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RESUMO

Introducdo: O cancer de préstata (CaP) € o tumor solido ndo cutaneo mais
comum do homem em paises ocidentais. O prognéstico € feito pela dosagem
do PSA, estadio e escore de Gleason, porém, nenhum destes fatores classicos,
mesmo quando avaliados em conjunto, apresentam bom desempenho na
determinacdo progndstica, por isso marcadores moleculares estdo sendo
estudados. Alteracbes citogenéticas, representadas por ganhos e delecdes
cromossOmicas, sdo caracteristicas da oncogénese e potencialmente podem
ser empregadas como marcador de prognéstico. Objetivos: O estudo teve
como objetivo principal identificar as alteracdes citogenéticas de aneuploidia nos
cromossomos 3, 7, 17 e locus 9p21 pela técnica de FISH no CaP localizado
submetido a prostatectomia radical. Como objetivo secundario correlacionamos
as alteracGes encontradas com a recidiva bioquimica apds tratamento cirargico e
com os fatores prognosticos classicos do adenocarcinoma de prostata.
Metodologia: Para este estudo caso controle foram analisados 112 pacientes
com diagnéstico de CaP clinicamente localizado submetidos & prostatectomia
radical com seguimento pds operatdrio superior a dez anos. As amostras do
tumor primario de cada paciente foram disponibilizadas em matriz de
microarranjo tecidual e as altera¢cdes citogenéticas foram avaliadas através da
técnica de FISH. Resultados: Dos pacientes avaliados para o l6cus 9p21,
6,4% apresentaram perdas de um dos dois alelos. Em relacdo aos resultados
obtidos para os cromossomos 3, 7 e 17 encontramos delecdo de um dos alelos
em 2,3; 1,2 e 1,8% dos casos respectivamente. Ndo observamos associacao
entre aneuploidia desses cromossomos com o0 escore de Gleason, estadio
patoldgico, nivel sérico de PSA ou grupo de risco. Observamos que a perda do
locus 9p21 esteve associado a menor tempo para recidiva (p 0,038).
Conclusdes: Encontramos baixa ocorréncia de aneuploidia detectadas pelas
sondas CEP 3, 7 e 17 e LSI 9p em nossa série de tumor. Observamos que a
perda do locus 9p21 esteve associado a pior progndéstico no CaP localizado

tratado com cirurgia.

Palavras chaves: Cancer de Prostata; Citogenética; FISH; Tissue Microarray;

l6cus 9p21.



ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is the most common non-skin solid tumor in man in
western countries. The prognosis is defined by the measurement of PSA, stage
and Gleason score, however, none of these factors classics, even when
combined, show good performance in prognosis definition, therefore molecular
markers are being studied. Cytogenetic abnormalities, represented by
chromosomal deletions and gains, are characteristic of oncogenesis and
potentially can be used as a prognostic marker. Objectives: The study aimed to
identify the cytogenetic alterations of aneuploidy in chromosomes 3, 7, 17 and
9p21 locus by FISH technique located in PCa underwent radical prostatectomy.
As a secondary objective correlate the changes found with biochemical
recurrence after surgical treatment and the classical prognostic factors of
prostate adenocarcinoma. Methodology: For this case-control study 112
patients with clinically localized PCa who underwent radical prostatectomy were
followed up postoperatively than ten years were analyzed. Samples of the
primary tumor of each patient were available for tissue microarray matrix and
cytogenetic changes were assessed by FISH technique. Results: Among the
patients for the 9p21 locus, 6.4 % had lost one of the two alleles. In relation to
the results obtained for chromosomes 3, 7 and 17 find deletion of one allele of
2.3, 1.2 and 1.8% of the cases respectively. No association between aneuploidy
of these chromosomes with the Gleason score, pathological stage, serum PSA
level or risk group . We observed that the loss of the 9p21 locus was associated
with shorter time to recurrence (p 0.038 ). Conclusions: We found a low
occurrence of aneuploidy detected by probes CEP 3, 7 and 17 and LSI 9p in
our series of tumors. We observed that the loss of the 9p21 locus was

associated with worse prognosis in CaP located treated with surgery.

Keywords: Prostate Cancer; Cytogenetics; FISH; Tissue Microarray, locus
9p21.



LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Representacdo gréfica da graduacao histoldgica de Gleason (cedida
Lo L g I (= S 1Y RSP 15
Figura 2. Organograma da relacéo dos pacientes e elaboracdo da pesquisa .22

Figura 3. Lamina de TMA contendo 112 casos de CaP (Imagem do arquivo
LS ESTST0 = L) RSP 23

Figura 4. Bloco receptor do TMA contendo os cilindros com as amostras do
tecido a ser estudado (cedido por Leite KRM)...........oovvvuiiiiiiiiiiieeee e, 24

Figura 5. Demonstracao da técnica de Hibridacao in situ (cedido por Leite
Figura 6. FISH normal e anormal utilizando o kit UroVysion: CEP 7 (verde), 3
(vermelho), 17 (azul); LSI 9p21 (amarelo). A — normal; B — FISH célula

polissomica (cedido por Leite KRM).......cccuuiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee e 26

Figura 7. Célula anormal hemizigética hibridizada com o kit UroVysion: sonda
amarela representa a LS| 9p21 (cedido por Leite KRM)........cooeeeeeiiiiiiiiiiiininnn, 27

Figura 8. FISH com o emprego da sonda LSI para identificacdo do locus

Figura 11. Tempo de sobrevida médio de acordo com a perda de sinal de pelo
MENOS UMA AAS SONUAS......uiiiiiiiiieeeeieee it e e e e e e e e e e e e e eeees 36



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Exemplificacdo dos critérios para estratificacdo de risco de D’Amico.

Tabela 2. Dados clinicos e demograficos do estudo caso controle de acordo

com a recorréncia ou N80 do tumor apOS CirUIgia..........ueueeeerieeeeeeeeeeereeeeeeennenns 31

Tabela 3. Caracteristicas clinica e anatomo patolégicas dos pacientes com
(LT (o F= o L= TR o TSRS 32

Tabela 4. Caracteristicas clinicas e anatomo patolégicas dos pacientes que
tiveram perda dos CromoSSOMOS 3, 7 € L17...ccoeeuuiuiuiiiiiiiiieee e 33

Tabela 5. Relacdo dos pacientes com alteracées nos cromossomos 3, 7el7 e
[OCUS OP2L ..ttt e e e e ettt e e e e e s et e e e e e e e nnnbre e e e e e 33

Tabela 6. Correlacdo entre os fatores classicos de prognéstico do CaP e

alteraCcies CitOGENELICAS ........ccevviviiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e 34

Tabela 7. Correlagéo entre recidiva bioguimica e perda nos cromossomos 3, 7
€ 17 € 1OCUS OP2L......oeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e ————- 35



LISTA DE ABREVIATURAS

CaP — Cancer de Prostata

PSA — Antigeno Especifico Prostatico

FISH — Hibridizag&o in situ por Fluorescéncia

PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase

DNA — Acido desoxirribonucléico

TMA — Tissue Microarray

TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TNM —  Sistema de estadiamento Tumor, Nodulo e Metastase

IH - Imunohistoquimica

CEP 3 - Sonda de Numeragdo Cromossomica 3 Spectrum Red (vermelha)
CEP 7 — Sonda de Numeragao Cromossdmica 7 spectrum Green (verde)
CEP 17 - Sonda de Numeracédo Cromossomica 17 Spectrum Aqua(azul)

LSI - Sonda Indicadora Locus-especifica



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt e,
1.1, CANncer de ProStata ..........ccuveeiieeiiiiiiiiiee e e e e e
1.2.  Fatores PrognOStiCOS .......ccooveuimiiiiiiiiiiiiiieeeee e e e e e e es s
1.3. Alterac@es citogenéticas nas neoplasias e a hibridacao “in

Situ” por fluOreSCENCIA .........coevvveeiiicee e,

2. OBJIETIVOS ...ttt eeee
2.1.  ODbjetivo PIrIMANIO ........oeiiiiiiiiiiiie e
2.2.  ODbjetivo SECUNTANIO ........cvveiiieeiiiiiiieee e

3. CASUISTICA E METODOS ....c.coviviiiviieieieeiee et
3.1.  Pacientes € AMOSIIAS ......ccceevvurrurrmmiiiiiaeeeeeee e e eeeeeeeeeeeneenennens
3.2.  “Tissue microarray” (TMA) ......oooumriiiiiiieeee e

3.2.1. Descricao da selecao dos pacientes para a confec¢ao
dos blocos de parafina ...
3.3. Hibridagao “in situ” com Fluorescéncia (FISH) .......................
3.4. Metodologia da FISH..........ccccuviiiiiiiiiiie
3.4.1. Pré-tratamentO........cceeeeeeeeeiieiii e e e e
3.4.2. Hibridag80.......cceoviiiiiieee e
3.4.3. LAVAgEIM.. oo
3.4.4. Analise dOS teCIdOS........ccceeeeeiieiiicieeir e e e
3.5.  CAlculo AMOSLral ........ccooeiiiiiiiieeeee e

A, RESULTADOS ...ooooiiieieeeeeeeee e e et n e e
5. DISCUSSAOQ ..ottt eaneaeae e,
6. CONCLUSOES .....cooiiieeiieeeeeeeeeee ettt e,

REFERENCIAS ...ttt ae s e

APENDICES ..ottt ettt ettt e etennenee e,

ANEXOS . s



12

INTRODUCAO

1.1. Cancer de Préstata

O Cancer de Prostata (CaP) € o tumor ndo cutaneo mais frequente e a
segunda causa de 0Obito por cancer em homens no Brasil (Srougi et al. 2010);
estatisticamente encontra-se atras apenas do cancer de pele ndo-melanoma
(Baroni et al. 2009). No Brasil, o CaP representa um problema de salde de
grande relevancia, tendo causado 12.274 6bitos estimados 60.180 novos casos
para 2012 (INCA. 2012). Nos Estados Unidos, foram previstos 241.740 novos
casos de CaP em 2012, sendo observado cura clinica em aproximadamente
90% destes homens (Lucas et al. 2012).

Em valores absolutos, € o sexto tipo mais comum no mundo e o mais
prevalente em homens (Paiva et al. 2011). Os casos esperados de CaP
representam 15,3% de todos os canceres em homens. A incidéncia apresenta
variacdes regionais e raciais, provavelmente, devido a condi¢cdes genéticas e
alimentares distintas entre 0os grupos, sendo em média seis vezes maior em
paises desenvolvidos quando comparado aos paises em desenvolvimento
(Nelson et al. 2002; Paiva et al. 2011).

A idade, o estilo de vida e a hereditariedade séo os principais fatores de
risco para esta neoplasia. Estudos mostram que a existéncia do tumor em
individuos com menos de 40 anos é excecado; ocorrendo aumento de incidéncia
apos os 50 anos de idade (Giovannucci et al. 2007). O consumo energético
elevado e a maior ingestdo de carne vermelha e gordura animal tem sido
também relacionado a maior probabilidade de desenvolvimento do CaP
(Gomes et al. 2008).

A presenca de antecedente familiar € um fator de risco para o CaP; pai
ou irmao com tumor aumenta o risco individual em 3 a 10 vezes, quando
comparado a populacdo geral (Crawford. 2003). No entanto, apenas cerca de
10-15% dos tumores de préstata diagnosticados sao considerados hereditarios,
0S quais se caracterizam por diagndstico em idade mais precoce, quando

comparados aos tumores esporadicos (Roehl et al. 2006).
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Com o advento do Antigeno Especifico Prostatico (PSA) e dos
programas de rastreamento para diagndstico precoce, houve uma mudanca no
estadio em que estes tumores eram diagnosticados, sendo atualmente mais
frequentes os casos de tumor Orgao confinado, passiveis de cura com o
tratamento cirdrgico ou radioterapico, em contraposi¢cdo a preponderancia, no
passado, de tumores localmente avancados (Gomes et al. 2008).

Apesar da evolucdo dos métodos diagndsticos e, consequentemente, do
aumento da deteccao precoce (Carter et al. 1999), ainda resta para o urologista
o desafio da definicdo exata do comportamento biolégico do CaP, que é
amplamente variavel. O comportamento heterogéneo do CaP é exemplificado
pela histéria natural incerta; enquanto alguns tém evolucéo indolente (30%) e
nao necessitam de tratamento, outros apresentam doenca agressiva (20%),
com progressdo independente da forma de tratamento adotado. Esta
variabilidade de apresentacédo do CaP denota a importancia da caracterizacéo
progndéstica para a tomada de decisdes em pacientes portadores deste tumor
(Pontes-Junior et al. 2013).

Parametros como estadio clinico e patoldgico, o escore de Gleason e 0s
niveis séricos de PSA sdo convencionalmente utilizados como marcadores de
progndésticos em pacientes com CaP. Porém tais fatores, embora ainda uteis na
pratica clinica, ndo sdo considerados bons preditores de prognostico por
apresentarem desempenho aquém do desejado, especialmente nos tumores
de grau intermediario (Leite et al. 2005; Migowski et al. 2010; Nogueira et al.
2009).

A prostatectomia radical e a radioterapia sdo as opc¢des para o
tratamento curativo dos tumores localizados, entretanto até 25% dos pacientes
apresentam recidiva bioquimica apés o tratamento. A recorréncia tumoral pode
decorrer de excisdo local incompleta, do sub-estadio clinico, do crescimento de
micrometastases pré existentes ou mesmo da maior agressividade tumoral
(Potters et al. 2004).

E sabido que as chances de cura, um dos principais objetivos da
terapéutica, sdo reduzidas na recidiva do CaP apds o tratamento local.
Portanto, a identificacdo de pacientes com pior prognéstico é fundamental para
a pratica uroldgica, especialmente para determinar a necessidade de

tratamentos adicionais. Postula-se que a identificacdo prévia dos pacientes
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com maior potencial de recorréncia possibilitaria a indicagdo de tratamento
adjuvante precoce, com consequente melhora do resultado do tratamento
(Nogueira et al. 2009; Potters et al. 2004).

1.2. Fatores prognésticos

Os principais indicadores prognosticos no CaP sao o escore de Gleason,
0s niveis absolutos e a cinética do PSA e o estadio clinico. O PSA é uma
protease produzida no acino prostatico cuja funcao € a liquefacdo do sémen,
atuando assim no processo de fecundacdo. Trata-se de um marcador clinico
para o tumor de prostata, o qual cursa com niveis elevados de PSA, e estes
niveis também se correlacionam com maior estadio tumoral, escore de Gleason
e pior prognostico (Martins et al. 2003; Sun et al. 2001; Graefen et al. 2002).

Maior probabilidade de cura com a prostatectomia radical é observada
em pacientes com niveis de PSA abaixo de 10ng/mL, porém, o emprego
isolado do PSA pré-operatério para estadio e, consequentemente, para
definicAo da estratégia terapéutica, ainda € controverso, visto ndo ser um
marcador especifico do CaP. Outras patologias prostaticas como prostatite e
hiperplasia benigna também podem causar elevacdo do PSA (D"Amico et al,
1998; Pontes-Junior et al. 2013).

O estadio clinico € um dos fatores de prognéstico no CaP, porém a
predicdo pré-operatodria do estadio € limitada, pois os exames de imagem como
ultrassom, tomografia computadorizada e ressonancia magnética, comumente
subestimam a extenséo extracapsular do tumor (Moul et al. 2002).

O grau de diferenciagdo histoldgica tumoral € estabelecido pela
determinacdo do escore de Gleason que tem habilidade preditiva de
agressividade da neoplasia. Resultados de estudo de metandlise mostram que,
a cada ano, 13% dos tumores de alto grau desenvolvem metastase 6ssea apds
tratamento local, enquanto somente 2% dos de baixo grau o fazem (Stamey, et
al. 1999; Pcri. 2001).

O escore de Gleason é dado pela soma dos dois padrdes tumorais mais
representativos da neoplasia logo o escore de Gleason vai variar de 2 a 10

(Cambruzzi et al. 2010). Sua classificacao considera a arquitetura glandular do



15

tumor e a sua relagdo com o estroma prostético caracterizando cinco padrées
distintos, que variam do bem diferenciado 1 ao indiferenciado 5 (figura 1). Os
tumores com escore de Gleason entre 2 e 6 sdo considerados bem
diferenciados e tém comportamento menos agressivo quando comparado aos
tumores com escore de 7 a 10 que sao considerados menos diferenciados.
Entretanto, o uso isolado do escore de Gleason para a tomada de decisédo é
insuficiente devido a subjetividade da avaliacdo do Gleason pelo patologista,
aos inerentes erros de amostragem da biopsia pré-operatéria e ao grande
namero de tumores de grau intermediario, o que, em conjunto, diminuem o

poder preditivo isolado do escore de Gleason (Partin et al. 2001).

Indiferenciado 5

Figura 1. Representagéo gréafica da graduagéo histologica de Gleason (Imagem
cedida por Leite KRM).

E aceito que o valor progndstico de qualquer critério isolado na previs&o
da progressao tumoral do CaP é limitado e, por isso, acredita-se que a analise
combinada de variaveis classicas possa significantemente melhorar a acuracia
da avaliacdo prognostica. Tabelas de probabilidade e nomogramas, baseados
nos parametros classicos como estadio, escore de Gleason e PSA foram
construidos, e observou-se, com isto, melhora na predigdo do resultado apos

cirurgia ou radioterapia (Stephenson et al. 2006).



16

Ainda assim, a incidéncia clinica dos tumores localiza-se na zona
intermediaria, com 15% (Gleason entre 6 e 7 e PSA menor que 20) de histéria
natural imprevisivel, onde a definicdo progndstica € limitada mesmo com o0 uso
de tabelas e nomogramas. Uma vez que a incidéncia histologica € 30% e a
chance de mortalidade por CaP €& de apenas 5%. Denotando a
heterogenicidade da doenca.

Pelas deficiéncias expostas, torna-se claro a necessidade de
identificacdo de caracteristicas morfolégicas ou biolégicas que identifiquem o
potencial de progressdo do CaP e que possibilitem a selecdo individualizada do
tratamento. A pesquisa continua no sentido de estabelecer novos fatores
prognésticos, e o enfoque principal tem sido dado ao estudo dos marcadores
moleculares. (Stephenson et al. 2006).

O cancer é uma doenca caracterizada por alteracdes genéticas e
epigenéticas que ocorrem e acumulam-se durante a progressao da neoplasia.
Estas alteracfes resultam em ativacdo de oncogenes, inativacdo de genes
supressores e influenciam a transcricdo de genes envolvidos em passos chave
do ciclo celular (Antoinette et al. 2010).

O processo de oncogénese, portanto, é o resultado da heranca de genes
de susceptibilidade somado a aquisicdo de alteracbes somaticas e, tais
alteracdes, podem ser potencialmente empregadas como marcadores de
diagnéstico, progndstico e desenvolvimento de alvos terapéuticos (Scheble et
al. 2010).

1.3. Alteracdes citogenéticas nas neoplasias e a hibridacédo “in situ”

por fluorescéncia

O melhor conhecimento da citogenética tem contribuido amplamente
para a identificacdo e caracterizacdo de alteracbes genéticas especificas que
sdo frequentemente encontrados nas neopalsias. Tais alteracbes incluem
delecdes, duplicacdes, inversodes, translocacdes ou amplificagcdes, que sé&o
comumente observadas na carcinogénese (Stefan et al. 1994). Estas dele¢bes
podem resultar na perda da funcdo de um conjunto de genes ou de um gene

isoladamente, principalmente dos genes supressores de tumor, cuja perda
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constitui evento fundamental na génese e evolugcdo do céncer (Araujo et al.
2005).

Os métodos de avaliagdo mais comumente empregados na literatura
para analise das alteracdes citogenéticas em tumores sao: a técnica de FISH
(Hibridizacdo in situ por Fluorescéncia) e o0 PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase).

A técnica de FISH vem sendo empregada devido a sua especificidade
em detectar tanto grandes alteracfes cromossémicas, como aneuploidia, como
perdas especificas de determinado gene ou lécus génico (Guerra et al. 2004).
Um exemplo da utilizagdo da técnica de FISH na prérica clinica € o Kit
UroVysion® que esta indicado no seguimento do cancer de bexiga, onde a
analise das alteracbes numéricas € realizada com emprego de sondas
especificas do Kit em amostras de urina (Meloni et al. 1993).

O UroVysion® € o nome comercial do kit para a realizacdo da técnica do
FISH para detectar a presenca de aneuploidia dos cromossomos 3, 7, 17 e a
perda do l6cus 9p21 em células da bexiga, sendo um exemplo atual do
potencial da pesquisa translacional na oncologia. O exame ja foi liberado pela
“Food and Drug Administration — FDA” e de acordo com o consenso da
Associacdo Européia de Urologia, o exame esta indicado no diagnéstico e no
acompanhamento pés-operatério de pacientes com cancer urotelial de bexiga
(Babjuk et al. 2009).

Estudos mostraram que a dele¢cdo do cromossomo 9p21, que contém o
gene supressor de tumor o P16, foi também frequentemente observada no
CaP, sendo postulado que talvez esse locus perdido abrigue genes
supressores eventualmente relacionados a carcinogénese da prostata (Paiva,
2008).

Embora existam relatos sobre alteracdes citogenéticas no CaP, os
dados da literatura sdo muito escassos, as informacdes provém de estudos
com baixa casuistica, e a técnica empregada na maioria destes estudos foi
exclusivamente o PCR. Nao existe, até o momento, estudo que tenha
demonstrado, através da técnica de FISH em produto emblocado em parafina
pela técnica de “Tissue Microarray” (TMA), a correlacdo entre alteracdes
citogenéticas e o prognostico do CaP localizado tratado com cirurgia com

intuito curativo. Portanto, persiste a duvida sobre a frequéncia das alteracdes
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citogenéticas nos cromossomos 3, 7, 17 e 9p2ldetectadas pela técnica de
FISH no CaP, bem como a correlacdo destas alteracbes com o prognaostico.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Primério

Identificar as alteracdes citogenéticas, através da técnica de FISH, nos

cromossomos 3, 7, 17 e locus 9p21 no Cancer de Prostata localizado.

2.2. Objetivo Secundario

Correlacionar as alteragbes citogenéticas encontradas com a recidiva
bioquimica apds tratamento cirdrgico e com os fatores prognésticos classicos do
adenocarcinoma de prostata.
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3. CASUISTICAS E METODOS

3.1. Pacientes e amostras

Apoés aprovacdo pelo Comité de Etica e Pesquisa, (nitmero do parecer
206.920) (Anexo 1) avaliamos retrospectivamente os prontuarios de 954
pacientes com CaP localizado tratados com prostatectomia radical com
intencdo curativa entre janeiro de 1994 e abril de 2000; os quais apos a leitura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 2)
concordaram em participar do estudo. As prostatectomias radicais com
intencdo curativa foram realizadas em instituicao hospitalar terciaria privada por

um unico cirurgido referenciado na area da Uro-oncologia. Os critérios de

inclusdo foram: | - seguimento pds operatdrio de pelo menos 10 anos nos
casos que nao apresentaram recorréncia bioquimica; Il - disponibilidade e
adequacao dos blocos de parafina; Il - assinatura do TCLE.

Depois de respeitados os critérios de inclusdo, selecionamos 112 casos
gue formaram a casuistica de nosso estudo. Houve perda de seguimento de 1
paciente, portanto, para analise do objetivo secundéario, a casuistica final
consistiu de 51 casos com recorréncia do tumor apdés a cirurgia e 60 controles
sem recidiva da neoplasia ap6s seguimento médio de 123 meses. A
recorréncia tumoral foi definida pela presenca de nivel sérico de PSA acima de
0,2 ng/mL no seguimento. O estadiamento empregado foi o sistema tumor-
linfonodo-metéastase de acordo com a Classificacdo de Tumores Malignos
(TNM) (Sobin et al. 2009).

Os pacientes e controles foram pareados de acordo com os critérios de
estratificacéo de risco D’Amico (D’Amico et al. 1998), a qual divide os pacientes
em grupos de risco de recidiva alto, intermediario e baixo, através da avaliagdo
conjunta do escore de Gleason, PSA e estadio clinico. O grupo de baixo risco
compreende aqueles pacientes com PSA < 10ng/ml, escore de Gleason <7 e
estadio clinico até T2a; o grupo intermediario engloba os pacientes com PSA
entre 10 e 20ng/ml, escore de Gleason 7 e estadio clinico T2b enquanto o
grupo de alto risco € representado pelos pacientes que apresentam niveis

séricos de PSA > 20ng/ml ou escore de Gleason > 7 ou ainda estadio clinico >
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T2b. Conforme podemos observar na Tabela 1 que exemplifica como é
realizado os critérios para de estratificacédo de risco de D’Amico.

»  BAIXO RISCO:
PSA<10
Estadiamento até
T2a
Gleason <7
» RISCO INTERMEDIARIO:
PSA: 10-20
Estadiamento até
T2b
Gleason 7
» ALTO RISCO:
- PSA superior a
20
Estadiamento 2
T2c
Gleason > 7

Tabela 1. Exemplificagédo dos critérios para estratificagdo de risco de D’Amico

As amostras foram classificadas de acordo com o grau histologico de
Gleason, estadiamento patoldgico e niveis séricos de PSA pré-operatorios. A
analise das alteracdes citogenéticas foram realizadas pela técnica de FISH em
material de biopsia emblocado em parafina pelo método de “Tissue Microarray”
(TMA) contendo duas amostras de cada paciente.

Podemos observar o organograma da evolucdo da pesquisa quanto ao
levantamento dos pacientes (Figura 2).

Os pacientes foram tratados e sdo acompanhados pelo Servico de
Urologia do mesmo cirurgido que realizou o procedimento cirdrgico. As
amostras de tumores foram obtidas do banco de tumores do Laboratério de
Patologia Cirurgica e Molecular desta mesma Instituicdo, a qual detém a
guarda do material biologico.

Afim de elucidar o andamento da pesquisa a figura 2 mostra o

organograma desde a selecdo dos pacientes ao término da pesquisa.
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anos

Segmento pés-operatério de 10

Sem segmento pds-operatério de
10 anos

112 pacientes

bloco de parafina

Disponibilidade de adequagéo do

|

842 pacientes

Andlise do PSA, Estadiamento
patoldgico e escore de Gleason

Casuistica

Perda de segmento
(1 paciente)

(51 casos) (60 controles)

Segmento médio
(123 meses)

I

Classificagdo D" Amico

\

(TMA)

Confecc¢éo do Bloco de Parafina

\

Elaboracdo
FISH

|

Resultados

\

Analise dos Resultados

Elaboracdo da Tese

Elaboracédo do Artigo

Figura 2. Organograma da selecé@o dos pacientes e elabora¢cédo da pesquisa
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3.2. “Tissue Microarray” (TMA)

A analise das alteracdes citogenéticas dos cromossomos 3, 7 e 17 e
l6cus 9p21 foi realizada através da técnica de FISH utilizando a Hibridagao “in
situ” por fluorescéncia na lamina contendo o TMA (Figura 3). O TMA é uma
colecdo organizada de amostras teciduais dispostas sob a forma de uma
matriz, onde cada amostra é suficientemente grande para ser representativa, e
convenientemente pequena para permitir o uso nédo predatério do bloco doador,
permitindo utilizacdo racional dos reagentes a serem aplicados na amostra em

condicBes experimentais homogéneas.

i @ ‘ ..“
: w»ze

Figura 3. Lamina de TMA contendo 112 casos de CaP (Imagem do arquivo pessoal).

A principal vantagem do TMA reside na analise simultanea de varios
cortes histologicos arranjados em apenas uma lamina. Na figura 4, mostramos
um bloco de TMA, onde cada cilindro amostral € alocado numa posicédo do
bloco de parafina definida em sistema cartesiano de coordenadas, e 0 conjunto

das amostras constitui 0 que se denomina de TMA.
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Figura 4. Bloco receptor do TMA com os cilindros com as amostras do tecido a ser estudado
(Imagem cedida por Leite KRM).

3.2.1. Descricdo da selecdo dos pacientes para a confeccdo dos

blocos de parafina

Em nosso estudo, selecionamos as laminas e os blocos de parafina
contendo o tumor primario de 112 pacientes, considerando-se as areas que
melhor representavam a totalidade do tumor. Retiramos dois fragmentos de
1mm de didmetro por caso, e para isto duas areas representativas de cada
tumor foram selecionadas e o0s blocos doadores marcados com tinta
permanente, e estas areas foram inclusas no TMA. A realizacdo da técnica de
FISH para analise citogenética dos 112 casos foi, portanto, feita na lamina
contendo duas amostras para cada paciente operado.

Embora ndo haja consenso sobre o numero ideal de fragmentos
amostrados, recomenda-se comumente a coleta de mais de um fragmento por
caso, no intuito de menor perda de casos e maior representatividade da
neoplasia (Hoos et al. 2001). Optamos por duas amostras por paciente, pois €
comprovado que a andlise de duas amostras em TMA €& comparavel ao
observado na seccao tecidual em 95% das vezes (Camp et al. 2000). Em
nosso estudo, as laminas e os blocos de parafina respectivos contendo o tumor
primario de cada um dos 111 pacientes foram selecionados, considerando-se

as areas que melhor representavam a totalidade do tumor.
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3.3. Hibridacao “in situ” com Fluorescéncia (FISH)

A técnica de Hibridacdo in situ com Fluorescéncia (FISH) permite a
visualizacdo de determinada sequéncia especifica de acido nucleico de um
cromossomo previamente definido. Especificamente a técnica de FISH implica
no emparelhamento de bases especificas de duas sequéncias de acido
nucleico complementares, sendo empregada na deteccdo de alteracdes e
sequéncias especificas na cadeia do acido desoxirribonucléico (DNA) de pecas
bioldgicas; permitindo uma analise rapida de desequilibrios cromossémicos
(Stefan et al. 1994, Guerra et al. 2004, Bhargava et al. 2005).

Em outras palavras trata-se de uma técnica que utiliza sonda de DNA
marcadas com fluorescéncia para detectar anomalias cromossémicas, como
aneuploidia, microdelecfes e rearranjos cromossdmicos complexos, sendo
estes dois ultimos de resolucdo da citogenética classica. Detecta sequencias
especificas de &cidos nucleicos pela formacdo de um duplex de um fragmento
de acido nucleico de fita simples modificado (sonda) e sua sequencia
complementar (sequencia alvo) na amostra fixada (Naoum, 2001).

A técnica FISH é utilizada para a localizacdo de um segmento especifico
do DNA em determinado cromossomo, através do uso de uma sonda de
oligonucleotideos especificos marcada com um corante fluorescente (Figura 5).
A sonda € adicionada a preparacdo citologica do DNA previamente
desnaturado para permitir a hibridacdo complementar entre os acidos nucleicos
do DNA cromossémico com a sonda especifica marcada com o fluoréforo. A
hibridacdo libera o fluor6foro da sonda, sendo possivel a visualizacdo de

coloracgdo especifica com o auxilio do microscépio de fluorescéncia.

FLUORESCENTE

SONDA

Figura 5. Demonstracao da técnica de Hibridacao in situ (cedido por Leite KRM).
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As células somaticas normais apresentam duas cOpias de cada
cromossomo, isto € denominado dissomia, enquanto a presenca de alteracdes
caracterizadas por ganhos de uma ou duas coépias resultardo em trissomia e
tetrassomia respectivamente caracterizando a aneuploidia, uma vez que
qualquer alteracdo numérica dos cromossomos para mais ou para menos €
chamada de aneuploidia. Na figura 6, vemos um exemplo de um teste de FISH
com as quatro sondas mostrando dissomia (A) e um exemplo de célula
contendo polissomia (B). Em algumas ocasifées o achado de copia adicional em
poucas células pode ndo representar alteracéo, visto que na fase S ou G2 do
ciclo celular algumas células normais podem apresentar uma cépia a mais.
Porém, é importante ressaltar que a abundancia de células trissdbmicas é via de
regra indicativa de aberracdo cromossdmica e este achado é frequentemente

encontrado em diversas neoplasias (Halling et al. 2008).

A

Figura 6.FISH normal e anormal utilizando o Kit Urovysion: CEP7 (verde), 3 (vermelho), 17
(azul), LSI 9p21 (amarelo). A—normal; B-FISH célula polissdmica. (Cedido por Leite KRM).

Empregamos para o nosso estudo o Kit UroVysion®, da fabricante
Abbott Laboratories - Abbott Park, lllinois, USA, que contem 3 sondas
centroméricas e uma locus especifica.

A sonda de numeracdo cromossdmica (CEP), do inglés “Chomosome
Enumeration Probe” que hibridiza-se com ao regido pericentrométrica e permite
a identificagdo de anormalidade numérica do cromossomo. Neste kit temos a
sonda 3 “SpectrumRed” (CEP 3) que marca o cromossomo 3 com a coloragao
vermelha; a sonda 7 “SpectrumGreen” (CEP 7) que marca o cromossomo 7

com a coloracéo verde e a sonda 17 “SpectrumAqua” (CEP 17) que marca o
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cromossomo 17 com a coloragdo azul. Com o emprego destas sondas
podemos detectar alteracbes numéricas como monossomia, trissomia ou
polissomia.

A sonda indicadora locus-especifico (LSI), do inglés “Locus Specific
Identifier” € util na identificacdo de delecéo ou presenca de um gene especifico,
também através do sinal fluorescente a microscopia, e pode ser desenhada
para hibridizar varios genes de interesse, como por exemplo HER2, p53, p16
ou outros genes. Em nosso estudo empregamos a sonda LSI 9p21 “Spectrum
Gold” que marca especificamente o l6cus 9p21.

A auséncia de coloracdo especifica indica a delecao do respectivo gene.
A presenca de nenhum ou de apenas um sinal fluorescente indica a delecao

homozigota ou hemizigotica do gene de interesse, respectivamente (Figura 7).

Figura 7. Célula anormal hemizigética hibridizada com o kit Urovysion: sonda amarela
representa a LS| 9p21. (Cedido por Leite KRM).

3.4. Metodologia da FISH

As alteracOes citogenéticas numéricas dos cromossomo 3, 7, 17 e da
regido 9p21 foram estudadas pela metodologia da FISH nas laminas de TMA
construidas a partir de tecido prostatico conservado em bloco parafinado do
banco de tumores do laboratério de Patologia do Hospital Sirio Libanés (Anexo
3).
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Para a realizagdo da FISH, utilizamos cortes de 6uM do TMA montados
em lamina sinalizada. Para a realizagcdo da técnica de FISH em tecido
parafinado montado em lamina € necessario a deparafinizacéo, desidratacéo e
pré-tratamento do material.

Para desparafinizacdo, a lamina com o corte foi colocado em estufa a
65°C por 16 horas aproximadamente, foi incubada em uma bateria de xilol 3
vezes por 20 minutos cada e deixada posteriormente para secar. Em seguida o
material foi desidratado em alcool absoluto 2 vezes por 5 minutos e mantida

neste alcool até a realizacdo da FISH.

3.4.1. Pré-tratamento

A lamina foi retirada do alcool absoluto e transferida para uma bateria de
etanol 70%, 85% e 100% por 2 minutos em cada um e deixada secar a
temperatura ambiente. A a lamina foi incubada em 2XSSC & 75°C por 15
minutos e em seguida foi transferida para uma solugdo de 2XSSC com
proteinase K (Ambion — Invitrogen 0,25mg/ml) por 15 minutos a 45°.C. Apés
esse periodo a lamina foi transferida para um coplin com solucdo de 2XSSC
por 5 minutos a temperatura ambiente. O material foi entdo novamente
desidratado na bateria de etanol 70%, 85% e 100% por 2 minutos cada e seca

a temperatura ambiente.

3.4.2 Hibridacéao

Uma vez seco, foi aplicado sobre o material 8 ul da sonda(Urovysion —
Abbott Molecular), foi colocado uma laminula que foi selada com cola de
borracha (rubber cement). A lamina foi entdo colocada na placa aquecedora a
80°C por 10 minutos e transferida em seguida para a estufa a 37°C em camara

Umida e escura em por 16 horas aproximadamente.



29

3.4.3 - Lavagem

A lamina foi retirada da estufa, a laminula foi removida com cuidado e
transferida para uma solucéo de ureia 1,5 M em 0,1x SSC (pH 7,0-7,5) a 45° C
por 30 minutos. Em seguida foi transferida para um coplin com 2XSSC a
temperatura ambiente por 2 minutos, nhovamente desidratadas em uma bateria
de etanol 70%, 85% e 100% e seca ao ar protegida da luz. Foi aplicado 20
Upul de DAPI (Abbott Molecular) (0,125ng/ml) sobre o material para realizar a
coloracéo fluorescente e colocado uma laminula. Apos esse procedimento a
lamina ficou armazenada em uma caixa ao abrigo da luz na geladeira. Para
analisar os resultados e visualizar os espectros de cores das respectivas
sondas utilizamos a microscopia de fluorescéncia (Microscopio Trinocular da
Marca Nikon, modelo E600, com resolugdo de 1000 vezes, sendo 10 vezes
com lente ocular de 10 vezes e lente objetiva planacromaticas de 40 e 100
vezes com imersdao a Oleo. Desta forma, tornou-se possivel analisar a

existéncia de ganho ou perda de um cromossomo ou gene especifico.

3.4.4. Andlise dos tecidos

Para analise dos tecidos foram selecionados 50 nucleos para cada caso.
Referindo-se ao locus 9p21, o caso foi considerado positivo, presenca da
respectiva delecdo, quando 7 ou mais células, das 50 avaliadas (14%),
mostraram um ou zero sinal da sonda. Para os cromossomos 3, 7 e 17 a
analise de aneuploidia foi feito de acordo com a observacdo de coloracéo

evidenciando auséncia ou presenca de copias extras dos cromossomos.
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3.5. Célculo amostral

A definicho do tamanho da amostra deste estudo caso-controle foi
baseada no estudo de Strohmeyer et al. (2004), que correlacionou alteracdes
citogenéticas com o prognéstico do CaP. Tomamos como base para o calculo
da amostra as porcentagens de pacientes com e sem progressao do cancer.
Adotamos um nivel de significancia de 5% (erro tipo 1) e poder de 95%, e
obtivemos tamanho de amostra total de 70 pacientes, ou seja, 35 pacientes por
grupo. Apos considerarmos possiveis perdas, decidimos aumentar a amostra
em 10%; assim o tamanho minimo da amostra ficou em 84 pacientes no total.
Diante do levantamento dos 954 pacientes, decidimos realizar a pesquisa com

um amostral de 112 pacientes a fim de superar os indices de possiveis perdas.
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4. RESULTADOS

A amostra consistiu de 112 pacientes com CaP localizado tratados com
prostatectomia radical. A idade média foi de 63,62 anos (+/- 7,36) tendo a idade
variado de 45 a 79 anos. A média do PSA foi 10,82ng/ml (+/- 7,773).

Em relacdo aos grupos de risco,16 pacientes (14%) eram risco baixo, 39
pacientes (35%) risco intermediario e 56 pacientes (51%) classificados como
risco alto. A maioria dos pacientes foram classificados entre intermediario e
alto. Um paciente ndo apresentava seguimento adequado e foi excluido da
correlacéo entre progndstico e presenca de alteracdes citogenéticas.

Os dados clinicos e demograficos foram obtidos através de analise de
prontuarios dos 111 pacientes e estdo representados na Tabela 1. Observa-se
gue 0s grupos sao similares em termos de estratificagdo do risco (p=0.266),

confirmando a homogeneidade do nosso estudo caso-controle.

Tabela 2. Dados clinicos e demogréficos do estudo caso controle de acordo com a
recorréncia ou ndo do tumor apos a cirurgia

Recorréncia Sem recorréncia Valor p
(n=51) (n=60)
Idade (anos) 0.687 *
Mediana (Q1 -
Q3) 65 (60 - 68) 65 (60 - 69)
Minimo - Maximo 45 -74 41-79
PSA pré
(ng/ml) 0.004**
Mediana (Q1 -
Q3) 9.3(7.6-14.2) 7.6 (4.9-10.1)
Minimo - M&ximo 4.2-45.0 1.2-38.0
Estadio
Patolégico 0.521***
T2 41 (80.4%) 51 (85.0%)
T3 10 (19.6%) 9 (15.0%)
Gleason 0.061 ***
<6 9 (17.6%) 20 (33.3%)
27 42 (82.4%) 40 (66.7%)
Risco 0.266***
Baixo 6 (11.8%) 10 (16.7%)
Intermediario 15 (29.4%) 24 (40.0%)
Alto 30 (58.8%) 26 (43.3%)

* Teste Mann-Whitney;

** Teste Exato de Fisher; *** teste Qui-quadrado
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Figura 8. FISH com o emprego da sonda LSI para identificagédo do lécus 9p21

Tabela 3. Caracteristicas clinicas e anatomo patolégicas dos casos com perda de 9p.

Classif. de Tempo para
Pacientes Risco Estadio PSA Gleason Recidiva Recidiva
2 Baixo T2A 6,7 6 N3o

43 Intermediario T2B 14,2 6 Sim 9 anos e 6 meses

53 Intermediario T2A 8,6 7 Sim 5 meses

77 Alto T2B 9,2 8 Sim 9 anos e 11 meses

108 Alto T3A 9,3 7 Sim 3 anos e 11 meses

110 Alto T2C 18,3 8 Sim 1ano e 7 meses

Quanto aos resultados obtidos com as sonda 3 e 7, encontramos perda
da amostra respectivamente em 25 e 29 casos. Dos 87 pacientes avaliados
com a sonda CEP 3 encontramos perda do cromossomo em 2 pacientes
(2,3%), enquanto que dos 83 pacientes avaliados com a CEP 7 apenas 1
paciente (1,2%) apresentou auséncia de sinal.

Para a sonda 17 encontramos perda da amostra em 56 casos (50%).
Dos 56 avaliados, encontramos perda do cromossomo em apenas 1 paciente
(1,8%). Na figura 9, mostramos a imagem do FISH com o emprego das quatro
sondas em conjunto. A tabela 4, contem as caracteristicas dos pacientes que
apresentaram alteracdes com as sondas CEP 3, 7 e 17. Na tabela 5 elencamos

0S casos com alteracoes em mais de uma das sondas avaliadas.



Figura 9. FISH com o uso das sondas para os cromossomos 3, 7, 9p e 17.

Tabela 4. Caracteristicas clinicas e anatomo patoldgicas dos pacientes
que tiveram perda dos cromossomos 3, 7 e 17.

Tempo de
Paciente Rrisco Estadio PSA Gleason Recidiva recidiva
CEP3
45 Intermediario T2B 7.8 6 1 86 meses
70 Alto T2B 6.2 9 0 0
CEP7
45 Intermediario T2B 7.8 6 1 86 meses
CEP
17
70 Alto T2B 6.2 9 0 0

Tabela 5. Relac&o dos pacientes com alteracoes nos cromossomos 3,7 e 17
e lécus 9p21

Locus Cromossomo Cromossomo Cromossomo
Paciente 9p21 3 7 17

2 + - - -

43 + * * -

45 - + + -

53 + - - -

70 * + - +

77 + - -
108 + - -
110 + - -

(+)ganho ou perda cromossdmica; (-) auséncia de alteracdes; (*) ndo avaliados.

33
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Correlacionamos os fatores classicos de progndstico no CaP com a

presenca de perdas dos cromossomos 3, 7 e 17 ou l6cus 9p21. Avaliamos a

associacdo de cada perda isoladamente com cada fator de progndstico e

posteriormente qualquer perda (Tabela 6). Ndo observamos significancia nas

correlagbes entre as alteracBes citogenéticas com os fatores classicos de

prognostico escore de Gleason, PSA, estadio patoldgico ou grupo de risco.

Tabela 6. Correlacdo entre os fatores classicos de progndstico do CaP e alteracdes

citogenéticas

Lécus 9p21
normal perda

Crom. 3
normal perda

Crom. 7
normal perda

Crom. 17
normal perda

Qualquer
normal perda

PSApre (ng/m L)

Mediana

Pvalue
pT
T2

T3

p-value
Gleason

<6

=7

p-value
Risco

Baixo

Intermediario

Alto

p-value

10,9 111

0,987

76 5
(86%) (83%)
12 1
(14%) (17%)
0,835

22 2
(92%)  (8%)
66 4
(94%)  (6%)
0,651

13 1
(15%)  (17%)
33 2
(37%)  (33%)
42 3
(48%)  (50%)
0,977

9,9 7,0
0,506
70 2
(82%)  (100%)
15 0
(18%)  (0%)
0,683
22 1
(96%)  (4%)
63 1
(98%)  (2%)
0,461
14 0
(16%)  (0%)
28 1
(33%)  (50%)
43 1
(51%)  (50%)
0,779

9,6 7.8
0,763
67 1
(82%)  (100%)
15 0
(18%)  (%0)
0,819
21 1
(96%)  (4%)
61 0

(100%)  (0%)

0,265
14 0
(17%)  (0%)
28 1
(34%) (100%)
40 0
(49%)  (0%)
0,390

10,2 6,2
0,567
47 1
(85%)  (100%)
8 0
(15%) (0%)
0,857
18 0
(100%)  (0%)
37 1
(97%) 3
0,679
12 0
(22%) (0%)
19 0
(34%) (0)
24 1
(44%)  (100%)
0,532

11,0 10,0
0,739
82 7
(82%)  (87%)
18 1
(18%)  (13%)
0,694
25 3
(89%)  (11%)
75 5
(94%)  (6%)
0.438
1 15
(12%)  (15%)
3 34
(37) (34%)
4 51
(50) (51%)
0,971

Quando correlacionamos a recidiva bioquimica com a presenca de

perdas dos cromossomos 3, 7 e 17 ou do l6cus 9p21, observamos significancia

marginal da correlagéo entre perda de 9p21 com maior chance de recidiva do
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tumor (tabela 7). Nao observamos correlacdo entre as perdas dos
cromossomos 3,7 e 17 com o prognostico.

Tabela 7. Correlacdo entre recidiva bioquimica e perda nos cromossomos 3, 7 e 17 e l6cus
9p21.

Recidiva Sem recidiva p-value

Locus 9p21 0.084**
(n=94)

Normal 40 (46%) 48(54%)

Perda 5 (83%) 1(17%)
Crom 3 0.723**
(n=87)

Normal 40 (47%) 45(53%)

Perda 1 (50%) 1(50%)
Crom7 0.470**
(n=83)

Normal 38 (46%) 44 (54%)

Perda 1 (100%) 0 (0%)
Crom 17 0.554**
(n=56)

Normal 25 (45%) 30 (55%)

Perda 0 (0%) 1(100%)
Qualquer 0.085**
(n=108)

Normal 43 (43%) 57 (57%)

Perda 6 (75%) 2 (25%)

Teste Exato de Fisher;

Construimos curvas de sobrevida livre de recidiva bioguimica de acordo
com a ocorréncia de alteracoes citigenéticas, sendo observado correlacéo
estatisticamente significante apenas para a perda do 9p21. (figura 10), estes
pacientes apresentaram tempo médio de sobrevida livre de recidiva bioquimica
significaticamente menor quando comparado aos individuos sem esta alteracdo
(p=0,038). Adicionalmente, encontramos associagdo marginalmente
significativa (p=0,085) quando correlacionamos a existéncia de qualquer
alteracdo citogenética com a recidiva bioquimica (Figurall). Nao encontramos
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associacao significante para a perda do cromossomo 7 (p=0,376) (Figura 12)

e para a perda do cromossomo 17 (p=417) (Figura 13).
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5. DISCUSSAO

Avaliamos pela primeira vez na literatura indexada, as alteragbes
citogenéticas nos cromossomos 3, 7, 17 e locus 9p21 no CaP localizado
através da Técnica de FISH com o emprego do kit UroVysion® em microarranjo
tecidual. Demonstramos baixa ocorréncia destas alteragbes no tumor
localizado uma vez que apenas 8 pacientes apresentaram altera¢des para uma
das quatro sondas. Apesar disto, observamos associacao significativa da perda
do I6culs 9p21 com o prognostico do CaP localizado tratado com cirurgia com
intuito curativo. Acreditamos que este evento possa estar relacionado a maior
agressividade da doenca, visto que dos pacientes que apresentaram esta
alteracdo 83% tiveram recidiva tumoral, e esta correlacdo alcangou
significancia marginal.

Notamos ainda, que os individuos que apresentam a perda de 9p21
apresentaram tempo médio para recidiva menor que 0s pacientes sem esta
alteracdo (Log-rank p=0,038), o que reforca a provavel associacdo deste
evento com o progndstico da neoplasia. Em relacdo aos cromossomos 3, 7 e
17 néo foi observada correlacdo da ocorréncia de qualquer perda com a
recidiva bioquimica, nem com o tempo médio para recidiva. Ndo encontramos
também correlacdo entre os fatores classicos de prognéstico, escore de
Gleason, nivel sérico de PSA ou estadio patolégico com a ocorréncia de perda
de sinal de qualquer uma das sondas.

O CaP é uma neoplasia visceral de etiologia multifatorial e que
apresenta alta prevaléncia nos paises ocidentais. Trata-se de tumor de
comportamento heterogéneo, caracterizado por histéria natural variavel; onde
alguns tumores apresentam um curso clinico indolente, isto é, podem ser
seguidos de forma segura, sem a necessidade de intervencdo imediata,
enquanto outros possuem doenca agressiva e necessitam de intervencéo
imediata, como a prostatectomia radical, além dos tratamentos adjuvantes
(Cuzick et al. 2012). Esta é a razdo da necessidade de definicdo progndstica no
manejo terapéutico destes pacientes;ou seja, a habilidade de identificar e

diferenciar os tumores indolentes dos com maior potencial de agressividade.



40

€ essencial na pratica clinica para permitir a adocdo da conduta apropriada a
cada paciente, conforme seu progndstico.

Os principais indicadores prognésticos no CaP sao o escore de Gleason,
0s niveis absolutos e a velocidade do PSA, e o estadio clinico e patoldgico
(Martins et al. 2003). O fato da evolucdo agressiva da doenca estar relacionada
a escores elevados de Gleason e niveis elevados de PSA é um consenso e
estd pautado em varios estudos previamente publicados (Qi-Peng Sun et al.
2010). Porém atualmente o desempenho destes fatores sdo dispares, pois ndo
mapeiam e n&o diferenciam adequadamente os tumores indolentes dos
agressivos.

O PSA é um marcador bem aceito para o diagnoéstico tumoral do CaP,
porém ndo € um marcador especifico para o prognéstico, pois também sofre
influéncias de outras alteracbes da prostata. O escore de Gleason € subjetivo
devido a erros inerentes ao patologista. A classificagdo de risco, apesar do
atrativo de refletir a analise combinada dos tres fatores de progndstico classico
também ¢é imperfeito (Pontes-Junior et al. 2013). Fazendo-se necessario a
busca de novos marcadores mais especificos para prognéstico e
acompanhamento do CaP.

Estudo de nosso grupo avaliou uma série de 93 pacientes, que apesar
de preencherem os critérios de insignificancia baseados nos fatores classicos
de prognéstico, foram submetidos a prostatectomia radical. Avaliando a peca
cirrgica encontramos tumor agressivo ou estadio localmente avancado em um
terco dos casos. Esses dados reforcam a hipétese de que os fatores classicos
ndo sao suficiente, reforcando a necessidade da descoberta de novos
marcadores (Oliveira et al. 2010). A pesquisa de novos marcadores nas
diversas neoplasias estd baseada nos eventos moleculares, uma vez que
independente do érgao e do tumor, o cancer € uma doenca cuja patogénese é
amplamente de causa genética. No CaP existe farta literatura sobre inidmeros
marcadores relacionados ao diagndéstico, progndstico e terapéutica ja descritos
nesta neoplasia (Bhavsar et al. 2013).

A adesdo celular tem sido uma dos focos na busca de novos
marcadores no CAP (Christiansen et al. 2006, Tran et al. 1999). O nosso grupo
avaliou retrospectivamente a expressao de 8 integrinas e 4 caderinas por IH e

demonstramos que a perda de expressdo da integrina betal estava
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significativamente associada a maior chance de recorréncia bioquimica apos
tratamento cirurgico,(p = 0,047) , os individuos com expressao negativa deste
marcador 1 apresentavam chance de recorréncia do CaP 2,78 vezes maior que
0 observado nos casos com expressao positiva (Pontes-Junior et al 2013).
Acreditamos que a perda desta integrina promova o aparecimento do fenétipo
mesenquinal, que favoreceria a progresséo e disseminacdo do tumor.

O grande problema em relacdo aos iniUmeros marcadores descritos na
literatura tem sido a baixa confirmacao dos resultados previamente descritos. A
causa disto talvez deva-se a natureza heterogénea e a etiologia multifatorial do
CaP; somado a isto a auséncia de estudos confirmatdrios com alto nivel de
evidéncia confere um problema adicional. A conclusdo € que apesar da
multiplicidade de estudos sobre marcadores moleculares no CaP, até o
presente momento, nenhum marcador de progndstico foi identificado, diante
disso, permanece a necessidade de estudos para a identificagcdo de novos
marcadores.

Considerando a heterogeneidade do CaP, tem-se proposto, que a
combinacdo da expressdo de varios genes em conjunto, conhecido como
assinatura génica, seja mais promissor na definicdo prognéstica do CaP
localizado. Nesse sentido Cuzick et al. (2012), com o intuito de prever o
prognéstico de pacientes com CaP de acordo com determinada assinatura
génica, avaliou o padrédo de expressdo de 31 genes através da técnica de PCR
em 349 pacientes com CAP tratados conservadoramente. Os autores definiram
um padrdo de assinatura associado a chance de o6bito por CaP; individuos
classificados com escore alto versus baixo apresentam chance de morte pelo
tumor de 75 versus 19%, respectivamente (p< 0,0003) . Esta assinatura génica
ja foi validada em outras séries e recentemente foi aprovada pelo 6rgéo
americano FDA (Food and Drug Administration) sob o nome comercial
Prolaris™, estando ja disponivel na pratica clincia, constituindo assim um
exemplo de pesquisa translacional.

A técnica de FISH, que é baseada nos principios de hibridizacéo e da
citogenética, tem sido amplamente empregada na pesquisa e na validacao de
marcadores moleculares. Esta técnica possibilita a avaliacdo de alteracdes
cromossomicas como delecbes, duplicagdes, inversdes, translocacdes ou

amplificagbes; que s&o eventos diretamente ligados ao processo de
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carcinogénese (Stefan et al. 1994) A técnica de FISH permite que sondas
possam ser especificamente desenhadas para o reconhecimento de locus que
contenham 1 ou um conjunto de genes supressores de tumor, cuja perda
constitui um evento fundamental na génese e evolucdo do processo
carcinogénico (Araujo et al. 2005).

No cancer urotelial de bexiga e do trato urinario superior foi demonstrado
gue a presenca de perdas nos cromossomos 3, 7, 17 e lécus 9p21 detectadas
na urina através da técnica de FISH estava associada a maior chance de
desenvolvimento de cancer vesical de pior prognostico (Halling et al. 2008).
Este exame, conforme ja discutido, ja se encontra disponivel na pratica diaria
em nosso pais sob o nome UroVysion® e esta indicado no seguimento pés
operatorio dos pacientes com cancer de bexiga. Em nosso estudo levantamos
a hipotese de que talvez pudessemos encontar correlacdo entre as alteracdes
genéticas detectadas pelo UroVysion® e o prognéstico do CaP localizado, com
0 intuito de estabelecermos novos marcadores de prognostico nessa neoplasia.

Encontramos baixa ocorréncia de perdas cromossomicas detectadas
pelo UroVysion® no CaP localizado tratado com cirurgia; e também néo
observamos correlacdo entre as perdas de sinal das sondas centroméricas 3,7
e 17 com o prognostico do CaP.

Apesar da baixa ocorréncia de alteragcdes cromossomicas observadas,
encontramos associacdo marginal entre a perda do lécus 9p21 e a recidiva
bioguimica no seguimento pds operatdrio. Dentre 0os seis pacientes com perda
do sinal da sonda 9p21, 5 casos (83%) apresentaram recorréncia da neoplasia
durante os dez anos de seguimento. Reforcando esta associacdo, mostramos
gue os individuos com perda 9p21 mostraram tempo médio de sobrevida livre
de recidiva significativamente menor quando comparado aos individuos sem
perda deste l6cus (p=0,038).

O lécus 9p21 contem o gene pl6 que codifica um inibidor de quinase
dependente de ciclina denominado CDKN2A. Por inibir as quinases e promover
a inibicao do ciclo celular, o pl6 é considerado um gene supressor;
adicionalmente o produto do gene pl16 também atua estabilizando o p53, que &
considerado o guardido do ciclo celular e gene supressor mais estudado na
literatura. A perda do p53 tem sido observada em quase todas as neoplasias,

ocorrendo precocemente ou tardiamente de acordo com o tumor considerado
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(Hanahan, et al 2011). Postula-se que a perda do pl16 facilita a carcinogénse
por promover perda de inibicdo do ciclo celular, contribuindo assim para a
prolifereracdo descontrolada que é a caracteristica de qualquer neoplasia
maligna.

Dados da literatura evidenciam associacdo de mutacdes e perdas de
pl6é com aumento de risco de melanoma e adenocarcinoma de pancreas,
denotando o papel supressor deste gene (Liggett et al, 1998). Delecéo
homozigotica de pl6 mostrou-se associado a pior prognostico no cancer
gastrico e esofégico (Igaki et al, 1994).

Brownhill et al (2007) avaliaram a ocorréncia de metilacdo especifica no
gene do pl6 em cultura de células de sarcoma de Ewing, por meio do método
PCR em tempo real e descobriram que essas alteracdes podem estar
relacionadas a pior prognostico com menor tempo de sobrevida livre de
doenca.

Os dados da literatura sobre as alteracdes da expressdo de p16 no CAP
SA0 escassos e as séries existentes apresentam baixa casuistica. Alguns
estudos mostraram que baixos niveis de expressao da proteina p16 e perda do
l6cus 9p21 tem sido associado a menor sobrevida livre de recidiva bioquimica,
maior chance de progressao, indicando um potencial marcador de progndstico
do CaP . Além das evidéncias de que a perda do l6cus 9p21 esta associada a
carcinogénese da prostata, existem também indicios de que perdas no
cromossomo 7 também estejam diretamente relacionadas a progressao do
CaP. Estudo realizado em 50 bidpsias de prostata com diagnostico de cancer
mostrou que a perda do locus 7932.2 estava associada maior estadio do CAP
(Brys et al. 2013).

Adicionalmente, Spans et al realizaram revisédo sistematica da literatura
sobre as alteragBes citogenéticas no CaP e encontraram pior prognéstico em
pacientes que apresentavam ganhos nas regides 3q e 7q dos cromossomos 3
e 7 respectivamente (Spans et al. 2013). Nossos dados em relacdo as
alteracdes nos cromossomos 3 e 7 ndo corroboram esses dados da literatura,
uma vez que ndo observamos correlacdo entre a perda das sondas para 0s
cromossomos 3 e 7 com os fatores de progndsitco, ou com a recidiva do tumor.

Em nosso estudo, postulamos que a perda do locus 9p2l, e

consequentemente perda do gene supressor pl6, resulte em perda de inibicéo
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do ciclo celular favorecendo a proliferagdo e o processo carcinogenético da
prostata, sendo portanto um potencial candidato a marcador de prognostico no
CaP. Estudos de sequenciamento e de validacdo sao necessarios para
comprovar nossa hipotese.

Alguns estudos postulavam que o menor tamanho da amostra disposta no
TMA impossibilitaria a realizacdo adequada do FISH, logo uma contribuigéo
importante de nosso estudo foi que demonstramos pela primeria vez na
literatura a exiquibilidade da realizacdo da técnica de FISH em amostras
parafinadas de CaP dispostas em TMA, e que tal técnica pode ser realizada
em laminas com longo tempo de armazenamento (Brys et al. 2013; Spans et al.
2013).

O ponto forte de nosso estudo residiu na homogeneidade de resultados
uma vez que adotamos a técnica de TMA, que permite a analise simultdnea de
varios cortes histolégicos do CaP arranjados em lamina Unica. O fato de todas
cirurgias terem sido realizadas por cirurgido Unico e referenciado na éarea
somada a andlise anatomo patoldgica com revisao central por uro-patologista
Gnica também constituem pontos positivos do trabalho. Sabemos que a
natureza retrospectiva do estudo constituiu limitagdo de nossos resultados,
assim como a perda de casos, especialmente para a sonda do cromossomo 17
onde houve perda de amostra em metade dos casos, 0 que limita as

conclusdes em relagao a esta sonda.
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CONCLUSOES

As alteracdes citogenéticas detectadas pelas sondas CEP 3, 7 e 17 e
LSPI 9p apresentaram baixa frequéncia em nossa amostra de CaP localizado.

N&o houve correlacdo entre a presenca de alteracdes citogenéticas com
o0 escore de Gleason, niveis sérico de PSA, estadio patologico ou grupo de
risco. Observamos que a perda do locus 9p21 estqd associado a pior
prognéstico no CaP tratados com Cancer de prostata, pois pacientes com esta
alteracdo citogenética apresentaram menor tempo para a recidiva bioguimica

apos a cirurgia.
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APENDICE 1

Tabela. Dados clinicos, demograficos e anatomo patoldgicos dos pacientes avaliados
no estudo
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N””.“e“’ do SL Risco ldad ~ PSApr  Estpa  Gleaso data recidva  recidiva Acomp. em Seguimento DataSO
paciente e e t n meses

1 32983 Baixo 63 6,60 T2A 6 0 167,5 17/10/2007 12/01/1994

2 34282 Baixo 72 6,70 T2A 6 0 1184 30/12/2003 09/04/1994

3 41972 Baixo 73 4,40 T2A 6 0 161,1 30/09/2008 08/07/1995

4 46850 Baixo 58 7,50 T2A 6 0 152,0 02/10/2008  09/04/1996

5 48397 Baixo 70 7,90 T2A 6 17/03/2005 1 149,8 22/10/2008 02/07/1996

6 53523 Baixo 68 6,10 T2A 6 0 140,0 22/10/2008 22/04/1997

7 55199 Baixo 62 7,40 T2A 6 0 136,4 30/09/2008 17/07/1997

8 58661 Baixo 52 3,80 T2A 6 0 72,7 30/12/2003 08/01/1998

9 62285 Baixo 66 3,20 T2A 6 0 79,2 20/01/2005 21/07/1998

10 63820 Baixo 70 4,82 T2A 6 0 121,7 30/09/2008  03/10/1998

11 65732 Baixo 47 10,00 T2A 6 0 110 27/03/2008 07/01/1999

12 65207 Baixo 58 10,00 T2A 6 12/01/2004 1 61,0 12/01/2004 05/12/1998

13 42366 Baixo 66 9,60 T2A 6 30/04/1997 1 98,3 30/08/2003 02/08/1995

14 63362 Baixo 69 4,20 T2A 6 30/04/2002 1 64,6 30/12/2003 10/09/1998

15 63739 Baixo 61 7,60 T2A 6 30/04/1999 1 56,8 30/05/2003 29/09/1998

16 52878 Baixo 67 9,30 T2A 6 30/11/2000 1 80,6 30/10/2003 18/03/1997
intermediari

17 40348 o 66 8,10 T2B 6 0 1258 21/07/2005 21/03/1995
intermediari

18 40833 (o} 56 1,60 T2B 7 0 163,2 30/09/2008 05/05/1995
intermediari

19 44672 o 65 8,60 T2B 7 0 156,2 02/10/2008 04/12/1995
intermediari

20 51707 o 56 1,60 T2B 6 0 84,7 30/12/2003 14/01/1997
intermediari

21 50131 o 72 20,00 T2B 7 0 1459 02/10/2008 08/10/1996
intermediari

22 56231 o 63 4,80 T2B 7 0 134,8 02/10/2008 06/09/1997
intermediari

23 54023 o 74 8,60 T2B 7 26/01/2006 1 139,2 22/10/2008 17/05/1997
intermediari

24 54482 (o} 74 7,80 T2B 7 22/02/2002 1 138,3 22/10/2008 12/06/1997
intermediari

25 55247 o 67 13,90 T2A 7 0 136,4 30/09/2008 19/07/1997
intermediari

26 56201 [¢] 57 8,20 T2A 7 0 104,3 01/11/2005 09/04/1997
intermediari

27 60724 o 70 16,00 T2B 7 0 126,9 02/10/2008 30/04/1998
intermediari

28 68254 [¢] 50 3,70 T2B 6 0 106,1 26/01/2008 11/05/1999
intermediari

29 67826 o 64 5,00 T2B 7 0 57,3 30/12/2003 17/04/1999
intermediari

30 62063 o 41 6,50 T2B 6 0 66,7 30/12/2003 08/07/1998
intermediari

31 62520 o 69 12,00 T2B 7 0 1238 02/10/2008 01/08/1998
intermediari

32 42063 o 70 3,80 T2A 7 0 161,0 02/10/2008 14/07/1995
intermediari

33 62698 [¢] 68 7,90 T2A 7 0 65,6 30/12/2003 11/08/1998
intermediari

34 62277 o 61 4,40 T2A 7 0 120,1 02/06/2008 21/07/1998
intermediari

35 57981 o 59 5,47 T2A 7 0 50,8 30/01/2002 27/11/1997
intermediari

36 51538 o 65 7,60 T2A 7 0 130,6 25/09/2007 02/01/1997
intermediari

37 63288 o 51 10,00 T2A 7 0 65,6 30/12/2003 09/08/1998
intermediari

38 39711 o 69 8,30 T2A 7 0 165,7 30/09/2008 21/02/1995
intermediari

39 42712 o 66 10,00 T2A 7 0 160,3 22/10/2008 22/08/1995
intermediari

40 45344 o 61 3,80 T2A 7 0 96,7 30/12/2003 19/01/1996
intermediari

41 54364 o 74 8,40 T2B 6 0 60,0 01/06/1997 05/06/1992
intermediari

42 35278 o 64 9,40 T2A 7 0 144,0 17/05/2006 08/06/1994
intermediari

43 34799 o 56 14,20 T2B 6 30/11/2003 1 116,4 30/11/2003 10/05/1994
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APENDICE 2

Tabela. Resultados da leitura das placas de TMA, contendo 112 casos de Adenocarcinoma de

préstata, 2 amostras por caso, utilizando um perfurador de 1,0 mm e espacamento de 0,2 mm

9p * * + * _ _ _ _ _ _ * _ _ * _ _ * *
Verde - - * - - - - - - * - - - - - - - *
Verm - - * - - - - - - * - - - - - - - *

Aq u * * - - - * - - - - - - - - - * * *

gp - * - - - * - - - - * - - - - - * -
Verde - - * * - - - - - N - * * * _ R _ *
Verm - - * * - - - - - - - * * * B R _ *
Aq u * * - * - - * - - - - * * * - * - *

gp - - - * - - - - - - - * - * * - - -
Verde - - * - - * - * R - R - * * * * * *
Verm - - * - - * - * - - - - * * * * * *
Aq u * * * * * * * * * - - - - * * * - -

9p * * - - * - - - - - - * - - - * - -
Verde * * _ * * * * _ * _ _ _ _ _ * * _ *
Verm * * _ * * * * _ * _ _ _ _ _ * * _ *
Aqu * * * * * * * _ * * _ _ _ _ * * _ _

gp * * - - _ _ * * - - - - + + - - - *
Verde - - - - - - - * - - * * * * - - + +
Verm _ _ - - - - - * - - * * * * - - + +

Aq u * * * * * * * * - - * * * - * - - -

9p - - - - - - - - - - - * - * + * * *
Verde * - - - * * - * - * - - - * - * * *
Verm * - - - * * - * - * - * - * R * * *

Aq u * * * * * _ _ * * * * * * * _ * * *

9p - - * - * * - - - - * * * - - - * *
Verde - - - - - - * * * * - - - - - - * *
Verm _ _ - - _ _ * * * * _ - - - _ _ * *

Aqu * * * * * * * * * * * *
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64 64 65 65 66 66 67 67 68 68 69 69 70 70 71 71 72 72
9p - - _ _ _ _ _ * * * i R * * i i * *
Verde - i _ * _ _ * * * * i R R R * * R R
Verm i i _ * _ _ * _ * i i R + o+ * * R R
Aqu i i _ * _ _ * _ * i i R + o+ * * R R
73 73 74 74 75 75 76 76 77 77 78 78 79 79 80 80 81 81
9p i i _ _ _ _ _ _ * + * R R R i i * R
Verde - - - - - - * * - - - * * - - - - -
Verm - - - - - - * * - - - * * - - - - -
Aqu * * * _ _ * * * * * _ R R R _ * * *
82 82 83 83 84 84 85 85 86 86 87 87 88 83 89 89 90 90
9p * * * * _ _ _ _ _ _ * * R R * * R R
Verde - B * * i} * * * i _ * * R R _ _ * *
Verm - _ * * i} * * * i ) * * R R ) ) * *
Aqu * * * * * * * * i _ * * * * _ _ * *
91 91 92 92 93 93 94 94 95 95 96 96 97 97 98 98 99 99
9p B * _ * * * i} i i _ _ * R R * _ R R
Verde - . _ _ * _ * * * * _ R * * * _ * *
Verm _ _ _ _ * _ * * _ _ _ R * * * _ * *
Aqu * * * _ * * * * _ * _ * * * _ _ * *
100 100 101 101 102 102 103 103 104 104 105 105 106 106 107 107 108 108
9p * _ _ _ _ _ * * _ _ _ R R R _ _ * +
Verde - - - - - - * - - - - - - - - - * -
Verm - - - - - - * - - - - - - - - - * -
Aqu i} * * * * * i} _ * * * * R R i} i} * *
109 109 110 110 111 111 112 112
9p _ * + * * i} * *
Verde - - - * * * * *
Verm - - - * - - * *
Aqu * * * * * * * *

legenda

ndo avaliavel
auséncia de perda ou
ganho

presenca de perda ou
ganho
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ABSTRACT ARTICLE INFO

Integrins are transmembrane glycoprotein receptors that regulate cell-matrix interactions,
thus functioning as sensors from the environment. They also act as cell adhesion mole-
cules that are responsible for the maintenance of the normal epithelial phenotype. Some
studies have reported a correlation between carcinogenesis and changes in integrin ex-
pression, especially £1 integrin, however its role in prostate cancer (PC) is unclear. The
aim of our study was to evaluate the expression of 81 integrin in localized PC and to cor-
relate the pattern of expression with recurrence after surgical treatment. Methods For this
case-control study, we retrospectively selected surgical specimens from 111 patients with
localized PC who underwent radical prostatectomy. Recurrence was defined as a PSA level
exceeding 0.2ng/mL after surgery, and the median follow-up was 123 months. Integrin
expression was evaluated by immunohistochemistry in a tissue microarray containing two
samples from each tumor. We employed a semiquantitative analysis and considered a case
as positive when the expression was strong and diffusely present.

Results: There was a loss of 11 cases during the tissue micro array assembling. f1 ex-
pression was positive in 79 of the 100 evaluated cases (79%). The univariate and multi-
variate analyses showed that the negative expression of 81 integrin was associated with
biochemical recurrence (p = 0.047) and time to recurrence after radical prostatectomy (p
= 0.023). When 1 was negative, the odds ratio for recurrence was 2.78 times higher
than that observed in the positive cases [OR = 2.78, p = 0.047, IC 95% (1.01-7.66)].
Conclusions: The loss of 81 integrin immune expression was correlated with biochemical
recurrence in patients treated with radical prostatectomy for localized PC.
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Prognosis; Integrins

Int Braz J Urol. 2013; 39: 335-43

Submitted for publication:
March 14, 2012

Accepted after revision:
November 30, 2012

INTRODUCTION Prior identification of patients with poor
prognosis is important in clinical practice in order
to improve the treatment outcome. The classic prog-

nostic parameters, such as the Gleason score and

Prostate cancer (PC) is the most common
solid cancer and the second leading cause of death

in males in western countries (1). Radical prostatec-
tomy (RP) is a method of treating organ-confined
tumors that demonstrates good results in large se-
ries of patients; however, up to a quarter of them
experience biochemical recurrence after surgery (2).

serum levels of prostate specific antigen (PSA), can
estimate, to some extent, aggressiveness and recur-
rence but they are often deficient, even when used
in combination (3,4). This deficiency is probably due
to the heterogeneous nature of PC. Consequently,
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the discovery of new markers is necessary to identify
those patients with worse prognoses and increased
likelihood of tumor recurrence more effectively, whi-
ch can improve the management of PC patients.

Many aspects of oncogenesis involve chan-
ges in intercellular adhesion, and it was shown that
altered expression of the cell adhesion molecule
(CAM) correlates with invasion and progression in
PC and other neoplasms (5-7). Integrins are trans-
membrane glycoprotein receptors that regulate cell-
-matrix interactions, thereby functioning as sensors
of the environment. These CAMs form heterodimers
composed of one ¢ and one B subunit. Currently, 18
o and 8 P subunits have been identified, and diffe-
rent combinations of these subunits are known to
dictate both their specificity for the extra cellular
matrix (ECM) proteins and their signaling properties.

Integrins have several functions in cell ho-
meostasis that involve the adhesion of cells to the
ECM proteins as well to other cells. As receptors,
integrins mediate the anchoring and migration of
cells via the recognition of various ECM molecules.
Moreover, intracellular signals generated by inte-
grins influence gene expression and thus regulate
growth, proliferation and survival (8). The existence
of alternative splicing forms of the messenger RNA
of some integrins further increases the diversity wi-
thin the integrin family.

Despite the existence of previous resear-
ch examining 1 integrin in PC, no study to date
has evaluated B1 integrin in clinical specimens as a
prognostic marker for a clinical outcome. Most prior
studies in PC have primarily focused on describing
integrin expression rather than on examining its
correlations to tumor recurrence or biochemical free
survival (9-11). The aim of this case-control study
was to assess the expression profile of 1 integrin in
surgical specimens of clinically localized PC throu-
gh the use of immunohistochemistry by utilizing a
tissue microarray (TMA), and to evaluate the asso-
ciation between integrin expression and biochemi-
cal recurrence following RP.

MATERIALS AND METHODS

Case selection
We retrospectively evaluated 954 patients
with clinically localized PC who underwent RP
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with a curative intention between January 1994
and April 2000, all performed by the same surge-
on. For this case-control study, we selected 51 pa-
tients with low, intermediate or high risk PC that
had biochemical recurrence after surgery (case
group). Then, 60 patients without biochemical re-
currence ten years after surgery and matched to
the first group, according to the PC stratification
of risk, were selected as controls.

We stratified the PC patients into three
groups of risk according to a combined evaluation
of pre operatory PSA serum level, pathologic stage
and surgical specimen’s Gleason score. Low risk
PC patients was characterized by PSA level lower
than 10ng/mL, Gleason score < 6 and pT2a; the
risk was intermediate when PSA level was 10 to
20ng/mL, Gleason score 7 and pT2b and higher
risk when PSA level was > 20ng/mlL, Gleason sco-
re = 8 and pathologic stage was higher than pT2c.
This risk stratification is similar to that one pro-
posed by D’Amico; the difference is the adoption
of pathologic stage and Gleason score in our stu-
dy, which are more reliable in terms of prognostic
strength, when compared to the clinical parame-
ters employed in D’Amico criteria (12).

The median follow-up time was 123 mon-
ths. Regarding race, 97.3% of the patients were
Caucasian and 2.7% were Asian. The demographic
and clinical data according to recurrence are sho-
wn in Table-1.

Tumor recurrence was defined as a PSA
level exceeding 0.2ng/mL during follow-up. The
tumor-node-metastasis (TNM) staging designa-
tions were assigned according to the TNM 2010
classification. All subjects provided informed con-
sent to participate in the study and to allow their
biological samples to be analyzed. Approval for
the study was given by the Institutional Board of
Ethics (n®1074/04).

Immunohistochemistry

Histological examination of the prostatec-
tomy specimens were performed in formalin-fixed
and totally paraffin-embedded sections stained
with hematoxylin and eosin. The slides containing
the primary tumor for each patient were selected
by sampling the area representative of the final
pathologic Gleason score. Two areas from each

336



Tahle 1 - Demographic and clinical data: recurrence vs. no recurrence.

IBJU | BETA1 INTEGRIN 1N PROSTATE

58

Biochemical recurrence No biochemical recurrence P-value
(n=51) (n=60)
Age (years) 0.687 #
Median (Q1 - Q3) 65.0 (60.0 - 68.0) 64.5(59.2 - 69.0)
Minimum - Maximum 45-74 4-79
PSApre (ng/mL}) 0.752 ##
PSA <10 30 (58.8%) 39 (65.0%)
PSA 10-20 15 (29.4%) 16 (26.7%)
PSA > 20 6 (11.8%) 5(8.3%)
Pathologic stage 0.521 ##
T2 41 (80.4%) 51 (85.0%)
T3 10 (19.6%) 9(15.0%)
Gleason score 0.095 ##
<6 9 (17.6%) 20 (33.3%)
=7 17 (33.3%) 21 (66.7%)
=8 25 (49.0%) 19(31.7%)
PC stratification of risk 0.266 ##
Low 6(11.8%) 10 (16.7%)
Intermediate 15 (29.4%) 24 (40.0%)
High 30 (58.8%) 26 (43.3%)

# - Mann-Whitney Test
## - Ghi-square test

tumor were marked with permanent ink; these are-
as were included in the tissue microarray assay
(TMA) (13).

The samples underwent a heat antigen re-
trieval process using citrate buffer (ImM, pH 6.0).
The slides were incubated overnight at 4°C with the
anti-p1 integrin monoclonal antibody (Dako Cyto-
mation, CA) in a 1:50 dilution. The LSAB system
was used for the immunostaining (Dako Cytomation,
CA). Color was developed through a reaction with a
3.3'diaminobenzidine substrate-chromogen solution

The samples underwent a heat antigen re-
trieval process using citrate buffer (1mM, pH 6.0).
The slides were incubated overnight at 4°C with the
anti-p1 integrin monoclonal antibody (Dako Cyto-
mation, CA) in a 1:50 dilution. The LSAB system
was used for the immunostaining (Dako Cytomation,
CA). Color was developed through a reaction with a
3.3’diaminobenzidine substrate-chromogen solution
followed by counterstaining with Harris hemato-

xylin. The slides were dehydrated, coverslipped and
observed under a light microscope.

p1 integrin expression was evaluated as po-
sitive or negative through immunohistochemistry
in a TMA containing two samples from each case.
We employed optical microscopy and the expression
was considered positive when it was strong and di-
ffusely present in the tumor tissue (i.e., +++). In order
to confirm the integrity of the antigen determinants,
we also evaluated the expression of PSA and cytoke-
ratin 18 (CK18) in the same TMA. All of the cases
sitive or negative through immunohistochemistry
in a TMA containing two samples from each case.
We employed optical microscopy and the expression
was considered positive when it was strong and di-
ffusely present in the tumor tissue (i.e., +++). In order
to confirm the integrity of the antigen determinants,
we also evaluated the expression of PSA and cytoke-
ratin 18 (CK18) in the same TMA. All of the cases
were evaluated by a single uropathologist (KRML).
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Statistical analysis

Statistical analyses were performed using
SPSS 17.0 for Windows (version 17.0.0). All of the
reported p-values were two-sided. The Mann-Whit-
ney, Pearson chi-square and Fisher Exact tests were
used to explore the bivariate associations between
the status of tumor recurrence and other continuous
and categorical covariates.

An approximation of the risk association
between integrin expression and recurrence was es-
timated by odds ratios (ORs) and 95% confidence
intervals (95% (I) using unconditional logistic re-
gression analysis. Kaplan-Meier curves were used to
illustrate biochemical recurrence free survival. We
performed the log-rank test to show differences be-
tween the curves.

RESULTS

The PSA and CK18 expression levels were
strongly positive in all cases, confirming that the
antigens were preserved in our samples. There was a
loss of 11 cases during the TMA assembling. As such,
p1 expression was evaluated in a total of 100 cases.

The cases and controls exhibited similar
characteristics regarding the D’Amico stratification
of risk, which was the adopted criterion used to ma-

Table 2 - g1 integrin expression according to Gleason score.
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tch the two groups, attesting to the homogeneity of
this case control study (Table-1). The mean and me-
dian follow-up for the entire sample was 116 and
123 months, respectively.

The B1 integrin was expressed in a non-
-polarized manner and was mainly located in the
cytoplasm and the cell membrane. Positive staining
of the 1 integrin was found in 79 cases (79%). The
p1 integrin expression profile was compared with
classic prognostic factors, such as Gleason score,
PSA pre-surgical levels and pathological stage.
These results are shown in Tables 2-4.

There was an association between higher
pre-surgical PSA levels and the absence of [1 in-
tegrin expression (p = 0.03). There was no correla-
tion between 1 integrin immune expression and
Gleason score or between p1 integrin and patho-
logical stage.

Correlating the expression with hioche-
mical recurrence after surgery, we found that pa-
tients with downregulated 1 integrin expression
levels had a higher probability of tumor recurren-
ce. Fifty-eight percent of patients whose tumors
showed positive (31 integrin were free of recurren-
ce after surgery compared to only 33% of those
with negative 1 integrin expression (Table-5). In
a univariate analysis, the chance of biochemical
recurrence was 2.8 times higher in patients with

G6 G7 G8-9 p-value
p1 integrin 0.120
Positive 23 (92.0%) 27 (79.4%) 29 (70.7%)
Megative 2 (8.0%) 7(20.6%) 12 (29.3%) Chi-square test

Table 3 - p1 integrin expression according to pathological stage.
pT2 pT3 p-value

p1 integrin 0.523
Positive 66 (80.5%) 13 (72.2%)
Negative 16 (19.5%) 5 (27.8%) Fisher exact test
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PSA ng/mL <4 4-10 >10 p value
p1 integrin 0.030
Positive 7 (87.5%) 51 (86.4%) 21 (63.6%)
Negative 1(12.5%) 8(13.6%) 12 (36.4%) chi-square test
Table 5 - Univariate analysis: recurrence vs. no recurrence.
Biochemical recurrence

yes no OR 95% ClI p-value
p1 integrin
Positive 33 (41.8%) 46 (58.2%)
Negative 14 (66.7%) 7 (33.3%) 2.79 1.01-7.67 0.042

Chi-square test

negative 1 expression [OR = 2.79, p = 0.042, IC
95% (1.01-7.67)].

The Kaplan-Meier curve of biochemical
free survival according to p1 integrin immune ex-
pression is shown in Figure-1, which confirms the
association between B1 integrin and time to re-
currence in localized PC treated with radical pros-
tatectomy. The mean biochemical recurrence free
survival time was 112 and 77 months for the po-
sitive and negative cases, respectively (p = 0.023
- Log-Rank test).

In the multivariate analysis, including
Gleason score and f1 integrin expression, only 1
integrin remained independently associated with
biochemical recurrence after surgery [OR = 2.78, p
= 0.047 IC 95% (1.01-7.66)].

DISCUSSION

This is the first study in literature to show
that the loss of B1 integrin expression was inde-
pendently associated with biochemical recurrence
after RP. The strong points associated with these
findings were the extended follow-up, along with
the fact that all subjects underwent surgery by the
same surgeon and had their integrin expression

evaluated by the same uropathologist. The em-
ployment of a TMA for integrin expression analy-
sis also confers homogeneity to our results.

The ability of PC cells to proliferate and
invade depends on their interactions with the sur-
rounding cells and the ECM, which is partially
mediated by integrins. Alterations of integrin ex-
pression have been implicated in many aspects of
tumorigenesis, including cell survival, invasion
and dissemination, making them potential prog-
nostic markers. In PC, the literature indicates that
with the exception of a6, «3 and [j1, there is a
down regulation of most integrins (9,14-17). In
two previous publications evaluating primary and
metastatic PC to the lymph nodes, we also de-
monstrated that a globally downregulated expres-
sion of integrin expression was a characteristic of
PC progression (6,7).

Special attention has been given to 1 in-
tegrin and its splice variants because they modu-
late cell adhesion and migration (18). f1 integrin
has a widespread distribution and is known to
complex with 10 different u subunits, which have
variable binding specificities for different ECM
components. As a result, this integrin may act to
either prevent or promote cell migration (19).
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Figure 1 - Kaplan-Meier curve for hiochemical recurrence free survival in 111 primary PC patients according to p1 integrin

expression. (Log-Rank test p = 0.023).
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The consistent f1 expression in PC and
other tumor indicates a role of this CAM in carci-
nogenesis, and also its potential utility as a prog-
nostic marker (9). In kidney cancer, the expression
repertoire of p1 integrin was shown to influence
the metastatic potential of cancer cells, making
them attractive targets for future therapeutic stra-
tegies (20).

While there are data suggesting a role of
P1 integrin in carcinogenesis, its precise functio-
nal role in PC is not well understood (21). Previous
studies have indicated that p1 integrin and its
splicing variants act by modulating cell adhesion,
proliferation and survival (11,22). In vitro data in
a PC3 cell line study showed that alterations in 1
integrin expression allowed prostate tumor cells
to become more invasive and increased the pro-
pensity for metastasis (15).

p1 integrin is known to localize in focal
contacts and to mediate spreading and cytoskele-
ton rearrangement in normal cells (16). Further-
more, 1 integrin also promotes the activation of
selective signaling pathways that support PC pro-
gression. Goel et al. observed reduction of B1 inte-
grin expression from well to poorly differentiated

T T
1500 2000

PC in animal models, suggesting that its loss is a
characteristic of PC progression (23).

Chen et al. evaluated p1 integrin expres-
sion using immunohistochemistry in 30 PC and
30 controls and found that the loss of expression
was associated with a worse prognosis in terms
of Gleason score and clinical TNM stage (24). In
our study, we did not find a relationship between
B1 integrin immune expression and Gleason sco-
re or between 1 integrin and pathological stage.
However, we did observe a relationship between
the absence of p1 integrin expression and higher
pre-operatory PSA serum levels, which is a well-
-known prognostic factor.

Conversely, Murant et al. showed that hi-
gher 1 integrin expression was associated with
lower E-cadherin expression and higher Gleason
scores (19). This contradictory finding may be ex-
plained by the relatively small sample involving
only 40 cases and the specific characteristic of their
specimens, which comprised tumor tissues from
transurethral resections of prostate. That sample
may have represented advanced PC cases, whereas
our sample came from localized tumors of patients
who underwent surgery with curative intent.
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Until now, five 31 integrin splicing variants
have been described, however only variants A and
C are expressed in the prostate. They have been
shown to differentially affect receptor localization
and function (22). Variant f1C normally maintains
adhesion and inhibits cell cycle progression, the-
reby inhibiting cell proliferation and migration
(10,22,25). It is expressed by normal prostate tissues
and is downregulated in PC; Perlino et al. evaluated
33 PC and 5 normal prostate tissues and observed a
down regulation of the mRNA and protein levels of
B1C in 94% and 100% of cancer cases, respectively
(21). In contrast, variant A was maintained in PC
where its translation rates had increased more than
twofold, which supports its role in cell proliferation
and cancer cell invasion (21-23).

We did not evaluate §1 variants in our stu-
dy because we employed an antibody that recog-
nizes the whole p1 repertoire. We may, however,
speculate that the loss of B1 that resulted in worse
prognosis in our study probably indicates the loss
of p1C variant, leading to the unfavorable clinical
outcome observed.

Although previous studies have described
alterations in 1 integrin expression in PC, no study
to date has explored the expression of 1 integrin
in a group of patients who were homogenously tre-
ated and followed for more than 10 years. Moreo-
ver, no other study has correlated expression with
tumor outcomes. According to our results, although
integrin p1 was positively expressed in 79% of our
cases, its downregulated expression was associated
with worse outcome, indicating a role of this inte-
grin in PC progression. We believe that the loss of
B1 expression may be important for both progres-
sion and invasion and therefore maybe useful as a
prognostic marker in PC.

If confirmed, our results could be applied in
clinical practice to improve the prognostic evalua-
tions of patients with PC. In combination with other
molecular and biochemical assays, test for integrin
B1 immune-expression may help to identify and se-
lect patients with greater likelihood of recurrence
for adjuvant treatment, thereby leading to improved
disease management. At the same time, this assay
may spare many patients from unnecessary adju-
vant therapies and their associated complications.
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We are aware that these conclusions may
not apply to other races, such as African des-
cendant men, because our study was comprised
mainly by Caucasian patients (97%). In addition,
our results should be regarded as hypothesis ge-
nerating due the retrospective nature, the case
control design and the sample size of the present
study. Therefore prospective analysis with larger
series, employing another method of protein ex-
pression evaluation and containing patients of
other races are necessary to validate our results.

CONCLUSIONS

In the present study, we showed that the
downregulated expression of 1 integrin was sig-
nificantly correlated with biochemical recurrence
after RP for localized PC and with higher levels of
pre-operatory PSA; thereby making this integrin
a potential marker of prognosis. Analyses of the
different f1 integrin isoforms may confirm our
initial findings and can help to establish the role
of the B1 integrin in PC.
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EDITORIAL COMMENT

This is an elegant case-control study done
in 111 patients from a cohort of almost 1000 pa-
tients underwent Radical prostatectomy to treat
localized prostate cancer (PC).

Nowadays the immunhistochemical analy-
sis are performed in several places with acceptable
costs. Then if this results be reproduced by other
groups or validated externally, this new marker
integrine could became a valuable tool in defining
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Apresentagao do Projeto:

Introducdo: O cancer de prastata (CaP) é o tumor ndo cutaneo mais frequente e a segunda causa de o6bito
por cancer em homens no Brasil, encontrando-se atras apenas do céncer de pele ndo-melanoma. Em 2009
causou 12.274 obitos e a estimativa para 2012 & de 60.180 novos casos (INCA, 2012). A incidéncia
apresenta variagdes regionais e raciais, provavelmente, devido a condi¢cdes genéticas e alimentares
distintas entre os grupos, sendo em média seis vezes maior em paises desenvolvidos em comparacio aos

paises em desenvolvimento.

A idade, o estilo de vida e a hereditariedade s3o os principais fatores de risco para esta neoplasia. Estudos
mostram que a existéncia do tumor em individuos com menos de 40 anos €& excegdo; ocorrendo aumento de
incidéncia apos os 50 anos de idade. O consumo energético elevado e a maior ingestao de carne vermelha
e gordura animal tem sido também relacionado a maior chance de desenvolvimento do CaP. A presenca de
antecedente familiar & fator de nisco para o CaP; pai ou iIrmao com tumor aumenta o risco individual em 3 a
10

vezes. No entanto, apenas cerca de 10-15% dos tumores de prostata diagnosticados sao hereditarios, os
quais se caracterizam por diagnostico em idade mais precoce quando comparados aos tumares

esporadicos. Com o advento do antigeno especifico prostatico (PSA) e dos programas
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de rastreamento para diagnostico precoce, houve uma mudanca no estadio em que estes tumores eram
diagnosticados, sendo atualmente mais frequentes os casos de tumor drgio confinado, passivel de cura
com o fratamento cirdrgico ou radioterapico, em contraposigdo a preponderancia, no passado, de tumores
localmente avancados. Apesar da evolucio dos métodos diagnésticos e, consequentemente, do aumento
da deteccdo precoce, ainda resta o desafio da definicdo exata do comportamento biolégico do CaP, que &
amplamente variavel. O comportamento heterogéneo do CaP é exemplificado pela histéria natural incerta:
enguanto alguns tém evolucdo indolente e ndo necessitam de tratamento, outros apresentam doenca
agressiva, com progressdo independente da forma de tratamento adotado. Esta variabilidade de
apresentacdo do CaP denota a importancia da caracterizacdo

prognostica para a tomada de decisdes em pacientes portadores deste tumor. Parametros como estadio
clinico e patolégico, o escore de Gleason e 0s niveis séricos de Antigeno Especifico da Préstata (PSA) sdo
convencionalmente utilizados como marcadores de prognosticos em pacientes com CaP. Porém tais fatores
sdo imperfeitos, mesmo quando avaliados em conjunto, para a determinagdo progndstica individual A
prostatectomia radical e a radioterapia sdo as op¢des para o tratamento curativo dos tumores localizados,
entretanto até 25% dos pacientes apresentam recidiva apos o tratamento (Potters, 2004). A recorréncia
tumoral pode decorrer de excisio local incompleta, do sub-estadio clinico, do crescimento de
micrometastases préexistentes ou mesmo da maior agressividade tumoral. Portanto, a identificacdo de
pacientes com pior prognostico € fundamental para a pratica urologica, especialmente para determinar a
necessidade de tratamentos adicionais. Postula-se que a identificac&o prévia dos pacientes com maior
potencial de recorréncia possibilitaria a indicagdo de tratamento adjuvante precoce, com consequente

melhora do resultado do tratamento.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:ldentificar as alteracdes citogenéticas nos cromassomos 3, 7, 17 e 9p21 no Cancer de

Prastata localizado submetido a prostatectomia radical com intuito curativo através da tecnica de FISH.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Como a pesquisa envolve apenas estudo de prontuario, de blocos de parafina e de matenalparafinado do
banco de tumores, inexiste risco para 0s pacientes a serem estudados. O estudo também ndo causara
nenhuma mudanca no tratamento que os

pacientes recebem no seu acompanhamento pos-operatério. O material bicldgico a ser utilizado sera
devolvido ao laboratdrio de patologia do Hospital Sirio Libanes. A manipulagdo do material biolégico ndo
oferece riscos a salde dos pesquisadores, sendo que serao tomadas as medidas de precaucdo universal de
estudo em laboratorio
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Beneficios:

A pesguisa tem o potencial de estabelecer novo marcador de cancer de prostata.

Comentarios e Consideragées sobre a Pesquisa:

Trata-se do projeto de Mestrado da pos-graduanda Erika Aparecida Felix de Barros, sob orientacdo do
pesquisador responsavel. Consta anexada declaragio da diretora cientifica, Dra. Katia R. M. Leite, assinada
em 18 de abril de 2012, confirmando ciéncia e autorizando o uso da infraestrutura do laboratorio de

Patologia Cirargica do Hospital Sirio Libanes para a consecucdo dos propdsitos da pesquisa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
os pesquisadores apresentaram o TCLE que devera ser assinado por todos os sujeitos de pesquisa

Recomendagdes:

N&o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
N&o ha.

Situagio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagiao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
0s pesqguisadores fizeram as alteragcdes pedidas.

SAQ PAULQ, 27 de Fevereiro de 2013

Assinador por:
Stella Regina Zamuner
(Coordenador)
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ANEXO 2
PROGRAMA DE MESTRADO EM MEDICINA
UNINOVE
| N N N N TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
Universidade Nove de Julho ESCLARECIDO
A UNINOVE £ SEMPRE 10

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
L N OME: L s —eht et e et et e aaaaraas
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° : ... SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ [oeen. l......
ENDEREQGO ...ttt e e
NO s APTO: .. BAIRRO: ..
CIDADE ...
(] = =1 S TELEFONE: DDD (.......... ) JE
2. RESPONSAVEL LEGAL ......ooutivieeeieeeeteeeeee ettt
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €tC.) ..........ueeeeeeeeieeeenninniinnnnnns
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......ccooiiiiiiiiieeeiiiiieeenn SEXO: Mo Fao
DATA NASCIMENTO.: ...... l...... l......
ENDEREQGO: ... ettt e e
NO..ooii, APTO: .. BAIRRO:
CIDADE: ...
(0] = =1 TELEFONE: DDD (............ ) RO

DADOS SOBRE A PESQUISA

TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Anélise e correlagdo
prognéstica das alteracdes citogenéticas dos cromossomos 3, 7, 9 e 17
no cancer de prostata localizado tratado com cirurgia.”

PESQUISADOR : Dr. José Pontes Junior

CARGO/FUNCAO: Médico Assistente HCFMUSP, Pesquisador do Laboratério
de Investigacdo Médica da Disciplina de Urologia — LIM/55, docente do
programa do Mestrado em Medicina e disciplina de urologia para a graduacao
em Medicina da UNINOVE.

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL: N° 85241
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1. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO o RISCO MEDIO 0
RISCO BAIXO X RISCO MAIOR O

2. DURACAO DA PESQUISA : 24 meses

O senhor estda sendo convidado a participar do projeto de pesquisa cujo
objetivo é avaliar um novo marcador de diagnéstico ou progndstico do cancer
de prostata. O diagnostico do cancer de préstata s6 é confirmado através de
uma biopsia, um método invasivo que apresenta complicacdes e altas taxas de
resultados falsos. Além disso, sabemos que nem todos os tumores de prostata
se comportam de forma igual, alguns sdo mais agressivos que outros e ainda
nao existem exames que possam dizer ao médico qual paciente terd um tumor
mais agressivo ou ndo, portanto o objetivo deste trabalho € tentar encontrar
alteracdes que ajudem na descoberta e no tratamento do cancer de préstata.

O trabalho sera realizado utilizando parte do tecido que foi retirado durante a
sua cirurgia, ndo acarretara nenhum prejuizo a sua pessoa ou ao préprio
material que continuara preservado para seu interesse futuro.

N&o serad necessario fazer nenhum procedimento adicional. Portanto esta
pesquisa nado Ihe traz nenhum desconforto e nenhum risco. Ndo ha beneficio
direto para o senhor, somente no final do estudo poderemos concluir a
presenca de algum beneficio para os pacientes. Como ndo ha procedimentos
adicionais a serem feitos, ndo existem procedimentos alternativos.

Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé ter4d acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais
davidas. O principal investigador € o Dr. José Pontes Junior, que pode ser
encontrado no endereco Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar 255- 7° andar sala
710-F, Telefone (011) 3069 — 8080. Se vocé tiver alguma consideracdo ou
divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) — Rua. Vergueiro n° 235/249 — Liberdade — SP CEP. 01504-
001 -1° andar. Telefone: (11) 3385-9059

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu

tratamento na Instituicao;
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Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndao sendo divulgada a identificacdo de nenhum
paciente;

Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas,
guando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores;

Despesas e compensacodes: ndo ha despesas pessoais para o participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também nao ha
compensacao financeira relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer
despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.
Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado

somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que i
ou gque foram lidas para mim, descrevendo o estudo: : “Analise e correlacao
progndéstica das alteracdes citogenéticas dos cromossomos 3, 7, 9 e 17
no cancer de prostata localizado tratado com cirurgia.”

Eu discuti com o Dr. José Pontes Junior sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, 0s
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento
neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante
Data / /

legal
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Assinatura da testemunha Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos

ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacao neste

estudo.

Dr. Jose Pontes Junior Data / /

(responsavel pelo estudo)



72

ANEXO 3

Laboratério de Patologia Cirurgica de Sao Paulo
Hospital Sirio Libanés
Rua D. Adma Jafet 91

Certic#7229553 01308-050 Sao Paulo
Tel. 11 31550249

DECLARACAO

Declaro que estou ciente do projeto de pesquisa intitulado “ANALISE E
CORRELACAO PROGNOSTICA DAS ALTERACOES CITOGENETICAS DOS
CROMOSSOMOS 3, 7, 9p E 17 NO CANCER DE PROSTATA LOCALIZADO
TRATADO COM CIRURGIA" de responsabilidade da aluna de mestrado Erika
Aparecida Felix de Barros que tem como orientador o Dr. José Pontes Junior,
e que o Laboratorio de Patologia Cirargica de Sao Paulo disponibilizara todos
0s materiais biolégicos, equipamentos e reagentes necessarios para a
realizacdo dos testes referentes ao projeto. Também afirmamos que a nossa
infra-estrutura laboratorial esta capacitada a realizar os exames supracitados, e
gue a execucdo dos mesmos se baseara nas normas das melhores préticas de

laboratério.
Sao Paulo, 18 de abril de 2012
///ZZS@@%

Profs. Dra. Katia Ramos Moreira Leite
Diretora Cientifica



