignidade celular, neoangiogénese, isquemia, inflamacao, e
invasdo tecidual (KLOTZ et al. 1998; AIRLEY et al. 2001; FONSECA 2002;
VERHAGEN et al. 2002; PALAYOOR et al. 2003; RUBIO et al. 2005). Por
outro lado, poucos trabalhos com estas enzimas e proteinas foram
realizados para poderem ser consideradas como marcadores preditivos de

progressao da doenga, o que nos motivou a realizagao desta pesquisa.

1.2 ESTADIAMENTO, FATORES DE RISCO E PROGRESSAO

O estadiamento do CaP é importante fator a ser considerado na forma
de tratamento desta doenca.

A classificagdo Tumor - Linfonodo - Metastase (TNM) mais utilizada é
a 72 edigao da “Union Internationale Contre le Cancer” (UICC) (SOBIN e
WITTEKIND 2009) sendo esta a mais recente, citado por HEIDENREICH et
al. (2011) (Quadro 1).

Segundo pareceres e recomendagdes da V Reunido do Comité
Brasileiro de Estudos em Uro-Oncologia (FERREIRA et al. 2005), o
estadiamento clinico pré-operatério do CaP carece de precisdo, sendo
baseado nos resultados do toque retal (TR), nos niveis do antigeno

prostatico especifico (PSA), e complementado por exames de imagem. No



entanto, o TR é parte integrante do estadiamento clinico, e utilizado
amplamente em nomogramas para avaliacdo de extens&do extracapsular e
prognéstico.

Outro fator importante a se considerar € que a maioria dos tumores de
prostata que cursam com PSA<4,0 ng/ml, e que sdo diagnosticados
exclusivamente pelo TR, sdo em geral de pequeno volume (0,24mm? a 0,83
mm?) e bem diferenciados (escore de Gleason <7) (FERREIRA et al. 2005).
Entretanto, 16% dos casos podem apresentar doenga avangada.

Diversos trabalhos consideram a doenga clinicamente localizada em
casos de PSA <10 ng/ml, existindo risco aumentado de extenséo
extracapsular, de comprometimento das vesiculas seminais, e de
metastases a distancia nos casos quando PSA total >10 ng/ml. Se o PSA
total € maior que 50 ng/ml, a maioria dos pacientes tem metastases em
linfonodos pélvicos (FERREIRA et al. 2005).

O ultrassom transretal (USTR) € o exame usado para a realizagéo das
bidépsias, embora questionavel no estadiamento do CaP por ser operador
dependente, onde o valor preditivo positivo das lesdes hipoecodicas
prostaticas em zona periférica representam cancer em apenas 15 a 41% dos
casos, subestadiando a doenca em até 26% dos casos, e sendo preditivo
positivo em 63% na detecgdo de extensao extracapsular. O USTR doppler
em 3D mostrou maior probabilidade de diagndstico de extensao
extracapsular (SAUVAIN et al. 2003). Alcanga valor preditivo positivo de 90%
e valor preditivo negativo de 96% no diagndstico de lesdes T3, com acuracia
no estadiamento de 94% contra os 72% do USTR convencional. Uma
limitacdo do método é que estes dados foram significativos apenas em

lesbes hipoecoicas (GARG et al. 1999).



Quadro 1 - Classificagdo TNM do CaP

T
X
T0
T1

T1a
T1b
T1c
T2

T2a
T2b
T2c
T3

T3a
T3b
T4

NX
NO
N1

MO
M1
M1a
M1b
M1c

Tumor primario

Tumor primario ndo pode ser avaliado

Sem evidéncia de tumor primario

Tumor clinicamente ndo aparente, ndo palpavel ou néo visibilizado em estudos
de imagem

Achado histoldgico incidental em 5% ou menos de tecido ressecado

Achado histoldgico incidental em 5% ou mais de tecido ressecado

Tumor identificado por bidpsia com agulha (devido a PSA elevado) (1)

Tumor confinado dentro da prostata

Tumor envolve metade de um lobo ou menos

Tumor envolve mais da metade do lobo, porém n&o os dois lobos

Tumor envolve ambos os lobos

Tumor estende-se além da capsula da préstata (2)

Extensao extracapsular (unilateral ou bilateral)

Tumor invade a(s) vesicula(s) seminal(is)

Tumor estd fixo ou invade estruturas adjacentes outras além das vesiculas

seminais, esfincter externo, reto, elevador do anus e/bu parede pélvica

Linfonodos regionais

Os linfonodos regionais nao podem ser avaliados
Auséncia de metastases em linfonodos regionais
Metastases em linfonodos regionais

Metastases a distancia

Auséncia de metastases a distancia

Metastases a distancia

Linfonodo(s) n&o regionais

Osso (s)

Outro(s) local(is)

Tumor encontrado em um ou ambos os lobos nas bidpsias por agulha, porém
nao palpavel ou visivel em exames de imagem, é classificado como T1c.
Invasdo do apice da prostata, ou para dentro (n&o abaixo) da capsula prostatica,

nédo é classificada como T3, mas como T2.

Fonte: SOBIN e WITTEKIND (2009)




A tomografia computadorizada (TC) tem baixa sensibilidade e
especificidade para diagnéstico de doenga extracapsular. Ha evidencias que
s6 deva ser indicada em pacientes de alto risco (T2c, escore de Gleason 8-
10 e PSA >20ng/ml) para o estadiamento regional (acometimento de
linfonodos iliacos e obturatérios). A eficacia da RM na deteccao de
linfonodos pélvicos metastaticos baseia-se na avaliagdo de seu tamanho
(potencialmente positivos >1cm em seu menor eixo), embora sua
especificidade seja de 90%, e sua sensibilidade inferior a 70%, proxima a da
TC (FERREIRA et al. 2005).

A cintilografia 6ssea (CO) deve ser solicitada no estadiamento apenas
em casos onde existe suspeita de metastases dsseas na fase do diagndstico
inicial da doenca.

Varios estudos retrospectivos prévios analisaram estes achados. Em
estudo envolvendo 8.644 pacientes, a positividade da CO foi de 5,3% para
pacientes com PSA até 20 ng/ml, e de 16,2% para a faixa com PSA de 20 a
50 ng/ml (ABUZALLOUF et al. 2004).

Parametros como estadio clinico e patolégico, o escore de Gleason e
os niveis plasmaticos do PSA sao comumente usados como marcadores de
prognoéstico em pacientes portadores de CaP, embora nos casos de grau de
malignidade intermediario, isoladamente estes fatores tenham menor fator
preditivo (PARTIN et al. 1997; PARTIN e FENELEY 2001).

No Projeto Diretrizes da Associacao Médica Brasileira e Conselho
Federal de Medicina, e Sociedade Brasileira de Urologia (2006), definindo

fatores prognosticos em CaP, para formular um melhor prognéstico baseado



em fatores ditos essenciais, este tem que ser composto por uma analise
conjunta do estadiamento clinico, do escore de Gleason e dos niveis
plasmaticos do PSA sendo que quando <4 ng/ml ha 80% de probabilidade
da doencga estar restrita ao 6rgao; <10 ng/ml, CO e TC da pelve sao
desnecessarias na avaliagcdo de rotina; e quando >10 ng/ml o risco de
extensdo extracapsular € acima de 60%. Quando PSA >50 ng/ml, ha alto
risco de doenga metastatica (CORREA et al. 2006).

A dosagem do PSA é utilizada na monitorizagdo do tratamento. Se o
PSA nao baixar a nivel considerado indetectavel apés a PR, ou aumentar a
despeito da radioterapia ou da crioterapia realizadas, ou aumentar dentro do
primeiro ano apos a realizacao de qualquer tratamento local ou, ainda dobrar
de valor em menos de 6 meses, provavelmente o paciente apresenta
metastase a distancia. Nivel detectavel de PSA >0,2 ng/ml pode estar
associado com recorréncia da doenga, sendo que a média do intervalo entre
a recorréncia do PSA e a morte por cancer situa-se entre 5 e 12 anos,
dependendo do estadio clinicopatolégico e escore de Gleason (CORREA et
al. 2006).

O escore de Gleason é aceito como o mais importante método de
graduacdo do CaP, observando-se ao microscopio em média-baixa
magnificagdo as alteragdes no grau da arquitetura glandular e sua relagéo
com o estroma prostatico, num paralelo com o grau citolégico, apresentando
graduacéao de 2 (1+1) a 10 (5+5), sendo o primeiro e o segundo nesta soma

0S graus mais prevalentes.



Quanto mais indiferenciado o tumor maior o escore de Gleason e pior
0 progndstico e maior a taxa de recorréncia, sendo que aproximadamente
85% dos casos apresentam escore entre 6 e 7 de Gleason, classificagéo
esta atualizada pela International Society of Urological Pathology-ISUP em
2005 (EPSTEIN 2010).

Os achados pos-cirurgicos comparados aos dados analisados no pré-
operatdrio tem maior exatidao para estabelecer o estadio do cancer, assim
como também uma maior acuracia na classificagao histoldgica pelo escore
de Gleason, permitindo maior predicdo da evolugdo e consequente
orientacao terapéutica para o paciente.

A classificagao por riscos, na escolha da melhor opc¢ao terapéutica, é
baseada nos principais paradmetros pré-operatérios acima descritos.
Apresentamos como exemplos as classificacbes de riscos de quatro

diferentes instituigdes (Quadro 2).



Quadro 2 - Classificagdes de riscos do CaP

CIassnfrca;ao de D’Am:co

BAIX0 RISCO > Sobrevida em 10 anos de 80% *
T1-T2a e PSA < 10 ng/ml e Gleason <7

RISCO INTERMEDIARIO B> Sobrevida em 10 anos de 50% *
T2b ou PSA 10 - 20 ngfmJ ou Gleason 7

ALTO RISCO P> Sobrevida em 10 anos de 30% *
T3 ou PSA > 20 ng/ml ou Gleason > 7

% Com prostatectomia radical ou RT em doses de 70Gy

Fonte: D’AMICO et al. (1998)

Classificacdo do Memorial Sloan
Kettenng Cancer Center® e Seattle®

BAIXU RISCU T T2a e PSA < 10 ng/ml e GIeason < 7
RISCO INTERMEDIAHID Db uUum dos pa rametros abalxo
ALTO RISCD & Dois ou mais parametros abalxo

Parametros: >T2a ou PSA > 10 ng/ml ou Gleason >6

Fonte: Clinical Practice Guidelines in Oncology-NCCN (2007)

Risco baixo: pacientes com T1-T2a, Gleason 2 a 6, PSA <10.

Risco intermediario: pacientes com T2b-T3a ou Gleason 7 ou PSA 10 a 20.

Risco alto: pacientes com mais que T3a ou Gleason >7 ou PSA >20.

Fonte: FERREIRA e SASSE (2007)

Grupo de risco Estadio Clinico Escore de Gleason PSA (mg/mil)
Baixo TlouT2a 26 =10
Intermedidrio T2bvT2c 7 10-20

Alto T2aT3b 810 20

Muito alto TIT4 ou N+

Fonte: GUIMARAES et al. (2010)

10
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Segundo OHORI et al. (2004) escore de Gleason 4/5 foi fator preditor
independente de progressao tumoral, mas néo superior quando em analise
multivariavel, do escore tradicional. Quanto a invasédo da capsula prostatica,
verificou que os pacientes com cancer restrito a glandula, mas com
infiltracdo da capsula sem ultrapassa-la totalmente, ou o fazendo para
tecidos periprostaticos na regido apical ou anteriormente, estes tém pior
prognéstico em comparacdo daqueles que exibem cancer confinado ao
estroma prostatico, dentro dos limites, ou mais exteriormente aos limites dos
acinos prostaticos. Quanto a invasao perineural, medido o maior foco da
invasdo perineural dentro ou fora do espécime prostatico, em linha
perpendicular ao acesso ao longo dos nucleos celulares de Schwann do
nervo afetado, relatam que existe significAncia importante deste achado em
analise uni e multivariavel. Nos casos onde foi encontrada invasao perineural
extensa, mesmo em pacientes com o cancer confinado a glandula, isto
representou um importante fator preditor de progressao tumoral. Ressaltam
ainda que o estadio patoldgico final, determinado pelo exame do produto da
PR, prediz a possibilidade de recorréncia com mais acuracia que fatores
rotineiramente obtidos no pré-operatério: estadio clinico, dosagem do PSA, e
escore de Gleason nas bidpsias.

Sao considerados como fatores progndsticos independentes por
analise multivariavel no pdés-operatério: a invasdao do cancer a capsula
prostatica, o acometimento das vesiculas seminais, de linfonodos, das
margens cirurgicas, bem como do escore de Gleason no espécime. Estes

mesmos autores analisaram também qual a importancia do volume tumoral
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total encontrado, considerado como importante fator preditor de progressao
associado a outros achados anatomopatolégicos, mas neste estudo nao foi
preditor independente da progresséo do PSA, concluindo ser desnecessario
medir este volume na pratica clinica diaria (OHORI et al. 2004).

Por outro lado, no Projeto Diretrizes da AMB/CFM (SADI et al. 2006),
considera-se o0 volume do cancer prostatico fator importante que se
correlaciona com o prognéstico e também com o grau histoldgico, entretanto,
os tumores n&o precisam atingir grandes volumes ou altos graus histolégicos
antes de se tornarem localmente invasivos. Embora este volume possa ser
uma variavel importante no prognéstico, ha tumores que podem evoluir
rapidamente a partir de pequenas alteragbes histolégicas e outros que
podem se tornar agressivos apos muitos anos, atingindo grandes volumes,
perdendo entdo sua relativa “benignidade”.

LEITE et al. (2005) avaliaram a chance de progressao tumoral
correlacionando volume tumoral e a presenga de um grau terciario de
Gleason menos diferenciado, em produto de PR em pacientes com CaP bem
diferenciados, escore de Gleason <6, e no pds-operatorio separando os
pacientes em trés grupos, respectivamente aqueles com PSA <0,4 ng/mi;
0,4-1,1 ng/ml e >1,1 ng/ml, e observaram que o volume tumoral e a
porcentagem do padrdao 4 de Gleason mostraram associagdo com
progressao da doenga. O volume tumoral foi o parametro mais importante
para determinagcdo da RB em analises uni e multivariadas. A mediana do
volume foi de 25% nos pacientes que sofreram recidivas, e 11,5% naqueles

que permaneceram livres de doencga (p=0,003). A porcentagem de padrao 4
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de Gleason foi importante apenas em analise univariada. A mediana da
porcentagem de Gleason 4 foi de 7,5% para os pacientes que nao sofreram
recidiva e de 19% naqueles que recidivaram (p=0,046). A andlise de
regressao logistica considerando idade, escore de Gleason, porcentagem de
padrao 4 de Gleason, volume tumoral, invasao capsular e infiltracado tumoral
extraprostatica mostrou que o unico indicador de progressao foi o volume
tumoral (p=0,010). Concluem que o volume tumoral distinguiu pacientes com
recidiva daqueles sem, independentemente do nivel de PSA. Por outro lado,
a porcentagem do padrao 4 de Gleason associou-se a recidiva com maiores
niveis de PSA, sugerindo que a porcentagem do padrdo 4 de Gleason seja
um indicador de recidiva sistémica.

O'BRIEN et al. (2011) consideraram como preditores da evolugao,
associado aos achados pré-operatorios: o peso prostatico, a presenga de
carcinoma intraductal, e a porcentagem de escore de Gleason 4/5 como
tendo valor independente na predicdo de RB quando associados aos
preditores classicos pré-operatérios como valor do PSA, estadiamento
tumoral incluindo invasao das vesiculas seminais e extensdo extracapsular.
Concluem que a importancia preditiva da presenca de margens positivas é
maxima em tumores de baixo grau, mas diminui sua importancia se a
porcentagem do escore de Gleason 4/5 aumenta. Por outro lado, o valor
preditivo da extensédo extracapsular € minimo em tumores de baixo grau,
mas aumenta significativamente com porcentagem maior de escore de

Gleason 4/5.
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Quanto ao fator extensdo do volume tumoral, BILLIS et al. (2011)
analisaram como fator prognéstico independente esta extensdo tumoral
relacionada a ocorréncia ou ndo de RB analisando 305 pecgas cirurgicas
resultantes de PR, sendo o volume tumoral contabilizado por contagem de
pontos em método semi-quantitativo, e correlacionando com variaveis
clinicas e anatomopatoldgicas. Tumores mais extensos mostraram de forma
significante no pré-operatério um PSA mais elevado, estadio clinico mais
avancgado, mais margens cirurgicas positivas, maior estadio patoldgico e
maior escore de Gleason nas biopsias por agulha e nos espécimes
cirargicos.

Em analise univariada, progressao bioquimica correlacionou-se
significativamente com extensdo tumoral, PSA pré-operatério, escore de
Gleason nas bidpsias prostaticas e nas pegas, e margens cirurgicas e
estadio patolégico. Nao houve diferenga relacionando tempo da RB
comparado a maior ou menor extensdo tumoral (p=0,20), e em analise
multivariada, a extensao tumoral nao foi preditora de RB combinada com
qualquer das variaveis estudadas (p>0,05). Concluem que extensao tumoral
nao trouxe informacgao preditiva adicional de RB pés-PR, em comparagao
com PSA pré-operatorio, escore de Gleason, margens cirurgicas e estadio

patoldgico.
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1.3 FORMAS DE TRATAMENTO

O CaP deve ser tratado de acordo com nomogramas ou diretrizes de
diversas entidades urolégicas e oncologicas, mas sobretudo o é pela
escolha terapéutica decidida pelo médico e pelo paciente.

Em revisédo da literatura RHODEN e AVERBECK (2010) observaram
que para o tratamento do CaP localizado (T1-T3a NX) existem diferentes
modalidades utilizadas, segundo dados do CAPSURE (Cancer of the
Prostate Strategic Urologic Research Endeavor) entre os quais: PR (51,6%),
braquiterapia (21,7%), radioterapia externa (6,8%), observacédo (7,9%) e
outros (12%). Segundo as Diretrizes em Céncer da Prostata, SBU (2011), a
PR apresenta os melhores resultados na redugdo da mortalidade cancer-
especifica e progresséo local e sistémica da doenga (DALL'OGLIO et al.
2011).

Em estudo comparativo, ndo randomizado, entre PR e radioterapia,
envolvendo 1.682 pacientes, a sobrevida livre de RB para PR e radioterapia
foi de 80% e 72% em 5 anos, e 73% e 70% em 8 anos, respectivamente
(p=0,01). Nao houve diferenga significativa entre os dois grupos quanto a
sobrevida global (KUPELIAN et al. 2002).

A PR pode ser realizada por via retropubica, perineal, laparoscépica
ou robdtica com a retirada total da préstata, vesiculas seminais e linfonodos

das cadeias iliaca externa e obturadora, de forma limitada ou extendida.
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Sao fatores de pior prognéstico: constatacdo de margens cirurgicas
comprometidas; linfonodos e vesiculas seminais comprometidas, ou tumor
em estadio pT4.

Pacientes com elevacgédo do PSA pds-PR a niveis >0,2 ng/ml em duas
dosagens sucessivas e com suspeita de recidiva local devem receber pelo
menos 64 Gy na fossa prostatica (radioterapia de resgate) antes do PSA
atingir niveis séricos de 1,0 ng/mL. Pacientes com recidiva sistémica devem
ser submetidos a terapia antiandrogénica. Nao esta claro, porém, qual a
época ideal e qual o tipo de bloqueio androgénico recomendado. As
evidéncias disponiveis sugerem que o tratamento hormonal precoce é
superior ao tardio, em termos de sobrevida estas recomendacgdes séao
baseadas no consenso da American Society of Therapeutic Radiology and

Oncology- ASTRO (ROACH et al. 2006).

1.4 MARGENS CIRURGICAS

A definigdo das margens cirurgicas em produto de PR por CaP, em
revisdo elaborada por KHAN e PARTIN (2005) e para muitos autores, é
considerada margem cirurgica comprometida ou positiva (MCP) quando o
tumor se apresenta até ou a 1 mm da margem cirurgica, enquanto para
outros, se o tumor ndo chega a ultrapassar, ou esta no limite da superficie
pintada com tintura da india, ou esta margem é téo exigua quanto < 0,1 mm,

nao deveria se considerar como margem positiva. Mas, € consenso que
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MCP deva ser definida como presenca do tumor na superficie pintada
(WIEDER e SOLOWAY 1998).

A definicdo anatomopatolégica da MCP, é a extensdo tumoral pela
linha pintada na superficie da pecga, por onde houve a incisdo cirurgica no
momento da liberacdo da mesma do sitio prostatico, mas existe a dificuldade
da aplicacao pratica desta definicido pelo fato da prostata estar envolta por
estruturas vitais como distalmente o diafragma urogenital, a parede pélvica
lateralmente, o reto posteriormente e o colo vesical anteriormente, por
consequéncia, em muitos sitios a peca prostatica € envolta por tecidos
moles periprostaticos <1 mm de espessura (MONTIRONI et al. 2009).

Se o tumor aos cortes nao ultrapassar a tinta demarcatéria, margens
exiguas (<0,1mm) nao deveriam ser relatadas como positivas. MCPs podem
resultar da incapacidade de se extirpar amplamente uma extensao
extraprostatica do tumor sendo um dos locais mais frequentes de extensao
extraprostatica a pdstero-lateral, na regido onde se encontram os feixes
neurovasculares.

Na tentativa de preservar a poténcia e poupar o feixe neurovascular,
ha possibilidade maior para ocorrer MCP. Estas MCP poderiam ser evitadas
se a ressecgao fosse mais ampla na regido da banda neurovascular.
Podemos encontrar relato de MCP na ressecgao, causada por um artefato
cirargico, quando ha uma quantidade muito escassa de tecido conjuntivo
fragil em torno da prostata, facilmente rompido quando se manuseia a peca
durante a RP, e o tumor microscopicamente visivel na borda pintada do

espécime cirurgico, entretanto ainda ha tecido conjuntivo frouxo adicional em
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torno desta area quando a glandula foi removida. Outra causa de MCP ¢ a
transecgdo do tumor intraprostatico, resultando em estadio T2 + (incisao
capsular). Este estadio indica que em outra parte o tumor esta confinado ao
orgao, ainda que nao se possa determinar se existe extensao extraprostatica
na regiao da incisao dentro da préstata, ja que a borda prostatica foi deixada
no paciente (MONTIRONI et al. 2009).

A presenca de MCP esta associada a um aumento no risco de
permanéncia local da doenca com consequente RB e maior taxa de
tratamento secundario. Trabalhos recentes demonstraram que o volume
cirargico e a experiéncia do cirurgiao também influenciam esta taxa. MCPs
sdo em geral mais frequentes em: apice prostatico e ou uretra membranosa
(40 a 60%), prostata posterior (40%), base da préstata (20%) e colo vesical
(6%) (CORRADI et al. 2009).

Uma incisdo acidental na prostata e no tumor, em que este nao
ultrapassa a capsula, frequentemente é relatada como MCP em 70% das
vezes no apice prostatico, podendo representar artefato da secgao do apice.
Outro local que comumente pode apresentar uma falsa MCP, é no estroma
fiboromuscular que recobre anterior e antero-lateralmente a préstata, onde a
transeccdo pode se apresentar como sendo uma incisdo capsular
comprometida. MCPs tipicamente resultantes de incisbes capsulares sao
geralmente identificadas nas margens posteriores e na por¢cdo média da
glandula. Por sorte ndo ha correlagdo de MCPs resultantes de incisdes

capsulares com maior risco de progressao tumoral pés-PR.
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A progressao tumoral € consideravelmente maior em pacientes com
MCP verdadeiras do que naqueles com MCN. A probabilidade de sobrevida
livre de progressdo aos 5 anos pés-PR é estimada entre 81 a 83% para
MCN, diminuindo para 58 a 64% para os casos com MCP. A multiplicidade e
a extensado das margens positivas sao consideradas como fortes fatores de
risco para progressao tumoral quando comparadas entre margem solitaria
ou margens focalmente positivas. Da mesma forma, margem positiva no colo
vesical indica um risco maior de RB. Tumores que apresentem multiplas
margens positivas refletem doenga de alto grau ou estadio, podendo haver
metastases ocultas a distancia, apesar de terem sido considerados como
sendo doenca clinicamente localizada. Portanto MCP pode indicar a
possibilidade de recorréncia local, mas isto ndo exclui doenca disseminada
oculta, pois podemos relacionar uma RB pds-PR em homens com CaP
escore de Gleason 7 e MCP, associados com metastases a distancia ou
recorréncia local. A radioterapia externa apés aumento do nivel do PSA, nao
apresentou respostas satisfatorias de controle da doencga, em casos de
escore de Gleason >7 e MCP, portanto deve-se considerar a indicacao de
terapia hormonal adjuvante.

Com MCP, na auséncia de envolvimento linfonodal, com vesiculas
seminais negativas e escore de Gleason <8, pode ocorrer a RB em um
periodo de tempo maior que um ano pos-PR, predizendo recorréncia local.
Estes pacientes podem se beneficiar de radioterapia externa adjuvante.

Tanto imediata quanto postergada, tende a diminuir os niveis de PSA
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observando-se melhora nas taxas de sobrevida livre de progressao
bioquimica em 5 anos, mas sem melhora nas taxas de sobrevida global.

Este estudo conclui, que apesar da importancia das MCPs, outras
variaveis incluindo extensao extraprostatica, invasdo das vesiculas seminais
ou dos ganglios linfaticos, escore de Gleason, tempo de duplicagdo do PSA,
podem alterar negativamente o progndstico. Embora ainda n&o exista
consenso sobre o tratamento das MCP existem evidéncias que a
radioterapia pode trazer beneficios em casos selecionados (KHAN e
PARTIN 2005).

ALGABA (2008) ressalta o importante papel do anatomopatologista
no estudo das bidpsias prostaticas quanto da peca da PR, observando que
além do escore de Gleason, o estadiamento dado pelo estudo da peca é um
importante fator progndstico. Cita um estudo de 552 pecas de PR, onde
houve alto indice de concordancia entre os patologistas envolvidos neste
estudo, quanto a invasao das vesiculas seminais (94%), e de apenas 57,5%
em relagdo a comprovagcao da invasdo do tecido adiposo periprostatico.
Considera este resultado fruto de uma hipervalorizacdo da observacao da
zona de invasao, mas sendo mais significativos: a falta de consenso nesta
descricao, pois existem critérios diferentes para estabelecer esta invasao por
falta de limites anatébmicos nitidos entre a préstata e seu envoltorio,
enquanto alguns consideram o carcinoma ser extraprostatico apenas se
houver contato direto com o tecido adiposo extracapsular, enquanto outros
acham glandulas malignas no tecido fibroso fora do eixo da area

extraprostatica (periprostatica ou no feixe neurovascular), mesmo sem tecido
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adiposo, preenchendo os requisitos para relatar como tumor presente em
extensao extraprostatica.

VAN DER KWAST et al. (2006) relatam indice de MCP em 69,4% no
produto de PR, também relacionado aos critérios adotados pelos
anatomopatologistas. Estes definem que MCP s6 pode assim ser
considerada, se o tumor estiver em contato direto com a tinta demarcatoria
dos limites da peca, sendo que devem ser considerados MCN quando a tinta
nao esta em contato com a neoplasia independente da distancia para a
superficie pintada, e este dado nao afetara a evolucao apdés a PR. Existem
areas de retracao tecidual, ou segmentos de ressecgao cirurgica da fascia
periprostatica, onde a tinta ndo cobrira as areas de delimitagao externa, nao
sendo, portanto consideradas margens auténticas. Separadamente,
laceragdes capsulares durante o ato cirurgico pode resultar em falsas
margens positivas.

Estas discrepancias entre os patologistas podem influenciar no

diagndstico de margens positivas e negativas (Figuras 1 e 2).
Relatam estudos onde MCPs tém o mesmo impacto na RB quanto a invasao
periprostatica, ndo encontrando correlagdo entre extensdo da margem
positiva e a RB, e que MCPs sao mais preditoras de RB do que quando
existente extensio extraprostatica.

Concluem que quando relatadas MCPs o mais importante, € avaliar
qual o risco do paciente em ter focos residuais do carcinoma na loja
prostatica, pois sabemos que MCPs n&o necessariamente significa ter

cancer residual, pois séo citados casos de MCPs seguidos por 10 anos em
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que ocorreu RB em 52% dos casos, mas s6 foi possivel documentar recidiva
local em 6% destes casos.

Questionamentos restam a serem elucidados sobre porque MCPs
nem sempre representam doenca residual, e nestas situagdes, se estas
poderiam ser margens falso positivas, ou se pequenos focos de cancer
residual poderiam ser destruidas por isquemia ou inflamacao a ponto de nao
evoluirem com RB e doencga tumoral local.

A significancia prognéstica ndo sera a mesma se a margem esta
diretamente sobre o carcinoma sem evidéncia de invasao do tecido adiposo,
ou se existe uma invasdo deste na area da margem positiva, além da
constatagdao anatomopatolégica de uma margem positiva ser lisa o risco de
carcinoma residual € de 12,5% comparada a 60% quando a margem for
microscopicamente irregular.

Séries recentes demonstraram que a incidéncia de 30,6% de RB foi
encontrada em casos de margens positivas lisas contra 65,5% em margens

irregulares (ALGABA 2008).
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Fonte: ALGABA (2008)
Figura 1 - Margem cirurgica positiva sem tecido adiposo. A tinta esta sobre o

adenocarcinoma da prostata

Fonte: ALGABA (2008)
Figura 2 - Margens negativas. A: com tecido adiposo, B: sem tecido adiposo, C: com

minima distancia fibrosa do adenocarcinoma com a margem pintada.
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A importancia das margens cirurgicas € bem descrita por LI et al.
(2009) que avaliaram os seus resultados em 1398 PR laparoscopicas
roboticas, encontrando 243 casos (17%) com margens positivas e entre
estes 25% tendo multiplos focos de MCP. Verificaram que pacientes com
MCP apresentavam valores pré-operatorios de PSA significativamente
maiores; maior grau de Gleason nas bidpsias, maior estadio patoldgico,
maior escore de Gleason na peca de PR, definindo como RB um PSA poés-
operatorio >0,1 ng/ml. Houve também uma maior taxa de RB quando MCP
(11%) do que quando MCN (3%), desta forma em analise regressiva simples
de Cox, MCP foi estatisticamente significativa preditora da ocorréncia de RB
(p<0,001). Quanto as taxas de MCP em relagdo ao estadio clinico, estas
foram encontradas no estadio pT2 em 11% (120/1100) e quando pT3 em
41% (123/298). Quanto a dimensdo das margens, as MCP foram divididas
em categorias como sendo <1mm, entre 1- 3 mm e >3 mm, com respectivas
frequéncias de 44%, 33% e 23%. A taxa de RB foi significativamente maior
quando a MCP apresentava dimensdo >3 mm sendo que as MCP foram
localizadas em topografia postero-lateral em 45% dos casos, apical em 29%,
colo vesical em 6%,e anterior em 2%. A dimensdo, mas nao a localizagao
das MCPs, ou a presenga de multiplos focos, foi fator preditor significante de
RB. Concluem que MCP é fator independente prognéstico de RB p6s-PR,
em conjunto com valores pré-operatérios do PSA, escore de Gleason e
estadio patologico, além de que a dimensdo total das MCP é fator

significante e independente de RB, mas n&o seu numero ou localizagao,
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sendo que dimensionar estas MCP pode estratificar pacientes com risco de
RB poés-PR.

O relato no exame anatomopatolégico de MCPs é um importante
elemento a ser considerado pois pode significar uma probabilidade maior de
RB ou de RC (BOORJIAN et al. 2010).

A minima incidéncia de MCP é considerada o ponto culminante a ser
atingida na curva do aprendizado cirurgico em PR.

Estudo analisando 7.765 pacientes tratados por PR por via aberta
retropubica, calcularam a curva de aprendizado e a probabilidade de MCPs
e a RB em 5 anos. A incidéncia de MP foi identificada em 2.059 pacientes
(27%), e foi fortemente associada com a experiéncia do cirurgido, sendo os
extremos de 40% de MCP para o cirurgido em seus primeiros 10 casos e
25% para os que fizeram mais que 250 procedimentos. Houve pouca
concordancia entre margens cirurgicas e taxas de RB, concluindo que se
deve procurar o minimo de margens positivas, como indice de melhora da
aptidao cirurgica, e a presengca de MCP nao foi considerada um item
importante a ser considerado no controle do cancer, ja que nos casos onde
houve mais MCP, apenas 58% dos casos evoluiram para RB (VICKERS et
al. 2010).

Em outro estudo analisando a evolucdo de 7.725 pacientes, p6és-PR
aberta retropubica, quanto a performance de sete cirurgides experientes,
constataram taxa de RB em 5 anos menor que 10%, enquanto que 5 outros

cirurgides ainda em formacdo, tiveram esta taxa superior a 25%,
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evidenciando a importancia da cirurgia oncologicamente bem realizada nos
resultados finais (BIANCO et al. 2010).

A incidéncia de MCP em PR por via laparoscépica em 220 pacientes
foi de 20% dos casos independente do estadio tumoral, sendo que quando
quantificados no estadio pT2c a taxa foi de 11,5% (WAGNER et al. 2005).

A casuistica do Hospital Montsouris (Paris-Franga) usando a via
laparoscopica na PR mostrou que em 182 pacientes operados no estadio T1
(35%), T2 (62%), T3 (2%), com média do PSA de 8,2 ng/ml, obtiveram 66%
dos pacientes com MCN e 34% com MCP, sendo que apds 24 meses em 96
pacientes avaliados, apenas 12 (12,5%) apresentavam PSA detectavel
(WANG e WALDEN 2005).

O impacto de MCP p6s-PR pode ser considerado como fator preditivo
independente de RB em pacientes com CaP de intermediario e de alto risco.
Pacientes com doenga de baixo risco tem uma evolugdo a longo tempo,
favoravel, independente de terem MCP e podem ser candidatos a conduta

expectante (ALKHATEEB et al. 2010).

1.5 RECIDIVA BIOQUIMICA

Cerca de 15% a 40% dos pacientes portadores de CaP localizado,
apresentam RB pés-PR. A deteccdo do local da recidiva, se pélvica ou a
distancia, € fundamental para a definicdo do tratamento complementar.

Variaveis clinicas e anatomopatologicas, que incluem a graduagao

histologica de Gleason; a presenca de extens&o extraprostatica do tumor; o
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comprometimento das vesiculas seminais; a presenga de margens cirurgicas
e especialmente, o tempo e padrédo de recidiva do PSA, ajudam a predizer
se a recidiva sera local ou sistémica.

Apds seis semanas da cirurgia, os niveis de PSA total devem atingir
valores proximos de zero, podendo ter um pequeno numero de pacientes
com tecido benigno residual nas regides apicais ou junto ao colo vesical, que
manterdo niveis baixos de PSA, valores estes que poderdo aumentar
lentamente. Valores elevados do PSA total devem ser considerados
indicativos de recidiva ou persisténcia tumoral e variam desde >0,1 até >0,4
ng/ml.

Ha relato de que 100% dos homens com niveis de PSA >0,4 ng/ml
pos-PR apresentem recidiva tumoral, entre 6 e 49 meses, propondo entdo
que este seja o valor mais apropriado para caracterizagdo de RB, pois
quando valores de 0,2 ng/ml sdo considerados, somente 49% dos pacientes
apresentam elevagao progressiva do PSA em 3 anos. Demonstrou-se que
100% dos pacientes com valores >0,2 ng/ml apresentam elevagao
progressiva do PSA total em 3 anos (FONSECA et al. 2007).

Consenso europeu recomenda que RB pds-PR caracterize-se por
elevagcdo do nivel do PSA >0,2 ng/ml, seguido por outra elevagao
subsequente (BOCCON-GIBOD et al. 2004). Para pacientes tratados por
radioterapia externa, intersticial, ou ambas, sem hormonioterapia adjuvante,
RB deve ser considerada quando existir trés elevagdes consecutivas do
PSA, utilizando-se o nadir (menor valor atingido apds o tratamento) como o

valor de base 20,2 ng/ml (ROACH et al. 2006).
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Em um estudo da histéria natural da elevacédo progressiva do PSA
pos-PR, um grupo de 329 pacientes que apresentou RB e que nao recebeu
tratamento complementar, foi seguido por 10,5 anos apenas com CO anual.
A recidiva bioquimica foi definida como PSA no pds-operatério >0,2 ng/ml. A
mediana do tempo para aparecimento de metastases dsseas foi de 7,5 anos.
Estes pacientes foram entdo tratados com bloqueio androgénico e a
mediana do tempo de sobrevida foi maior que 6,5 anos. Em analises
multivariadas, RB antes do segundo ano apoés a cirurgia, escore de Gleason
>7 e tempo de duplicacdo do PSA <10 meses, foram fatores preditivos para
o0 aparecimento de metastases Osseas (POUND et al. 1999) (Projeto
Diretrizes - Cancer de Préstata Localizado: Progressdo Bioquimica (PSA)
apos tratamento) (SADI et al. 2006).

Procurando associar o valor prognéstico da presengca de MCPs com a
RB, HASHIMOTO et al. (2008) analisaram retrospectivamente 238 pacientes
com CaP que foram submetidos a PR e linfadenectomia bilateral num
periodo de 20 anos, definindo RB como aumento de um PSA indectectavel
para 20,2 ng/ml. Encontraram em 82 pacientes (34,4%) MCPs. Em andlise
multivariada, o PSA pré-operatério 210 ng/ml, estadio clinico 2pT2a, e
porcentagem das bidpsias positivas 235% foram parametros que puderam
predizer uma MCP.

Na média de seguimento de 31,2 meses, 48 pacientes (20,2%)
desenvolveram RB. A taxa de sobrevida livre de RB em 5 anos foi de 81,7%
e de 62,6% em pacientes com MCN e MCP, respectivamente (p< 0,001). O

PSA pré-operatério 220 ng/ml e/ou estadio patoldgico pT3a/pT3b foram
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fatores de risco significativos para RB em pacientes com MCP, concluindo
que estes pacientes terdo risco maior de RB em comparagao com os que
tiveram MCN, associados aos valores do PSA e do estadio tumoral.

A probabilidade de ocorrer RB pods-PR por CaP clinicamente
localizado, foi estudada por HAN et al. (2003), retrospectivamente por 17
anos na evolucao de 2091 pacientes submetidos a PR e linfadenectomia
bilateral por CaP estadio clinico pT1c ou T2, e escore de Gleason = 5.
Considerando como RB quando o PSA 20,2 ng/ml obtiveram como
resultados que a média de seguimento foi de 5,9 anos (1 a 17), e onde 360
homens (17%) apresentaram RB. As taxas de sobrevida livres de RB em 5,
10 e 15 anos foram de 84%, 72% e 61%, respectivamente. O risco relativo
de RB pés-PR diminuiu com o tempo mesmo apdés terem sido ajustados para
outros parametros perioperatérios. Como variaveis pré-operatorias
significativas foram identificados o escore de Gleason nas biopsias pré-
operatdrias, o estadio TNM, e o PSA. Como variaveis pos-operatorias
identificaram o escore de Gleason na peca, niveis do PSA, e estadio
patoldgico (doencga confinada ou nao na glandula) encontrando que 50%
apresentavam tumor confinado, enquanto MCN com extensdo
extraprostatica e escore de Gleason <7 foram identificados em 15%;
extensao extraprostatica, escore de Gleason 27 e MCP em 5%; MCN com
extensao extraprostatica e escore de Gleason 27 em 15%; e MCP, extensao
extraprostatica e escore de Gleason 27 em 6%.

KIM et al. (2010) analisaram retrospectivamente as taxas de

sobrevida livre de tumor, RB e sobrevida cancer especifica, num periodo de
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19 anos, em 1822 pacientes submetidos a PR e linfadenectomia bilateral.
Analisaram prontuarios de 1324 pacientes, com média de idade de 64,4
anos e média dos niveis do PSA de 12,3 ng/ml, correlacionaram idade, nivel
do PSA pré-operatdrio, escore de Gleason nas bidpsias pré-operatérias e na
peca, estadio patoldgico, margens cirurgicas, progressdo da doenga e
sobrevida, tendo como resultados: média de seguimento de 40 meses
(variagdo de 6-193), taxas de sobrevida livre de RB aos 5 e 10 anos
respectivamente de 73,2% e 66,2%, e as taxas de sobrevida cancer
especifica aos 10 anos foi de 92,4%. A média de tempo para ocorrer a RB
apos a PR foi de 18 meses. Em analise multivariada, o escore de Gleason
4+3 vs. 2-6, 8-10 vs. 2-6 , o0 estadio patoldgico pT3a vs. pT2, pT3b-4 vs. pT2,
pN1 vs. pT2, e a presenga de margens cirurgicas foram preditoras
estatisticamente significantes de RB, sendo que apenas o estadio patoldgico
pT3b-4 vs. pT2 e pN1 vs. pT2 foi preditor significante em relagdo a sobrevida
cancer especifica. Concluem que a PR resulta em controle favoravel no
controle do cancer em mais de 70% dos casos apds cinco anos e tem uma
baixa taxa (<10%) de mortalidade cancer especifica apdés 10 anos. Os
principais fatores preditivos de RB foram: escore de Gleason, estadio
patoldgico e comprometimento das margens cirurgicas em 30,4% dos casos.

A RB definida entao pelo aumento progressivo dos niveis plasmaticos
do PSA pds-PR, pode ter variagdes deste valor entre instituicdes, a partir da
dosagem >0,2ng/ml (Guidelines for localized prostate cancer- Update,
American Urological Association) (COOKSON et al. 2007) ou para outros

>0,4 ng/ml, sendo que em alguns centros esta medida passa a ser
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representativa quando >0,1 ng/ml em dois exames consecutivos sendo
considerada uma evolugao da doenca. A escolha dos pacientes candidatos a
tratamento complementar € baseada na possibilidade ou ocorréncia de RB e
pode significar a cura ou a progressao para RC. Devem ser analisados os
indices de PSA, o escore de Gleason, o tempo de duplicagdo do PSA, a
presenca de margens positivas, a invasdo das vesiculas seminais, para
decidir a melhor conduta, ja que existem 12 diferentes modos de se
interpretar a RB, sem um consenso ainda bem definido (CRONIN et al.

2010).

1.6 RECIDIVA CLINICA

A recidiva clinica (RC) pode ser definida como sendo a evolugéo da
RB, apods falha no tratamento desta, caracterizando doenga localmente
recidivada ou disseminada, sintomatica ou ndo, dependendo do
acometimento 06sseo, hepatico, pulmonar, e das alteracbes sobre o
organismo.

Extensdo extraprostatica do tumor, margens cirurgicas positivas e
escore de Gleason <7 correlacionam-se com recidiva pélvica local, tardia,
geralmente apds 1 a 3 anos pés-PR, enquanto que invasdo das vesiculas
seminais, comprometimento linfonodal e escore de Gleason >7 com doencga
disseminada, precoce, menor do que 18 meses, sendo em geral o PSA

detectavel <1 ano apds a cirurgia, o tempo de duplicacdo do PSA <10
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meses, e a velocidade da duplicagdo do PSA >0,75 ng/ml por ano
(FERREIRA et al. 2005).

Em artigo de revisdo, FONSECA et al. (2007) ponderam que os
pacientes com diagnéstico de RB constituem um grupo bastante
heterogéneo em relagdo ao desenvolvimento de doenga metastatica. Citam
estudo da histéria natural dos pacientes com RB pés-PR, trabalho de
POUND et al. (1999) e atualizado na ASCO de 2003, onde avaliaram 329
pacientes com diagnostico de RB, de um total de 3.263 pacientes
submetidos a PR entre 1982 e 2002 ressaltando que os pacientes nao
fizeram uso de hormonioterapia até o diagndstico de doenga metastatica. A
mediana do tempo para o desenvolvimento de doenga metastatica foi de 7,5
anos e a mediana do tempo entre o diagndstico de metastase e o ébito foi de
6,5 anos. Os principais fatores preditores da probabilidade e do tempo para
o desenvolvimento de doenga metastatica foram: o escore de Gleason (5-7
vs 8-10), o tempo para o diagndstico de RB (>2 anos vs <2 anos) e o tempo
de duplicacdo do PSA (>10 meses vs <10 meses).

Outros estudos citados nesta revisdo, também determinaram o risco
da RC analisando-se o tempo p6s-PR em que ocorreu RB e o tempo que
levou para ocorrer a duplicacdo do PSA, quanto menores, piores. Em outros
estudos, o alto escore de Gleason e o menor tempo de duplicacdo do PSA
foram os fatores significativos da possibilidade da evolugao tumoral para RC.

Os dados indicam que a maior parte das recidivas bioquimicas nestes

casos poderia ser manifestacdo antecipada da doenca metastatica.
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POUND et al. (1999) reportaram que apdés a RB, aproximadamente
um terco dos pacientes apresentam doenca localizada e dois tercos doenca
metastatica, acompanhada ou nao de recorréncia local.

Outros investigadores também relatam uma baixa incidéncia de
recidiva local isolada, variando de 10 a 25%. Portanto, varios investigadores
reforcam a importancia de fatores histolégicos bem como os ligados a
cinética do PSA para a distingao entre uma recidiva local e a sistémica (RC).
Sabe-se que em um paciente com escore de Gleason >7, com RB que
ocorre em menos de dois anos do tratamento definitivo e tempo de
duplicagcao do PSA menor do que seis meses, a probabilidade de recorréncia
local exclusiva é muito baixa.

STEPHENSON et al. (2006b) procuraram normatizar a definicdo de
RB e a probabilidade de sobrevida livre de progressao e seu risco de doenga
metastatica com subsequente progressao (RC), que varia muito dependendo
do critério adotado tendo-se como referéncia o PSA.

Para tanto analisaram dez definicbes de RB para identificar a que
melhor explicaria a progressdo metastatica usando dados de 3125 pacientes
operados em sua instituicio desde 1985, onde 75 desenvolveram
metastases a distdncia numa média de seguimento de 49 meses. Para
predizer esta progressao usaram as informagdes clinicas em analise de
regressao multivariavel de Cox. RB foi incluida neste modelo como co-
variavel dependente de tempo, e assim criaram varios modelos para cada
definicdo. A probabilidade de sobrevida livre de progressdo da RB em 10

anos variou de 63% a 79%, dependendo da definicdo de RB. O modelo
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contendo RB definido como um PSA no minimo de 0,4 ng/ml seguido de
outro aumento, foi a que melhor explica a progressao metastatica, sendo
associada a alta probabilidade de terapia secundaria subsequente,
progressao continuada e rapida duplicagao do PSA.

Concluem como sendo RB representado por um valor de PSA no
minimo de 0,4 ng/ml, seguido de outro aumento na sequéncia, como melhor
explicacao para correlacionar o aparecimento de metastases distantes, apdos

controladas as variaveis clinicas, e o uso de terapia adjuvante secundaria.

1.7 BIOMARCADORES PREDITIVOS DA EVOLUGAO

A possibilidade de contar com dados que possam predizer a evolugao
indicando tratamento complementar em pacientes portadores de CaP com
MCPs p6s-PR precocemente, ou apenas quando ocorrer a RB, estimulou a
pesquisa através de estudos imunoistoquimicos, para identificacdo de
biomarcadores preditivos desta potencial progresséo.

SHARIAT et al. (2008) estudaram niveis plasmaticos pré-cirurgicos de
marcadores bioldgicos para correlacionar estes dados com RB em pacientes
com CaP, assim podendo, dependendo dos resultados, instituir terapia
adjuvante ou neoadjuvante mais efetiva e precoce, naqueles que
apresentassem recidiva, comparando estes dados com o0s bem
estabelecidos dados de prognostico de RB, como estadio clinico, escore de

Gleason nas biopsias e PSA pré-operatorio.



35

Analisaram os indices plasmaticos de TGF-h1, interleucina - 6 (IL-6),
receptor soluvel de IL- 6 (slL - 6R), Fator de Crescimento Vascular Endotelial
(VEGF), molécula-1 de adesdo celular vascular (VCAM-1), endoglina,
ativador de plasminogénio tipo uroquinase (UPA) e o receptor desta uPA,
através de exames imunoistoquimicos em 423 pacientes submetidos a PR e
linfadenectomia bilateral, por CaP localizado. Tiveram como resultados em
analise multivariada que TGF-h1, slL-6R, IL-6, VCAM-1, VEGF, endoglina e
uPA estavam associados significativamente com RB. O modelo multivariavel
contendo variaveis clinicas consagradas, sozinho, teve uma acuracia de
71,6%. A adicado dos resultados destes biomarcadores aumentou a acuracia
na predicdo em 15%, chegando a 86,6% (p<0,001), assim possibilitando
aconselhar os pacientes com risco mais precoce de RB, a um tratamento
adjuvante mais imediato pos-PR.

Pesquisadores conseguiram determinar com acuracia, entre 323
pacientes estudados, aqueles com maior probabilidade de RB pés-PR.
Evidenciaram que nas prostatas que apresentavam altos indices de
receptores androgénicos, detectados por imunoistoquimica, o tempo da RB
foi menor, predizendo este fato com alto indice de acerto, apresentando
sensibilidade de 96% e especificidade de 72%. Expandindo este estudo
empregando multiplos ensaios de imunofluorescéncia, e analisando agora
682 pacientes, repetiram os achados que demonstraram sensibilidade de
77% e especificidade de 72%. Elegeram o receptor de androgénio junto com
cinco achados clinico-patoldégicos (invasdo da vesicula seminal, escore de

Gleason na bidpsia, extensdo extracapsular, PSA pré-operatério, e escore
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de Gleason dominante da pecga prostatica final), bem como dois achados
histolégicos (textura dos nucleos epiteliais e citoplasma em redor do tumor),
como a plataforma para poder conferir progndsticos de RB em pacientes
operados por CaP submetidos a PR (CORDON-CARDO et al. 2007).

BEDOLLA et al. (2007) detectaram por estudos imunoistoquimicos em
tecido prostatico parafinado, de pacientes submetidos a PR por CaP, que a
perda da expressdo da fosfatase supressora de tumores e a delegcdo da
tensina homologa no cromossomo 10 (PTEN), e a fosforilagdo da proteina
de sobrevivéncia celular Akt (pAkt), previram a RB, num prazo de 60 meses.
Notaram que PTEN n&o foi um bom preditor, entretanto em combinagao com
pAkt comportou-se melhor nesta funcdo, comparado sé com a pAkt, e viram
também que 90% de todos casos com alto pAkt e PTEN negativo
apresentaram RB, enquanto que 88,2% daqueles com baixo pAkt e PTEN
positivo ndo tiveram RB. Em adicao, escore de Gleason elevado resulta em
protecao reduzida por menor indice de pAkt e aumento do PTEN.

Concluiram que a perda da expressao do PTEN, junto com aumento
da fosforilagcdo do Akt, e o escore de Gleason sido de significante valor na
predicdo ao tempo da PR, para risco de RB.

Estudando o biomarcador Clusterina, glicoproteina sulfatada
secretora do sistema ubiquitina, PINS et al. (2004) aventaram a possibilidade
desta poder ser preditora de RB em pacientes com CaP, cujo escore de
Gleason era intermediario, considerado grupo dificil de prever a evolugao
pos tratamento em comparacdo com aqueles que apresentam baixo ou alto

indice de malignidade pelo mesmo escore. Em trés grupos de pacientes,
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foram separados aqueles que apresentaram RB nos 3 primeiros anos pos-
PR, e os outros dois grupos foram os que nao apresentaram RB, 5 e 10
anos pos-PR. Utilizando um anticorpo monoclonal especifico para Clusterina
e analisando em quatro sitios do tecido prostatico estudado, notaram que a
coloracao de células epiteliais prostaticas, benignas como as malignas, nao
mostraram relacéo significante entre os trés grupos. Mas a coloragdo das
células estromais, em torno de células benignas e malignas evidenciou
significativa diferenca entre os pacientes que apresentaram RB e aqueles
que nao apresentaram RB em seguimento de 10 anos, portanto qualificaram
a Clusterina como um interessante biomarcador.

Outros pesquisadores estudando a Myosina VI, vetor actinico que se
move na dire¢cdo do terminal minus do filamento de actina, em uma diregao
oposta as demais miosinas, através de técnicas de expressao por TMA, a
promoveram com um dos importantes genes que demonstram uma hiper
expressao cancer especifica em tecidos prostaticos.

A expressao da proteina Myosina VI positivamente se correlaciona
com a presenga de receptores de andrégenos. A pequena interferéncia
mediada por RNA Myosina VI nocauteadores, em células da linhagem
LNCaP do cancer prostatico resultaram “in vitro” em diminuigdo da migragao
e formagao de colbnias soft-agar. Deple¢cdo na expressao de Myosina VI
também foi acompanhada por uma expressao génica global refletiva do
potencial atenuado tumorogénico, como evidenciado por uma indugao dez
vezes maior de TXNIP (VDUP1), um supressor tumoral que normalmente se

apresenta com baixa expressdo em cancer prostatico. Estes resultados



38

suportam o papel critico que a Myosina VI tem na manutengdo das
propriedades malignas no CaP (DUNN et al. 2006).

Na mesma linha de pesquisa, outros pesquisadores realizaram
hibridizagao "in situ” por fluorescéncia para a deteccdo da perda do gene
PTEN e rearranjo no gene ERG/ETV1 em 308 pacientes portadores de CaP
tratados de forma conservadora. Evidenciaram que o rearranjo de
ERG/ETV1 sozinho e a perda do gene PTEN sozinho, falharam em mostrar
um caminho para sobrevivéncia celular, mas houve forte interacdo entre
estes dois acontecimentos. O maior grupo de pacientes (54%) que tiveram a
perda do gene PTEN e perderam o rearranjo de ERG/ETV1 tiveram um bom
prognostico exibindo uma sobrevida cancer especifica favoravel (85,5%
vivos aos 11 anos de seguimento). A presencga da perda do gene PTEN na
auséncia de rearranjos genéticos de ERG/ETV1 identificaram uma
populagao (6%) com menor sobrevida cancer especifica, que foi altamente
significante (13,7% vivos aos 11 anos de seguimento) (REID et al. 2010).

Foi publicada uma lista de biomarcadores com interagdao no CaP e
suas respectivas possibilidades de uso clinico (SARDANA et al. 2008). Entre
0s mais importantes destacamos: KLK2 (preditor de diagndstico e
prognéstico de extensdo extra capsular, volume tumoral e RB); PSMA
(marcador de imagem e alvo para terapia); KLK11 (preditor precoce de CaP
no soro); PCA3 (marcador urinario para detec¢cao de CaP); EPCA/EPCA2
(detecgdo imunoistoquimica, marcador sérico para metastases de CaP
disseminadas); AMACR (aumenta a detec¢do de anticorpos no CaP,

deteccdo imunoistoquimica, prognostica de RB); uPA/uPR (aumento sérico
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ou tecidual predizem RB e metastases); IGF/IGBP — IGF1 (aumenta pouco
no soro em CaP, IGFBP concentra inversamente /progressdao CaP);
TMPRSS2/ERGETV1 (aumenta na urina no CaP e PIN, gene fusao presente
no CaP por FISH); TGF-f1 (aumento imunoistoquimico € no soro com
progressao do CaP e RB); EZH2 (expressao génica no tecido de CaP prediz
progressao tumoral); GSTP1 (detec¢do urinaria de gene promotor de
hipermetilagdo indicando necessidade de bidpsia); PSP94 (prediz escore
Gleason, MP, RB e recidiva tumoral local); CRISP3 (aumenta sua expressao
imunoistoquimica em tecidos com PIN, prediz RB independente);
Chromogranin A (monitoragdo de pacientes com CaP andrégeno-
independente e diferenciacdo neuroenddcrina); Peptideo liberador de
progastrina (idem ao anterior); E-caderina (expressao diminuida no CaP
relaciona-se a pior estadio e sobrevida reduzida); Annexin A3 (produgéo
diminuida no CaP, marcador de risco de progndstico); PSCA (marcador
imunoistoquimico associado a escore Gleason e estadio, alvo terapéutico);
Hepsina (detecgdo imunoistoquimica de PIN e CaP comparada com
hipertrofia benigna); IL-6 (aumento na concentracdo sérica nos estadios
finais do CaP).

Correlacionando processos fisiopatolégicos e seus biomarcadores e
moléculas chave, QUINN et al. (2005) enumeraram os principais
biomarcardores para estudo, diagndéstico e predicdo de eventos tumorais em
CaP: Apoptose (p53; Bcl-2); Sinalizador de receptor androgénico (AR,
possivel via de transdugao de sinal); Transdugao de sinalizagcéo (familia de

receptores de fator crescimento epidérmico); Regulagédo do ciclo celular (c-
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Myc, p16™4 p27"*" pRb, indice de apoptose, Ki67); Adesdo e Coesdo
celular (E-caderina, a-catenina, metaloproteinases, sulfato condroitina);
Angiogénese (VEGF- fator crescimento endotelial, Receptores VEGF,

Sintases do 6xido nitrico.

1.7.1 iNOS - Sintase Oxido Nitrico Induzivel

Oxido nitrico sintases (INOSs) sdo uma familia de enzimas que
catalisam a produgao de 6xido nitrico (NO) a partir de L-arginina.

O o&xido nitrico (NO) constitui uma das dez menores moléculas
existentes e € uma das mais simples moléculas biossintetizadas. O NO é um
radical livre, gasoso, inorganico, incolor, que possui sete elétrons do
nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um elétron desemparelhado sendo
considerado um mensageiro celular com capacidade de difusdo nos meios
aquosos e lipidicos das membranas celulares, e participa de varios eventos
fisiolégicos, nos sistemas cardiovascular, nervoso e imunoldgico.

No organismo, portanto o NO age como uma molécula sinalizadora,
que passa através da membrana celular rapidamente para regular a
atividade de proteinas intracelulares especificas.

A sintese do NO resulta da oxidacdo de um dos dois nitrogénios
guanidino da L-arginina, que é convertida em L-citrulina. Esta reagédo é
catalisada pelas isoformas da enzima NO-sintase (NOS). Estudos
bioquimicos e analise sequencial de aminoacidos revelaram que estas

isoformas representam uma familia de proteinas e, aparentemente, sao
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produtos de trés genes distintos no cromossomo 7 (eNOS), 12 (nNOS) e 17
(INOS).

As isoformas da NOS s&o agrupadas em duas categorias, a NOS
constitutiva (c-NOS), dependente de ions calcio (Ca++) e de calmodulina,
que esta envolvida na sinalizagdo celular, e a NOS induzivel (i-NOS),
produzida por macrofagos e outras células ativadas por citocinas. A ¢c-NOS e
a i-NOS diferem quanto ao peso molecular, a forma de ativagcdo e a
capacidade de sintese de NO e ja foram caracterizadas, purificadas e
tiveram os genes clonados.

A i-NOS 2 é caélcio independente, ndo é expressa sob condicbes
normais, € induzida por estimulos imunoldgicos, citocinas e/ou endotoxinas
em uma variedade de células, incluindo-se macrofagos, linfécitos T, células
endoteliais, midcitos, hepatdcitos, condridcitos, neutréfilos e plaquetas. Esta
isoforma requer algumas horas para ser expressa, mas, uma vez sintetizada,
libera quantidades maiores de NO que a ¢c-NOS e a producéao deste continua
indefinidamente até que a L-arginina ou os co-fatores necessarios para sua
sintese sejam depletados ou ocorra a morte celular. Diferente da NOS-1 e
NOS-3 que produzem baixos niveis de NO, a NOS-2 pode produzir € manter
altos niveis de NO.

O NO resultante da ativagcdo da i-NOS possui agao citotdoxica e
citostatica, promovendo a destruicdo de microrganismos, parasitas e células
tumorais. A citotoxidade do NO resulta da sua ag¢ao direta ou da sua reacao

com outros compostos liberados durante o processo inflamatério. A base
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bioquimica para a acao direta do NO consiste na sua reagdo com metais
(especialmente o ferro) presentes nas enzimas do seu alvo.

Desta forma, sao inativadas enzimas cruciais para o ciclo de Krebs,
para a cadeia de transporte de elétrons, para a sintese de DNA e para o
mecanismo de proliferacdo celular. O NO pode mediar mutagdes no DNA
por trés possiveis mecanismos: formacédo de nitrosaminas carcinogénicas
(nitrosaminas, S-nitrosotiol); ou pela modificagao direta do DNA, nao por NO,
mas por RNOS; ou por inibicdo dos sistemas de reparo do DNA, mediada
por outras substancias genotdxicas. Alguns RNOS podem mediar quebras
nas cadeias do DNA (DUSSE et al. 2003).

O estresse oxidativo pode também mediar dano no DNA. A oxidagao
induzida por RNOS é mediada, primariamente, pela formagao de peroxinitrito
(ONOOQO") proveniente da reagao do excesso de NO com superdxido, que é
ativado pelos macréfagos e, podem desta maneira, causar quebras nas
cadeias do DNA, pois o peroxinitrito € um potente agente nitrosilante e
nitrante, podendo reagir com as tirosinas livres ou ligadas a proteinas,
produzindo nitrotirosina, que por ser mais estavel, sua mensuragao tecidual
€ considerada um marcador de formacgao do peroxinitrito e da atividade das
NOS, além de ser estimulador da atividade da ciclooxigenase (COX),
portato, quando em excesso, o NO pode induzir efeitos mutagénicos ou
citotoxicos (LANDINO et al. 1996).

Primeiro, o NO reage com anion superoxido para formar uma

molécula citotéxica, o peroxinitrito, sendo que a sua decomposi¢ao resulta
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na formacao do radical altamente téxico e reativo, o hidroxil e didxido de
nitrogénio, sendo que, este ultimo causa dano ao DNA.

Segundo, o NO pode estar envolvido na geragao de nitrosaminas que
sao fortes carcindgenos animais (MIRVISH 1995). Por fim, o NO por si s6
pode causar dano ao DNA pela deaminacdo da nucleobase de DNA,
incluindo 5-metilcitosina, a qual causa quebra da cadeia de DNA.

Diversas doencgas apresentam expressao alterada de NO, incluindo as
neoplasias. A acdo do NO nos tumores € dupla, tendo agdes pro e anti-
tumorais. O NO pode participar na carcinogénese, angiogénese, inibicao da
resposta imune, inducdo de apoptose e lise celular. A acao depende do
local, da quantidade do NO produzido, da capacidade da célula tumoral
expressar determinadas proteinas, do tempo em que o NO interage com as
células alvo.

Assim, seu efeito pode ter acio tanto na atividade tumoricida exercida
pelo sistema imune, como na prépria atividade biolégica do tumor, incluindo
efeitos nos mecanismos de iniciagdo, promogao e progressao do cancer,
favorecendo a angiogénese e, por consequéncia a metastase (JENKINS et
al. 1995; WINK et al. 1998).

Os tumores mais indiferenciados de mama apresentam maior
producao de iINOS e sdo mais invasivos (JENKINS et al. 1995). Estes dados
sugerem que o NO tem um papel critico no crescimento e na invasdo dos
tumores, principalmente na regulagado da angiogénese e, portanto, com uma

participacao direta no processo de metastase (FOLKMAN 1997).
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Ha controvérsia de como o NO pode regular a angiogénese através
da citocina VEGF. Esta citocina é produzida por muitos tipos celulares na
presenca de hipoxia, mas em alguns tumores sua produgado € um processo
independente da situagao de oxigenagao local. O VEGF se liga a receptores
especificos no endotélio, estimulando trés processos da angiogénese.
Inicialmente, o VEGF causa aumento da permeabilidade vascular, pela
producdo de NO, formacdo de uma matriz de fibrina com consequente
proliferacdo e migracao de células endoteliais. O processo € estimulado por
outros co-fatores, incluindo TNF,, TNF,, bFGF, que também podem regular
NO (MAZZUCCHELLI et al. 2000).

A expressao de NO tem sido descrita em neoplasias de varios sitios
como o0s ginecoldgicos, mama, sistema nervoso, pulmao, prostata,
estdmago, pancreas, bexiga, colon, vascular e linfocitario.

Nos condrossarcomas, NAKAGAWA (2005), estudou a expressao de
NOS1, NOS2, NOS3, além de Nitrotirosina, COX-2 e CD 34, sendo que a
expressao das NOS esteve relacionada com a expressao da Nitrotirosina, e
COX-2, que em conjunto expressaram CD34 sendo observados
conjuntamente com aumento da microcirculagdo. Também verificou que a
expressao positiva da NOS2 esta associada a uma menor sobrevida livre de
doenca local nos condrossarcomas, e quando as expressdes conjuntas da
NOS1 e NOS2 estédo associadas, isto foi relacionado com menor sobrevida
livre de doenga metastatica e com menor sobrevida global.

KLOTZ et al. (1998) mostraram que o CaP tinha alta expressao de

iINOS, enquanto que o tecido benigno circunvizinho nao apresentava
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positividade. A expressao da iINOS nao foi dependente do grau tumoral. Por
outro lado, os NOS constitutivos (hnNOS e eNOS) ndo revelaram nenhuma
diferenca das suas expressdes entre o tecido benigno e maligno. Os autores
sugerem que a expressao de INOS pode ser usada como marcador
imunoistoquimico especifico para confirmacdo da presenca de carcinoma

prostatico.

1.7.2 COX-2 Ciclooxigenase 2

As ciclooxigenases sao enzimas que estado envolvidas na sintese de
prostaglandinas a partir do acido aracdénico, catalizando a inser¢gao da
molécula de oxigénio, importante na conversao do acido aracdoénico em um
intermediario instavel prostaglandina PGG2, que é rapidamente convertido
para prostaglandina - 2 PGH2. Este origina varias PGs ativas, tromboxanos
e prostaciclinas que contribuem para muitos processos fisioldgicos e
patolégicos ocorrerem (KASPER et al. 2004).

Existem duas isoformas da COX; COX-1 e COX-2. A primeira é
expressa constitutivamente em muitos tecidos e parece ser responsavel pela
producao basal de prostaglandinas. A COX-2 nao é detectada em muitos
tecidos normais, mas é altamente induzivel por estimulos inflamatdrios e
mitéticos, e esta fortemente implicada na tumorigénese, sendo expressa em
uma série de tumores, principalmente os associados a inflamagao, e esta
envolvida no processo de carcinogénese e inibicdo da apoptose. Sua

presenca pode ser fator progndstico independente, cujo nivel de expressao
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tem sido relacionado ao desenvolvimento de metastases a distancia,
recorréncias, menor sobrevida e grau de invasao vascular.

A identificacdo do aumento de expressao da COX-2 nos tumores
ocorreu inicialmente nos tipos colorretais, desde entao, esta identificacdo em
outras neoplasias foi estudada como em tumores da prostata, mama,
estdmago, sistema nervoso, pele, rabdomiossarcoma, osteossarcoma, tumor
de Ewing, entre outros.

A COX-2 pode contribuir para a carcinogénese através de varios
mecanismos. A PGE2 formada pelo COX-2 pode diminuir a imunidade local
contra as células tumorais; o0 aumento da COX-2 pode inibir a apoptose,
prolongando a vida das células com dano do DNA; o tromboxano derivado
do COX-2, por ser um fator pro-agregante plaquetario, pode facilitar
metastases tumorais pelas interacdes célula tumoral-plaqueta; e as células
com aumento de expressao da COX-2 produzem prostaglandinas que sao
fatores pro-angiogénicos e estimulam a migracdo endotelial e formagao
tubular dos vasos sanguineos. Os tecidos humanos que contém RNA
mensageiro para produgcdo de COX-2 incluem pulmao, utero, testiculo,
cérebro, pancreas, rim, timo, préstata, estémago, e intestino delgado. O
estudo nos condrécitos da cartilagem humana demonstrou que estas células
também expressam RNA mensageiro para COX-2 e sua proteina, quando
ativados por IL-1 (GENG et al. 1995).

Em conjunto com outros biomarcadores, em estudo pesquisando a
possivel associagao entre estes, foi avaliada a expressao das proteinas p53,

COX-2 e p16 com o estadio do carcinoma escamoso de eséfago. Em area
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tumoral, as analises revelaram 48,38% de positividade para p53, 16,12% de
positividade para p16, e 100,00% de positividade escores 1+, 2+ ou 3+ para
COX-2. No entanto, quando se avaliou possivel relacdo da expressao destes
marcadores com o estadio, apenas a COX-2, escore 3+ intensidade
acentuada mostraram associagao significativa. O estudo demonstrou que
existe relacdo positiva entre a expressao de COX-2, escore 3+ e estadio
mais avangado no carcinoma de es6fago (FELIN et al. 2008).

NAKAGAWA (2005), em sua dissertagdo de mestrado, demonstrou
que os condrossarcomas expressam COX-2, e que as expressdes de NOS1,
2 e 3, estavam relacionadas com a expressdo da COX-2 nestes tumores, e
também com a expressao de CD34 e portanto relacionadas com ambiente
tumoral favoravel para a microcirculagdo, como também estavam
relacionadas com os graus histologicos, mas a COX-2 nao apresentou
associagao significante com as taxas de sobrevida livre de doencga local ou
de metastases.

Tumores colorretais, gastricos e esofagicos, tanto em animais de
experimentagdo como também em humanos, expressam altos niveis de
COX-2, ao contrario da mucosa intestinal normal, que apresenta baixos a
indetectaveis niveis desta isoforma. Tais achados levantam a hipdtese do
envolvimento da COX-2 na progressao e disseminagdo do cancer nestes
orgaos. Nestes tumores, a COX-2 é responsavel também pelos altos niveis
de PGE2, a qual parece promover o desenvolvimento tumoral inibindo a
atividade supressora neoplasica e estimulando a proliferagdo de células

epiteliais. Estudos com células em meio de cultura tém mostrado que a
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expressdo da COX-2 contribui para o potencial tumorigénico da célula
epitelial por aumentar sua adesdo a matriz extracelular, tornando-a
resistente a apoptose, aumentando a viabilidade tumoral. Tais alteracdes
foram reversiveis com a associacao de inibidores COX-2.

Recentes evidéncias mostram relagdo da COX-2 com a regulagao da
angiogénese associada a células tumorais neoplasicas. Tal fato ja esta bem
estabelecido e consiste em uma das formas através da qual a
superprodugao de PGE2 favorece a progressao do CaP. Através de estudos
observacionais, mostrou-se que Aspirina® em baixas doses provavelmente
reduz os riscos de cancer de cdélon, assim como canceres gastricos e
esofagicos. O mecanismo para tal protecdo ainda nao esta claro. Polipose
adenomatosa familiar apresenta maior expressao da isoforma COX-2.
Celecoxib® foi recentemente aprovado pelo FDA (Food and Drugs
Administration-USA) como adjuvante no tratamento desta doenca.
Corticosterdides parecem agir como reguladores fisioldgicos da expressao
do RNAm da COX-2, o que talvez explique em parte a caracteristica
imunossupressiva desta enzima.

Varios estudos tém mostrado que antiinflamatérios ndo esterdides
podem atuar reduzindo a progressdo de tumores, através de mecanismos
dependentes ou nao da habilidade de inibir COX. Entretanto, ainda existem
duvidas sobre o real mecanismo possivelmente envolvido com a acao destas

drogas na progressao de tumores.
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Como ja visto, drogas antiinflamatérias podem ter interessante acao
contra o cancer pelas suas acbes citotoxicas e propriedades
antiangiogénicas.

PALAYOOR et al. (2003) estudaram a acao do Ibuprofeno e de outros
antiinflamatorios ndo esterdides, em culturas de células cancerosas de
préstata humana, em condi¢des normais de oxigénio e de hipdxia. A
exposicao destas células em condi¢gdes hipoxicas regulou para cima as
proteinas HIF-1 e HIF-2, sendo que o tratamento com Ibuprofeno em
condicdes normais e de hipdxia reduziu os niveis destas proteinas, que se
associou a regulagao para baixo de proteinas reguladas pelo HIF, como
VEGF e GLUT 1, nas células expostas a hipoxia. O Diclofenaco e o
Ketorolaco também inibiram os HIFs, na qual foi observada diminuigao
destes, em células que expressaram proteinas COX-2, como naquelas que
ndo as expressavam. Concluiram que um dos efeitos destes
antiinflamatoérios € a reducdo dos niveis protéicos de HIF, sendo que a
inibicdo dos HIFs pelos antiinflamatérios foi COX-2 independente.

Em artigo de revisao, KUMMER e COELHO (2002) citam as principais
diferencas entre as COXs: a) sequéncia genética diferente para cada
isoforma - os genes sao regulados por dois sistemas independentes e
diferentes, apesar da reagdo enzimatica por eles catalisada ser idéntica, b)
sitio de ligacao do agente inibidor na isoforma COX-2 é estruturalmente
cerca de 25% maior que o da COX-1, apresentando também local de ligagao
secundario, além do sitio catalitico. Isto tem permitido o desenvolvimento de

agentes que bloqueiam a atividade COX-2, especificamente em
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concentragcbes que apresentam minimos efeitos COX-1 e o mesmo
composto pode funcionar como um inibidor COX-2 em baixas concentragdes
e inibidor competitivo da COX-1 quando em altas dosagens, sendo que as
bases moleculares para tais diferencas ainda nao sdo completamente
entendidas; ¢) COX-1 € uma enzima presente na maioria dos tecidos - diante
de quadros inflamatdrios, a atividade desta isoforma nao parece ser alterada
ou apresenta um aumento discreto de 2 a 4 vezes na sua expressao, em
menores quantidades, a COX-2 encontra-se em determinados tecidos como
cérebro, intestinos, rins, testiculos, glandula tiredide, pancreas; diante de
quadro inflamatdrio, sua expressido € aumentada cerca de 20 vezes ou mais;
d) Além do acido aracdbnico, a COX-2 também é capaz de agir no
metabolismo de outras substancias como: acido linolénico e acido linoléico.
Recentemente foi proposta a existéncia de uma terceira isoforma desta
familia enzimatica, denominada COX-3, a qual, ao contrario da COX-1 e
COX-2, nao produziria prostandides pro-inflamatérios, mas sim substancias
antiinflamatorias.

Sabendo que a expressido da COX-2 é responsavel pela producéo de
prostaglandinas a partir do acido aracdénico, e é elevada em tumores da
prostata, HUH et al. (2006) investigaram se a expressao de COX-2 é efetiva
contra a apoptose das células tumorais, disparado pela acdo da
sanguinarine, um alcaléide natural quarternario benzofenanthridino[13-
methyl(1,3) benzodioxolo(5,6-c)-1,3-dioxolo(4,5i) phenanthridinium], derivado
da Sanguinaria canadensis, planta medicinal conhecida com o nome de

Raiz-Vermelha, da familia papaveraceae, com propriedades antimicrobianas,
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antiangiogénicas e antineoplasicas. Evidenciaram que sanguinarine
efetivamente induziu apoptose em células epiteliais LNCaP do CaP
verificada pela amostra de ativacdo com caspase-3, coloragao por Annexin
V, ou analise visual das modificagdes morfolégicas de apoptose mediada
pela sanguinarine que foi associada com aumento da producdo do Oxido
Nitrico (NO) nas células prostaticas cancerosas comprovado pelas medidas
de nitritos através de aparelhos medidores da presenca destes Oxidos. Os
resultados sugerem que os NOS constituidos ndo sao suficientes em
acelerar apoptose nestas células, mas produzem radicais superoéxidos,
sugerindo que a expressao de COX-2 resgata estas células cancerosas da
apoptose sanguinarine induzidas, por um mecanismo envolvendo a inibigao
da atividade da NOS, portanto a administracéo de inibidores da COX-2 como
sanguinarine pode ser uma estratégia no tratamento do CaP.

LUCIA e TORKKO (2004), procurando estudar a associagdo entre
inflamacado crénica ou infecgdo no desenvolvimento do CaP, nao
encontraram evidéncias fortes entre estas, mas ficou claro que inflamacéao
pode contribuir na carcinogénese por um ou VArios mecanismos
interrelacionados, como por exemplo a elaboracédo de citocinas e fatores de
crescimento em favor das células tumorais, indugdo da COX-2 nos
macrofagos e células epiteliais, produgao de espécies mutagénicas reativas
ao oxigénio e nitrogénio (Figura 3). Inflamacgao crénica na forma de infiltrado
estromal ou epitelial de linfocitos e histidcitos € extremamente comum na
zona periférica da préstata, onde frequentemente ocorre o cancer. Mesmo

que diferengas na histologia ou terminologia existam para estas lesdes
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atroficas e inflamatérias, em geral sempre exibem evidéncias de proliferagao
epitelial. Expressao heterogénea do gene GSTP1 nestas lesbes foi proposta
como evidéncia para a susceptibilidade ao dano oxidativo, portanto abrindo
caminho para a carcinogénese. Concluem que evidéncias cumulativas
demonstram que inflamagdo cronica pode ser um legitimo alvo para
quimioprevencao, mais estudos sao necessarios para provar que este possa

desempenhar papel na etiologia do CaP.
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Figura 3 - Mecanismos inflamatérios implicados com a carcinogénese,
crescimento tumoral e progressao. EGFr — receptor do fator de crescimento
epidérmico, TGF — fator de transformagcado de crescimento beta, CMI — imunidade celular

mediada
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1.7.3 GLUT1 - Proteina Transportadora de Glicose 1

GLUTs sao proteinas de membrana que diferem na expressao dos
tecidos por especificidade e respondem a regulacbes hormonais e
metabdlicas.

O transporte de acucar facilitado € mediado por membros da familia
de transportadores de glicose (GLUT, do inglés glucose transporter) que
formam um poro aquoso através da membrana onde o agucar pode passar
de forma passiva (energia-independente). Como consequéncia, 0s poros
podem somente transportar acgucares abaixo do seu gradiente de
concentragdo. As GLUTs sao glicoproteinas com doze segmentos de
dominios exofascial e endofascial transmembranares (TMS) o que se
acredita ser o resultado de uma duplicagéo intragénica das seis unidades
TMS primordiais. A atividade desse transportador, portanto, ndo consome
energia, atuando a favor do gradiente de concentragao da glicose.

As GLUTs estdo presentes nas membranas de quase todas as células
e representam a principal via pela qual a glicose entra nas células, um
aumento na taxa de transporte de glicose e no metabolismo tem sido visto
em células em cultura transformadas por virus e oncogenes. Esta
transformacdo € associada com mudancas na expressao das proteinas
carreadoras de glicose na membrana das células. Essas mudangas nas
proteinas (GLUTs) podem ser feitas por sinais intra e extracelulares, onde
existe uma variedade de mecanismos que aceleram o uso de glicose pela
célula transformada favorecendo o crescimento de tumores em células

malignas (BONDY et al. 1992). Atualmente sdo conhecidos 13 membros da
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familia GLUT (GLUT-1 a GLUT-12 e HMIT). As isoformas confirmadas sao
expressas de formas especificas nos tecidos e exibem distintas
propriedades cinéticas e regulatérias, refletindo presumidamente seus
papéis funcionais especificos. Em células com cancer é observada uma
expressao de certas isoformas de GLUTs, as quais sob condicbes normais
nao sao expressas (BONDY et al. 1992). Dentre esses subtipos ou
isoformas, GLUT-1 e GLUT-3, tém uma expressiva afinidade pela glicose e,
portanto desenpenham importante papel em tecidos dependentes de glicose
como fonte de energia (STOKKEL et al. 2002).

AYALA (2007), em sua dissertacdo de mestrado, analisando a
expressao das GLUT-1 e GLUT-3 em relagdo a exame de imagem PetScan
e carcinoma epidermoide de cabeca e pescog¢o (CECP), faz revisdo da
literatura sobre estas proteinas em especial a GLUT-1 que foi o primeiro
membro identificado nesta familia, originalmente presente em eritrocitos,
mas € igualmente presente em muitos tecidos humanos. Concluiu que o
exame de PetScan independe da expressdo de GLUT-1 e GLUT-3 para a
detecgao de carcinomas da cabecga e pescoco e de ovario. Em carcinoma
epidermdide bucal, a presenca da expressdo nuclear de GLUT-1 se
associou com o0 maior consumo de alcool e pior sobrevida global. A
presenca da expressdo de GLUT-1 ocorre mais frequentemente em
carcinoma epidermodide da boca do que a GLUT-3. Pela deteccdo
imunoistoquimica de GLUT-3 e através das analises estatisticas, tanto na
univariada quanto multivariada, ele € um fator de pior sobrevida global assim

como GLUT-1 e embolizacéo vascular.
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GLUT-1 é provavelmente a responsavel pela entrada constitutiva de
glicose nas células em uma grande variabilidade de tumores. A despeito
destas multiplas isoformas de GLUT, a GLUT-1 é o “transportador-chefe” de
glicose para as células tumorais, estando presente em diversas linhagens de
células tumorais. A isoforma GLUT-3, referida como uma proteina
transportadora de glicose neurénio-especifica, foi originalmente clonada de
uma biblioteca de cDNA de musculo humano fetal, sendo encontrada numa
variedade de tecidos periféricos humanos. Estudos posteriores encontraram
uma expressao mais restrita nesses tecidos, incluindo o cérebro e o
testiculo.

Embora as consequéncias metabdlicas do aumento do transporte de
glicose ainda nao sejam compreendidas completamente, a expressdo do
transporte de glicose tem sido sugerida como de importancia clinica por
muitos tumores sélidos. E sabido que as células malignas necessitam de um
aumento na captacao de glicose. Esse aumento do consumo de glicose
ajuda a manter a energia necessaria para a rapida proliferacdo dessas
células, e representa uma importante mudanca adaptativa para superar as
condi¢cdes de adversidade existente no microambiente dos tumores. Por
essa razao, mudangcas metabodlicas podem ser usadas para fornecer
informacgdes de diagndsticos e progndsticos.

A expressao de GLUT-1 foi demonstrada em pacientes com tumores
de multiplos sitios e origem histogenética, tais como: carcinoma pulmonar de
pequenas células, adenocarcinoma colorretal, carcinoma gastrico, de ovario

e de CECP (OLIVER et al. 2004).
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Embora a expressdao de GLUT-1 seja comum em pacientes com
CECP, o valor prognostico desse parametro ndo tem sido analisado
sistematicamente para este tipo de tumor. O aumento da RNAm de GLUT-1
e de GLUT-3 sdo encontrados em tumores do colon, do pancreas e do
cérebro. Ja a expressdo dessas proteinas é observada em canceres de
cabeca e pescogo, pulméo, mama, tiredide, bexiga, pancreas e ovario. Em
alguns estudos com tumores epiteliais de ovario encontraram um significante
aumento progressivo da expressdao de GLUT-1 em tumores “bordeline” a
tumores malignos, ainda encontraram que a intensidade da expressao de
GLUT-1 foi 100% em tumores malignos de ovario, porém, nao estava
associada com as caracteristicas do tumor nem com a sobrevida dos
pacientes (RUDLOWSKI et al. 2004).

A GLUT-1 como um transportador facilitador de glicose ¢é
normalmente expresso por ubiquitinagdo em tecido normal e expresso em
altas taxas em tecidos tumorais. Seu potencial como intrinsico marcador de
hipéxia vem do seu duplo controle das condigdes de hipdxia por fosforilagao
oxidativa reduzida e como sinalizador de oxigénio dependente fator induzivel
de hipoxia (HIF-1), sendo que frente ao cancer cervical, estudos
demonstraram que a auséncia deste marcador indicava a possibilidade de
uma taxa maior de sobrevida sem metastases, mas n&o influenciou a
porcentagem de casos com recorréncia tumoral ou sobrevida sem doenga,
mas nos casos onde houve forte presenca deste biomarcador, a taxa de

recorréncia da doenga foi significativamente maior (AIRLEY et al. 2001).
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CHUNG et al. (2009) considerando que a hipdéxia tumoral € um
importante fator relacionado a resisténcia tumoral a radioterapia e
quimioterapia, estudaram moléculas sintetizadas em células de cancer
coloretal durante hipdxia para explorar sinalizadores capazes de detectar
morte celular e sua relacdo com radioterapia ou quimioterapia. Analisando
estas células em ambientes com tensdo normal de oxigénio e em hipdxia,
mediram a expressao relativa de GLUT1 em condi¢cdes de hipdxia, por RT-
PCR, enquanto também foram examinados os niveis de HIF-1 e HIF-2 para
medi¢ao do grau desta hipoxia, e estes resultados comparados com niveis
plasmaticos de HIF1, HIF2 e GLUT1. Acharam que lactato induzido por
hipéxia esteve aumentado cerca de 3 vezes mais, da mesma forma que os
niveis de HIF 1 e 2, e os genes relacionados ao GLUT1 se encontravam
sobre expressos nos tecidos cancerosos, sendo que estes maiores niveis de
expressdo se relacionaram significativamente com o estadios tumorais
piores, comparados com estadios tumorais menores, sugerindo que o
GLUT1 pode ser empregado como indicador de hipdxia em pacientes
portadores de cancer coloretal. Como vimos, o GLUT-1 pode ser entao
considerado um biomarcador na predicdo de progressao tumoral. Tumores
hipoxicos sdo reconhecidos como sendo mais malignos, metastatizam mais
rapidamente e tem um prognéstico sombrio, portanto um marcador que dé
esta certeza abreviaria o tempo para a indicacado de medidas mais radicais
de tratamento frente a estes tumores.

Poucos sdo os estudos da expressao do GLUT-1 em CaP como

biomarcador preditivo da evolugao tumoral.
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1.7.4 Nitrotirosina

A Nitrotirosina, relacionada ao estresse oxidativo, € um produto da
acao de nitracdo causada por radicais livres como o anion peroxinitrito e
diéxido de nitrogénio em residuos de proteinas como a tirosina. E detectada
em algumas condigbes patolégicas, como no cancer, e € considerado como
um marcador de estresse oxidativo dependente de NO.

A presenca de 3-Nitrotirosina foi avaliada como biomarcador ligado ao
CaP, medindo-se a fungao do stress oxidativo no desenvolvimento tumoral.
Analisando 30 amostras de hiperplasia prostatica benigna e 40 de CaP, e
mantendo de forma standard as condi¢gdes para detectar por meios
imunoistoquimicos a presenca de 3-Nitrotirosina nos tecidos analisados,
pesquisadores obtiveram como resultados que as porcentagens de area
imunorreativa a 3-NT nos tecidos cancerosos foram na ordem de 25,78% =+
15,37% para cancer prostatico contra 4,43% * 2,2% nos tecidos com
hiperplasia prostatica benigna, concluindo que a formagao de 3-Nitrotirosina
sinaliza notérias modificagdes quimicas que ocorrem durante o stress
oxidativo e reativo, com liberacdo de anions superoxidos e proteinas que
participam da resposta celular na modulacdo do dano oxidativo, formando
elementos como peroxinitrito e consequente nitracdo das proteinas, além da
alteracdo do estado oxirredutor celular que pode promover alteracées
cancerosas celulares (FLORIANO-SANCHEZ et al. 2009a).

Procurando estabelecer uma relagdo entre biomarcadores avaliados
por imunoistoquimica, para estabelecer ou predizer progndsticos em

pacientes portadores de condrossarcomas, NAKAGAWA et al. (2010)
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sabendo que o Oxido nitrico esta associado com o desenvolvimento tumoral,
estudou esta teoria que foi analisada indiretamente pela dosagem da
nitrotirosina e pelo uso das enzimas sintases do 6xido nitrico (NOS)1, NOS2
e NOS3. O oxido nitrico (NO) reage com anions superoxidos formando
peroxinitrito que tem efeito tdxico sobre os genes pois apds ter adicionado
um grupo nitro ao anel benzeno da tirosina, formando nitrotirosina, o
acumulo deste, um produto estavel nas células, indica a formagcao de
peroxinitrito. Este NO estimula a produgao de COX-2, que esta associado a
angiogénese tumoral. A neovascularizagao influencia o progndstico tumoral,
como foi demonstrado por este estudo imunoistoquimico usando o CD34,
marcador endotelial celular, na microcirculacdo tumoral. Teve como
resultados uma associagao significante entre niveis de expressao da
nitrotirosina, COX-2 e CD34 com os graus histolégicos, mas ndo com o
prognéstico geral, sendo que a expressao positiva da NOS2 foi associada
com menor taxa de sobrevida livre de doenca local, e expressdes positivas
de NOS-1 e NOS-2 estiveram associados com menor taxa de sobrevida em
todos indices, sendo considerados variaveis dependentes, e a expressao
destas isoladamente ou em combinacao, foi relacionada com baixos indices
de sobrevida.

FLORIANO-SANCHEZ et al. (2009b) analisaram o papel de
marcadores moleculares e de um marcador génico em tecidos com CaP e
com HPB: o gene da Mn-superoxido dismutase (Mn-SOD) e sua proteina, o
PSA e a 3-Nitrotirosina (3-NT), avaliando se existe alguma alteragédo na

expressao do estresse oxidativo no CaP e na HPB, em 80 biopsias
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prostaticas. Igualaram-se as condicbes para amplificar e avaliar a
imunorreatividade do gene de interesse do estudo (Mn-SOD e 3-NT), a
correlacao entre o PSA e a imunorreatividade do Mn-SOD nos tecidos com
CaP e com HPB, encontrando que a sobre expressédo do gene e da
imunorreatividade do Mn-SOD, assim como da 3-NT, nos tecidos
cancerosos foi maior do que em relagdo ao HPB, ndo se observando
correlacdo entre os niveis do PSA e a imunorreatividade do Mn-SOD,
concluindo assim que existe um papel importante destes marcadores

bioldgicos em bidpsias suspeitas de cancer da proéstata.
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OBJETIVOS

Avaliar as expressdes imunoistoquimicas de iINOS, COX-2, GLUT1, e
Nitrotirosina através de um TMA construido a partir das areas mais
representativas do tumor em espécimes cirurgicas de CaP, de
pacientes submetidos a PR retropubica, com margens cirurgicas
positivas, associando estas expressdes com variaveis clinicas,

anatomopatoldgicas, e dados da evolugao destes pacientes

Avaliar se existe correlacdo entre os niveis de expressdao dos
biomarcadores estudados com taxas de sobrevida livre de RB,
procurando assim qualificar estes biomarcadores se preditivos da

progressao tumoral.
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3 CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS

3.1 CASUISTICA

Foram avaliados retrospectivamente dados de 1256 pacientes
portadores de CaP considerados clinicamente localizados, tratados através
de PR retropubica e linfadenectomia pélvica bilateral, com inteng¢ao curativa,
entre janeiro de 1995 e junho de 2010, no Servico de Urologia do
Departamento de Cirurgia Pélvica do A.C.Camargo Cancer Center — S&o
Paulo-SP.

Foram revisados prontuarios do Servico de Arquivo Médico do Centro
de Tratamento e Pesquisa A.C.Camargo Cancer Center (SAME), prontuario
eletrénico MV, banco de dados do Servigo de Urologia (Dr. Francisco Paulo
da Fonseca) e os dados anotados em ficha apropriada (Anexo1).

Foram considerados critérios de inclusdo para o estudo: pacientes
portadores de CaP localizado, comprovado histologicamente por bidpsia
prostatica prévia; estadio clinico T1-T2c apds exames fisicos (TR),
laboratoriais (PSA), e de imagens (ultrassom ou TC); submetidos a PR
retropubica, linfadenectomia pélvica e obturatéria bilateral e com margens
cirurgicas positivas (MCP); laminas e blocos de parafina das amostras
teciduais em boas condigdes para exames histoldgicos e imunoistoquimicos;

seguimento clinico atualizado com resultados dos exames laboratoriais e de
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imagens quando necessarias para confirmacdo dos casos de RB ou RC;
com seguimento minimo de 24 meses pés-PR.

Os critérios de exclusdo foram: pacientes tratados em outros servicos;
pacientes tratados por hormonioterapia neoadjuvante; pacientes submetidos
a PR de resgate pos-radioterapia; presengca de ganglios linfaticos ou
vesiculas seminais comprometidas; prontuarios com dados incompletos ou
com perda de seguimento; ndo localizagao das laminas anatomopatolégicas
para reclassificagdo histolégica e demarcagdo das areas tumorais ou
material arquivado em parafina em mas condigdes para a elaboragao de
novos cortes para imunoistoquimica; tempo de seguimento inferior a dois
anos ou aqueles que tenham abandonado o seguimento, desde que nao se
consiga informagdes ao seu respeito através de contato telefébnico ou por
escrito.

Respeitados os critérios de inclusdo e excluséo, foram avaliados 110
casos com margens cirurgicas positivas que formam a casuistica do estudo.

Como grupo controle, analisamos 52 pacientes portadores de CaP
nas mesmas condigdes do grupo principal, mas com margens cirurgicas
negativas (MCN), para comparacdo das expressdes dos biomarcadores
estudados com as variaveis clinicas, anatomopatolégicas e da evolugao.

Foram considerados para calculos de sobrevida livre de recorréncia
bioquimica (RB) e recorréncia clinica (RC) prazos de 05 e 10 anos p6s-PR.

Esta tese teve sua aprovagéo junto ao Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos da Fundagao Anténio Prudente - A.C.Camargo Cancer

Center, em 10 de agosto de 2010, sob numero de registro: 1417/10
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3.2 MATERIAIS E METODOS

Todos pacientes procuraram os ambulatorios do Departamento de
Cirurgia Pélvica — Servico de Urologia, do A.C.Camargo Cancer Center,
onde apds anamnese, toque retal, dosagem plasmatica do PSA, e biopsias
transretais da prostata dirigidas por ultrassom, ou revisdo das laminas se
pacientes encaminhados de outros servicos, foi complementada a avaliagao
com TC, raio-x de térax, CO nos casos sugestivos de doenga de alto risco,
para proceder a indicagédo do tratamento cirurgico em pacientes com doenga
considerada localizada pela Classificagdo TNM, 72 edicdo, elaborada pela
American Joint Committee on Cancer-AJCC (EDGE et al. 2010).

Foram entdo submetidos a PR mais linfadenectomia pélvica e
obturatéria bilateral, por acesso retropubico, pela técnica descrita por
WALSH (1992), pela equipe médica do Servico de Urologia do
Departamento de Cirurgia Pélvica do A.C.Camargo Cancer Center.

Todos os pacientes tiveram seguimento ambulatorial, sendo o
primeiro retorno 30 dias apds a cirurgia e apos, a cada 4 meses pelos 2 anos
subsequentes e apos, duas vezes ao ano, sendo anotados nos prontuarios
os dados clinicos e laboratoriais pertinentes, principalmente a dosagem
plasmatica do PSA total. Pacientes que tenham mudado de cidade, ou
tenham deixado de comparecer ao retorno por outras razdes, foram
acessados por via telefonica, atualizando-se a evolugao clinica, bem como

os niveis plasmaticos do PSA.
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Foi considerada RB quando a dosagem plasmatica do PSA atingiu
niveis iguais a 0,2 ng/ml em dois exames consecutivos no seguimento, e em
eventual estudo por imagens, ndo se encontrando evidéncias de doenca
clinica.

Neste estudo, os pacientes com RB foram submetidos a radioterapia
externa sobre o leito prostatico e pélvis, isoladamente, ou em conjunto com
terapia antiandrogénica. Em caso da resposta satisfatoria, manteve-se o
controle a cada 4 meses por mais 2 anos, € depois a cada 6 meses.

A recidiva clinica refletiu a evolugdo tumoral, com elevagdes nos
niveis do PSA, sintomas da disseminagcdo tumoral como emagrecimento,
metastases dsseas ou em outros 6rgaos, entre outras, e morte pelo tumor.
Nos casos de progressao para recidiva clinica institui-se ou substitui-se a
terapia de bloqueio androgénico, e continuaram seu seguimento a cada 4
meses ou num periodo menor em caso de intercorréncias clinicas, ou

quando da necessidade de hospitalizacao.

3.2.1 Exame Anatomopatolégico

Foram compilados os resultados dos exames anatomopatolégicos,
nos arquivos de Anatomia Patolégica do Centro de Tratamento e Pesquisa
do A.C. Camargo Cancer Center, tanto os da congelacédo durante a cirurgia
se solicitadas pelo cirurgidao, ou dos espécimes cirurgicos produtos da PR
submetidas a exame macroscépico a época da cirurgia, sendo pesadas em
gramas, suas medidas dimensionadas em centimetros nos seus trés eixos, e

estudada sua superficie com descricdo da cor e textura, se cruenta ou nao.
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As superficies foram pintadas com tinta Nanquim. As pecas ao serem
cortadas tiveram anotadas: o aspecto de suas superficies, se nodulares, da
sua coloragao, presenca de liquidos, bem como da descricao caso houvesse
do local do achado de area de consisténcia mais firme, relatando-se seu
aspecto, cor e dimensao.

Todos os casos foram submetidos ao mesmo protocolo de avaliagao
anatomopatolégica, sendo a prostata analisada totalmente. Apds a retirada
das vesiculas seminais, a prostata foi cortada em 4 quadrantes (anterior,
posterior, direito e esquerdo) sendo cada quadrante cortada em 10 fatias
(anterior para posterior) assim permitindo a reconstrugado microscopica da
peca cirurgica. Para cada fatia foi obtida uma lamina e para cada lamina foi
dada um porcentual de tumor presente, apds analise de todas as laminas foi
feito uma média das porcentagens e desta forma calculado o volume
tumoral.

A invasdo da capsula prostatica foi descrita quando a microscopia
Gtica constatada invasao tumoral na superficie prostatica, classificada como
invasao focal ou extensa extraprostatica, de acordo com a extensao desta
invasao. Esta extensédo nao foi dimensionada, assim como nao foi avaliado
o escore de Gleason destas margens, pois os relatérios anatomopatolégicos
a época das cirurgias, nao incluiam estes dados apenas referindo invasao
capsular como sendo focal ou extensa extraprostatica. As margens uretral,
vesical e circunferencial (prostatica) foram relatadas como sendo MCP
quando comprometidas ou margens cirurgicas negativas (MCN) quando

livres do comprometimento neoplasico.
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Os canais deferentes, as vesiculas seminais, e os ganglios linfaticos
foram igualmente seccionados e estudados. A préstata teve em média 54
laminas confeccionadas por caso. Exemplo do laudo anatomopatolégico
(Anexo 2).

Foi realizada revisdo de todas as Iéaminas encontradas
correspondentes aos pacientes da nossa casuistica, nos arquivos do
Departamento de Anatomia Patolégica do Centro de Tratamento e Pesquisa
do A.C.Camargo Cancer Center, revistas por duas patologistas (Prof. Dra.
Isabela Werneck da Cunha e Dra. Stephania Martins Bezerra) para a
reclassificacdo e graduagao histolégica das neoplasias de acordo com o
consenso da ISUP (KOFF 2005), e graduacao de Gleason para carcinomas
de prostata, modificada por EPSTEIN (2010) (Figuras 4, 5, 6). Apds esta
revisdo, foram selecionados os blocos de parafina guardados no Banco de
Tecidos do Departamento de Anatomia Patolégica do A.C.Camargo Cancer
Center contendo fragmentos tumorais da pega operatodria, correspondentes a
cada lamina escolhida, que tiveram as areas mais representativas destes
tumores demarcadas para perfuragao e construgdo de um micro arranjo de

tecido (TMA).
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Figura 4 - Adenocarcinoma da prostata - Padréo celular Gleason 3. Coloragéo
Hematoxilina Eosina. Objetiva com aumento de 20x

Figura 5 - Adenocarcinoma da prostata - Padrao celular Gleason 4. Coloragéo
Hematoxilina Eosina. Objetiva com aumento de 20x

Figura 6 - Adenocarcinoma da préstata - Padréo celular Gleason 5. Coloragéo
Hematoxilina Eosina. Objetiva com aumento de 20x
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3.2.2 Construgao do Array de Tecido

O TMA foi construido utilizando-se o dispositivo técnico chamado
“‘manual tissue microarrayer, Model MTA-I” (Beecher Instruments Inc., Sun
Prairie, Wisconsin, EUA). A area identificada no bloco de parafina doador foi
puncionada duas vezes com agulha de 1 mm e os cilindros obtidos foram
transferidos para o bloco de parafina receptor. Um mapa para identificacédo
detalhada de cada cilindro foi construido em planilha de Excel®, permitindo
a localizagao precisa de cada caso (Anexo 4).

Um caso foi definido como adequado quando o corte resultante
ocupava pelo menos 25% da area total do cilindro. Foram realizados doze
cortes sequenciais de 4 ym de espessura, que foram colhidos em laminas
da marca “Star Frost ” com carga positiva, e deixados em estufa a 60° por 24
horas para melhor adesdo. O controle do numero de casos avaliaveis foi
realizado pela coloragao de uma lamina no inicio do bloco e outra ao fim dos

doze cortes sequenciais.

3.2.3 Imunoistoquimica

Os cortes obtidos foram submetidos a técnica imunoistoquimica para
deteccdo dos marcadores listados no Quadro 3. Foram realizadas as
reacdbes em duplicata. Considerando-se que os casos foram alocados no
TMA em duplicata, o mesmo caso foi analisado em seis sec¢des diferentes
garantindo a heterogeneidade do tumor. Embora ndo haja consenso sobre o
numero ideal de fragmentos amostrados, recomenda-se comumente a coleta

de mais de um fragmento por caso, no intuito de menor perda de casos e
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maior representatividade (HOOS et al. 2001). Optamos por duas amostras
por paciente, pois € comprovado que a analise imunoistoquimica de duas
amostras em TMA é comparavel ao observado na secgao tecidual em 95%

das vezes (CAMP et al. 2000).

Quadro 3 - Anticorpos, clones, origens e diluigdes utilizadas

Anticorpo Clone Marca Dilui¢ao Controle
iNos/NosType Il policlonal BD- Transduction | PA-pH6- 1/400 pulmao normal
COX-2 4H12 Novocastra PA-pH6- 1/2000 |COX-2
GLUT1 policlonal Dako PA- ph6- 1/500 Glut-1
Nitrotirosina 1A6 Cell Signaling PA-pH6- 1/500 pancreas

A desparafinizacdo dos cortes foi realizada com trés banhos
sucessivos de Xilol por 5 minutos cada, em temperatura ambiente. A re-
hidratagdo foi obtida em quatro banhos sucessivos de Etanol a 100%, a
95%, a 80% e a 70%, respectivamente, durante 30 segundos cada um. As
laminas foram enxaguadas em agua corrente e destilada. A recuperacgéo
antigénica foi realizada por calor em banho-maria, com solugdo de
EDTA/TRIS pH 9,0 a 96°C por 40 minutos, ou em panela de pressao
elétrica, com solucdo de citrato pH 6,0 a 125°C por 10 minutos apods-
pressurizacdo. Apods resfriamento, as laminas foram lavadas novamente em
agua corrente e destilada. A peroxidase enddgena foi bloqueada com H202
(peroxido de hidrogénio a 10 vol), com trés trocas de 10 minutos cada. Nova
lavagem em agua corrente destilada e na sequéncia um banho com solugéo

salina tamponada com fosfatos (PBS-Phosphate buffered saline) 10 mM pH



72

7,4 por 5 minutos. As laminas foram incubadas com o anticorpo primario por
1 hora em cdmara umida a temperatura ambiente, com diluicdo prévia
estabelecida para cada marcador. Apds incubacgdo, as laminas foram
lavadas com PBS, trés trocas de 5 minutos cada.

Para detecgao da reagao antigeno-anticorpo, foi utilizado o sistema
polimérico, livre de biotina (Kit Novolink Max polymer — Novocastra,
Newcastle upon Tyne, United Kingdom) com incubagéao de 30 minutos para
0 reagente poés-primario, seguido de lavagem em PBS, e incubacédo de 30
minutos com HRP-polymer em temperatura ambiente. Apds incubacéo,
foram realizadas lavagens em PBS. A revelagado da reagao foi realizada com
incubacdo por 5 minutos em solugdo substrato com o cromdégeno 3,3
Diaminobenzidine liquido (DAB — Dako, Glostrup, Denmark) seguida de
lavagem em agua corrente.

A Hematoxilina de Harris (Merck®) foi utilizada para contra-coloragao
por 5 minutos, retirado o excesso e lavada em agua corrente. Na sequéncia,
as laminas foram desidratadas com banhos sucessivos de Etanol a 80%,a
95%, a 100%, por 30 segundos cada um, e em quatro banhos de Xilol de 30
segundos cada, montadas com filme no equipamento TissueTek (Sakura
Finetek INC, USA).

A fidelidade das laminas sempre foi atestada através de controles
positivos em tecidos sabidamente positivos para os anticorpos estudados e
de controle negativos, obtidos pela omissdo dos anticorpos primarios. A
contagem foi realizada de forma manual, utilizando algoritmo pré-

estabelecido. Este algoritmo classifica a reagdo em quatro graus, levando-se
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em consideracdo a intensidade da reagado observada no citoplasma, uma
vez que houve homogeneidade da reagcdo em todas as células tumorais, ou
seja, a positividade, quando presente, estava em todas as células tumorais
representadas na amostra. Quando nao se observou reagdo alguma,
pontuou-se 0 pontos; quando houve marcacdo fraca nas células
neoplasicas, foi pontuado 1; a marcacdo moderada foi considerada 2; e a
forte 3. Convencionamos em nossa tabela de pontuagcdo da expressao,
anotar a de maior valor, pelo fato de termos feito em duplicidade as laminas
a serem analisadas, obtendo portanto duas pontuacdes de diferentes valores
em diferentes areas representativas do tumor no mesmo caso. Em todos os
casos foram analisadas as reagdes. Para procedermos as correlacées das
expressdes imunoistoquimicas com as demais variaveis, e para equacionar
a desigualdade entre os achados, devido a distribuicdo francamente positiva
em relagdo "a negativa da iINOS, GLUT1 e Nitrotirosina, consideramos todos
0s casos como tendo expressao negativa e positiva fraca ou com expressao

positiva moderada e forte, inclusive na reagao do COX-2.

3.2.4 Dados Demograficos, Clinicos e Anatomopatolégicos

Dentre os 162 pacientes estudados, o grupo com margens cirurgicas
positivas (MCP) contabilizou 110 pacientes, onde a idade variou entre 43 e
78 anos (média 61,20); a dosagem plasmatica do PSA pré-operatoério
apresentou indices entre 2,5 e 78,8 ng/ml (média 9,32 ng/ml); o peso da
prostata variou entre 20 e 167 g (média 43,26 g); e o volume tumoral foi

avaliado entre 0,5 e 80% do volume total da gléandula prostatica (média
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15,77%). O escore de Gleason variou entre 4 a 9 sendo agrupado como <7
em 38 casos (35%); igual a 7 em 57 (52%); e >7 em 15 (13%).

Na admissao, foram considerados como pacientes em estadio clinico
<T2 64 pacientes (58%) e como = T2a/b 46 (42%). O estadio patoldgico
revelou sendo <T2b em 4 casos (4%) e 2T2b em 106 (96%).

A invaséo perineural foi relatada como presente em 77 casos (70%);
presente e extensa em 10 (9%); e ausente em 23 (21%).

A invasdo angiolinfatica foi relatada como presente em 12 casos
(11%) e ausente em 98 (89%).

A invasao da capsula prostatica foi relatada como focal em 50 casos
(45%); extensa extracapsular em 24 (22%); e ausente em 36 (33%).

As margens cirurgicas positivas unicas foram relatadas em
localizagdo prostatica circunferencial em 51 casos (46,3%), uretral em 16
(14,5%), vesical em 6 (5,4%), e em musculatura estriada em 2 casos (1,8%).
As margens cirurgicas positivas multiplas foram mais frequentes em
localizagao uretral mais prostatica com 13 casos (11,8%) (Tabela 1).

O seguimento destes pacientes teve um prazo minimo de 23,72
meses, maximo de 196,45 e média de 72,77 meses.

RB ocorreu neste grupo em 43 casos (39%), e ndo ocorreu em 67
(61%) sendo que recidiva clinica ocorreu em 6 casos (5%).

O grupo controle, com margens cirurgicas negativas (MCN) teve 52
casos, sendo que a idade variou entre 49 e 75 anos (média 61,29); a
dosagem plasmatica do PSA pré-cirurgico apresentou indices entre 3,26 e

20,5 ng/ml (média 5,87 ng/ml); o peso da prostata variou entre 17,5e 145 g
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(média 40,25 g); o volume tumoral foi avaliado entre 1 e 12% do volume total
da prostata (média 2,1%). O escore de Gleason variou entre 4 e 8 sendo
agrupado como <7 em 27 casos (52%); 7 em 19 (37%) ; e >7 em 6 (12%).
Na admissao foram considerados como pacientes em estadio clinico <
T2 38 pacientes (73%) e como =T2a/b 14 (27%). O estadio patoldgico
revelou sendo <T2b em 47 casos (90%) e 2T2b em 5 (10%). A invasao
perineural foi relatada como presente em 20 casos (38%); presente e

extensa em nenhum caso e ausente em 32 casos (62%).

Tabela 1 - Distribuicdo das margens cirurgicas

Margens Categorias N (%)
Presenca de margens Né&o 52 32
Sim 110 68
Local da margem 4 51 46,3
4 — prostatica 7 16 14,5
7 - uretral 8 6 54
8 — vesical 9 2 1.8
9 — mm. estriado 47 13 11,8
48 5 4,5
49 3 2,7
78 6 54
478 5 4,5
479 2 1,8
789 1 0,9
Numero de margens 0 52 32
1 75 46
2 27 17
3 8 5
Quantidade das margens Nenhuma 52 100
Unica 75 68,2

Multiplas 35 31,8
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A invasao angiolinfatica foi relatada em presente em 1 casos (2%) e
ausente em 51 (98%). Houve invaséao focal da capsula prostatica em 4 casos
(7,69%); extensa extracapsular em nenhum caso e ausente em 48 casos
(92,3 %). O seguimento destes pacientes teve um prazo minimo de 23,91
meses, maximo de 144,47 com média de 53,94 meses.

RB ocorreu em 4 casos (7,69%), e néo ocorreu em 48 (92,3%), sendo
que recidiva clinica ndo ocorreu em nenhum dos 52 casos (100% ) (Tabelas
2 e 3). As médias das variaveis quantitativas de todos os casos estudados

estdo expressas na Tabela 4.

Tabela 2 - Distribuicdo das variaveis quantitativas de acordo com presenca
de MCP ou MCN (n=162)

Variavel Margens N Média dp Min Mediana Max

Nao 52 61,29 7,22 49 59,5 75
Idade (anos)

Sim 110 61,20 7,43 43 62 78

Nao 52 5,87 3,26 2,21 5,225 20,5
PSA (ng/ml)

Sim 110 9,32 8,97 2,5 6,53 78,8
Volume Nao 52 2,64 1,91 1 2,1 12
(% prostata) Sim 110 15,77 14,01 0,5 12,35 80

Nao 52 49,76 23,03 17,5 42 1445
Peso (9)

Sim 110 43,26 18,32 20 40,25 167
Seguimento Nao 52 53,94 26,60 23,91 45,92 144,47

(meses) Sim 102 72,77 36,25 23,72 65,51 196,45
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Tabela 3 - Frequéncias absolutas e relativas das variaveis demograficas,
clinicas e patolégicas de acordo com presengca de margens cirurgicas
positivas e negativas (n=162 casos)

Margens
Variaveis Categorias negativas  positivas Total
n (%) n (%)

<50 2(4) 11 (10) 13
50-60 27 (52) 37 (34) 64
\dade (anos) 60-70 16 (31) 48 (44) 64
>70 7 (13) 14 (13) 21
<20 1(2) 1(1) 2
Peso (g) 20-40 21 (40) 54 (49) 75
40-60 20 (38) 45 (41) 65
>60 10 (19) 10 (9) 20
<7 27 (52) 38 (35) 65
Escore de Gleason 7 19 (37) 57 (52) 76
>7 6 (12) 15 (14) 21
<10 48 (92) 81 (74) 129
PSA (ng/ml) 10-20 3(6) 20 (18) 23
>20 1(2) 9(8) 10
Volume tumoral <10 51 (98) 50 (45) 101
) 10-30 1(2) 47 (43) 48

(% vol. prostata)
>30 0(0) 13 (12) 13
- . >pT2b 5(10) 106 (96) 111
Estadio patoldgico <pT2a 47 (90) 4(4) 51
L <T2b 38 (73) 64 (58) 102
Estadio clinico >T2b 14 (27) 46 (42) 60
Nao 32 (62) 23 (21) 55
Invasao perineural Sim 20 (38) 77 (70) 97
Extensa 0(0) 10 (9) 10
Invasao angiolinfatica Nao °1(98) 98 (89) 149
Sim 1(2) 12 (11) 13
Nao 48 (92) 36 (33) 84
Invasao capsular Focal 4 (8) 50 (45) 54
Extensa 0(0) 24 (22) 24
Recidiva bioquimica N&o 48 (92) 67 (61) 115
Sim 4 (8) 43 (39) 47
Nao 52 (100) 104 (95) 156

Recidiva clinica

Sim 0(0) 6 (5) 6
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Tabela 4 - Médias das variaveis quantitativas (MCP+MCN) (n=162)

Variaveis N Média dp Min Mediana Max
Idade (anos) 162 61,23 7,34 43 61 78
PSA (ng/ml) 162 8,22 7,77 2,21 6,08 78,8
Volume (%vol t) 162 11,55 13,11 0,5 6,95 80
Peso (g) 162 45,35 20,11 17,5 41,5 167
Seguimento(m) 154 66,41 34,39 23,72 59,36 196,45

Como a RC sé6 ocorreu em 6 casos (5%) nos pacientes com margens
positivas, e em nenhum caso em pacientes com margens negativas,
optamos por considerar somente as sobrevidas livres de RB como validas

para as correlacdes e analises estatisticas.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis serdo apresentadas em tabelas com as respectivas
distribuicbes de frequéncias ou com as principais medidas resumo. A
associagao entre as variaveis clinicas ou das variaveis anatomopatoldgicas
com a presenga ou auséncia de margens sera verificada com teste qui-
quadrado ou pelo teste exato de Fisher.

Para estudar os tempos de sobrevida global e os tempos de RB,
recidiva clinica, e sobrevida livre de doencga utilizou-se o estimador de
Kaplan-Meier como ferramenta para estimar a probabilidade de um paciente
com CaP nao apresentar recidiva até o instante de tempo considerado. Para
a comparagao das curvas utilizou-se o teste ndo parameétrico de LogRank .

O nivel de significancia adotado foi o de 5% e os calculos, graficos e testes
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foram construidos com o auxilio do software estatistico livre R (www.r-
project.org)

A regresséao logistica multipla sera empregada para a avaliagdo dos
fatores preditivos para a recorréncia bioquimica ou clinica do CaP.

O modelo de riscos proporcionas de Cox sera utilizado para avaliar
quais fatores afetam os tempos de sobrevida livre de RB e clinica. O risco
para recorréncia sera estimado através do “hazard ratio” obtido do modelo
de Cox. Eventuais adaptacbes nos testes estatisticos poderdao ser

consideradas na analise final dos resultados.
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4 RESULTADOS

Nos 110 pacientes com margens cirurgicas positivas o periodo de
seguimento variou de 24 a 196 meses, com média de 73 e mediana de 65
meses. Ao final, 43 (39%) pacientes tiveram RB, enquanto que 67 (61%)
pacientes permaneceram vivos sem doenga, 6 (5,45%) apresentaram
recidiva clinica, 2 (1,82%) morreram em decorréncia da neoplasia, e 6
(5,45%) morreram de outras causas.

Nos 52 pacientes com margens cirurgicas negativas, o periodo de
seguimento variou de 24 a 144 meses, com média de 54 e mediana de 46
meses. Ao final, 4 (7,69%) pacientes tiveram RB, enquanto que 48 (92,3%)

permaneceram vivos sem doenca e nenhum apresentou recidiva clinica.

4.1 IMUNOISTOQUIMICA

As reagdes imunoistoquimicas foram classificadas de acordo com a
interpretacédo das patologistas, como negativas ou positivas fraca, moderada
ou de forte intensidade em todos os casos estudados.

Observamos que a imunorreatividade da iINOS foi negativa em 13
casos (8%), positiva fraca em 79 (49%), moderada em 51 (31%) e forte em

16 (10%), ndo sendo avaliavel em 3 casos (2%). (Figura 7)
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Para o COX-2 foi negativa em 82 casos (51%), positiva fraca em 57
(35%), moderada em 14 (9%), e forte em 2 (1%), ndo sendo avaliavel em 7
casos (4%). (Figura 8)

Para a GLUT 1 foi negativa em 2 casos (3%), positiva fraca em 71
(44%), moderada em 61 (38%), e forte em 22 (14%), ndo sendo avaliavel em
6 casos (4%). (Figura 9)

Para a Nitrotirosina, observamos que foi negativa em 5 casos (3%),
positiva fraca em 83 (51%), moderada em 58 (36%), e forte em 12 (7%), ndo
sendo avaliavel em 4 casos (2%).(Figura 10)

Em todos os casos as positividades das expressdes ocorreram no

citoplasma e estao representadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Reag¢des imunoistoquimicas nas amostras de CaP (n=162)

Negativa Positiva Positiva Positiva Néo

Marcador fraca moderada forte avaliados
N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
iNOS 13 (8) 79(49) 51 (31) 16(10) 3(2)
COX-2 82 (51) 57 (35) 14 (9) 2(1) 7 (4)
GLUT1 2(1) 71 (44) 61 (38) 22 (14) 6 (4)
Nitrotirosina 5(3) 83 (51) 58 (36) 12 (7) 4(2)

Como observamos nas expressoes de iINOS, GLUT 1 e Nitrotirosina,
elevado numero de casos positivos, 92%, 98% e 95% respectivamente, para
a analise estatistica convencionamos entdo agrupar as imunorreatividades
dos quatro biomarcadores em 2 categorias: negatival/fraca positiva; e

positiva moderadal/forte.
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Figura 7 - Expressédo da iNOS. Negativa (A), e positiva com intensidade fraca (B),

moderada (C), e forte (D) no citoplasma das células de CaP. Objetiva com aumento de 20x
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Figura 8 - Expressao da COX-2. negativa (A), e positiva com intensidade fraca (B),

moderada (C), e forte (D) no citoplasma das células de CaP. Objetiva com aumento de 20x
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Figura 9 - Expressdo da GLUT1. Negativa (A), e positiva com intensidade fraca (B),

moderada (C), e forte (D) no citoplasma das células de CaP. Objetiva com aumento de 20x



85

Figura 10 - Expressdo de Nitrotirosina. Negativa (A), e positiva com intensidade

fraca (B), moderada (C), e forte (D) no citoplasma das células de CaP. Objetiva com
aumento de 20x.
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4.2 ANALISE DAS ASSOCIAGOES ENTRE INOS, COX-2, GLUT1
E NITROTIROSINA E RECIDIVA BIOQUIMICA EM PACIENTES COM

MARGENS CIRURGICAS POSITIVAS

As imunoexpressbdes da iINOS, COX-2, GLUT1, e Nitrotirosina nao
apresentaram associacdo com RB em pacientes com margens cirurgicas
positivas (p=0,3646; p=0,1457; p=0,4414 e p=0,0806, respectivamente)
(Tabela 6). Para expressdes da COX-2 pela diferenga na amostragem, em
analise separada, as reatividades foram agrupadas em: negativos e
positivos, sendo que os resultados também ndo demonstraram associagao

com a RB.

Tabela 6 - Associagdo da imunoexpressdao de iINOS, COX-2, GLUT1 e
Nitrotirosina e RB em CaP com MCP (n=110)

Recidiva bioquimica

Marcador Expressao Nao Sim Total p
N(%) N(%)

Negativo/fraco 41 (61) 22 (52) 63

iINOS 0,3646
Moderado/forte 26 (39) 20 (48) 46
Negativo/fraco 61 (94) 35 (85) 96

COX-2 0,1457
Moderado/forte 4 (6) 6 (15) 10
Negativo/fraco 31 (48) 16 (40) 47

GLUT1 0,4414
Moderado/forte 34 (52) 24 (60) 58
Negativo/fraco 36 (55) 38) 52

Nitrotirosina 0,0806

16 (
Moderado/forte 29 (45) 26 (62) 55
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4.3 ANALISE DAS ASSOCIAGOES ENTRE EXPRESSOES DA
INOS, COX-2, GLUT1 E NITROTIROSINA E RECIDIVA BIOQUIMICA

EM PACIENTES COM MARGENS CIRURGICAS NEGATIVAS

As expressbes da iINOS, COX-2, GLUT1 e Nitrotirosina nao
apresentaram associagdo com RB em 52 pacientes com margens cirurgicas
negativas (p=0,8492; p=0,987; p=0,6312; p=0,7115, respectivamente)

(Tabela 7).

Tabela 7 - Associagdo da imunoexpressdo de iINOS, COX-2, GLUT1 e
Nitrotirosina e RB em CaP com MCN (n=52)

Recidiva bioquimica

Nao Sim

Marcador Expresséao N(%) N(%) Total p
Negativo/fraco 27 (59) 2 (50) 29

iNOS 0,8492
Moderado/forte 19 (41) 2 (50) 21
Negativo/fraco 39 (87) 4 (100) 43

COX-2 0,987
Moderado/forte 6 (13) 0 (0) 6
Negativo/fraco 24 (51) 2 (50) 26

GLUT1 0,6312
Moderado/forte 23 (49) 2 (50) 25

Nitrotirosina

Negativo/fraco 34 (72) 2 (50) 36
13( 0,7115

Moderado/forte 28) 2 (50) 15
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4.4 ANALISE DAS ASSOCIAGOES ENTRE INOS, COX-2, GLUT1
E NITROTIROSINA; GRADUAGAO HISTOLOGICA DE GLEASON; E

RECIDIVA BIOQUIMICA NOS 162 PACIENTES (MCP+MCN)

Pela importancia do fator do escore de Gleason no prognostico da
evolucdo tumoral, relacionamos as imunoexpressdes da iINOS, COX-2, Glut
1 e Nitrotirosina com os diversos graus do escore de Gleason do CaP e
recidiva bioquimica em todos os 162 casos.

Observamos que ndo houve associagdo das expressdes dos
biomarcadores com o grau histoldgico do tumor.

Associacéo significativa foi observada entre escore de Gleason e a
RB, sendo que quanto maior este escore, maior a ocorréncia de RB (Tabela

8).

Tabela 8 - Analise das expressdes da iINOS, COX-2, GLUT1 e Nitrotirosina e
RB pelo escore de Gleason (h=162 casos)

Escore de Gleason

Variavel Categoria <6 7(3+4) 7 (4+3) 28 Total ¢]

N(%)  N©%)  N%)  N(%)

Nao 57 (88) 26(74) 25(61) 7 (33) 115

Recidiva bioq. <0,001
Sim 8 (12) 9 (26) 16 (39) 14 (67) 47
Negativo/fraco 41 (65) 19(54) 21(52) 11 (52) 92

iNOS 0,5202
Moderado/forte 22 (35) 16 (46) 19(48) 10 (48) 67
Negativo/fraco 56 (90) 31(91) 34(85) 18 (95) 139

COX-2 0,6637
Moderado/forte 6 (10) 3(9) 6 (15) 1(5) 16
Negativo/fraco 29 (47) 13(38) 19(48) 12 (60) 73

GLUT1 0,4919
Moderado/forte 33 (63) 21(62) 21(52) 8 (40) 83
Negativo/fraco 41 (64) 19(56) 16 (40) 12 (60) 88

Nitrotirosina 0,1136
Moderado/forte 23 (36) 15(44) 24 (60) 8 (40) 70
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4.5 ANALISE DA SOBREVIDA LIVRE DE RECIDIVA BIOQUIMICA
AOS 5 E 10 ANOS DE SEGUIMENTO EM TODOS CASOS

(MCP+MCN)

Relacionamos as taxas de sobrevida livre de RB aos 5 e 10 anos de
seguimento nos 162 casos com as variaveis clinicas, cirurgicas,
anatomopatolégicas e imunoistoquimicas para analise uni e multivariada
(Tabela 9).

Tabela 9 - Taxas de sobrevida livre de RB de todos os pacientes
(MCP+MCN) relacionadas com todas variaveis (n=162)

SLRB - SLRB -

Variavel Categoria N 5anos (%) 10 anos (%)
15-40 77 68 54
Peso (g) 40-60 65 73 73
>60 20 71 71
<7 65 92 76
Escore de Gleason 7 76 62 62
>7 21 38 19
<10 129 78 67
PSA (ng/ml) 10-20 23 52 52
=20 10 20 20
<10 101 83 74
Volume (%vol tumoral) 10-30 48 57 48
>30 13 31 31
.- . pT2a 51 92 92
Estadio patolégico >pT2b 111 62 52
= . Nao 55 89 89
Invasao perineural Sim 107 62 50
~ o Nao 149 73 64
Invasao angiolinfatica Sim 13 46 46
= Nao 84 86 86
Invasao capsular Sim 78 56 44
Margens Nao 52 90 90
Sim 110 63 53
iNOS Negativo/fraco 92 71 60
Moderado/forte 67 70 63
Negativo/fraco 139 71 64
COX-2 Moderado/forte 16 68 51
Negativo/fraco 73 73 61
GLUTA Moderado/forte 83 71 62
Negativo/fraco 88 79 64

Nitrotirosina Moderado/forte 70 62 56
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De acordo com as margens cirurgicas, as taxas de sobrevida livre de
RB quando as margens estavam negativas foram 90% aos 5 e 10 anos. E

quando estavam positivas foram 63% e 53%, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11 - Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de RB de acordo
com as margens cirurgicas em 162 pacientes portadores de adenocarcinoma

da préstata

De acordo com o volume do tumor, quando este foi estimado em
<10% do volume total do espécime, as taxas de sobrevida livres de RB aos

5 e 10 anos foram 83% e 73%, respectivamente. Quando entre 10 e 30% foi
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57% e 48%, e quando maior que 30% do volume prostatico foi 31% em 5 e

10 anos, respectivamente (Figura 12).
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Figura 12 - Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de RB de acordo
com o volume tumoral em 162 pacientes portadores de adenocarcinoma da
prostata.

De acordo com a invaséo da capsula prostatica, quando negativa as
taxas de sobrevida livre de RB foram 86% aos 5 e aos 10 anos; quando

presentes e focais foram 63% e 56%; e quando presentes e extensas foram

52% e 38%, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13 - Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de RB de acordo
com a invasao da capsula prostatica em 162 pacientes portadores de
adenocarcinoma da prostata.

De acordo com o escore de Gleason, quando menor que 7 as taxas
de sobrevida livre de RB foram 92% e 76%, quando iguais a 7 (3+4 e 4+3)

foram 62% e quando maiores que 7 foram 38% e 19% aos 5 e aos 10 anos,

respectivamente (Figura 14).
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Figura 14 - Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de RB de acordo
com o escore de Gleason em 162 pacientes portadores de adenocarcinoma
da préstata.

De acordo com a dosagem plasmatica do PSA, quando <10 ng/ml as
taxas de sobrevida livre de RB foram 78% e 67%; quando entre 10 e 20

ng/ml foram 52%; e quando =20 ng/ml foram 20% aos 5 e aos 10 anos,

respectivamente (Figura 15).
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Figura 15 - Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de RB de acordo
com a dosagem plasmatica do PSA em 162 pacientes portadores de
adenocarcinoma da proéstata.

De acordo com a Nitrotirosina, as taxas de sobrevida livre de RB aos
5 e aos 10 anos foram 79% e 64% quando sua expressao era negativa ou

positiva fraca; e 62% aos 5 anos e 56% aos 10 anos, quando sua expressao

foi positiva moderada ou forte. (Figura 16)
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Figura 16 - Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de RB de acordo
com a expressao imunoistoquimica da Nitrotirosina em 162 pacientes
portadores de adenocarcinoma da prostata



96

4.6 ANALISE UNIVARIADA DA SOBREVIDA LIVRE DE RECIDIVA
BIOQUIMICA DE ACORDO COM VARIAVEIS CLINICAS,
CIRURGICAS, ANATOMOPATOLOGICAS, E IMUNOISTOQUIMICAS

EM TODOS OS CASOS (MCP+MCN) (N=162 CASOS)

Dentre as variaveis clinicas, cirurgicas, anatomopatolégicas e
expressdes dos biomarcadores, a analise univariada em todos os 162 casos
estudados demonstrou que o escore de Gleason; o nivel do PSA; o volume
tumoral; o estadio patoldgico, a invasdo capsular; e margens cirurgicas
positivas tiveram associagao significativa com taxas de sobrevida livre de
recidiva bioquimica (p<0,001). A expressao positiva da Nitrotirosina; a
invasao angiolinfatica; e a invasao perineural também tiveram significancia,

porém menor (p=0,032; 0,017; 0,01, respectivamente) (Tabela 10).
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Tabela 10 - Analise univariada das taxas de sobrevida livre de RB de acordo
com variaveis clinicas, cirurgicas, anatomopatoldgicas e imunoistoquimicas
(MCP+MCN) (n=162)

Variavel Categoria N RR IC(95%) p
15-40 77 1(Ref)

Peso (g) 40-60 65 0,71 0,38 1,32 0,531
>60 20 0,76 0,29 1,99
<7 65 1(Ref)

Escore de
7 76 3,36 1,51 7,47  <0,001

Gleason
>7 21 9,33 3,87 22,53
<10 129 1(Ref)

PSA (ng/ml) 10-20 23 2,93 1,46 590 <0,001
=220 10 5,69 2,57 12,57
<10 101 1(Ref)

Volume
out/30 48 3,21 1,68 6,13  <0,001

(%vol tumoral)
>30 13 717 3,15 16,34

Estadio pT2a 51 1(Ref)

<0,001

patolégico 2pT2b 111 7,20 2,24 23,22

Invasao Nao 55 1(Ref)

0,001

perineural Sim 107 3,89 1,65 9,16

Invaséo Nao 149 1(Ref)

0,017

angiolinfatica  Sim 13 2,58 1,15 5,78

Invasao Nao 84 1(Ref)

<0,001

capsular Sim 78 3,76 1,91 7,39
Nao 52 1(Ref)

Margens <0,001
Sim 110 5,29 1,90 14,74
Negativo/fraco 92 1(Ref)

iINOS 0,577
Moderado/forte 67 1,18 0,66 2,11
Negativo/fraco 139 1(Ref)

COX-2 0,667
Moderado/forte 16 1,21 0,51 2,86
Negativo/fraco 73 1(Ref)

GLUT1 0,742
Moderado/forte 83 1,11 0,60 2,04
Negativo/fraco 88 1(Ref)

Nitrotirosina 0,032

Moderado/forte 70 1,90 1,05 3,46
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A analise multivariada evidenciou que o volume tumoral e a invasao
capsular foram variaveis independentes associadas significativamente com
menor sobrevida livre de RB. Nenhum dos biomarcadores estudados teve

valor preditivo desta recorréncia (Tabela 11).

Tabela 11 - Analise multivariada da sobrevida livre de RB (MCP+MCN)
(n=162).

Variavel Categoria RR 1C(95%) p
<10 1(Ref)

Volume tumoral 10-30 2,0647 0,9659 4,413 0,06141
>30 12,1551 45705 32,326 <0,001
nao 1(Ref)

Invasao capsular
sim 2,7576 1,2923 5,884 0,00871
Negativo/fraco 1(Ref)

iINOS
Moderado/forte 1,1066 0,5639 2172 0,77
Negativo/fraco 1(Ref)

COX-2
Moderado/forte 0,8664 0,3083 2,434 0,79
Negativo/fraco 1(Ref)

GLUT1
Moderado/forte 1,0653 0,5458 2,079 0,85
Negativo/fraco 1(Ref)

Nitrotirosina
Moderado/forte 1,6647 0,8199 3,38 0,16

4.7 ANALISE DA SOBREVIDA LIVRE DE RECIDIVA BIOQUIMICA
DE ACORDO COM VARIAVEIS CLINICAS, CIRURGICAS,
ANATOMOPATOLOGICAS E IMUNOISTOQUIMICAS NOS 110

CASOS COM MARGENS CIRURGICAS POSITIVAS

As taxas de sobrevida livre de recidiva bioquimica nos 110 pacientes

com margens cirurgicas positivas, aos 5 e 10 anos foram de 63% e 53%,
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respectivamente. Constatou-se na analise univariada associagdao do maior
risco de ocorrer RB com as seguintes variaveis: escore de Gleason
(p<0,001); dosagem do PSA (p<0,001); volume tumoral (p<0,001); invaséo
perineural (p=0,008); e invasdo capsular (p=0,014). Nao houve associagao
entre as expressdes dos biomarcadores com a evolugao tumoral neste grupo

de pacientes (Tabela 12).

Tabela 12 - Analise univariada da sobrevida livre de RB em pacientes com
MCP (n=110)

Variavel Categoria N RR IC(95%) p
15-40 55 1(Ref)

Peso (g) 40-60 45 0,60 0,31 1,15 0,261
>60 10 0,60 0,18 2,00

Escore de <7 38 1(Ref)

Gleason 57 3,78 1,55 9,24  <0,001
>7 15 10,57 3.86 28,96
<10 81 1(Ref)

PSA (ng/ml) 10-20 20 2,14 1,03 4,48  <0,001
>20 9 5,39 2,39 12,14

Volume <10 50 1(Ref)

(% vol. total  10-30 47 2,22 1,10 4,50 0,001

da pecga) >30 13 4,84 2,02 11,57

Estadio pT2a 4 1(Ref) 0203

patoldgico  2pT2b 106 2,10° 0,00 Inf ’

Invaséo Nao 23 1(Ref) 0.008

perineural Sim 87 4,27 1,32 13,81 '

Invasao Nao 98 1(Ref) 0069

angiolinfatica Sim 12 2,09 0,93 4,72 ’

Invasao Nao 36 1(Ref) 0014

capsular Sim (focal ou ext) 74 2,65 1,18 5,97 ’
Negativo/fraco 63 1(Ref)

INOS Moderadolforte 46 1,26 0,69 231 049
Negativo/fraco 96 1(Ref)

COX-2 Moderado/forte 10 1,62 0,68 3,85 0,274
Negativo/fraco 47 1(Ref)

GLUT Moderadolforte 58 1,14 0,60 216 0684

Negativo/fraco 52 1(Ref)

Nitrotirosina ) jeradolforte 55 1,59 0,85 2,97

0,144
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A analise multivariada das variaveis clinicas, cirurgicas,
anatomopatolégicas e imunoistoquimicas nos 110 pacientes com MCP,
resultou que o volume tumoral no espécime e a invasao capsular mostraram-
se fatores progndésticos independentes para ocorréncia de RB do CaP

(Tabela 13).

Tabela 13 - Analise multivariada para sobrevida livre de recorréncia
bioquimica em pacientes com MCP (n=110)

Variavel Categoria RR IC (95%) ¢]
Volume tumoral <10 1 (Ref.)
(%vol. prostata) 10-30 2,013 0,889 4,557 0,0934

>30 12,13 4,2082 34,965 <0,001
Invasao capsular Nao 1 (Ref.)

Sim (focal / ext) 3,016 1,2499 7,277 0,014
INOS Negativo/fraco 1 (Ref.)

Moderado/forte 1,07 05175 2,213 0,8547
COX-2 Negativo/fraco 1 (Ref.)

Moderado/forte 1,133 0,3853 3,329 0,821
GLUT1 Negativo/fraco 1 (Ref.)

Moderado/forte 1,121 0,5506 2,281 0,7531
Nitrotirosina Negativo/fraco 1 (Ref.)

Moderado/forte 1,598 0,7503 3,405 0,2242

O risco de RB quando o volume tumoral € maior que 10% do volume
do espécime cirurgico, duplica quando comparado a volume menor do que
10% e é muito mais significativo quando maior que 30%.

A presenca de invasdo capsular nos 110 pacientes com margens
cirurgicas positivas associou-se de forma significativa (p=0,014) com a RB

do CaP ao longo do estudo (Figura 17).
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Figura 17 - Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de RB de acordo
com a invaséao capsular em 110 pacientes com margens cirurgicas positivas
O volume tumoral relacionou-se com RB do CaP de forma significativa
ao longo do estudo sendo observado que quanto maior este volume, menor
o tempo de sobrevida livre de recidiva. Volume tumoral maior do que 30% foi
muito associado a RB (p<0,001) (Figura 18), sendo que pacientes neste
grupo, apresentaram 12 vezes maior risco de RB do que aqueles com

volume tumoral menor do que 10% do volume do espécime cirurgico.
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Figura 18 - Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de RB de acordo
com o volume tumoral no espécime cirurgico em 110 pacientes com
margens cirurgicas positivas.
As imunoexpressdes da iINOS, COX-2, GLUT 1 e Nitrotirosina n&o se
correlacionaram com a maior ou menor sobrevida livre de recorréncia

bioquimica no seguimento de 110 pacientes portadores de CaP submetidos

a PR e que permaneceram com MCP (Figura 19).
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Figura 19 - Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida livre de recorréncia
bioquimica de acordo com a expressdo da iINOS, COX-2, GLUT1 e
Nitrotirosina em 110 pacientes com MCP
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5 DISCUSSAO

Apesar de todo cuidado e da habilidade do cirurgido, MCPs podem
ocorrer, representando uma preocupagao quanto a maior possibilidade da
progressao tumoral, embora apenas 17 a 40% destes pacientes evoluam em
média de intervalo de 24 meses para recidiva tumoral (HAN et al. 2003; KIM
et al. 2010).

Entre as variaveis utilizadas, num nomograma para estimativa da
probabilidade do risco de recidiva pds-PR, encontramos o escore de
Gleason nas biopsias € no espécime cirurgico, o estadiamento clinico e o
patoldgico, o valor do PSA pré-operatério, ou a duplicacéo do valor do PSA
ou velocidade do PSA maior que 0,75 ng/ml entre as dosagens, em 10
meses, apods a prostatectomia radical. Também s&o relevantes a doencga
estar orgao-confinada, o comprometimento das margens cirurgicas, a
extensdo e o grau do escore de Gleason destas margens, a invasao da
capsula prostatica, o acometimento dos feixes vasculo-nervosos, o volume
tumoral, e o0 acometimento tumoral dos ganglios linfaticos e das vesiculas
seminais. Estas variaveis foram inseridas em diversos nomogramas que
tentam predizer a evolugao tumoral local ou a distancia, metastatica (SADI et
al. 2006).

O PSA pré-operatério € considerado por muitos autores como um
importante fator preditivo de RB (KUPELIAN et al. 1997). Em analise

multivariada, estes autores definram como fatores independentes que
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predisseram RB: a dosagem pré-operatoria do PSA, o escore de Gleason do
espécime cirurgico e a presencga de margens cirurgicas positivas, sendo este
ultimo considerado fator independente preditor de recidiva local do tumor.
Concluem que o PSA pré-operatorio € o mais potente fator clinico
independente preditor de RB, sendo que quando as margens cirurgicas sao
negativas, e os niveis do PSA inicial estdo abaixo de 20 ng/ml, até em
doencas localmente avangadas, os resultados de sobrevida s&do melhores.

Em nosso estudo também se confirmou, na analise univariada a
significancia do PSA pré-operatério quando acima de 10 ng/ml (p<0,001) em
relagdo a menor sobrevida livre de RB, embora isto ndo tenha se confirmado
na analise multivariada.

Em nosso estudo, correlacionando variaveis clinicas, cirurgicas e
anatomopatolégicas, com a sobrevida livre de RB em 110 pacientes
submetidos a PR por CaP e com MCPs, encontramos em analise univariada
como significativas, o escore de Gleason do espécime cirurgico, o valor do
PSA, e o volume tumoral, mas na analise multivariavel, apenas o volume
tumoral maior que 30% do espécime cirurgico e a invasdo da capsula
prostatica focal e extensa extraprostatica foram fatores prognésticos
independentes significativos da RB.

Corroborando nossos achados, encontramos dados na literatura, em
que o volume tumoral do CaP no espécime, foi considerado como um
preditor independente do escore patolégico de Gleason, da extenséo
extraprostatica, e de margens cirurgicas positivas em analises de regressao

logistica, e que quando calculado por planimetria na secgéo
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anatomopatolégica para analise em bloco inteiro da peca, € um preditor
significativo de RB (THOMPSON et al. 2011). O volume tumoral como fator
prognéstico foi estudado em tumores apresentando mais do que 20% de
escore de Gleason padrao 4, mediana do volume de 25% do volume total do
espécime, onde estes apresentaram maior chance de progressao
metastatica refletindo a importadncia de ambos pardmetros na determinagao
prognéstica (LEITE et al. 2005). Quanto a presenca de invasao da capsula
prostatica, focal ou extensa extracapsular, mais a presenga de margens
cirargica positivas, estas foram correlacionadas com a predigdo de recidiva
tumoral (BILLIS et al. 2012), sendo que quando se apresentava extensao
difusa extracapsular, em analise univariada, e margens cirurgicas positivas
em analises uni e multivariada, estes foram preditores significativos de
recorréncia bioquimica num tempo menor apos a PR.

A decisdo de indicar um tratamento adjuvante radioterapico sobre o
leito prostatico pode reduzir as taxas desta recidiva, mas por outro lado,
pode acarretar aos pacientes complicagdes actinicas como cistite, retite,
impoténcia sexual naqueles cuja poténcia foi conservada, ou incontinéncia
urinaria naqueles que ja tenham restabelecido a continéncia (TYLDESLEY et
al. 2012). Esta decisdo, hoje na grande maioria dos casos, baseia-se nos
resultados dos diversos nomogramas preditivos como descritos, mas que
carecem de boa assertividade ja que vimos que nem todos pacientes com
margens positivas vao apresentar RB. Recentemente, no sentido de
incrementar esta assertividade, COOPERBERG et al. (2011), acrescentaram

a um validado escore de estimativa do risco no CaP (Cancer of Prostate Risk



107

Assessment-CAPRA), que ja contava com dados pré-operatorios, variaveis
anatomopatoldgicas, a qual denominaram como escore CAPRA-S. A média
de sobrevida livre de RB em 5 anos foi de 78% dentre os casos estudados,
sendo que pontuaram com até 3 pontos a mais os indices ja estabelecidos
de importancia da significancia destas variaveis na recidiva como o PSA; o
escore de Gleason; um ponto a mais pela descricdo de extensao
extraprostatica ou linfonodo acometido; e dois pontos a mais quando
descritos margens cirurgicas positivas ou infiltragdo nas vesiculas seminais.
O resultado foi um incremento de 2,4 vezes mais no risco para cada
aumento de dois pontos no escore, transformando este escore numa
ferramenta mais precisa e de melhores resultados tanto na calibracdo como
na analise das curvas de decisao.

Devido a significante heterogeneidade clinica desta doenca estes
fatores clinicos e anatomopatolégicos em seus nomogramas de risco, estao
distantes em identificar com acuracia os pacientes em alto risco de
progressao e a caracterizacdo de novos biomarcadores preditores da RB,
bem como o desenvolvimento de terapias alvo para o CaP séo de grande
importancia.

Para a pesquisa na identificagao destes biomarcadores foram criadas
diretrizes - projeto REMARK do NCI-EORTC (Instituto Nacional do Cancer
da América do Norte e Organizagao Européia para Pesquisa e Tratamento
do Cancer) referidas por McCSHANE et al. (2005) que procuram estabelecer

critérios na elaboracio das teses, padronizacao dos testes, na interpretacao,
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na analise e divulgagao dos estudos, diretrizes estas que foram seguidas por
noés.

COOPERBERG et al. (2013), apresentou seus resultados com a
utilizagao de um teste prognéstico DECIPHER® (Genome Dx, Biosciences,
San Diego, CA, USA) que mede o grau de expressdo de multiplos
marcadores associados ao cancer agressivo da prostata no espécime
cirargico e avalia o risco biolégico de um cancer ser potencialmente letal
independente do PSA ou de outros fatores de risco conhecidos. Em
pacientes submetidos a PR considerados de alto risco pelos nomogramas
classicos e pelo escore CAPRA-S, anteriormente citado, e pelo novo escore
de classificagado percentual de classificagdo gendmica do teste Decipher®
(DGC), ambos demonstraram valor como preditores da mortalidade cancer
especifica. Entretanto o Decipher® foi capaz de reduzir o risco em mais de
50% dos homens estratificados como sendo de alto risco pelo escore de
CAPRA-S, modificando as decisdes de tratamento adjuvante no pos-
operatério, sendo entdo considerado ferramenta para informacao
prognoéstica independente de importancia. A importancia da interpretagcéo
das expressbes de biomarcadores preditivos da evolugao tumoral foi
também relatada por GHADESSI et al. (2013), num estudo clinico
prospectivo de pacientes considerados de alto risco e que apods a PR, pelos
resultados do Decipher®, 72% destes foram reclassificados como sendo de
baixo risco e tiveram menos que 3% de incidéncia de metastases apos 5
anos de seguimento. Aqueles classificados como de alto risco tiveram

aproximadamente 10 vezes maior risco de desenvolver metastases aos 5
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anos de seguimento. A recomendacado de tratamento adjuvante nos casos
de alto risco apdés a interpretacdo do teste Decipher®, segundo
apresentacao de BADANI et al. (2013), mudou em 43 a 53% das vezes,
sendo significativo que este teste tenha alterado a conduta de radioterapia
adjuvante para observacéo vigilante em 31% das vezes.

Estes estudos demonstram a importancia de avaliar marcadores
moleculares preditivos da agressividade e recorréncia tumoral do CaP para
que possamos melhor planejar as opgdes terapéuticas no pds-operatorio de
pacientes com margens cirurgicas comprometidas.

Interessou-nos a pesquisa da expressao de marcadores moleculares
envolvidos com a hipdxia celular, a angiogénese tumoral, e o transporte de
glicose nas células de adenocarcinoma da préstata, particularmente o iNOS,
COX-2, GLUT1 e Nitrotirosina, se preditivos da evolugao tumoral.

O o6xido nitrico (NO) é um regulador pleiotrépico, critico a numerosos
processos bioldgicos incluindo vasodilatagdo, neurotransmisséao e imunidade
mediada por macréfagos. A familia das sintases do 6xido nitrico compreende
a NOS induzivel (INOS), a endotelial e a neuronal, sendo que estas
isoformas podem promover ou inibir a etiologia do cancer, associadas ao
grau tumoral, velocidade de proliferagdo e na expressao de importantes vias
de sinalizagdo do desenvolvimento do cancer como os receptores de
estrogénio. Parece que altos niveis na expressao da NOS gerados por
macrofagos ativados podem ser citostaticos ou citotoxicos para células

tumorais, enquanto que baixos niveis tém efeito oposto promovendo o
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crescimento tumoral. Paradoxalmente NO e suas espécies nitrogénio
reativas podem ter tanto propriedades genotdéxicas como angiogénicas.

Portanto, o conhecimento ao nivel molecular do papel do NO no
cancer pode trazer implicagdes terapéuticas importantes no diagndstico e
tratamento da doenca. Estudos evidenciaram que a iINOS ndo s6 esta
expressa em células do estroma e de macréfagos no tumor, mas também
nas células tumorais, sendo observado atividade em média em 50% destas,
e que quando tanto a iINOS estromal quanto tumoral estavam presentes,
maior o indice de apoptose e maior o indice de densidade da
microcirculagdo. Relatam que lesdes benignas quase nao apresentaram
positividade para a iNOS, enquanto que carcinomas “in situ” e lesdes
invasivas expressaram em 67% e 61% dos casos, respectivamente (XU et
al. 2002).

Polimorfismo nos genes produtores da NOS séao fatores de risco para
o cancer de prostata, especialmente naqueles de comportamento agressivo.

COULTER et al. (2008) salientam o papel da NO envolvida em
multiplas vias de sinalizacado intra e inter celular, sendo que em tumores
heterogéneos uma variedade de respostas foram observadas segundo
modificacdo dos niveis da NO. Expressdes constitutivas certamente por
eNOS e provavelmente também pela iINOS tem importante participacdo na
caracteristica tendéncia do tumor invadir tecidos vizinhos, disseminar para
sitios distantes, e induzir uma maior dilatagdo do suporte sanguineo, sendo
que quando em modestas concentragcdes estes efeitos podem ser

caracterizados como pré-malignos. Em altas concentragdes, entretanto, NO
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age como potente agente anticancer promovendo apoptose, necrose e
inibindo a angiogénese. Estas caracteristicas quando da hiperexpressao da
NO foi observada em modelos pré-clinicos onde foi constatada reducao do
crescimento tumoral e aumento na eficacia tanto da quimioterapia quanto da
radioterapia.

KLOTZ et al. (1998) demonstraram que células de carcinoma
prostatico tem alta expressédo da iNOS, enquanto que tecidos benignos néo
evidenciaram esta expressao, considerando entdo a iINOS como marcador
imunoistoquimico especifico para este cancer, além de teorizar que a
producdo da NO pela INOS desempenha multiplas acbdes no
desenvolvimento desta doenca, mas nao correlacionaram estas expressoes
com a evolugao tumoral.

Inversamente, FLORIANO-SANCHEZ et al. (2010), em 39 amostras
de HPB e em 42 casos de CaP procuraram detectar por imunoistoquimica a
presenca da iNOS, a encontrando em 15,89% * 7,1% nos tecidos
cancerosos, e em 23,2% + 8,8% na hiperplasia benigna, concluindo que os
dados da densitometria da imunorreatividade da iNOS no tecido glandular
em cancer de prostata foram menores que os obtidos em tecido similar de
hiperplasia benigna prostatica, sugerindo que a determinagéo da iNOS pode
ser utilizada como marcador de oncogénese.

ZAFIRELLIS et al. (2010), demonstraram no estudo de 132 pacientes
operados de cancer coloretal a relevancia prognostica da expressao da
sintetase induzivel da NOS, a correlacionando com variaveis clinico-

patolégicas e de sobrevida. Imunoreatividade da iINOS foi observada no
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citoplasma das células epiteliais do tumor em 60 pacientes (45,5%), e
positivamente correlacionada com invasao linfonodal. Nao foi encontrada
correlacao significativa entre a expressao da iNOs com as variaveis idade,
sexo, localizagao tumoral, tamanho do tumor, grau tumoral, e estadio TNM.
A andlise de sobrevida mostrou correlagdo significante entre os tumores
iINOS positivos e pobre sobrevida doencga especifica como fator significante
independente de prognéstico em analise multivariada (HR=4,42; p<0,001).
Pacientes com doenca em estadio |l e tumores iINOS positivos apresentaram
sobrevida pior doenca especifica quando comparados com aqueles que
apresentavam tumores iNOS negativos (p<0,001), o mesmo ocorrendo com
pacientes com estadio Ill da doenca. Concluiram que a positividade da iINOS
nestes tecidos tumorais, pode predizer a evolucido destes pacientes de
forma independente a outros fatores conhecidos, podendo pois ser
considerado um novo marcador molecular com significante utilizacédo na
clinica.

AALTOMAA et al. (2000) avaliaram o valor prognéstico da
imunoexpressao da iINOS em 82 pacientes portadores de CaP localizado
submetidos a PR. A média do seguimento desta série foi de 3,3 anos. A
expressado da NOS2, com localizagao citoplasmatica, foi graduada de acordo
com a intensidade da coloragdo como ausente, fraca e forte. A expressao
fraca e forte da iINOS foi observada em 25 (31%) e 56 (68%) pacientes,
respectivamente. A expressao forte da iINOS foi relacionada com o nivel de
PSA no pré-operatério (p=0,006) e estadio patolégico T da classificagao

TNM (p<0,001) e sem outras associagées anatomopatoldgicas ou clinicas.
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Os autores relataram que a expressao da iINOS nao foi um fator preditivo
para a falha bioquimica destes pacientes operados.

Os mesmos autores, AALTOMAA et al. (2001) avaliaram em outro
estudo retrospectivo com média de seguimento de 12,9 anos, 198 pacientes
tratados por castracdo (n=103), cirurgia radical e radioterapia (n=6) ou
seguimento (n=89). Estes pacientes nado representam as opgbes de
tratamento atualmente indicadas na clinica, como se pode observar pelo alto
numero de orquiectomias e baixo numero de tratamentos radicais. Os
espécimes foram obtidos em 47 bidpsias prostaticas e de 158 resseccgdes
endoscopicas de prostata e portanto pacientes pertencentes ao estadio
clinico T1a e T1b (n=158). A expressao da iINOS foi quantificada pela
intensidade da coloragédo citoplasmatica em negativa, fraca e forte. Os
tecidos prostaticos normais e com hiperplasia prostatica adjacentes ao tumor
foram considerados com positividade negativa ou fracamente positiva para
iINOS. Nas areas com carcinoma, a expressao foi considerada negativa,
fraca e forte em 22%, 43% e 35%, respectivamente. A expressédo da iNOS
nas células tumorais relacionou-se com o fator T da classificagdo TNM,
escore de Gleason e ploidia do DNA e a presenca de infiltracdo. Em relacéo
a expressao da iINOS com escore de Gleason 2-4, 5-7 e 8-10, a positividade
7%, 26% e 52%, respectivamente. Em analise univariada, a expressao forte
de iNOS foi um significativo fator preditivo para sobrevida dos pacientes (p =
0,002) e inclusive quando avaliados apenas os pacientes do estudo sem

metastases. Entretanto, quando avaliado a sobrevida em analise
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multivariada pelo método de Cox, a expressdo de iNOS nao foi fator
preditivo independente para sobrevida.

Em tese de doutorado, FONSECA (2002) estudou a expressao
imunoistoquimica da NOS2 avaliada em 58 pacientes pés-PR e que se
correlacionou fortemente com a faixa do PSA pré-operatorio, escore de
Gleason pdés-operatério agrupado, estadio patolégico N, invasao perineural,
invasao angiolinfatica, invasao de vesicula seminal, tratamento adjuvante e
situagdo clinica dos pacientes no final do estudo e foi marginalmente
significativa com o estadio patoldgico T (p=0,098). Portanto, baseado nestes
resultados, a expressao imunoistoquimica da NOS2 acena para a correlagao
com o grau de diferenciagao celular (escore de Gleason) e com o estadio
patolégico do cancer localizado de proéstata. Nos pacientes com RB, 4
(13,33%) e 13 (46,43%) apresentaram reacdo para NOS2 negativa e
positiva, respectivamente. A média do tempo de seguimento da coorte foi de
75 meses (DP 25,5). A média do tempo para a falha bioquimica foi de 18,6
meses (DP 22,5). A sobrevida livre de RB foi 49,3%. Na analise multivariada,
os fatores preditivos independentes para a RB foram: a expressdo da NOS
induzida, escore de Gleason patoldgico, e invasédo da vesicula seminal.

A associacdo do NOS2 com a situagao clinica dos pacientes no
seguimento final do estudo foi muito significativa. Ao que parece, o0s
resultados indicam fortemente que a imunoreagao de NOS2 pode exercer
papel prognostico para os pacientes submetidos a cirurgia radical da

prostata.
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Nossos resultados nas amostras dos 162 pacientes com e sem
margens positivas, revelaram expressao da iINOS em numeros absolutos
como negativa em 8% dos casos e positiva (fraca 49%, moderada 31% e
forte 10%) em 90% dos casos, mas nas analises univariada e multivariada,
nao houve correlagao entre as expressdes da iINOS e a sobrevida livre de
RB do CaP nos pacientes com MCPs.

Apoptose diminuida, aumento na angiogénese e supressao da
imunidade sédo algumas das sequelas da hiperexpressdo da COX-2 e cada
um destes fatores tem importante papel na formagéao e progressao tumoral.

Prostaglandinas, especialmente a PGE2, tem sua importancia na
patogénese do cancer por que pode afetar a mitogénese, a adesao celular, a
invasdo, a apoptose, e a imunidade celular. O metabolismo do acido
araquidénico pela ciclooxigenases (COXs) inicia a formagado das
prostaglandinas, sendo que a COX-1 é expressa normalmente em muitos
tecidos, enquanto que a COX-2 usualmente nao é detectavel mas € induzida
como resposta a estimulos como citocinas, oncogenes e promotores
tumorais. Em tumores vesicais, DIAMANTOPOULOU et al. (2005)
demonstraram a relagcdo entre a expressdo da COX-2 com a evolucio
tumoral, sendo que na analise multivariada a imunopositividade da COX-2 foi
independentemente associada com um pior prognéstico em pacientes com a
doenca ndo musculo invasiva, e que quando a COX-2 se encontrava
hiperexpressa com subsequente ativagao da apoptose estava associada a

uma piora nas taxas de sobrevida geral dos pacientes em estadio pTa-T1.



116

RUBIO et al. (2005) avaliaram a expressao da COX-2 em produtos de
bidpsias prostaticas, encontrando positividade em 67% dos casos e este
resultado foi relacionado em analise univariada a uma maior sobrevida livre
de recorréncia. Nos espécimes cirurgicos de prostatectomias radicais a
positividade nas expressées do COX-2 foi de 79,1%, mas nao foi mantida
sua independéncia como fator prognéstico de sobrevida livre de tumor em
analise multivariada.

A associagado da COX-2 e a expressao de HER2 (um receptor tirosina
quinase) foi bem demonstrada em cancer coloretal, onde a ativagdo da
HER2 induz ativagdo dos promotores da COX-2, como também este
estimulo pode ser regulado pela ativagao da proteina de ativagdo mitogénica
da cascata da cadeia quinase (MAP), como ocorre nos tumores de mama.
Tumores prostaticos de alto grau estao relacionados com niveis elevados de
expressao de COX-2, influenciando a progressao e desenvolvimento tumoral
através da neoangiogénese e resisténcia aumentada a apoptose. Estas
células expressando COX-2 estimulam a produgdo VEGF (Fator de
crescimento vascular endotelial). Em estudos “in vivo” inibidores de COX-2
bloqueiam a producdo de VEGF e com isto diminuem a densidade dos
microvasos no cancer prostatico. Por outro lado, expressdo aumentada de
COX-2 correlaciona-se com uma diminuicdo da apoptose, portanto os
mesmos inibidores da COX-2 podem induzir apoptose (EDWARDS et al.
2004).

Estes autores pesquisando esta associacdo em 89 casos portadores

de CaP e 28 casos de HPB, analisando nos tecidos a amplificacdo de HER2
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por fluorescéncia em hibridizacao “in situ”, e a expressao protéica de HER2
e COX-2 por imunoistoquimica tiveram como resultados que todos tumores
expressaram COX-2 num nivel muito mais significativo do que nos tecidos
benignos (p=0,041). Baixos indices de amplificagdo génica de HER2 (8%,
7/89) e de expressao da proteina HER2 (12%, 11/89) foram observadas.
Mesmo que neste estudo HER2 nao tenha levado a uma expressao maior de
COX - 2, identificou-se altos indices da expressdao deste ultimo, em
pacientes portadores de CaP localmente avangado, sugerindo que ele possa
ser um potencial alvo terapéutico, sendo que estudos estdo sendo
desenvolvidos observando-se a resposta tumoral aos inibidores da COX - 2.
CHENG et al. (2007), sabendo da agao das drogas antiinflamatérias
nao esterdides na inibicdo da ativacao enzimatica da COX-2, e com as
referéncias que o uso prolongado destes aparentemente de forma modesta
diminuem o risco do aparecimento do CaP, investigaram as variagdes
comuns genéticas do COX-2 e o risco de CaP avangado. Genotiparam 9
SNPs (nucleotideos unicos polimérficos) do COX-2 em 1012 homens
portadores desta doenca. Tiveram como resultados que 3 SNPs
demonstraram significancia estatistica com o risco deste cancer, sendo que
aqueles com os mais evidentes polimorfismos se associaram com um menor
risco da doenga (36% a menos), e também avaliaram que o uso de drogas
antiinflamatorias ndo esterdides esteve associado a um risco menor de ter a
doenga de que quando ndo se usou estas drogas. Seus achados sugerem

que variacdes do COX - 2 estao associadas ao risco de CaP.
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RICHARDSEN et al. (2010) demonstraram que em pacientes com
CaP metastatico, os tumores primarios apresentavam expressao forte da
COX-2, TGF-beta e Ki67, nas células epiteliais tumorais e nas areas do
estroma tumoral comparadas com os casos nao metastaticos. A forte
intensidade na expressao da COX-2 nas areas tumorais foi em alto grau
associado com a morte pelo CaP em analise univariada. Na analise
multivariada a associagao foi forte, mas nao significativa.

Da mesma forma, BIN et al. (2011) observaram a positividade da
expressao da COX-2 no citoplasma de células de CaP. Expressao forte foi
correlacionada com escore de Gleason, estadio patolégico e acometimento
linfonodal. Pacientes com forte expressao da COX-2 mostraram sobrevida
menor livre de tumor, e menor sobrevida global em relagdo aqueles com
expressdo fraca. Analise univariada e multivariada sugeriram que a
determinacdo da expressdo proteica de COX-2 foi um indicador
independente de progndstico para a sobrevida destes pacientes

De forma contraria, nossos resultados nas amostras dos 162
pacientes com e sem margens positivas revelaram expressao da COX-2 em
numeros absolutos como negativa em 51% dos casos e positiva (fraca 35%,
moderada 9%, forte 1%) em 45% dos casos Nas anadlises univariada e
multivariada, ndo houve correlacdo entre as expressbes da COX-2 e
sobrevida livre de RB do CaP nos pacientes com MCPs.

NUALART et al. (2009) descreveram que células cancerosas como
também muitas células de varios mamiferos, dependem de suporte continuo

de glicose, ndo apenas como precursor de glicoproteinas, triglicérides e
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glicogénio, mas também como importante fonte de energia. Isto leva a rever
as expressoes de transportadores GLUT em tecidos normais e cancerosos
com receptores de hormébnios esterdides sexuais como existentes na
prostata, no utero, na mama, no ovario, nos testiculos entre outros, dada a
importancia da acdo do estrogeno, da progesterona e dos horménios
androgenos na carcinogénese destes tecidos, bem como na sobrevida e
propagacao destes tumores.

Conforme as células se dividem e crescem a demanda por oxigénio
aumenta, e estas células usam oxigénio para metabolizar glicose e outros
substratos através da fosforilagdo oxidativa. Enquanto tumores induzem a
angiogénese para a chegada de nutrientes, esta nova formacéo de vasos
nao acompanha a velocidade da proliferacdo das células neoplasicas,
resultando em areas hipdxicas dentro do tumor. Para a formacdo de uma
massa tumoral, as células devem adaptar seu metabolismo para sobreviver
e crescer em condicdes de isquemia e hipdxia, e nestas areas ,estas células
nao sdo mortas pela agdo de radiagao ionizante que depende de oxigénio,
ou por drogas quimioterapicas, que nao alcangam estas regides. Uma
caracteristica destas areas isquémicas € a produgdo de grandes
quantidades de acido latico derivado da glicélise, na presencga de reduzidas
concentragdes de oxigénio. Isto vem acompanhado pelo aumento na taxa
dos transportadores de glicose. E possivel que o &cido lactato formado
nestes tumores esteja envolvido na translocagdo de GLUTs para a
membrana plasmatica, que por sua vez facilitaria um aumento na utilizagao

da glicose nestas células.



120

Existem 12 tipos da proteina GLUT, mas apenas GLUT 1 e a GLUT
12, expressam em tecido prostatico neoplasico (CHANDLER et al. 2003).
Em relagdo a GLUT-1, JANS et al. (2010) estudando o papel da hipdxia no
desenvolvimento do CaP em 71 pacientes submetidos a PR, focaram a via
do fator induzido por hipoxia (HIF-1 alfa) nos tecidos dos espécimes
cirargicos, analisando as expressdes das proteinas envolvidas nesta via num
TMA, e correlacionaram com dados clinicos incluindo tempo para ocorréncia
de RB. Expressao da GLUT-1 correlacionou significativamente com menor
tempo para a recorréncia bioquimica apds a PR e foi fator independente
para o escore de Gleason e estadio patolégico do tumor. Também pela
primeira vez, demonstraram que o0 acumulo de prolyl-4-hidroxilase 1,
especialmente no nucleo, € um significante indicador de pior prognéstico.

De forma contraria, nossos resultados nas amostras dos 162
pacientes com e sem margens positivas revelaram expressdo da GLUT-1
em numeros absolutos como negativa em 1%, e positiva (fraca 44%,
moderada 38%, forte 14%) em 96% dos casos. Nas analises univariada e
multivariada, ndo houve correlacdo entre as expressbées da GLUT-1 e
sobrevida livre de RB do CaP nos pacientes com MCPs.

O papel critico do dano oxidativo foi recentemente associado com
varias anomalias clinicas, incluindo doengas malignas. Espécies oxigénio
reativas podem causar oxidagdo no DNA e dano protéico, aos genes
supressores de tumor e aumento na expressao de proto-oncogenes.

A relagdo da via angiogénica com isquemia foi demonstrada por

LICKS et al. (2010), no estudo da via de liberagato de NO no
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desenvolvimento da hipertensdo portal que pode estar relacionada a
presenca de VEGF e demonstra o seu envolvimento na formacao de
estresse nitrosativo, devido a alteragao dos niveis de nitrotirosina na mucosa
gastrica, sugerindo esta via como um dos componentes neste desarranjo
hemodindmico. Na imunoistoquimica identificou-se a presenca de
nitrotirosina, que atua como substrato para a formagao de peroxinitrito e
também observou-se a imunorreatividade ao VEGF na mucosa gastrica dos
animais submetidos a ligagao parcial da veia porta em relagdo aos do gupo
controle sem ligadura da veia.

No cancer se demonstra mudancas pro-oxidativas no estado de
reducao da oxidacao.

FLORIANO-SANCHEZ et al. (2009a) observaram imunoexpress&o
aumentada de 3-Nitrotirosina em CaP comparado a tecido prostatico com
hiperplasia benigna, ressaltando que na literatura ja foi descrito alteragdes
tanto no NO, espécie reativa relacionada com a nitracdo proteica e seus
metabdlitos, como em nitritos e nitrotirosina que estdo aumentados em
neoplasias. A expressao da eNOS parece também ter importdncia na
carcinogénese, pois produzindo NO, promove a progressao tumoral,
regulando a proliferagdo seletiva das células tumorais mediante estimulo
angiogénico no 6rgao. Descrevem o achado de niveis de concentragéo
diferenciada nas células, ja que ocorre maior nitragao nas células endoteliais
que em outras areas do tecido tumoral, sendo que a 3-NT é de seis a oito

vezes mais frequente no CaP do que na HPB.
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Poucos estudos relacionaram a expressdao da Nitrotirosina com
agressividade tumoral e a evolugao neoplasica.

CRONAUER et al. (2007) reforcam que inflamagao cronica aumenta o
risco de cancer, incluindo o CaP, o qual pode surgir em areas destas
inflamacdes. A sintase do o&xido nitrico induzida (iINOS) € enzima
dominantemente expressa nestas reacgoes inflamatorias como também em
doengas auto-imunes e na tumorigénese. Analisando bidpsias prostaticas
por imunoistoquimica encontraram proteina INOS expressa em células
tumorais fortemente associada a presencga da Nitrotirosina, sugerindo que a
iINOS estava muito ativa. “In vitro”, demonstrou-se que NO inibe o promotor
dos receptores androgeno-dependente, a producédo do PSA, como também a
capacidade de ligacdo do DNA ao receptor de androgénios, acdo esta
dependente da sua concentracdo. Como a NO inibe a proliferagcao destes
receptores androgénios-positivos mais eficientemente do que a proliferagéo
dos receptores androgénio-negativos nas células cancerosas, os autores
concluem que a atividade da iNOS intratumoral favorece ativamente o
desenvolvimento das células cancerosas do CaP, proliferando receptores
androgénicos de forma independente, promovendo assim a progressao do
tumor.

NAKAGAWA (2005), analisando a expressdo da Nitrotirosina em
condrossarcomas, concluiu que estes tumores a expressam, bem como
expressam NOS1, NOS2, NOS3, COX-2 e CD34, sendo que as NOS estao
relacionadas com a expressao da Nitrotirosina, todas as anteriores estao

relacionadas nos condrossarcomas com a expressao de CD34 e portanto
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com a microcirculagdo. Também concluiu que a expressao da Nitrotirosina
estava relacionada com o grau histolégico, mas nao refere associagao desta
com a recidiva ou evolugao do tumor.

Nos 162 pacientes com e sem margens positivas a expressao da
Nitrotirosina foi negativa em 3%, e quando positiva (fraca 51%, moderada
36%, forte 7%) em 94% dos casos, apresentou correlagdo com menor
sobrevida livre de recidiva bioquimica (p=0,032).

Entretanto nos 110 pacientes com margens cirurgicas positivas, as
analises univariada e multivariada ndo mostraram correlagdo entre as
expressdes da Nitrotirosina e sobrevida livre de RB.

Em nosso estudo, as expressdes da iINOS, GLUT1, Nitrotirosina foram
positivas em mais de 90% de todas amostras, enquanto que a COX-2 o foi
em 50% das vezes quando analisadas em sua expressao plena ou seja,
negativa ou positiva (fraca, moderada e forte), assim evidenciando serem os
trés primeiros excelentes marcadores imunoistoquimicos da presenca de
neoplasia no tecido prostatico, mas como todos nio se correlacionaram com
a ocorréncia de RB, ndo podem ser considerados marcadores preditivos

desta.
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CONCLUSOES

Margens cirurgicas positivas foi fator significativo para ocorrer recidiva
bioquimica. Entre os 162 casos pacientes submetidos a PR, nos 110
casos com MCP, 43 pacientes (39%) evoluiram com RB, e 6
pacientes (5,45%) apresentaram RC, durante o seguimento.

Nos 52 casos com margens cirurgicas negativas, 4 pacientes (7,69%)

evoluiram com RB.

Nos 110 casos com margens cirurgicas positivas as expressdes
imunoistoquimicas da iINOS, COX-2, GLUT1 e Nitrotirosina nao foram

preditivos da ocorréncia de recidiva bioquimica.

A analise multivariada nos 110 pacientes com margens cirurgicas
positivas evidenciou que volume tumoral superior a 30% do espécime
e a presenga de invasao capsular focal ou extensa foram fatores

prognosticos independentes para ocorréncia de RB.
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ANEXOS




Anexo 1 - Exemplo de Laudo Anatomopatoldgico




Continuagao exemplo laudo anatomopatolégico




Anexo 2 - Banco de dados dos 162 pacientes (MCP+MCN)

Abreviacbes e categorias

¢ |d —identificagdo do caso
e Lamina — numeragao do laudo anatomopatologico
e iNOS — expressao da iINOS E— 0 - negativa
e COX-2 — expressao da COX-2 1 - positivas fraca
e GLUT 1 - expressao da GLUT 1 — 2 - moderada
e Nitro — expressao da Nitrotirosina 3 - forte
e Gle 1 — escore de Gleason primario ——
e Gle 2 — escore de Gleason secundario
e Gleason — escore de Gleason final
e Idade — idade dos pacientes
e PSA — dosagem plasmatica do PSA em ng/ml antes da cirurgia
e Estadiamento clinico pré-operatério 1-T1a
e Estadiamento patolégico | 1 —T2a 2-T1b
2-T2b 3-T1c
3-T3a 4 -T2a
4-T3b 5-T2b
5-T4a 6-T3
6 —T4b

e Volume tumoral — percentagem do volume total do espécime
e Invaséo perineural 0 — ausente

1 — presente

2 - extensa
¢ Invasédo angiolinfatica — 0 — ausente; 1 presente
¢ Invasao capsula prostatica { 0 — ausente

I 1 - focal
2 - extensa extracapsular

e Localizagdo das margens cirurgicas / 0 — nenhuma
4 — prostatica circunferencial

7 - uretral
8 — vesical
e Peso da prostata em gramas 9 — musculo estriado

¢ RB e RC - Recidivas bioquimica e clinica: 0 — ndo; 1- sim
e Status no final do seguimento: 1 — vivo assintomatico; 2 — vivo RB;
3 - vivo RC; 4 — morte pelo cancer; 5 — obito por outras causas



Anexo 3 - Planilha do banco de dados dos 162 pacientes (MCP+MCN)
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Continuacgao planilha do banco de dados
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Anexo 4 - Planilha dos 162 pacientes portadores de CaP com e sem

margens comprometidas para identificagdo nas l&dminas do TMA em
duplicata (n® do laudo anatomopatolégico e da lamina com fragmento mais

representativo do tumor)
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Continuagao do exemplo da planilha do TMA
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