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RESUMO - Racional: O adenocarcinoma de préstata € uma das mais prevalentes
neoplasias malignas em todo o mundo. Apesar de frequentemente ter evolucao lenta,
ainda representa importante causa de morte em oncologia. Uma vez que seus
resultados clinicos sdo muito heterogéneos ha necessidade de se identificar
marcadores de progndstico. Biomarcadores sao ferramentas e tecnologias que podem
auxiliar nessa compreensédo. Objetivos: Avaliar a presenca do c-MET e ABCB5 no
adenocarcinoma da prostata e analisar se a expresséo deles apresenta correlacédo
com fatores de prognaostico. Método: Foram selecionados 170 casos atraves de busca
ativa em prontuério eletrénico e revisdo dos prontuérios fisicos e de laudos
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anatomopatologicos. Foi realizada imunoistoquimica para os biomarcadores c-MET e
ABCB5 em todas as amostras. Dados clinicos retrospectivos foram coletados e
plotados em tabelas. Através de TMA (tissue microarray) os tecidos foram submetidos
a imunoistoquimica pela técnica de peroxidase. As informacdes clinicoepidemiologicas
foram cruzadas com o resultado obtido pela imunomarcacéo e sua andlise estatistica.
Resultados: Foram incluidos neste estudo 47 homens com média de idade de
61,6+6,9 (48-75), com PSA médio de 11+9,7 (2,4-60,5), Dos incluidos, 70,2%
tiveram escore de Gleason 5 ou 6 e 29, 1%, 7 ou 8. Em relacdo a classificacdo dos
tumores, 6 casos tinham estadiamento T3a e 2 T3b. Nenhum apresentou tumor
superior a T3b e houve 1 caso de metastase. Com relagcéo aos biomarcadores, houve
marcacao positiva de c-MET em 32 casos e de ABCB5 em 5. A marcagao positiva ndo
teve associacao estatisticamente significativa com nenhum dos fatores prognosticos
avaliados. Concluséo: Houve expresséo do c-MET e ABCB5 nos casos de cancer de
préstata, mas sem associacao deles com fatores prognaticos.

DESCRITORES - Biomarcador. c¢-MET. ABCB5. Céancer de prostata.
Imunoistoquimica.

ABSTRACT - Background: Prostate adenocarcinoma is one of the most prevalent
malignancies worldwide. Despite often having a slow evolution, it still represents an important
cause of death in oncology. Since its clinical results are very heterogeneous, there is a need
to identify prognostic markers. Biomarkers are tools and technologies that can aid in this
understanding. Objectives: To evaluate the presence of c-MET and ABCB5 in prostate
adenocarcinoma and to analyze whether their expression correlates with prognostic factors.
Method: 170 cases were selected through an active search in electronic medical records and
review of physical records and anatomopathological reports. Immunohistochemistry was
performed for the biomarkers c-MET and ABCBS5 in all samples. Retrospective clinical data
were collected and plotted in tables. Through TMA (tissue microarray) the tissues were
submitted to immunohistochemistry by the peroxidase technique. Clinical and epidemiological
information was cross-referenced with the result obtained by immunostaining and its statistical
analysis. Results: Forty-seven men with a mean age of 61.6+6.9 (48-75), with a mean PSA of
11+9.7 (2.4-60.5) were included in this study. 2% had a Gleason score of 5 or 6 and 29, 1%,
7 or 8. Regarding tumor classification, 6 cases had T3a and 2 T3b staging. None had a tumor
greater than T3b and there was 1 case of metastasis. With regard to biomarkers, there was
positive labeling of c-MET in 32 cases and of ABCB5 in 5. Positive labeling had no statistically
significant association with any of the prognostic factors evaluated. Conclusion: There was
expression of c-MET and ABCBS in the prostate cancer, but without association of them with
prognostic factors.

KEYWORDS - Biomarker. c-MET. ABCB5. Prostate cancer. Immunohistochemistry.

INTRODUCAO

O adenocarcinoma de préstata € o segundo cancer mais comum em homens
em todo o mundo. Uma grande proporcgéo de canceres de prostata esta latente, nunca
destinada a progredir ou afetar a vida dos pacientes (INCA, 2020). E de grande
importancia identificar quais casos irdo progredir e quais se beneficiariam de um
tratamento radical precoce. O antigeno prostatico especifico (PSA) continua sendo o
teste mais usado para detectar cancer de préstata. Sua especificidade limitada e
elevada taxa de sobrediagnéstico sdo os principais problemas associados ao teste de
PSA. Novos biomarcadores de cancer de prostata foram propostos para melhorar a
precisdo do PSA no manejo da doenca inicial (US PREVENTIVE SERVICES TASK
FORCE, 2018).

A justificativa para a selecdo de um biomarcador no campo da oncologia inclui
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sua capacidade em prever a deteccao precoce, resposta terapéutica e estadiamento,
além de sua capacidade de reduzir o sobrediagndstico, selecionar pacientes para
diferentes opcdes de tratamento, aumentar a expectativa de vida e proporcionar
melhor qualidade de vida para os pacientes. Dos muitos biomarcadores moleculares
de cancer de préstata identificados, apenas alguns sdo aprovados para uso clinico.
Biomarcador ideal tem alta especificidade (capacidade do teste de identificar
corretamente quem ndo tem a doenca e taxa negativa verdadeira), alta sensibilidade
(capacidade de um teste de identificar corretamente quem tem a doenca e taxa positiva
verdadeira), facilidade de aplicacdo, reprodutibilidade, leituras claras para os médicos,
custo-beneficio e medidas quantificaveis de um fluido biolégico ou amostra facil de
obter.

Houve progresso notavel na descoberta de biomarcadores de céancer de
préstata, principalmente por meio de avanc¢os nas tecnologias gendmicas (KUMAR,
MOHAN, GULERIA, et al, 2006; KOHAAR, PETROVICS, SRIVASTAVA, 2019).

O c-MET é um receptor tirosina quinase com multiplas fun¢des ao longo do
desenvolvimento embrionario, organogénese e cicatrizacdo de feridas e € expresso
em varios epitélios. O ligante de c-MET é o fator de crescimento de hepatdcitos (HGF),
gue é secretado, entre outros, pelas células do estroma/tronco mesenquimal. As
funcbes fisiologicas de c-MET estdo centradas em processos que sustentam a
motilidade celular e o crescimento invasivo. Expressao e atividade aberrante de c-
MET sé&o observadas em varios canceres e fazem contribuicdes importantes para a
malignidade celular. A sinalizacdo de HGF/c-MET é crucial no contexto da
comunicagdo entre as células cancerosas e o estroma do tumor (PERUZZI,
BOTTARO, 2006).

Os transportadores de cassete de ligacdo de ATP (transportadores ABC), como
0 ABCBS5, tém sido intensamente estudados nos ultimos 50 anos por seu envolvimento
no fendtipo de resisténcia a multiplas drogas, especialmente no cancer. Eles séo
frequentemente superexpressos em tumores e impedem a quimioterapia eficaz,
reduzindo o acumulo de drogas nas células cancerosas. Na Ultima década, entretanto,
varios estudos estabeleceram que os transportadores ABC tém papéis adicionais e
fundamentais na biologia tumoral; ha fortes evidéncias de que essas proteinas estédo
envolvidas no transporte de moléculas que aumentam o tumor e/ou nas interacdes
proteina-proteina que afetam a agressividade do cancer, a progressao e o prognastico
do paciente (MURIITHI, et al. 2020).

O objetivo deste estudo foi avaliar a existéncia de expressédo dos
biomarcadores c-MET e ABCB5 no adenocarcinoma de préstata e associa-la com
fatores de mau progndostico no adenocarcinoma de prostata.

METODO

Esta pesquisa foi realizada no Programa de P0s-Graduagdo em Principios de
Cirurgia da Faculdade Evangélica Mackenzie do Parana, em parceria com Brigham
and Women's Hospital, Harvard Medical School Molecular Oncology and Immunology
and Renal Division. Foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa sob parecer CAAE
94154518.800000103, estando de acordo com os preceitos da Resolucao 466/12 do
Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude.

Delineamento do estudo
Estudo observacional, transversal, retrospectivo.



SciELO Preprints - Este documento € um preprint e sua situacado atual esta disponivel em: https://doi.org/10.1590/SciELOPreprints.4390

4

Obtencéo e selecao de amostra

Foram selecionados 170 casos de adenocarcinoma prostatico utilizando o
sistema de prontudrio eletrdnico MV Soul Hospitalar® do hospital. Da mesma forma,
foram revisados prontuéarios fisicos e laudos anatomopatoldgicos de todos os
pacientes. A busca inicial foi através do CID C61 referente a cancer de prostata.

Selecdo das amostras

Selecionados os casos, foi realizada procura dos respectivos blocos de
parafina. Foram selecionados somente aqueles com massa tumoral suficiente para
gue realizacéo de cortes adicionais sem que o material biologico fosse completamente
consumido. Um segundo patologista, sem qualquer vinculo com o hospital onde os
casos foram levantados e sem acesso aos dados clinicos, realizou revisdo das
laminas, visando confirmar o diagnéstico de cancer de préstata. Blocos sem lamina
de H&E disponiveis, tiveram sua producao solicitada. Em casos com mais de um bloco
de parafina, coube ao patologista selecionar aquele com maior massa neoplasica. Os
blocos conferidos foram submetidos a imunomarcacao para c-MET e ABCB5.

Os critérios de inclusdo foram: pacientes com adenocarcinoma de préstata
atendidos no servico de urologia do hospital sem nenhum tratamento prévio; com
investigacao e estadiamento prévio no servi¢co; com dados epidemioldgicos completos
no prontuario; com os casos confirmados por segundo patologista; com blocos de
parafina que possuissem massa tumoral suficiente passivel de novos fracionamentos
sem que se esgotasse o0 material bioldgico.

Critérios de exclusao foram: pacientes com dados clinicos e epidemioldgicos
incompletos no prontuario; e blocos de parafina de ma qualidade ou com material
insuficiente para andalise do microarranjo de tecido (TMA) apds ser realizado o
desgaste do bloco de parafina

ApOs aplicar os critérios de inclusdo e exclusdo a amostra ficou constituida de
47 pacientes.

Variaveis relativas ao paciente

Na sequéncia, procedida a anotacdo dos dados clinicos de cada caso ja
incluido, definindo-se uma padronizacédo, constituida pelas seguintes variaveis: iniciais
do paciente, idade ao diagnostico, PSA, escore de Gleason da bidpsia, classificacédo
clinica do tumor, acometimento do linfonodo, metastase a distancia, acometimento da
margem, extensdo extracapsular, comprometimento da vesicula seminal, infiltracéo
perineural, recidiva bioquimica.

PSA
Aceitava-se como valores limites normais até 4 ng/mL (ILIC, D. et al. 2017).

Escore de Gleason

Considerou-se a seguinte escala de Gleason (DELAHUNT, et al. 2012): grupo
1, menor ou igual a 6; grupo 2, 7 (3+4); grupo 3, 7 (4+3); grupo 4, 8 (4+4; 3+5; 5+3);
grupo 5, 9 a 10 (4+5; 5+4 ou 5+5).

Classificacao clinica do tumor
Usou-se sistema de estadiamento TNM para o cancer de prostata (FINE, 2018)

Acometimento da margem cirdrgica
Margem positiva era definida como células tumorais tocando a tinta nanquim
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da superficie (ZHANG, et al. 2018).

Extensdo extraprostatica ou extracapsular
Era definida pela presenca de tumor além dos limites da glandula (MIKEL
HUBANKS, 2014).

Comprometimento da vesicula seminal
Era definida como cancer de préstata acometendo a parede muscular da
vesicula seminal (MARTIN, et al. 2011; MIKEL HUBANKS, 2014).

Infiltrac&o ou invaséo perineural

Definida pela presenca de glandulas neoplasicas envolvendo filetes nervosos
ou localizadas no espacgo intraneural. Considerada o principal mecanismo de
disseminacéo neoplasica para além da prostata (ZAREBA, et al. 2017).

Recidiva bioquimica

Era definida como niveis de PSA persistentemente detectaveis apds a
prostatectomia radical ou aumento apos periodo de normalizacdo. N&o existe um
ponto de corte consensual para o diagndstico de recidiva bioquimica. Neste estudo, a
recidiva bioquimica foi considerada como PSA = 0,2 ng/ml apés resultado indetectavel
no pés-operatorio (FONSECA, et al. 2007).

Técnica de confeccdo dos blocos multiamostrais

Com a laminas coradas por H&E eram identificadas as areas do carcinoma nas
regides dos blocos de parafina representativa para construcdo dos blocos
multiamostrais (TMA - tissue microarray). Utilizou-se nesta pesquisa um aparelho
manual para confeccdo dos BMA da marca Tissue Tek Quick Array™que continha
pincas acopladas com diametros de 1 a 3 mm, responsaveis pela extracdo da area
desejada para a realizacdo da imunoistoquimica. Na técnica para a montagem dos
blocos multiamostrais houve a selecdo das areas que continham maior representacao
da neoplasia nas laminas coradas em H&E. Essas areas foram marcadas com caneta
de retroprojetor e baseando-se nas marcacdes feitas nas laminas foram realizadas as
mesmas marcagfes nos respectivos blocos de parafina. Esses blocos foram
denominados doadores.

Foi criada uma planilha de Excel com os casos, semelhante a um mapa
cartesiano com 10 colunas e seis linhas. A primeira célula desta tabela ficou em branco
pois serviu de marcacao para o inicio da leitura das laminas. Nas demais células foram
anotados 0s numeros de registros dos casos.

O bloco multiamostral foi confeccionado do modo habitual de sua execucao.
Para se determinar o ponto inicial da leitura da lamina a primeira célula,
correspondente ao primeiro orificio do molde, foi destinado a um tecido néo
relacionado ao estudo, neste caso um fragmento de placenta. O material obtido foi
colocado em laminas Superfrost Plus (hidrofilica) para se iniciar a imunomarcagao.

Técnica de imunoistoquimica

As laminas obtidas a partir do TMA foram submetidas a técnica da
imunoperoxidase, realizada em instrumento Benchmark Ultra™, com processamento
3 em 1 integrado, compreendendo a desparafinizagéo, re-hidratacdo e recuperacéo
antigénica, com tampdes Cell Conditioning 1 (pH alto) e Cell Conditioning 2 (pH baixo).
A incubacdo com anticorpos primarios durou entre 16-20 min em temperatura



SciELO Preprints - Este documento € um preprint e sua situacdo atual esta disponivel em: https://doi.org/10.1590/SciELOPreprints.4390

6

ambiente. A amplificacao foi realizada por Ultraview Universal DAB Detection Kit. DAB
foi usado como cromogeno e hematoxilina como contra-corante. O processamento foi
todo realizado em plataforma automatizada Ventana Benchmark Ultra™ utilizando os
anticorpos c-MET e ABCB5. Controles positivos internos e externos atestaram a
fidelidade das reac0es.

Proteina Anticorpo Marca |Especificag@o[Diluicao

c-MET |Anti-c-MET, clone GT556 |GeneTex AMR 1:1000

ABCB5 |Anti-ABCBS5, clone 5H3C6(GeneTex AMR 1:100
AMR=Anticorpo monoclonal de rato

FIGURA 1 — Descri¢cdo dos anticorpos primarios com seus respectivos fabricantes e
diluicdes

Laudo da imunomarcacao

ApoOs realizada a imunomarcacao, as laminas de TMA foram avaliadas no
microscopio Olympus CX31 por 2 patologistas diferentes, em tempos diferentes.
Foram utilizados os seguintes parametros: marcacao positiva para o c-MET era
presenca combinada do anticorpo ha membrana citoplasmética e no citoplasma
(Figura 2A); para o ABCB5 presenca do anticorpo na membrana citoplasmatica
(Figura 2B).

Seta=marcagdo em membrana e citoplasma pelo cromégeno  Seta=marcagdo em membrana celular pelo cromégeno

A B
FIGURA 2 — Fotomicrografia da expressao de: A) c-MET; B) ABCB5

Foi considerada marcacao negativa quando o anticorpo néo foi
visualizado em nenhuma localizacao histolégica, ou seja, auséncia de marcacao. Foi
considerado inconclusivo quando ndo houve a possibilidade de realizar a leitura da
lamina devido a qualidade inadequada da amostra

Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram descritos por média, desvio-padrdo, minimo e
maximo (idade) ou por frequéncias e percentuais (variaveis categoricas). Para avaliar
a associacao entre duas variaveis categoricas foi usado o teste exato de Fisher ou o
teste de Qui-quadrado. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os
dados foram analisados com o0 programa computacional Stata/SEv.14.1.
StataCorpLP, USA. Para cada um dos biomarcadores e para cada uma das variaveis
analisadas, testou-se a hip6tese nula de que as distribuicdes sobre as classificacdes
do biomarcador eram iguais para todas as classificacoes da variavel, vs. a hipotese
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alternativa de que as distribuicbes eram diferentes.
RESULTADOS
Pacientes estudados
Dos 47 homens a média de idade foi de 61,6+6,9 anos e o PSA médio de 1+9,7
(2,4-60,5, Tabelal).

TABELA 1 — Caracteristicas epidemioldgicas e de PSA (n=47)

Variavel n [Classificacdo|Resultado*
Idade (anos)47 61,6 + 6,9 (48-75)
Faixa etéria |47,< 60 anos 16 (34,0%)
> 60 anos 31 (66,0%)

PSA 47 11+ 9,7 (2,4-60,5)
PSA <20 |47N&o 4 (8,5%)
Sim 43 (91,5%)

*Média + desvio-padrao (minimo — méximo) ou frequéncia (percentual)

Dos 47 pacientes incluidos 70,2% tiveram escore de Gleason 5 ou 6 e 29,8% 7
ou 8. Em relacdo ao estadiamento clinico, 6 casos foram classificados como T3a e 2
como T3b. Nenhum apresentou comprometimento de linfonodo. Um paciente teve
metastase a distancia. Em 19,1% o estadiamento foi T3a, T3b ou M1 (Tabela 2).

TABELA 2 — Estadiamento tumoral da amostra

Variavel n [Classificacdoln (%)
Escore Gleason na biopsia  [47[2+3 (5) 4 (8,5%)
3+2 (5) 3 (6,4%)
3+3 (6) 26 (55,3%)
3+4 (7) 6 (12,8%)
4+3 (7) 7 (14,9%)
4+4 (8) 1 (2,1%)
Escore de Gleason na biopsiai47/5 ou 6 33 (70,2%)
7ou8 14 (29,8%)
¢ Tumor 47Tla 1(2,1%)
T2a 16 (34%)
T2c 21 (44,7%)
T3a 6 (12,8%)
T3b 2 (4,3%)
Linfonodo 47INO 47 (100%)
Metastase 47M0 46 (97,9%)
M1 1(2,1%)
TNM 47|Nao 38 (80,9%)
Sim* 9 (19,1%)

*Quando estadiamento TNM for T3a, T3b, T4, N1 ou M1

Observa-se na Tabela 3 que 29,8% dos pacientes apresentaram margens
comprometidas, 76,6% tiveram extensdo extracapsular, 4,3% invasdo de vesicula
seminal e 51,1% presenca de infiltracdo perineural. Houve recidiva bioquimica em
23,4% dos casos.

TABELA 3 — Parametros de invasividade

Variavel n [Classificacéoln (%)
Margens livres 47INao 14 (29,8%)
Sim 33 (70,2%)
Extenséo extracapsular 47INao 36 (76,6%)
Sim 11 (23,4%)
Invasdo de vesicula seminald7|Nao 45 (95,7%)
Sim 2 (4,3%)
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Infiltracao perineural 47INao 23 (48,9%)
Sim 24 (51,1%)

Em relacdo aos biomarcadores, o c-MET teve expressao positiva em 68,1%
dos casos e 0 ABCB5 em 10,6% (Tabela 4).

TABELA 4 — Resultados dos biomarcadores

Variaveln |Classificacdon (%)
c-MET #47|Negativo 7 (14,9%)
Positivo 32 (68,1%)
Inconclusivo 8 (17%)
ABCB5 |47|Negativo 36 (76,6%)
Positivo 5 (10,6%)
Inconclusivo |6 (12,8%)

Avaliacdo de variaveis associadas aos biomarcadores

Para alguns fatores, em funcdo do pequeno nimero de casos em suas
classificacdes, nao foi possivel a aplicacdo de teste estatistico.

Dos 14 pacientes sem margens livres, 14,3% tinha c-MET negativo, 71,4% c-
MET positivo e 14,3% era inconclusivo. Dos 33 pacientes que tinham margens livres,
estes percentuais foram 15,2%, 66,7% e 18,2%. A diferenga entre casos sem margens
livres e casos com margens livres nao foi significativa estatisticamente (p=0,939).

Dentre os 11 pacientes com extensdo extracapsular da doenca, 72,7% tinham
c-MET positivo, 3 c-MET negativo e nenhum marcacéao inconclusiva. Naqueles sem
extensdo extracapsular, 66,7% tiveram c-MET positivo, 11,1% c-MET negativo e
22,2% c-MET inconclusivo ndo apresentando diferenca significativa (p=0,138).

Os 2 pacientes com invasao de vesicula seminal tiveram marcacédo de c-MET
positiva. Nos 45 casos sem invasao de vesicula seminal, 66,7% apresentaram c-MET
positivo, 15,6% c-MET negativo e 17,8% inconclusivo. Ainda que 100% de marcacao
positiva de c-MET nos casos com invaséo de vesicula, a pequena amostragem nao
permitiu aplicacdo do teste estatistico (Tabela 5).

TABELA 5 — Relacao da expresséo do c-MET com fatores prognosticos

Variavel Classificagado|n c-MET p*
Negativo[Positivo [Inconclusivo

Idade (anos) < 60 16/4 (25%) (10 (62,5%)2 (12,5%)

> 60 313 (9,7%) [22 (71%) |6 (19,4%) [0,356
PSA <20 Nao 411 (25%) 3 (75%) |0 (0%)

Sim 436 (14%) [29 (67,4%)8 (18,6%)
Escore Gleason na biopsia 5 ou 6 336 (18,2%)122 (66,7%)5 (15,2%)

7 ou 8 1411 (7,1%) (10 (71,4%)3 (21,4%) (0,587
Classificagdo TNM Nao 38/5 (13,2%)[26 (68,4%)7 (18,4%)

Sim** 92 (22,2%)6 (66,7%) 1 (11,1%) (0,729
Margens livres N&o 1412 (14,3%)10 (71,4%)2 (14,3%)

Sim 335 (15,2%)22 (66,7%)6 (18,2%) (0,939
Extenséo extracapsular N&o 3614 (11,1%)124 (66,7%)8 (22,2%)

Sim 113 (27,3%)8 (72,7%) |0 (0%) 0,138
Invaséo de vesicula seminalNao 45/7 (15,6%)30 (66,7%)8 (17,8%)

Sim 2(0(0%) [2(100%) |0 (0%)
Infiltracdo perineural Nao 232 (8,7%) [15 (65,2%)6 (26,1%)

Sim 2415 (20,8%)[17 (70,8%)2 (8,3%) 0,184

*Teste de Qui-quadrado, p<0,05; (-) Teste ndo aplicavel; ** Quando estadiamento TNM for T3a, T3b, T4, N1 ou M1

Nos pacientes que apresentaram extensao extracapsular a marcacao foi
positiva em 27,3% e negativa em 72,7%. Entre aqueles sem a presenca de extenséo
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extracapsular, 5,6% tiveram ABCB5 positivo, 77,8% negativo e 16,7% inconclusivo.
Com estes resultados, sugere-se tendéncia a maior marcacédo de ABCB5 nos casos
com extensdo extracapsular, ainda que sem significancia estatistica (p=0,061, Tabela
6).

TABELA 6 - Relacdo da expressdao do ABCB5 com fatores prognosticos

Variavel Classificagao|n ABCB5 p*
Negativo |Positivo [Inconclusivo

Idade (anos) < 60 16/13 (81,3%)[1 (6,3%) [2 (12,5%)

> 60 3123 (74,2%)4 (12,9%)4 (12,9%) 0,775
PSA < 20 N30 4 14 (100%) [0 (0%) [0 (0%)

Sim 43132 (74,4%)5 (11,6%)6 (14%)
Escore Gleason na biopsia 5 ou 6 33128 (84,9%)2 (6,1%) [3 (9,1%)

70u8 148 (57,1%) B (21,4%)3 (21,4%) 0,114
Classificagdo TNM Nao 38128 (73,7%)5 (13,2%)5 (13,2%)

Sim** 9 18 (88,9%) [0 (0%) [1(11,1%)
Margens livres Nao 14(12 (85,7%)0 (0%) |2 (14,3%)

Sim 3324 (72,7%)5 (15,2%)4 (12,1%) 10,305
Extens&o extracapsular N&o 3628 (77,8%)12 (5,6%) 6 (16,7%)

Sim 118 (72,7%) 3 (27,3%)0 (0%) 0,061
Invasédo de vesicula seminalNao 4535 (77,8%)4 (8,9%) |6 (13,3%)

Sim 2 [1(50%) [1(50%) |0 (0%)
Infiltracdo perineural Nao 23116 (69,6%)13 (13%) 4 (17,4%)

Sim 24120 (83,3%)2 (8,3%) |2 (8,3%) 0,525

*Teste de Qui-quadrado, p<0,05;(-) Teste ndo aplicavel; ** Quando estadiamento TNM for T3a, T3b, T4, N1 ou M1

N&o houve significancia estatistica nos resultados que analisaram a relagéo
entre recidiva bioguimica e os biomarcadores estudados (Tabela 7).

TABELA 7 — Relacéo da expressdo dos biomarcadores com recidiva bioquimica

VariavelClassificacdo| n [Recidiva bioguimicalp*

N&o Sim
c-MET |Negativo 7 |4 (57,1%) 13 (42,9%)
Positivo 32[25 (78,1%) [7 (21,9%)

Inconclusivo 8 [7 (87,5%) |1 (12,5%)0,359
ABCB5 |[Negativo 3628 (77,8%) 8 (22,2%)
Positivo 5 [3(60%) |2 (40%)
Inconclusivo |6 |5 (83,3%) |1 (16,7%)]0,622

*Teste exato de Fisher ou teste de Qui-quadrado, p<0,05; (-) Teste ndo aplicavel

DISCUSSAO

Em relacdo a coleta de dados dos pacientes e dos blocos amostrais

Dentre os 170 casos eleitos inicialmente, foram removidos 92, por conta de
insuficientes dados descritos nos prontuéarios fisicos, sem uma padronizacdo de
descricdo de informacdes relevantes e consultas ambulatoriais realizadas por
diferentes profissionais. A padronizagao e orientagao das equipes para preenchimento
das informacdes, por certo minimizaria a perda de casos. Houve ainda perda no
numero de casos por falha no recebimento, cadastro da amostra, acondicionamento,
fixagdo do material em formol, amostra sem material biologico ou com material
escasso, blocos e laminas com avarias. Possivelmente, boa parte dos resultados
inconclusivos teve relacdo com estas condigdes.

Relativo as variaveis clinicas

Faixa etaria
Conforme descreve Prashanth Rawla (2019), o cancer de prOstata € mais
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prevalente a partir da 52. década de vida, sofrendo aumento exponencial apartir de
entdo, compativel com a apuracdo encontrada neste trabalho. Em noss estudo,
pacientes tinham faixa etaria entre 48 e 75 anos com mais casos entre pacientes mais
idosos. Informacdes do INCA (2020) e da American Cancer Society (2020) tambem
corroboram com esta hipétese.

Relativo ao PSA e recidiva bioquimica

Um dos quatro pacientes com PSA =20 ng/ml teve verificada presenca de
metastase , alem de escore de Gleason 7, concordando com estudo de Martinez, et
al. (2018) e lwamoto, et al. (2019), que caracterizaram valores de PSA superiores a
20 ng/ml como diretamente relacionados a mais frequente existéncia de metastases
e escore de Gleason =7. O Antigeno prostatico especifico é também de grande
importancia no seguimento pdés-tratamento, pois mesmo sem qualquer estigma
clinico, identifica recidiva bioquimica. PoOs tratamento cirargico e/ou radioterapico
espera-se normalizacdo dos niveis de PSA. A descri¢do de recidiva bioquimica se da
caso haja novo aumento além de 0,2 ng/ml apds normalizacao inicial, conforme
descrito por Paller e Antonarakis (2013) e Tourinho- Barbosa, et al. (2018). Em nosso
tabalho, detectou-se recidiva bioquimica em 23,4% dos casos.

Relativo ao TNM

O acometimento extraprostatico (a partir de T3, ou N1 ou M1) esta relacionado
com piores desfechos. Nao havendo outros fatores de mau progndstico (PSA >20
ng/ml ou escore de Gleason =7) o estadio T2c é tratado como condicdo de risco
intermediario para desfecho desfavoravel [SIU (2017) e KLAASSEN, et al. (2015)].
Concordando com os autores, neste estudo, 0 Unico caso com constatacdo de
metastase teve classificacdo T2c, somada a PSA 220 e Gleason 7.

Relativo as margens cirdrgicas

O acometimento de margens cirdrgicas se associa diretamente a possibilidade
aumentada de recidiva bioquimica, maior indicacéo de tratamento de resgate, alem de
sobrevida relacionada a doenga e sobrevida em geral reduzidas (Zhang, et al. 2018 e
Ploussard, et al. 2011). Neste trabalho, a maioria dos casos teve margens tumorais
livres, totalizando 70,2% dos pacientes, assim como predominio de casos com outros
fatores de melhor progndstico, como majoritariamente escore de Gleason abaixo de 7,
PSA abaixo de 20, TNM favoravel e uma minoria de episodios de recidiva bioquimica.

Relativo a extenséo extracapsular

A extensdo extracapsular esta presente entre 15-60% das bidpsias em
neoplasias de proéstata [Mikel Houbanks, et al. (2014) e Sohayda, et al. (2000)]. Além
de importante fator prognaostico, tem relagdo com maior recorréncia bioquimica no pos-
operatorio. Da mesma forma, traz relevantes implicacdes terapéuticas, visto que esta
indicada resseccéo cirurgica mais ampla , objetivando minimizar o risco de margem
positiva. Nesta pesquisa, foi detectada extensao extracapsular em 23,4% dos casos.

Relativo ao escore de Gleason

Na classificacdo de Gleason especifica-se inicialmente a pontuacao do tipo
histolégico mais frequente e, em seguida do segundo mais frequente (ex. 3+4=7 ou
4+3=7). Nestas situa¢des, ha importante relevancia prognéstica, uma vez que espera-
se pior evolugdo em casos caracterizados como Gleason 7 4+3 em comparacao com
Gleason 7 3+4 (DELAHUNT, et al. 2012; EGEVAD, et al. 2016). Neste estudo os
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escores de Gleason mais documentados foram o 6 (3+3), 7(4+3) e 7 (3+4). Valores
entre 5 e 7, ndo distinguem um cancer de crescimento lento ou rapido, dependendo
esta evolucdo de outros fatores, como o tempo decorrido desde o diagnostico. Esta
pesquisa mostrou casos de escore de Gleason entre 5 e 8, sendo que a maioria dos
casos apresentou escore de 6 e 7 com bom prognastico, disconcordando de DeMarzo,
et al. (2003) que em seus estudos sugeriu que a principal mudanca progndéstica ocorre
entre os escores 6 e 7. O presente trabalho corrobora com resultados de Shen e
Abate-Shen (2010) que demonstraram bom desfecho em adenocarcinoma de prostata
com escores inferiores a 7. O escore de Gleason € o mais fidedigno preditor clinico
para progressao do adenocarcinoma de prostata. Pacientes com Gleason 7 ou maior,
tem mais comumente extensao extraprostatica da doenca (Mikel Hubanks, et al 2014).
Neste trabalho, entre os 7 casos com Gleason 7(4+3), trés tiveram detectada extenséo
extracapsular.

Relativo ao comprometimento da vesicula seminal

Conforme trabalho de Potter, et al. (2000), a vesicula seminal acometida é um
preditor de pior prognoéstico. Nesta pesquisa, houve dois casos com acometimento de
vesicula seminal, correspondendo a classificacdo T3b

Relativo a infiltracdo perineural

Ha tendéncia do adenocarcinoma de préstata a invasdo e crescimento junto
aos nervos prostaticos, extendendo a doenca desde o 6rgéo ao plexo nervoso pélvico.
Trata-se de fendbmeno chamado invaséo ou infiltracdo perineural. Esta faz parte de
mecanismo para extensao da neoplasia além da capsula. Acometendo entre 10-40%
dos casos, € acompanhada de propriedades tumorais mais agressivas, bem como
maior letalidade, conforme descrito no estudo de Zareba, et al. (2017). Nesta pesquisa
foi detectada infiltracdo perineural em 51,1% dos pacientes, estando acima dos
valores descritos nos trabalhos citados.

Quanto aos marcadores

Alford et al. em 2017 revisou estudos de 12 biomarcadores comercialmente
disponiveis para diagnoéstico e tratamento de cancer de préstata, tanto em fluidos
corporais quanto em material de bidpsia, verificando que um biomarcador ndo pode
ser recomendado sobre outro neste momento. Além disso, os marcadores estudados
ainda ndo devem ser usados como primeira linha no diagnostico do cancer de
préstata.

c-MET

Varkaris et al. em 2011 revisaram a relacdo de superexpressao por
imunoistoquimica de c-MET em tecido de prostatectomia em adenocarcinoma de
préstata, com fatores de mau progndstico. Verificou que a expressdo de c-MET
aumenta ao longo dos estagios de desenvolvimento do céancer de préstata e
metastase. Nesta pesquisa néo foi demonstrada relacéo entre expressao positiva de
c-MET e fatores de mau progndstico, provavelmente devido ao baixo nimero de casos
incluidos. Yin et al. (2017) estudaram a marcacgéo de c-MET e de outra tirosina quinase
semelhante, também derivada do proto-oncogene MET, chamada RON, em tecido
prostatico. Selecionadas amostras de 10 pares de tecido de adenocarcinoma
prostatico e seu tecido sadio peritumoral correspondente. Por imunoistoquimica, foi
confirmada grande expressdo de c-MET e RON no tecido maligno e apenas minima
no tecido ndo canceroso. Neste estudo 32 dos 47 casos estudados tiveram expressao
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positiva de c-MET. Nishida et al. estudaram 106 pacientes submetidos a
prostatectomia radical por cancer de prostata. Foram detectadas células com
impregnacdo de HGF em 45 pacientes. Demonstraram que aqueles cuja peca
histolégica avaliada por imunoistoquimica com maior impregnacao do ligante de c-
MET, fator de crescimento de hepatdcito (HGF), considerados com superexpressao
do marcador, apresentavam maior incidécia de recidiva bioquimica (NISHIDA, et al.
201544). Neste trabalho, dos 32 pacientes com marcagao positiva de c-MET, 7
apresentaram recidiva bioquimica.

ABCB5

Na busca realizada na revisao de literatura, ndo foram encontrados estudos
relacionando a marcacdo do ABCB5 no cancer de prostata até o momento. No
carcinoma colorretal, Wilson et al. descreveram rara detec¢cdo de ABCB5 em tecido
saudavel, mas relevante superexpressdo em cancer de coélon. Ao contrario do
carcinoma de colorretal, no total dos 47 casos estudados nesta pesquisa, apenas 5
tiveram marcacao positiva para ABCB5. Guo, et al. (2018) demonstraram relacéo de
expressdo de ABCB5 em carcinoma colorretal com maior invasividade. Neste trabalho,
dos 5 casos positivos para ABCB5, nenhum apresentou acometimento de margens
cirargicas. Em 3 desses 5 foi verificada extensdo extracapsular. Houve invasdo de
vesicula seminal em 1 destes 5 e infiltracdo perineural em 2. Yang et al. (2010)
estudaram a relagdo entre superexpressdao de ABCB5 em cancer de mama e
sugeriram envolvimento do biomarcador com resisténcia terapéutica a doxorrubicina,
ainda que ndo com mecanismo totalmente claro. Neste trabalho, n&o foi determinada
relacdo entre marcacao positiva de ABCB5 com os preditores de mau prognostico
avaliados.

Perspectivas

O papel dos marcados biolégicos no cancer de prostata ainda € incerto, pois
apenas um pequeno numero de marcadores foi avaliado de maneira adequada para
gue pudesse ser utilizado na clinica. Perspectiva futura seria dispor de varios
marcadores que se complementassem e possibilitassem a detecgdo precoce e o
tratamento ideal. Respondendo a uma pergunta antiga: Qual a previsédo progndstica e
a melhor acao terapéutica? O processo de identificacdo e de validacdo para uso
clinico de um marcador segue diversas etapas. Teste do marcador em tecido
proveniente de bidpsia com diagndstico estabelecido do tumor, teste em bidpsia de
tecidos normais, testes em tecido com processo inflamatorio e testes que possam ser
usados em populacao de alto risco. Em relagéo a técnica utilizada, sugere-se que seja
realizada a confirmacdo da expressao proteica pela expressao génica, para melhor
elucidacgéo dos resultados. Realizar o aumento da amostra em novas pesquisas seria
um caminho mais seguro no entendimento genético das alteracdes patoldgicas.

CONCLUSOES

Foi observada a existéncia de expressao dos biomarcadores c-MET e ABCB5
no adenocarcinoma de préstata. Porém, ndo houve correlacdo dela com fatores de
mau prognaostico no adenocarcinoma da prostata.
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