Alexandre Cesar Santos

AVALIAGAO DO TESTE PARA O GENE 3 DO CANCER DE PROSTATA (PCA3) PARA MELHOR
INDICAGAO DE REBIOPSIAS EM PACIENTES SUSPEITOS DESTE TUMOR.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pods-
Graduacdo da Fundacdo Pio XlI - Hospital de Cancer
de Barretos para obtencdo do Titulo de Mestre em

Ciéncias da Saude.

Area de Concentragdo: Oncologia

Orientador: Prof. Dr. Eliney Ferreira Faria

Barretos, SP

2015



S237a

Santos, Alexandre Cesar

Avaliacdo do teste para o gene 3 do cancer de préstata (PCA3) para
melhor indicacdo de rebidpsias em pacientes suspeitos deste tumor /
Alexandre Cesar Santos, 2015.

53 f.

Orientador: Eliney Ferreira Faria

Dissertagdo (Mestrado) — Hospital de Cancer de Barretos — Pds-
Graduacao. Instituto de Ensino e Pesquisa, Barretos, 2015.

1. Neoplasias da Prdstata. 2. Testes Genéticos. 3. Bidpsia. 4. Diagndstico. 5.
Urina. 6. Antigeno Prostdtico Especifico.

CDD 616.9

FICHA CATALOGRAFICA

Biblioteca da Fundacao Pio XIl — Hospital de Cancer de Barretos




FOLHA DE APROVAGAO

Alexandre Cesar Santos

Avaliacdo do teste para o gene 3 do cancer de prostata (PCA3) para melhor indicagao de rebidpsias
em pacientes suspeitos deste tumor

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo da Fundacgdo Pio XIl — Hospital de Cancer de
Barretos para obtenc3o do Titulo de Mestre em Ciéncias da Saude - Area de Concentracdo: Oncologia

Data da aprovagdo: 14/09/2015

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Gustavo Franco Carvalhal

Instituicdo: Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, Faculdade de Medicina — PUC/RS

Prof. Dr. Cristovam Scapulatempo Neto

Instituicdo: Fundagdo Pio XIl — Hospital de Cancer de Barretos

Prof. Dr. Eliney Ferreira Faria

Orientador

Prof. Dr. Rui Manuel Vieira Reis

Presidente da Banca



SUPORTE A PESQUISA POR AGENCIA DE FOMENTO

Este trabalho recebeu apoio da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo (FAPESP) através de Auxilio a Pesquisa — Regular (processo nimero 2014/24536-0).

As opinides, hipoteses e conclusdes ou recomendagdes expressas neste material sdao
de responsabilidade dos autores e ndo necessariamente refletem a visdo da FAPESP



Esta dissertacdo foi elaborada e estd apresentada de acordo com as normas da Pds-
Graduagao do Hospital de Cancer de Barretos - Fundagado Pio Xll, baseando-se no Regimento
do Programa de Pés-Graduagdao em Oncologia e no Manual de Apresentagdo de Dissertagdes
e Teses do Hospital de Cancer de Barretos. Os pesquisadores declaram ainda que este
trabalho foi realizado em concordancia com o Cédigo de Boas Praticas Cientificas (FAPESP),
nao havendo nada em seu conteldo que possa ser considerado como pldgio, fabricacdo ou
falsificacdo dos dados. As opinides, hipoteses e conclusdes ou recomendacdes expressas
neste material sdo de responsabilidade dos autores e ndo necessariamente refletem a visao
da Fundacao Pio XIlI - Hospital de Cancer de Barretos.

Embora o Nucleo de Apoio ao Pesquisador do Hospital de Cancer de Barretos tenha
realizado as analises estatisticas e orientado sua interpretagao, a descricdo da metodologia
estatistica, a apresentacdo dos resultados e suas conclusdes sdo de inteira responsabilidade
dos pesquisadores envolvidos.

CONFLITOS DE INTERESSE: Esse estudo teve suporte financeiro da Hologic, através da
doacdo dos Kits para o teste PROGENSA PCA3® para o Hospital de Cancer de Barretos e pela
analise posterior das amostras de urina em sua sede em San Diego, Califérnia, Estados
Unidos. Esse estudo teve suporte financeiro da Handle Comércio de Equipamentos Médicos
LTDA, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil, através da importacao, exportacao e distribuicdo dos
insumos do estudo e do custeio dos equipamentos utilizados no mesmo.



Dedico esse trabalho a minha esposa Juliana pela compreensao e paciéncia nos momentos
de distancia familiar dedicados a esse projeto, por ser uma excelente esposa e uma mae

melhor ainda

Dedico esse trabalho a minha filha Julia pela sua ternura e toque de amor nas muitas vezes

que pediu para estudar junto do papai ao longo dessa dissertacao

Dedico esse trabalho a minha filha Helena que pelo seu abraco apertado e beijo carinhoso

"recarrega" todos os dias minhas baterias e me da a forca necessaria para seguir em frente

Dedico esse trabalho ao meu pai Jodo e a minha mae Célia que sempre me ensinaram a
valorizar a simplicidade, a honestidade e o esforco prdoprio como forma de crescimento

pessoal



AGRADECIMENTOS

Ao Professor Doutor Eliney Ferreira Faria pelas oportunidades que tem me dado desde a
indicacdo a compor a Equipe da Uro-oncologia do Hospital de Cancer de Barretos até o

suporte intelectual na realizagdo desse projeto.

Ao Enfermeiro Luciano Pereira da Silva por todo seu empenho e competéncia no trato com
os participantes dessa pesquisa. Pelo seu apoio irrestrito e imensurdvel na logistica desse

projeto.

Aos Professores Doutores Gustavo Franco Cavalhal e André Lopes de Carvalho, membros
das bancas de acompanhamento e qualificacdo pelas orientacdes e licdes fazendo com a

dissertacdao tomasse corpo aos poucos e de forma muito natural.

Ao Professor Doutor Rui Manoel Vieira Reis pelo apoio intelectual e pelo suporte oferecido

no CPOM.

A MS. Adriana Cruvinel Carloni pela prestatividade e pelo apoio técnico no laboratério do

CPOM.

Ao Professor Doutor Jacé Saraiva de Castro Mattos pelo apoio no projeto através do

Departamento de Prevencao do Hospital de Cancer de Barretos.

A médica Uro-patologista Dra. Mariana Morini pela sua contribui¢do no projeto na analise

patoldgica.

Ao escritorio de projetos do Instituto de pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos, em
especial a funcionaria Joyce Silva Pinto sem a qual esse projeto ndo teria acontecido no

prazo estabelecido.

A Handle através de Anamaria Gaetani, Marco Rossi, Marcelo Solon , Marcelo Baptistucci e

Camila Celini que estiveram envolvidos nesse projeto pelo suporte financeiro e logistico.



A Hologic através de Wagner Miyaura, Daniel Corrales, Jonh Day, Jack Groskopf e Petrea

Hodges pelo apoio financeiro e técnico nesse projeto.

Aos funcionarios do Departamento de Radiologia e em especial a enfermeira Valdirene

Maria dos Santos e ao Doutor Fabiano Luchesi pelo apoio logistico nesse projeto.

Aos meus colegas de trabalho Roberto Dias Machado, Wesley Justino Magnabosco,
Fernando Gongalves Zapparoli e Roberto Lodeiro Muller pelo suporte nos ambulatdrios e

cirurgias.

As funciondrias do Workstation da Urologia Elaine Cristina Braga Xavier e Rosemeire Souza

Sinedo pelo apoio logistico.

Aos funcionarios do Nucleo de Apoio ao pesquisador em especial aos estatisticos Cleyton
Zanardo de Oliveira, Marco Antonio de Oliveira e Anderson Paulo Scorsato na
programacao e anadlises estatisticas do estudo.

As funcionarias da Pés-graduagio Brenda Honda e Silvana Rodrigues pelo apoio.

Ao Hospital de Cancer de Barretos pelo suporte financeiro e disponibilidade de tempo

oferecido para que esse projeto pudesse ser realizado.
A FAPESP pelo apoio financeiro.
E principalmente aos homens participantes dessa pesquisa sem a compreensao dos quais

esse projeto ndo aconteceria. Agradeco aos que de muito longe vieram realizar prevencao

de cancer de prdstata e se doaram em prol dessa pesquisa.



"O importante é vencer, tudo e sempre"

Ayrton Senna da Silva



11
1.2
1.3
1.4

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10
3.11
3.12

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9

ANEXO A
ANEXO B
ANEXO C

SUMARIO

INTRODUGAO

Epidemiologia do cancer de prostata
Rastreamento e diagndstico do cancer de prostata
Rebidpsias de Prdstata

Prostate Cancer Antigen 3 (PCA3)

OBIJETIVOS
Objetivo primario
Objetivos secundarios

MATERIAIS E METODOS

Desenho do estudo

Populagdo do estudo

Critérios de inclusdo no estudo
Critérios de exclusdo do estudo
Aspectos éticos

Diagrama do estudo

Analise bioquimica

Coleta de urina de primeiro jato e andlise do PCA3
Principios do ensaio PROGENSA PCA3®
Rebidpsia de Préstata

Andlise anatomopatoldgica

Analises estatisticas

RESULTADOS
indice informativo do teste PROGENSA PCA3®
Caracteristicas clinicas e sécio-demograficas

PCA3 score e sua associagdo com a idade e com o volume prostatico
Achados patoldgicos e performance do teste PROGENSA PCA3®
PCA3 score e sua associagdo com a positividade da rebidpsia

Regressao logistica univariada
Regressao logistica multipla

Beneficio do uso do PCA3 score e da densidade de PSA

Numero de rebidpsias desnecessarias
DISCUSSAO

CONCLUSOES

REFERENCIAS

ANEXOS

Ficha de Coleta de Dados

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Carta de Aprovagao do CEP

WN - -

w

O 000000 NNOO O

S N
N R O

13
13
16
17
23
24
25
26
28

30

36

37

43
46
53



Figural -
Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -
Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

LISTA DE FIGURAS

Diagrama do estudo.

Método de massagem prostatica.

Correlagdo do PCA3 score com a idade.

Correlagdo do PCA3 score com o volume prostdtico ao ultrassom
transretal.

Curva ROC do PCA3 score.

Curva ROC da densidade de PSA.

Porcentagem de deteccdo de CAP na rebidpsia quanto ao PCA3

score categorizados.

Curvas ROC combinando varidveis clinicas com o PCA3 score e/ou
com a densidade de PSA.

16

16

21

22

24

26



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

Tabela 12 -

Tabela 13 -

Tabela 14 -

LISTA DE TABELAS

Dados sécio-demograficos.
Antecedentes clinicos e patoldgicos.

Achados clinicos e radiolégicos.

Resultados da rebidpsia de prdstata (Gold standart).

Associacdo de ASAP e PIN de alto grau em bidpsias prévias
com o resultado da rebidpsia.

Associacdo de achados clinicos e do teste PCA3 com o
resultado da rebidpsia.

Deteccdo de cancer de préstata entre as rebidpsias que
retiraram 16 fragmentos comparado as que retiraram mais de

16 fragmentos.

Associacdo do PCA3 score e da densidade de PSA quanto ao
numero de fragmentos retirados na rebidpsia.

Associacdo entre o PCA3 score e a classificacdo de Gleason nas
rebidpsias positivas.

Frequéncia de CAP na rebidpsia utilizando o PCA3 score com
ponto de corte de 25.

Performance do teste PROGENSA PCA3® utilizando-se o ponto
de corte de 25.

Performance da densidade de PSA com o ponto de corte de
0,11 ng/ml/cm?.

Resultados das andlises das curvas ROC das variaveis clinicas e
do PCA3 score.

Modelo de regressao logistica univariada das varidveis clinicas
e do PCA3 score para a ocorréncia de uma rebidpsia negativa
para CAP.

13

14

15

17

18

19

19

20

20

21

22

23

23

24



Tabela 15 -

Tabela 16 -

Tabela 17 -

Tabela 18 -

Tabela 19 -

Modelo de regressao logistica multipla ajustado para as
varidveis clinicas e PCA3 para a ocorréncia de uma rebidpsia
negativa para CAP.

Resultado das curvas ROC do modelo com varidveis clinicas
isolado ou associado com o PCA3 e/ou com a densidade de
PSA.

Comparacao emparelhada das curvas ROC.

Frequéncia de ocorréncia de CAP na rebidpsia por PCA3 score
e densidade de PSA categorizados.

Performance do PCA3 nos principais estudos de homens com
bidpsias prévias negativas.

25

27

28

28

32



34BE-12
9g21-22

Acu
AUC
ASAP

CAP
cm
CPOM
DD3
DNA

EDR
etal
FDA
HCB
HPA
HPB
MMLV
mRNA
IARC

INCA
ISUP

ITU

Kg
LUTS

LISTA DE ABREVIATURAS

Anticorpo anti-citoqueratina 343E-12

Primeira banda da segunda regido e segunda banda da segunda regido do
braco longo do cromossomo 9

Acurdcia

Area sobre a curva

Atypical small acinar proliferation ou proliferacdao atipica de pequenos
acinos

Cancer de proéstata

Centimetros cubicos

Centro de Pesquisas em Oncologia Molecular

Differential Display code 3

Acido desoxirribonucléico

Especificidade

Exame digital do reto

E outros

Food and Drugs Administration

Hospital de Cancer de Barretos

Hybridization Protection Assay ou Ensaio de protecdo de hibridizacao
Hiperplasia prostatica benigna

Virus da leucemia murinica de Moloney

Acido ribonucléico mensageiro

International Agency for Research on Cancer

Intervalo de confianca

Instituto Nacional do Cancer

International Society of Urological Pathology ou Sociedade Internacional
de Patologia Urolégica

Infeccdo do trato urindrio

Quilogramas

Lower Urinary tract Systoms ou Sintomas urindrios do trato baixo



mg

ml
MVC
NASBA

NAAT
ND

ng

OR
P504-S
p63
PCA3
PIN
PSA
PSAd

PSAdt
PSAt
PSAv
gRT-PCR

REDUCE
Rel. PSA I/t
RNA

ROC

S

SISNEP
SPSS

T2b

Miligramas

mililitros

Modelo com variaveis clinicas

Nucleic acid sequence-based amplification

numero

Nucleic acid amplified testing ou teste de amplificacdo de acido nucléico
Nao disponivel

nanogramas

Od(ds ratio

Anticorpo anti-alfametilacil coenzima A racemase

Imunohistoquimica com anticorpos anti-células basais p63

Prostate Cancer Antigen 3 ou Gene 3 do cancer de Prdstata

Prostatic intraepithelial neoplasia ou neoplasia intraepitelial prostatica
Prostate specific antigen ou Antigeno prostatico especifico

Densidade de PSA que é o valor do PSA dividido pelo volume da préstata
pelo ultrassom transretal

Tempo de duplicagdo do PSA

Valor total do antigeno prostatico especifico

Velocidade de PSA

Teste quantitativo de reacdo em cadeia da polimerase com a enzima
transcriptase reversa

Estudo multicéntrico Reduction by dutasteride of prostate cancer events
Relagao de PSA livre sobre total

Acido ribonucléico

Receiver Operating Characteristic ou Curva ROC

Sensibilidade

Sistema Nacional de Informac3o sobre Etica em Pesquisa

Software Statistical Package for Social Sciences

Estadiamento de tumor de prdéstata com tumor acometendo mais da

metade de um lobo prostatico



T4 Estadiamento de tumor de préstata com tumor acometendo drgaos

adjacentes
T7 Enzima RNA polimerase T7
TC Target Capture ou Captura de alvo
TCS Target Capture System ou Sistema de captura de alvo
TCLE Termo de consentimento livre e esclarecido
TMA Transcription Mediated Amplification ou amplificacdo mediada por

transcricao

TMPRSS2-ERG Fusdo genética do gene enddcrino relacionado com o gene protease

ou T2-ERG sérica transmembrana
us Ultrassom

Vol Volume

VPP Valor preditivo positivo
VPN Valor preditivo negativo

'S Versus



%

IN

LISTA DE SiMBOLOS

Porcentagem

Menor ou igual

Divisao

Maior

Marca registrada

Maior ou igual

Menor

Menos

Significancia estatistica

Um valor ignorado excluido da analise
52 Valores ignorados excluidos da analise
Graus Celsius

Mais ou menos

igual

Versus

Mais



RESUMO

Santos AC. Avaliacdo do teste para o gene 3 do cancer de prostata (PCA3) para melhor
indicacdo de rebidpsias em pacientes suspeitos deste tumor. Dissertacdo (Mestrado).

Barretos: Hospital de Cancer de Barretos; 2015.

JUSTIFICATIVA: O PCA3 é um gene altamente expresso em tecidos tumorais prostaticos do
gue nos tecidos benignos. No teste PROGENSA PCA3®, o mRNA do PCA3 é captado na urina
de primeiro jato apds um exame digital do reto (EDR), amplificado, hibridizado e detectado
gerando um score diretamente proporcional a positividade de cancer de préstata (CAP) nas
rebidpsias. Apesar de ter sido amplamente estudado nos Estados Unidos e Europa, carecem
estudos com o PCA3 na populagdo latino-americana, sobretudo no Brasil. OBJETIVOS:
Avaliar o PCA3 como ferramenta de aconselhamento de rebidépsias em homens suspeitos de
CAP com pelo menos uma bidpsia prévia negativa e sua associagdo com as ferramentas
clinicas habitualmente utilizadas no diagndstico além de sua associacdo com os achados
patoldgicos. MATERIAIS E METODOS: Trata-se de um estudo prospectivo de validacio de
teste diagndstico de 144 homens, com pelo menos uma bidpsia de prdstata prévia negativa
e que tenham indicacdo de rebidpsia por alteracdes no PSA, em suas variaces (densidade
de PSA, relagdo PSA livre/total, velocidade de PSA e tempo de duplicacdo de PSA) ou pelo
EDR alterado. Foram coletados dados clinicos, PSA total e livre, urina de primeiro jato apds
um EDR (para o cdlculo do PCA3 score) e, a seguir, os homens realizaram rebidpsias de
prdstata com 16 ou mais fragmentos. Foram calculadas as curvas ROC das varidveis clinicas e
do PCA3 e, dos que tiveram significancia estatistica foram calculadas a sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo e negativo e acuracia. Foi verificada a associacdo do
PCA3 com os achados patolégicos e criados modelos de regressao logisticos univariados e
multiplas. Por ultimo foi calculado o nimero de rebidpsias desnecessarias frente ao uso do
PCA3. RESULTADOS: A incidéncia de CAP foi de 14,6%. As curvas ROC que obtiveram
significancia estatistica foram a do PCA3 (p = 0,004 e AUC = 0,69) e a da densidade de PSA -
PSAd - (p = 0,045 e AUC = 0,64). Os pontos de corte de melhor acurdcia foram o de 25 para o
PCA3 score e o de 0,11 ng/ml/cm?® para a PSAd. Utilizando esses pontos de corte, o PCA3 e a

densidade de PSA apresentaram valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos



positivo e negativo de, respectivamente de 71,4%, 58,6%, 22,7% e 92,3% e de 60%, 70,7%,
25% e 91,6%. Nao houve associagdo do PCA3 com a idade (p = 0,666), com o volume
prostatico (p = 0,130) e nem com a escore de Gleason 6 ou 7 (p = 0,481). Houve maior
frequéncia de CAP na rebidpsia no grupo de homens com PCA3 score > 25 e maior
frequéncia de casos negativos no grupo com PCA3 score < 25 (p = 0,011). Na regressado
logistica univariada homens com PCA3 score < 25 tiveram um odds ratio de 3,529 vezes (p =
0,015) de apresentar uma rebidpsia negativa para CAP do que homens com PCA3 > 25.
Homens com PSAd < 0,11 ng/ml/cm3 tiveram um odds ratio de 3,625 vezes (p = 0,010) de
apresentar uma rebidpsia negativa para CAP do que homens com densidade de PSA > 0,11
ng/ml/cm®. No modelo de regressdo logistica multipla, ajustado para as demais variaveis
clinicas, tanto o PCA3 score < 25 quanto a densidade de PSA < 0,11 ng/ml/cm3 se mostraram
preditores independentes do resultado de rebidpsias (p valor respectivos de 0,043 e 0,016).
Foram criadas curvas ROC a partir de um modelo com variaveis clinicas (PSA total, relagdo de
PSA livre/total, velocidade de PSA, EDR suspeito, antecedente familiar positivo de CAP,
idade, raca e numero de bidpsias prévias realizadas) sozinho ou em combina¢dao com PCA3
score e/ou a densidade de PSA. A maior AUC foi a que utilizou o modelo com variaveis
clinicas somado ao PCA3 e a densidade de PSA com AUC de 0,774 (p < 0,001). Além disso,
houve um incremento significativo (p = 0,023) na AUC quando o PCA3 e a densidade de PSA
foram adicionados ao modelo com varidveis clinicas comparada ao modelo isolado. O PCA3
score com ponto de corte de 25 foi capaz de evitar 50% das rebidpsias com perda de 4,2% de
casos de CAP de baixo risco. Incorporando a densidade de PSA < 0,11 ng/ml/cm3 ao PCA3
score < 25 evitariamos 35,7% de rebidpsias com apenas 2,1% de casos perdidos, todos eles
também de baixo risco. CONCLUSAO: O presente estudo mostrou que o PCA3 tem boa
utilidade no aconselhamento de homens com PSA persistentemente elevado,
especificamente na populacdo de homens com bidpsias prévias negativas, podendo evitar
50% de rebidpsias desnecessarias com o ponto de corte 25. Dentre as ferramentas clinicas
comumente utilizadas na indicacdo de bidpsias de prdstata, a densidade de PSA foi a Unica
gue se apresentou como variavel independente do resultado da rebidépsia e somada ao PCA3

pode diminuir a ocorréncia de casos perdidos.

PALAVRAS CHAVE: Neoplasias da prdstata; Prdstata; Bidpsia; Diagndstico; Urina; Genética;

Testes genéticos; Antigeno prostatico especifico.



ABSTRACT

Santos AC. Evaluation for prostate cancer antigen 3 (PCA3) assay to improve the rebiopsies
indications in patients suspected of this tumor. Dissertation (Master's degree). Barretos:

Barretos Cancer Hospital; 2015.

BACKGROUND: PCA3 is a highly expressed gene in prostate cancer comparing to benign
tissues. In the PROGENSA PCA3® assay, the PCA3 mRNA in a post-digital rectal examination
(DRE) first catch urine is captured, amplified, hybridized and detected providing a score as
greater as the prostate cancer (PCa) finding in rebiopsies. Despite being widely studied in the
United States and Europe, there are few studies with PCA3 in the Latin American population
especially in Brazil. AIM: Evaluate the PCA3 assay as a rebiopsies advisor tool in PCa
suspicious men with at least one prior negative biopsy and its association with clinical tools
used in the diagnosis as well as its association with pathologic findings. MATERIALS AND
METHODS: This is a prospective diagnosis study of 144 men with at least one prior PCa
negative biopsy, with rebiopsy indication by abnormalities in PSA, in its variations (PSA
density, free/total PSA ratio, PSA velocity and PSA doubling time) or DRE abnormal. Clinical
data, total and free PSA and post-DRE first catch urine (to determine PCA3 score) were
collected and, after that, prostate rebiopsies were performed with 16 or more cores. ROC
curves of the clinical variables and PCA3 were calculated and, of those who had statistical
significance, were calculated sensitivity, specificity, positive and negative predictive values
and accuracy. The association of PCA3 with pathologic findings was verified and, after that,
univariate and multiple logistic regression models were created. Finally, we calculated the
number of unnecessary rebiopsies using PCA3. RESULTS: The incidence of PCa was 14.6%.
There were statistical significance in ROC curves for PCA3 (p = 0.004 and AUC = 0.69) and
PSA density - PSAd - (p = 0.045 and AUC = 0.64). The most accurate cutoff points were 25 for
the PCA3 score and 0.11 ng/ml/cm? for PSAd. Using these cutoffs points, the PCA3 and PSAd
showed sensitivity, specificity, positive predictive value and negative predictive values of
71.4%, 58.6%, 22.7% and 92.3% and 60%, 70.7%, 25% and 91.6% respectively. There was no
association between PCA3 with age (p = 0.666), with prostate volume (p = 0.130), nor with
the Gleason score 6 or 7 (p = 0.481). There was a higher frequency of PCa in rebiopsy in the

group of men with PCA3 score > 25 and higher frequency of negative cases in the group with



PCA3 score < 25 (p = 0.011). In univariate logistic regression model men with PCA3 score <
25 had an odds ratio of 3.529 times to present a negative PCa rebiopsy (p = 0.015) than men
with PCA3 > 25. Men with PSAd < 0.11 ng/ml/cm3 had an odds ratio of 3.625 times to
present a negative PCa rebiopsy (p = 0.010) than men with PSAd > 0.11 ng/ml/cm3. In
multiple logistic regression model, adjusting for the other clinical variables, both PCA3 score
<25asPSAd<0.11 ng/ml/cm3 were independent predictors of the rebiopsies outcome, with
respective p value of 0.043 and 0.016. ROC curves were created from a model with clinical
variables (total PSA, free/total PSA ratio, PSA velocity, DRE abnormal, PCa positive family
history, age, race and number of prior biopsies) alone or in combination with PCA3 score
and/or PSA density. The largest AUC was in the model that used clinical variables added to
the PCA3 and PSA density with AUC of 0.774 (p < 0.001). Furthermore, there was a
significant increase in the AUC (p = 0.023) when PCA3 and PSA density were added to the
model with clinical variables compared to isolated model. The PCA3 score cutoff point of 25
was able to prevent 50% of rebiopsies with 4.2% of missing cases, all of them, low risk PCa
cases. Using PSA density < 0.11 ng/ml/cm3 and PCA3 score < 25, 35.7% of rebiopsies would
be avoided with only 2.1% of missing cases, all of them, low risk PCa cases. CONCLUSION:
This study showed PCA3 as a good counseling tool in men with persistently elevated PSA,
specifically in the population of men with prior negative biopsies, preventing 50% of
unnecessary rebiopsies using the cutoff point 25. Among the clinical tools commonly used in
the indication of prostate biopsies, PSA density was the one who showed itself as an
independent variable in the result of rebiopsy and added to the PCA3 could reduce the

incidence of missed cases.

KEYWORDS: prostatic neoplasms; Prostate; Biopsy; Diagnosis; Urine; Genetics; Genetic

testing; Prostate specific antigen.



1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do cancer de prostata

Aproximadamente 16% dos homens nascidos nos paises ocidentais tém probabilidade
de desenvolver Cancer de Préstata (CAP) no decorrer da vida. Ou seja, aproximadamente 1
em cada 6 tera esta neoplasia®. Dados da International Agency for Research on Cancer (IARC)
através do projeto GLOBOCAN 2012 - mostraram uma incidéncia mundial de 1.1 milhdes de
novos casos de CAP com aproximadamente 307.000 mortes®. Estatisticas americanas
estimam aproximadamente 220.800 novos casos de CAP com 27.540 mortes para o ano de
2015, No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), ocorreram mais de

68.800 casos novos de CAP em 2014°,

1.2 Rastreamento e diagndstico do cancer de prdstata

O antigeno prostatico especifico (PSA) juntamente com o exame digital do reto (EDR)
permanecem como pedras angulares na detecc¢do precoce do CAP até os dias atuais. Admite-
se gque na presenc¢a de qualquer alteracdao de um dos dois o paciente deva realizar uma
bidpsia transretal de prostata.

Entretanto, este tipo de rastreamento é muito imperfeito e passivel de iniumeras
criticas. Primeiramente porque o PSA é um marcador especifico da prdstata, porém ndo de
CAP. Isso significa que na presenga de CAP é possivel que ele esteja alterado. Porém, muitas
outras afeccOes elevam os valores de PSA sendo, pois, pouco especifico de CAP. Causam o
aumento do PSA a hiperplasia prostatica benigna (HPB), doencas inflamatdrias e infecciosas
da prdstata e manipulagdo diagndstica e cirdrgica do trato urinario masculino baixo. Em
segundo lugar, mesmo valores baixos de PSA ndo excluem a presenca de CAP, conforme
demonstrou Thompson et al, que relataram prevaléncia de 15% de CAP em 2.950 homens
com PSA < 4,0 ng/ml. Além disso, um percentual de tumores mais agressivos (classificacdo
de Gleason 8, 9 ou 10) também pode ser observado em homens que fizeram bidpsia de
préstata com niveis baixos de PSA*.

Apesar de amplamente disponivel e de baixo custo, o PSA tem baixa acuracia na
deteccdo do CAP. Com ele, muitos casos de tumores sem potencial biolégico de
agressividade sdao detectados gerando overtreatment, ou seja, muitos pacientes recebem

tratamento para uma doencga que nao teria repercussao clinica. Inclusive, baseado nisso, o



U.S. Preventive Services Task Force adotou em 2012 um posicionamento contrario ao
rastreamento populacional baseado no PSA com nivel de evidéncia "D" de recomendac3o”.
Em relagdo ao EDR, este exame é bastante subjetivo e tem variabilidade interpessoal
entre examinadores. A existéncia de doencas prostaticas associadas como a HPB, prostatite,
bidpsias ou cirurgias prévias podem tornar o exame menos conclusivo. Todos esses fatores
levam a uma variacdo individual e interpessoal do EDR, mantendo especificidade em torno

487 Em um estudo brasileiro onde mais de 17.500

de 20 - 25% na maioria dos estudos
homens foram rastreados para CAP, o EDR apresentou valor preditivo positivo (VPP) de
apenas 21% para homens com PSA > 4,0 ng/ml, mostrando ser pouco preciso no
rastreamento®.

Controvérsias a parte, no que se refere as recomendacdes do rastreamento baseado
no PSA, esse, juntamente com o EDR constituem ainda nos dias de hoje, as principais
ferramentas utilizadas no diagndstico do CAP.

Como reflexo da baixa acurdcia do PSA e do EDR no diagndstico do CAP, as taxas de

911 0 maior estudo brasileiro de

deteccdo de CAP na primeira bidpsia variam de 22 a 40%
rastreamento de CAP mostrou uma taxa de detec¢dao de CAP de 39,6% onde 84,7% dos
homens foram diagnosticados na primeira bidpsia®. Isso significa que mais de 60% dos
homens suspeitos de CAP pelo EDR ou por PSA alterado, terdo um diagndstico negativo na
primeira bidpsia™> 2.
1.3 Rebiodpsias de préstata

Esses pacientes com PSA e/ou EDR alterado e com primeira bidpsia negativa para CAP
constituem um grupo peculiar de pacientes em que o manejo clinico pode causar muita
ansiedade e preocupacdo. Esses pacientes tenderdo a continuar o seguimento clinico com o
urologista e rebidpsias futuras hao de ser consideradas, levando-se em conta a possibilidade
de falsos negativos na primeira bidpsia. Quando se persiste na investigacdo desses pacientes
com rebidpsias as taxas de detecgdo caem para 10 - 19% na segunda bidpsia e 5 - 14% na

9101415 "0y seja, se o PSA ja tem baixa acurécia na deteccdo de CAP na

terceira bidpsia
primeira bidpsia, ele é pior ainda nos pacientes que realizam a segunda ou terceira bidpsias,
pois na maioria, também ndo sdo confirmados como portadores de CAP e realizam

rebidpsias desnecessariamente.



Além disso, mesmo com a evolucdo da técnica de bidpsia de préstata utilizando-se do
ultrassom e transdutor “end fire” com agulha, esse procedimento ainda continua sendo
invasivo, doloroso, constrangedor, que gera ansiedade no paciente e com custos elevados
para o sistema de saude privado ou publico. Realiza-se um numero elevado de puncdes,
tanto maior principalmente nas indicagGes de rebidpsias, faz-se profilaxia antimicrobiana
prévia, preparo intestinal e sedacdo. Além do desgaste pessoal e do custo financeiro, sdo
complicagdes da bidpsia prostdtica: sangramento retal, hematuria, episédios vaso - vagais,
febre, hematospermia, disdria persistente, infeccdo urinaria, prostatite aguda, retencdo
urindria aguda e uro-sepse o que leva a novas consultas médicas, periodos de internacdo e
necessidade de intervencdes terapéuticas diversas. Os prejuizos psicoldgico, financeiros e os
riscos de complicacdes se potencializam quando ha a indicacdo de rebidpsias. Entretanto,
apesar das complicacdes mencionadas acima, é preciso repetir bidpsias de prdstata com
frequéncia em pacientes com niveis persistentemente elevados de PSA apds a primeira
bidpsia negativa® 1**°.

Diante dessa populacdo particular de pacientes, com uma bidpsia prévia negativa para
CAP, porém com suspeita clinica persistente, tanto o PSA quanto o EDR, ferramentas

contestadas de rastreamento, tem valor ainda menor e livram poucos pacientes da indicacao

de rebidpsias.

1.4 Prostate Cancer Antigen 3 (PCA3)

Em 1999, Bussemakers et al. identificaram um gene altamente expresso em pacientes
com CAP chamado inicialmente de DD3 (Differential Display code 3), atualmente conhecido
como Prostate Cancer Antigen 3 (PCA3). O gene PCA3 esta localizado no cromossomo 9q21-
22. A alta frequéncia de stop codons em sua estrutura sustenta a hipétese de que esse gene
seja um gene nao-codificante e ndo-traduzido®™. Acredita-se gue os RNAs do PCA3
participem da regulacdo génica em vérios niveis’’. Diversos estudos confirmaram a
expressao elevada do RNA mensageiro (mRNA) do PCA3 em tecidos tumorais prostaticos em
detrimento dos tecidos benignos. A expressao génica do PCA3 foi 66 - 100 vezes maior no
tecido tumoral do que no tecido prostatico normal e 140 vezes superior ao tecido com
hiperplasia prostéticazo' 22:24
Em 2006, Groskopf et al. descreveram o teste de deteccdo do mRNA do PCA3 em

amostras de urina de homens apdés uma massagem prostatica. O teste demonstrou



sensibilidade de 69%, especificidade de 79% e area sobre a curva (AUC) de 0,746 (95%
intervalo de confianca: 0,574-0,918)25. A partir disso, muitos estudos foram feitos avaliando-
se o uso do PCA3. O achado crucial comum desses estudos foi a observacao da associagao
diretamente proporcional de altos valores do PCA3 score com a ocorréncia de rebidpsias

2629 Devido aos resultados consistentes desses estudos, em Fevereiro de

positivas para CAP
2012 o Food and Drugs Administration (FDA) dos Estados Unidos registrou o PCA3 como
ferramenta de auxilio na indicacdo de rebidpsias e diagndstico do CAP em homens com
bidpsias prévias negativas™.

Através de um teste de amplificacdo de acidos nucléicos in vitro (NAAT - Nucleic acid
amplified testing) comerciado como ensaio Progensa PCA3®, moléculas de mRNA do Gene 3
do CAP sdo capturadas, posteriormente amplificadas, hibridizadas e detectadas, resultando
em um score final diretamente proporcional a possibilidade de deteccdo de CAP nas
rebidpsias®'.

Apesar de amplamente utilizado e estudado nos Estados Unidos e Europa, carecem

estudos sobre o PCA3 em homens suspeitos de CAP com bidpsias prévias negativas no

aconselhamento de rebidpsias em paises latino-americanos, incluindo o Brasil.



2. OBIETIVOS

2.1 Objetivo primario
O objetivo desse estudo é avaliar a aplicabilidade do PCA3 como ferramenta de
indicacdo de rebidpsias em homens suspeitos de CAP com pelo menos uma bidpsia prévia

negativa.

2.2 Objetivos secundarios

- Verificar a associacdo do PCA3 com as ferramentas utilizadas na pratica clinica para
indicacdo de rebidpsias, tais como o PSA total, a relacdo de PSA livre/total, densidade de
PSA, velocidade de PSA, tempo de duplicacdo do PSA, EDR suspeito e antecedente familiar
positivo de CAP.

- Verificar a associacdo do PCA3 score com achados histoldogicos tais como a
classificacdo de Gleason, a ocorréncia de proliferacdo atipica de pequenos acinos (ASAP) e
de neoplasia intra-epitelial (PIN) de alto grau.

- Verificar a associacdo do PCA3 com a idade e com o volume prostatico.

- Calcular o numero de biépsias desnecessarias com o uso do PCA3.



3.  MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho do estudo
Trata-se de um estudo de validacdo de teste diagndstico, com coleta prospectiva de

dados.

3.2 Populagdo do estudo

O Hospital de Cancer de Barretos (HCB) possui um programa de rastreamento de
tumores (cancer de mama, colo de utero, pele e préstata) ha vérios anos, que se utiliza de
unidades mdveis (carretas), que rastreiam homens com suspeita de CAP com a dosagem de
PSA e pelo EDR em diferentes regiées do Brasil. Os homens suspeitos sdao encaminhados
para o departamento de prevencao do HCB. Para este estudo foram coletados dados
prospectivos de homens que participam do programa de rastreamento de CAP feito pelas
unidades modveis, pelo departamento de prevencdo e pelos pacientes que realizam
rastreamento de CAP nos ambulatérios de urologia do HCB.

Entre Janeiro de 2014 e Janeiro de 2015, cento e setenta e sete (177) homens foram
entrevistados. As entrevistas foram feitas apds as consultas médicas de rotina. Foi utilizada

uma ficha de coleta de dados clinicos e demograficos (ANEXO A).

3.3 Critérios de inclusdao no estudo
- Idade entre 45 - 75 anos
- Niveis de PSA entre 2,5 - 10 ng/ml
- Ter realizado previamente ao menos uma bidpsia, todas negativas para CAP
- Ter indicacdo clinica de rebidpsia por um ou mais dos seguintes critérios:
-PSA 22,5 ng/ml
- Velocidade de PSA maior que 0,75 ng/ml/ano>
- Densidade de PSA > 0,15"
- EDR suspeito para neoplasia
- Achado de proliferacdo atipica de pequenos acinos (ASAP) em bidpsia prévia
confirmado por imunohistoquimica33
- Ter a capacidade de compreender o termo de consentimento livre e esclarecido

(ANEXO B).



3.4 Critérios de exclusdo do estudo

- Histérico de tratamento cirurgico prévio (< 6 meses) para hiperplasia prostatica
benigna

- Histdérico do uso de medica¢des que possam interferir na conduta, nos resultados e
na conclusdao do estudo, tais como o uso de inibidores da enzima 5-alfa redutase (por
exemplo, finasterida® e dutasterida®) e reposicdo de testosterona por hipogonadismo
primario ou disturbio androgénico do envelhecimento masculino

- Participante ndo ofereceu a amostra de urina e/ou ndo realizou a rebidpsia de
prostata

- As amostras de urina dos participantes ndo foram coletadas, armazenadas e/ou
processadas da forma devida

- Participante decidiu voluntariamente se retirar do estudo.

3.5 Aspectos éticos

Em respeito a Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Salde, o projeto de pesquisa
esta cadastrado no Sistema Nacional de Informacdo sobre Etica em Pesquisa envolvendo
Seres Humanos (SISNEP) por meio do qual foi direcionado ao Comité de Etica em Pesquisa
com seres humanos do Hospital do Cancer de Barretos - Fundac¢do Pio Xll e aprovado em
reunido do dia 14 de julho de 2011, com nimero 524/2011.

Como parte da documentagdao prevista na legislacdo, foi elaborado o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) aos homens convidados a participar do estudo, em
linguagem clara e objetiva, com informacdes sobre os objetivos da pesquisa, os
procedimentos de risco, desconfortos e beneficios, garantia do anonimato e respeito ao
desejo de participar ou recusar. Apds a discussdo do TCLE, foi solicitada anuéncia, mediante

assinatura, daquelas que concordaram em participar.



3.6 Diagrama do estudo

Homem com indicagdo de rebidpsia por suspeita de
cancer de prostata, em caso de:

Idade 45 - 75 anos

PSA de 2,5 - 10 ng/ml

Pelo menos uma bidpsia negativa para CAP

1) Coleta de sangue: PSA total e livre
Andlise: PCA3 e sua

2) Massagem prostatica e coleta de urina: PCA3 - associagdo com achados
clinico-patologicos

3) Rebidpsia de prostata

Figura 1 - Diagrama do estudo

3.7 Andlise bioquimica

Foram coletadas amostras de sangue para andlise do PSA total e livre pela técnica de
eletroquimioluminescéncia. Da mesma amostra sérica realizaram-se exames de hemograma
e coagulograma (tempo de tromboplastina parcial ativado e tempo de protrombina) como
parte do protocolo do servigo para realizacdao de bidpsias de prdostata. Os exames foram

todos realizados no Laboratério de Analises Clinicas do HCB.

3.8 Coleta de urina de primeiro jato e analise do PCA3
Momentos antes da realizacdo da rebidpsia de proéstata, realizou-se a massagem

prostatica nos pacientes conforme ilustrado abaixo na figura 2.

Base
Lobo Esq. Lobo

Apice

Fonte: Gen-Probe>*

Figura 2 -Método de massagem prostatica.



A massagem prostatica foi realizada através de uma pressao firme a partir da base em
direcdo ao apice da prdstata e a partir da lateral para a linha média de cada lobo prostatico,
levando a leve compressdao da superficie prostatica. Cada lobo foi massageado 3 vezes
consecutivas. A seguir foi solicitado aos homens que urinassem em um frasco coletor estéril
com coleta da urina do primeiro jato.

Apds a coleta de 20 - 30 ml de urina de primeiro jato, separou-se 2,3 ml no frasco de
transporte e armazenamento préprio do kit PROGENSA PCA3® seguido de sua imediata
refrigeracdo a temperaturas inferiores a - 20 °C e estocagem no Centro de Pesquisa em
Oncologia Molecular (CPOM) do HCB. Esse frasco de transporte e armazenamento contém
uma solugdo tampdo que promove a lise celular e estabiliza o mRNA. De acordo com as
recomendacdes do fabricante, o armazenamento em temperaturas entre - 35 °C e - 15 °C
permite a estocagem das amostras por até 11 meses. A urina excedente foi encaminhada
para o Setor de Patologia do HCB para realizacdo de citologia urindria, centrifugacdo e
armazenamento no biobanco local com a anuéncia do Comité de Etica em Pesquisa.

Os espécimes de urina foram enviados refrigerados para os Laboratérios da Hologic em

San Diego, Califérnia, Estados Unidos, aonde foram analisados (Petrea Hodge).

3.9 Principios do ensaio PROGENSA PCA3®

O ensaio PROGENSA PCA3® ¢ constituido por dois testes quantitativos de amplificacdo
de 4cido nucléico. O ensaio combina as tecnologias de captura de alvo (TC, Target Capture),
amplificacdo mediada pela transcricdo (TMA, Transcription Mediated Amplification) e ensaio
de protecdo de hibridizacdo (HPA, Hybridization Protection Assay) para, respectivamente,
otimizar o processamento do espécime de urina, amplificar o mRNA alvo e detectar o
amplicon.

No ensaio PROGENSA PCA3® as moléculas do mRNA alvo sdo isoladas dos espécimes
de urina por captura de alvo. Oligonucleotideos complementares as sequéncias de regides
especificas sdo hibridizados aos alvos no espécime de urina. Um oligonucleotideo de captura
separado é usado para cada alvo (PCA3 e PSA). O alvo hibridizado é, entdo, capturado por
micro particulas magnéticas e submetido a lavagem para a remocao de debris celulares no
tubo de reacdo. Os passos de separacdao magnética e lavagem sdo realizados com um

sistema de captura de alvo (TCS - Target Capture System).
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Em seguida, o hibrido é amplificado através da TMA, um método de amplificacdo de
acido nucléico baseado em transcricdo reversa pelo uso de duas enzimas, a transcriptase
reversa do virus da leucemia murinica de Moloney (MMLV) e a RNA polimerase T7. A
transcriptase reversa é utilizada para gerar uma cépia de acido desoxirribonucleico (DNA)
contendo uma sequéncia de ativacdao para a RNA polimerase T7 da sequéncia alvo. A RNA
polimerase T7 produz multiplas cépias do amplicon de RNA a partir do modelo da cdpia do
DNA.

Apds a amplificacdo, sondas especificas (probes) e complementares de fita simples
marcadas com acridinium ester, uma molécula quimioluminescente, sdo adicionadas as
amostras promovendo a hibridizacdo aos amplicons especificos. Por fim, um reagente de
selecdo faz a diferenciacdo entre probes hibridizadas e ndo hibridizadas e o sinal de
quimioluminescéncia produzido pela probe hibridizada é medido em um luminémetro,
sendo entdo registrado como unidade de luz relativa.

Com o objetivo de normalizar o sinal do PCA3, medidas de mRNA do PSA sdo feitas
para confirmar que o rendimento de RNA especifico da préstata é suficiente para gerar um
resultado valido. Além disso, a mensuracdao do mRNA do PSA diminui a variagdao que pode
existir na quantidade de células prostaticas liberadas na urina.

Calibradores contendo quantidades conhecidas de transcripto RNA de PCA3 ou de PSA
sdo incluidos em cada corrida do teste e usados para gerar uma curva padrdo. Os controles
PCA3 e PSA s3ao também incluidos para verificar a acurdcia dos resultados extrapolados a
partir da curva padrdao. Os mRNAs de PCA3 e PSA s3o quantificados em tubos separados e o
PCA3 score é calculado através da relacdo de cépias de mRNA do PCA3 e de mRNA do PSA

multiplicado por 1000%.

3.10 Rebiodpsia de prostata

Profilaxia antimicrobiana com ciprofloxacino foi iniciada na véspera da bidpsia de
préstata e continuada até sete dias. Apds a realizacdo do EDR para massagem de prostata e
coleta da urina de primeiro jato para a andlise do PCA3 os pacientes realizaram um fleet
enema para esvaziamento da ampola retal e foram encaminhados para a rebidpsia de
prostata guiada por aparelho de ultrassom (US) com transdutor transretal. De acordo com o
desejo do paciente e/ou indicacdes clinicas os exames foram feitos de duas formas: 1) sem

sedagdo com bloqueio anestésico local com xylocaina 2% ou 2) com sedagdo na presencga do
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médico anestesista com o uso de propofol na dose de 0,5 mg a 1 mg/kg intravenoso,
administrado durante 1 a 5 minutos com dose de manutencdo da sedacdo entre 1,5 mga 4,5
mg/kg. Adicionalmente 10 mg a 20 mg, administrados por infusdo, se fosse necessaria uma
sedacdo complementar. Bidpsias de préstata de 16 ou mais fragmentos (até 24) foram
realizadas em conformidade com o protocolo do departamento de radiologia do HCB.
Bidpsias sextantes com 12 fragmentos foram retirados da zona periférica prostatica e
adicionalmente outros 4 fragmentos foram retirados da zona centro-transicional. Cores
adicionais eram retirados dos homens com achados de nddulos hipoecogénicos ao US ou
pela indicacdo de areas suspeitas pela ressonancia magnética multiparamétrica realizada
previamente. Os espécimes de préstata extraidos foram encaminhados em frascos
devidamente identificados e separados. Apds a bidpsia os homens permaneciam no setor de
radiologia em observacdo até completa recuperacdao e em seguida eram liberados para casa.
Eles recebiam orientacdo para os sintomas de sangramento persistentes e sintomas
infecciosos. Consulta médica de retorno e com o pesquisador principal eram agendadas em

15 dias apods a bidpsia para relatar os achados.

3.11 Andlise anatomopatoldgica

Os espécimes de prdstata foram analisados pela mesma médica uro-patologista do
departamento de patologia do HCB (Mariana Morini). Os achados histoldgicos considerados
relevantes foram: (1) adenocarcinoma acinar usual, (2) neoplasia intra-epitelial (PIN) de alto
grau, (3) proliferacdo atipica de pequenos &acinos (ASAP), (4) prostatite crénica ou (5)
prostatite cronica agudizada. Todos os demais achados benignos foram classificados como
(6) tecido prostatico sem particularidades histolégicas. Os achados de adenocarcinoma
acinar usual foram classificados de acordo com a classificacdo de Gleason e o laudo
patoldgico feito baseado no consenso da International Society of Urological Pathology (ISUP)
de 2005. Os achados de ASAP foram enviados para estudo imunohistoquimico para a
confirmacdo diagndstica da existéncia ou ndo de carcinoma. Foram utilizados os marcadores

p63, 34BE-12 e racemase (P504-S).
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3.12 Analises estatisticas

A determinagao do tamanho amostral se deu por conveniéncia. Foi feita uma andlise
descritiva dos dados (média, desvio padrdao, minimo, maximo e quartis) para as varidveis
guantitativas e tabelas de frequéncia para as varidveis qualitativas.

Foi feita a curva ROC (Receiver Operating Characteristic) do PCA3 e identificou-se o
cutoff de melhor acuracia. A partir desse, o PCA3 foi analisado em duas categorias: (1)
negativo, quando o PCA3 score foi menor que o cutoff e (2) positivo, quando o PCA3 score foi
maior ou igual ao cutoff de melhor acurdacia. Assim, foi verificada a incidéncia de CAP entre
0s grupos e posteriormente comparadas através do teste de qui-quadrado (ou teste exato
de Fisher) ou teste de Mann-Whitney. Foram calculados a sensibilidade (S), especificidade
(E), valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e a acuracia (A) do PCA3 e
das demais varidveis com relevancia estatistica.

Posteriormente, foi feita a verificacdo da associacdo do PCA3 com as varidveis clinicas
e socio-demograficos de acordo com o achado de CAP nas rebidpsias.

As variaveis clinicas e o PCA3 score foram analisadas em modelos de regressao
logistica univariada e multiplas.

Foi criado um modelo com varidveis clinicas de indicacdo de rebidépsias e analisados
em combinacdo com o PCA3 score para avaliar se houve beneficio (aumento da AUC) com
uso dessa ultima ferramenta na indicacdo de rebidpsias.

Foi adotado o software SPSS 21.0 (Statistical Package for Social Sciences) para a andlise
estatistica. Para o calculo de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo e acurdcia foi utilizado o software Medcalc. As medidas de velocidade de
PSA e tempo de duplicagdo de PSA foram calculadas através do site
https://www.mskcc.org/nomograms/prostate/psa-doubling-time. As anadlises estatisticas

foram realizadas com nivel de 5% de significancia.
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4. RESULTADOS

4.1 indice informativo do teste PROGENSA PCA3 ©

Dos 177 homens selecionados para o estudo, 33 desistiram de participar ou foram
excluidos (15 homens foram excluidos por uso de finasterida, 5 desistiram de participar, 1
homem ndo conseguiu colher urina apdés massagem prostdtica, 1 foi excluido por ter
infartado pouco antes da bidpsia de prdostata, 1 homem foi excluido por achado de tumor de
colon em uma ressonancia magnética e 10 homens foram excluidos pois ndo tiveram volume
de urina suficiente para a andlise do PCA3 por razdes técnicas). Todos os espécimes de urina
analisados com volume adequado produziram um resultado valido o que nos dd um indice
informativo do teste de 100%. Ao todo, 144 homens tiveram um PCA3 score, coletaram PSA

e realizaram rebidpsia de prostata, sendo, portanto, incluidos na analise.

4.2 Caracteristicas clinicas e sdcio-demograficas
Os dados sécio-demograficos dos pacientes se encontram na tabela 1.

Tabela 1 - Dados sdcio-demograficos.

Variavel Categoria n (%)
Cor Branco 104 (72,2)
N3do-brancos 40 (27,8)
Estado Civil Solteiro 9 (6,3)
Casado/Unido Estavel 117  (81,2)
Divorciado/Separado 13 (9,0)
Viavo 5 (3,5)
Escolaridade Analfabeto 19 (13,2)
Sabe Ler e Escreve 12 (8,3)
Ensino Fundamental Incompleto 89 (61,8)
Ensino Fundamental Completo 6 (4,2)
Ensino Médio Incompleto 2 (1,4)
Ensino Médio Completo 10 (6,9)
Ensino Superior 6 (4,2)

Continua na proxima pagina...



Tabela 1 (continuagao) - Dados sécio-demograficos.

Variavel Categoria n %

Regido de Origem  Sudeste 91 (63,2)
Centro-oeste 52 (36,1)
Norte 1 (0,7)

14

Os homens eram na maioria da cor branca (72,2%), casados ou de unido estavel

(81,2%) com ensino fundamental incompleto (61,8%) e oriundos de 3 das 5 regides do Brasil

(Sudeste, Norte e Centro-oeste). A idade média dos pacientes foi de 65 + 6,27 anos (mediana

- 65,09; 1° quartil - 60,15; 3° quartil - 70,28).

Os antecedentes clinicos e patoldgicos estdo sumarizados na tabela 2.

Tabela 2 - Antecedentes clinicos e patoldgicos.

Variavel n (%)

Histoérico familiar de cancer de préostata  Sim 35 (24,3)

Nao 109 (75,7)

Sintomas de obstrugao do trato urinario baixo (LUTS)  Sim 97 (67,4)

N3o 47 (32,6)

Historia prévia de infec¢do do trato urinario (ITU)  Sim 47 (32,6)

N3o 97 (67,4)

Numero prévio de biopsias realizadas 1 117 (81,2)

2 26 (18,1)

3 1 (0,7)

Ocorréncia prévia de proliferacdo atipica de pequenos  Sim 9 (6,2)
acinos (ASAP)

Nao 135 (93,8)

Ocorréncia prévia de neoplasia intra-epitelial (PIN) de  Sim 9 (6,2)
alto Grau

N3o 135  (93,8)
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Trinta e cinco homens (24,3%) relataram antecedente familiar de CAP. Noventa e sete
(67,4%) homens relataram sintomas do trato urindrio baixo (LUTS). Referiram antecedente
de infecgBes do trato urinario 47 (32,6%) homens. A grande maioria dos pacientes, 143
(99,3%) ja havia realizado uma ou duas bidpsias prévias e apenas 1 (0,7%) homem ja havia
realizado 3 bidpsias. A ocorréncia prévia de ASAP e de PIN de alto grau foi de 9 pacientes
(6,2%), respectivamente. Dezoito homens (12,5%) apresentaram EDR suspeito para
neoplasia.

Os valores de PSA total, relacdo de PSA livre/total, volume prostatico ao US transretal,
densidade de PSA, velocidade de PSA, nimero de fragmentos retirados na rebidpsia, tempo

de duplicacdo do PSA e PCA3 score sao apresentados na tabela 3.

Tabela 3 - Achados clinicos e radiolégicos.

Desvio 1° 3°
Variavel Média padrdao Minimo quartii Mediana quartii Maximo
PSAt (ng/ml) 6,20 2,12 2,53 4,60 5,92 7,84 10,00
Rel. PSA I/t (%) 0,18 0,07 0,04 0,13 0,17 0,21 0,42
Vol (cm?®)* 68,24 29,43 13,00 46,00 64,00 85,00 149,00
PSAd (ng/ml/cm®)* 0,11 0,06 0,02 0,07 0,09 0,13 0,42
PSAv (ng/ml/ano)+ 0,93 1,01 0,03 0,38 0,64 1,20 7,62
Numero de fragmentos 16,50 1,51 16 16 16 16 24
retirados na rebidpsia
PSAdt (meses)t 139,83 237,65 1,70 30,10 70,50 102,60 1362,40
PCA3 score 37 51 2 9 23 a7 405

PSAt - PSA total; Rel. PSA I/t - relagdo PSA livre/total; Vol - volume prostatico ao ultrassom
transretal; PSAd - densidade de PSA; PSAv - velocidade de PSA; PSAdt - tempo de duplicacdao
do PSA.

(*) um valor ignorado excluido da analise

(t) 52 valores ignorados excluidos da analise
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4.3 PCA3 score e sua associacao com a idade e com o volume prostatico.

Quando associamos o PCA3 score através do teste de Mann-Whitney com a idade

(categorizada em < 65 anos e = 65 anos) encontramos ndo haver diferenca entre os grupos

(p=0,666) conforme mostra a figura 3.
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Figura 3. Correlagdao do PCA3 score com a idade.

Quando verificamos a associacdo entre o PCA3 score com o volume prostatico
(categorizado em < 30 cm?, entre 30 e 59 cm? e = 60 cm?) através do teste de Kruskal-Wallis,

ndo encontramos diferenca estatistica do PCA3 score entre os grupos (p=0,130), conforme a

figura 4.
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Figura 4. Correlacdao do PCA3 score com o volume prostatico ao ultrassom transretal.
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4.4 Achados patoldgicos e performance do teste PROGENSA PCA3®.

A incidéncia de CAP na rebidpsia foi de 21 em 144 homens (14,6%). Os demais achados
da rebidpsia estdao sumarizados na tabela 4. Os tumores encontrados na rebidpsia tiveram
classificagdo de Gleason total de 6 e 7 nao sendo diagnosticados tumores de alto risco

(Gleason 8 - 10) de acordo com a estratificagdo de risco de D'Amico>*.

Tabela 4 - Resultados da rebidpsia de prdstata (Gold standart).

Resultado da rebidpsia n (%)

CAP Gleason 6 18 (12,5)
CAP Gleason 7 3 (2,1)
PIN de alto grau 3 (2,1)
ASAP 3 (21)
Prostatite crénica ou cronica agudizada 49 (34,0)
Tecido prostatico sem alteragées patoldgicas 68 (47,2)

ASAP - Proliferacdo atipica de pequenos acinos
PIN - Neoplasia intra-epitelial

Homens com antecedente de ASAP ou PIN de alto grau ndo tiveram taxas de deteccdo

de CAP maiores que os pacientes que nao apresentaram esse achado, conforme a tabela 5.
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Tabela 5 - Associacdo de ASAP e PIN de alto grau em bidpsias prévias com o resultado da
rebidpsia.

Rebidpsia positiva Rebidpsia negativa

para CAP para CAP
Variavel Categoria n (%) n (%) p valor
Ocorréncia prévia de Sim 3 (33,3) 6 (66,7)
ASAP 0,100
N3o 18 (13,3) 117  (86,7)
Ocorréncia prévia de Sim 0 (0,0) 9 (100)
PIN de alto grau 0,200
N3o 21 (15,5) 114  (84,5)

Teste de qui-quadrado

ASAP - Proliferacao atipica de pequenos acinos; PIN - Neoplasia intra-epitelial

Também ndo houve diferenca estatistica entre o grupo com rebidpsia positiva do
grupo com rebidpsia negativa quanto ao antecedente familiar positivo de CAP (p=0,297)
bem como do EDR suspeito pelo teste de qui-quadrado (p=0,655).

O EDR suspeito apresentou sensibilidade de 19,05%, especificidade de 87%, valor
preditivo positivo de 20%, valor preditivo negativo de 86,29% e acuracia de 77,08%.

No teste de Mann-Whitney, os homens com rebidpsia positiva tiveram valores de
PCA3 score significativamente maiores que os homens com rebidpsia negativa (p=0,004).
Além disso, homens com rebidpsia positiva tiveram valores de densidade de PSA
significativamente maiores que os homens com rebidpsia negativa (p=0,045). Ndo houve
diferenca nos valores de PSA total, livre, da relacdo entre PSA livre/total, velocidade de PSA

e do tempo de duplicagdo do PSA entre os grupos conforme mostra a tabela 6.
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Tabela 6 - Associagao de achados clinicos e do teste PCA3 com o resultado da rebidpsia.

Rebidpsia positiva para

Rebidpsia negativa para

Variavel CAP CAP P valor

PSA total (ng/ml) 6,13 [5,20-6,40] 5,77 [4,39-7,98] 0,483
PSA livre (ng/ml) 0,81 [0,65-1,21] 0,97 [0,72-1,38] 0,293
Relagdo PSA livre/total (%) 0,15 [0,11-0,20] 0,18 [0,13-0,21] 0,128
Velocidade do PSA (ng/ml/ano)t 0,86 [0,47-1,53] 0,62 [0,32-1,13] 0,267
Tempo de duplicagdo do PSA 35,90 [20,80-74,50] 66,00 [27,60-102,60] 0,208
(meses)t

Densidade de PSA (ng/ml/cm®)t 0,12 [0,08-0,22] 0,09 [0,07-0,13] 0,045*
PCA3 score 39 [24-64] 18 [8-38] 0,004*

Teste Mann-Whitney - mediana [12 Quartil - 32 Quartil]

(*) significancia estatistica

() valores ignorados foram excluidos da andlise

Ndo houve diferenca na deteccdo de CAP entre as rebidpsias que retiraram 16

fragmentos quando comparado aquelas que retiraram mais de 16 fragmentos (p=0,240)

conforme a tabela 7.

Tabela 7 - Deteccdo de cancer de préstata entre as rebidpsias que retiraram 16 fragmentos

comparado as que retiraram mais de 16 fragmentos.

16 fragmentos

> 16 fragmentos

Resultado n (%) n (%) p valor
Rebidpsia positiva 16 (76,1) 5 (23,9)
0,240
Rebiopsia negativa 106 (86,1) 17 (13,9)

Teste de qui-quadrado

Ndo houve diferenca estatistica quanto ao PCA3 score e quanto a densidade de PSA

entre os grupos que retiraram 16 fragmentos na rebidpsia quando comparados ao grupo

gue retirou mais de 16 fragmentos, pelo teste de Mann-Whitney, conforme tabela 8.
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Tabela 8 - Associacdo do PCA3 score e da densidade de PSA quanto ao numero de
fragmentos retirados na rebidpsia.

Variavel 16 fragmentos > 16 fragmentos p valor
PCA3 score 23 [9-45] 18 [8-61] 0,790
PSAd* 0,12 [0,08-0,22] 0,10 [0,07-0,14] 0,654

Teste Mann-Whitney: mediana [12 Quartil - 32 Quartil]
PSAd - Densidade de PSA

() valores ignorados foram excluidos da andlise

Ndo houve diferenca entre os valores do PCA3 score entre os homens com CAP
classificacdo de Gleason total 6 quando comparados aos com CAP classificacdo de Gleason

total 7 (p=0,481) conforme a tabela 9.

Tabela 9 - Associacdo entre o PCA3 score e a classificacdo de Gleason nas rebidpsias

positivas.

CAP Gleason 6 CAP Gleason 7 p valor

PCA3 score 34 [21-64] 60 [28-64] 0,481

Teste Mann-Whitney: mediana [12 Quartil - 32 Quartil]

CAP - cancer de préstata

Nao foi possivel verificar a associagao do PCA3 score com os achados de ASAP e PIN de
alto grau nas rebidpsias devido ao pequeno nimero de casos encontrados (3 homens com
ASAP e 3 homens com PIN de alto grau).

A curva ROC do PCA3 score se encontra na figura 5. De acordo com a curva, o ponto de
corte de maior acurdcia corresponde ao score 25. A area sobre a curva (AUC) do PCA3 score

foi de 0,69 (95% IC: 0,59 - 0,80).
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Figura 5. Curva ROC do PCA3 score
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Adotando-se o ponto de corte de 25 para o PCA3 score (PCA3 score < 25 - considerados

negativos e PCA3 score > 25 - considerados positivos), encontramos diferenca estatistica (p =

0,011) na frequéncia de homens com rebidpsia positiva no grupo com PCA3 score > 25. O

inverso também foi verificado, com uma maior frequéncia de homens com rebidpsia

negativa no grupo com PCA3 score menor que 25, conforme a tabela 10.

Tabela 10 - Frequéncia de CAP na rebidpsia utilizando o PCA3 score com ponto de corte de

25.

Rebiopsia positiva Rebiopsia negativa

PCA3 score n (%) n (%) Total p valor
> 25 15 (22,7) 51 (77,3) 66
0,011*
<25 6 (7,7) 72 (92,3) 78

Teste de qui-quadrado

(*) Significancia estatistica
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Os valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos e negativos e

acuracia do PCA3 score estao descritos na tabela 11.

Tabela 11 - Performance do teste PROGENSA PCA3® utilizando-se o ponto de corte de 25.

(%) 95% IC
Sensibilidade (71,43) 47,82% - 88, 72%
Especificidade (58,54) 49,31% - 67,35%
Valor Preditivo Positivo (22,73) 13,31% - 34,70%
Valor Preditivo Negativo (92,31) 84,01% -97,12%
Acuriacia (60,41) -

A curva ROC da densidade do PSA se encontra representada na figura 6. O ponto de
corte de maior acuracia foi o de 0,11 ng/ml/cm3. A AUC da densidade do PSA foi de 0,64
(0,49-0,78).
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Figura 6. Curva ROC da densidade de PSA
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Utilizando-se o ponto de corte de 0,11 ng/ml/cm?® para a densidade de PSA foram
calculados os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo

negativo e acuracia, descritos na tabela 12.

Tabela 12 - Performance da densidade do PSA com o ponto de corte de 0,11 ng/ml/cma.

(%) 95% IC
Sensibilidade (60,00) 36,05% - 80,88%
Especificidade (70,73) 61,85% - 78,59%
Valor Preditivo Positivo (25,00) 13,64% - 39,60%
Valor Preditivo Negativo (91,58) 84,08% - 96,29%
Acuracia (1) E——

N3o houve segmentacdo das curvas ROC para as variaveis, PSA total, relacdo de PSA

livre/total e velocidade de PSA conforme a tabela 13.

Tabela 13 - Resultados das analises das curvas ROC das variaveis clinicas e do PCA3 score.

Variavel AUC 95% IC p valor
PSA total 0,548 0,438 - 0,658 0,483
Rel. PSAI/t 0,393 0,259-0,527 0,128
PSAvt 0,590 0,440-0,741 0,267
PSAdt 0,640 0,490- 0,789 0,045*
PCA3 score 0,696 0,590- 0,803 0,004*

Rel. PSAIl/t - Relagdo de PSA livre/total; PSAv - velocidade de PSA; PSAd - densidade de
PSA; IC: Intervalo de confianga
(*) significancia estatistica

() valores ignorados foram excluidos da andlise

4.5 PCA3 score e sua associacao com a positividade da rebidpsia.
Quando se categorizou o PCA3 em trés grupos (PCA3 score < 10, PCA3 score 10-24 e
PCA3 score > 25) verificamos que quanto maior o valor do PCA3 score, maior a positividade

das rebidpsias para CAP, conforme mostra a figura 7.
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Figura 7. Porcentagem de detec¢do de CAP na rebidpsia quanto ao PCA3 score

categorizados.

4.6 Regressao logistica univariada.
Fixando-se como resposta a auséncia de CAP na rebidpsia, foram verificados os odds

ratio das varidveis clinicas conforme a tabela 14.

Tabela 14 - Modelo de regressao logistica univariada das varidveis clinicas e do PCA3 score

para a ocorréncia de uma rebidpsia negativa para CAP.

Variavel OR (95% IC) p valor

Idade (continua) 0,958 (0,889 - 1,033) 0,266
Antecedente familiar positivo de CAP (ndo & sim) 1,696 (0,624 - 4,613) 0,300
Toque retal suspeito (ndo & sim) 1,574 (0,470 - 5,273) 0,462
Raga (ndo-brancos & brancos) 0,571 (0,217 - 1,505) 0,257
Numero de bidpsias prévias (1 & mais de 2) 0,688 (0,187 - 2,525) 0,572
PSA total (continua) 0,955 (0,769 - 1,187) 0,679
Relagdo PSA livre/total (continua) 1,064 (0,994 - 1,140) 0,074
PSAdt (continua)t 1,001 (0,998 - 1,004) 0,562
PCA3 score (< 25 & 2 25) 3,529 (1,282 -9,714) 0,015*
Densidade de PSA (< 0,11 & 20,11)t 3,625 (1,367 -9,613) 0,010*

(*) significancia estatistica

() valores ignorados foram excluidos da andlise
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Tanto o PCA3 score quanto a densidade de PSA tiveram significancia estatistica. Isso
indica que homens com densidade de PSA < 0,11 tem 3,625 vezes a razao de chance de
apresentar uma rebidpsia negativa do que homens com densidade de PSA > 0,11 (p = 0,010).
Da mesma forma, homens com PCA3 score < 25 tem 3,529 vezes a razdao de chance de
apresentar uma bidpsia negativa do que homens com PCA3 score > 25 (p = 0,015). As demais

varidveis ndo tiveram associagdo estatistica significativa.

4.7 Regressao logistica miiltipla

Fixando-se como resposta a auséncia de cancer de préstata na rebidpsia, foi testado
um modelo de regressao logistica multipla ajustado para todas as varidveis clinicas, mesmo
as que ndo tenham dado significancia estatistica no modelo univariado. Os resultados se

encontram na tabela 15.

Tabela 15 - Modelo de regressao logistica multipla ajustado para as variaveis clinicas e PCA3

para a ocorréncia de uma rebidépsia negativa para CAP.

Variavel OR (95% IC) p valor

Idade (continua) 0,931 (0,847 - 1,023) 0,135
Antecedente familiar positivo de CAP (ndo & sim) 2,720 (0,830 - 8,955) 0,098
Toque retal suspeito (ndo & sim) 1,323 (0,300 - 5,840) 0,711
Raga (ndo-brancos & brancos) 0,991 (0,305 - 3,215) 0,988
Numero de bidpsias prévias (1 & mais de 2) 0,739 (0,175 -3,117) 0,681
PSA total (continua) 1,122 (0,835 - 1,509) 0,445
Relagdo PSA livre/total (continua) 1,062 (0,968 - 1,165) 0,201
PCA3 score (< 25 & = 25) 3,150 (1,036 - 9,579) 0,043*
Densidade de PSA (< 0,11 & 20,11)F 4,659 (1,331 -16,311) 0,016*

(*) significancia estatistica

() valores ignorados foram excluidos da analise

A analise multivariada mostra que tanto a densidade de PSA (p = 0,016) quanto o PCA3
score (p = 0,043) sdo preditores independentes do resultado das rebidpsias e que esse poder

ndo foi atenuado frente a outras varidveis clinicas. Nenhuma outra varidvel atingiu
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significancia estatistica. Houve uma tendéncia de homens com antecedente familiar

negativo de CAP apresentar uma rebidpsia negativa (p=0,098).

4.8 Beneficio do uso do PCA3 score e da densidade de PSA.

Foram criadas curvas ROC dos modelos com varidveis clinicas (PSA total, relagdo de
PSA livre/total, velocidade de PSA, EDR suspeito, antecedente familiar positivo de CAP,
idade, raca e nimero de bidpsias prévias realizadas) sozinho ou em combinagdao com PCA3

score e/ou a densidade de PSA, conforme a figura 8.

Curva ROC
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Figura 8. Curvas ROC combinando variaveis clinicas com o PCA3 score e/ou com a densidade

de PSA.

A tabela 16 mostra os resultados das respectivas AUC dos 4 modelos testados.
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Tabela 16 - Resultado das curvas ROC do modelo com variaveis clinicas isolado ou associado

com o PCA3 e/ou com a densidade de PSA.

Variaveist AUC 95% IC p valor
Modelo com variaveis 0,615 0,480 - 0,749 0,101
clinicas
Modelo com variaveis 0,712 0,603 -0,820 0,002*
clinicas + PCA3
Modelo com variaveis 0,726 0,605 - 0,846 0,001*
clinicas + PSAd
Modelo com variaveis 0,774 0,667 - 0,880 <0,001*

clinicas + PCA3 + PSAd

AUC - Area sobre a curva; IC - intervalo de confianca; PSAd - densidade de PSA

() valores ignorados foram excluidos da analise

(*) significancia estatistica

O modelo com varidveis clinicas associados ao PCA3 e a densidade de PSA foi o que

apresentou a maior AUC, de 0,774 (p < 0,001). Ainda, incorporando-se cada uma dessas

variaveis isoladamente ao modelo com varidveis clinicas, a AUC foi de 0,712 (p = 0,002) para

a associacdo com o PCA3 e de 0,726 (p = 0,001) para a associacdo com a densidade de PSA,

todas com significancia estatistica.

Através do teste de Hanley & McNeil, foi feita uma comparacdo emparelhada das

curvas ROC conforme a tabela 17. Houve aumento significativo na diferenga das AUC do

modelo com variaveis clinicas incluindo o PCA3 e a densidade de PSA em relacdo ao modelo

com variaveis clinicas isoladas (p = 0,023).
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Tabela 17 - Comparacdo emparelhada das curvas ROC.

Diferenga entre as

Comparagaot AUC z estatistico  p valor
MVC versus MVC + PCA3 0,097 1,774 0,076
MVC versus MVC + PSAd 0,111 1,682 0,093
MVC + PCA3 versus MVC + PSAd 0,013 0,210 0,833
MVC + PCA3 versus MVC + PCA3 + PSAd 0,061 1,288 0,198
MVC + PSAd versus MVC + PCA3 + PSAd 0,048 1,373 0,170
MVC versus MVC + PCA3 + PSAd 0,159 2,267 0,023*

Teste de Henley & McNeil
AUC - area sobre a curva; MVC - Modelo com variaveis clinicas; PSAd - densidade de PSA
() valores ignorados foram excluidos da andlise

(*) significancia estatistica

4.9 Numero de rebidpsias desnecessarias
A tabela 18 mostra a frequéncia de ocorréncias de CAP na rebidpsia categorizadas de

acordo com o PCA3 score (< 25 ou = 25) e com a PSAd (< 0,11 ou > 0,11).

Tabela 18 - Frequéncia de ocorréncia de CAP na rebidpsia por PCA3 score e densidade de

PSA categorizados.

Rebidpsia positiva Rebidpsia negativa
Categorias n (%) n (%)
PCA3 > 25 e PSAd* 2 0,11 9 (37,5) 15 (62,5)
PCA3 2 25 e PSAd* < 0,11 5(12,2) 36 (87,8)
PCA3 < 25 e PSAd* 20,11 3(12,5) 21 (87,5)
PCA3 < 25 e PSAd* < 0,11 3 (5,5) 51 (94,5)

(*) Um caso com valor ignorado foi excluido da analise
PCA3 - Gene 3 do cancer de préstata
PSAd - densidade de PSA

Conforme a tabela 18, utilizando-se o PCA3 score < 25, 78 homens deixariam de ser

rebiopsiados. Desses, 72 evitariam rebidpsias desnecessarias. Deixariamos de diagnosticar
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CAP em 6 homens, todos eles com classificacdo de Gleason 6 e estadiamento clinico I.
Portanto, teriamos evitado corretamente 50% de rebidpsias com 4,2% de casos que seriam
perdidos com tumores de prdstata de baixo risco.

Ainda de acordo com a tabela acima, se incorporarmos a densidade de PSA nesse
subgrupo de pacientes (PSAd < 0,11), 54 homens deixariam de ser rebiopsiados a custa de 3
casos de CAP (Gleason 6) que seriam perdidos o que nos da uma taxa de 35,7% de rebidpsias
realmente desnecessdrias com 2,1% de casos de tumores de baixo risco que seriam
perdidos.

Todos os 3 casos de CAP classificagcdao de Gleason 7 tiveram PCA3 score maior que 25
(28, 60 e 64 respectivamente) e todos tiveram densidade de PSA > 0,11 (0,32, 0,16 e 0,14

respectivamente).
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5. DISCUSSAO

O PSA e o EDR tém baixo custo e ampla disponibilidade sendo por isso, as principais
ferramentas utilizadas no rastreamento de homens suspeitos para CAP. Entretanto, eles tém
muitas limitagOes e possuem baixa acurdcia na detec¢do do CAP. Nos pacientes com uma
bidpsia de prdstata prévia negativa, quando existe suspeita de CAP por PSA
persistentemente elevado ou pelas suas variagdes (relagdo PSA livre/total, velocidade de
PSA, tempo de duplicacdo de PSA e densidade de PSA) essas ferramentas perdem ainda mais
seu valor resultando em um ndmero maior de rebidpsias desnecessarias™ *>. No presente
estudo, 144 homens realizaram a segunda, terceira ou quarta rebidpsias, com taxa global de
deteccdo de CAP de 14,6% (21 homens). Faria et al, em um estudo brasileiro de
rastreamento com mais de 17.500 homens, encontrou 15,3% de CAP detectados na
segunda, terceira ou quarta bidpsias®. Isso corrobora a baixa acuracia de deteccio de CAP
com base no uso do PSA, de suas derivacdes e do EDR nesse grupo especifico de pacientes,
com bidpsias prévias negativas.

A razdo da estratificacdo do PSA entre 2,5 - 10 ng/ml nesse estudo é devido ao fato
desse intervalo conhecido como "zona cinzenta" do PSA abranger o maior nimero de
individuos com bidpsias evitaveis, ou seja, é o intervalo de PSA onde ha mais equivocos no
diagndstico de CAP nas bidpsias. As taxas de deteccdo de CAP de acordo com o PSA sdo
menores que 2% para homens com PSA < 2,5 ng/ml e acima de 60 - 80% para individuos com
PSA > 10 ng/mI**?’.

O PCA3 foi extensamente estudado quanto a sua maior expressdo genética em tecidos
tumorais prostaticos em detrimentos de outros tecidos prostaticos (hiperplasia prostatica,
tecido prostatico ndo tumoral, prostatite crénica e agudizada) e ndo prostaticos (pulmao,

20,2223 Entretanto os estudos em tecido prostaticos dificultam sua aceitacao

mama e figado)
na pratica clinica, pois demandam bidpsias.

Buscando melhorar esse cenario, foram estudadas no passado 3 gerac¢des de testes de
deteccdo do mRNA do PCA3 na urina dos homens apds um EDR. O primeiro teste, foi um
teste quantitativo de reacdo em cadeia da polimerase com a enzima transcriptase reversa
(gRT-PCR) com a deteccdo do mRNA no sedimento urinario®. A segunda geracao foi do teste
chamada NASBA (nucleic acid sequence-based amplification) também detectado no

38, 39

sedimento urindrio . Mais recentemente, o teste Progensa PCA3® permitiu através da
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amplificagdo mediada por transcri¢do a difusdo do método pela sua facilidade de analise. E
um teste comercializado nos Estados Unidos e Europa, acessivel, semi-automatizado, que
otimiza a detec¢dao do mRNA do PCA3 na urina de primeiro jato apés um EDR.

Os estudos iniciais com PCA3 mostram indices informativos do teste que variaram de
79 - 92%**°. Estudos mais recentes com o uso do teste Progensa PCA3® mostraram taxas de
98,7 - 100%"" **. Nosso estudo obteve um indice informativo do teste de 100% o que
confirma a eficdcia técnica do teste em gerar um resultado valido.

O PCA3 tem sido pesquisado como ferramenta de diagnéstico e de aconselhamento
em alguns cenarios clinicos. Ploussard et al estudaram o PCA3 como preditor de volume
tumoral e CAP dito significante (classificacdo de Gleason > 6, PSA > 10 ng/ml e doenca de
estadio clinico T2b - T4) em pecas de prostatectomia radical. Eles encontraram em um
modelo de regressao logistica multipla um risco relativo de 12,74 vezes de um homem com
PCA3 score > 25 apresentar CAP significante do que homens com PCA3 score menor que 25
(p =0,003). Encontraram também um risco relativo de 5,37 vezes de um homem com PCA3 >
25 apresentar um volume tumoral acima de 0,5 cm? (p = 0,010). Com base nesses achados os
autores propuseram o uso do PCA3 como ferramenta de aconselhamento de homens que
realizam vigilancia ativa para CAP**. Da mesma maneira, Nakanishi et al, sugeriram o PCA3
como ferramenta de aconselhamento de homens em vigilancia ativa com base em seus
resultados de andlise de espécimes de prostatectomia radical com correlagdo significativa do
PCA3 com CAP significante (p = 0,007) e de CAP gleason > 7 (p = 0,005)**. Whitman et al*®
ndo encontraram correlacdo do PCA3 com o escore de Gleason. Entretanto, o PCA3 foi fator
preditivo independente de extensdo tumoral extra-capsular. No presente estudo ndo foi
possivel verificar a associagdo do PCA3 com o escore de Gleason pois 18 homens (85,7%)
foram diagnosticados com CAP gleason 6 e 3 homens (14,3%) com CAP gleason 7. Ndo houve
nenhum caso de gleason 8, 9 ou 10. O teste de Mann-Whitney ndao mostrou diferenca
estatistica do PCA3 entre os grupos com CAP Gleason 6 e CAP Gleason 7 (p = 0,481).

No entanto, o cendrio clinico em que o PCA3 se mostra mais util € no aconselhamento
de rebidpsias em homens com PSA persistentemente elevado. A tabela 19 resume a
performance do PCA3 nos principais estudos feitos em homens com bidpsia prévia negativa

em diferentes populagdes.
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Tabela 19 - Performance do PCA3 nos principais estudos de homens com bidpsias prévias

negativas.

Autor Populagao n Cutoff AUC S E VPP VPN  Acu
TinzI*® Austria 42 35 087 75% ND ND ND ND
(2004)

Fradet® Canada 91 35 086 74% 87% 74% 87% ND
(2004) (multicéntrico)

Haese® Europa 463 35 0,66 47% 72% 39% 78%  65%
(2008) (multicéntrico)

Deras” EUA 303 35 069 54 74 ND ND ND
(2008) (multicéntrico)

Ramos*® Chile 15 35 0,77 52% 87% 72% 74% ND
(2012)

Ochiai*’ Japio 158 35 0,74 66,5% 71,6% 58,1% 78,3% 69,7%
(2013)

Gittelman* EUA 466 25 0,71 77,5% 57,1% 33,6% 90% ND
(2013) (multicéntrico)

Santos* Brasil 144 25 0,69 71,5% 58,6% 22,7% 92,3% 60,4%
(2015)

AUC - area sobre a curva; S - sensibilidade; E - especificidade; VPP - valor preditivo positivo;
VPN - valor preditivo negativo; Acu - Acurdria; ND - Ndo disponivel

(*) Dados ndo publicados

Apesar da variabilidade genética que pode existir entre as popula¢gdes, o PCA3
apresentou no nosso estudo resultados comparaveis ao principais estudos ja realizados. De
acordo com a tabela 19, os resultados de AUC, sensibilidade, especificidade, VPP e VPN do
PCA3 do nosso grupo amostral de 144 homens brasileiros foi muito préximo aos resultados
do estudo multicéntrico de Gittelman et a** com uma populacio de 466 homens oriundos de
diversas regides geograficas dos Estados Unidos e, portanto, representativa da populacao

americana.
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Yong et al*® através de revis3o sistematica da literatura e meta analise de 24 estudos,
encontraram sensibilidade agrupada de 59,4% (95% IC: 46,9 - 82,3%) e especificidade
agrupada de 72,3% (95% IC: 55 - 92%). O valor preditivo positivo variou de 39 - 86%. O
melhor resultado foi em relacdo ao valor preditivo negativo que em todos os estudos foi
acima de 60% (61 - 89,7%). A AUC agrupada foi de 0,77 o que caracteriza o PCA3 como um
teste diagndstico bem aceitavel. A razdo de verossimilhanca negativa agrupada foi de 0,508
o que significa que com o uso do PCA3, mais da metade das bidpsias podem ser evitadas. A
razdo de verossimilhanca positiva agrupada foi de 2,388, o que significa que um homem com
PCA3 positivo tem aproximadamente, duas vezes e meia mais chance de apresentar uma
bidpsia com CAP do que um homem com PCA3 negativo. Além disso o odds ratio diagndstico
foi de 4,89 (95% IC 3,94 - 6,06). Entretanto, é importante se ressaltar que os 24 estudos
incluidos nessa meta andlise eram heterogéneos em relagdo aos critérios de inclusdo dos
homens (o PCA3 foi analisado tanto como ferramenta inicial de diagndstico quanto em
homens submetidos a rebidpsias), heterogéneos quanto a técnica do PCA3 (3 geragdes de
testes mencionadas acima), quanto a blindagem dos autores em relagdo aos resultados e
quanto a informagdes sobre os casos perdidos.

O que o PCA3 traz de mais relevante é o seu elevado valor preditivo negativo, muito
util quando se quer evitar bidpsias desnecessarias. No nosso estudo, encontramos um valor
preditivo negativo de 92,3%, o que significa uma proporcdo imensa de homens verdadeiros
negativos entre a soma de verdadeiros negativos com falso negativos, sendo pois, uma
6tima ferramenta para o aconselhamento de rebidpsias. Além disso, encontramos um OR de
3,150 vezes de um homem com PCA3 < 25 apresentar uma bidpsia negativa do que um
homem com PCA3 > 25 independente da influéncia de outras variaveis clinicas.

Da mesma forma que foi descrito em outros artigos, nosso estudo ndo mostrou

27, 25, “ sendo essa

influéncia da idade e nem do volume prostatico no valores do PCA3 score
mais uma vantagem em rela¢do ao PSA no diagndstico de CAP.

Nao foi possivel verificar a associacdao dos achados de PIN de alto grau e de ASAP na
rebidpsia com o PCA3 score devido a ocorréncia de apenas 3 casos, respectivamente.
Entretanto, Haese et al e Deras et al em 2008, demonstraram médias de PCA3 score
significativamente maiores nos homens com esses achados do que em homens com achados

;. . 27,2
patoldgicos benignos®” %°.
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A ocorréncia de ASAP em uma bidpsia leva a um risco entre 35 - 55% de deteccao de
CAP em rebidpsias futuras®. Apesar de n3o ter havido significancia estatistica (p = 0,100)
encontramos 33,3% de ocorréncias de CAP em homens com bidpsia prévia com achado de
ASAP. Isso pode ser justificado pelo pequeno nimero amostral. Nenhum homem com PIN de
alto grau pregresso apresentou CAP na rebidpsia.

Nosso estudo mostrou ndo haver diferenca estatistica (p = 0,240) na deteccdo de CAP
na rebidpsia quando se retirou 16 fragmentos ou mais (até 24). Da mesma maneira nao
houve diferenca estatistica entre os valores de PCA3 e de densidade de PSA nos dois grupos.

No presente estudo, o ponto de corte de melhor acurdcia do PCA3 score foi o de 25,
coincidente com os estudos mais recentes que recomendam a utilizacdo desse ponto de
corte na pratica clinica pois é o melhor ponto de corte que se evita bidpsias desnecessarias
ao mesmo tempo em que ocorre uma taxa segura de casos de CAP significantes que serdo
deixados de diagnosticar ("missing"). Haese et al encontraram 67% de bidpsias
desnecessarias utilizando-se o cutoff de 35 com 6% de casos de CAP perdidos. Com o cutoff
de 25 houve 44% de bidpsias desnecessarias com 3% de casos de CAP deixados de
diagnosticar27. Pepe et al encontraram 22,9% de bidpsias desnecessarias com 9,4% de casos
perdidos com o cutoff de 20 versus 38,1% de bidpsias desnecessarias com 28% de casos
perdidos com o uso do cutoff de 35%. Pode-se concluir desses estudos que o cutoffde35é o
gue oferece as maiores taxas de bidpsias desnecessdrias, entretanto, quando se baixa o
cutoff para 25, perdemos um pouco na taxas de bidpsias desnecessarias mas reduzimos pelo
menos na metade o numero de casos perdidos, o que é altamente recomendado para um
exames de aconselhamento. No presente estudo, com o cutoff de 25, tivemos taxa de 50%
de bidpsias desnecessarias com 4,2% de casos com CAP que seriam perdidos, sendo todos
eles de CAP de baixo risco (Gleason 6 e estadio clinico T1c).

Dentre todas as varidveis clinicas estudadas (PSA total, livre, relagdo de PSA livre/total,
velocidade de PSA, densidade de PSA, tempo de duplicacdo do PSA, EDR) e analisadas em
associacdo com o PCA3, a densidade de PSA foi a que apresentou melhor desempenho. A
AUC da densidade de PSA foi de 0,640 (p=0,045) e o ponto de corte de melhor acurdcia foi o
de 0,11 ng/ml/cm3. Wu et al em 2012, baseados em analise multivariada, criaram um
modelo de probabilidade de CAP nas rebidpsias aonde o PCA3 e a densidade de PSA (cutoff
de 0,15 ng/ml/cm?) foram as varidveis que mais contribuiram com incremento do risco de

CAP. Eles ainda descreveram um modelo baseado em andlise multivariada contendo PSA
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total, EDR, PCA3, densidade de PSA e achados de USG transretal com o sendo o que
apresentou maior area sobre a curva (AUC: 0,82)°. Assim como o PCA3, a densidade de PSA
mostrou-se nesse estudo como varidvel preditiva independente do resultado da rebidpsia no
modelo de regressdo logistica multivariado. Incorporando a densidade de PSA < 0,11 ao
PCA3 score < 25, teriamos ainda uma taxa bem razoavel de bidpsias desnecessdrias de 35,7%
com apenas 2,1% de casos que seriam perdidos.

No nosso modelo de regressao logistica univariada, o PCA3 apresentou um OR de
3,529 (p=0,015) vezes a chance de um homem apresentar uma rebidpsias negativa com
PCA3 < 25 do que em homens com PCA3 > 25. Na analise multivariada, o OR foi de 3,150
(p=0,043) indicando que o PCA3 foi uma varidvel preditora independente do resultado de
rebiopsias. Nossos achados vdo de encontro com os achados de Gittelman et al que
encontraram OR de 4,58 (95% IC: 2,75 - 7,62) na analise univariada e de 4,56 (95% IC: 2,65 -
7,83) na andlise multivariada com p valor < 0,0001*'.

No braco placebo do REDUCE, um estudo feito para se estudar a quimioprevencao de
CAP pela dutasterida, 1140 homens forneceram amostras de urina para o PCA3 e realizaram
bidpsias no ano 2 e no ano 4. Os resultados do PCA3 com cutoff de 35 foram similares aos
estudos prévios realizados com sensibilidade de 48% e especificidade de 79% e com AUC
melhor que a do PSA (0,693 vs 0,612) com p valor de 0,008. Entretanto, um achado notdvel
desse estudo foi o de que o PCA3 score da bidpsia do ano 2 foi preditivo do resultado da
biépsia do ano 4 com AUC de 0,632 (p = 0,0002). Esses dados sugerem que os casos de CAP
perdidos na bidpsia do ano 2 com suposto resultado falso positivo do PCA3, foram de fato
detectados pelo PCA3 e sé vistos como positivos na bidpsia do ano 413,

Estudos mais recentes vem combinando o uso de marcadores moleculares para
melhorar o diagndstico e o progndstico do CAP. O PCA3 tem sido estudado em conjunto com
a fusdo dos genes TMPRSS2-ERG ou T2-ERG com resultados promissores de diagndstico e

456 Além disso, a evolucdo nos exames de imagem tais como a da

progndstico do CAP
ressonancia nuclear magnética multiparamétrica de prostata associadas ao PCA3 podem no
futuro ajudar ainda mais no aconselhamento desses homens>’.

Nosso estudo possui como limitagdes o nimero amostral. A maioria das publicacdes
com maior amostragem s3ao multicéntricos. Com um ndmero amostral maior, além dos

resultados encontrados, talvez fosse possivel verificar alguma associacdo entre o PCA3 com

a classificacao de Gleason ou com a ocorréncia de ASAP ou PIN de alto grau.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo mostrou que o PCA3 tem boa utilidade no aconselhamento de
homens com PSA persistentemente elevado, especificamente na populacdo de homens com
bidpsias prévias negativas, podendo evitar 50% de rebidpsias desnecessarias com o cutoff
25. Dentre as ferramentas clinicas comumente utilizadas na indicacdo de bidpsias de
prostata, a densidade de PSA foi a Unica que se apresentou como variavel independente do
resultado da rebidpsia e somada ao PCA3 pode diminuir a ocorréncia de casos perdidos. Nao
encontramos associacdo do PCA3 com os achados histoldgicos de ASAP, PIN de alto grau e
classificacdo de Gleason. Diferente do que ocorre com o PSA, o PCA3 ndo sofreu alteracdo

com a idade dos homens e nem com o volume da préstata.
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Avaliacdo do teste para o gene 3 do cancer da prostata (pca3) como estratégia para melhorar a especificidade das
bi6psias em homens com suspeita deste tumor - P.l. Alexandre Cesar Santos

DADOS SOCIODEMOGRAFICOS

1 Identificacédo 1
> Nome 2
3 Registro hospitalar 3
4 | Data de Nascimento 4 / /
DD/MM/AAAA
5 Cor 5
1- Branco; 2- Pardo; 3- Negro
6 Estado civil _ _ o _ 6
1- Solteiro; 2- Casado / Unido estavel; 3- Divorciado / Separado; 4- Vilivo
7 Cidade 7
Descrever; 99- Ignorado
8 Estado 8
Descrever; 99- Ignorado
Escolaridade
9 0- Ana_lfabeto; 1- Sabe ler e escrever; 2-‘Ensin,o _fur_\damental incomplc_eto; o 9
3- Ensino fundamental completo; 4- Ensino médio incompleto; 5- Ensino médio
completo; 6- Ensino superior incompleto; 7- Ensino superior completo
10 | Anos estudados ) _ 10
Em anos; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
Profisséo
11 Descrever; 99- Ignorado 11
Filhos?
12 0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado 12
13 Se sim, quantos? ) i _ 13
Nimero; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Possui casa propria?
14 prop 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 14
15 Quantas pessoas moram na casa? ) ) _ 15
Numero; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
Renda familiar mensal?
16 Em R$ ;99- Ignorado 16
HISTORIA PREGRESSA
17 Historico familiar de cancer de préstata . _ 17
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado
18 Historico familiar de cancer de prostata — Pai ) _ 18
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado
19 Histdrico familiar de cancer de préstata — Irméos ) _ 19
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado
20 Sintomas do trato urinario sugestivos de Hiperplasia Prostatica Benigna (STU/HPB) 20
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado
Histdria de prostatite
21 P 0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado 21
29 Historia de infeccdo no trato urinario (ITU) _ 29
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado
o3 | Cirurgia de prostata (nos ultimos 6 meses - RTV/PTV) ) _ 23
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado
24 Descricao da cirurgia de prostata _ o4
1- RTU; 2- PTV; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
25 Data em que realizou o primeiro exame de prostata o5 / /
DD/MM/AAAA
26 Total de fragmentos na primeira biopsia ] . _ 26
Numero; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
Resultado da primeira biopsia
27 0- Auséncia de neoplasia; 1- Atrofia glandular; 2- Hiperplasia; 27
3- Prostatite conica inespecifica; 4- PIN; 5- Asap
28 Total de fragmentos positivos primeira biopsia ) 3 _ 28
Numero; 88- N&o se aplica; 99- Ignorado
29 Data em que realizou 0 segundo exame de préstata 29 / /
DD/MM/AAAA
30 Total de fragmentos segunda biopsia ) . _ 30
Numero; 88- N&o se aplica; 99- Ignorado
Resultado da segunda biopsia
31 0- Auséncia de neoplasia; 1- Atrofia glandular; 2- Hiperplasia; 31

3- Prostatite conica inespecifica; 4- PIN; 5- Asap
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Total de fragmentos positivos segunda biopsia

32 Nimero; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado 32
33 Data em que realizou o terceiro exame de préstata 33
DD/MM/AAAA
34 Total de fragmentos terceira biopsia _ 34
Nilmero; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
Resultado da terceira biopsia
35 0- Auséncia de neoplasia; 1- Atrofia glandular; 2- Hiperplasia; 35
3- Prostatite cdnica inespecifica; 4- PIN; 5- Asap
36 Total de fragmentos positivos terceira biopsia _ 36
Nilmero; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
37 Numero prévio de bidpsias realizadas (antes da gold standard) 37
Nimero; 99- Ignorado
Ocorreu ASAP?
38 0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado 38
39 Qual Biopsia ocorre ASAP o _ _ 39
1- Primeira; 2- Segunda; 3- Terceira; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
40 Ocorreu PIN de Alto Grau? _ 40
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado
a1 Qual Biopsia ocorre PIN de Altc_J Grau _ _ a1
1- Primeira; 2- Segunda; 3- Terceira; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
42 | Dataem que realizou o exame digital retal na selecéo 42
DD/MM/AAAA
Data PSA pré - consulta
43 P DD/MM/AAAA 43
44 | PSA total pré - consulta 44
ng/mL
45 PSA livre pré — consulta 45
ng/mL
46 Tamanho da préstata ao EDR ) _ 46
Em mm; 88- N&o se aplica; 99- Ignorado
Caracteristica da préstata
1- Fibro elastica sem nédulo; 2- Endurecida apice D; 3- Endurecida apice E; 4- Endurecida
47 épicg base,; 5- Fibro elaastica com nédulo &pice D; 6- Fib_ro elatisca com noédulo é}pice E; 47
7- Nodulo apice base; 8- Endurecida base D; 9- Endurecida base E; 10- Endurecido lobo D;
11- Endurecido lobo E; 12- N6dulo supeito bilateral; 13- Consisténcia;
14- Comprometimento com lobo D e E sem nédulos; 15- Nédulo lobo D; 99- Ignorado
Toque retal suspeito
48 q P 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 48
Data PSA anterior - 1
49 DD/MM/AAAA 49
50 PSA total anterior — 1 50
ng/mL
51 PSA livre anterior — 1 51
ng/mL
Data PSA anterior — 2
52 DD/MM/AAAA 52
53 PSA total anterior — 2 53
ng/mL
54 PSA livre anterior — 2 54
ng/mL
Data PSA anterior — 3
55 DD/MM/AAAA 55
56 PSA total anterior — 3 56
ng/mL
57 PSA livre anterior — 3 57
ng/mL
Cinética de PSA
o8 Valor; 99- Ignorado 58
MEDICACOES
59 Uso de Inibidor 5-a redutase (Finasterida, Dutasterida) ) _ 59
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
60 Uso de a-bloqueador (Doxasozina, Tansulosina) . _ 60
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado
61 Reposicao de testosterona /esterdides _ 61
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
62 Faz uso continuo de medicacao . _ 62
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado
63 Doenca Crdnica: Hipertenso ) _ 63
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
64 Doenca Crdnica: Diabético . _ 64
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado
65 Outras medicagdes (AAS, Clopidogrel, Marevan, Enoxaparina) 65

Descrever; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
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PSA NA COLETA
66 Data da coleta de sangue para PSA 66
DD/MM/AAAA
67 PSA Total 67
ng/mL
68 PSA Livre 68
ng/mL
Relacédo PSA livre/total
69 ¢ Valor; 99- Ignorado 69
EXAME DIGITAL RETAL NA COLETA
Data do exame digital retal
70 DD/MM/AAAA 70
71 Exame digital retal realizado antes da coleta de urina PCA3 _ 71
0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado
Toque retal suspeito
72 q P 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado 2
COLETA DE URINA
73 Data de coleta da amostra de urina para calcular a pontuagdo do PCA3 73
DD/MM/AAAA
74 Volume de urina coletado L 74
BIOPSIA DA PROSTATA
Data da bidpsia
5 i DD/MM/AAAA 75
76 Volume da préstata (USGTR/RNM) 76
CC; 99- Ignorado
77 Numero total de fragmentos 77
Valor; 99- Ignorado
78 Numero de fragmentos positivos 78
Valor; 99- Ignorado
PIN de Alto grau
[ 0- No; 1- Sim; 99- Ignorado 79
80 Se sim, namero de fragmentos com PIN de alto grau . 80
Nimero; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
81 ASAP/atipico (confirmado por IHQ) 81
0- Ndo; 1- Sim; 99- Ignorado
82 Numero de Fragmentos ASAP 82
NUumero; 88- Nao se aplica
Inflamacéo
83 ¢ 0- N&o; 1- Sim; 99- Ignorado 83
84 Se sim, caracteristica da inflamacao: _ _ 84
1- Aguda; 2- Crbnica; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
85 Escala Gleason - Primario (grau dominante) _ 85
Valor; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
86 Escala Gleason - Secundario (grau ndo dominante) _ 86
Valor; 88- N&o se aplica; 99- Ignorado
87 Escala Gleason - total y _ 87
Valor; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
Cancer positivo
88 0- Ndo; 1- Sim; 99- Ignorado 88
89 Estéagio clinico 89
1- Tlc; 2- T2a; 3- T2b; 4- T2c; 5- T3a; 6- T3b; 7- T4; 8 Sem Tumor
20 Data coleta Citopalogia Urinaria 20
DD/MM/AAAA
91 Diagndstico citopatologia Urinaria 91

Descrever
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
PARA PARTICIPAGAO EM PESQUISA

“Avaliacdo do teste para o gene 3 do Cancer de Préstata (PCA3) como estratégia para

melhorar a especificidade das biépsia em homens com suspeita deste tumor"

Pesquisador: Dr. Alexandre Cesar Santos

Hospital de Cancer de Barretos, Brasil

Identificacdo do participante Numero do prontudrio médico

Vocé estd sendo convidado a participar deste estudo que serd realizado no Hospital de

Cancer de Barretos - Fundacao Pio XII.

Este Termo de Consentimento explica porque este estudo estd sendo realizado e qual sera a
sua participacao, caso vocé aceite o convite. Este documento também descreve os possiveis
riscos e beneficios se vocé quiser participar. Apods analisar as informacdes com a pessoa que
explica este Termo de Consentimento, e esclarecer suas dulvidas, vocé deverd ter o
conhecimento necessdario para tomar uma decisdo esclarecida sobre sua participacdo ou ndo

neste estudo.
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JUSTIFICATIVA PARA O ESTUDO

Esse estudo quer melhorar o diagndstico do Cancer de préstata em Homens que ja
fizeram uma bidpsia no passado (Assim como o senhor). Sabe-se que entre 25-30% dos
homens com primeira bidpsia negativa (Sem Cancer) poderdo apresentar Cancer de prdstata

em uma segunda bidpsia.

OBJETIVO DO ESTUDO

O objetivo deste estudo é avaliar a utilidade clinica do PCA3 e da Ressonancia Nuclear
Magnética Multiparamétrica de Prdstata, para evitar bidpsias desnecessarias em homens em
gue se suspeita de cancer de préstata devido aumento de PSA ou toque retal alterado.
O PCA3 é um exame feito na urina do paciente colhida depois de um exame de toque retal
gue ajuda muito no diagndstico do Cancer de Prdstata. Tem seu valor aumentado quando h3
Cancer. E melhor que o exame convencional (PSA) pois ndo se altera em casos de inflamacéo
ou aumento benigno da préstata. Esse exame é muito usado nos Estados unidos e Europa e
tem aprovacado de uso no Brasil pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria).
A Ressonancia Magnética é um exame Radioldgico indolor em que vocé é colocado dentro
de um aparelho em forma de tunel que produzird "fotos" de dentro do seu corpo (Regido da
bacia e préstata) através de um computador. Esse exame permite achar sinais de Cancer na

prostata.

PROCEDIMENTOS

O Senhor sera avaliado em uma primeira consulta onde o médico e o enfermeiro fardao uma
entrevista com preenchimento de um questiondrio e o examinardo. Apds a leitura desse
termo o senhor serd convidado a participar da Pesquisa. Nesse dia, sera coletado 30ml de
sangue por uma picada em um dos bracos para os exames de sangue (PSA, Hemograma,
Coagulograma, Uréia e Creatinina e armazenamento para pesquisas cientificas no futuro).
Na segunda vez em que vier ao Hospital, sera realizada a massagem prostatica, que significa
um exame de toque retal para exame da prdstata, além da coleta de 50 ml de urina depois
gue o senhor urinar. Ainda nesse dia serd realizada a Ressonancia Magnética de Pelve,
exame que demora de 30 a 40 minutos. Na terceira vinda sua ao Hospital serd realizada a
bidpsia de prdstata guiada por ultrassom, exame esse ja realizado previamente pelo senhor,

em que através de um aparelho de ultrassom um médico treinado ird retirar 12 ou mais
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pequenos pedacos de prdstata que serdo depois estudados para saber se ha ou ndo Cancer.

Na quarta vez, o senhor recebera o resultado de todos os exames.

RISCOS E DESCONFORTOS PARA OS PARTICIPANTES

A coleta de urina ndo implica em riscos. O exame de toque retal pode causar
desconforto ou eventualmente dor. O examinador fard o exame da forma mais gentil
possivel para amenizar o desconforto e com o uso de pomada anestésica. A injecdo para
retirar o sangue pode levar a dor no local da picada e posterior formacao de rouxidao na
pele com duragdo tempordria (entre 2 a 3 semanas). A bidpsia de prdstata pode causar dor e
desconforto no momento do exame, aparecimento de sangue na urina, sangue no sémen,
possibilidade de Infeccdo depois da bidpsia e urina presa (impossibilidade de urinar). Todas
essas complicacdes ocorrem em frequéncia pequena, tem curta duragao e tratamento. Vocé
podera voltar ao Hospital a qualquer momento se estiver sentido qualquer um desses
sintomas e todo o tratamento sera feito gratuitamente nesse Hospital. Estdo PROIBIDOS de
realizar a bidpsia de préstata pacientes que fazem uso continuo de medicamentos
anticoagulantes (Heparina, Varfarina) ou antiagregantes plaquetdrios (AAS, clopidogrel,
ticlide) QUE NAO PARARAM O USO ANTES DO PROCEDIMENTO. Ficam PROIBIDOS de realizar
a Ressonancia Magnética, pacientes que tenham Marcapasso Cardiaco, proteses metalicas
ou mal-estar em lugares fechados. Em relagdo as complicacdes da Ressonancia Magnética, o
risco de alergia em funcdo do uso do contraste é pequeno (menos que 2 em cada 100
pacientes), sendo a grande maioria das reacdes classificadas como leves, mas reacdes
graves, incluindo 6bito podem ocorrer muito raramente (1 paciente para cada 100.000
exames realizados). Os pacientes com maior risco para alergias sdo aqueles com reacdo
prévia ao gadolinio (contraste), com asma brénquica e outras alergias medicamentosas. O
exame tem duracdo entre 30 e 40 minutos sendo necessario ficar em repouso dentro do
aparelho em forma de tunel o que pode levar a desconforto pelo local fechado. O exame é
barulhento e um técnico conversara com vocé durante toda a realizacdo do exame. Nao
recomendamos a realizacdo da Ressondncia para pacientes que tem medo de locais
fechados tais como elevadores ou salas pequenas, pois o aparelho em forma de tubo pode
leva-lo a sentir esses sintomas. Caso apresente esses sintomas, por favor, nos avise. Se
houver proibicdo da realizacdo da Ressonancia o senhor podera realizar o exame de PCA3 e

a bidpsia se for de seu desejo.
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BENEFICIOS ESPERADOS

Esse estudo pode ajuda-lo a detectar um tumor de préstata que ndo foi detectado na
primeira bidpsia (risco de 25-30%) bem como possibilitar seu tratamento o mais rapido
possivel. Pode ainda afastar a suspeita da doencga, o que pode evitar que o senhor precise no
futuro de outras bidpsias. Além do mais, as informagdes que ele gerar, poderdo trazer

beneficios a muitos outros pacientes como o Senhor.

PROCEDIMENTOS OU TRATAMENTOS ALTERNATIVOS

Ndo existe outro método de diagndstico mais eficiente do que a bidpsia de prdstata na
deteccdo do cancer de prdstata (Melhor exame), sendo que o emprego da Ressonancia
Magnética ou do PCA3 isoladamente ndo trariam informacdes totalmente confidveis. Se
acaso o Senhor ndo desejar participar da pesquisa, serd oferecido a bidpsia de qualquer

forma por ser o exame mais importante na suspeita persistente de cancer.

INTERRUPCAO DO ESTUDO

Este estudo podera ser encerrado antes do prazo se houver duvidas relativas a sua
seguranca ou por razdes administrativas. Qualquer que seja o motivo, o estudo somente
serd interrompido depois da avaliagdo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Cancer de Barretos que o aprovou, a ndo ser que existam razdes de seguranga que exijam a

interrupc¢ao imediata do estudo.

LIBERDADE DE RECUSA

A sua participacdo neste estudo é voluntaria e ndo é obrigatdria. Vocé pode aceitar
participar do estudo e depois desistir a qualquer momento. Isto nao tirard nenhum direito
do seu tratamento e assisténcia neste hospital. Vocé também podera pedir a qualquer
momento que as suas informacgdes sejam excluidas completamente deste estudo e que elas

ndo sejam usadas para mais nada.

GARANTIA DE SIGILO
O pesquisador tomard todas as medidas para manter suas informacdes pessoais
(como nome, endereco e outras) em sigilo. Durante todo o estudo e mesmo depois que

terminar, quando os resultados deste estudo forem publicados em revistas cientificas ou
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apresentados em congressos ou reunides, a sua identidade serd guardada em segredo, nao
sendo revelada qualquer informacgdo a seu respeito que possa identificar vocé publicamente.
Contudo, durante o estudo, algumas pessoas do Hospital de Cancer de Barretos envolvidas
diretamente na pesquisa poderdo ter acesso aos seus dados. Mesmo assim, os seus dados

serdo preservados e ndo serdo divulgados publicamente.

CUSTOS, REMUNERACAO E INDENIZACAO

A participacdo neste estudo ndo terd custos para vocé. Os custos relacionados
diretamente com o estudo serdo pagos pelo Hospital de Cancer de Barretos. Também nao
havera qualquer tipo de pagamento devido a sua participacdo (mesmo que haja patentes ou
descobertas). Se vocé sofrer algum dano a sua saude como resultado da sua participacao
nesse estudo nesta instituicdo, o Hospital de Cancer de Barretos sera responsavel por lhe dar
todo o tratamento necessario e de forma gratuita. Ao assinar este Termo de Consentimento,
vocé ndo perderd nenhum direito, inclusive o de obter indenizacdo por dano a sua saude se

isto acontecer.

DESTINO DOS MATERIAIS BIOLOGICOS

Os materiais bioldgicos, sangue, urina, fragmentos de bidpsia de prdstata e os dados
obtidos durante o estudo ndo serdo utilizados para outros fins além daqueles explicados
neste Termo de Consentimento. As amostras ndo terdo seus dados pessoais, apenas cédigos
de identificacdo, para manter o seu sigilo. Depois de todas as analises terem sido realizadas,
o material biolégico que restar serd adequadamente armazenado no Hospital de Cancer de
Barretos. Parte do sangue (10 ml) serd armazenada no Centro de Estudos em Oncologia
Molecular na forma de Biobanco. Se houver necessidade da fazer novas analises com seu
material e/ou outras pesquisas, o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de
Barretos (CEP-HCB) avaliara esse novo uso. Sem a autorizacdo deste comité, novas pesquisas
com o seu material ndo poderdo ser realizadas. Apesar deste material bioldgico ficar
guardado no Hospital de Cancer de Barretos, ele pertence a vocé. A qualguer momento,
durante ou apds este estudo, vocé poderad retirar este material do hospital ou pedir que seja
destruido. Isto ndo tirard nenhum direito do seu tratamento neste hospital. Ao final deste

termo vocé poderd decidir se autoriza o uso de seu material em pesquisas futuras
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(aprovadas pelo CEP-HCB) ou se prefere ser avisado em cada situacdo em que seu material

seja utilizado em novos estudos para que vocé autorize ou ndo este uso.

ESCLARECIMENTOS ADICIONAIS, CRITICAS, SUGESTOES E RECLAMACOES

Vocé poderd tirar qualquer duvida sobre o estudo, fazer criticas, sugestdes e
reclamagdes diretamente com o pesquisador no Hospital de Cancer de Barretos, Dr.
Alexandre Cesar Santos, no telefone (17) 3321-6600, (ramal 6989) ou com Enfermeiro
Luciano Pereira da Silva (ramal 6905). Vocé também poderd entrar em contato com o
coordenador do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos (CEP-HCB),
Dr. Sérgio Serrano localizado na Rua Antenor Duarte Vilela, 1331 — telefone (17) 3321-6600,

ramal 6894 — e-mail: cep@hcancerbarretos.com.br

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Entendi o estudo. Tive a oportunidade de ler o Termo de Consentimento ou alguém o
leu para mim. Tive a oportunidade de pensar, fazer perguntas e falar a respeito do
documento com outras pessoas quando precisei. Autorizo a minha inclusdo neste estudo.
Ao assinar este Termo de Consentimento, ndo renuncio a nenhum dos meus direitos legais.
Este documento sera assinado em duas vias, sendo que uma via ficara comigo e outra com o

pesquisador.

MANIFESTACAO DE USO FUTURO DE MATERIAL BIOLOGICO APOS O TERMINO DA PESQUISA.
Apds o término deste estudo, todo o material bioldgico retirado de vocé (sangue,
urina e amostras de prostata) serd armazenado no Hospital de Cancer de Barretos. No
futuro, este material também podera servir para outros estudos. Se isso ocorrer vocé podera
ou ndo autorizar o uso deste material novamente. Esta decisdo é sua. Por favor, assinale
uma das alternativas abaixo sobre o seu desejo em relacdo ao uso material biolégico em
outras pesquisas no futuro:
| | SIM, autorizo o uso de meu material bioldgico em novas pesquisas, que possam ser
realizadas futuramente no Hospital de Cancer de Barretos, desde que sejam aprovadas pelo

Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos (CEP-HCB).
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| | NAO autorizo o uso de meu material bioldgico em novas pesquisas que possam ser
realizadas futuramente. Desejo ser informado em cada situacdo em que meu material serd

utilizado em novos estudos para que eu possa autorizar ou nao este uso.

Nome por extenso do participante da pesquisa Data Assinatura
ou

do representante legal

Nome por extenso do responsavel que explicou e Data Assinatura

obteve o Termo de Consentimento

Nome por extenso da testemunha imparcial Data Assinatura
(para casos de analfabetos, semi-analfabetos ou

portadores de deficiéncia auditiva ou visual)
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ANEXO C - Carta de Aprovagao do CEP

HOSPITAL Comité de Etica em Pesquisa
Skl CEP

Para: Eliney Ferreira Faria

De: Dr. Sergio Vicente Serrano
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

Data: 03/10/2011

Projeto de Pesquisa: 524/2011

Prezado (a) Senhor (a),

Vimos, por meio desta, informar que o Comité de Etica em Pesquisa da Fundacio Pio Xl —
Hospital de Cancer de Barretos analisou as respostas as pendéncias do projeto de pesquisa
524/2011 “Avaliagdo do teste para o Gene 3 do Cancer da Préstata (PCA3) como estratégia para
melhorar a especificidade das bidpsias em homens com suspeita deste tumor”, decidindo que o

mesmo encontra-se: “Aprovado”.

Solicitamos que sejam encaminhados ao CEP, relatdrios semestrais e final, bem como

possiveis emendas e novos termos de consentimento livre e esclarecido, notifique qualquer evento
adverso sério ocorrido no centro e novas informagées sobre a seguranca do estudo a fim de se
fazer o devido acompanhamento.

Atenciosamente,

P

Dr. Sergio Vicente Serrano
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Hospital de Céncer de Barretos

Rua Antenor Duarte Villela, 1331 - B. Dr. Paulo Prata ~ Barretos — SP CEP 14784-400 — CNPJ 49.150.352/0001-12
Tel. 17 33216600 R. 6894 — cep@hcancerbarretos.com.br
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