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RESUMO

Eguchi FC. Avaliagcdo da superexpressdo da proteina ERG e da fusdo génica TMPRSS2:ERG em
portadores de cdncer prostdtico. Dissertagdao (Mestrado). Barretos: Hospital de Cancer de

Barretos, 2013.

Recentemente, fusdes recorrentes entre os genes TMPRSS2 e ERG foram descritas em cancer
de préstata (CAP), estando presente em 27% a 79% dos casos. A transcricdo desta fusdo,
dependente de AR, resulta na superexpressao da proteina ERG, que pode ser detectada por
imunohistoquimica (IHQ), e emerge como um potencial marcador diagndstico para cancer de
préstata. A perda da expressdo de PTEN, proteina supressora tumoral, pode ser observada em
cerca de 40% dos tumores de prdéstata. A fusao TMPRSS2:ERG, juntamente com a perda de
expressao de PTEN, levam a um progndstico desfavoravel. Os principais objetivos deste estudo
foram verificar a presenga da proteina ERG, da fusdo génica TMPRSS2:ERG e a perda de
imunorreatividade de PTEN em pacientes com cancer de préstata, que se trataram no Hospital
de Cancer de Barretos, associando esses resultados com dados clinicos e patoldgicos. Foram
construidos trés tissue microarrays (TMA), contendo amostras de 100 pacientes positivas para
CAP, e um TMA com 27 amostras negativas para neoplasia prostatica. Por meio da técnica de
IHQ, avaliou-se a expressdo de ERG, PTEN e AR, e a presenca do transcrito da fusdo
TMPRSS2:ERG foi confirmada por PCR em tempo real (QRT-PCR). Os resultados demonstraram
que 45,8% dos tumores apresentaram imunorreatividade positiva para a proteina ERG, e a
concordancia com gRT-PCR foi substancialmente consistente (k=0,694, p<0,001), com
especificidade de 83,3%, sensibilidade de 81% e AUC=0,821 (p<0,001). Pacientes com nivel de
antigeno especifico prostatico (PSA) <4,0ng/mL apresentaram tendéncia a ter expressao da
proteina ERG (p=0,051), e positividade para a presenca do transcrito da fusdo génica
TMPRSS2:ERG (p=0,015). Apesar da alta frequéncia (77,3%), a perda de expressao da proteina
PTEN nao foi relacionada com nenhum parametro clinico. Mais da metade das amostras de
CAP (56,7%) tiveram imunorreacdo positiva para AR. Na analise de sobrevida, feita pelo
método de Kaplan-Meier, nenhum biomarcador apresentou influéncia no tempo de recidiva
bioguimica dos pacientes estudados. Por meio da analise multivariada entre as imunorreagoes
das proteinas ERG, PTEN e AR, e a recidiva bioquimica, foi demonstrado que estes sdo fatores
independentes um do outro. A presenca da proteina ERG como progndstico a alguns fatores
de risco ainda permanece divergente, no entanto, sua frequéncia, especificidade e recorréncia
em CAP fazem com que emerja como uma potencial ferramenta adjuvante no diagndstico
desta neoplasia.

PALAVRAS CHAVE

Adenocarcinoma; Préstata; Prostatectomia; Fusdo génica; Sitios de ligacdo de anticorpos;
Reagdo em cadeia da polimerase.



ABSTRACT

Eguchi, FC. Evaluation of the ERG overexpression and TMPRSS2:ERG gene fusion in prostate

cancer patients. Dissertation (Master’s degree). Barretos: Barretos Cancer Hospital, 2013.

Recently, recurrent gene fusions between the genes TMPRSS2 and ERG have been described
in prostate cancer (PCA), ranging from 27% to 79% in radical prostatectomy and biopsy
samples. This fusion transcription, which is AR dependent, results in ERG overexpression,
which can be detected by immunohistochemistry (IHC) and emerges as a potential diagnostic
marker for prostate cancer. The loss of tumor suppressor PTEN can be observed in
approximately 40% of PCA. TMPRSS2:ERG, together with loss of PTEN expression, leads to an
unfavorable prognosis. The aims of this study were to assess the ERG overexpression, verify
the presence of gene fusion TMPRSS2:ERG and loss of PTEN immunoreactivity in patients with
PCA who were treated at the Barretos Cancer Hospital, associating these results with clinical
and pathological features. Three tissue microarray (TMA) containing 100 patients samples
positive for CAP and one TMA of 27 negative samples for PCA were tested for ERG, AR and
PTEN expression by IHC, and the presence of TMPRSS2:ERG transcript was confirmed by real
time PCR (qRT- PCR). The results showed that 45.8% of the tumors were positive in IHC for
ERG expression and the concordance with qRT-PCR was substantially consistent (k = 0.694, p
<0.001), with an area under the ROC curve of 0.821 (p<0.001). IHC had a specificity of 83.3%
and a sensitivity of 81% in detecting any TMPRSS2:ERG fusions. Patients with PSA level
<4.0ng/mL tended to have a positive immunoreactivity for ERG protein (p=0.051), and for the
presence of the gene fusion TMPRSS2:ERG transcript (p=0.015). Despite the high frequency
(77.3%), loss of PTEN expression was not correlated with any clinical parameter. More than
half of the CAP samples (56.7%) had positive immunoreactivity for AR. In Kaplan- Meier
analysis, no biomarker influenced the time of biochemical relapse of the studied patients.
Analysis of the multivariate relationship between immunoreactivity of ERG, PTEN and AR
proteins and biochemical recurrence showed factors that are independents from one and
other. This study demonstrates that both immunohistochemistry and qRT-PCR are useful tools
in the assessment of the TMPRSS2:ERG fusion gene status. Correlation of ERG expression with
clinical and pathological parameters still quite diverge, but its frequency, specificity and
recurrence in prostate cancer emerge as a potential adjunctive diagnostic tool.

KEYWORDS

Adenocarcinoma; Prostate; Prostatectomy; Gene fusion; binding site, Antibody; Polymerase
chain reaction.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, existe um grande interesse em compreender melhor a biologia do
desenvolvimento e homeostasia prostatica devido a sua tendéncia em desenvolver tumores
malignos, sendo a terceira causa de morte por cancer entre homens [1, 2].

No Brasil, estima-se que existam 60.180 novos casos de cancer de prostata para 2012,
correspondendo um risco estimado de 62 novos casos a cada 100.000 homens. Trata-se do
sexto tipo de cancer mais comum no mundo e o mais prevalente entre homens,
representando cerca de 10% do total de cancer. Apesar dos avang¢os na detec¢do precoce e
no tratamento do cancer de prdstata localizado, a Sociedade Americana de Cancer estimou a
morte de 32.050 homens por doenga metastatica em 2010 [3]. A mortalidade por esta doenca
é relativamente baixa e a sobrevida média mundial, em cinco anos, é estimada em 58% [4].

Atualmente, a etiologia do cancer de prostata é multifatorial, mas seu risco vem sendo
associado ao perfil genético, metabolismo de hormoénios esteroides, dieta, inflamacao
cronica, histérico familiar da doenca e exposicdo a fatores ambientais. Em se tratando de
maior longevidade, cerca de trés quartos dos casos no mundo ocorrem a partir dos 65 anos,
sendo considerado um cancer da terceira idade [5, 6].

Os andrdgenos sdo requeridos para as atividades funcionais e o crescimento normal
da préstata, mantendo, portanto, a homeostase do érgado. Os efeitos androgénicos em células
alvo resultam da interacdo do hormonio com o receptor de andrégeno (AR), um fator de
transcricdo nuclear [7, 8]. Quando ativado, o AR regula a transcricdo de um grande nimero de
genes [9]. O principal androgeno é a testosterona, sendo que esse esteroide sexual é
produzido pelas células de Leydig dos testiculos (95%) e pelas glandulas adrenais (5%) [10]. Na
prostata, a testosterona é convertida a 5-a-dihidrotestosterona (DHT), forma androgénica
mais ativa, pela acdo da enzima 5-a-redutase tipo 2 [10, 11].

No cancer de prdstata, os andrégenos desempenham um papel marcante, fazendo
com que a via androgénica seja um importante alvo de intervencdo terapéutica [12-14].
Inicialmente, os tumores prostaticos expressam o AR e sdo dependentes de esteroides para
seu crescimento, fornecendo a base para a terapia antiandrogénica. Entretanto,
eventualmente, algumas destas lesdes reincidem de maneira independente de andrdégeno,
com uma significativa piora progndstica, ndo havendo tratamento efetivo contra esse estagio

da doenca [15].



O atual método de rastreamento para este cancer é através dos niveis soroldgicos do
antigeno especifico prostatico (PSA). Entretanto, sua baixa especificidade leva um terco dos
pacientes com elevado nivel de PSA passarem por procedimentos médicos desnecessarios,
por ndo terem uma forma maligna da doenca [16]. Portanto, torna-se evidente a necessidade
de descoberta de novos marcadores moleculares para ampliar as formas de detecgao atuais,
distinguindo doenca benigna da maligna clinicamente silenciosa [17, 18].

Os genes ERG (21922.2), ETV1 (7p21.2), ETV4 (17921) e ETV5 (3927.2) sdo membros da
familia de fatores de transcricao ETS (Erythroblastosis virus E26 transforming sequence).
Fatores de transcricdo sdo proteinas que podem se ligar a sequéncias especificas no DNA,
geralmente em regiGes promotoras dos genes, regulando a expressdao génica [19]. As
proteinas ETS atuam cooperativamente com outros fatores de transcrigdo na regulagdo de
uma diversidade de func¢des celulares, incluindo proliferacdo, diferenciacdo, angiogénese,
hematopoese, transformacdo oncogénica e apoptose [20].

O gene TMPRSS2 (serino-protease transmembranica do tipo 2, 21g22.3) é especifico de
prostata, muito expresso em células epiteliais luminais prostaticas normais e cancerigenas, e
contem elementos de resposta aos andrégenos em seu promotor [21].

Em 2005, as fusOes entre a regido 5 ndo traduzida do gene especifico prostatico
TMPRSS2 com os genes codificadores de fatores ETS, ERG, ETV1, ETV4 ou ETV5, foram
descobertos em cancer de préstata [22, 23]. A exposi¢ao androgénica parece atuar na
regulacdo da fusdo da serino-protease com membros da familia ETS [21], contrariando o
conceito comum de que fusdes génicas com expressdo de proteinas sdo eventos raros em
tumores epiteliais [24]. As proteinas de fusdo envolvendo fatores de transcricdo ETS sdo
caracteristicas de tumores de Ewing e ocorrem em menor frequéncia em algumas leucemias
[25]. Baseado nestas observagdes e na conhecida biologia destes fatores de transcri¢cdo e suas
proteinas de fusao, tais genes sao considerados oncogenes e promotores de progressao
neoplasica [24].

A fusdo mais comum, TMPRSS2:ERG, estd presente em cerca de 50% dos canceres
prostaticos rastreados por PSA [22]. Os genes TMPRSS2 e ERG estdo localizados préximos
entre si no cromossomo 21, a aproximadamente trés Mb de distancia. Dessa forma, a fusdo
desses pode ser resultado de translocacdo balanceada ou ndo balanceada, ou de delecdo do
seguimento de DNA entre os dois genes [26, 27]. Os estudos sugerem que a delecdo é o evento

mutacional mais frequente a favorecer o rearranjo, sendo comum a presenca de delecdes



intrénicas no cromossomo 21qg22.2-3 (Figura 1) [26, 28]. Este evento parece ter uma
associacao com a zona de origem do cancer, sendo prevalente em tumores oriundos da zona

periférica [24, 29].

TMPRSS2 ERG
T ]| [1e] (1] 2T 3] ||

TMPRSS2:ERG [ 1 1]

Figura 1 — Representacdao esquematica da fusdo entre o éxon 1 do gene TMPRSS2 e o éxon 4

do gene ERG, resultando na fusao génica TMPRSS2:ERG [22].

Durante o rearranjo cromossomal, ha a perda do promotor do alelo TMPRSS2 e um dos
alelos de ERG o ganha, resultando em sua superexpressdao em células tumorais [30]. A
sequéncia TMPRSS2 é minima, ou seja, o parceiro 5 apenas fornece um promotor tecido-
especifico, resultando na expressdo constitutiva do gene 3°. A superexpressido de ERG
corresponde a uma alteracao tipica de células tumorais prostaticas [28, 31].

Em relacdo as caracteristicas histopatoldgicas, as lesdes positivas para a fusdo
TMPRSS2:ERG apresentam com frequéncia crescimento cribiforme, macronucléolos,
positividade para mucinas, espalhamento intraductal do tumor e células com aspecto de anel
de sinete, ou seja, um padrao morfoldgico especifico [28, 32].

A fusdo TMPRSS2:ERG leva a producdo de uma vasta diversidade de transcritos,
equivalendo a 19 variantes, sendo o éxon 1 do TMPRSS2 fundido ao éxon 4 de ERG (T1/E4) o
tipo mais frequentemente expresso. Um processo de splicing alternativo do gene
TMPRSS2:ERG foi proposto para justificar os multiplos tipos de mRNA de fusdo observados,
embora outros mecanismos de recombinacdao poderiam também contribuir para as variantes
[24]. Foi demonstrado que, embora focos tumorais individuais sejam homogéneos para o

estado de fusdo, em uma unica glandula existe heterogeneidade entre os focos em sua



composi¢ao genética [28, 33-35]. Padrdes distintos de transcritos hibridos foram encontrados
em amostras retiradas de tumores multifocais de uma Unica préstata [33, 36].

A eficiéncia traducional da maioria dos mRNA aberrantes e atividades biolégicas das
proteinas resultantes ainda estdo sendo investigadas [28]. A maioria das isoformas proteicas
sintetizadas a partir da fusdo TMPRSS2:ERG esta truncada, mas parecem ter fung¢do similar as
proteinas wild-type, mediando a progressao neoplasica diante de uma superexpressao [37,
38].

Os genes alvos da proteina ERG poderiam ser os efetores de programas genéticos
iniciados e suportados por altos niveis da proteina. Um conhecido alvo da superexpressdo de
ERG, especifico na préstata, é o gene SPARC/Osteonectina, que codifica uma glicoproteina
responsavel por modular a interacdo de células com a matriz extracelular [39].

Alguns estudos demonstraram que pacientes que apresentaram a proteina de fusao
tiveram um risco significativamente maior de apresentarem estadios clinicos mais avangados,
envolvimento de linfonodos pélvicos, recidiva bioquimica de PSA e recorréncia de cancer,
guando comparados com pacientes negativos para a presenca da proteina [26, 39-41].
Também foi verificada uma associacdo entre fusdo e morte especifica por cancer prostatico
ou maior grau de Gleason. Em um recente estudo de genome-wide, a presenca da fusao foi
correlacionada com maiores graus de Gleason e detectada em 59% dos pacientes que tinham
histérico familiar de cancer prostatico [42, 43]. Spencer e colaboradores, em um estudo com
mil pacientes que passaram por prostatectomia radical, observaram uma menor sobrevida em
20 anos para pacientes com cancer de prdstata apresentando alta expressdo de ERG,
detectada por imunohistoquimica [44].

Entretanto, contrariando esses dados, recentemente, a presenca da fusdo
TMPRSS2:ERG foi associada com uma idade, nivel plasmatico de PSA e volume prostatico
menor no momento do diagndstico de cancer de préstata, comparado com pacientes nao
portadores da fusdo [45].

Através da utilizagdo de FISH (fluorescence in situ hybridization) e CGH (comparative
genomic hybridization), detectou-se que 54% de tumores prostaticos resistentes a castracao
apresentam a fusdo e 81% dos tumores positivos contém células com multiplas cdpias do
rearranjo. O aumento no nimero de copias dos genes ERG ou TMPRSS2 com ou sem rearranjo,
foi associado com alto grau e estagio avancado da doenga. Um teste para indice cromossémico

revelou que a maioria dos tumores com aumento no numero de copias de TMPRSS2:ERG



tiveram aneuploidia/tetraploidia em relagdo a tumores sem a fusdo, predominantemente
diploides [46, 47].

Foi estimado que em 95% dos casos de superexpressdao de ERG na préstata a fusao
TMPRSS2:ERG estava presente [22]. Varios estudos, utilizando anticorpos monoclonais anti-
ERG, detectaram a presenca da proteina por imunohistoquimica, sendo validadas por técnicas
como FISH, nested-PCR ou qRT-PCR, encontrando taxas de sensibilidade de 96-100% e de
especificidade de 85-99%, demonstrando uma alta concordancia entre a deteccdo da
oncoproteina ERG em cancer de prdstata e a presenca da fusdo TMPRSS2:ERG [48-52].

A radioterapia, sozinha ou em combinacdo com cirurgia e quimioterapia, € um
importante método de tratamento de cancer, mas reacdes adversas desenvolvidas no tecido
normal coirradiado podem ser prejudiciais ao paciente [53]. Ha nitidas diferencas entre os
pacientes ao se considerar respostas individuais ao tratamento radioterapico e as evidéncias
apontam como causas a predisposicdo genética, pequenas mutacoes ou polimorfismo em
genes envolvidos na resposta celular a radiacdo. Em um estudo, a exposicdo de células a
irradiacdo-gama facilitou a formacdo da fusdo TMPRSS2:ERG [54], entretanto a correlacdo
desta fusao com a resposta de pacientes a radioterapia ainda nao foi acompanhada. Testes
preditivos capazes de auxiliar a identificacdo de hipersensibilidade ou resisténcia individual ao
tratamento sdo de grande importancia terapéutica [55].

O gene PTEN (phosphatase and tensin homologue) é um dos genes supressores tumorais
gue aparece mutado com maior frequéncia dentre os cdnceres humanos [56], sendo que as
delecdes ocorrem em cerca de 40% dos tumores de prostata [57-60]. Regula negativamente
a via de sinalizacdo fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), e sua inativagdo ou perda leva a ativacao
constante de AKT (proteina quinase B), responsavel por fung¢Bes celulares envolvidas em
proliferacdo e sobrevivéncia celular [61].

Partindo dessas informagdes, as duas vias de sinalizagdo mais frequentemente ativadas
em cancer de prostata sdo conduzidas por AR e PI3K [59]. Estas vias regulam uma a outra por
feedback negativo reciproco, ou seja, a inibigdo de uma ativa a outra. Drogas inibidoras
raramente induzem regressao tumoral em modelos pré-clinicos, pois quando somente uma
das vias é inibida farmacologicamente, as células podem se adaptar e sobreviver. Com a
delecdo de PTEN, a atividade transcricional de AR é diminuida em tumores humanos e de
murinos, enquanto a inibicdo da via PI3K ativa a sinalizacdo de AR por liberagdo de HER

quinases (human epidermal growth factor receptor). J4 a inibicdo de AR ativa a sinaliza¢do via



AKT, através da reducdo nos niveis da PHLPP (PH domain and leucine rich repeat protein
phosphatases), a qual inativa esta tirosinoquinase [62].

Delecbes heterezigotas de PTEN em tumores prostdticos estdo associadas com recidiva
bioguimica precoce, enquanto delecdes homozigotas sdo associadas fortemente com
metastases e tumores independentes de andrégeno [60, 63, 64]. Em um estudo recente, a
correlacdo entre a perda de expressdo proteica de PTEN e a perda genémica foi de cerca de
80% [65].

Rearranjos génicos envolvendo ERG e perda de PTEN sdo eventos frequentemente
concomitantes em cancer de préstata (Figura 2). Em um modelo de camundongo transgénico
foi demonstrado que a perda de PTEN coopera com a expressdo aberrante da proteina ERG,
acelera o inicio e progressao de adenocarcinoma prostatico [66]. Adicionalmente, a perda de
PTEN esta associada a promocao da proliferacdo celular e ao desenvolvimento de neoplasia
intra-epitelial, entretanto estas lesdes ndo progridem para doenca invasiva [67]. Ja quando ha
associacdo dos dois eventos, a expressao alterada da proteina ERG age sobre o potencial de
migracdo e invasividade celular, com progressao de neoplasia intra-epitelial para cancer
invasivo [66]. As interacdes entre a perda de PTEN e a concomitante ativacdo de AKT parecem
atuar em conjunto com a proteina da fusdo génica TMPRSS2:ERG, promovendo progressao de
cancer de prdstata através de downstream da via PI3K, que aumenta as vantagens das células

pré-malignas em relacdo as normais [63, 68].
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Figura 2 — Figura representativa de como a perda de PTEN pode desregular a ativagdo de AKT,
podendo atuar em conjunto com a proteina produzida pela fusdo TMPRSS2:ERG para

promover a progressao de cancer de prdstata [63].

Atualmente, ha grande interesse na identificacdo de fatores progndsticos que permitam
selecionar pacientes com cancer prostatico com um alto risco particular para a progressao da
doenca, a fim de se maximizar os beneficios e diminuir os efeitos colaterais do tratamento
[39]. Estas novas descobertas sugerem que alteracGes genéticas nos membros da familia de
genes ETS podem proporcionar uma classificagdo progndstica baseada em mecanismos
adicionais ou alternativos para o cancer prostatico. O possivel papel de ERG em aumentar a
capacidade de migracdo e invasividade celular e sua associacdo com vias de sinalizacdo
frequentemente ativadas em cancer de préstata (AR e PI3K) reforcam a importancia de
investigacbes neste campo. Adicionalmente, a presenca destas alteracdes poderia ser
indicativa de pior progndstico, sugerindo que a pesquisa terapéutica pré-clinica deveria incluir
a avaliacdo molecular de tais vias. Mais uma vez um teste genético poderia ser capaz de alertar
clinicos sobre homens que estdo em maior risco de doenca agressiva e, portanto, estratégias

de tratamento poderiam ser adaptadas a partir de informacgdes individuais [63, 69].
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a presenca de superexpressio da proteina ERG e a fusdo dos genes
TMPRSS2:ERG em uma coorte de pacientes portadores de cancer prostatico submetidos a
radioterapia ou prostatectomia radical e correlacionar esses eventos especificos com a

resposta individual ao tratamento.

2.2 Objetivos especificos

1. Estimar o percentual de pacientes que apresentam expressdao diferenciada das

proteinas ERG e PTEN pela técnica de imunohistoquimica e correlacionar com o estagio

tumoral e caracteristicas histolégicas da lesao.

2. Confirmar a presenca de transcritos da fusdo TMPRSS2:ERG pela técnica de qRT-PCR.

3. Comparar os indices de recidivas de doenca entre pacientes portadores e ndo

portadores da fusao TMPRSS2:ERG e realizar uma analise de sobrevida considerando o tempo

do diagndstico até a recidiva bioquimica.

4. Verificar a relacdo em conjunto das proteinas ERG, PTEN e AR, e da recidiva

bioquimica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Fluxograma do trabalho
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Figura 3 — Fluxograma do trabalho.
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3.2 Etica na Pesquisa

O estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagdo Pio XIl —
Hospital de Cancer de Barretos (HCB), SP, Brasil, e aprovado sob o nimero 425/2010 (Anexo
A). Nesta Fundacdo, é oferecido a todos os pacientes um termo de consentimento livre e
esclarecido logo na primeira consulta, ficando anexo aos prontudrios.

Os dados foram obtidos de forma retrospectiva, a partir de prontudrios arquivados no
Servico de Arquivo Médico e Estatistica (SAME) e de blocos de parafina (espécimes cirurgicas
e bidpsias) obtidos dos arquivos do Departamento de Anatomia Patoldgica do HCB. Esta
pesquisa garante o sigilo de todos os pacientes, ndo divulgando publicamente os dados dos

mesmaos.

3.3 Critérios de Inclusdao

A. Ter confirmacdo de neoplasia maligna de prdstata.

B. Paciente com data de prostatectomia ou inicio de radioterapia entre os anos de 2006
e 2007.

C. Ter espécimes tumorais conservados em parafina no Departamento de Anatomia

Patoldgica do HCB.

3.4 Critérios de Exclusao

A. Ter passado por tratamento prévio para cancer de prostata (terapia antiandrogénica
ou quimioterapia).

B. Material insuficiente para extragao de RNA.

C. RNA insuficiente para os ensaios moleculares, constatado apds procedimento de

extracao.
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3.5 Casuistica e organizacao dos grupos de pacientes

O levantamento dos pacientes diagnosticados com cancer de prdstata nos anos 2006 ou
2007 foi realizado no sistema APATO, que aloja a base de dados da patologia do HCB. Nesse
periodo, o hospital teve 1410 pacientes de cancer prostatico. Prontuarios de 433 pacientes
selecionados desta base foram requisitados ao SAME, sendo recuperado um total de 409.

Foi utilizada uma ficha de coleta de dados formulada com a ajuda do NAP (Anexo B),
contendo 99 parametros. Todos os prontuarios recuperados foram folheados um a um e
tiveram seus dados transferidos manualmente para as fichas. Estas foram digitadas pelo NAP,
sendo montado um banco de dados no software SPSS 21.

Os pacientes foram divididos em:

1. Grupo Controle: composto por amostras de tecido provenientes de pacientes que
passaram pelo ambulatério do HCB, negativas para neoplasia prostatica.

2. Grupo Radioterapia: bidpsias de portadores de cancer prostatico que ndo passaram
por prostatectomia radical e foram submetidos a radioterapia, sem terem passado por
tratamento prévio.

3. Grupo Prostatectomia: amostras de pacientes que passaram por prostatectomia
radical, sem terem passado por tratamento prévio.

Os grupos Radioterapia e Prostatectomia ainda foram divididos em “cura” ou “recidiva
bioquimica”. Para isso, foi utilizado o critério do HCB, onde os niveis de PSA sérico sdo
acompanhados durante e apds os tratamentos e, se forem maiores que 1,0ng/mL para o
primeiro tratamento, ou maior que 0,2ng/mL no caso do segundo, e considerados recidivas
bioquimicas de PSA. Se ndo houver aumento durante o acompanhamento, os pacientes sdo
considerados curados.

Os pacientes também foram estratificados em grupos de risco para metdstase, de
acordo com a classificacdo de D’Amico [70]:

- baixo risco: nivel de PSA no soro até 10,00ng/mL, grau de Gleason até 6, estadiamento

clinico T1la-T2a%;

1T1a-> Achado incidental de RTU/Prostatectomia, presente em 5% ou menos do tecido.

T1b-> Achado incidental de RTU/Prostatectomia, presente em mais de 5% do tecido.
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- risco intermedidrio: nivel de PSA no soro de 10,00ng/mL a 20ng/mL, grau de Gleason 7,
estadiamento clinico T2b;
- alto risco: nivel de PSA no soro maior que 20,00ng/mL, grau de Gleason 8-10, estadiamento

clinico T3-TA4.

3.6 Metodologias

3.6.1 Construgao de Tissue Microarrays (TMA)

O tissue microarray (TMA) é um método de preparacdo de laminas, descrito em 1998
por Kononen e colaboradores [71]. As dreas mais representativas dos fragmentos prostaticos
emblocados foram selecionadas e marcadas pelo patologista responsavel nas respectivas
[aminas coradas com hematoxilina-eosina (HE).

Neste trabalho, optou-se pela construgao de TMA porque esta técnica permite reunir
um grande nimero de casos em um unico bloco de parafina, tornando a analise morfolégica
e imunohistoquimica maximizadas e os custos das reacdes diminuidos. Diversos estudos
avaliaram a significancia estatistica dos TMA, aprovando sua utilizacdo para pesquisas em
larga escala amostral [72, 73].

Os TMA foram montados utilizando o equipamento Manual Tissue Arrayer MTA-1
(Beecher Instruments). Este instrumento cria orificios em um bloco de parafina receptor, o
qual recebe, diretamente nestes orificios, as amostras teciduais retiradas com agulha calibre
1mm, especifica do equipamento. O bloco receptor fica, entdo, com uma cole¢do de pequenos

fragmentos vindos de cada bloco doador.

T1c—> Tumor identificado em bidpsia, motivada por elevacao do PSA.
T2a-> Tumor envolve um lobo ou menos.

T2b-> Tumor envolve mais de um lobo.

T3-> Tumor palpavel extra prostatico.

T4-> Tumor fixo ou que invade estruturas adjacentes (exceto vesiculas seminais).
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Foram construidos quatro TMA, sendo trés com 100 amostras tumorais, em duplicatas,
e um com 27 amostras de proéstata, também em duplicatas, negativas para neoplasia

prostatica, com a distancia e 0,7mm entre os cilindros.

3.6.2 Imunohistoquimica

A partir dos blocos de TMA, foram obtidos cortes de 4um, montados sobre laminas
silanizadas e submetidos a desparafinizacdo e hidratag¢do por meio de banhos sequenciais de
xilol (Merck) e alcool etilico (Merck).

A seguir, foi efetuada a recuperagdo antigénica em EnVision™ FLEX Target Retrieval
Solution, High pH (Dako), a 97°C, por 40 minutos. As laminas foram resfriadas em temperatura
ambiente em EnVision™ FLEX Wash Buffer (Dako).

As imunohistoquimicas foram feitas no equipamento Autostainer Link 48 (Dako). Foi
utilizado o anticorpo monoclonal Monoclonal Rabbit Anti-Human ERG EP111 Flex Ready to
Use (Dako), com incubacdo a temperatura ambiente por 20 minutos, e anticorpo secundario
em EnVision™ FLEX + Rabbit (LINKER) (Dako) por 15 minutos.

Também foi utilizado o anticorpo monoclonal Monoclonal Mouse Anti-Human PTEN
Clone 6H2.1 (Dako), na concentracdo 1:200, incubado a temperatura ambiente por 40
minutos, e anticorpo secundario em EnVision™ FLEX + Mouse (LINKER) (Dako) por 15 minutos.

A revelacdo foi feita por diaminobenzidina (DAB), por 5 minutos e a contracoloragdo por
hematoxilina de Harris.

As imagens dos cortes histolégicos foram digitalizadas através do microscépio Eclipse
E200 (Nikon), acoplado ao sistema de camera de video Digital Sight DS-Fi1 (Nikon) e com
sistema analisador de imagens NIS-Elements F 3.0 (Nikon).

A avaliacdo imunohistoquimica foi realizada classificando a intensidade e a extensdo da
marcagdao cromogénica em um resultado de cruzes. Para cada amostra ser considerada
positiva, as cruzes de intensidade e extensdo deveriam somar, pelo menos, +++. Por exemplo,
um paciente com + de intensidade e + de extensdo, soma ++, e sera considerado negativo; ja
um paciente com + de intensidade e ++ de extensdao, soma +++ e serd considerado positivo.

3.6.3 Extracao de RNA total
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A extracao de RNA total foi realizada a partir de laminas com quatro cortes de amostras
de tecido, com 10um cada, sendo selecionadas apenas as regides com tumores, previamente
marcada pelo patologista responsavel.

A area tumoral foi raspada com o auxilio de agulha com calibre 1,2x40mm BD
PrecisionGlide™ (BD) e armazenada em microtubo de 1,5mL estéril para extracdo de RNA em
temperatura ambiente.

Foi utilizado o kit RNeasy FFPE (Qiagen), onde se retirou a parafina das amostras por
meio de imersdo em xilol (Merck), centrifugacdo por dois minutos a 10.000 rpm para formacao
de pellet de células e remocdo o sobrenadante. Foram realizadas duas lavagens com alcool
etilico (Merck) para a remocdo do xilol residual, seguido de centrifugacdo por dois minutos a
10.000 rpm e remocado do sobrenadante.

O pellet de células resultante foi seco na centrifuga a vacuo Savant IS5110 Speedvac
Concentrator (Thermo Scientific) por 15 minutos na velocidade padrdo e temperatura de 45°C.
Em seguida, a amostra de tecido foi digerida com 10uL de protease e 150uL de tampao de
digestdo, fornecidos pelo kit, por 15 minutos a 55°C, seguidos de inativacdo da protease por
mais 15 minutos a 80°C.

Para ajudar na separacdo dos acidos nucleicos dos outros componentes celulares, foi
adicionado o reagente RBC fornecido pelo kit. O material passou por uma coluna com filtros
de silica gDNA Eliminator spin column, que foi centrifugada por 30 segundos a 10.000rpm,
com afinalidade de separar o RNA total. A coluna foi descartada e ao fluido foram adicionados
720uL de dlcool etilico (Merk). Foram transferidos 700uL dessa amostra, incluindo o
precipitado, para a coluna RNeasy MinElute spin column, que foi centrifugada por 15 segundos
a 10.000rpm, por duas vezes, tendo o fluido descartado, seguidos de duas lavagens com 500uL
de reagente RPE (fornecido pelo kit), com o intuito de purificar o RNA.

Para eliminar solugdes de lavagem residuais nos filtros das colunas de purificagao, foi
feita centrifugacdo em velocidade maxima por cinco minutos, com as tampas das colunas
abertas. Na sequéncia, para eluir o RNA, foram adicionados 20uL de dgua RNase-free e os

tubos foram centrifugados por um minuto em velocidade mdaxima.

3.6.4 Avaliacao da quantidade e da qualidade do RNA total
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As quantificacdes das amostras de RNA total foram realizadas no espectrofotdémetro
NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific), sendo utilizadas apenas as amostras
livres de contaminantes (razdo 260/230 = 1,8) e de proteinas (razdo 260/280 = 2,0).

A analise da qualidade do RNA total foi realizada por meio de eletroforese microfluida
no equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies), utilizando o RNA Nano Chip (Agilent
Technologies).

Os eletrodos do equipamento foram limpos com 400l de 4gua no cartucho de lavagem,
gue foi inserido no aparelho por um minuto. Em seguida, o cartucho foi retirado e a tampa foi
aberta para secagem dos eletrodos durante a preparagao do chip.

Com os reagentes em temperatura ambiente, o gel foi preparado. Para isso, 650l de
RNA small gel foram colocados numa coluna fornecida pelo kit e centrifugada por 15 minutos
a 10.000rpm. Esse gel foi dividido em aliquotas de 45uL cada e armazenado a -30°C até o
momento do uso.

Em uma aliquota de gel, foi adicionado 0,2uL de RNA 6000 small dye, e foi passada no
vortex por 10 segundos e centrifugada por 10 minutos a 13.000rpm. Em seguida, foram
adicionados 9uL desse gel/dye na regido G do chip e, com o auxilio da seringa acoplada ao
priming station do kit, o gel foi distribuido. Adicionaram-se 9uL de Small RNA conditioning
solution na posi¢ao marcada como CS, 1uL de marcador na posicao ladder e 5uL de RNA small
marker em cada posicdo do chip reservada para as amostras, bem como na posicdo do
marcador. As amostras foram desnaturadas por dois minutos a 70°C, para evitar a formacao
de estruturas secunddrias, e foi adicionado 1pL de cada amostra nas posi¢cdes do chip
marcadas de 1a 11.

O chip foi agitado no vortex IKA MS3 (Manca) por um minuto a 2.200rpm e, em seguida,
foi colocado no bioanalizador. Foram utilizadas apenas as amostras com numero de

integridade o RNA (RIN) maior ou igual a 1,4.

3.6.5 Obtengao de cDNA e Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real
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Para a obtencdo de cDNA, foi realizada reacdo de transcricdo reversa, a partir de uma
concentracdo de 100ng/uL de RNA total, e utilizado o kit SuperScript® VILO™ Master Mix
(Invitrogen). Para cada amostra, foram colocados em um tubo de 0,2mL: 4ulL de SuperScript®
VILO™ MasterMix, que contem transcriptase reversa SuperScript® Il RT, inibidor de
ribonuclease RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor, proprietary helper protein,
random primers, MgCl, e dNTPs, juntamente com 1L de RNA total e 15ulL de agua ultra pura
UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water (Invitrogen).

Apds um spin, os tubos foram incubados no termociclador Veriti® Thermal Cicler
(Applied Biosystems) a 25°C, por 10 minutos, 42°C por 60 minutos e 85°C por 5 minutos, em
um unico ciclo.

Para a reacdo de PCR em tempo real, foram selecionadas 45 amostras que foram
negativas ou positivas na imunohistoquimica de ERG.

Foram utilizadas sondas inventoriados TagMan® (Applied Biosystems). Foram testados
sondas para trés genes constitutivos candidatos a controles enddgenos: HPRTI
(Hs99999909_m1), GAPDH (Hs99999905_m1) e ACTB (Hs99999903_m1), e utilizado sonda
para TMPRSS2:ERG (Hs03063375_ft), também inventoriado.

Todas as reagoes foram feitas no equipamento 7900HT System (Applied Biosystems),
utilizando placas de 96 pogos MicroAmp® Fast Optical (Applied Biosystems). Para cada reagao,
foram utilizados 0,5uL de TagMan® Gene Expression Assay (Applied Biosystems), 5,0uL de
TagMan® Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems), 2,0uL de cDNA e 2,5uL de agua
ultra pura (UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water, Invitrogen), totalizando 10uL por
reagao.

Cada amostra foi feita em triplicata e a ciclagem térmica foi feita em 40 ciclos, seguindo
o seguinte protocolo: 2 minutos a 50°C (incubac¢do de UNG), 20 segundos a 95°C (ativacdo da
polimerase), 1 segundo a 95°C (denaturacdo) e 20 segundos a 60°C (anelamento e extensao).

O célculo de expressao relativa foi realizado com o método 22T, utilizando o software

Microsoft Office Excel 2013 (Microsoft).

3.6.6 AvaliacgOes estatisticas
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Os dados foram descritos em tabelas de frequéncia para as varidveis qualitativas e em
funcdo da média, desvio padrdo, minimo, mediana e maximo para as variaveis quantitativas.

A fim de validar a Imunohistoquimica, foi realizado a qRT-PCR. Assim, foi feita uma
analise de concordancia, verificando a reprodutibilidade pelo coeficiente Kappa e a acuracia
através da sensibilidade, especificidade e a drea sob a curva ROC (considerando a qRT-PCR
como padrdo ouro).

As associagdes simples (entre duas caracteristicas) entre as expressdes das proteinas
ERG, PTEN e AR e as caracteristicas clinicas foram verificadas utilizando o teste de Qui-
Quadrado, por se tratarem de variaveis qualitativas. Quando os pressupostos deste teste ndo
foram satisfeitos, ou seja, quando 25% ou mais das células na tabela dos valores esperados
foram menores que cinco, foi utilizado o teste Exato de Fisher.

Posteriormente, a associacdo conjunta das caracteristicas clinicas com a expressao de
cada proteina foi realizada através da regressdo logistica multipla. No entanto, para tal andlise
e a fim de verificar o efeito de interacdes entre as varidveis, foram selecionadas apenas as que
obtiveram p-valor menor que 0,2 na analise simples.

Considerando-se a recidiva como desfecho, optaram-se por duas perspectivas: a
transversal e a longitudinal. Na andlise transversal, procedeu-se da mesma forma que a analise
descrita anteriormente. Para a analise longitudinal, foi estimada a curva de sobrevivéncia livre
de recidiva bioquimica pelo método ndao paramétrico de Kaplan-Meier, sendo o tempo entre
o inicio de tratamento até a recidiva bioquimica o evento de interesse, e a Ultima informacao
dos pacientes considerada censura. Para verificar a diferenca entre as curvas de
sobrevivéncia, foi utilizado o teste de Log-Rank e, para verificar a associacdo conjunta das
caracteristicas clinicas com a recidiva, foi realizada regressao de Cox multipla. Para esta ultima
analise, foram selecionadas apenas as variaveis que obtiveram p-valor menor que 0,2 nos
testes de Log-Rank.

Foi verificada, também, a relacdo conjunta entre a expressdo das proteinas ERG, PTEN e
AR e a recidiva bioquimica, valendo-se da Analise de Correspondéncia Multivariada.

Para todo o estudo, foi considerada a significancia de 0,05 e as analises foram realizadas

pelo software SPSS versdo 21.
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4. RESULTADOS

4.1 Levantamento de dados epidemioldgicos

Excluindo-se os pacientes que passaram por algum tratamento prévio antes da
prostatectomia radical ou da radioterapia, permaneceram neste estudo 322 homens, cujas
amostras parafinadas foram solicitadas ao Departamento de Patologia para serem revistas.

Ao todo, foram revisados 120 casos, sendo 100 casos de prostatectomia radical e 20
casos de radioterapia, configurando o nimero amostral (n) deste estudo.

Quanto a distribuicdo sociodemografica desses pacientes, a maioria residiam nos
estados de S3o Paulo (68,9%), Minas Gerais (11,8%) ou Mato Grosso do Sul (9,2%), e a maior
parte era casada ou vive em unido estavel (87,8%). No momento do registro no hospital, 70,0%
dos homens se declararam brancos. Apenas 9,2% dos pacientes possuiam ensino superior
incompleto ou completo, 12,6% eram analfabetos e a maioria (55,4%) tinha ensino

fundamental incompleto ou completo (Tabela 1).
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Tabela 1 — Distribuicdo sociodemografica dos pacientes de cancer de préstata submetidos a

prostatectomia radical ou radioterapia (Hospital de Cancer de Barretos, 2006-2007).

Categorias n %
DF 1 0,8

GO 4 3,4
MG 14 11,8

MS 11 9,2

. 1 7

Estado de origem MT 5 42
RN 1 0,8

RO 1 0,8
SP 82 68,9

Solteiro 2 1,7
Estado civil Casado/Unido Estavel 102 85,0
Divorciado/Separado 9 7,5

Viuvo 7 5,8

Cor Branca 84 70,0

N3o branca 36 30,0

Analfabeto 15 12,6

Escolaridade? Ensino Fundamental 76 63,8
Ensino Médio 17 14,3

Ensino Superior 11 9,2

11 caso sem informag3o.

Na anamnese, é questionada a histéria clinica e familiar de cancer dos pacientes.

Nenhum paciente deste estudo teve algum outro tipo de cancer anteriormente ou

concomitante com o cancer de prodstata diagnosticado. Quase metade desses pacientes

(47,0%) declarou ter algum caso de cancer ocorrido em parentes de até 32 grau, sendo que

24,8% afirmou ter algum caso de cancer de prdstata na familia, considerando-se, também,

parentes de até 32 grau (Tabela 2).
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Tabela 2 — Historia clinica e familiar de cancer de prdstata dos pacientes submetidos a

prostatectomia radical ou radioterapia (Hospital de Cancer de Barretos, 2006-2007).

Categorias n %

Histéria clinica de Sim 0 0,0
cancer! N3o 118 100,0
Historico de cancer Sim 54 47,0
familiar? N3o 61 53,0
Histérico de cancer de Sim 28 24,8
prostata familiar® Nio 85 75,2

12 casos sem informagdo.
2 5 casos sem informag3o.
37 casos sem informagdo.

A maioria dos pacientes (78,3%) teve toque retal suspeito, ou seja, apresentaram algum
tipo de alteracdo fisica na préstata. Os niveis séricos de PSA foram menores que 4,0ng/mL
para 17,1%, entre 4,0ng/mL e 10,0ng/mL para 48,6% e maiores que 10,0ng/mL para 34,3%
dos homens incluidos neste estudo. A cintilografia dssea, que detecta possiveis metastases
dsseas, foi positiva apenas para 4,5% dos casos. Grande parte dos pacientes foram estadiados
em T2 (tumor confinado a préstata, envolvendo um ou os dois lobos) (79,0%), NO (auséncia
de metdstase em linfonodos regionais) (100,0%) e MO (auséncia de metastase a distancia)

(99,2%), estando a maioria, entdo, em estadio clinico Il (85,0%) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Informagdes clinicas dos pacientes submetidos a prostatectomia radical ou

radioterapia (Hospital de Cancer de Barretos, 2006-2007).

Categorias n %
Toque retal’ Normal 2 it
q Suspeito 90 78,3
<4,0 19 17,1
PSA (ng/mL)? >4,0 e <10,0 54 48,6
>10,0 38 34,3
Positiva 5 4,5
. . . s 3 ’
Cintilografia 6ssea Negativa 105 95,5
- 4() :
Estadiamento cT 3 9 7,6
4 0 0,0
0 119 100,0
i a) '
Estadiamento cN 1 0 0,0
0 119 99,2
: ) .
Estadiamento cM 1 1 0,8
| 7 5,8
Estadiamento clinicot™ ||||| 11002 885,’30

1 5 casos sem informag3o.
29 casos sem informag3o.
310 casos sem informagdo.
41 caso sem informagéo.

(*) T —Tumor confinado a prostata
N — Metastase linfatica regional
M — Metdstase a distancia
(**) Estadio I: tumor ndo palpdvel, durante o exame retal. O tumor esta circunscrito a prostata.
Estadio Il: tumor mais avancado, mas que ainda ndo metastizou.
Estadio Ill: tumor que se espalhou para além da camada exterior da prdstata. Pode ser encontrado nas
vesiculas seminais, mas ainda ndo atingiu os ganglios linfaticos.
Estadio IV: tumor com uma, ou mais, das seguintes caracteristicas:
- Tumor que invadiu a bexiga, o reto ou as estruturas circundantes (para além das vesiculas seminais).
- Tumor que metastizou para os ganglios linfaticos.
- Tumor que metastizou para outras partes do corpo como, por exemplo, para 0s 0ssos.
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Dos 100 pacientes submetidos a prostatectomia radical, 38,0% apresentaram margens
cirargicas positivas, 2,0% tiveram transposicdo capsular, em 2,0% foi observada invasdo de
vesiculas seminais, em 28,7% foi notada infiltragdo perineural e nenhum paciente teve invasao
angiolinfatica. No momento da cirurgia, 13,3% também passaram por linfadenectomia e ndo
foi realizada orquiectomia em qualquer paciente. Segundo os dados coletados, 29,0%
precisaram fazer radioterapia apds a prostatectomia (Tabela 4).

Considerando-se os pacientes que passaram por prostatectomia radical ou por
radioterapia, 12,5% fizeram hormonioterapia apds o tratamento e nenhum fez quimioterapia

(Tabela 4).
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Tabela 4 - Informacgdes cirdrgicas, patoldgicas e tipos de tratamentos dos pacientes

submetidos a prostatectomia radical ou radioterapia (Hospital de Cancer de Barretos, 2006-

2007).

Categorias n %
Tratamento principal Prostatectomia radical 100 83,3
princip Radioterapia 20 16,7

Margens cirtrgicas! Positivas 38 38,0
& & Negativas 62 62,0
Transposicdo capsular® Sim 2 2,0
posigdo cap N3o 98 98,0
Invasdo de vesiculas Sim 2 2,0
seminais? N3o 98 98,0
Infiltracdo perineural? Sim 29 28,7
saop N3o 72 71,3
Invasdo angiolinfatica® Sim 0 0,0
& N3o 100 100,0

. . Sim 16 13,3
Linfadenectomia N3o 104 86.7
Orquiectomia Sim 0 0,0
q N3o 120 100,0
Radioterapia pds- Sim 29 29,0
prostatectomia Nao 71 71,0
Hormonioterapia pds- Sim 15 12,5
tratamento Nao 105 87,5
Quimioterapia pos- Sim 0 0,0
tratamento Nao 120 100,0

120 casos sem informagdo.
219 casos sem informagao.
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Segundo classificacdo patoldgica, 90,0% dos pacientes apresentaram grau de Gleason
intermediario 6 (3+3) ou 7 (3+4). De acordo com a classificagdo de risco de metastase proposta
por D’Amico [70], 30,8% foram considerados baixo risco, 61,7% de risco intermedidrio e 7,5%
de alto risco. Mais de um quarto dos homens (27,6%) tiveram recidiva bioquimica de PSA ao
longo do tratamento. Até o momento da coleta de dados para este estudo, 80,3% dos
pacientes foram considerados curados, 16,2% ainda estavam em tratamento e 3,4% faleceram
por cancer, segundo informacdo contida nos atestados de dbito anexados nos prontudrios

(Tabela 5).

Tabela 5 — Grau de Gleason, risco de metastase, recidiva bioquimica e estado dos pacientes

no momento do levantamento (Hospital de Cancer de Barretos, 2006-2007).

Categorias n %
5(2+43) 1 0,8
6 (3+3) 54 45,0
Grau de Gleason 7 (3+4) 54 45,0

7 (4+43) 7 58

8 (4+4) 4 3,3
Baixo 37 30,8
Risco de metastase Intermediario 74 61,7
Alto 9 7,5
Sim 32 27,6

. . . ’ . 1 ’
Recidiva bioquimica N3o 84 72.4
Estado do paciente no Curado 94 80,3
momento do Em tratamento 19 16,2
levantamento? Obito por cancer 4 3,4

14 casos sem informagao.
23 casos sem informago.

Considerando-se a média, o nivel sérico de PSA pré-tratamento dos pacientes foi
10,29ng/mL (D.P. = 13,57). Houve dois exames capazes de mensurar o volume prostatico:
ultrassonografia transretal ou ressonancia magnética. Pelo primeiro método, o volume foi
47,53cm3 (D.P. = 55,64) e, pelo segundo, 39,38cm3 (D.P. = 13,55). Foram coletados 12,31 (D.P.

=4,57) fragmentos prostaticos nas bidpsias por agulha, sendo 3,88 (D.P. = 2,69) positivos para
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cancer. A média de idade dos pacientes no momento da primeira consulta foi 62,9 anos (D.P.
=6,99) (Tabela 6).

Tabela 6 — Média e mediana de parametros clinicos de pacientes portadores de cancer de

prostata incluidos no estudo (Hospital de Cancer de Barretos, 2006-2007).

Desvi
Categorias Média esv:o Minimo Mediana Maximo
Padrao
PSA total (ng/mL)? 10,29 13,57 1,41 7,33 >100,00
Volume prostatico
It fiat tal
(u rassono(gc':];)aa ransretal) 47,53 5564 16,00 37,00 440,00
Volume prostatico
A ‘i
(ressondncia magnética) 39,38 13,55 15,00 36,30 77,00
(cm?)
N fragmentos de bidpsia coletados para o
diagndstico® 12,31 4,57 4,00 12,00 35,00
N fragmentos de bidpsia positivos para
CAP® 3,88 2,69 1,00 3,00 13,00
Idade do paciente no momento do
trat t incipal
ratamento principa 62,90 6,99 47,76 62,94 81,78
(anos)

19 casos sem informag3o.
259 casos sem informagdo.
363 casos sem informagao.
457 casos sem informacdo.
55 casos sem informagdo.
66 casos sem informagao.
72 casos sem informag3o.

4.2 Avaliagao morfoldgica dos blocos de TMA

Cortes de 4um dos TMA corados por hematoxilina-eosina (HE) indicaram que as regides
prostaticas representantes dos tumores foram adequadamente selecionadas (Figura 4).

Amostras de dois pacientes nao tiveram partes tumorais representativas e foram excluidas

das analises imunohistoquimicas.
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Figura 4 — Imagens de TMA corados por HE, demonstrando que as amostras teciduais
representam adequadamente as caracteristicas histopatoldgicas do tipo de lesdo. 4A: Gleason

3. 4B: Gleason 4.
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4.3 Imunohistoquimica

Para a analise imunohistoquimica da proteina ERG, foram avaliadas amostras de 118
pacientes, sendo 98 provenientes de prostatectomia radical e 20 de bidpsias Além disso,
amostras teciduais pertencentes a 27 pacientes nao portadores de cancer de prdstata foram
incluidas e também testadas neste estudo. Tais amostras serviram para avaliar a
especificidade da presenca de ERG em células tumorais. O endotélio dos vasos sanguineos
normalmente expressa a proteina ERG e foi utilizado como controle positivo interno para
todas as reacgoes.

As amostras negativas para cancer tiveram pouca ou nenhuma marcagdo, sendo
consideradas negativas para a expressdo da proteina (Figura 5). A imunorreagdo positiva
caracterizou-se por intensa marcacdo dos nucleos das células epiteliais (Figura 6). Obtiveram-
se 45,8% de amostras positivas e 54,2% de negativas (Tabela 7), sendo a marcac¢do positiva

nuclear e bastante especifica (Figura 6).
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Figura 5 — Resultados obtidos a partir de amostras de pacientes incluidos no estudo, negativas
para cancer, com expressdo negativa da proteina ERG. 5A/5B: células endoteliais de vasos

sanguineos positivas para anti-ERG.
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Figura 6 — Resultados obtidos a partir de amostras positivas para a proteina ERG na
imunorreacdo. 6A: Bidpsia de paciente. 6B: Amostra de peca prostatica extraida em
prostatectomia radical (Gleason 3). 6C: Amostra de pecga prostatica extraida em

prostatectomia radical (Gleason 4).



34

Tabela 7 — Frequéncia de imunorreatividade para as proteinas ERG, PTEN e AR (Hospital de

Cancer de Barretos, 2006-2007).

Imunohistoquimica

Biomarcadores

Positiva

%

Negativa

%

ERG 54 45,8 64 54,2
PTEN 22 22,7 75 77,3
AR 55 56,7 42 43,3

Para a imunohistoquimica das proteinas PTEN e AR, foram testadas amostras de 97

pacientes, provenientes de prostatectomia radical, além das amostras de 27 pacientes

incluidos no estudo, negativas para cancer. Nao foi possivel realizar este tipo de técnica nas

amostras provenientes de bidpsias por agulha porque estas contem pouco material biolégico

emblocado.

O tecido glandular considerado normal apresentou alta imunorreacdo para a proteina

PTEN. Das amostras com adenocarcinoma prostatico, 77,3% tiveram grande diminuicdo ou

perda da imunorreatividade para a proteina PTEN (Tabela 7), sendo consideradas negativas

(Figura 7).
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Figura 7 —Andlise imunohistoquimica para a proteina PTEN. 7A: Amostra negativa para cancer,
com alta imunorreatividade para a proteina PTEN. 7B: Amostra de adenocarcinoma
prostdtico, positiva na imunorreac¢do. 7C: Amostra de adenocarcinoma prostatico, negativa na

imunorreagao.
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A presenga da proteina AR foi verificada tanto no tecido normal quanto nas lesdes,

sendo que destas, 56,7% foram consideradas positivas (Tabela 7, Figura 8).
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Figura 8 — Analise imunohistoquimica para a proteina AR. 8A: Amostra de paciente incluido no
estudo, negativa para cancer, com imunorreacdo positiva para AR. 8B: Amostra de
adenocarcinoma prostdatico, com imunorrea¢gdao moderada. 8C: Amostra de adenocarcinoma

prostdtico, com imunorreacao forte.
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4.4 PCR em tempo real

As amostras testadas no Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) tiveram, em sua
maioria, RIN = 2,4 (Anexo B). Esse resultado era esperado ja que, devido ao processo de fixacdo
quimica do material biolégico para inclusdo em parafina, ha certo grau de degradacdo de
importantes classes de macromoléculas, inclusive RNA.

A PCR em tempo real foi a técnica escolhida para a validagao da imunohistoquimica para
a proteina ERG. Em relagdo aos controles enddgenos testados para normalizacdo da reacao,
nem o ACTB, nem o GAPDH tiveram amplificacdo, enquanto o HPRT1 foi amplificado em todas
as amostras e, portanto, o escolhido como controle enddgeno.

Foram testadas amostras de 45 pacientes, provenientes de prostatectomia radical,
positivas ou negativas na imunohistoquimica. Destas, 21 (46,67%) tiveram amplificagdo, ou
seja, tiveram presenca do transcrito produzido pela fusdo génica TMPRSS2:ERG, e 24 (53,33%)

nao tiveram amplificagdo alguma (Figura 9, Tabela 8).

2-ACT 4o

i —

Li

TMPRSS2:ERG

Figura 9 — Expressao relativa da fusdo génica TMPRSS2:ERG, detectada por gRT-PCR.
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Tabela 8 — Valores da expressdo da fusdo génica TMPRSS2:ERG, calculados a partir do 2°2¢T,

n Minimo 12 quartil Mediana 32 quartil Maximo

21 0,08 1,55 2,36 4,55 9,23

Na analise de acuracia entre a imunohistoquimica e a qRT-PCR, a primeira apresentou
sensibilidade de 81,0% e especificidade de 83,3% (Tabela 9), e a concordancia entres os testes

foi substancialmente consistente (k=0,643, p<0,001) (Tabela 10).

Tabela 9 — Anadlise de acuracia entre imunohistoquimica para proteina ERG e qRT-PCR para a

presenca do transcrito resultante da fusao génica TMPRSS2:ERG.

n Sensibilidade  Especificidade VPP VPN

Casos 45 81,0% 83,3% 81,0% 83,3%

Tabela 10 — Coeficiente de concordancia kappa entre imunohistoquimica para a proteina ERG

e gRT-PCR.

n Kappa Erro padrao p-valor

Casos 45 0,643 0,114 <0,001

A andlise de curva ROC mostrou que a expressio de ERG revelada pela
imunohistoquimica teve boa acurdcia na detec¢do da fusao TMPRSS2:ERG, com uma area

abaixo da curva de 0,821 (p<0,001), (Figura 10).
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Figura 10 — Area abaixo da curva (curva ROC) para deteccdo da presenca da fusdo génica
TMPRSS2:ERG, de acordo com a expressao proteica de ERG identificada por

imunohistoquimica.

4.5 Relagao entre os achados imunohistoquimicos e moleculares com caracteristicas

clinico-patoldgicas

Correlacionando a presenca da proteina ERG com alguns parametros clinicos, os
pacientes que apresentaram nivel sérico de PSA menor que 4,0ng/mL tiveram tendéncia a ter
expressdao da proteina positiva, quando comparados com pacientes com PSA maior que
10,0ng/mL (p = 0,051). Idade, cor, grau de Gleason, estadiamento clinico, risco de metastase,
tratamento principal (prostatectomia radical ou radioterapia), margens cirurgicas positivas,
infiltracdo perineural ou recidiva bioquimica ndo tiveram associacdo estatisticamente

significativa com a expressao da proteina ERG (Tabela 11).
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Tabela 11 — Relacdo da imunorreacdo para a proteina ERG com parametros clinicos de

pacientes com cancer prostatico (Hospital de Cancer de Barretos, 2006-2007).

Imunohistoquimica

Categorias Positiva Negativa valor
& n (%) n (%) P
<58 16 (29,6) 13 (21,0)
Idade (anos)? >58 e < 67 25 (46,3) 28 (45,2) 0,403
>67 13 (24,1) 21(33,9)
Branca 40 (74,1) 42 (65,6)
C 0,321
or N3o branca 14 (25,9) 22 (34,4) '
<4,0 12 (23,5) 7(11,9)
PSA (ng/mL)? >4,0 e <10,0 27 (52,9) 26 (44,1) 0,051
>10,0 12 (23,5) 26 (44,1)
<7 39(72,2) 48 (75,0)
Grau de Gleason 57 15 (27.8) 16 (25,0) 0,733
Estadi ¢ | 1(1,9) 5(7,8)
stadlamento I 46 (85,2) 55 (85,9) 0,177
clinico
/v 7 (13,0) 4(6,3)

Risco de Baixo 14 (25,9) 21 (32,8) 0415

metastase Intermediario/Alto 40 (74,1) 43 (67,2) ’
Prostatectomia
Trartiir:iezro radical 46 (85,2) 52 (81,3) 0,570

P P Radioterapia 8(14,8) 12 (18,8)

Margens Positivas 22 (47,8) 15 (28,8) 0.053
cirdrgicas® Negativas 24 (52,2) 37 (71,2) ’
Infiltracdo Sim 15(31,9) 13 (25,0) 0.446
perineural* N3o 32 (68,1) 39 (75,0) ’

Recidiva Sim 15 (28,8) 17 (27,4) 0.866
bioquimica® N3o 37 (71,2) 45 (72,6) ’

12 casos sem informagdo.
2 8 casos sem informag&o.
320 casos sem informagdo.
419 casos sem informagdo.
54 casos sem informagdo.
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Foi feita regressdo logistica para nivel sérico de PSA, estadiamento clinico e margens
cirargicas, sendo que somente o primeiro foi estatisticamente significativo. Assim, pacientes
com PSA abaixo de 4,0ng/mL tiveram 3,7 vezes a chance de ter a proteina ERG presente,

guando comparados com pacientes com PSA acima de 10,0ng/mL (p = 0,026) (Tabela 12).

Tabela 12 — Razdo de chance (Odds Ratio) entre niveis de PSA e expressao da proteina ERG.

1.C. 95% valor
Odds Ratio Inferior Superior P
<4,0 3,714 1,169 11,803 0,026
PSA >4 e 10,0 2,250 0,942 5,374 0,068
>10,0 1 - - 0,056
Constante 0,462 - - 0,027

A presenca da proteina PTEN ndo foi associada a qualquer parametro clinico, entretanto,
parece que os pacientes classificados nos grupos de risco intermediario ou alto de metastase

tem tendéncia a ter perda de expressao desta proteina (p = 0,054) (Tabela 13).
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Tabela 13 - Relacdo da imunorreacdo para a proteina PTEN com parametros clinicos de

pacientes com cancer prostatico (Hospital de Cancer de Barretos, 2006-2007).

Imunohistoquimica

Categorias Positiva Negativa valor
& n (%) n (%) P
<58 9 (42,9) 20 (27,0)
Idade (anos)? >58 e < 67 8(38,1) 40 (54,1) 0,338
>67 4 (19,0) 14 (18,9)
Branca 18 (81,8) 53 (70,7)
C 0,299
or N3o branca 4(18,2) 22 (29,3)
<4,0 4(21,1) 11 (15,7)
PSA (ng/mL)> >4,0 e <10,0 11 (57,9) 35 (50,0) 0,531
>10,0 4(21,1) 24 (34,3)
<7 19 (86,4) 60 (80,0)
0,500
Grau de Gleason 57 3(13.6) 15 (20,0)
Estadi ; I 2(9,1) 5(6,7)
> acllfsi"c"sn ° I 19 (86,4) 68 (90,7) 0,832
/v 1(4,5) 2(2,7)
Risco de Baixo 11 (50,0) 21 (28,0) 0.054
metastase Intermediario/Alto 11 (50,0) 54 (72,0) ’
Margens Positivas 8(36,4) 30 (40,0) 0.759
cirdrgicas Negativas 14 (63,6) 45 (60,0) ’
Infiltracdo Sim 5(22,7) 22 (29,3) 0543
perineural N3o 17 (77,3) 53 (70,7) ’
Recidiva Sim 4(18,2) 25 (33,3) 0172
bioquimica N3o 18 (81,8) 50 (67,7) ’

12 casos sem informagdo.
2 8 casos sem informagdo.

Foi feita regressdo logistica para as caracteristicas “risco de metastase” e “recidiva

bioquimica”, ndo havendo significancia estatistica para nenhuma destas.
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A presenca da proteina AR foi estatisticamente significativa quando relacionada a cor do
paciente, onde homens que se declararam brancos na anamnese tiveram maior frequéncia na
positividade da imunorreacdo, quando comparados com homens declarados ndo brancos (p =
0,015). Essa expressao também foi associada as margens cirurgicas, sendo que os pacientes
que apresentaram margem cirurgica negativa tiveram mais imunorreagdes negativas para AR
(p =0,005).

A relacdo da proteina AR com idade, nivel sérico de PSA, grau de Gleason, estadiamento
clinico, risco de metastase, infiltracdo perineural ou recidiva bioquimica ndo teve significancia

estatistica (Tabela 14).
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Tabela 14 — Relacdo da imunorreacdo da proteina AR com parametros clinicos de pacientes

com cancer prostatico (Hospital de Cancer de Barretos, 2006-2007).

Imunohistoquimica

Categorias Positiva Negativa valor
& n (%) n (%) P
<58 15 (28,3) 13 (31,0)
Idade (anos)? >58 e < 67 29 (54,7) 20 (47,6) 0,767
>67 9(17,0) 9(21,4)
Branca 45 (81,8) 25 (59,5)
C 0,015
or N3o branca 10(18,2) 17 (40,5) '
<4,0 10 (20,8) 6 (14,6)
PSA (ng/mL)> >4,0 e 10,0 26 (54,2) 18 (43,9) 0,249
>10,0 12 (25,0) 17 (41,5)
<7 47 (85,5) 32(76,2)
Grau de Gleason 57 8 (14,5) 10 (23.8) 0,245
Estadi . [ 4(7,3) 3(7,1)
stadiamento I 49 (89,1) 38 (90,5) 0,938
clinico
/v 2(3,6) 1(2,4)
Risco de Baixo 17 (30,9) 13 (31,0) 0.996
metastase Intermediario/Alto 38 (69,1) 29 (69,0) ’
Margens Positivas 27 (49,1) 9(21,4) 0.005
cirdrgicas Negativas 28 (50,9) 33 (78,6) !
Infiltracdo Sim 19 (34,5) 9(21,4) 0158
perineural N3o 36 (65,5) 33 (78,6) ’
Recidiva Sim 18 (32,7) 10 (23,8) 0337
bioquimica N3o 37 (67,3) 32(76,2) ’

12 casos sem informagdo.
2 8 casos sem informagdo.

VAN{]

Para a analise de regressao logistica, foram relacionadas as variaveis “cor”, “margens

III

cirargicas” e “infiltracdo perineural”, sendo que os dois primeiros apresentaram significancia
estatistica, com a presenca da proteina AR. Assim, pode ser constatado que homens de cor

ndo branca e pacientes que apresentaram margens cirurgicas negativas tiveram,
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respectivamente, 0,363 e 0,307 vezes a chance de imunorreagdo positiva para a proteina AR

(Tabela 15).

Tabela 15 — Razdo de chance (Odds Ratio) entre margens cirurgicas ou cor e expressao da

proteina AR.
Categorias I.C. 95% valor
& Odds Ratio Inferior Superior P

Margens Positivas 1 - - -
cirdrgicas Negativas 0,307 0,122 0,776 0,013

Cor Branca 1 - - -
Ndo branca 0,363 0,140 0,943 0,038
Constante 3,789 0,001

Quanto a presenca do transcrito da fusdo génica TMPRSS2:ERG, houve associacdo com

niveis séricos de PSA menores que 4,0ng/mL e a presenca do transcrito (p = 0,015). Os outros

parametros ndo apresentaram correlacdo estatisticamente significativa (Tabela 16).



47

Tabela 16 - Associacao do transcrito da fusdo génica TMPRSS2:ERG com parametros clinicos

de pacientes com cancer prostatico (Hospital de Cancer de Barretos, 2006-2007).

qRT-PCR
Categorias Positiva Negativa valor
n (%) n (%) P
<58 9 (42,9) 3(12,5)
Idade (anos) >58 e < 67 10 (47,6) 15 (62,5) 0,058
>67 2(9,5) 6 (25,0)
Branca 14 (66,7) 18 (75,0)
C 0,538
or N3o branca 7(33,3) 6 (25,0) '
<4,0 8 (40,0) 1(4,8)
PSA (ng/mL) >4,0 e £10,0 9 (45,0) 11 (52,4) 0,015
>10,0 3(15,0) 9 (42,9)
<7 19 (90,5) 20 (83,3)
Grau de Gleason 57 2(9,5) 4(167) 0,670
Estadi ¢ | 1(4,8) 1(4,2)
stadlamento I 19 (90,5) 23 (95,8) 0,553
clinico
/v 1(4,8) 0(0,0)
Risco de Baixo 6 (28,6) 9(37,5) 0.526
metastase Intermediario/Alto 15(71,4) 15 (62,5) ’
Margens Positivas 11 (52,4) 7 (29,2) 0113
cirdrgicas Negativas 10 (47,6) 17 (70,8) ’
Infiltracdo Sim 8(38,1) 4 (16,7) 0.105
perineural N3o 13 (61,9) 20 (83,3) ’
Recidiva Sim 8(38,1) 8(33,3) 0.739
bioquimica N3o 13 (61,9) 16 (66,7) ’

1 4 casos sem informagdo.

Na regressao logistica, foram analisadas as categorias idade, niveis séricos de PSA,
situagcdo das margens cirurgicas e infiltragdao perineural. Pacientes com PSA menor que
4,0ng/mL tiveram 24,0 vezes a chance de apresentarem o transcrito da fusdo génica, quando

comparados a pacientes com PSA maior que 10,0ng/mL (Tabela 17).
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Tabela 17 — Razdo de chance (Odds Ratio) entre niveis de PSA e a presenca da fusdo génica

TMPRSS2:ERG.

1.C. 95% valor
Odds Ratio Inferior Superior P
PSA <4,0 24,000 2,060 279,624 0,011
>4 e <10,0 2,455 0,508 11,868 0,264
>10,0 1 - - -
Constante 0,333 0,099

4.6 Recidiva bioquimica

O acompanhamento dos niveis séricos de PSA dos pacientes é realizado durante e apds

o tratamento por ser o principal indicio de recidiva bioquimica. No HCB, essa é caracterizada

quando um paciente apresenta PSA maior que 0,2ng/mL, apds a prostatectomia, ou maior

que 1,0ng/mL, apds radioterapia.

Ao se relacionar os parametros clinico-patoldgicos, apresentados na Tabela 18, com

recidiva bioquimica de PSA, os pacientes classificados como risco intermediario ou alto risco

para metdstase apresentaram maior frequéncia de recidiva bioquimica em relagao aos

pacientes qualificados como baixo risco (p = 0,002). Os outros parametros nao tiveram

significancia estatistica.
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Tabela 18 — Parametros clinico-patoldgicos de pacientes portadores de cancer de préstata

relacionados com recidiva bioquimica de PSA (Hospital de Cancer de Barretos, 2006-2007).

Recidiva Bioquimica

Categorias Sim Nao valor
n (%) n (%) P

<58 10 (31,3) 19 (23,2)

Idade (anos)? >58 e < 67 16 (50,0) 38 (46,3) 0,402
>67 6 (18,8) 25 (30,5)
Branca 25 (78,1) 57 (67,9)

C 0,278

or N3o branca 7(21,9) 27 (32,1) '

<4,0 3(9,7) 16 (21,1)

PSA (ng/mL)? >4,0 e <10,0 14 (45,2) 38 (50,0) 0,180
>10,0 14 (45,2) 22 (28,9)
Normal 6 (20,0) 19 (23,2)

3 ’ ’

Toque retal Suspeito 24 (80,0) 63 (76,3) 0,721

Antecendente de Sim 18 (60,0) 35 (42,2) 0.093

cancer familiar?® Nao 12 (40,0) 48 (57,8) ’

c?nn:::zzenrzsaia Sim 10(34,5) 18(22,0) 0,182
> Pro N30 19 (65,5) 64 (78,0) '
familiar
<7 23 (71,9) 64 (76,2)

G de Gl 0,631
rau de Bieason >7 9(28,1) 20 (23,8) '
Estadi ; | 2(6,3) 5(6,0)

> achfra]i’:s” © I 29 (90,6) 72 (85,7) 0,613
/v 1(3,1) 7(8,3)
Risco de Baixo 3(9,4) 33 (39,3) 0.002
metdstase Intermediario/Alto 29 (90,6) 51 (60,7) ’
Prostatectomia
Trartiir:iezro radical 29 (90,6) 71 (84,5) 0,394
princip Radioterapia 3(9,4) 13 (15,5)
Margens Positivas 14 (48,3) 24 (33,8)
LoeT . 0,176
cirdrgicas Negativas 15 (51,7) 47 (66,2)
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Tabela 18 (continuagao) — Parametros clinico-patoldgicos de pacientes portadores de cancer
de proéstata relacionados com recidiva bioquimica de PSA (Hospital de Cancer de Barretos,

2006-2007).

Recidiva Bioquimica

Categorias Sim Nao p-valor
n (%) n (%)

Infiltragcdo Sim 10 (34,5) 19 (26,4) 0.416

Perineural’ N3o 19 (65,5) 53 (73,6) ’

1 2 casos sem informag3o.
29 casos sem informag3o.
34 casos sem informagdo.
43 casos sem informagéo.
55 casos sem informag3o.
616 casos sem informagdo.
715 casos sem informagao.

Foi feita regressao logistica para niveis séricos de PSA, antecedéncia de cancer familiar,
antecedéncia de cancer de prostata familiar, risco de metastase e situagdo de margens
cirargicas. Pacientes classificados no grupo de baixo risco para metastase tiveram 0,160 vezes
a chance de apresentar recidiva bioquimica, quando comparados com pacientes de risco
intermediario ou alto (Tabela 19). Os outros parametros ndao foram estatisticamente

significativos.

Tabela 19 — Razdo de chance (Odds Ratio) entre risco para metastase e recidiva bioquimica de

PSA.

I.C. 95% valor
Odds Ratio Inferior Superior P
Risco de Baixo 0,160 0,045 0,567 0,005
metdstase Intermedidrio/Alto 1 - - -
Constante 0,596 0,015

Para estimar a sobrevivéncia livre de recidiva bioquimica em relacdo a alguns
parametros clinicos e moleculares, utilizou-se o método Kaplan-Meier e o teste Log-Rank para
a analise comparativa das curvas de sobrevivéncia.

A cor ou a idade dos pacientes, ou se estes tiveram histdrico de cancer ou de cancer de
prostata familiar, ndo interferiu no tempo de recidiva bioquimica de cancer de préstata

(Tabela 20).
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Tabela 20 — Andlise de sobrevivéncia livre de recidiva bioquimica dos pacientes de cancer de
prostata, com relacdo a cor, idade e antecedéncia de cancer ou cancer de préstata familiar

(Hospital de Cancer de Barretos, 2006-2007).

Caterorias Recidiva Probabilidade de p-
g bioquimica sobrevida em anos (%) valor
1 3 5
Branca 81 25 93,8 82,6 53,2
cor N3o branca 33 7 970 878 535 282
<58 29 10 89,7 79,3 64,1
Idade >58 e <67 54 16 96,3 87,0 41,4 0,601
>67 31 6 96,8 83,5 78,6
Histérico de cancer Sim 53 18 90,6 81,1 32,0 0145
familiar N3o 58 12 98,3 87,8 76,3 !
Historico de cancer Sim 28 10 89,3 78,4 29,4 0209
de préstata familiar N3o 81 19 96,3 87,6 64,6 !

Os niveis séricos de PSA, toque retal suspeito, grau de Gleason, estadiamento clinico,
tratamento a que os pacientes foram submetidos, situacdo de margens cirurgicas e infiltracao
perineural ndao foram estatisticamente significativos em relagao a sobrevivéncia livre de
recidiva bioquimica. Somente risco de metastase teve significancia (p = 0,002), onde pacientes
classificados como risco intermedidrio ou alto risco tiveram sobrevivéncia livre de recidiva

bioguimica menor que pacientes classificados como baixo risco (Tabela 21).
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Tabela 21 — Andlise de sobrevivéncia livre de recidiva bioquimica dos pacientes de cancer de

prostata, com relagdo as caracteristicas clinicas (Hospital de Cancer de Barretos, 2006-2007).

. Recidiva Probabilidade de sobrevida p-
Categorias . .
bioquimica em anos (%) valor
1 3 5
4,0 19 3 100,0 89,5 -
PSA (ng/mL) >4,0 e £10,0 50 14 94,0 85,8 68,8 0,205
>10,0 36 14 91,7 77,8 19,0
Normal 25 6 100,0 87,7 52,2
Toque retal Suspeito 85 24 94,1 84,7 se1 78
<7 85 23 95,3 83,4 67,6
Grau de Gleason 57 29 9 93.1 86.2 i 0,553
| 6 2 83,3 83,3 -
Estadiamento clinico 1l 100 29 95,0 83,9 51,3 0,843
/v 8 1 100,0 - -
Baixo 35 3 100,0 94,2 89,7
Risco de metastase Intermediario/ 79 37 92,4 79,7 34,9 0,002
Alto
Prostatectomia 98 29 93,9 83,6 51,2
Tratamento Radioterapia 16 3 100,0 87,1 726 7%
S Positivas 37 14 91,9 81,1 31,3
Margens cirdrgicas Negativas 61 15 95,1 85,2 554 0070
Sim 28 10 89,3 75,0 -
Infiltracdo perineural N3do 71 19 95,8 87,3 53,3 0,242

A sobrevivéncia livre de recidiva bioquimica é igual para pacientes com expressido
positiva ou negativa para as proteinas ERG, PTEN e AR, bem como para a presenca do
transcrito da fusdo génica TMPRSS2:ERG, detectada por gRT-PCR (Tabela 22, Figuras 11, 12,
13 e 14).
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Tabela 22 - Andlise de sobrevivéncia livre de recidiva bioquimica dos pacientes de cancer de
prostata, com relagdo as expressdes das proteinas AR, PTEN ou ERG, ou a presenca do

transcrito da fusdo génica TMPRSS2:ERG (Hospital de Cancer de Barretos, 2006-2007).

Caterorias Recidiva Probabilidade de p-
g bioquimica sobrevida em anos (%) valor
1 3 5

Imunohistoquimica Positiva 53 18 92,5 81,1 58,2 0192
AR Negativa 42 10 92,9 88,1 48,1 !

Imunohistoquimica Positiva 21 4 95,2 85,7 80,0 0361
PTEN Negativa 74 25 93,2 82,4 46,5 !

Imunohistoquimica Positiva 52 15 96,2 84,3 47,0 0837
ERG Negativa 60 17 93,3 83,3 54,3 !

TMPRSS2:ERG Positiva 21 8 95,2 71,4 - 0398
(gRT-PCR) Negativa 24 8 95,8 87,5 40,8 !

As caracteristicas “historico de cancer familiar”, “risco de metastase”, “margens
cirargicas” e “imunohistoquimica de AR” foram incluidas na regressao de Cox, sendo que os
pacientes classificados como baixo risco para metastase apresentaram um risco relativo de
0,186 vezes a chance de recidiva bioquimica, quando comparados com pacientes classificados
em risco intermedidrio ou alto (p = 0,006). Os outros parametros ndo foram estatisticamente

significativos (Tabela 23).

Tabela 23 - Risco relativo (Hazard Ratio) entre risco de metastase e sobrevivéncia livre de

recidiva bioquimica.

I.C. 95% valor
Hazard Ratio Inferior Superior P
. Baixo 0,186 0,057 0,612 0,006
Risco de .
, Intermediario
metastase 1 - - -

/ Alto
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Figura 11 — Curva de sobrevida livre de recidiva bioquimica (estimado pelo método ndo
paramétrico de Kaplan-Meier) para pacientes com cancer de préstata cujos tumores

apresentaram marcagao positiva ou negativa para proteina ERG.
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Figura 12 — Curva de sobrevida livre de recidiva bioquimica (estimado pelo método ndo
paramétrico de Kaplan-Meier) para pacientes com cancer de préstata cujos tumores

apresentaram marcacdo positiva ou negativa para proteina PTEN.
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Figura 13 — Curva de sobrevida livre de recidiva bioquimica (estimado pelo método ndo
paramétrico de Kaplan-Meier) para pacientes com cancer de prostata cujos tumores

apresentaram marcagdo positiva ou negativa para proteina AR.



57

100
I_ —_ =i "MNegativo
| Positiva
==y —t+— MNegativo-censaored
e e s e _I Positivo-censored
=1
a0 e

ry |

& e

© |

o |

=

2 N

5 607 |

2 |

<L

o |

Q |

=

X |

= L e e e e -

= 404

]

| .
L

=]
w
20
0 T T T T T T
0 12 24 36 43 G0 72 G4

Tempo (meses)

Figura 14 — Curva de sobrevida livre de recidiva bioquimica (estimado pelo método ndo
paramétrico de Kaplan-Meier) para pacientes com cancer de prdstata cujos tumores

apresentaram amplificacdo na qRT-PCR para o transcrito da fusao génica TMPRSS2:ERG.

4.7 Associacdao conjunta entre a imunorreagdo das proteinas ERG, PTEN e AR e a

recidiva bioquimica

Para avaliar a relagdao multivariada entre a expressao das proteinas ERG, PTEN e AR, e a
recidiva bioquimica, foi feita uma analise de correspondéncia. Quanto mais préximos os
pontos estiverem da coordenada 0,0, ou mais afastados entre si, menor a relacdo existente
entre os marcadores. Quanto mais afastados desta coordenada e mais proximos entre si,
maior a relagdo entre eles.

Assim, nenhuma proteina teve relacdo com a outra, e nem com a recidiva bioquimica,
sendo, portanto, marcadores independentes da presenca ou auséncia uns dos outros (Figura

15).
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Figura 15 — Analise de correspondéncia entre as expressdes das proteinas ERG, PTEN e AR, e
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dessas proteinas. ERG_N, PTEN_N e AR_N: imunohistoquimica negativa para a expressao

dessas proteinas. Recidiva_S: recidiva bioquimica positiva. Recidia_N: recidiva bioquimica

negativa.
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5. DISCUSSAO

A possibilidade de previsdo de doenca agressiva € um dos mais importantes e
necessarios etapas no controle do cancer, e tal fato é especialmente aplicavel ao cancer de
prostata. Estes carcinomas exibem uma grande diversidade comportamental e, embora sua
classificacdo patoldgica seja um poderoso indicador dos aspectos da doenca, é pouco provavel
uma distingcdo precisa entre cancer prostatico indolente e agressivo com base somente em
varidveis clinicas e patoldgicas [20, 23, 25, 74, 75]. Neste aspecto, o cancer de préstata
representa uma oportunidade para se identificar e compreender caracteristicas moleculares
gue podem ser utilizadas para estratificar pacientes em subgrupos clinicos e realizar uma
melhor selegao de tratamento.

Progressos tem sido alcancados nos anos recentes ao se identificar alteragdes
gendmicas e epigenéticas em cancer prostatico localizado e avancado [75]. Quebras na dupla
fita de DNA podem ocorrer durante os processos de replicacdo ou transcricdo. A falta de
reparo adequado destas quebras pode resultar em rearranjos intra e intercromossémicos.
Grande parte dos tumores primarios de préstata possuem o rearranjo génico TMPRSS2:ERG,
o que resulta no controle da atividade do oncogene ERG pelo elemento responsivo a
andrégeno TMPRSS2 [22]. Estudos de perfil de expressdo desse gene sugerem que os tipos
tumorais que apresentam essa fusao representam um subconjunto que apresenta vias de
progressao especificas, com potenciais implicacdes progndsticas e terapéuticas [23].

Partindo de dados na literatura em relagdo a alta frequéncia desta fusdo génica em
tumores prostaticos e seu potencial valor progndstico, avaliou-se no presente estudo a
presenca da proteina ERG, bem como da fusdo TMPRSS2:ERG, em portadores de cancer
prostatico. A associacdo deste biomarcador com componentes de vias de sinalizacdo,
comumente comprometidas neste tipo de lesdo, também foi explorada. Optou-se pela
avaliagdo, individual e conjunta, de proteinas relacionadas com a progressdao tumoral
prostatica porque este cancer esta dentre os tumores mais heterogéneos, e é esperado que
para a predicdo da progressdo tumoral, um modelo multigénico seja mais aceito e confiavel
[75].

Na primeira etapa do presente estudo foi realizada a coleta de dados dos prontudrios
de pacientes portadores de cancer de prostata que adentraram o HCB entre os anos de 2006

e 2007. Esta minuciosa analise epidemioldgica permitiu caracterizar o grupo de pacientes
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selecionados para o estudo e segrega-los de diferentes formas. Parte destes dados foi
correlacionada com as analises imunohistoquimicas e moleculares propostas.

Desde a descoberta da fusdo TMPRSS2:ERG em cancer de prdéstata, varios estudos
tentaram relacionar sua presenga como progndstico a alguns fatores de risco, como grau de
Gleason, nivel de PSA, cancer de préstata metastatico ou morte especifica por este tipo
tumoral, apresentando resultados bastante divergentes [39, 43, 46, 76, 77].

Na caracterizagdao da amostra estudada, a idade média dos pacientes no inicio do
tratamento foi de 62,9 anos (D.P. = 6,99), faixa etdria que corrobora com dados
epidemioldgicos descritos para diferentes amostras populacionais ja analisadas [48, 69, 78].
Cerca de 60% da amostra foi classificada no grupo de risco intermedidrio para metastase, mas
ndo houve relacdo entre idade ou grupo de risco com a expressao da proteina ERG. Schaefer
e colaboradores, num estudo recente, encontraram relagao entre a presenga da proteina ERG
e pacientes com idade menor que 55 anos (p < 0,0001), mas ndo com grupo de risco para
metastase, seguindo a mesma classificagcdo proposta por D’Amico [45, 70].

A frequéncia de individuos que afirmou na anamnese ter algum parente que teve cancer
(47,0%) foi bastante representativa. Embora, a fusdo génica TMPRSS2:ERG, aparentemente,
ndo tenha sido relacionada a pré-disposicdo genética, uma avaliacdo mais detalhada destes
pacientes e seus familiares podera trazer mais informacgGes sobre a origem destes rearranjos.

Quanto ao potencial de agressividade tumoral, os resultados encontrados por este
trabalho ndo demonstraram relacdo entre a presenca da proteina ERG e o estadio clinico,
concordando com outros estudos [39, 79, 80]. Foi encontrada uma tendéncia dos pacientes a
apresentarem imunorreacdo positiva para ERG quando o nivel de PSA foi menor que 4,0ng/mL
(p=0,051), assim como demonstrado anteriormente por outros pesquisadores [45, 81]. Sun e
colaboradores concluiram, a partir de modelo celular e animal, que a superexpressdo da
proteina ERG aumenta a regulagao do oncogene c-MYC. Este evento ocorre porque ERG é
capaz de interagir fisicamente com elementos de ligacdo a ETS dentro da regido promotora
do oncogene. A regulacdo positiva de c-MYC bloqueia a expressdo de genes associados a
diferenciagdo de células prostaticas, como MSMB, SLC45A3 e PSA, alterando o programa de
diferenciacdo do epitélio. Tal evento talvez possa explicar o fato da expressdo de ERG estar
associada com niveis mais baixos desta ultima proteina [82]. Estudos anteriores relataram
relacdo da fusdao génica TMPRSS2:ERG com menor ou com maior grau de Gleason [83, 84].

Neste trabalho, ndo houve relagdo entre essa categoria e a imunorreagcdo de ERG,
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corroborando com outros estudos que também ndo encontraram esse tipo de associagao. [77,
80].

Apesar da presenca da fusdao génica em questdo ja ter sido relacionada com recidiva
bioquimica [26, 34, 58, 85], neste estudo, ndo foi encontrada nenhuma relagcdo entre essas
duas caracteristicas, corroborando com outros estudos e com uma metanalise [77, 80, 81].

A ndo relacdo entre grau de Gleason, estadiamento clinico ou recidiva bioquimica e a
expressao de ERG e, ainda, sua relacdo com niveis mais baixos de PSA sérico, podem ser sinais
de que a presenca ou auséncia da fusdo TMPRSS2:ERG talvez ndo seja um preditor forte de
prognostico para cancer de prdstata. Entretanto, seu papel na patogénese e progressdo desta
neoplasia ainda estd comecando a ser estudada [81].

Alguns trabalhos demonstraram que existe concordancia entre a expressdo da proteina
ERG e a presencga da fusdao génica TMPRSS2:ERG, mostrando uma correlagao de 87-96% [48-
50, 86]. Neste estudo, foram encontradas 45,8% de imunorreacGes positivas para a proteina
ERG, estando esta frequéncia de superexpressao acordada com a literatura [44, 87, 88].

Na deteccdo da fusdo génica TMPRSS2:ERG, a imunohistoquimica teve sensibilidade de
81,0% e especificidade de 83,3%, sendo que na analise de curva ROC obteve-se uma darea
abaixo da curva de 0,821 (p<0,001). Chaux e colaboradores validaram a imunohistoquimica
para ERG por FISH, encontrando sensibilidade e especificidade de 86% e 89%,
respectivamente, e uma area abaixo da curva ROC de 0,87 (p<0,00001) [49]. Esses resultados
reforcam o fato de que a fusdo génica TMPRSS2:ERG é recorrente em cancer prostatico,
levando a superexpressdo da proteina ERG como produto desta fusdo, sendo o mais frequente
oncogene em neoplasia prostatica [22].

A associacdao da fusdo TMPRSS2:ERG com outras alteracdes genOmicas em cancer
prostatico parece envolver delecbes de regiGes cromossomais onde se encontram os genes
PTEN e p53 [59]. Dessa forma, juntamente com a presenca da fusao génica TMPRSS2:ERG, a
perda de funcdo do gene PTEN estd entre as alteragGes mais recorrentes em cancer de
préstata [57, 89]. Estudos mostram que a perda da expressdo da proteina PTEN, detectada
por imunohistoquimica, foi bem correlacionada, ainda que nao perfeitamente, com a perda
de um ou ambos os alelos de PTEN, determinada por FISH, sendo capaz de detectar 75% a
86% dos casos com delecdo genbmica [65].

Apesar deste trabalho ter encontrado uma frequéncia elevada de casos considerados

negativos na imunorreacdo para a proteina PTEN (77,3%), ndo houve relagdo estatisticamente
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significativa com nenhuma caracteristica clinica avaliada. Na analise de sobrevivéncia, ndo
houve diferenca entre o tempo de recidiva bioquimica entre os pacientes que expressaram e
0s que ndo expressaram a proteina PTEN. Alguns autores relacionaram, através de andlise de
Kaplan-Meier, a imunorreacdo negativa para a proteina PTEN com a diminui¢cdo no tempo
para metastase, mas na andlise multivariada de Cox, ndo foi encontrada relagdo entre a perda
da expressdao da proteina e qualquer parametro clinico [65]. Em outro trabalho, a
imunorreagdo negativa para PTEN foi considerada fator progndstico negativo para sobrevida
livre de progressao [90]

Como o cancer de prostata surge apds anos do pico nos niveis androgénicos, isso indica
gue a exposicdo hormonal por longo periodo pode ser necessaria para o desenvolvimento do
cancer. Essa relacdo também parece estar associada com o surgimento da fusdo génica.
Alguns estudos propuseram haver sinergia entre AR e TMPRSS2:ERG para promover o
desenvolvimento de adenocarcinoma invasivo, ja que a transcricio do gene TMPRSS2 é
dependente de andrégeno [39, 91]. Em contrapartida, também foi descrito que a proteina
ERG interrompe a sinalizacdo de AR, inibindo sua expressao [92].

Em tumores que recidivam apds terapia de privagdo androgénica, o AR também
desempenha importante papel no desenvolvimento do cdncer prostatico e suas funcdes
transcricionais sdo parcial ou amplamente restauradas [93]. Em um estudo, recente Chen e
colaboradores conseguiram demonstrar que tanto em humanos como em modelo animal
guando ha associacdo de perda de PTEN e expressdo de ERG, as células tumorais apresentam
parcial restauragao da sinalizagdao por AR [94]. A transcricdo de AR é dependente de
andrégenos e estimulada por AKT. Em situacOes de privagdo desse hormonio, a célula pode
transcrever AR devido a presencga de AKT fosforilado, como via alternativa para a manutengao
da sobrevivéncia celular. A delecdo de PTEN leva a ativacdo constante de AKT, podendo ser
uma explicagao para a sobrevivéncia de células tumorais horménio refratarias [95, 96].

Apesar das correlagbes descritas na literatura entre esses biomarcadores, este estudo
encontrou que as presencas das proteinas ERG, PTEN e AR sdo independentes entre si, ou
seja, a expressao ou ndo expressao de uma nao depende da expressao ou ndo expressao de
outra.

Embora ainda haja controvérsias, a associacdo de rearranjo génico com a
carcinogénese prostatica tem gerado uma grande quantidade de informacdes a respeito da

biologia tumoral. Entretanto, o impacto clinico desta alteragao gen6mica ainda esta sendo
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desvendado, o que torna evidente a importancia de estudos de coortes compostas por
diferentes amostras populacionais. Adicionalmente, um estudo de microarray de linhagens de
células revelou que mais de 2000 genes ficam desregulados quando existe alta atividade de
ERG [97].

Os resultados encontrados neste trabalho indicam que os pacientes selecionados para
o presente estudo sdo adequados para analises referentes a expressao imunohistoquimica de
ERG, bem como para a fusdao génica TMPRSS2:ERG. Permitem também inferir que a via
carcinogénica prostatica associada a alteracdo na regulacdo do fator de transcricdo ERG estd
presente de forma frequente entre individuos diagnosticados com céncer prostatico. Ainda
ndo hd um biomarcador altamente especifico para diagndstico precoce do cancer de préstata
e tal constatacao, justifica o grande numero de pesquisa neste campo, na atualidade [98].

A presenga da proteina ERG como progndstico a alguns fatores de risco ainda
permanece divergente, mas sua frequéncia, especificidade e recorréncia em CAP fazem com
gue emerja como uma potencial ferramenta adjuvante no diagndstico desta neoplasia. Neste
contexto, a aplicacdo de ensaios envolvendo fusdo génica parece promissora, podendo

contribuir ao se somar com os ja conhecidos marcadores rotineiros, ou seja, PSA e PCA3.
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6. CONCLUSOES

- A frequéncia encontrada de imunorreacdes positivas para ERG corrobora o fato de se
tratar de uma oncoproteina comum em cancer de prostata. Pacientes com niveis baixos de
PSA sérico tiveram mais chance de apresentar positividade na imunorreacdo para ERG. A
elevada porcentagem de pacientes com perda de expressao proteica de PTEN infere uma

possivel perda da funcdo ou dele¢do do gene PTEN.

- Aimunohistoquimica foi eficiente para detectar a presenga da fusdo génica através da

expressao proteica de ERG, fato validado por qRT-PCR.

- Ndo houve diferenca nem nos indices de recidiva bioquimica, nem no tempo do
diagnostico de cancer de prostata até a recidiva bioquimica, entre pacientes com

imunorreacdes positivas ou negativas para a proteina ERG.

- A expressdo das proteinas ERG, PTEN e AR ndo interferiram nas expressées umas das

outras.
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ANEXO A

MU Comité de Etica em Pesquisa
BARRET;} CEP
~@

Para: Silvana Gisele Pegorin de Campos

De: Dr. Renato José Affonso Junior
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

Data: 05/01/2011

Projeto de Pesquisa: 425/2010

Prezado (a) Senhor (a),

Vimos, por meio desta, informar que o Comité de Etica em Pesquisa da Fundagao
Pio XIl — Hospital de Cancer de Barretos analisou em reunido ordinaria de 20/12/2010 o
projeto de pesquisa 425/2010 “Avaliacdo da super-expressido das proteinas
TMPRSS2 e ERG e a fusdo génica TMPRSS2:ERG em portadpres de cancer

prostatico”, decidindo que o mesmo encontra-se:

“Aprovado”

Solicitamos, que sejam encaminhados ao CEP, relatérios 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 informagdes sobre a seguranga
do estudo a fim de se fazer o devido acompanhamento.

Atenciosamente, G

Dr. Renato José Affonso Junior
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Hospital de Céncer de Barretos
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ANEXO B
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Ficha de coleta utilizada para coletar dados de pacientes com cancer de prostata do Hospital

de Cancer de Barretos — Fundacdo Pio XlI, no periodo de 2006-2007.

FICHA DE COLETA DE DADOS - Projeto TMPRSS2:ERG em CAP
Identificagdo
1 1
Nome
2 2
Registro hospitalar
3 3
Data de nascimento
4 4
DD/MM/AAAA
Data da primeira consulta no Hospital
5 5
DD/MM/AAAA
Cidade
6 6
Estado
7 7
Estado Civil
8 8
1- Solteiro; 2- Casado / Unido estavel; 3- Divorciado / Separado; 4- Vilvo; 99- Ignorado
Cor
9 9
1- Branca; 2- Negra; 3- Parda; 4- Amarela; 99- ignorado
Escolaridade
10 1- Analfabeto; 2- Fundamental incompleto; 3- Fundamental completo; 4- Médio incompleto; | 10
5- Médio completo; 6- Superior incompleto; 7- Superior completo; 99- Ignorado
Toque retal
11 11
0- Normal; 1- Suspeito; 2- N3o realizado; 99- Ignorado
PSA pregresso
12 12
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Valor de PSA pregresso (origem)
13 13
9999- Ignorado
Antecedente de cancer familiar
14 14
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Antecedente de cancer préstata familiar
15 15
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Histéria clinica de cancer
16 16
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
17 | Valor do PSA total (HCB) 17
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FICHA DE COLETA DE DADOS - Projeto TMPRSS2:ERG em CAP

9999- Ignorado

Valor do PSA livre (HCB)

18 18
0- Ndo realizado; 9999- Ignorado
Ultrassonografia trans-retal — volume prostatico
19 19
0- N3o realizado cm?
Ressonancia magnética — volume prostatico
20 20
0- N3o realizado cmd
Cintilografia dssea
21 21
0- Negativo; 1- Positivo; 2- Ndo realizada
Data da 1 2bidpsia
22 22
DD/MM/AAAA
Necessidade de estudo imuno-histoquimico para diagndstico do tumor
23 23
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Achado principal - bidpsias
1- Hiperplasia; 2- Prostatitecrdnica; 3- PIN; 4- Adenocarcinoma acinar; 5- Hiperplasia atipica
24 24
de pequenos acinos; 6- Atrofia; 7- Outro, qual? ; 88- N3o realizado; 99-
Ignorado
Numero de biopsias necessarias para o diagndstico
25 25
999- Ignorado
Necessidade de bidpsia de zona transicional
26 26
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Zona transicional positiva
27 27
0- Ndo; 1- Sim; 888- Ndo realizada; 999- Ignorado
Ndmero de fragmentos da primeira bidpsia
28 28
888- Nao realizado; 999- Ignorado
Numero de fragmentos da segunda bidpsia
29 29
888- Nio realizado; 999- Ignorado
Numero de fragmentos da terceira bidpsia
30 30
888- Nao realizado; 999- Ignorado
Ndmero de fragmentos da quarta bidpsia
31 31
888- Nio realizado; 999- Ignorado
Numero de fragmentos da quinta bidpsia
32 32
888- Ndo realizado; 99- Ignorado
Ndmero total de fragmentos para o diagndstico
33 33
88- Nao realizado; 99- Ignorado
Ndmero total de fragmentos positivos (tltima bidpsia +)
34 34
88- Ndo realizado; 99- Ignorado
Percentagem fragmento positivo
35 35
(%) 888- Ndo realizado; 999- Ignorado
36 | Data da bidpsia diagndstica 36
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FICHA DE COLETA DE DADOS - Projeto TMPRSS2:ERG em CAP

DD/MM/AAAA
Gleason total (bidpsia)
37 37
888- Sem bidpsia / sem tumor; 999-Ignorado
Gleason apds prostatectomia
38 38
888- nao foi realizada prostatectomia; 999-Ignorado
Localizacdo tumoral — Apice direito
39 39
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Localizacdo tumoral — Apice esquerdo
40 40
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Localizagdo tumoral — Ter¢co médio direito
41 41
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Localizagdo tumoral — Ter¢o médio esquerdo
42 42
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Localizagdo tumoral — Base direita
43 43
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Localizagdo tumoral — Base esquerda
44 44
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Margens positivas
45 45
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Transposigdo capsular
46 46
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Invasdo de vesiculas seminais
47 47
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Infiltragdo neural
48 48
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Invasdo angiolinfatica
49 49
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Estadiamento cT
50 50
1- 1a/1b/1c; 2- 2a/2b; 3- 3a/3b/3c; 4- 4a/ 4b; 5- x; 99- Ignorado
Estadiamento cN
51 51
0- 0; 1- 1; 2- 2; 3- 3; 4- x; 99- Ignorado
Estadiamento cM
52 52
0- 0; 1- 1a; 2- 1b; 3- 1c; 4- x; 99- Ignorado
Estadiamento clinico
53 53
1-1; 2-1I; 3- 1Il; 4- IV; 99- Ignorado
Radioterapia
54 54
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Data de radioterapia
55 55
DD/MM/AAAA
56 | Prostatectomia Radical 56
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FICHA DE COLETA DE DADOS - Projeto TMPRSS2:ERG em CAP

0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado

Data de prostatectomia radical

57 57
DD/MM/AAAA
Orquiectomia
58 58
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Data de orquiectomia
59 59
DD/MM/AAAA
Hormonioterapia
60 60
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Data de hormonioterapia
61 61
DD/MM/AAAA
Quimioterapia
62 62
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Data da Quimioterapia
63 63
DD/MM/AAAA
Linfadenectomia
64 64
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
Valor do PSA total - 1
65 65
9999- Ignorado
Datado PSA-1
66 66
DD/MM/AAAA
Valor do PSA total - 2
67 67
9999- Ignorado
Data do PSA -2
68 68
DD/MM/AAAA
Valor do PSA total - 3
69 69
9999- Ignorado
Datado PSA-3
70 70
DD/MM/AAAA
Valor do PSA total - 4
71 71
9999- Ignorado
Data do PSA - 4
72 72
DD/MM/AAAA
Valor do PSA total - 5
73 73
9999- Ignorado
Data do PSA-5
74 74
DD/MM/AAAA
Valor do PSA total - 6
75 75
9999- Ignorado
76 | DatadoPSA-6 76
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FICHA DE COLETA DE DADOS - Projeto TMPRSS2:ERG em CAP

DD/MM/AAAA
Valor do PSA total -7
77 77
9999- Ignorado
Data do PSA -7
78 78
DD/MM/AAAA
Valor do PSA total -8
79 79
9999- Ignorado
Data do PSA - 8
80 80
DD/MM/AAAA
Valor do PSA total -9
81 81
9999- Ignorado
Data do PSA -9
82 82
DD/MM/AAAA
Valor do PSA total -10
83 83
9999- Ignorado
Data do PSA - 10
84 84
DD/MM/AAAA
Valor do PSA total -11
85 85
9999- Ignorado
Datado PSA-11
86 86
DD/MM/AAAA
Valor do PSA total -12
87 87
9999- Ignorado
Data do PSA-12
88 88
DD/MM/AAAA
Valor do PSA total -13
89 89
9999- Ignorado
Data do PSA-13
90 90
DD/MM/AAAA
Valor do PSA total -14
91 91
9999- Ignorado
Data do PSA - 14
92 92
DD/MM/AAAA
Valor do PSA total -15
93 93
9999- Ignorado
Data do PSA - 15
94 94
DD/MM/AAAA
Estado atual da paciente
95 1- Vivo sem doenga; 2- Vivo com doenga 3- Tratamento fora; | 95

4- Obito por CA; 5- Obito por outra causa; 99- Ignorado
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FICHA DE COLETA DE DADOS - Projeto TMPRSS2:ERG em CAP

Perda de seguimento

96 0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado | 96
Data da ultima informagdo
97 97
DD/MM/AAAA
Data do levantamento
98 98
DD/MM/AAAA
Levantamento realizado por:
99 99




Sample 1 Samphe 2 Sample 3
RIM: 2.40 RIN: Z.40 RIN: 2.40
Fu Fuj [Fuj
1
5 5 3
[ [ _ a .
T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 200 1000 4000 ] 25200 W0l 4000 ] 2% M0 100 4000 [nt]
Sample 4 Samphe 5 Sample &
RINM: 2.40 RIN: 240 RIN: 1.90
FU] U [Fu
5 5
] ] 0
T T T T T 7T T T T T T T T T T T 1
00 1000 4000 [nt] 25000 1000 4000 [ni] M0 1000 4000 [nt]
Sample 7 Sample & Sample 9
RIN: 2.40 RIN: 2.40 RIN: 2.40
FU FU] [Fu
|
5 5 ]
i i n i
T T T T 1 | I T T T T 1 T
15 200 1000 4000 [nt] 5 300 1000 4000 [nit] 35 B0 1000 4000 [nit]
Sample 10 Samphe 11 Sample 12
RIM: 1.90 RIN: 2.20 RIN: 1.20
FU U] [Fu
|
5 5 5
i} B 1] 1]
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35 M0 1000 4000 [nt] 35 00 1000 4000 [nit] 35 R0 1000 4000 [nit]
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Eletroferogramas da analise da qualidade de RNA, feita em Bioanalyzer 2100 (Agilent

Technologies), com os respectivos nimeros de integridade do RNA (RIN).
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artigo cientifico.
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Dear Dr Campos,
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