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RESUMO

Valor Preditivo de Marcadores de Transi¢do Epitelial-Mesenquimatosa, PTEN, ERG,
Ki67 e de Estudo Genético na Recorréncia Bioquimica de Carcinoma da Prdstata
tratado com cirurgia

Introdugdo: O carcinoma da prostata apresenta uma elevada incidéncia e
prevaléncia. A maioria dos carcinomas da prdstata localizados sdo curdveis, com as
opcOes terapéuticas disponiveis. Contudo, a recorréncia da doenca esta associada a
morbilidade, a mortalidade e a custos elevados. Como tal, é importante otimizar o
tratamento da doenca localizada. Uma das possibilidades para o fazer, passa por
uma melhoria do nosso conhecimento, acerca dos factores preditivos. Um
reconhecimento precoce de uma maior probabilidade de recorréncia poderia levar a
uma otimizacdo da abordagem terapéutica dos tumores primarios, nomeadamente
através de estratégias que incluam intensificacdo terapéutica.

Material e Métodos: Numa amostra populacional constituida por doentes, com
carcinoma da prodstata localizado, e tratados com prostatectomia radical de intuito
curativo, avalidmos o valor preditivo de factores clinicos, anatomopatoldgicos,
imunohistoquimicos e genéticos. Utilizdmos como “endpoint” a recorréncia
bioquimica (RBQ).

Resultados: Em 147 doentes, e apds um seguimento, cuja mediana foi de 20 meses
(4-55 meses), ocorreu RBQ em 15,6% dos casos. Na nossa amostra, o PSA pré-
operatorio (p=0,02); o tipo de cirurgia (p=0,01); o score de Gleason da bidpsia
(p=0,004) e da lesdo indice (P<0,001); a classificacdo de Epstein da bidpsia (p=0,005),
da peca (p=0,006), e da lesdo indice (p<0,001); o numero de fragmentos de bidpsia
envolvidos por tumor (p=0,05), a extensdo do envolvimento tumoral nos
fragmentos de bidpsia, em milimetros (p=0,01) e percentualmente (p=0,02); a
existéncia de areas de diferenciacdo intraductal (p=0,003); a presenca de padrdo de
tercidrio (p<0,001); a dimensdo linear da lesdo indice (p=0,005); a existéncia de
margem cirurgica positiva (p=0,05); a existéncia de extensdo extraprostatica
(p=0,02); a invasdo vascular (p=0,002); a invasdo das vesiculas seminais (p=0,01); o
numero de ganglios isolados em doentes submetidos a linfadenectomia (p=0,01); o
estadio patolégico referente ao tumor primario (p=0,02) e a perda de expressdo da
caderina E (p<0,001), mostraram significancia estatistica relativamente a ocorréncia
de recorréncia bioquimica. Por andlise multivariavel, apenas a existéncia de areas de
diferenciacdo intraductal (p=0,01), a classificacdo de Epstein da lesdo indice
(p<0,001), a invasdo vascular (p=0,02) e o nUmero de ganglios isolados em doentes
submetidos a linfadenectomia (p=0,05), mantiveram a significancia estatistica, apds
ajuste para as outras varidveis. Os restantes biomarcadores associados a transicao
epitelial-mesenquimatosa (caderina N e vimentina), o PTEN, o Ki-67 e o ERG, na
nossa amostra, e por andlise univariavel, ndo estdo associados a ocorréncia de RBQ.
A expressdo de SChLAP1, quer em tecido tumoral, quer em tecido ndo tumoral,
também nao esta associado a ocorréncia de RBQ.

Conclusdes: O nosso trabalho confirma, na nossa populacdo, o interesse preditivo de
factores clinicos e anatomopatoldgicos normalmente associados a um
comportamento bioldgico mais agressivo. Também sugere o interesse preditivo de



alguns factores anatomopatolégicos menos estudados. Por fim aponta para a
possibilidade, de associacdo entre o fendmeno de transicdo epitelial e a ocorréncia
de RBQ.

Palavras-chave: Carcinoma da prostata; prostatectomia radical; factor preditivo;
classificacdo de Epstein; lesdo Indice; carcinoma intraductal; invasao vascular;
numero de ganglios linfaticos; caderina E.
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ABSTRACT

Predictive value of epithelial-mesenchymal transition markers, PTEN, ERG, Ki67,
and genetic analysis in biochemical recurrence of prostate cancer treated with
surgery

Introduction: Prostate cancer is a contemporary health issue. It has a very high
incidence and prevalence. The majority of patients with localized disease are cured
with current standard therapeutic options. Nevertheless, disease recurrence is
associated with morbidity, mortality and significant costs. It is, therefore, important
to optimize therapeutic efficacy. One of the possibilities to achieve it, is through
better understanding of predictive factors. Pinpointing in advance, the cases with
worse prognosis, could allow a therapeutic adjustment, by adding adjuvant
treatment.

Methods: In a clinical cohort study, we evaluated the predictive impact of several
clinical, pathological and molecular factors in the development of biochemical
recurrence (BCR), in patients with localized prostate cancer treated with radical
prostatectomy.

Results: A total of 147 patients were included in our study. The median follow-up
time was 20 months. BCR occurred in 15.6% of the patients. In univariate analysis,
pre-operative PSA (p=0.02); the type of surgery (p=0.01); the Gleason score both in
biopsy (p=0.004) and in the index lesion (p<0.001); the Epstein grading system in the
biopsy (p=0.005), in the entire tumor (p=0.006), and in the index lesion (p<0.001);
the number of positive cores in the biopsy (p=0.05), the maximum length of cancer
in any one biopsy core (p=0.01) and the greatest percentage of cancer in any biopsy
core (p=0.02); the presence of intraductal differentiation in the prostatic specimen
(p=0.003); the presence of a minor high-grade pattern (p<0.001); the index lesion
dimension (p=0.005); positive surgical margin (p=0.05); the existence of extra
prostatic extension (p=0.02); vascular invasion (p=0.002); seminal vesicle invasion
(p=0.01); the total number of lymph nodes retrieved in patients submitted to
lymphadenectomy (p=0.01); T stage (p=0.02) and loss of E-Cadherine, were all
predictive factors for BCR. In multivariate analysis, only the presence of intraductal
differentiation (p=0.01), Epstein grading system in the index lesion (p<0.001),
vascular invasion (p=0.02) and the total number of lymph nodes (p=0.05) remained
independently predictive of BCR. The remaining epithelial-mesenchymal transition
markers (N-Cadherine and Vimentine), PTEN, Ki-67 and ERG, were not predictive
factors for BCR. Neither was SChLAP1 expression, both in tumoral and non-tumoral
tissue.

Conclusions: Our study, in this population, confirms the predictive impact of many
well-established predictive factors. It also implies, that other less known pathological
factors might also have predictive importance. Finally, it suggest the existence of a
link between epithelial-mesenchymal transition and BCR.
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Keywords: Prostate cancer; radical prostatectomy; predictive factor; Epstein
grading; index lesion; vascular invasion; intraductal carcinoma; lymph node number;
E-cadherine.
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Em memodria da Veneravel Madre Maria Isabel da SS.ma Trindade
(Fundadora da Congregacao das Irmas Concepcionistas ao Servico dos Pobres)
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Never to forget that the patient is a fellow creature in pain, not a mere vessel of
disease.
Moisés ben Maimadnides (1135-1204), médico e fildsofo judeu.

Nenhum cancro se cura, a menos que seja extirpado por inteiro; com efeito, por
pouco que reste, o mal cresce na raiz.
Henri de Mondeville (1260-1320), médico de Filipe o Belo.
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1. INTRODUGAO

1.1. Introducgdo geral e sistematizacdo do trabalho

Os tumores da prostata (TP) representam, na atualidade, um importante problema
de saude publica. Estas neoplasias tém uma elevadissima incidéncia e prevaléncia.
Apesar dos refinamentos obtidos, nos ultimos anos, no tratamento da doenca
primaria, existem muitos doentes em que a mesma recorre. Este facto traduz-se em
morbilidade e mortalidade elevadas. Ha ainda que levar em linha de conta os custos
significativos associados as diversas abordagens terapéuticas. Esta contextualizacdo
simplista, torna obvia a necessidade de otimizacdo da abordagem dos TP. S3o varios
os niveis, a que poderdo ocorrer melhorias. A nosso ver, um dos mais importantes,
pela possibilidade curativa que corporiza, passa pelo aperfeicoamento do
tratamento da doenca primaria localizada. Para o efeito, é necessario um melhor
conhecimento dos factores preditivos e progndsticos, que orientem a otimizacdo da
terapéutica local, nomeadamente a utilizacdo de intensificacdo terapéutica. Os
dados acerca, de muitos, destes factores preditivos e progndsticos sdo proficuos,
mas quase nunca definitivos. Como tal, uma melhoria do conhecimento destes
factores afigurasse-nos como muito importante, de modo a otimizarmos a
terapéutica do tumor primario, a que de longe, apresenta a maior probabilidade de
ser curativa.

Este trabalho encontra-se dividido em seis capitulos. Na introdugdo procura-se
contextualizar, do ponto de vista tedrico, a hipétese que conduziu a realizacdo deste
projeto de investigacdo. Comeca-se por enquadrar a importancia epidemiolégica e o
impacto econdmico associado aos TP. Em seguida, faz-se um breve resumo, acerca
do estado da arte, do tratamento cirurgico da doenca primaria e localizada. Depois
caracteriza-se o “endpoint” utilizado neste estudo e resume-se a informacao
disponivel acerca dos varios factores preditivos. Ainda dentro da introducdo
contextualiza-se a transicdo epitelial-mesenquimatosa e a sua relagdo com os TP. Por
fim faz-se o mesmo em relagdo aos “Lnc-RNA”, com particular énfase em relagdo ao
SChLAP1. Apds a introducdo explica-se a hipdtese subjacente a presente
investigacdo e enumeram-se o0s objetivos. No capitulo intitulado materiais e

métodos, resume-se a metodologia utilizada. O capitulo seguinte contem uma



descricao pormenorizada dos resultados obtidos. Estes sdo discutidos no capitulo
seguinte, e contextualizando de acordo com os dados disponiveis na literatura. Por
fim, resume-se quais as conclusdes e as limita¢gdes do presente estudo e projeta-se o
futuro que lhe dard continuidade. A presente tese é encerrada com uma lista das

referéncias bibliograficas, consultadas para a realizacdo da presente monografia.

1.2. Epidemiologia

A elevada magnitude da importancia epidemioldgica dos TP estd perfeitamente
estabelecida. As varias fontes de dados epidemioldgicos, disponiveis a escala global,
sdo concordantes quanto a sua elevada incidéncia, prevaléncia e mortalidade.

De acordo com 0s dados do “Globocan”

(http://globocan.iarc.fr/old/FactSheets/cancers/prostate-new.asp; acedido em 20 de

Abr. de 18) o tumor da préstata foi, a nivel global em 2012, a quarta neoplasia mais
frequente quando se considera ambos os sexos e a segunda mais frequente quando
se considera apenas o sexo masculino. Globalmente, nesse mesmo ano, estimou-se
1,1 milhdes de novos casos, representando um sexto do total de novos casos de
doenca oncoldgica. Existe uma acentuada variabilidade geografica, sendo maior a
incidéncia em paises mais desenvolvidos. Levando em consideracdo os dados
referentes a 2015, a incidéncia foi de 1.6 milhGes de casos e a mortalidade de 366
mil®. Os valores de incidéncia mais elevados registaram-se na Oceénia e na América
do Norte, e os menores na Asia. Em termos de mortalidade o TP foi a quinta causa
mais frequente de morte por doenca oncoldgica, cerca de 6.6% da totalidade das
mortes oncoldgicas no sexo masculino. No entanto, quando comparada com a
incidéncia, a mortalidade verifica uma menor variabilidade geografica, devendo-se
este facto, provavelmente, a programas de rastreio operantes em paises com maior
de desenvolvimento e capacidade econdmica.

Dados referentes aos Estados Unidos da América (EUA) e obtidos a partir do
programa  “SEER” (  “Surveillance, Epidemiology and End Results”;

https://seer.cancer.gov/statfacts/html/prost.html; acedido em 20 de Abr. 18)

apontam, em termos relativos, para valores ainda mais significativos. No ano de
2015, por cada 100 mil individuos, diagnosticaram-se 99 novos casos de TP. Estima-

se, em 2018, uma incidéncia superior a 160 mil casos, representando 9,5% do total
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de novos casos de doenca oncoldgica. Considerando o mesmo periodo estimam-se
guase 30 mil mortes, o que representa 4,8% da totalidade das mortes por causa
oncolégica. Em 2015, por cada 100 mil habitantes, a taxa de mortalidade devida ao
TP foi de 18,9. O programa “SEER” fornece ainda dados de prevaléncia, reforcando,
por conseguinte, a importdncia epidemioldgica dos TP. Em 2015 estimou-se que
existiriam, nos EUA, mais de 3 milhdes e 100 mil individuos com carcinoma da
prostata. Por outro lado, a sobrevivéncia estimada a 5 anos foi cerca de 98.2% no
intervalo entre 2008 e 2014. N3o obstante a magnitude, dados do SEER apontam
para uma descida, da incidéncia e da mortalidade, nos ultimos 10 anos.

Globalmente estes valores referentes aos EUA foram confirmados pela “American
Cancer Society”. Esta associacdo compila e analisa os dados produzidos por varios
programas norte-americanos. Em termos de incidéncia, avalia dos dados do “SEER”,
do “National Program of Cancer Registries” e dos “North American Association of
Central Cancer Registries”. Em termos de mortalidade avalia os dados constantes do
“National Center for Health Statistics”. Os valores de incidéncia previstos para 2018
sdo muito similares aos do “SEER”. Em termos de risco, aceita-se que um em cada 9
homens vird a desenvolver TP durante a vida. A incidéncia é maior em homens mais
velhos e de ascendéncia africana. Os dados obtidos em termos de mortalidade e de
prevaléncia sdo, também, similares aos do “SEER”?.

Na Unido Europeia (UE) em 2014, e de acordo com o Eurostat

(http://ec.europa.eu/eurostat/statistics-

explained/index.php?title=Cancer_statistics - specific_cancers; acedido em 20 de

Abr. de 18), morreram 74 mil homens com TP (39.6 por cada 100 mil habitantes).
Este valor correspondeu a 5,5% do total das mortes por doenca oncoldgica. A
semelhanca do registado a escala global, existe na UE uma variabilidade geografica
apreciavel. A mortalidade por TP foi menor na Bulgaria e na Roménia (1,7%) e maior,
em cerca de 3 vezes, na Suécia (5,6%). A Suécia apresentou a particularidade de ser
0 Unico pais da UE em que a mortalidade por TP superou a mortalidade associada
aos tumores do pulmdo. Da mesma maneira, a semelhanca dos EUA, também na UE
o TP é mais frequente em doentes mais idosos.

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), através da “International Agency for

Research on Cancer”, referentes a UE



(http://eco.iarc.fr/eucan/CancerOne.aspx?Cancer=29&Gender=1; acedido em 20 de

Abr. de 18), confirmam, mais uma vez, a elevada incidéncia e mortalidade associada
aos TP. A incidéncia estimada em 2012 foi superior a 358 mil casos (106,6/100000) e
a mortalidade a 71 mil (22,4/100000). Estes dados reforcam a nog¢do de
variabilidade geografica em termos de mortalidade e, sobretudo, de incidéncia, mais
acentuadas nos paises nérdicos. A prevaléncia, embora menor que nos EUA assume
valores bastantes elevados. Em 2012, era superior a 1 milhdo e duzentos mil
individuos. Estimativas baseadas em dados da mesma agéncia e do mesmo ano, mas
referentes a 40 paises europeus® acrescentam alguns dados interessantes. O TP
representava a terceira neoplasia mais frequente, com uma incidéncia de 417 mil
casos. Quando se considera paises que ndo integram a UE, a variabilidade geogréfica
acentua-se ainda mais, atingindo diferenca de 7 vezes quando se comparam paises
como a Noruega, com paises como Malta ou a Albania. No sexo masculino
representava a terceira causa de morte, estimando-se que tenha sido responsavel
por 92 mil mortes, representando, por conseguinte, 9,5% das mortes de causa
oncolégica no sexo masculino. A variabilidade geografica embora persista na
mortalidade é menos evidente do que na incidéncia.

Em termos nacionais, os dados da Direcdo Geral de Saude (DGS), embora mais
antigos, corroboram os achados referentes a outros paises desenvolvidos®. Dados
provisérios referentes a 2009, apontam para uma incidéncia de TP de 108,8/100000.
Ainda de acordo com dados da DGS, a incidéncia de TP ndo sofreu uma variacao
acentuada entre 2005 e 2009, o que vai contra o observado noutros paises
desenvolvidos, como os EUA. A taxa de mortalidade manteve-se relativamente
estavel ao longo do quinquénio 2008-2012, com valores entre os 22 a 23,5/100000.
Também dentro do territério nacional continental denota-se variabilidade geografica
no que concerne a mortalidade - menor no norte do que no restante territério. Os
dados da OMS relativamente as estimativas de 2012, para a UE,

(http://eco.iarc.fr/eucan/CancerOne.aspx?Cancer=29&Gender=1; acedido em 20 de

Abr. de 18) colocam Portugal numa situacdo intermédia. O nosso pais apresenta uma
incidéncia (85.6/100000) e uma mortalidade (18.4/100000) inferiores a média da UE
(respetivamente 106,6 e 22,4/100000). Na década compreendida entre 2002 e 2012,

a incidéncia aumentou e a mortalidade diminuiu®.



Apesar de alguma variabilidade nos dados disponiveis e de eventuais criticas quanto
a qualidade dos mesmos, comprova-se a extrema importancia dos TP a data de hoje.
Trata-se de uma neoplasia muito frequente, para a qual se assistiu nos ultimos anos
a refinamentos crescentes em termos de diagndstico e de tratamento. Esta melhor
abordagem diagnostica e terapéutica serd provavelmente responsavel pela
diminuicdo da incidéncia e da mortalidade, a que se assiste nalguns paises ocidentais
como os EUA. No entanto a observacdo da evolucdo temporal da incidéncia a nivel
global sugere o contrario, sobretudo na Asia e na Europa do Norte’. Contudo,
mesmo que se venha a assistir a uma diminuicdo da incidéncia num futuro prdoximo,
esta sera muito provavelmente desacelerada pelo crescimento e marcado
envelhecimento populacionais. Por outro lado, a mortalidade por TP parece estar a
diminuir significativamente a nivel global, com excecdo de alguns paises asiaticos e
da Europa do Leste. O somatério da evolugcdo da incidéncia e da mortalidade
parecem contribuir adicionalmente para uma prevaléncia elevada, com custos
condizentes para os sistemas de saude. Em face dos dados expostos, consegue-se
facilmente afirmar que o TP representa um grave problema de saude publica no

presente, com tendéncia para se agravar num futuro proximo.

1.3. Impacto econémico dos tumores da prostata

Os TP representam uma fonte de encargos muito elevada para os sistemas de saude.
N3o so pela sua frequéncia como também pelos valores pecunidrios muitissimo
elevados implicados na sua abordagem diagndstica e terapéutica bem como no
seguimento dos doentes. Nos EUA os gastos com os TP foram de 11,8 mil milhdes de
ddlares norte-americanos (USD) em 2011, 13 mil milhGes de USD em 2013 e 14,8 em
2017°. Quando considerados os valores por cada doente individualmente, confirma-
se a sua magnitude e crescimento progressivo. O custo médio vitalicio calculado por
doente com TP foi de 34,432 USD em 2004 e 48,963 em 2015’. Dados de outros
paises ocidentais, como o Canada, confirmam os dados norte-americanos®. Na UE os
valores implicados na abordagem dos doentes com TP sdo igualmente muito
elevados. Em 2009 os gastos com TP representaram 7% (8,43 mil milhdes de euros)
da totalidade dos gastos com doencas oncologicas’. Dados nacionais confirmam este

. o . 10,11
impacto em varios paises europeus 0 .



Na abordagem terapéutica dos TP reconhecem-se vdrios momentos ditados pela
histdria natural da doenca. Na doenca localizada, forma de apresentacdo da doenca
na maioria dos casos, ha a considerar o tratamento focal. Apds surgimento de
disseminacdo a distancia, de uma forma geral, hd que considerar duas fases: uma
primeira em que existe sensibilidade a castracdo e uma segunda, mais tardia, em
gue ocorre resisténcia a castracdo. Quer a abordagem focal quer a sistémica
implicam custos importantes que aumentaram significativamente nos ultimos anos.
Provavelmente, a area onde se registou maior acréscimo de despesa é no
tratamento sistémico da doenca disseminada resistente a castracdo. Na ultima
década surgiram, neste contexto, varios farmacos associados a aumento da
sobrevivéncia: Abiraterona®®'®; Cabazitaxel*; Docetaxel®™; Enzalutamida®®'’ e
Radium-2238. Dada a histéria natural usualmente prolongada dos TP é frequente os
doentes utilizarem varios, se ndo todos os farmacos disponiveis. Os valores Norte-
Americanos associados a utilizacdo destes medicamentos estdo sumarizados no
qguadro 1. Pollard e colaboradores ao assumirem que a duracdao de tratamento em
doentes com TP resistentes a castracdo é de 41,8 meses, chegaram a gasto, por
doente, de mais de 417 mil ddlares norte-americanos. Assumindo um ganho de
sobrevivéncia de 20,1 meses associado a terapéutica, cada més custa mais de 20 mil
USD por doente™.

Quando se considera o impacto econdmico dos TP é indubitdvel levar em linha de
conta os custos associados a complicacGes esqueléticas da metastizacao éssea. O TP
metastizado apresenta um tropismo particular pelo osso. Cerca de 90% destes
doentes apresentam metastases dsseas *°. Roghmann e colaboradores avaliaram
443929 doentes com metastases 6sseas entre 1998 e 2010. Mais de 15% tiveram
pelo menos uma complicagdo esquelética. Estas representaram um custo superior a
1,5 mil milhdes de USD*!. A avaliacdo de uma populacdo japonesa de doentes com
TP metastizado e resistente a castracdo, confirmou que a existéncia de complicacdes

Ly . g . . . . 22
esqueléticas aumenta de modo significativo, quase duplica, o impacto econdmico “*.



Quadro 1. Custo das varias opgGes terapéuticas utilizadas em carcinomas da préstata disseminados e
resistentes a castragdo. Dados referentes aos EUA. Adaptado de Pollard et al®™.

Farmaco Prego por PUEEOCO Custo total Ganh.oAde'
. tratamento sobrevivéncia
unidade(USD)
(meses)

Abiraterona 5390 8 43120 3,9
Cabazitaxel 7773 4,5 46638 2,4

Docetaxel 1515 7 14398 2,4
Enzalutamida 7450 8,3 61835 3,7
Radium-223 11500 6 69528 3,6
Denosumab 1587 41,8 66349 -

Qualquer que seja a abordagem terapéutica considerada ha que levar em linha de
conta, para além do seu custo intrinseco, o valor das complicacbes que a mesma
poderd a acarretar. Exemplos paradigmaticos desta situacdo, sdo as complicacdes
urinarias e sexuais secunddrias ao tratamento focal. A avaliacdo de uma coorte
holandesa confirmou o elevado impacto econémico da incontinéncia urinaria?.

Por fim dever-se-a considerar o ritmo acelerado a que surgem as inovagdes em todo
o espectro de abordagem da doenca. Em termos de diagndstico é inegavel a
importancia crescente da ressonancia magnética no diagndstico e no rastreio. Outra
metodologia, igualmente cara e de interesse inquestiondvel, é a tomografia de
emissdo de positroes (PET). A PET assume um papel crescente no estadiamento
inicial da doenca, e ja esta estabelecida enquanto ferramenta de avaliacdo da
extensdo, aquando da ocorréncia de recorréncia bioquimica, bem como na avaliacdo
das respostas as varias linhas de tratamento sistémico, utilizadas no tratamento da
doenca disseminada. Do mesmo modo, outra metodologia cara que provavelmente
se tornara indispensavel num futuro préoximo é a avaliacdo genética. Esta terd
importancia na abordagem inicial da doenca, nomeadamente no apoio a tomada de
decisdo de tratar ou ndo em doencas de baixo risco. Terd ainda interesse enquanto
factor preditivo na decisdo da sequenciacdo da terapéutica em contexto de doenca
disseminada. Ndo menos importante é a orientacdo da abordagem de casos
familiares de TP. Considerada em conjunto, a inovacdo arrisca-se a tornar errénea,
por manifesto defeito, todas as projecdes até agora realizadas em termos de custos.
Um exemplo ilustrativo desta possibilidade, passa pelo facto de em 2017 os gastos

com TP® praticamente igualarem a previsio de gastos, efetuada no inicio da
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presente década, para 2020**. Um outro aspeto a considerar na determinacio do
impacto econdmico sdo os custos indiretos. A literatura disponivel, reflete
maioritariamente os custos diretos. Convém, no entanto, considerar os custos
indiretos nomeadamente a perda de produtividade laboral associada ao absentismo
e a morte.

Da avaliacdo dos dados disponiveis referentes ao impacto econdmico dos TP
ressaltam varios aspetos, sendo o mais evidente, o elevadissimo custo associado a
sua abordagem. Esta realidade é reprodutivel nos dados disponiveis para varios
paises ocidentais. Outro aspeto, ndo menos importante, passa pelo aumento
progressivo dos gastos que se registou nos ultimos anos. Em grande medida,
tributarios do aumento das opgdes disponiveis para o tratamento de formas
avancadas da doenca. Alids uma clara disparidade entre gastos com doenca
localizada e doenca avancada ja estava estabelecida, mesmo antes do recente
advento das novas terapéuticas®>. Também do ponto de vista econémico, é facil

compreender o interesse em otimizar o tratamento da doenca primaria.

1.4. Abordagem cirurgica dos tumores da prostata localizados

O tratamento dos TP sofreu uma evolucdo significativa nos ultimos anos. S3o hoje
multiplas as opcOes possiveis, quer focais quer sistémicas, na abordagem dos
doentes com TP, como se pode observar na figura 1. Ndo obstante a evolucdo e a
multiplicidade de opc¢bes disponiveis, o intuito curativo continua a estar reservado,
na esmagadora maioria dos casos, para o tratamento focal da doenca primaria ndo
disseminada. Neste contexto a cirurgia e a radioterapia externa representam as
opcOes basilares. Ambos os métodos foram alvos de refinamentos técnicos recentes,
gue aumentaram a sua eficicia e seguranca. Apesar destas melhorias, continua a
existir uma fraccdo de doentes em que estes métodos ndo sao curativos, conduzindo

a morbilidade, mortalidade e custos elevados.
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Figura 1. Abordagem terapéutica dos carcinomas da prdstata.

Dada a natureza da amostra utilizada neste projeto de doutoramento, os dados que
se seguem dizem sobretudo respeito a doentes tratados com cirurgia radical. Fica
de fora, a evidéncia tedrica referente a outras formas de tratamento local dos TP,

como a radioterapia externa (RTE) e outros métodos focais.

1.4.1. LimitagOes da prostatectomia radical

Em termos cirdrgicos a prostatectomia radical (PR), por via aberta, esta
progressivamente a ser substituida por técnicas minimamente invasivas como a
prostatectomia radical por via laparoscépica e a prostatectomia radical por via
laparoscopica assistida por robot. Em termos de qualidade de vida urinaria e sexual
parece haver algum ganho com as metodologias menos invasivas. Este ganho podera

também estender-se as complica¢des cirurgicas, nomeadamente a dor no pods-



operatorio imediato. O ganho parece ser sobretudo notério na diminuicdo dos dias
. . . . 26

de internamento e das necessidades transfusionais™. No entanto em termos de

eficacia oncoldgica o ganho associado as novas metodologias ndo estd

inequivocamente estabelecido. A PR assume-se hoje em dia como uma técnica

cirurgica extremamente refinada com taxas de sucesso muito elevadas e taxas de

complicacdes muito baixas.

1.4.2. Caracterizac¢ao da faléncia da prostatectomia radical

A PR representa uma disrupcdo na histéria natural dos TP localizados que na maioria
dos casos se traduz em cura. No entanto existe uma percentagem de doentes em
gue a doenca recorre, ap6s a PR. Esta faléncia estd amplamente plasmada na
literatura. Sdo multiplos os estudos que caracterizam a evolucdo da doenca apds
realizacdo de PR. Embora possam utilizar parametros distintos, grosso modo,

coincidem nos achados, como se pode observar no quadro 2.

Quadro 2. Medidas de sucesso oncoldgico associadas a tratamento cirurgico de intuito curativo no
tumor da proéstata localizado.

n Seg(:;n;;e)nto RBQI(%) M(I;I;)PZ '\(/;; Rastreio Referéncia
695 18 - 17,7 26,1 Prévio Bill-Axelson”’
1746 15 25 11 - Prévio Bianco’®
2404 15 34 10 18 Prévio Han”
1997 15 15 - 18 Prévio Pound™
1000 10 25 2,4 15,8 Prévio Hull**
3478 10 32 3 - Prévio Roehl*

12677 15 - 12 - ApOs Stephenson33
12389 15 - 7 - ApGs Eggener™

1Nalguns destes estudos a RBQ é apelidada de sobrevivéncia livre de doenga, a qual incluia auséncia
de elevagdo do PSA.

’Mortalidade especifica por tumor da prostata

*Desenvolvimento de metastizagdo.
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Um dos estudos que provavelmente melhor espelha a elevada eficacia da PR é o
“Scandinavian Prostate Cancer Group Study Number 4”. Entre 1989 e 1999, 695
doentes com TP localizados, foram distribuidos de forma aleatéria entre vigilancia e
PR. Apds mais 23 anos de seguimento demonstrou-se, de modo inequivoco, que a
mortalidade associada a TP era significativamente menor no grupo tratado. A
reducdo do risco de morte por TP foi de 44%%’.

Existem varios “endpoints” que tentam quantificar e caracterizar a eficacia da PR. A
sobrevivéncia, dada a histdria natural da doenca, implica um hiato temporal muito
longo, o qual é adicionalmente confundido pela mortalidade de causa ndo
oncolégica. “Endpoints” clinicos intermédios, apesar de muito utilizados, ndo estdo
na maior parte dos casos validados. Uma resposta a esta dificuldade podera vir a ser
dada pelo grupo de trabalho “international Intermediate Clinical Endpoints in Cancer

of the Prostate” (ICECaP)*®.

1.4.2.1. Mortalidade especifica por tumor da prdostata

A mortalidade especifica por TP, enquanto “endpoint”, apresenta vdrias vantagens. E
um “endpoint” preciso. Ultrapassa a limitacdo associada ao facto de uma parte dos
doentes com elevacdo do PSA (recorréncia bioquimica) ndo virem a desenvolver
doenca clinicamente significativa. Ha ainda que considerar a histéria natural
habitualmente longa dos TP. Como tal, os doentes podem vir a morrer de uma outra
causa, sem relacdo com TP. A atesta-lo esta o facto de, a 15 anos, a mortalidade
secundaria a TP poder ser quantitativamente similar & mortalidade de outra causa *.
Este facto poderd ser simultaneamente uma vantagem e uma desvantagem, o que
dependerd do correto reconhecimento da causa de morte, nem sempre facil,
sobretudo em individuos com multiplas comorbilidades. Este “endpoint” apresenta
outras desvantagens. Algumas bem estabelecidas, como o caso do impacto de um
eventual “crossover”, de cuidados paliativos e de variabilidade no tratamento apds
progressdo. Por fim, hd que considerar a desvantagem de interven¢cGes com pouco
impacto na mortalidade, implicarem ensaios com um elevado nimero de doentes>®.
Numa série com mais de 1700 doentes com doenca clinicamente localizada, a
sobrevivéncia especifica para carcinoma da prostata foi aos 5, 10 e 15 anos

respetivamente de 99%, 95% e 89%. Nos doentes, em que ocorreu progressao aos
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15 anos, a probabilidade de morte por TP foi similar a probabilidade de morte de
outra causa’®. Em 2404 doentes com TP localizados e tratados com PR por via
aberta, a sobrevivéncia especifica para doenca oncoldgica foi de 90%%°. Na série
publicada por Roehl e colaboradores, os resultados obtidos para sobrevivéncia
especifica para doenca oncoldgica a 10 anos foram de 97%%2%. Na série de Hull
também com dados referentes a 10 anos a sobrevivéncia especifica para doenca
oncoldgica foi igualmente elevadissima, superior a 97%>".

Os dados acima descritos foram obtidos maioritariamente antes da massificacdo do
rastreio com PSA. O rastreio de TP com recurso a PSA é um tema controverso, cuja
discussdo ultrapassa o ambito desta tese. No entanto, o seu impacto nos resultados
da PR ndo se traduz em diferencas significativas, quando se compara a era pré
rastreio com a era pos rastreio. Stephenson e colaboradores publicaram os dados
referentes a uma coorte composta por 12677 tratados com PR, entre 1987 e 2005. A
15 anos, a sobrevivéncia especifica para carcinoma da préstata foi de 88% e a
sobrevivéncia global foi 62%. Estes dados confirmaram a noc¢ao de eficicia associada
3 PR*3. Com base na informacdo de mais de doze mil doentes tratados com PR,
quantificou-se em 7% a mortalidade especifica para TP a 15 anos>".

Quando se consideram estes dados em conjunto, reforca-se a nocdo de grande
eficacia terapéutica associada a PR. No entanto a elevadissima incidéncia dos TP,
acaba por emprestar um grande impacto a pequena percentagem de doentes em

gue a PR é ineficaz.

1.4.2.2. Recorréncia bioquimica

O PSA (“Prostate-specific antigen”) é uma protéase regulada pelos androgénios e
que pertence a familia das protéases das calicreinas tecidulares. E produzida
principalmente pelo epitélio ductal e acinar da préstata. E secretada para limen,
onde catalisa a clivagem da semenogelina | e Il, e deste modo evita a coagulacdo do
sémen. O PSA também ocorre, embora em niveis muito menores, nas glandulas peri-
uretrais, nas glandulas perianais, nas glandulas sudoriparas, na mama, na tiroide e
na placenta. Estes drgdaos normalmente ndo contribuem para um nivel mensuravel
de PSA em circulacdo, quando se utilizam os métodos laboratoriais correntes. Como

tal os niveis de PSA apds PR, deverdo ser indetectaveis’’. Apds a PR, o PSA devera
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tornar-se indetectdvel ao fim de 4 semanas.

Quase sempre uma subida do PSA, representa a primeira manifestacdo de faléncia
de um tratamento local com intuito curativo. Por outro lado, é relativamente facil e
econémico obter determinacdes seriadas de PSA ao longo do seguimento. Como tal,
compreende-se com facilidade que a elevacdo do PSA represente um factor de
faléncia da PR muito utilizado. A elevacdo do PSA apds tratamento focal de intuito
curativo é apelidada de recorréncia bioquimica (RBQ). Ver defini¢cdes adiante.

A sobrevivéncia livre de doenca (SLD) é definida como o intervalo de tempo que
decorre entre o tratamento da doenca primdria e o surgimento de manifestacdes
atribuiveis a doenca oncoldgica. SLD e a RBQ podem representar “surrogate
endpoints”. Na maioria dos contextos esta “surrogacy” ndo estd validada
estatisticamente. Os TP representam um dos contextos em que esta demonstragdo
sera mais dificil. Uma histéria natural longa e varidvel, leva a que muitos doentes
com RBQ nunca cheguem a desenvolver doenca clinicamente significativa ou
morram de outra causa. Ainda assim estes “endpoints” apresentam vantagens muito
apelativas. Dada a sua maior frequéncia implica a utilizacdo de amostras mais
pequenas. Por outro lado, a sua maior precocidade implica um seguimento menos
prolongado e ndo sdao afetados pelo impacto dos “crossover” e dos tratamentos
subsequentes®.

No caso dos tumores da prostata a SLD pode incluir ou ndo a vertente bioquimica.
Na maioria dos casos o reconhecimento da progressdo da doenca inclui a RBQ. Como
tal este “endpoint” confunde-se com frequéncia com a recorréncia bioquimica. A
RBQ apresenta a limitacdo ja referida e que advém de uma evolugdo muito variavel.
Muitos doentes com RBQ podem ndo vir a desenvolver doenca clinicamente
significativa. Na série reportada por Bianco e colaboradores?® a sobrevivéncia livre
de doenca foi definida como a auséncia de elevacdo de PSA. Aos 15 anos, em 75%
dos doentes ndo havia evidéncia de progressdo bioquimica da doenca. Num outra
estudo com mais de 2400 doentes, também com doenca localizada, a sobrevivéncia
livre de doenca, aos 15 anos, foi de 66%>°. As séries publicadas por Hull e por Roehl
reportaram, ambas, dados de sobrevivéncia especifica para TP muito elevadas, no
entanto revelaram valores de sobrevivéncia livre de progressdo em linha com as

;s . . 1,32 . -~ .
restantes séries, respetivamente 75 e 65%>"32. Num artigo de revis3o exaustivo, com
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a maioria dos dados prévios a massificacdo do rastreio com PSA, a frequéncia da
RBQ, variou entre 15 a 30 por cada 100 doentes, e de entre estes, 2 a 6 morrerem
devido a progress3o do TP*%.

Existem varios outros “endpoints” cuja a utilizacdo ocorre sobretudo em formas mais
avancadas de TP, como é o caso dos “endpoints” associados a progressao. Estes
pressupdem a existéncia de doenca, clinicamente demonstravel, que se podera

agravar.

1.4.2.3. Sobrevivéncia livre de metastizacao

No caso dos TP, a SLD que exclui a dimensao bioquimica e a sobrevivéncia livre de
metastizacdo (SLM) sdo “endpoints” menos robustos, pois dependem, em grande
medida, de métodos de imagem pouco precisos, ainda que estes tenham sofrido
uma evolucdo recente significativa. Como tal estes valores provavelmente espelham
de modo impreciso a eficacia da PR. Ainda assim o desenvolvimento de metastases
espelha com maior precisdao, do que os “endpoints” bioquimicos, a existéncia de
doenca clinicamente significativa. A SLM, ao contrario da mortalidade e a
semelhanca da RBQ e da SLD, tem a desvantagem que advém da variabilidade do
tratamento subsequente. Ainda assim este “endpoint” apresenta a vantagem de
ultrapassar a heterogeneidade em termos de comportamento biolégico e temporal,
associada a evolucdo da RBQ.

Na série reportada por Han e colaboradores a sobrevivéncia livre de metastizacdo
aos 15 anos foi de 82%”. Valor similar foi obtido numa outra série com 1997
doentes tratados com PR entre 1982 e 1997°°. Numa analise sistematica muito
recente, que incluiu 28 estudos e quase 29000 doentes tentou determinar-se a
capacidade da sobrevivéncia livre de doenca e da sobrevivéncia livre de
metastizacdo, como “endpoints” substitutos da sobrevivéncia global. A SLM, mas
n3o a SLD, é um factor preditor robusto para sobrevivéncia global®”.

Considerados conjuntamente, os dados que avaliam a eficacia oncoldgica da PR sdo
relativamente homogéneos (quadro 2). Ressalta facilmente a elevada eficacia desta
técnica cirurgia. Infelizmente ndo total, j3 que em 10 a 30% dos doentes
prostatectomizados ocorre progressdo da doenga. Embora a PR represente uma

base sélida, ha espaco e necessidade para melhoria.
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1.4.3. Abordagem terapéutica apos faléncia da prostatectomia radical

Apds a PR, a maioria dos casos em que ocorre progressdo, esta comega por ser
apenas bioquimica. Ou seja, ocorre uma elevacdo do valor do PSA, sem traducdo
sintomdtica, radiolégica ou morfo-funcional. Infelizmente uma parte significativa
destes doentes acabam por desenvolver doenca clinicamente significativa (DCS),
com morbilidade, custos e mortalidade inerentes. Ndo é consensual a definicdo de
DCS. Na nossa opinido basta uma definicdo simples e de facil apreensdo. DCS é toda
a doenca em que é necessdrio tratamento, quer antineoplasico quer para controlo
sintomdtico ou que conduz a morte causada pelo TP.

No entanto a histdria natural apds a evidencia de faléncia bioquimica é um
fendmeno heterdgeno a varios niveis. Esta heterogeneidade condiciona dificuldades
acrescidas na abordagem destes doentes. A dificuldade em identificar precocemente
os doentes com doenca clinicamente significativa, leva a dificuldades na definicdo da
melhor estratégia de seguimento e de abordagem terapéutica. Em termos de
seguimento, o impacto de faléncia bioquimica é grande. Para os sistemas de saude
implica uma maior utilizacdo de recursos. Para os doentes e familia representam
uma fonte ndo despiciente de incerteza e medo. Em termos da abordagem
terapéutica o panorama ¢é igualmente desanimador. A dificuldade em estabelecer
com seguranca a gravidade e a localizacdo da doenca, tornam as abordagens menos
precisas, logo com potencial desperdicio e ineficacia.

Um outro factor que acrescenta complexidade a este contexto, passa pela elevada
frequéncia de morte de causa ndo oncoldgica. Nestes doentes o risco de morte nao

oncoldgica parece ser similar ao risco de morte de causa oncolégica®®.

1.4.3.1. Variabilidade da histdria natural apds recorréncia bioquimica

A nossa eficacia limitada na abordagem da faléncia bioquimica é tributaria, pelo
menos em parte, da variabilidade que a caracteriza. Esta por sua vez é, em grande
parte, se ndo totalmente, explicada pelas caracteristicas bioldgicas da doenca. A
variabilidade da RBQ pode ser entendida em varias dimensdes: a numérica, a

temporal e a espacial.
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1.4.3.1.1. Dimensao numérica

Em termos numéricos, os dados disponiveis relativos a frequéncia de RBQ sdo
relativamente concordantes, ver quadro 2. No entanto, a disparidade parece ser
maior no que concerne a evolucdo de RBQ para DCS e ao tempo que a mesma
demora. A série reportada por Freedland incluiu 379 doentes com RBQ apds PR. A
média do seguimento apds cirurgia foi de mais de dez anos. A METP foi de 17%. O
tempo de duplicacdo do PSA, o score de Gleason e o tempo entre a cirurgia e a
ocorréncia de RBQ (£ 3 vs. > 3 anos; HR 2,55) foram todos factores de risco
significativo para a mortalidade especifica por carcinoma da prostata. Trinta e cinco
por cento dos doentes com RBQ desenvolveram doenca metastatica®®. Um trabalho
prévio do mesmo grupo, chegou a resultados similares. Analisou os dados relativos a
304 doentes com RBQ e sem tratamento hormonal, apds PR. Trinta e quatro por
cento destes desenvolveram doenca metastatica. Também nesta coorte de doentes,
o tempo de duplicacdo do PSA, o tempo até surgimento de RBQ e o score de Gleason
foram factores predicitvos para o desenvolvimento de metasttizacdo>®. Uma outra
série, reportou os dados referentes a 346 doentes com RBQ apds PR. N3do realizaram
nenhum tratamento até ao desenvolvimento de metastizacdo. O tempo médio
desde a cirurgia até a RBQ foi de 3,1 anos. A sobrevivéncia a 10 anos foi de 79% e a
sobrevivéncia livre de metastizacdo a 10 anos foi de 46%. Em analise univariavel, o
score de Gleason, o estadio patolégico, o tempo até faléncia bioquimica e o tempo
de duplicacdo do PSA foram factores preditivos para sobrevivéncia global e
sobrevivéncia livre de metastizacdo. Em analise multivaridvel, apenas o tempo de
duplicacdo do PSA manteve a sua capacidade preditiva®'.

Os valores sdo relativamente similares em ambas as populacdes e confirmam a
noc¢ao de que a histdria natural do TP apds RBQ é longa mas variavel. Os dados de
ambos os grupos apresentam a particularidade de avaliarem grande parte da histéria
natural pds RBQ sem tratamento concomitante. Realidade dificilmente reprodutivel

a data de hoje.

1.4.3.1.2. Dimensao temporal
Na série de Freedland a mediana de sobrevivéncia apds a RBQ, ainda ndo tinha sido

atingida com mais de 16 anos de seguimento. A média e a mediana de tempo entre
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PR e RBQ foi respetivamente 3,5 e 2 anos %0 Num trabalho anterior, do mesmo
grupo, a mediana do tempo entre PR e RBQ e a mediana do tempo entre RBQ e o
surgimento de metdstases foi respetivamente de 3,5 e 8 anos. A mediana de tempo
entre o aparecimento de metéastases e a morte foi de 5 anos’’. Na série de
Antanorakis a mediana de sobrevivéncia global apds a RBQ foi superior a 23 anos. A
mediana de sobrevivéncia livre de metastizacio apds RBQ foi de 9,6 anos™*.

Trata-se de uma doenca com uma histéria natural habitualmente muito prolongada.
Por outro lado, sobressai a no¢cdo de que uma recorréncia bioquimica mais precoce
poderd ser um factor prognodstico importante. Nas 3 séries descritas imediatamente
acima, o surgimento de uma recorréncia bioquimica precoce foi um factor de mau

progndstico inequivoco.

1.4.3.1.3. Dimensao espacial

Um factor primordial, em termos da orientacdo da abordagem terapéutica passa
pelo conhecimento da localizacdo da doenca. A subida do PSA pode representar uma
recorréncia local ao nivel da loca e/ou uma disseminacdo a distancia. No primeiro
caso justifica-se tratamento focal enquanto que no segundo fard mais sentido
tratamento sistémico. E, pois, essencial um correto estadiamento. No entanto a
nossa capacidade para definir com precisao a extensdo da doenca foi, até ha pouco,
muito limitada. Exames complementares de diagndstico, como o toque rectal, a
ultrassonografia, a cintigrafia dssea e a bidpsia, tinham pouca sensibilidade e apenas
sinalizavam evidencia de doenca numa fase mais avancada®®. Dados antigos
sugeriram que a RBQ se deve, em grande medida, a micro-metastizacdo sistémica. A
recorréncia local explicaria a RBQ, em apenas 6 a 19% dos casos. No entanto dados
mais recentes, sobretudo anteriores a massificacdo do rastreio com PSA sugerem
uma subvalorizacdo da recorréncia local®®. Num ensaio aleatorizado, apds
seguimento de 8 anos, o risco de recorréncia local confirmado por bidpsia foi de
20%*%. Num outro estudo com quase 100 doentes com RBQ apds PR, bidpsia do leito
prostatico foi positiva em 42% dos casos*. Outros dados parecem sugerir o pouco
interesse da bidpsia quando realizada sem elementos de ordem semioldgica ou
imagioldgica que consubstanciem a suspeita de recorréncia local. Naya e

colaboradores demonstraram uma positividade de apenas 29% em 100 doentes
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consecutivos n3o selecionados**. Mesmo utilizando conjuntamente o toque rectal, a
ultrassonografia e a bidpsia, os resultados continuavam a ser insatisfatdrios. Scattoni
e colaboradores avaliaram o valor preditivo do toque rectal, da ultrassonografia e da
bidpsia da loca prostatica guiada por ultrassonografia, em doentes com RBQ. Em
doentes com biopsias positivas a sensibilidade e a especificidade da ultrassonografia
e do toque rectal foi respetivamente de 75% e 50% e de 66% e 85%". Apesar da
dificuldade metodoldgica em definir inequivocamente a frequéncia da recorréncia
local, existe um dado indireto que reforca a importancia da recorréncia local.
Tratam-se dos dados referentes a utilizacdo de radioterapia externa de salvacao, ver
adiante “1.4.3.2. Op¢0des terapéuticas”.

Um marco importante, dentro desta problematica, foi dado pela adopcdo da
imagem por ressonancia magnética (RM). Um dos primeiros trabalhos que avaliou o
desempenho da RM neste contexto, apontou para valores de recorréncia local muito
mais elevados, em torno dos 80%. No entanto este estudo ndo realizou confirmacao
histolégica dos casos suspeitos*®. Ao longo do tempo o desempenho da RM tem
melhorado significativamente gracas a introducdo de varios refinamentos técnicos,
como a utilizacdo de protocolos multiparamétricos (combinacdo de sequencias
anatémicas e funcionais) ou a orientacdo topografica na realizacdo de biopsias®’.
Uma analise sistemdtica recente, agregou varios estudos caracterizados pela
utilizacdo de confirmacdo histologica e ou com seguimento apds tratamento. A
sensibilidade e a especificidade, da RM multiparamétrica, em quase 400 doentes, foi
respetivamente de 77 a 100% e de 85 a 87%"%. Uma outra melhoria técnica recente é
a RM de corpo inteiro. Trata-se de uma técnica atrativa mas ainda ndo estabelecida.
No deteccdo de disseminacdo dssea a sensibilidade parece ser elevada, mas a
especificidade é menor. Por outro lado, o estudo do “compartimento visceral e
ganglionar” implica a utilizacdo de outros protocolos. Consequentemente trata-se de
um exame demorado e complexo. Os poucos dados disponiveis ndo parecem sugerir
que a RM de corpo inteiro seja superior a PET*°.

Um outro avanco significativo registou-se com o advento e a generalizacdo da
utilizacdo da tomografia de emissdo de positroes, sobretudo a tecnologia hibrida que
associa a TAC a PET (PET-CT). A combinacdo das duas técnicas é particularmente

atrativa pois sdo complementares. A PET tem uma especificidade elevada, mas uma
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baixa resolucdo espacial. Por outro lado, a TAC tem uma menor especificidade mas
uma maior resolucdo espacial. Nos ultimos anos, varios radioligandos tém sido
desenvolvidos e testados em TP. Alguns deles estdo limitados pela captacdo
inespecifica na préstata nomeadamente por tecido ndo neoplasico. Existem
multiplos estudos e andlises sistemadticas que os avaliaram em contexto de
recorréncia bioquimica. Infelizmente muitos destes trabalhos apresentam limita¢des
metodolégicas. N3o obstante estas limitagOes, parece ser evidente que os
radioligandos associados ao PSMA (“Prostate Specific Membrane Antigen”),

destacam-se como sendo os mais sensiveis na avaliacio de doentes com RBQ.

Outros agentes como o 11C-Acetato, a 11C-Colina, a 18F-Colina eo 18F-FACBC,
apresentam uma menor sensibilidade do que o PSMA. Vaérios estudos com PET-
PSMA, reportam uma elevada deteccdo de doenca, superior a 80%, num contexto de
RBQ. No entanto muitos destes estudos ndo utilizaram uma validacdo robusta dos
seus achados®. N3o obstante as mdltiplas virtudes a PET/CT também apresenta
desvantagens. Aumenta a dose de radiacdo a que o doente é sujeito. Por outro lado
a capacidade de resolucdo espacial da TAC a nivel pélvico é relativamente baixa,
nomeadamente ao nivel do dpex prostatico e da sua relacdo com a uretra e com o
recto”.

Uma maneira atrativa de ultrapassar estas limitacOes, passara pelo desenvolvimento
e otimizacdo da tecnologia hibrida que associarda PET e RM. Constrangimentos
técnicos e sobretudo econOmicos associados a esta tecnologia, deverdo ser

mitigados pela sua expectdvel crescente difusao.

1.4.3.2. Op¢oes terapéuticas

Em face do acima exposto em termos da variabilidade da histdria natural associada a
RBQ e da limitacdo dos métodos de avaliacdo de extensao da doenca recorrente, é
facil entender que as opgOes terapéuticas disponiveis também apresentam
limitacdes. O advento da PET e da RM e o seu refinamento, permitiram a
identificacdo cada vez mais frequente de um menor volume de doenca. Deste modo
muitos doentes anteriormente rotulados como ndo tendo evidéncia de doenca

passariam, a data atual, a serem assumidos como tendo doenca metastatica.
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Consideramos que a revisdo tedrica da abordagem terapéutica da doenca
metastatica, mesmo a de baixo volume, ultrapassa o dmbito deste trabalho. Como
tal os dados que se seguem dizem apenas respeito ao tratamento de doentes sem
evidencia de disseminac¢do. Ha no entanto que ressalvar o facto de grande parte dos
dados, que em seguida se apresentam, terem sido obtidos antes da generaliza¢do do

uso da PET e da RM.

1.4.3.2.1. Tratamento focal

Existem varios tipos de tratamentos focais, como a Radioterapia externa, a
Braquiterapia, a Crioterapia e o HIFU (“high-intensity focused ultrasound”). A RTE,
em contexto de RBQ, apresenta a particularidade de ser o Unico destes métodos que
pode ser utlizado sem que haja evidencia morfoldgica de recorréncia e é de longe o
mais utlizado. Consequentemente, os dados apresentados em seguida dizem
respeito a radioterapia externa. Ndo obstante os outros métodos podem ter algumas
vantagens, possivelmente uma menor toxicidade. Contudo, faltam dados
prospetivos que estabelegcam, com maior precisdo, as vantagens associadas a
utilizacdo destes métodos.

Em relacdo a RTE realizada apds PR, interessa distinguir duas formas diferentes de a
realizar: a RTE adjuvante (RTEa) e a RTE de salvacdo (RTEs). A RTEa é realizada em
situagGes associadas a factores de mau progndstico, como a existéncia de margens
cirargicas positivas, a invasdo das vesiculas seminais ou a extensdao extra-
prostatica>>. Normalmente é realizada pouco tempo depois da PR e n3o implica a
necessidade de evidéncia bioquimica de doenca. A RTEs pressupde a noc¢do de
recorréncia limitada da doenca apds um periodo de aparente remissdo. Este ultimo é
varidvel e como tal também o é a altura em que se realiza a RTEs.

Varios trabalhos mostraram controlo bioquimico da doenca associado a RTEs. Este
beneficio podera ocorrer em até cerca de metade dos doentes tratados apds RBQ °*.
Numa das maiores séries reportadas, com cerca de 500 doentes, a utilizacdo de RTEs
traduziu-se numa probabilidade de auséncia de progressao bioquimica a 4 anos de
45%. O score de Gleason, o valor de PSA prévio a realizacdo da RTEs, o estado das
margens cirurgicas, a invasdo das vesiculas seminais e o tempo de duplicacdo do PSA

foram factores preditivos da duraco da resposta & RTEs>>. Exemplos mais recentes
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apontam para uma magnitude de beneficio similar. Uma populacdo de 285 doentes
com RBQ apds PR foi tratada com radioterapia externa de salvacdo. Apds uma
mediana de seguimento de 5 anos, a sobrevivéncia livre de progressdo bioquimica a
7 anos foi de 37%. Nao foi utlizada nem a mesma técnica de RTE nem as mesmas
doses para tratar toda a coorte. A utilizacdo de doses superiores ou iguais a 70 Gy
ndo influenciou a resposta bioquimica na populacdo geral, mas parece tender a ter
algum impacto positivo no controlo de doenca local com traducdo morfoldgica
aquando da realizagio da RTEs*®. Uma outra série reportou os dados referentes a
472 doentes, também com RBQ apds PR. O seguimento médio foi de quase 5 anos. A
sobrevivéncia livre de recorréncia bioquimica a 5 anos foi de 73%. O estadio
patolégico, o score de Gleason, a existéncia de margem cirdrgica positiva e o PSA
prévio a RTEs, foram todos factores preditivos independentes de menor beneficio
associado a RTEs®’. Embora com alguma variabilidade os dados disponiveis apontam
para uma eficacia relativamente elevada da RTEs. Um das estratégias possiveis, para
majorar esta eficacia, passa pelo uso concomitante de hormonoterapia (HT). Os
dados referentes a utilizacdo combinada de RTEs e de HT sdo limitados. Mas por
outro lado, é inequivoco o seu interesse, no tratamento do TP em 6rgdo intacto. O
potencial interesse desta estratégia foi reavivado recentemente, com a publicacdo
de um ensaio de fase 3, com mais de 700 doentes. Importa ressalvar que se
tratavam de doentes com persisténcia bioquimica e ndo doentes com RBQ
estabelecida apds negativacao inicial do PSA. Os doentes foram aleatorizados para
realizacdo de RTEs associada a Bicalutamida 150 mg por dia versus placebo, durante
2 anos. Apds um seguimento prolongado (mediana de 13 anos) a utilizacdo de
Bicalutamida, traduziu-se numa diminuicdo significativa da mortalidade, da
mortalidade associada a carcinoma da préstata e do aparecimento de doenca
metastatica ®. Dados de trés ensaios em curso (“RTOG 0534”, “RADICALS-HD” e
“GETUG-16") deverdo, definitivamente, estabelecer qual o interesse da utilizacdo
concomitante de hormonoterapia associada a RTEs.

A eficacia da RTEs ndo é igual em todos os doentes. Tal como noutras intervencoes
terapéuticas existem factores preditivos que permitem antecipar um eventual
sucesso. Em seguida descrevem-se alguns destes factores preditivos, associados a

realizacdo de RTEs:
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O beneficio da RTE de salvacdo parece aumentar quando esta é realizada
com valores mais baixos de PSA. Uma analise sistematica que incluiu 10
estudos mostrou que o beneficio em termos de sobrevivéncia livre de
recorréncia bioquimica foi superior em doentes com PSA inferior ou igual a
0,5 ng/mL. Estes dados sugerem beneficio associado a realizagdo precoce da
RTEs™. Existem outros dados que sugerem beneficio com realizagdo ainda
mais precoce, com valores de PSA inferiores a 0,2 ng/mLeO.

Descida precoce do PSA. Uma descida de PSA objectivavel na quinta semana
de tratamento com RTEs, parece relacionar-se com diminuicdo da progressao
bioquimica posterior®®.

Nadir acentuado da resposta bioquimica. Dados de mais de 300 doentes
sugerem que um nadir de PSA inferior a 0,1 ng/mL, relaciona-se com

1°°. Um outro

diminuicdo das recorréncias e com melhor sobrevivéncia globa
trabalho também relacionou magnitude da resposta bioquimica com maior
beneficio associado & RTEs®.

Tempo de duplicagdo de PSA (TD PSA) inferior a 3 meses apds RT. Nos dados
reportados por Goenka e colaboradores, um TD PSA inferior a 3 meses, foi o
Unico factor preditivo independente para o desenvolvimento de
metastizagéoSG.

Tradugcdo morfoldgica ao nivel da loca de prostatectomia. Dados antigos
sugerem que a eficacia da RTEs podera ser menor quando existe traducdo

4 .
6364 No entanto fica

morfoldgica, da RBQ, ao nivel da loca de prostatectomia
por apurar se esta nocao continua a ser valida a data de hoje, com o uso de
técnicas de radioterapia mais evoluidas. Estes doentes, do ponto de vista
tedrico, sdo candidatos para hormonoterapia neoadjuvante e concomitante.
A diminuicdo do tamanho e radiossensibilizacdo associadas a HT, poderiam
contrariar o pior progndstico aparente destes doentes.

Outros factores clinico-patoldgicos identificados mais precocemente na
histdria natural da doenca também poderdo ter impacto na resposta a RTEs.

Tal como descrito anteriormente, no trabalho de Briganti e colaboradores, o

estadio patoldgico, o score de Gleason, a existéncia de margem cirurgica
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positiva e o PSA prévio sdo factores preditivos com impacto negativ057. ]

impacto destes factores ja tinha sido sugerido por trabalhos prévios™.
Embora os dados sejam maioritariamente retrospetivos e apresentem alguma
heterogeneidade, parece plausivel aceitar que a utilizacdo de RTES pode conduzir a
respostas muito prolongadas e eventualmente definitivas. Esta realidade é
consubstanciada pelas recomendacdes emanadas por varias “guidelines”
internacionais. A utilizacdo de RTE de salvacdo é sugerida pela European Association
of Urology e pela European Society for Radiotherpay and Oncology ®°, pela American
Society of Clinical Oncology ¢, pela American Urological Association e pela American

Society for Radiation Oncology®’.

1.4.3.2.2. Tratamento sistémico

O tratamento sistémico realizado sob a forma de hormonoterapia, pode ser, em
determinados casos de RBQ, a principal opcdao terapéutica. A HT é utlizada,
sobretudo, apds a faléncia da RTEs. Podera também ser utilizada como primeira
linha de tratamento quando a RTEs esta contraindicada ou é recusada pelo doente.
Em relacdo a RTEs, a HT apresenta a grande desvantagem de ndo ser uma estratégia
curativa. A hormonoterapia que resulta na deprivacdo de androgénios pode ser
realizada por métodos cirurgicos ou farmacoldgicos. Os farmacoldgicos implicam a
utilizacdo de varias classes de farmacos: agonistas da GNRH; antagonistas da GNRH e
anti-androgénios.

N3o existem dados que suportem o uso da HT em doentes com RBQ, sem evidéncia
morfoldgica de doenca. Uma possivel vantagem associada a uma utilizacdo precoce
durante a histdria natural do TP, é inferida de um estudo, em que a HT foi utilizada
como tratamento adjuvante. Avaliaram-se doentes tratados cirurgicamente (PR e
linfadenectomia) e com evidéncia de metastizacdo ganglionar. Os doentes foram
aleatorizados entre inicio imediato, de HT, ou apds aparecimento de doenca
metastatica. O recrutamento ficou aquém do estipulado. Dados de 98 doentes
seguidos durante 12 anos, sugerem que a utilizacdo imediata aumenta
significativamente a sobrevivéncia especifica para TP e a sobrevivéncia livre de
progress3o°®®. Embora com importantes limitacdes metodoldgicas este estudo sugere

gue a implementacdo de HT previa a evidencia morfoldgica de progressdo, podera
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ser benéfica®.

Para além da utilizacdo ou ndo de HT, também a altura em que a mesma deve ser
iniciada é um aspeto debativel. Alguns doentes preferem adiar o inicio da HT de
modo a evitarem a sua toxicidade. Outros, vitimas da “ditadura” do PSA, preferem
comecar imediatamente o tratamento. Os dados disponiveis ndo permitem definir
qual a melhor altura para iniciar a HT. O estudo referido imediatamente acima
sugere interesse associado a uma utilizacdo mais precoce. Um outro ensaio recente,
de fase 3, incluiu doentes com RBQ (n=261) e doentes sem indicacdo para
tratamento da doenca primdria com intuito curativo (n=32). Os doentes foram
aleatorizados entre inicio imediato ou deferido de HT. A mediana do seguimento foi
de 5 anos. A sobrevivéncia global a 5 anos foi de 86,4% com o tratamento diferido e
de 91,2% com o tratamento imediato (HR=0,55). A toxicidade foi similar em ambos
os grupos’’. Alguns dos doentes incluidos apresentavam doenca metastatica.
Quando estes doentes foram excluidos da analise, o beneficio em termos de
sobrevivéncia perdeu-se.

Na pratica quotidiana é frequente adiar o inicio da HT até o tempo de duplica¢do do
PSA ser inferior a 3 a 6 meses. A importancia do tempo de duplicacdo do PSA (TD
PSA) foi sugerida numa série anteriormente referenciada. Antonarakis e
colaboradores mostraram que o TD PSA, em analise multivaridvel, foi o factor
preditivo independente mais robusto para identificacdo de desenvolvimento de
metastizacdo. Um TD PSA < 3 meses associou-se a sobrevivéncia livre de
metastizacdo de apenas 5%. Nos doentes com tempo de duplicacdo de PSA superior
a 15 meses, esse valor passou para 91%’'. Um outro trabalho da mesma instituicdo
reforca o valor progndstico do tempo de duplicacdo do PSA. Numa andlise de 146
doentes, provenientes de 4 ensaios de fase Il com agentes ndo hormonais, voltou-se
a mostrar que o tempo de duplicacdo do PSA é um factor preditivo independente
para o desenvolvimento de metastizacdo "°. A falta de melhor, os dados disponiveis
emprestam ao tempo de duplicacdo de PSA, a consisténcia suficiente para orientar o
momento em que se deve iniciar a HT. Uma vez iniciada a HT, uma outra questdo
prende-se com a utilizacdo continua versus utilizacdo intermitente. Uma utilizacdo
intermitente, tem a vantagem de limitar a toxicidade, mas poder3 ter algum impacto

negativo sobre a eficacia. Em relacdo a esta questdo, em contexto de RBQ, existe
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evidéncia cientifica que nos permite orientar a abordagem terapéutica. Num ensaio
de fase 3, foram avaliados cerca de 1400 doentes com progressao bioquimica apds
realizacdo de RT definitiva ou RT de salvacdo. Os doentes foram aleatorizados entre
HT continua ou intermitente. A mediana de seguimento foi de cerca de 7 anos. A
terapéutica intermitente associou-se a uma melhor qualidade de vida, sem impacto
negativo significativo sobre a sobrevivéncia global. Esta foi de 8,8 anos com a
terapéutica intermitente e de 9.1 anos com a continua (HR=1,02)">.

A recomendacdo, por parte de sociedades internacionais, do uso da HT é muito
menos explicita do que em relacdo a RTE de salvacdo. A “European Association of
Urology” sugere que a HT devera ser reservada para doentes em que exista uma
esperanca de vida elevada e um maior risco de progressdo. Define-os através de um
tempo de duplicacdo de PSA curto (< 6-12 meses) e de um score de Gleason inicial
elevado (> 7). Nos outros casos, o uso da HT deverda ser cuidadosamente
ponderada®. A RBQ embora tenha uma frequéncia varidvel, ocorre apenas numa
minoria dos doentes. A maioria destes casos estdo assintomdticos e ndo tem
evidéncia morfolégica de doenca. Ndo obstante ha que considerar o impacto
psicoldgico da recorréncia, o qual leva muitas vezes o doente a apressar a adogdo de
uma estratégia terapéutica ativa. Infelizmente as estratégias terapéuticas primam
pela pouca eficacia. A RTE de salvacdo conseguira resgatar no maximo cerca de
metade dos doentes. Enquanto que o tratamento sistémico, controla a doenca
apenas na perspectiva de médio prazo. O panorama da abordagem terapéutica da
RBQ, reforca a nossa convicgcdo de que o esforco maximo de otimizacdo devera ser
feito, temporalmente, em torno do tratamento da doenca primaria. A via mais 6bvia
de otimizacdo passa pela intensificacdo terapéutica. No entanto esta tem custos
elevados em termos de toxicidade e econdmicos. Como tal é essencial melhorar o
nosso conhecimento de factores preditivos e progndsticos, que nos permitam

identificar com seguranca os doentes com doenca mais agressiva.

1.5. Defini¢coes de recorréncia bioquimica
Tal como acontece em muitas areas do saber médico, a variabilidade bioldgica
associada a insuficiéncia do nosso conhecimento conduzem, amiude, a uma

complexidade excessiva. Em 2007, um grupo de trabalho criado pela “American
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Urological Association” avaliou as varias definicbes de RBQ. Apenas considerando os
doentes tratados com PR, encontraram 145 artigos que continham 53 definicGes
diferentes. A mais frequente, em 35 dos artigos, definia RBQ com um valor de PSA >
0,2 ng/mL. Se também levassemos em linha de conta os doentes tratados com RTE,
o numero de definicBes subia para 161’*. N3o obstante trata-se de “endpoint” muito
utilizado para quantificar o sucesso associado a PR. Como tal, é essencial que exista

alguma homogeneidade que permita comparar diferentes estudos e resultados.

1.5.1. Defini¢oes de recorréncia bioquimica utilizadas nas recomendacgodes clinicas
internacionais

O trabalho da “American Urological Association”, imediatamente acima referido, foi
frutifero, pois o grupo de trabalho recomendou a definicdo de RBQ através de um
valor de PSA > 0,2 ng/mL, confirmado por um segundo valor de PSA também maior
do que 0,2 ng/mL’™®. Uma definicio semelhante é utlizada pela “European
Association of Urology”. De acordo com esta associacdo, a RBQ é definida por dois
valores consecutivos, em crescendo, de PSA > 0,265. No entanto, mesmo
considerando apenas as recomendacgdes clinicas internacionais, o cendrio ndo é
homogéneo. A recomendacdo da “National Comprehensive Cancer Network”
referente a tumores da préstata, define RBQ como a ndo descida de PSA para niveis
indetetdveis ou a subida do mesmo em duas ou mais determina¢Ges subsequentes,

sem especificar um limiar numérico’.

1.5.2. Defini¢des alternativas

Dos multiplos estudos que procuraram definir a RBQ, existem varios que merecem
referéncia individualizada. A utilizacdo de limiares diferentes, nomeadamente mais
baixos, para definir RBQ, tém o atrativo tedrico de poder otimizar uma eventual
terapéutica de salvacdo. Por outro lado, acarreta o constrangimento de poder
conduzir ao encarnicamento terapéutico, pois poder-se-a tratar doentes que ndo o
necessitem. O do grupo de Stephenson, merece referéncia pela quantidade de
doentes incluida no estudo, mais de 3000. A mediana de seguimento desta
populacdo foi de 49 meses. Das varias definicGes de RBQ estudadas, em numero de

10, a que utilizou um limiar de PSA de 0,4 ng/mL, associado a aumento posterior, foi
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a que melhor conseguiu prever o surgimento de metastizacio’®. Estes doentes
foram tratados entre 1985 e 2004. Parte deles foi seguido com base em metodologia
de quantificacdo de PSA datada (limite inferior de detecdo entre 0,05 e 0,3 ng/mL).
Este dado leva os autores a sugerirem que 0.2 poderd ser um limiar mais adequado.
Tanto mais que este limiar esteve associado a uma progressdo bioquimica adicional
em mais de 90% dos doentes. Contudo, o seguimento dos doentes ndo foi
homogéneo, sendo que alguns deles foram tratados com HT durante o periodo do
estudo.

Existem varias possibilidades para a otimizacdo da definicdo da RBQ. Uma delas,
crescentemente evidente na literatura passa pela adoc¢do de limiares mais baixos.
Uma outra via, conceptualmente mais promissora, passa pela utilizacdo de limiares
varidveis, ajustados a gravidade inicial da doenca. Metodologicamente implicaria
estudos com muitos mais doentes e por outro lado dependeria da consisténcia dos
atuais factores de progndstico, o que ndo é inquestionavel. No entanto os dados
disponiveis sugerem a validade desta estratégia. O grupo de Mir avaliou, em mais de
2300 doentes, catorze definicdes. Agrupou-as em 3 conjuntos. O grupo A com uma
determinacdo Unica e limiar inferior ou igual a 0.1. O grupo B com o mesmo limiar
mas implicando necessidade de aumento adicional. O grupo C com limiar maior ou
igual a 0,2, com ou sem aumento progressivo. Estratificou os doentes em dois
grupos: com factores histopatolégicos de mau progndstico (pT3B, pN1-3 ou score de
Gleason entre 8 e 10) e de bom progndstico (pT2, score de Gleason de 6 ou pT2,
score de Gleason de 3+4 e margem cirurgica negativa). Apds atingir a definicdo de
RBQ, utilizou como “endpoints” uma progressdao (adicional) de PSA e uma
“progressdo de tratamento” (definida como utilizacdo de tratamento local,
tratamento sistémico, progressado clinica ou morte associada a TP). A estratificacdo
por factores histopatoldgicos, no grupo A, conduziu a diferengcas notdrias. Em
doentes com factores de bom progndstico ocorreu progressdo de PSA em 10 a 28% e
progressdo de tratamento entre 1 e 6%. Nos com factores de mau progndstico a
progressdo de PSA ocorreu em 71 a 88% e progressdao de tratamento ocorreu 36 a
66%. Estas diferencas foram menos evidentes nos grupos B e C ’’. Esta informac3o
poderd ser muito util na identificacdo de doentes de alto-risco, nos quais seria

possivel antecipar a RTEs. Um outro estudo de grande dimensao, também, sugere o
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interesse do conceito de limiar varidvel ajustado a informacdo progndstica. Mais de
3600 doentes foram estratificados, em 3 grupos de risco, com recurso ao score
CAPRA (“Cancer of the Prostate Risk Assessment post-Surgical”). Utilizaram-se 4
definicdes de RBQ (limiares de 0,05, 0,2 e 0,4 e limiar definido pelo grupo de risco).
Avaliou-se a progressao bioquimica adicional apds RBQ. Esta variou de acordo com o
grupo de risco e com a definicdo de RBQ. No grupo de baixo risco foi entre 7 e 37%.
No grupo de risco intermédio foi de 22 a 58% e de 60 a 86% no grupo de alto risco.
Levando em linha de conta as definicbes de RBQ, a progressdo bioquimica adicional
foi de 49% para o limiar de 0,05, de 62% para o limiar de 0,2, 65% para o limiar de

0,5 e 68% para a ajustada ao grupo de risco ’%.

1.5.3. Recorréncia bioquimica precoce

O intervalo de tempo entre a cirurgia e o surgimento da RBQ parece ter importancia
progndstica, embora esta no¢do ndo seja universalmente aceite. Um menor tempo
entre a cirurgia e a RBQ (RBQ “precoce”), parece acarretar um pior prognéstico,
guando comparado com RBQ mais tardias. Contudo, mesmo os trabalhos que
suportam esta noc¢do, ndo sdo coincidentes quanto ao intervalo de tempo que define
um pior progndstico. Como tal, a nocdo de RBQ precoce parece ter suporte, mas
estd longe de estar definida e estabelecida. Num trabalho referenciado
anteriormente, o grupo de Pound mostrou que a uma RBQ que ocorre nos primeiros
dois anos apds PR, esta associada a um aumento de 20% da progressao metastatica
a 5 anos, quando comparada com RBQ mais tardias®. O grupo de Freedland chegou
a resultado similar, mas com um intervalo de tempo diferente. Uma RBQ que
ocorreu nos primeiros trés anos apdés PR aumentou em 3,5 vezes o risco de
mortalidade especifica por TP*°. Para Walz e colaboradores a ocorréncia precoce de
RBQ, apds a PR, representa um evento muito desfavordvel na histéria natural dos TP
tratados. Esta associada com progressdo metastatica precoce e com a mortalidade
especifica por TP’°. Existem varios outros trabalhos que reforcam o impacto

prognéstico de RBQ mais precoce®®®3,
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1.6. Factores preditivos de faléncia da prostatectomia radical

Em seguida realiza-se uma revisdo dos varios factores, que podem influenciar o risco
de desenvolvimento de RBQ. Ressalta a grande quantidade de factores preditivos
gue poderdo, com maior ou menor precisdo, estimar a possibilidade de
desenvolvimento de RBQ. Para além do impacto variavel, também a consisténcia dos
dados que o suportam é varidvel. A literatura é abundante, mas nem sempre
concordante. Estas razdes constituem-se como argumentos adicionais, que reforcam

a necessidade de otimizacao.

1.6.1. Factores anatomicos

Embora a anatomia da préstata, por si s6, ndo possa ser assumida como factor de
risco para o desenvolvimento de RBQ, esta apresenta determinadas particularidades
gue poderdo ajudar a explicar o fendbmeno da RBQ. O nosso conhecimento da
anatomia da prdstata é em grande medida tributaria dos trabalhos de McNeal . A
prostata foi reconhecida como um érgao anatomicamente heterogéneo e composto
por quatro zonas anatomicas:

Zona periférica.

Zona central.

Regido pré-prostatica.

Estroma fibromuscular anterior.

Estas zonas sdo condensadas por uma camada de tecido fibromuscular que constitui
a capsula da proéstata. Esta é constituida por uma camada interna de fibras
musculares e uma membrana externa de colagénio. Contudo, as quantidades destes
constituintes varia consoante a area da préstata. Na face interna da cépsula, as
fibras musculares interligam-se as fibras musculares lisas do tecido peri-glandular.
Por seu lado, a face externa interliga-se e funde-se com o tecido conjuntivo peri-
prostatico. Como tal, a cdpsula prostatica ndo pode ser entendida como uma
estrutura bem definida e de caracteristicas constantes. Para além disso a regido mais
anterior da glandula nem sempre exibe uma verdadeira capsula reconhecivel
histologicamente. Adicionalmente a capsula pode estar entrelagcada com fibras

musculares esqueléticas que emanam do diafragma urogenital e dos elevadores do
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anus. Por fim ha ainda que ao nivel da face anterior, a cdpsula é atravessada por
vasos sanguineos. Na face posterior a espessura da capsula é maior®. Esta
complexidade leva alguns autores a defenderem que a préstata ndo tem uma
verdadeira capsula®. Este facto traduz-se numa dificuldade acrescida em termos
cirurgicos, e que do ponto de vista tedrico poderia facilitar a extensdo direta dos TP.
As células com capacidade de migracdo poderiam tirar partido das multiplas
solucdes de continuidade e, deste modo, explicar a persisténcia local da doenca,

mesmo quando as margens cirdrgicas sdo negativas.

1.6.2. Factores clinicos

Existem varios factores clinicos com implicacGes progndsticas. Os mais bem
estabelecidos sdo o PSA pré-operatério e o estadio clinico. Estes podem ser
informativos e fornecerem uma ideia relativamente clara da agressividade da
doenca. Contudo, nenhum deles é suficientemente robusto para ser utilizado
isoladamente, enquanto modificador da abordagem terapéutica. Uma estratégia que
permite ultrapassar esta limitacdo dos factores individuais, passa pela utilizacdo
combinada de varios deles, em ferramentas como os esquemas de estratificacdo de

risco.

1.6.2.1. Esquemas de estratificagdo de risco

Os esquemas de estratificacdo de risco procuram definir o risco de recorréncia da
doenca, em varios momentos da histéria natural dos TP. Como tal, sdo do ponto de
vista tedrico, ferramentas muito importantes para a definicdo da abordagem
terapéutica mais adequada. A prova-lo estd a quantidade de esquemas disponiveis
na literatura. Numa andlise, ja algo datada, foram documentados 109 modelos de
estratificacdo, embora apenas 68 tivessem sido validados®’. Em condices timas
estas ferramentas permitiriam adequar a intensidade do tratamento a gravidade da
doenca, a esperanca de vida do doente e as suas preferéncias. Deste modo,
maximizar-se-iam as hipdteses de cura, enquanto se diminuiriam as abordagens
terapéuticas excessivas, preservando a qualidade de vida. Isto num modelo de
doenca, o carcinoma da prdstata localizado, que prima pela heterogeneidade. Partin

e colaboradores desenvolveram um dos primeiros esquemas de estratificacdo de
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risco amplamente plebiscitado. Entre 1982 e 1996 recolheram os dados relativos ao
PSA pré-operatorio, estadio clinico (TNM) e score de Gleason da bidpsia. Com esta
informacdo criaram um modelo preditivo do estadio patolégico apds PR. Mais tarde
atualizaram estes dados com base em ajustes nas categorias do PSA e do score de
Gleason. Recolheram os dados referentes a mais de 5000 doentes, tratados com PR
apos 1994. A atualizacdo traduziu-se numa melhor capacidade de predicdo da
doenca clinicamente localizada®. A precisio desta ferramenta foi validada em
diversos estudos, mesmo em popula¢des mais contemporaneas®. No entanto esta
ferramenta prediz o estddio patolégico, o qual ndo possui uma capacidade
progndstica perfeita. Existem muitos doentes que partilham factores
anatomopatologicos adversos apds PR, mas ndo tém todos, de modo uniforme, mau
progndstico.

Importava ir mais longe através da adocdo de “endpoints”, com maior capacidade
progndstica. Os trabalhos de D’Amico nesta drea do conhecimento foram basilares.
Os estudos deste grupo criaram trés grupos de risco, baseados no estadio T clinico,
no score de Gleason e no PSA pré-operatério. Para além de avaliar a RBQ, este
trabalho foi mais abrangente, pois incluiu doentes tratados com cirurgia,
radioterapia e braquiterapia®®. O facto de a AUA °* e a NCCN ”® terem adotado
esquemas de estratificacdo de risco muito similares ao proposto por este autor,
atestam a importancia deste modelo. Contudo, este modelo foi refinado, com a
entrada em linha de conta da extensdao da doenca ao nivel da bidpsia e com um
reajuste das categorias extremas (doenca de muito baixo risco e de muito alto risco).
No entanto a classificacdo de D’Amico também apresenta limitacdes. Ndo distingue
entre as subcategorias que constituem o score de Gleason 7 (“3+4” e “4+3"), sobre-
estima a importancia do estadio T, ndo leva em linha de conta a extensdo do
envolvimento da bidpsia nem de varios outros factores *>. Talvez a maior limitacdo
passe pela heterogeneidade da populacdo incluida em cada um dos grupos de risco.
Num estudo com mais de 4000 doentes classificados como risco intermédio pelo
esquema da NCCN, avaliou-se a sobrevivéncia livre de RBQ. Esta foi
significativamente diferente consoante os diferentes pardmetros usados para
inclusdo no grupo de risco intermédio. Com base no estadio clinico, a sobrevivéncia

livre de RBQ a 10 anos foi 88,8%, enquanto que as associadas ao PSA e ao score de
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Gleason, foram respetivamente 79,5 e 73,6%. Esta heterogeneidade também foi
patente nos doentes classificados como sendo de alto risco®.
Um outro esquema de estratificacdo de risco que importa referir é o score de CAPRA

(quadro 3).

Quadro 3. Esquema “Cancer of the Prostate Risk Assessment” (CAPRA).

Variavel Nivel Pontos Variavel Nivel Pontos
2,0-6 0 o T1T2 0
Estadio T
6,1-10 1 T3a 1
PSA 10,1-20 2 1 <34% 0
% bx pos
20,1-30 3 > 34% 1
>30 4 <50 0
Idade
1-3/1-3 0 =50 1
Gleason 1-3/4-5 1
4-5/1-5 3

! Percentagem de bidpsia positiva

Este foi esquema foi desenvolvido de modo a combinar a precisdo de uma analise
multivaridvel com a simplicidade de um score, que dispensa célculos complicados ou
a necessidade de um calculador informatico. Foi validado por multiplos estudos e em
varios contextos: doentes tratados com cirurgia, com radioterapia e com
hormonoterapia em primeira linha. Uma analise sistematica acerca do desempenho
do score CAPRA, incluiu 13 estudos de CAPRA, 4 estudos de CAPRA-S
(especificamente para o contexto pds-cirdrgico) e 5 estudos de CAPRA-J
(Hormonoterapia em primeira linha). Confirmaram o bom desempenho, em
contexto académico e clinico ndo académico, no que concerne a RBQ. No CAPRA-S
demonstrou-se, também, um desempenho favoravel em relacdo a “endpoints” de
mais longo prazo. Também o CAPRA-J teve um desempenho muito bom®*. Varios
estudos mostraram que o CAPRA parece ser superior aos esquemas da NCCN e
AUA*,

Existem muitos outros modelos de risco, derivados de analises multivariavels.
Muitos deles foram apresentados sob a forma de nomogramas. Oferecem,
frequentemente, uma estratificacdo superior a do esquema de D’Amico. No entanto

a sua utilizacdo pode ser fastidiosa e dificil de explicar ao doente. Por outro lado, a
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base matematica subjacente aos nomogramas, na maior parte das vezes ndo é
publicada, dificultando a sua validacdo e utilizacdo em investigacdo. Nem sempre os
estudos de validacio obtém resultados sobreponiveis®. Existem numerosos
nomogramas que entram em linha de conta com varios factores clinicos e
patolégicos. Também o objetivo que procuram predizer é variado. Em seguida
enumeram-se alguns exemplos:

- Nomogramas preditivos de RBQ. S3o numerosos, no entanto existem
determinados aspetos que diferenciam alguns destes nomogramas. Por
exemplo, Suardi desenhou o nomograma com maior alcance temporal:
Quinze anos”. Kattan desenhou um outro que entra em linha de conta com a
experiéncia do cirurgido®®.

- Nomograma preditivo de RBQ precoce. Walz e colaboradores desenvolveram
um nomograma preditivo de RBQ precoce. Esta foi definida como aquela que
ocorre nos primeiros dois anos. O PSA pré-operatdrio, o score de Gleason, a
extensdo extracapsular, a invasdo das vesiculas seminais, o estado da
margem cirurgica e o estadio N, associaram-se a RBQ precoce em analise
multivaridvel ”°.

- Nomogramas preditivos de progressdao metastatica apds desenvolvimento de
RBQ.

- Nomogramas preditivos de mortalidade especifica por tumor da préstata
apos desenvolvimento de RBQ.

- Nomogramas preditivos de resposta a RTE de salvacao.

N3o é claro qual a melhor ferramenta para utilizar no quotidiano, ndo obstante, e
talvez por isso mesmo, o grande numero de opc¢des disponiveis. Os esquemas
derivados dos trabalhos de D’Amico parecem estar ultrapassados. Os nomogramas,
mesmo os que foram corretamente validados, sdo muito pouco utlizados na pratica
clinica e investigacional. O score CAPRA parece ser a melhor ferramenta disponivel e
é contra ela que os testes genéticos emergentes estdo a ser avaliados. Apesar dos
dados disponiveis e da evolucdo que sofreram, os esquemas de estratificacdo de
risco sdo subutilizados na pratica didria. Talvez porque no entendimento da maior
parte dos clinicos, ndo sdo suficientemente fidveis para ditarem uma modificacdo da

abordagem terapéutica.
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1.6.2.2. PSA e parametros derivados de PSA

O PSA é utilizado como dado com importancia clinica ao longo de toda a histéria
natural da doenca. Desde o rastreio até a avaliacdo de reposta em doencas
resistentes a castracdo, passando pela monitorizacdo da eficacia do tratamento
primario. Ndo obstante existem muitas controvérsias acerca do verdadeiro interesse
do PSA, enquanto factor preditivo. Este facto levou a realizacdo de midltiplos
trabalhos que avaliaram varios parametros baseados no PSA, como por exemplo a
percentagem de PSA livre, tempo de duplicacdo de PSA, velocidade de PSA e
densidade de PSA. Quando estes dados sdo considerados em conjunto, parecem
indicar que nenhum destes parametros tem consisténcia suficiente para ser utlizado
isoladamente. No entanto sdo utlizados com muita frequéncia em esquemas de
estratificacdo de risco. Em relacdo a RBQ, o valor de PSA é simultaneamente o seu
definidor e um factor de risco para o seu desenvolvimento. Antenor e colaboradores
avaliaram mais de 2800 doentes com estadio clinico T1lc e tratados com PR. O valor
pré-operatério de PSA, considerado como varidvel categérica, discriminou a
probabilidade de doenca confinada ao orgdo, score de Gleason da peca e
sobrevivéncia livre de progresso bioquimica a 10 anos’’. O tempo de duplicacdo de
PSA, provavelmente o mais estudado dos parametros derivados do PSA, ndo avalia o
risco de RBQ. Antes define o risco de a doencga se tornar clinicamente significativa
apds a ocorréncia da RBQ*. Este facto foi confirmado por vérios estudos. A relativa
consisténcia dos dados associados a este parametro, faz com que o mesmo seja
utilizado, amiude, na decisdo de quando iniciar tratamento, em doentes com RBQ e
sem evidéncia morfo-funcional de doenca. Em relacdo a este parametro, persiste a
duvida de qual o limiar de duplicacdo que deverd ser aceite como efetivamente

preditivo de pior prognéstico (3 ou 6 meses).

1.6.2.3. Outros
Existem varios outros factores, cuja presenca podera estar associada ao aumento do

—1
9%-100 No entanto

risco de RBQ. A idade ndo parece ser um factor de risco para RBQ
é parte integrante do score CAPRA e tem importancia na definicdo de qual a melhor

abordagem terapéutica para a doenca localizada.
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O tipo da abordagem cirurgica através da qual é efetuada a prostatectomia também
parece ndo ser um factor de risco. Como discutido acima, a PR foi alvo de varios
refinamentos técnicos que parecem ter tido mais impacto em termos de
complicagdes cirurgicas do que em termos de eficacia oncoldgica. Apesar da grande
guantidade de dados ndo aleatorizados, alguns dispares, a via minimamente invasiva
ainda ndo conseguiu superiorizar-se inequivocamente a via aberta, exceto na
diminuicdo da duracdo da hospitalizacdo e na necessidade de suporte
transfusional’®>!%?, Uma analise sistematica, muito vasta, baseada em 4 centenas de
artigos (mais de 286 mil doentes) confirmou a equivaléncia em termos de frequéncia
de margens cirdrgicas positivas, e mais uma vez sugeriu uma menor taxa de
complicacbes associadas a via minimamente invasiva'®. Quando se considera uma
técnica cirdrgica ha que levar em linha de conta a experiéncia do cirurgido. A curva
de aprendizagem associada as técnicas minimamente invasivas podera ter algum
impacto na frequéncia de margens cirurgicas positivas. Um dos trabalhos do grupo
de Sooriakumaran mostrou a relacdo entre a experéncia do cirurgido e a frequéncia
de margens cirurgicas positivas'®*. O impacto do volume cirtrgico estd demonstrado
na maior parte das doencas oncoldgicas. No caso dos TP esta realidade parece ser
independente da técnica cirdrgica utilizada para realizar a prostatectomia. Esta
demonstrada uma relacdo inversa entre a experiencia do cirurgido e a probabilidade
de ocorréncia de RBQ'* Y,

O tempo entre a bidpsia e a cirurgia podera ser, conceptualmente, um factor de
risco para RBQ. A bidpsia resulta numa solucdo de continuidade entre o tecido
tumoral e o peri-prostatico. Células neopldsicas com capacidade de migracao
poderiam tirar partido destes “canais” para acederem ao tecido peri-prostatico.
Deste modo ndo seriam removidas cirurgicamente e poderiam explicar a recorréncia
da doenca. Apesar de ser teoricamente atrativo, a literatura disponivel ndo é
concordante. Um trabalho relativamente recente sugere a possibilidade deste
intervalo poder ter algum impacto em termos progndsticos, sobretudo em doentes
de alto risco. Mas mesmo nestes a cirurgia podera ser adiada até cerca de um ano'®.
Por outro lado, ha trabalhos que sugerem o contrario. Vickers e colaboradores nao
encontraram nenhuma relacdo entre o aumento deste intervalo e a sobrevivéncia

livre de RBQ. No entanto os autores chamam a atencdo para o facto de terem obtido
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intervalos de confianga muito grandes'®. Um resultado semelhante foi obtido pelo
grupo de Boorjian'. Apesar da duvida quanto ao impacto prognéstico, esta n3o
parece existir quanto a exequibilidade da cirurgia. Um intervalo muito curto entre a
bidpsia e a PR, inferior a 6 semanas, ndo parece ter impacto em termos
cirdrgicos™**2,

A sindrome metabdlica é uma condicdo clinica muito frequente, sobretudo nos
paises ocidentais. Caracteriza-se por obesidade visceral, hipertensdo arterial,
hiperglicémia e dislipidémia. Estd associada a complica¢cGes cardiovasculares e
metabodlicas. No que concerne aos TP poderd explicar, pelo menos em parte, as
diferencas de incidéncia a nivel global. Poderd também contribuir para um
comportamento biolégico mais agressivo. Para tentar esclarecer este ponto, Gacci e
colaboradores realizaram uma andlise sistemdatica e uma metaandlise. Avaliaram 24
estudos (132582 doentes). Um pouco mais de 17% dos doentes, sofriam de
sindrome metabdlica. Esta parece ter algum impacto no aumento da incidéncia. A
associacdo com pior prognodstico foi mais evidente. A presenca de sindrome
metabdlica esta associada a maior frequéncia de factores anatomopatoldgicos de

mau progndstico e a aumento da RBQ™™.

1.6.3. Factores histoldgicos

Os factores histoldgicos com possivel impacto preditivo e progndstico sdo muito
mais numerosos do que os clinicos e os dados que os validam mais completos e mais
robustos. Ndo obstante esta realidade, muito poucos de entre eles conseguem, por
si s0, ter suficiente poder discriminatério para alterar a abordagem terapéutica. A
semelhanca do que se passa com os factores clinicos, sdo por vezes integrados em

esquemas de estratificacdo de risco.

1.6.3.1. Diferenciacdo histoldgica - score de Gleason e classificacdo de Epstein

Nos adenocarcinomas da préstata o grau de diferenciacdo tem muita importancia
preditiva e progndstica, facto reconhecido desde meados do século passado.

A classificacdo histoldgica dos TP confunde-se com o score de Gleason (SG). Este foi
descrito na década de 60 do século passado e assume-se até aos dias de hoje como

uma ferramenta basilar. O SG baseia-se em 5 padrdes distintos (figura 2).
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Figura 2. PadrGes histoldgicos que constituem o score de Gleason. Adaptado de Gleason'".

Cada padrdo é descrito por uma escala de 1 a 5. O valor 1 representa o mais bem
diferenciado e 0 5, o0 menos bem diferenciado. Dada a heterogeneidade dos TP,
coexistem no mesmo tumor varios padrées. O SG resulta do somatdrio dos dois
padroes mais frequentes. Como tal do ponto de vista tedrico pode variar entre 2
(1+1) e 10 (5+5)***. Desde cedo se percebeu a capacidade discriminativa, em termos
de prognéstico, do SG. Os dados que o suportam sao multiplos e tém aumentado ao
longo dos anos. O SG pode ser preditivo dos achados patolégicos, da RBQ, da
recorréncia local ou a distancia, em doentes ndo tratados bem como em doentes
que foram tratados com PR, com radioterapia e com outras terapéuticas'®. A
elevada robustez do SG tem tornado dificil a sua melhoria. Ao longo dos anos a
“International Society of Urological Pathology” (ISUP) tem organizado reunides em
qgue procuram melhorar e adaptar o SG a evolugcdo da pratica médica. Em 2005 as
mudancas introduzidas foram ao nivel da arquitetura glandular do padrdo 3 e
aumentaram a abrangéncia do padrdo 4, que passou a incluir o padrao cribiforme.
Em 2010 ocorreram acertos adicionais quanto aos critérios de diagndstico do padrao
3. Em 2014 recomendou-se, entre outras, a quantificacdo do padrao 4, nas biopsias e

nas pecas com SG de 7, e clarificou-se o padrdo de alto grau''®. N3o obstante a
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qgualidade basal e as melhorias progressivas, o SG continua a apresentar diversas
limitacBes™’:

- Os padroes 1 e 2 deixaram de ser utilizados.

- Atualmente o score mais baixo é o0 6.

- Vdrias morfologias especificas que historicamente eram consideradas como
parte integrante do padrdo 3, sdo atualmente classificadas como padrao 4.

- Atualmente os TP com SG de 6 tém melhor progndstico do que o descrito em
dados mais antigos.

- Existe uma grande quantidade de dados publicados que alertam para o facto
de 0 SG 7, incluir doentes com progndsticos muito dispares. Os doentes com
SG “3+4” tem melhor prognéstico do que os com SG “4+3”,

- De entre os doentes com TP de alto grau, também é evidente que os doentes
com SG de 8 tém melhor progndstico do que os com SG de 9 e 10.

- Adicionalmente demonstrou-se ndo haver uma diferenca significativa entre o
prognostico dos doentes com SG de 9 e os com SG de 10. A distingdo entre
ambas parece ser desnecessaria.

Em face destas limitacOes foi recentemente proposto um novo esquema de grupos

de grau, a Classificacio de Epstein''®

. Esta classificacdo ultrapassa algumas das
limitacdes do SG, reflete com precisdo o progndstico e é de facil entendimento pelos
doentes, sobretudo os com TP melhor diferenciados. As categorias que constituem
esta classificacdo sdo as seguintes:

- Grupo prognostico |, corresponde ao SG menor ou igual a 6.

- Grupo prognostico Il, corresponde ao SG 3 + 4.

- Grupo prognostico Il corresponde ao SG 4 + 3.

- Grupo prognodstico IV corresponde ao SG 4+4.

- Grupo prognodstico V corresponde ao SG 9 e 10.
As vantagens desta classificacdo foram apresentadas pelo autor na conferéncia da
ISUP em 2014. Houve uma aceitacdo muito boa por parte dos delegados e esta
classificacdo veio a ser incluida na classificacdo dos TP da Organizacdao Mundial de
Saude publicada em 2016. A classificacdo de Epstein (CE) foi validada numa

populacdo de mais de 20 mil doentes, tratados com RT e com PR. Usaram como

medida a RBQ. Os grupos progndsticos da CE mostraram ter uma elevada
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capacidade de discriminacdo, superior a do SG . Qutros trabalhos mostraram que a

CE também é preditiva para mortalidade especifica por TP e desenvolvimento de
. ~ 120,121

metastizacdo .

No entanto existem dados que sugerem que em termos de recorréncia clinica, a CE

122 ,
. Por outro lado ha autores que

poderd ndo aportar nada em relacdo ao SG
sugerem que a CE ndo é uma nova classificacdo, antes uma reorganizacdo dos dados
ja existentes'?®. N3o obstante apresenta vantagens importantes:

- Permite a distin¢cdo entre o0 SG “3+4” e 0 SG “4+3".

- Facilita a interpretacdo por parte do doente, nomeadamente nos TP melhor
diferenciados. E mais facil aceitar uma vigilancia ativa quando se tem 1 em 5,
do que quando se tem 6 em 10. Este facto podera diminuir o risco de sobre-
tratamento.

Existem outros aspetos referentes ao SG que merecem referéncia particular. Sao
eles a percentagem de padrdo 4 nos SG “3+4” e a identificacdo de um padrdo de alto
grau. A diferenca de prognéstico entre SG “3+4” e um SG “4+3” estd estabelecida.
Um SG “3+4” pode apresentar uma percentagem de padrdo 4 que varia entre 5 e
49%, o que podera conduzir a uma heterogeneidade de progndstico. Perante estes
dados é facil entender que a percentagem de padrdo 4 poderd ter influéncia
prognodstica. Este facto levou vérios grupos a quantificar o padrdao 4 e a tentar
entender qual o seu significado progndstico. Levar em linha de conta este
parametro, parece aumentar a capacidade preditiva em termos de RBQ. Reese e
colaboradores estudaram uma variacdo do SG que levou em linha de conta a
frequéncia dos vérios padroes. Quando aplicado a pecas de prostatectomia esta

124

variante conduziu a uma melhoria da capacidade preditiva para RBQ “". Esta noc¢ao

125,126

foi confirmada por outros trabalhos . O reconhecimento da sua importancia,

levou a ISUP em 2014, a sugerir que a quantidade de padrdo 4 em SG de 7 devera ser

116 Do ponto de vista clinico este dado poderd ajudar a identificar alguns

reportada
dos doentes com SG de 7, como candidatos para vigilancia ativa (com percentagem
minima de padrdo 4) e por outro lado poderd apontar para uma necessidade de
intensificacdo terapéutica em doentes com uma percentagem muito elevada™’.

Em relacdo ao padrdo tercidrio, os consensos da ISUP de 2005 sugeriram que um

padrdo tercidrio s6 deveria ser reportado na peca operatéria ndo na bidpsia. Na
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bidpsia deverd somar-se o padrdao mais frequente com o de maior grau. Na peca a
extensdo de um padrdo tercidario poderd variar entre 1 e 20%. SO devera ser
reportado como tal, se for inferior a 5%. Se for superior a 5% devera ser considerado

127 Durante a reunido dos consensos da ISUP de 2014

como a segunda parcela do SG
apresentaram-se os resultados de uma analise de 8 estudos que avaliaram a
importancia da existéncia de um padrao terciario. Sete destes 8 artigos, confirmaram
gue um padrdo tercidrio estd associado a um pior prognéstico. Por outro lado,
tentou-se clarificar a nomenclatura associada a este conceito. O termo padrao
tercidrio presta-se a alguma confusdo. Ndo devera referir-se apenas ao terceiro
padrdo mais frequente, mas devera ser limitado em termos de extensdo. Como tal
nos consensos de 2014, este termo foi substituido por padrdao minor de alto grau
(“minor high-grade pattern”). Embora ndo tenha sido votado aceita-se como limiar,
menos que 5%. Esta terminologia devera ser utilizada no cenario em que, na peca se
identificam 3 padrdes, tais como “3+4” ou “4+3” com uma percentagem inferior a
5% de padrdo 5. Com a utilizacdo deste limiar inferior a 5%, demonstrou-se que a
existéncia de um padrdo 5 associado a um SG “3+4” aumenta o risco de RBQ quando
comparado com um SG “3+4” sem padrdo 5. O mesmo verificou-se para o SG
“4+3”' Um estudo recente e com mais de 4000 doentes com SG de 7, embora

retrospetivo, confirmou a importancia progndstica da existéncia de um padrao de

12
alto grau®?.

1.6.3.2. Subtipos histoldgicos

A maioria dos TP, mais de 95%, sdo acinares. Existem varios outros subtipos
descritos: intraductal, neuroenddcrino, mucinoso, ductal, em anel de sinete,
sarcomatoide , adenoesacamoso e outros. Estas variantes sdo muito pouco
frequentes e podem ocorrer em associagdo com os adenocarcinomas acinares. Nao
obstante a sua raridade, os dados sugerem que muitos destes subtipos estdo
associados a implicagcdes progndsticas. Como tal a sua identificacdo podera ter
impacto na definicdo da abordagem terapéutica.

O subtipo intraductal foi identificado pelos trabalhos de Kovi e de McNeal. Ambos
associaram este subtipo a maior agressividade e consideram-no como relativamente

129,130

frequente . A sua frequéncia, definida numa série contemporanea parece ser
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mais baixa. Em mais de 1100 biopsias a incidéncia de carcinoma intraductal foi de
2.8%"!. Em pecas de PR parece ser mais frequente, ocorrendo entre 20 a 40% dos
casos™?. Os dados referentes a importancia progndstica, em relagio aos da
frequéncia, parecem ser mais homogéneos e reprodutiveis em varios contextos.
Num estudo que avaliou doentes com biopsias com carcinoma intraductal,
demonstrou-se na peca operatdria a existéncia de factores de pior progndstico™*>.
Também em doentes tratados com radioterapia externa, a presenca de carcinoma
intraductal é um factor prognédstico independente para RBQ precoce e para o
desenvolvimento de metastases’®*. Normalmente os carcinomas intraductais
associam-se a factores anatomopatoldgicos de maior agressividade. Num estudo
reprospetivo com 73 doentes, procurou estabelecer-se qual o significado da
existéncia de carcinoma intraductal quando associadas a SG de 6 (“3+3"”). Embora os
numeros sejam pequenos e os tratamentos diferentes, a maioria dos casos eram
tumores agressivosl35. Numa outra série, um pouco maior, 206 doentes com TP de
alto risco foram tratados com cirurgia. A presenca de componente intraductal foi
documentada em 104 casos e associou-se, de modo independente, a pior
sobrevivéncia livre de progressdo e a pior sobrevivéncia especifica para doenca
neoplasica®®. Uma informacdo fulcral para entendermos o pior progndstico
associado aos carcinomas intraductais, foi publicada recentemente. Mil trezentos e
vinte cinco doentes com TP localizado foram tratados cirurgicamente. Confirmou-se
de modo inequivoco, a importancia progndstica da existéncia de carcinoma
intraductal. Este subtipo histolégico, em termos moleculares, associou-se a
marcadores genéticos de instabilidade e de hipdxia e ainda a sobreexpressdo de
SChLAP1'*’. Também em contexto de doenca metastética e resisténcia a castraco, a
identificacdo de carcinoma intraductal foi um factor independente de pior
prognodstico. Podera ser também factor preditivo, ja que a presenca de carcinoma
intraductal parece ditar melhor resposta a Abiraterona e pior resposta ao
Docetaxel™%.

O nossos conhecimento relativo aos tumores neuroenddcrinos da préstata, tem
aumentado em varias fases da histdria natural da doenca. Em fases mais tardias,
apos longos periodos de supressio de androgénios pode ocorrer uma

transdiferenciacdo neuroenddcrina das células de adenocarcinoma. Este fendmeno,
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designado por “treatment-emergent small-cell neuroenddcrine prostate cancer”
apesar de ainda mal caracterizado, parece ser relativamente frequente e associar-se
a um pior progndstico®. Ja reconhecida anteriormente, era a nocdo de que este
fendmeno pode estar associado a quadro clinico dispar*®’. No outro extremo da
histoéria clinica, a ocorréncia de diferenciacdo neuroenddcrina também é um
fendmeno conhecido, embora com importancia progndstica menos estabelecida.
Recentemente foi sugerida uma nova classificacdo para esta diferenciacio™":

- Adenocarcinoma usual da préstata com diferenciacdo neuroenddcrina. A
ocorréncia de células com diferenciacdao NE é relativamente frequente. Ndo é
claro o seu significado prognéstico.

- Adenocarcinoma com diferenciacdo neuroenddcrina das células de Paneth.
Também de significado incerto.

- Tumor carcinoide. Trata-se de uma entidade muito rara. Dever-se-a excluir a
existéncia de “Multiple Endocrine Neoplasia”.

- Carcinoma de pequenas células. Variante de reconhecida agressividade e
com orientacdo terapéutica particular.

- Carcinoma neuroenddcrino de grandes células. Variante rara e agressiva. A
maioria dos poucos casos descritos associam-se a terapéutica prévia.

- Lesdo mista de carcinoma neuronedocrino (Grandes e pequenas células) —
Adenocarcinoma acinar. Trata-se de um tumor agressivo e de alto grau.
Frequentemente associado a privacao androgénia prolongada.

O carcinoma mucinoso parece ter um progndstico similar ao do adenocarcinoma

acinar''’.

1.6.3.3. Extensao do envolvimento tumoral na bidpsia.

A extensdo do envolvimento tumoral na bidpsia tem importancia prognéstica,
relacionando-se “endpoints” anatomopatoldgicos da peca operatdria e clinicos.
Pode ainda ter algum impacto enquanto factor preditivo'*. A relevancia deste
parametro é confirmada pela inclusdo desta informacdo em alguns dos esquemas de
estratificacdo de risco mais utilizados, como por exemplo o da AUA™, 0 do NCCN”’ e

o0 score CAPRA®*.
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A extensdo do envolvimento tumoral na bidpsia pode ser avaliada através de varios
parametros. A literatura aponta para que nem todos eles tenham a mesma
importancia progndstica. Quando se considera a avaliacdo da extensdo do
envolvimento neoplasico na bidpsia, um dos aspetos que se deve considerar é a
possivel existéncia de heterogeneidade metodoldgica, nomeadamente na avaliacdo
da extensdo linear. Numa Otima revisdo sistematica efetuada pelo grupo de

1
Harnden®*®

, 0s parametros de avaliacdo de extensdo do envolvimento tumoral na
bidpsia foram os seguintes:

- Medicdo expressa em milimetros. Em 2 de 3 estudos esta medida foi
preditiva de RBQ.

- Extensdo cumulativa (somatério da extensdo tumoral em todos os
fragmentos). Dois estudos apresentaram resultados dispares. Num deles uma
extensdo cumulativa maior que 9 mm foi preditiva de RBQ. O outro ndo
associou a extensdao cumulativa a RBQ.

- Extensdo maxima em qualquer um dos fragmentos. Os resultados associados
a este parametro também mostram disparidade. Embora o estudo que foi
positivo, apresente algumas limitacdes estatisticas.

- Razdo entre o numero de fragmentos positivos e a extensdo tumoral,
guantificada em milimetros. Dois estudos sugerem relacao, deste parametro,
com a probabilidade de RBQ. Um terceiro ndo o confirma.

- Extensdo tumoral expressa como percentagem. A informacgdo que avalia este
pardmetro é mais extensa. Dos dez estudos encontrados pelos autores em
todos eles este parametro foi preditivo de RBQ. Um dos estudos, que utilizou
como “endpoint” o desenvolvimento de metdstases, também foi positivo.

- Percentagem total de tecido neoplasico. Em vdrios estudos foi factor
preditivo para RBQ.

- Razdo entre a percentagem de fragmentos positivos e a percentagem total
de tecido neopldsico. Um estudo sugere a capacidade preditiva deste
parametro.

- A maior percentagem de tecido neoplasico. Um estudo confirmou que este
parametro é factor preditivo de RBQ. Uma extensdo deste estudo mostrou

gue este parametro também foi preditivo para a recorréncia clinica.
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- Razdo entre o numero de fragmentos positivos e a maior percentagem de
tecido neoplasico. Aparentemente sem interesse preditivo.

- Valor médio da extensdo tumoral. Num estudo este parametro ndo
acrescentou informacdo a fornecida pela percentagem de fragmentos
positivos. Apenas esta ultima foi preditiva de RBQ.

Os autores chamam a ateng¢do para varias limitacdes dos estudos incluidos nesta
analise sistematica. Numa andlise global, mostraram que dados percentuais tendem
a ser mais consistentes do que dados obtidos em milimetros. Por outro lado,
sugerem que a percentagem da extensdo tumoral linear parece ser melhor factor
preditivo de RBQ do que o numero ou percentagem de fragmentos positivos. Os
dados disponiveis apontam, de modo indelével, para a importdncia da avaliacdo da
extensdo do envolvimento tumoral na bidpsia. No entanto ndo é claro, qual o melhor
parametro para o quantificar. No dia a dia seria impraticavel avalid-los a todos. E
atendendo aos dados disponiveis, também seria desnecessario. A EAU sugere que,
em todas as biopsias positivas, seja quantificada a extensdo de tumor, em milimetros
ou percentualmente®. A semelhanca do que se passa com outros factores
preditivos, uma possibilidade para ultrapassar as suas insuficiéncias, passaria pela
utilizacdo conjunta com outros factores.

Uma perspectiva interessante passaria pela associacdo entre o numero de
fragmentos obtidos na bidpsia e o risco de RBQ. Teoricamente um maior nimero de
fragmentos acarretaria um maior nimero de solugdes de continuidade na capsula da
prostata e deste modo, poderia facilitar a migracdo de células tumorais para o tecido
periprostatico. Tanto quanto julgamos saber ndo existem dados que diretamente
suportem ou neguem esta possibilidade. Um estudo norte-americano comparou
doentes biopsados numa, em duas ou em 3 ou mais ocasides. Respetivamente 2,251
(82%), 365 (13%) e 123 (5%). O aumento do nimero de biopsias ndo se traduziu num

1 ,
* Por outro lado, um outro trabalho, também com uma

aumento do risco de RBQ
amostra considerdvel (1357 doentes) mostrou que TP detetados na primeira
bidpsia apresentavam factores patoldgicos mais adversos do que os TP
diagnosticados em na segunda ou ulterior bidpsia. No entanto doentes com TP
documentados apds repeticdo de bidpsia tinham uma taxa de RBQ similar aos

doentes diagnosticados apds a primeira bidpsia, ndo obstante terem caracteristicas
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. ;. . 1
histoldgicas menos agressivas™*.

1.6.3.4. Lesao indice
O TP é frequentemente uma doenca multifocal e com heterogeneidade especial.

« e e . . , . s . 1
Este facto foi inicialmente reconhecido a nivel histoldgico®

e posteriormente
confirmado do ponto de vista genético'’. Estas caracteristicas tém condicionado
dificuldades na definicdo de critérios para um correto estabelecimento do grau
histoldgico e do estadiamento, pois implica a assuncdo de qual, ou quais, dos varios

148,149

focos sdo determinantes para a progressdao da doenca O conceito de lesdo

indice (LI), ou seja o maior dos ndédulos tumorais num dado TP, foi utilizado

|150

inicialmente, em 1988, por McNeal™". A experiéncia empirica sugere que a LI ndo sé

€ a maior como apresenta o SG mais elevado e frequentemente é a determinante do

151 ~
1 N3o

estadio. Este facto foi demonstrado pelos trabalho do grupo de Karavitakis
obstante estes resultados, o conceito de LI e a sua importancia tém sido colocados
em causa por varios trabalhos. Alguns estudos demonstraram que o maior nédulo
tumoral nem sempre apresenta o SG mais elevado nem evidéncia de extensdo
extraprostatica. Esta discordancia podera ocorrer em até um terco dos casos™> *>>.
No entanto a maioria dos participantes da reunido da ISUP, em 2009, defendeu uma
combinacdo de grau e tamanho, como critério para a definicdo de LI. No entanto ndo

se chegou a consenso e aceitou-se que a LI seria um conceito dependente do

156 157

contexto™™". A LI também podera ser um factor preditivo de RBQ™".

Também na amostra populacional que serve de base a este projeto de
doutoramento, foi possivel colocar em evidéncia, o interesse preditivo da LI, o que
se vera adiante e que nos levou a escrever um artigo (Vau N. et al. Grade group and
other pathologic features as predictors of biochemical recurrence after radical
prostatectomy. Submetido para publicacdo).

Em termos clinicos o conceito de LI é muito atrativo. Se aceitarmos que a LI pode
ditar o comportamento biolégico e a letalidade de todo o TP, entdo a destruicdo

seletiva desta lesdo poderia tratar a doenca ao mesmo tempo que limitaria a

.. . ... 1
toxicidade e os custos associados ao tratamento primario**®.
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1.6.3.5. Margens cirurgicas

Margem cirurgica positiva (MCP) é definida pela existéncia de neoplasia na superficie
da margem cirurgica que é identificada por corante, Ou seja identifica-se corante ao
nivel das células tumorais. Reconhecem-se dois tipos de MCP: extraprostatica
(incapacidade de excisdo completa de tumor com extensdo extraprostatica) ou

11
. Uma

intraprostatica (plano de excisdo cirurgica atravessa o tumor intraprostatico)
MCP ocorre entre 5 e 43% dos casos. Em termos metodolégicos a identificacdo de
MCP parece ser equivalente quando se utiliza a microscopia 6tica convencional e a

| 9. A referéncia a este trabalho prende-se com o facto de ter sido

microscopia digita
um dos coautores. Como parte integrante do treino de utilizacdo da microscopia
digital, realizei a leitura de alguns casos, com a supervisdo do Sr. Professor Doutor
Antonio Lopez-Beltran.

De um ponto de vista oncoldgico a existéncia de uma MCP sugere inadequagcdo em
termos de cirurgia oncoldgica. Esta no¢do é consubstanciada por muitos dados que

1 . .
% Um dos maiores estudos foi

apontam para uma clara relacdo entre MCP e RBQ
reportado pelo grupo de Boorjian. Avaliaram 11729 doentes tratados com PR. A
frequéncia MCP foi de 31,1%. A 10 anos a sobrevivéncia livre de RBQ foi de 56% em
doentes com MCP e de 77% em doentes com margens negativas. A MCP foi um
factor preditivo independente em andlise multivariavel ®*. Varios outros estudos

162-166

confirmam a relacdo entre MCP e RBQ (quadro 4).

Quadro 4. Impacto progndstico da MCP.

Referéncia n Frlaqcupi;c)la “Endpoint”*
Boorjian161 11729 31,1 Sobrevivéncia livre RBQ 10 anos’
Chalfin'® 4569 10,4 METP” 20 anos’
Mauermann'® 1712 34,5 Sobrevivéncia livre RBQ 10 anos
. . 164 Sobrevivéncia livre de RBQ'
Pfitzenmaier 406 17,2 Desenvolvimento de metastases’
Wright'® 65633 21,2 METP™’
Alkhateeb™® 1268 20,8 Sobrevivéncia livre de RBQ

*A relagdo da MCP com todos estes “endpoints” atingiu significancia estatistica.
'Por andlise multivariavel.
’Mortalidade especifica por tumor da prostata.

No entanto existem particularidades que importa considerar. No estudo de Chalfin a

MCP teve em termos estatistico, menos robustez em termos preditivos, do que o SG
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e o estadio patoldgico’®®. O estudo de Mauermann sugeriu a importancia negativa
da multifocalidade da MCP e excluiu relacdo com a mortalidade especifica por TP*®3.
No trabalho de Pfitzenmaier a MCP, para além da RBQ também se correlacionou
com o desenvolvimento de metéstases'®. Na extensa anélise de Wright também se

1 ~
®_ N3o obstante parecer ser uma

correlacionou com mortalidade especifica por TP
relacdo légica, existem dados que questionam a importancia da MCP:

— Nalguns trabalhos a MCP, mesmo em analises multivariaveis, atingiu um
valor preditivo baixo. Até que ponto a importancia preditiva da MCP ndo estd
dependente de outros factores de mau progndstico®®’.

— Outros trabalhos embora confirmem a relacdo com RBQ, excluem a relagdo
com progress3o clinica'®®.

— O significado de uma MCP pode ndo ser o mesmo para todos os grupos de
risco. O trabalho de Alkhateeb sugere que MCP é um factor preditivo de RBQ
em doentes de risco elevado e intermedio mas ndo em doentes de baixo
risco®®.

— As caracteristicas da margem podem ter impacto na sua importancia
prognéstica™®.

— A natureza da MCP. Dificuldade em distinguir entre insuficiéncia técnica e
maior agressividade bioldgica.

As MCP nascem iguais, mas podem ser muito diferentes. Varios estudos procuram
estabelecer qual a importancia de varias propriedades das MCP, nomeadamente o
local em que ocorre, a unifocalidade versus multifocalidade e a extensdo. Alguns

160' Em

trabalhos confirmam o impacto das diferentes caracteristicas, outros ndo
termos de unifocalidade versus multifocalidade seria de esperar que a
multifocalidade estivesse associada a um pior prognéstico. Os varios estudos
disponiveis ndo sdao concordantes. Também em termos da extensdo da margem os
dados ndo sdo homogéneos. No entanto parecem ser mais concordantes no que
concerne a um pior prognostico associado a margens superiores a 3 mm. Por fim a
localizacdo da MCP. Trata-se de um tdpico controverso. A dificuldade comeca na

divergéncia de métodos para reportar a localizacdo. Regra geral admitem-se 4

localizacBes: Apex; posterolateral e posterior; base e colo vesical e anterior. O tipo
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de cirurgia parece influir na localizacdo da MCP. Mas por outro lado a localizacdo da

%9 Uma outra caracteristica da MCP

MCP ndo parece ter impacto no risco de RBQ
que podera ter importancia é o SG ao nivel da margem™”°.

A existéncia de MCP apds PR esta claramente conotada com resultado oncoldgico
deficitario. Embora esteja firmemente associada a RBQ, a seu impacto progndstico a
longo prazo, nomeadamente no que concerne a progressdo clinica e mortalidade
especifica por TP, é menos evidente. Provavelmente este impacto estara limitado
apenas a doentes de maior risco e dependera também de outros factores de risco
bem como da esperanca de vida do doente. N3o parece depender das
particularidades da MCP. Como tal a sua valorizacdo enquanto factor risco devera

160,1
ser cautelosa®*®,

1.6.3.6. Invasdo perineural

A invasdo perineural (Pn) é definida pelo crescimento e invasdo das células tumorais
ao longo dos nervos prostaticos os quais s3o tributdrios do plexo pélvico®’. Trata-se
de um fendmeno muito frequente. Num trabalho foi reportado em 90% das pecas
operatérias’’?. O reconhecimento de Pn na bidpsia ndo estd associada, de modo
tangivel, a importancia progndstica’’®. A influéncia prognéstica do reconhecimento
da Pn na peca também é discutivel enquanto factor preditivo. Ha trabalhos que o
sugerem e ha outros que o contariam. Refinamentos da avaliacdo da Pn, como a sua
guantificacdo e avaliacdo do didametro das fibras envolvidas, ndo foram
clarificadores. Apesar de existir evidéncia de que Pn na bidpsia também ndo é um
factor prognéstico inequivoco, é provavelmente aqui que o seu reconhecimento
poderd ser mais importante. Nomeadamente no apoio a abordagem terapéutica. Por
outro lado ha evidéncia recente que sugere que Pn documentada na bidpsia poderd
ser preditiva de extens3o extraprostatica e de recorréncia local*’*. Num trabalho
muito recente foram comparados dois grupos de doentes. Um submetido a vigilancia
ativa (615 doentes) e outro submetido a PR (849 doentes). A existéncia de Pn foi
demonstrada em respetivamente 7 e 44%. Em ambas as populac¢des a existéncia de
Pn foi preditiva de desenvolvimento de carcinoma da préstata letal. Em termos
moleculares a Pn associou-se a um aumento da angiogénese tumoral, mas ndo a

. ~ N 1
proliferacdo celular nem & apoptose'””.
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Quando considerados em conjunto os dados disponiveis indicam que a Pn ndo é um
factor preditivo forte e independente. No entanto o conceito de Pn é deveras
interessante. Os nervos prostaticos poderiam funcionar como vias através das quais
as células tumorais com capacidade de migracdo, poderiam ter acesso ao tecido
periprostatico. Este conceito tornar-se-ia ainda mais atrativo se levassemos em linha
de conta que as fibras nervosas poderiam facilitar a migracao e a invasdo das células
tumorais, por mecanismos que vdo para além do simples suporte estrutural a
simples difusdo. Novos modelos sugerem que existe um “didlogo” entre as fibras
nervosas e as células tumorais. Células do estroma, como os fibroblastos também
poderdo participar nesta interacdo. Varias neurotrofinas (NGF, BDNF e NT-3), o EGFR
e o CD74 podem estar implicados, enquanto facilitadores, na fisiopatologia da

176,177 . s . . , N .~ . .
Pn'’®'"7 Existem varios estudos que associam estas moléculas a transicdo epitelial-

. 178-182
mesenquimatosa®’® 82,

1.6.3.7. Invasao vascular

A invasao linfo-vascular (LVI) é definida pela presenca inequivoca de células tumorais
dentro do compartimento vascular ou linfatico ou pela presenca de pequenos
émbolos tumorais dentro de pequenos vasos intraprostaticos’™. A sua frequéncia

1 .
8 embora dados mais

varia consoante os trabalhos. Situa-se entre os 5 e 53%
recentes apontem para valores muito mais baixos. Em termos progndsticos a LVI
estd associada a RBQ, ao desenvolvimento de metdstases e a diminuicdo da
sobrevivéncia. Nalguns estudos esta capacidade preditiva foi independente de
outros factores de mau progndstico. Por outro lado a LVI também estd associada a
outros factores anatomopatoldgicos de pior prognéstico®*> 174184185

A LVI podera, ainda, ter importancia enquanto factor preditivo para RTEs, apds PR,

3

. . N . . . . . s .1 . s .
visto que a existéncia de LVI diminui a sua eficacia'®®. Existem vérios outros

1 s
%0 Numa metaanalise recente,

trabalhos que atestam a importancia preditiva da LVI
gue incluiu 25 estudos e mais de 9500 doentes, a LVI associou-se a RBQ e a presenca
de outros factores anatomopatoldgicos de mau progndstico'®. Os dados relativos a
importancia prognodstica da LVI sdo relativamente homogéneos. No entanto varios
autores parecem diferir quanto a magnitude do impacto da LVI em relacdo a outros

factores de mau progndstico ja estabelecidos. Tome-se o exemplo do que foi
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demonstrado no trabalho de Yee™’. Quanto a sua importancia, quando identificada

s . ~ . . 173.174
em bidpsia, os dados sdo escassos e inconclusivos 73174

1.6.3.8. Volume tumoral

Existem varios tumores, tais como a mama, a tiroide e o rim, em que o tamanho
tumoral é um dos principais factores na definicdo do estadio. No entanto, nos TP, o
tamanho e o volume tumoral (VT) ndo assumem a mesma importancia. Alids a sua
prépria quantificagio é um exercicio complexo e que motiva discuss3o™*®. Um
estudo que exemplifica a importancia da metodologia associada a determinagdo do
VT é o de Thompson. Em 1747 pecas o VT foi medido por planimetria no érgao
inteiro e por estimativa percentual na amostra seccionada. O VT medido pelo
primeiro método, mas nao pelo segundo, foi um factor preditivo independente de
RBQ'®. Em termos de importancia progndstica aceita-se que o VT estd associado a
outros factores anatomopatoldgicos com importancia progndstica. No entanto a sua

capacidade para ser um factor preditivo independente de RBQ é discutivel. Existem

189-191 192,193

autores que o aceitam e outros que o declinam . Num trabalho recente
foram avaliados 262 doentes com TP de alto risco tratados com PR. O VT foi um
factor preditivo independente de “faléncia” clinica. Por outro lado este trabalho
identificou um limiar, 6,29 ml, a partir do qual é mais provavel ocorrer a faléncia
clinica'®®. Pode concluir-se que os dados disponiveis indicam que um VT elevado
pode constituir um factor de alto risco apds PR, no entanto a sua importancia real

nao esta bem estabelecida.

1.6.3.9. Estadio patoldgico (“TNM”)
Sdo varios os objetivos de um sistema de estadiamento tumoral. O primordial passa
por poder agrupar os doentes com progndsticos similares. Deste modo consegue-se
otimizar tratamentos, recomendagdes terapéuticas, comparagdes entre populagdes
e a investigacdo clinica.

O sistema TNM (“Tumor-Nodes-Metastasis”) da “American Joint Committee on
Cancer” (AJCC) tem sido uma ferramenta basilar no estadiamento, com significado
progndstico, na maioria das neoplasias incluindo nos TP. Este sistema foi
195

recentemente atualizado, com a publicacdo da 82 edicdo™". A sétima edicdo ja tinha
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aportado alteracbes de monta, como a reclassificacdo da invasdo do colo da bexiga
(T4 para T3a) e a adocdo do SG e do PSA na defini¢cdo dos estadios. Tal como noutros
tumores e também nos TP, a oitava edicdo trouxe novidades. Todas as doencas,
anatomopatologicamente confinadas ao érgdo passaram a ser designadas por T2,
deixando de se classificar a extensao ou a lateralidade. Por outro lado, para além da
SG passou a ser necessario reportar a CE™®.

No sistema TNM aplicado aos TP hd que distinguir o estadiamento clinico do
estadiamento anatomopatoldgico (quadro 5).

Na pratica didria este sistema é sobretudo utilizado para o estadiamento
anatomopatoldgico. E menos utlizado para o estadiamento clinico, onde é amitde
substituido por esquemas de estratificacdo de risco. No sistema TNM
anatomopatoldgico existem factores, que pela sua importancia progndstica, definem

categorias diferentes. Em seguida faz-se um breve resumo das caracteristicas de

algumas delas.

1.6.3.9.1. Extensao extraprostatica (“pT3a”)

A extensdo extraprostatica (EEP) é definida pela presenca de tecido neoplasico fora
dos limites do drgdo. No entanto os limites da prdstata nem sempre sdo faceis de
individualizar, sobretudo na face anterior, ao nivel do apex, e no colo vesical. Por
outro lado, altera¢Ges secunddrias a biopsias prévias ou a invasao tumoral também
podem dificultar a avaliacdo da EEP. Por fim ha ainda que considerar a variabilidade
entre observadores®®®. No sistema TNM é uma das caracteristicas que pode definir a
categoria T3a (quadro 4). A EEP, para além de ser estabelecida também devera ser
quantificada. A quantificacio pode ser por métodos qualitativos’® ou
quantitativos'®®. Um estudo realizado em 2007, estabeleceu a superioridade de um
dos métodos quantitativos, “distancia radial do tumor extraprostatico medido por
micrometro ocular”, sobre os restantes e sobre os qualitativos. Em analise
univaridvel e multivariavel, este método foi o Unico factor preditivo independente

para RBQ'*.
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Quadro 5 — Sistema de estadiamento TNM, clinico e patoldgico da AJCC. Adaptado de Lee”.

Clinico T (cT) Patoldgico T (pT)
T Tumor primdrio T Tumor primdrio
Tx Tumor primario nao identificado T2 Confinado ao drgao
TO Sem evidéncia de tumor primario T3 Extensdo extraprostatica
T1 Tumor primario clinicamente ndo T3a Extensdo extraprostatica (uni ou
evidente, ndo palpavel bilateral) ou invasdo microscopica do
colo vesical
Tla Tumor por achado histolégico incidental T3b Tumor com invasao da(s) vesicula(s)
em < 5% do tecido obtido por ressecgdo seminal(is)
endoscopica
Tib Tumor por achado histoldégico em = 5% T4 Tumor fixo ou com invasdo de
do tecido obtido por ressecgdo estruturas adjacentes (como esfincter
endoscopia externo, recto, colo da bexiga, musculo
elevatério do nus e/ou parede pélvica)
Tlc Tumor unilateral ou bilateral, *Nota: ndo existe classificagdo patoldgica T1.
identificado por bidpsia com agulha. **Nota: Margens cirurgicas positivas devem ser
indicadas pela designagdo R1, indicando doenga
microscépica residual.
T2 Tumor palpavel e confinado a prostata
N Ganglios linfaticos regionais
T2a Tumor unilateral em menos de metade Nx Ganglios linfaticos regionais ndo podem
de um dos lobos ser avaliados
T2b Tumor unilateral em mais de metade de = NO Ganglios regionais negativos
um dos lobos
T2c Tumor bilateral que envolve ambos os N1 Metastases nos ganglios regionais
lobos
T3 'TumoNr extra-prostatico, ﬁao fixo e sem M Metastases 3 distancia
invasdo de estruturas adjacentes
T3a Extensdo extra-prostatica, uni ou MO Sem metdstases a distancia
bilateral
T3b Tumor com invasdo as vesiculas M1 Metdstases a distancia
seminais
Tumor fixo ou com invasdo de estruturas M1la Sem ganglio(s) linfatico(s) regional(is)
T4 adjacentes (como esfincter externo, M1b  Osso(s)
recto, colo da bexiga, musculo Mlc  Outra(s) localizagdo(Ges) com ou sem

elevatério do nus e/ou parede pélvica

doencga dssea
*Nota: Quando existe mais do que um local de
metastases, usa-se a classificagdo mais avangada.
M1c ndo é avangado.

A EEP é um factor preditivo de RBQ bem estabelecido. No entanto nem sempre é

clara a separacdo entre EEP e MCP, quer em termos histolégicos quer em termos

estatisticos, enquanto factores progndsticos®®. No obstante parece que a EEP tem

capacidade progndstica independente da MCP

19 Quanto a dimens3o da EEP

também parece ser um factor preditivo de RBQ. No entanto o seu impacto em
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termos de sobrevivéncia esta menos estabelecido. Como tal o sistema TNM ndo
considera a dimensdo da EEP. Jeong e colaboradores avaliaram os dados de mais de
15000 doentes. De acordo com critérios qualitativos identificaram 1869 casos com
EEP focal e 2347 com EEP ndo focal. A EEP ndo focal, em relacdo a focal, foi preditiva
de RBQ mas ndo foi preditiva de sobrevivéncia especifica para TP nem de
sobrevivéncia global®®. Um outro grupo chegou a conclusio similar de que a

dimensdo da EEP tem capacidade preditiva para RBQ**.

Avaliacdo adicional
determinara se esta divisdo da EEP vira a ser incluida em edicdes futuras do TNM. A
EEP é um factor progndstico adverso em TP e o seu reconhecimento é necessario
para estabelecer corretamente a abordagem terapéutica apds a PR nomeadamente

no que concerne a realizacdo de RT adjuvante.

1.6.3.9.2. Invasao das vesiculas seminais (“pT3b”)
A invasdo das vesiculas seminais (IVS) é definida pela invasdo da parede muscular
das vesiculas seminais. A invasdo do tecido conjuntivo periparietal tem um menor
impacto prognodstico. Por outro lado, o envolvimento linfo-vascular dentro da
vesicula seminal também n3o é interpretado como IVS. A IVS pode ocorrer por varios
mecanismos:
— Viaintraluminal. Invasdo através do complexo do ducto ejaculatério.
— Via extraluminal. Invasdo através dos tecidos periprostaticos associado a EEP
— Invasdo linfo-vascular. Invasdo caracterizada por depdsitos tumorais isolados
dentro da vesicula seminal, sem contiguidade com tumor primdrio.
O impacto progndstico destes diversos mecanismos parece ser diferente. A extensao

174,202 .
74202 No sistema

a partir dos tecidos periprostaticos parece ser a mais pejorativa
TNM ¢é a caracteristica que define a categoria T3b (quadro 4). Dados mais antigos
sugerem que a quase totalidade (95%) dos doentes com IVS tiveram RBQ. Este facto
levou os autores a concluirem pela necessidade de melhor imagiologia de modo a
evitar cirurgia ndo curativa’®®. Hoje em dia a IVS n3o é um factor t3o ominoso. Ainda
assim é aceite consensualmente como estando associada a mau progndstico, sendo

1
% No entanto, e tal como acontece com a

multiplos os estudos que o confirmam
EEP, a sua correta valorizacdo enquanto factor progndstico, é dificultada pelo facto

de a maioria dos estudos disponiveis ndo a avaliarem de modo um isolado. Além
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disso a presenca de IVS tende a estar associada a esses factores de mau
prognéstico’®. Algumas das caracteristicas associadas a IVS, como a sua extens3o e
bilateralidade, n3o parecem ter impacto no progndstico’®. A semelhanca do que
acontece com a EEP, também a existéncia de IVS é um factor importante na
definicdo da orientacdo terapéutica, mais uma vez como elemento orientador na

decisdo de realizacdo de RTE adjuvante.

1.6.3.9.3. Metastiza¢ao ganglionar (“pN”)

A existéncia de metastizacdo ganglionar pélvica define a categoria N1 do sistema
TNM (quadro 4). A sua frequéncia parece situar-se um pouco acima dos 10% nos
doentes tratados com cirurgia’® e parece estar a aumentar. Dados recentes
retirados do SEER, entre 2004 e 2014, mostram um aumento da incidéncia de
metdstases ganglionares de 54,1 para 79,5 casos por milhd0?®. Em termos
progndsticos a sua importancia é incontroversa'®. Varios estudos, desde ha muito,
associam a metastizacdo ganglionar a um pior progndstico. A titulo exemplificativo
referem-se os trabalhos dos grupos de Gervasi’®’, de Catalona’® e de Hull**. Mais
recentemente, um estudo populacional confirmou o impacto significativo sobre risco

de mortalidade especifica por TP (HR=4,5)%

. Importa considerar que provavelmente
0 mau progndstico associado a metastizacdo ganglionar ndo é uniforme em todos os
doentes®®.

Em relacdo ao envolvimento ganglionar, e para além da sua existéncia ou ndo, ha
gue considerar varios outros aspetos: o numero de ganglios isolados durante a
linfadenectomia; o numero de génglios positivos e a existéncia, ou ndo, de extensdo
extracapsular. Em relacdo ao numero de ganglios metastaticos, este parece ser
factor preditivo de RBQ e de sobrevivéncia especifica por TP. Num estudo com quase
400 doentes com envolvimento ganglionar, a presenca de metastases em 3 ou mais

209

ganglios foi um factor preditivo independente para RBQ"". Outros estudos reforcam

210,211

esta nocao . Um estudo mais recente e de maior dimensdo associa o aumento

do numero de ganglios positivos (maior ou igual a 4 versus menor que 4) ndo sé a
, N N . e 212

RBQ como também a sobrevivéncia especifica por TP,

Um outro factor que parece ter impacto preditivo é a existéncia de extensdo extra-

capsular ganglionar (EECGG). Esta é definida pela invasdao do tecido adiposo peri-
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ganglionar por células neoplasicas, apds extensdo através da cdpsula do ganglio
linfatico. A EECGG é factor de progndstico negativo em varias neoplasias. A sua
importancia nos TP é menos clara. Uma metaandlise incluiu seis estudos e mais de
1100 doentes com metastizacdo ganglionar, dos quais 658 tinham EECGG. A
presenca de EECCG associou-se a um aumento significativo do risco de RBQ e de
metastizacdo?*®. Em relagio ao numero total de ganglios isolados os dados sdo
escassos e divergentes. Em outros tumores, como os do célon, sabe-se que este é
um dado com importancia prognéstica’**. Num estudo de grande dimens3o, com
mais de 1600 doentes, os autores concluiram que o nimero de ganglios nos doentes
que faleceram foi significativamente inferior ao nimero de ganglios isolados nos
doentes que sobreviveram. Por outro lado doentes em que se isolaram 10 ou menos
ganglios tiveram uma sobrevivéncia especifica para TP significativamente menor?®.
Por outro lado o trabalho de Mandel mostrou que apenas o numero de ganglios

oy ~ , n . . . . , .21
positivos mas n3o o nimero total de ganglios isolados tinha impacto progndstico?®.

1.6.4. Factores moleculares determinados por imunohistoquimica

A imunohistoquimica (IHC) é um método, bem conhecido e amplamente utilizado,
para caracterizagdo da expressdo proteica. Nomeadamente para a pesquisa de
marcadores com importancia diagndstica e progndstica. Do ponto de vista tedrico
seria um meio atrativo para identificar muitos processos fisiopatoldgicos, cuja
investigacdo recente relacionou com a progressdao dos TP. Como j& mencionado
anteriormente, existe uma necessidade premente de conhecer factores, que nos
permitam projetar qual vai ser o comportamento dos TP. Importa clarificar a
diferenca aparente entre factores progndsticos e factores preditivos. Os primeiros
sdo indicativos da histéria natural da doenca e os segundos estimam a resposta a
uma determinada terapéutica. Quando consideramos a pratica clinica associada aos
TP nem sempre é facil distinguir entre factores preditivos e factores progndsticos. A
histéria natural do TP é, habitualmente, modulada por multiplas interven¢bes, o que
dificulta a dicotomia entre preditivo e progndstico. Tomemos por exemplo a PR e
enquanto parametro de faléncia a RBQ. Quando esta ultima ocorre tera sido porque
a doenca era muito agressiva (progndstico) ou porque possuia uma caracteristica

(preditiva) que facilitava o insucesso cirurgico? Esta duvida estd mitigada em
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factores bem estabelecidos como o SG ou estddio TNM patoldgico. Contudo,
agudiza-se em factores cuja importancia estd menos bem estabelecida. E o caso dos
factores avaliados por IHC. Nos TP existe uma quantidade descomunal de
marcadores, aos quais se procura atribuir importancia preditiva e/ou progndstica.
Em Agosto de 2018, uma pesquisa da base PubMed com a entrada “prostate cancer
prognostic marker” recuperou 4198 resultados. Ndo obstante o peso dos numeros,
nenhum destes factores, avaliados por IHC, se conseguiu impor na pratica clinica
quotidiana.

Num trabalho digno de registo, Huber e colegas realizaram uma andlise sistematica
dos estudos disponiveis referentes a marcadores progndsticos determinados por IHC
em TP*'”. Com base em vdrios critérios (tamanho da amostra, metodologia utilizada
na técnica de IHC e avaliacdo estatistica) selecionaram 28 marcadores que em
seguida, procuraram validar numa populacdo prépria. As caracteristicas dos estudos
iniciais estdo resumidas na quadro 6. Criaram uma coorte de 238 doentes tratados
com prostatectomia. Os dados histolégicos foram revistos e construiu-se um TMA no
qgual se realizou a IHC. Os dados clinicos também foram recolhidos. A mediana de
seguimento foi de 60 meses. A RBQ foi definida como PSA > 0,1 ng/mL e ocorreu em
46.6% dos doentes. A correlacdo dos marcadores com factores clinicos e
anatomopatoldgicos (estadio T patoldgico, SG e PSA pré-operatério), na maioria dos
casos, ndo atingiu significancia. Na analise univaridvel, 11 marcadores atingiram
significancia (RA nuclear / estroma, CB1R, CRGA, caderina E, EZH2, Ki-67, NFk-B, p21,
p27 e PSMA). Em andlise multivaridvel este nimero desceu para quatro (AKT1, RA
estroma, EZH2 e PSMA). Num outro modelo de analise multivariavel, limitada aos SG
6 e 7, AKT1, RA estroma e PSMA mantiveram a significancia e adicionalmente CB1R,
CD10, caderina E e caderina N também a atingiram. Apesar do cuidado na sua
escolha, a maioria dos marcadores ndo viu a sua importancia confirmada. De acordo
com os autores o cenario ideal para validacdo de marcadores passaria por avaliacdo

prospetiva, a partir de biopsias e num contexto de vigilancia ativa.
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Quadro 6 — marcadores de progndstico determinados por IHC nos TP. Adaptado de Huber®"’.

7

Marcador N de doentes Tratamento “Outcome”
ADAMS9 198 PR RBQ
AKT1 63 PR RBQ
AKT1 840 PR RBQ, morte
ALCAM 91 PR RBQ
ALCAM 2390 PR RBQ
AR-nucleo 551 PR RBQ
AR-estroma 53 PR RBQ
BCL2 94 PR RBQ
BCL2 228 VA Morte
CB1R 372 VA Morte
CD10 2724 PR RBQ
CD24 102 PR RBQ
CD138 551 PR RBQ/progressdo radioldgica
CRGA 528 PR RBQ
CRISP3 945 PR RBQ
caderina E 104 PR RBQ/progressdo clinica
ER-alfa 106 PR Morte
ER-beta 159 PR RBQ
EZH2 226 PR RBQ
HDAC2 145 PR RBQ
HSP-27 553 VA Morte
Ki-67 108 PR RBQ/progressdo clinica
MUC1 225 PR RBQ/progressdo clinica
caderina N 104 PR RBQ/progressdo clinica
NFkB 86 PR RBQ
P21 60 VA/PR Morte
P27 161 PR RBQ
P53 705 VA Morte
P53 2514 PR RBQ
PSMA 93 PR RBQ
SPINK1 817 PR RBQ
Vimentina 287 PR RBQ

PR = prostatectomia radical; VA = vigilancia ativa; RBQ = recorréncia bioquimica;

Uma outra analise sistematica chegou a resultados similares. O grupo de Zhao

avaliou 93 biomarcadores progndsticos obtidos a partir de 92 estudos. Realizaram

uma metaanalise que permitiu confirmar o interesse progndstico de alguns (Ki-67,

Bcl-2, CD147, COX-2, ALDH1A1 e FVIII), mas ndo da maioria. Mais uma vez os autores

. . s . 21
alertam para a necessidade de melhorias metodoldgicas?'®.

Estes dois estudos, ambos com metodologia cuidada, apontam para vdrias limitacoes

associadas a avaliacdo de biomarcadores, relacionados com TP, por IHC. Em seguida

. e . 1
enumeram-se as mais S|gn|f|cat|vas 74!

— Vieses de selecdo.
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— Histéria natural muito prolongada.

— Metodologia semi-quantitativa.

— Dificil normalizacdo devido a diferencas metodoldgicas marcadas.

— Variabilidade, intra e inter-laboratorial, associada a IHC.

— Natureza retrospetiva de muitos dos dados disponiveis.
Em face destes dados, é facil compreender que marcadores avaliados por IHC, ndo
representem uma ferramenta que nos permita, na pratica quotidiana, prever com
seguranca a histdria natural. Existem estratégias que poderdo mitigar estas

limitacdes, como por exemplo:

Combinacdo de vérios marcadores com funcdo bioldgica similar, de modo a
aumentar a redundancia.

— Evitar combinar marcadores com funcGes biolégicas divergentes, o que

aumentaria a variabilidade e diminuiria a robustez.

— Utilizar marcadores que dispensem a necessidade de um limiar.

— Substituicdo por outras metodologias da area da protedmica.
N3o obstante a sua inaplicabilidade clinica em termos de progndstico nos TP, a IHC
continua a representar um modelo atrativo em termos investigacionais. Para isso
contribui uma metodologia relativamente simples e os custos contidos. Pelo menos

enguanto se espera uma maior democratizacdo de metodologias de maior débito.

1.6.4.1. Caderina E

A caderina E (também conhecida como “epithelial cell-cell adhesion molecule
cadherin 1”) é uma glicoproteina epitelial transmembranar que promove a adesdo
intercelular. A sua terminacdo intracelular liga-se a moléculas do citoesqueleto,
enguanto que a sua terminacdo extracelular se liga a outra molécula de caderina E,
pertencente a outra célula, formando a “zona adherens”. Em condigGes fisioldgicas
é, sobretudo, expressa pelos tecidos epiteliais. A sua fun¢do como supressor do
crescimento e da invasdo tumoral estd bem estabelecida e passa por uma série de
mecanismos complexos que promovem a organizacdo tecidular, a ativacdo de vias
de transducdo de sinal e a transicdo epitelial-mesenquimatosa (TEM). E codificada

pelo gene CDH1 (16¢22.1)*%%%,
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Em termos de IHC, o padrdo normal é a coloracdo da membrana“~. Uma reducdo da

expressao de caderina E foi documentada em multiplos tipos de tumores (mama,

22 . ;.
° Existem vérios

pancreas, estdbmago, cdlon, figado, cabeca e pescoco e pele)
trabalhos que relacionam a perda de expressao de caderina E e os TP. O maior, ainda
gue datado, impressiona pelo numero. Avaliaram-se 1220 amostras histoldgicas (757
de tecido benigno, 41 de PIN de alto grau, 325 de TP e 97 de CRPC). Uma expressao
normal de caderina E ocorreu em 87% dos casos de tecido benignos, em 80% dos
PIN, em 82% dos TP e em 90% dos CRPC. Em 128 casos de TP localizado, uma
expressao anormal da caderina E associou-se com RBQ e com MCP e houve uma
tendéncia para associacdo com um SG mais elevado. Ndo se documentou associacao
com EEP nem com invasdo das vesiculas seminais®??. Existem outros estudos que
associam a perda de expressdo de caderina E com varias expressdes de maior
agressividade tumoral:

— Associacdo a factores clinicos e anatomopatoldgicos de pior progndstico, em

doentes tratados com PR*37%%°,

226,227
’

— Possivel relagdo com desenvolvimento de metastizacdo com

~ ,. 225,22
progressao clinica e com RBQ 2228

, . P 22
- Possivel papel na carcinogénese do TP?%.

1.6.4.2. Caderina N

A caderina N (também conhecida por CDH2 ou caderina neuronal) tal como a
caderina E pertence a super-familia das caderinas. Esta possui mais de 110
membros, muitos deles ainda mal conhecidos. Ao contrario da caderina E, a caderina
N desempenha funcdes fisiolégicas sobretudo em tecidos ndo epiteliais. No sistema
nervoso central, funciona como molécula de adesdo e é importante na
sinaptogénese. No coracao participa na ligacdo entre os cardiomidcitos. Em termos
fisiopatoldgicos, estd associada ao fendtipo maligno, contexto em que é conhecida
como a caderina mesenquimatosa. Durante o processo de transicdo epitelial-
mesenquimatosa, a caderina E é substituida pela caderina N. Esta ultima liga-se e
ativa os recetores do factor de crescimento dos fibroblastos. A interacdo entre
ambos é importante para o processo de migracdo celular. Por outro lado, promove a

atividade da B-catenina nuclear. Contudo, nem em todos os modelos tumorais, um
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aumento de expressdo da caderina N é deletério. Por exemplo, em neuroblastosmas
uma perda da expressdo de caderina N esta associada a metastizacdo®®. O aumento
da sua expressao ocorre em varias neoplasias epiteliais e parece estar associado a
um pior progndstico. Numa metaanadlise muito recente foram incluidos 36 estudos
perfazendo mais de 5700 doentes, com tumores da mama, cabeca e pescoco,
pulmao, digestivos, urotélio, prostata e ginecoldgicos. Um aumento da expressdo da
caderina N associou-se a metastizacdo ganglionar, a menor diferenciacdo, a invasao
linfo-vascular e a estadios clinicos mais avancado. Em termos progndsticos associou-
se a desenvolvimento de metdstases e a diminuicdo da sobrevivéncia. Nos dados
referentes a tumores da prdstata, a sobreexpressdo de caderina N associou-se a
disseminacdo ganglionar®®®. Em relacdo ao TP, existem vérios dados que atribuem
importancia a sua associacdo com a caderina N:
— A caderina N poderd estar associada a carcinogénese. Esta noc¢do é sugerida
por um aumento de expressao da caderina N em tecido neoplasico, primario
e metastatico, quando comparado com tecido n3o neoplasico 2*72*3,
— Parece estar associada a factores clinico patolégicos de pior
prognéstico®2>23%7234,
— Parece também estar associada a pior progndstico como recorréncia
clinica®®.

, . . A . ~ 2352
- Possivel papel no desenvolvimento de resisténcia a castracgo?>>%.

1.6.4.3. Vimentina

A vimentina pertence a um grupo de proteinas - filamentos intermediarios - que sao
um dos constituintes do citoesqueleto. A vimentina é a molécula mais estudada
deste grupo. E uma proteina citoplasmdtica que ocorre sobretudo em células
mesenquimatosas e em células indiferenciadas. A medida que as células se
diferenciam, a vimentina tende a ser substituida por outras proteinas da mesma
familia. Aumento da vimentina inibe a diferenciacdo. A vimentina é expressa na
maioria das neoplasias e admite-se que tenha um papel ativo na tumorigénese, para
além de ser um molécula basilar na transicio epitelial mesenquimatosa®’. A

~ . . , . . ;. . .2
express3o de vimentina esta associado a pior progndstico em diversas neoplasias®.
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Em relacdo aos TP os dados sdo ainda incipientes. Ainda assim existe evidéncia que
os relaciona a expressao de vimentina:
— Estudos in vitro associam a expressao da vimentina a maior agressividade
. 1z . 239-241
bioldgica 2.
— Poderd ser um factor preditivo de RBQ, independente do SG, em doentes
242
tratados com PR**%.
, . . . A . ~ 243
— Poder3d estar associada ao desenvolvimento de resisténcia a castracao” .

244,245

. . . . 2 , . ~ .
— Dados in vitro e in vivo™®, sugerem possivel associagio a um pior

progndstico na doenca resistente a castragao.

1.6.4.4. ERG

A proteina ERG (“ETS-related Gene”) é codificada pelo gene ERG. Este é um dos
proto-oncogenes mais frequentemente sobreexpresso nos TP. Contudo o epitélio
prostatico normal ndo expresse o ERG. O ERG pertence a familia de genes ETS (“E26
transformation-specific”). Estes genes codificam fosfoproteinas que se ligam ao ADN
e participam na regulacdo de diversas funcées celulares. Os genes ETS participam em
rearranjos gendomicos em varias neoplasias, como leucemias agudas e o sarcoma de
Ewing. Nos TP os genes da familia ETS tendem a formar rearranjos gendmicos com o
TMPRSS2 (“androgen-responsive transmembrane serine proteinase”). Sdo varios os
genes da familia ETS que podem participar nestes rearranjos, mas o que o faz com
maior frequéncia é o ERG. A fusdo que resulta deste rearranjo (TMPRSS2-ERG)
ocorre em cerca de metade dos TP. Como o promotor do gene TMPRSS2 contem
elementos sensiveis a androgénios o resultado desta fusdo leva a sobreexpressdo do
ERG. A fusdo parece ser facilitada por androgénios e nem sempre ocorre na mesma
localizagcdo cromossdmica. No entanto, na maior parte dos casos, o produto proteico
da fusdo é a proteina ERG (completa ou truncada). Os diversos produtos proteicos
resultantes das varias fusOes, poderdo ter diferentes agressividades biolégicas. O
aumento da proteina ERG conduz a disrupc¢do da via de sinalizacdo dependente do
recetor de androgénio e pode levar a perda de diferenciacdo celular. Podera ainda
interagir com outras vias de transducdo de sinal (WNT, TGF-B) e com outros alvos

celulares (C-MYC, NKX3.1). O ERG também parece poder induzir o fendmeno de
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transicdo epitelial mesenquimatosa, através do gene FZD4, da caderina E e da
vimentina. Particular importancia parece assumir a interacdo com o PTEN. Modelos
murinos sugerem uma relacdo de cooperacdo entre PTEN e ERG. Varios estudos
retrospetivos em humanos confirmam esta relacdo, no entanto o seu verdadeiro
significado clinico ainda ndo esta estabelecido.

Também o significado clinico e progndstico da sobreexpressdo do ERG ndo estd
perfeitamente definido. Existe uma multiplicidade de estudos que avaliam a
importancia do ERG em vdrios momentos da histdria natural dos TP, desde a
vigilancia ativa até a resisténcia a castracdo. Muitos estudos demonstraram um
impacto progndstico negativo enquanto que outros ndo o conseguiram. Esta
disparidade parece continuar a existir em estudos com metodologias mais evoluidas
(expressao genética). Em parte esta disparidade podera advir do facto de diferentes

. . .o pe . ;. . 247-2
rearranjos poderem ter significados biolégicos diversos®*’ 2.

1.6.4.5. P53

O gene de supressdo tumoral p53 é o gene mais frequentemente mutado em
doencas oncoldgicas. A proteina produzida pelo gene p53 exerce a sua func¢do de
supressao tumoral através de multiplas vias. O p53 funciona como um sensor de
“stress” celular. E acionado por lesdo do ADN e pela ativacdo de oncogenes. Em
condicGes normais 0s niveis da proteina p53 sdo baixos devido a uma regulacdo por
parte da MDM2. Esta proteina marca a proteina p53 de modo a que a mesma seja
degradada por proteossomas. Em situacGes de “stress” a ligacdo da MDM2 a p53 é
inibida, uma vez que ambas as proteinas sofrem uma fosforilagdo. Como
consequéncia a proteina p53 acumula-se e é ativada, tornando-se detetavel por IHC.
Através de multiplos efetores, a ativacdo da p53 pode conduzir a uma paragem do
ciclo celular, a apoptose ou a senescéncia. A p53 esta ainda envolvido em varios
outros processos celulares como a reparacdao do ADN, diferenciacdo e renovacdo de
células estaminais. Perante o papel de supressdo tumoral basilar da p53 é facil
compreender que mutacées do gene p53, que induzam inativacdo da proteina p53,
facilitem o fendtipo maligno®°. Nas doencas oncoldgicas a mutacdo do p53 pode ser
germinativa ou somatica. A mutacdo germinativa associa-se a sindrome de Li-

Fraumeni. Trata-se de uma doenca rara, muito complexa e associada a multiplos
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tumores pediatricos e da idade adulta. A sua associacdo a carcinomas da préstata
parece ser extremamente rara, mas poderd aumentar a medida que melhores

251 ~
1A mutacgao

cuidados de saude permitam aumentar a longevidade destes doentes
somatica é a que mais frequentemente ocorre em neoplasias. Existem vdrios tipos
de mutacgdes. Algumas (mutagdes “nonsense”) implicam “apenas” a perda da funcao
de supressdo tumoral. Qutras (mutacbes “misense”) poderdo comportar-se como
um oncogene, por exemplo conduzindo a inativacdo de outras proteinas da familia
p53 e deste modo facilitando a progressdo tumoral®®.

Nos TP a frequéncia das muta¢cdes aumenta muito a medida que se avanca na
histéria natural da doenca. S3o relativamente raras em tumores primarios®>2 e muito
mais frequentes em formas avancadas da doenca®>. A complexidade das alteracdes
associadas ao p53 poderia sugerir a necessidade de uma metodologia complexa para
sua deteccdo. Um trabalho recente sugere que a IHC é suficiente®”.

Sdo varios os estudos que associam alteracGes do p53 aos TP:

Em TP localizados, alteracdo da p53, por IHC, foi um factor preditivo

independente para sobrevivéncia especifica por TP e para sobrevivéncia
2

global®”.

— Mutagbes do p53 aumentam o risco de desenvolvimento de metastizacdo em

254

doentes em que ocorreu RBQ™" e podem aumentar o préprio risco de

2
RBQ>°.
~ . . - . 1z . 257,258
— Alteragdes do p53 associam-se a uma maior agressividade bioldgica .
— Poderd haver uma associacido entre p53 e outros factores

;. s 259,2
anatomopatoldgicos de mau prognéstico”>*>%°.

1.6.4.6. Ki-67

O Ki67 é uma proteina nuclear ndo-histona. Representa um marcador de
proliferacdo celular muito utilizado na pratica clinica enquanto factor progndstico e
mais pontualmente como factor preditivo. O Ki67 acumula-se durante as fases S, G2
e M do ciclo celular e é degradado continuamente ao longo das fases G1 e GO,
independentemente da causa para entrada em GO. Consequentemente o nivel de

Ki67 durante as fases GO e G1 varia muito de célula para célula e depende do tempo
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gue a mesma ja passou em GO. N3o obstante a sua importancia progndstica, a sua
funcdo ainda ndo esta bem estabelecida. Apesar de participar na regulacdo do ciclo
celular, o seu impacto em termos de proliferacdo podera variar de acordo com o tipo
célula. O Ki67 também estd implicado na biogénese de ribossomas, na organizacao
da heterocromatina e na separacdo dos cromossomas durante a mitose?®’. S3o
varios os métodos que permitem avaliar a proliferacao celular, existindo varios
trabalhos que atestam que o Ki67 avaliado por IHC se correlaciona com
metodologias mais complexas. Um deles foi realizado em tumores da préstata. A
avaliacdo da proliferacdo celular pelo método da captacdo da bromodesoxiruridina

262 ¢ . .
62 E relativamente abundante e consistente, a

foi equivalente a avaliacdo do Ki67
literatura que associa o Ki67 aos TP:

— Ki67 parece estar associado a factores patolégicos de pior progndstico®>.

— Em doentes tratados com PR, existem varios trabalhos que associam o Ki67 a
um pior progndstico, quantificado por mortalidade especifica por TP e por
RBQ263_267.

— O valor prognéstico do Ki67, determinado em tecido de bidpsia, também foi
demonstrado. Quer quando estes doentes eram posteriormente submetidos

268,2 . . oA . .2
68,269 quer quando realizavam vigilancia ativa®’°.

a cirurgia
— A maior parte destes dados forma compilados numa metaandlise recente.
Esta incluiu 21 estudos e mais de cinco mil doentes. Valores mais elevados de
Ki67 associaram-se a factores de mau progndstico (RBQ, desenvolvimento de

271

metastases e sobrevivéncia especifica por TP)*'". Uma outra metaanalise,

citada anteriormente também confirma a importancia progndstica do Ki672%2.

1.6.4.7. PTEN

O PTEN (“Phosphatase and tensin homologue deleted”) é um gene de supressao
tumoral que codifica a proteina PTEN. Regula negativamente a via de sinalizacdo
Pi3K/Akt. Esta via, que possui varios efetores, esta implicada na inibicdo da
apoptose, na progressao do ciclo celular e na estimulacdo do crescimento e da
proliferacdo celular. A perda do PTEN leva a uma auséncia de restricdo da atividade

desta via. A perda do PTEN estd ainda associada a varios outros processos celulares,
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como a motilidade celular, a senescéncia e a modulacdo do microambiente tumoral.
Pode também suprimir a atividade transcricional do recetor de androgénios (AR),
gerar instabilidade dos centrdmeros e alterar mecanismos de reparacao de ADN.
Dada as suas multiplas funcbes de supressao tumoral é facil entender que o PTEN
seja um dos genes mais frequentemente mutado nas neoplasias humanas. A
inativacdo do PTEN pode dever-se a delecdo, mecanismo mais frequente, ou a outras
causas como mutacdo, silenciamento epigenético, modificacdo pds-transcricdo e
pos-traducdo. A perda de PTEN ocorre em até um quarto dos tumores primarios da
prostata. Este valor aumenta se considerarmos formas mais avancadas da

132,248,272
doenca

. Um dado importante e ja referenciado anteriormente é a interacdo
com o ERG. Esta relacdo sobressai em modelos animais e humanos. Em tumores
primarios, a perda de PTEN acarreta um aumento de 2 a 5 vezes na frequéncia de
fusdes do ERG. No entanto o seu verdadeiro significado clinico ainda é incerto. Ndo é
claro que a associacdo de alteracdo do ERG, agrave o progndstico associado a perda

do PTEN?%8272

A perda do PTEN em TP, apresenta varias implicacGes progndsticas e terapéuticas:

Estda associada a varios factores patolédgicos de pior progndstico quer em

. . . . 132,248,272
biopsias quer em pegas cirtrgicas 22’

. Esta associacdo foi confirmada por
uma metaanalise relativamente recente?’>.

— Na doencga primaria com SG e valores da CE mais baixos, poderd ajudar a
identificar as lesGes com maior agressividade biolégica. Deste modo poderd
ajudar a otimizar a estratégia de vigilancia ativa®’.

— A perda de PTEN, isoladamente ou em combinacdo com outros marcadores,
estd associada de modo reprodutivel a um pior progndstico. (RBQ,
desenvolvimento de metdstases, mortalidade especifica por TP e progressao

isténci ~ 132,248,272
para resisténcia a castragdo)>>****"2,

ers ;. e . 132,2

—  Factor preditivo de resposta a vérios tratamentos sistémicos>***.

— A perda do PTEN poderd facilitar o desenvolvimento de microambiente
tumoral com caracteristicas imunossupressoras. Este facto podera ter

. N . 272
impacto na resposta a imunoterapia®’>.
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1.6.4.8. Marcadores de repara¢ao de ADN (PMS2, MSH6, MLH1 E MSH2)

A estabilidade genética é essencial a manutencdo da vida. Depende ndo apenas da
fidelidade da replicacgo do ADN, como também da reparacdo dos danos
constantemente sofridos pelo ADN. A reparacdo do ADN é um fendmeno
extremamente complexo que envolve multiplas vias e muitissimos mais efetores,
responsaveis pelo reconhecimento, sinalizacdo e reparacdo. Se estes mecanismos
forem disfuncionais, advém a instabilidade genética, uma das caracteristicas do

275

fendtipo maligno®”. Com o advento da sequenciacdo genética, percebeu-se que

uma percentagem consideravel dos TP primdrios, cerca de um quinto, apresentavam

252

mutacoes em genes relacionados com a reparacdao do ADN™*. A frequéncia destas

276 subsiste a duvida

alteracdes parece aumentar ao longo da histdria natural dos TP
se serdo marcadores de uma maior agressividade ou antes adaptacdo a pressao
terapéutica. Num trabalho seminal Robinson e colegas, identificaram defeitos da
reparacdo do ADN em 23% dos casos de TP avancado. Estes defeitos interessaram
genes, implicados nas vdrias vias de reparacio do ADN®*’. Uma das vias de
reparacdo do ADN é a reparacdo de “Mismatch” (MMR). Esta via é responsavel pela
reparacdo de erros que ocorrem durante a replicacdo e a recombinacdo do ADN.
Defeitos nesta via de reparacdo conduzem a instabilidade de microsatélites (MSI).
Nos TP associados a MMR, os genes mais frequentemente envolvidos sdo os MSH2 e
MSH6%””. Outros genes desta via que também podem estar envolvidos s30 o PMS2 e
o MLH1?’8. Existem trabalhos que sugerem a importancia progndstica destes genes
nos TP:

— A perda de expressdo associa-se a factores patolégicos de pior

prognéstico®’® %2

— Agravamento do progndéstico de doenca resistente a castracdo 222
— Parece estar associado a RBQ*®"*%?
Uma ultima nota para a importancia preditiva destes marcadores. S3o factores
preditivos importantes, pois estdo associados a respostas ao tratamento com
inibidores de “checkpoint” Este facto levou a entidade reguladora norte-americana
(“Food and Drug Administration”) a conceder aprovacdo para a utilizacdo destes
farmacos em tumores com defeitos da MMR, independentemente da localizagdo do

primario.
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1.6.4.9. Marcadores de potencial estaminal

A teoria das células estaminais na doenca oncoldgica postula que nem todas as
células do tumor, uma vez dissociadas do mesmo, sdo capazes de o reconstituir.
Existe uma subpopulacdo, caracterizada pela capacidade de renovacdo e de
diferenciacdo, que é responsavel pela iniciacdo, renovacdo e recorréncia tumoral.
Esta realidade seria um reflexo do que se passa nos tecidos normais. Este pequeno
subgrupo de células serviria de base a um programa de diferenciacdo aberrante que
explicaria a variagcdo celular encontrada em multiplas neoplasias. Aceita-se que as
células estaminais neoplasicas (CEN) possam participar no estabelecimento e na
manutencdo do fendtipo maligno, sendo importantes para a progressao tumoral. As
CEN foram reconhecidas em multiplos tumores, incluindo nos TP, onde lesGes mais
ou menos agressivas, do ponto de vista biolégico, poderdo estar associados a

284 Metodologicamente as CEN sdo identificadas e

diferentes subtipos de CEN
caracterizadas através de varios métodos. Um delas passa pela avaliacdo da
capacidade de uma populacao celular que contem CEN, poder originar, num modelo
murino, um tumor que em termos histoldgicos é similar a neoplasia
“progenitora”?®.

Ja foram identificadas vdrios marcadores que estdo associados as CEN prostaticas:
ALDH (“Aldeido desidrogenase”), NANOG, OCT4, SOX2, CD133, CD44, NESTIN, CD166
entre outros. Estes marcadores podem ser utilizados para enriqguecimento e
purificacdo de CEN, no entanto existem noutras neoplasias e em algumas células ndo

286287 |0 SOX2, também apelidado de “SRY (sex determining region Y)-

neoplasicas
box 2” é um factor de transcricdao associado a pluripoténcia e a capacidade de
renovacdo. Aceita-se que funcione como oncoproteina, facilitando a tumorigénese e
a aquisicdo de caracteristicas associadas a metastizacdo, como a migracdo e

invas3o>%®

. O OCT4, também apelidado de “Octamer-binding transcription factor 4” é

um outro factor de transcricdo que se considera ser essencial no estabelecimento do

fendtipo estaminal. Em modelos tumorais existem varios estudos que implicam o
. . . . . . s . 289

OCT4 na tumorigénese e em maior agressividade biolégica™".

Existem varios trabalhos que atribuem valor progndstico e preditivo a expressao

destes marcadores:
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— Aumento da expressdo do gene que codifica a ALDH e aumento da atividade
da enzima estdo associadas a SG mais elevados. Um aumento da ALDH
documentado por IHC, por seu lado, associou-se a pior sobrevivéncia®®.

— Aumento da expressdo do gene de CD166 e aumento da CD44 por IHC,

. T 2
correlacionam-se ambos com menor sobrevivéncia livre de RBQ*®.

288,291

— A expressdo de SOX2 parece associar-se a um SG mais elevado ainvasao

. 292 A . . 2
linfo-vascular®®? e a uma menor sobrevivéncia livre de RBQ**>.
— A expressdao de OCT4 podera estar associado a factores anatomopatolégicos
. ;. . A . . 289,294,2
de pior progndstico e a menor sobrevivéncia livre de RBQ******. No
entanto diferentes isoformas deste, poderdo ter impacto progndstico
. 2
diferente.
— A expressdo de OCT4 e SOX2 é maior em tecido neopldsico do que em tecido
s ~ s . 293
prostatico ndo neoplasico™”.

— O OCT4 podera ter alguma importancia enquanto factor preditivo, em TP

. ~ 2
resistentes a castragdo tratados com Docetaxel*®.

1.6.5. Factores genéticos

Os TP apresentam um “panorama” genético, diferente da maioria dos outros
tumores sdlidos. Nos TP sdo mais frequentes as variacdes do nimero de copias do
que as mutacdes pontuais. E sobretudo através desta variacdo do nimero de cépias
gue ocorre o estabelecimento do fendtipo maligno e a sua evolugdo. Esta
“desarrumacao” gendmica, composta por varios acontecimentos seriados, parece
ocorrer de um modo coordenado e é apelidada de cromopléxia. A dimensdo
temporal associada a evolugdo genética dos TP é desconhecida, mas admite-se que
seja prolongada. Existem alteracdes “fundadoras” como os rearranjos genéticos dos
genes da familia ETS ou as dele¢des de NKX3.1. Existem outras alteracdes, como as
delecbes do PTEN e do CDKN1B, que sdao mais tardias. O advento, nos ultimos anos
de estudos de sequenciacdo em TP, permitiram identificar multiplas caracteristicas
genéticas de tumores primdrios e de lesGes mais avancadas. No entanto, aguando da
interpretacdo destes dados, hd que levar em linha de conta a heterogeneidade

tumoral que ocorre nos TP. Embora menos frequentes em tumores primarios do que
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em lesGes mais avancadas, mutacGes em genes de supressao tumorais “classicos”,
como o p53 e o RB1 também ocorrem. O p53, conjuntamente com o SPOP e com
PTEN s3o os genes mais frequentemente mutados em tumores da proéstata
primarios, ainda assim com frequéncias baixas, que ndo deverdo ultrapassar os 15 a
20%. Um outro fendmeno presumivelmente importante, sdo as alteracbes da
reparacdao do ADN, que poderdo facilitar a cromopléxia. Estas alteracdes poderdo ser
majoradas por agressdes genéticas, como inflamacdes e infe¢des, que resultem em
disrupcoes da cadeia de ADN. A desregulacao de proteinas que se ligam e modificam
a cromatina também ocorre com maior frequéncia nos TP. Sdo exemplos a EZH2,
associada a perda de diferenciacdo celular, e a MLL2, associada a ativacdo do recetor
de androgénios. As alteracbes epigenéticas especificas também serdo essenciais
para o fendtipo maligno, nomeadamente as associadas IDH1.

O acumular de dados relativos as alteracdes genéticas associadas aos TP, permitiu o
reconhecimento de varios subtipos moleculares. O mais significativo estd associado a
fusdo dos genes da familia ETS. Os TP em que ocorrem fusdes sao distintos daqueles
em que ndo ocorrem fusdes. A existéncia de fusdo estd associada, com maior
frequéncia, a delecdo do PTEN e do p53. A inexisténcia de fusdo estd associada a
SPINK1 e a altera¢des do RAF-RAS-FGFR. Um outro subtipo podera estar associado a
delecdo de CDH1 e a mutacdo de SPOP. Ambas sao exclusivas da ocorréncia de fusdo
dos genes da familia ETS. A CDH1 parece participar no processo de fusdo e o SPOP,
tal como a fusdo, aumenta a expressdo de ERG. Parecem existir varios outros
subtipos, em parte tributarios de varias combinagdes das alteracdes supracitadas.
Expectavelmente, a aumento progressivo deste conhecimento, traduzir-se-d em
abordagens terapéuticas diferenciadas e otimizadas®*2%*2%,

A complexidade e variabilidade das alteracdes genéticas associadas aos TP podem
ser interpretadas de varios modos. Por um lado, consubstanciam a heterogeneidade
qguer histologica quer clinica. Por outro poderdo representar uma via alternativa e
promissora para a identificacdo de factores progndsticos e preditivos mais precisos.
Fruto desta nocao, foram desenvolvidos nos Ultimos anos varios “painéis” genéticos
com o intuito de otimizar os esquemas de estratificacdo de risco ja conhecidos. Em
seguida, descrevem-se sucintamente os painéis genéticos mais utilizados.

O “Prolaris” é um painel genético baseado em 46 genes. Trinta e um estdo
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relacionados com a progressdo no ciclo celular e 15 funcionam como controlo. E
utlizado em tecido de bidpsia de doentes de baixo risco para ajudar na decisdo entre
tratamento imediato (PR, radioterapia) ou diferido (vigilancia ativa). Varios estudos
demonstraram a capacidade prognodstica (mortalidade especifica, RBQ e
desenvolvimento de metastizacdo) deste teste. Por fim poderd aumentar
marginalmente a capacidade preditiva de esquemas de estratificacdo de risco, como
é o caso do score CAPRA 2.

O “Oncotype DX - Genomic Prostate Score” consiste em 17 genes, através dos quais
se calcula um score que varia entre 0 e 100. Tal como o teste anterior baseia-se em
tecido de bidpsia conservado em parafina. Valores mais elevados estdo associados a
uma maior probabilidade de factores anatomopatolégicos adversos documentados
na peca da PR. Tal como o “Prolaris”, também serve para ajudar na decisdo entre
tratamento imediato ou vigildncia ativa, em doentes com TP de baixo risco. Também
existem dados que associam o resultado deste teste a “endpoints” clinicos, como a
RBQ ou o desenvolvimento de metastizacio*?.

O “Decipher” utiliza a expressdo de 22 biomarcadores de ARN. Estes estdo
relacionados com proliferacao celular, com diferencia¢cdo, com a via de sinalizacdo
dos androgénios e a imunomodulacdo. Da sua aplicacdo resulta um score entreO e 1,
com capacidade para predizer o risco de desenvolvimento de metdstases apds
realizacdo de PR. Tal como os métodos anteriores, a utilizacdo deste teste pode
otimizar o desempenho de outros esquemas de estratificacdo de risco, quando
utilizados em conjunto™®.

A utilizacdo destas ferramentas genéticas estd associada a resultados promissores.
Contudo sdo necessdrios estudos adicionais para se poder quantificar qual o
beneficio adicional associado ao seu uso. E por outro lado para estabelecer como
deverdo ser utilizados na pratica clinica quotidiana. Esta realidade é espelhada pelo
facto de a utilizacdo destas ferramentas ndo ser recomendada pelas “guidelines”
internacionais mais utilizadas®>’>°*.

Apds a revisdao dos dados tedricos relativos a factores preditivos e progndsticos,
sobressai a quantidade, deveras impressionante, de informacdo disponivel. Ainda
assim, continuamos a ndo dispor de ferramentas que nos permitam, de modo

preciso e reprodutivel, identificar os casos com maior agressividade bioldgica.
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1.7 Transicao epitelial-mesenquimatosa

A transicdo epitelial-mesenquimatosa (TEM) é um fendmeno biolégico complexo,
essencial a vida e com grande importancia fisiopatoldgica.

A ideia de que as células epiteliais podem perder caracteristicas epiteliais e ganhar
caracteristicas mesenquimatosas foi proposta, inicialmente, na década de 80 do

2 .~ . . ;. , .
% Em condicBes fisioldgicas, a TEM é essencial

século passado, por Elizabeth Hay
durante a embriogénese e os processos de cicatrizagdo. Ambos 0s processos
implicam remodelacdo tecidular efetuada por varios tipos de células epiteliais. As
adaptacGes que permitem as células epiteliais desempenharem esta funcao,
dependem em grande medida da TEM. Durante a embriogénese sdo varios 0s
fenémenos que dependem da TEM>%:

— Aformacdo da mesoderme durante a gastrulacao.

— Aformacdo do septo interauricular e interventricular.

— Aformacdo da crista neural.

— Aformacdo do palato.

— Aregressdo do ducto Miilleriano.
Durante a cicatrizacdo, as células que se encontram nos bordos da ferida, migram
para a area lesada de modo a restabelecer a arquitetura tecidular normal. Para que
esta migracdo ocorra, as células epiteliais tém que reverter o seu fendtipo.
Posteriormente para completar o processo devem reassumir o seu fendtipo epitelial.
O fendmeno de TEM também estd envolvido em processos de cicatrizacdo noutros
6rgdos, como o pulm3o®®’. Em termos fisiopatoldgicos, a TEM também é um
fendmeno basilar, nomeadamente no estabelecimento e manutencdo do fendtipo
maligno, bem como na evolug3o da “cascata” de invasio/metastizacio>®2.
A aquisicdo da capacidade de invasao, caracteristica neoplasica primordial, acarreta
mudancas profundas no fendtipo celular. A organizacdo das células em camadas que
formam os epitélios, é incompativel com a motilidade e com a invasdo. De modo a
contornar esta limitacdo, as células tumorais mitigam as suas caracteristicas
epiteliais e adquirem caracteristicas mesenquimatosas, através da TEM. Isto &,

reativam um “programa” bioldgico latente, cuja expressdo estd usualmente

associada a embriogénese e aos processos cicatriciais. E plausivel, embora n3o esteja
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provado, que todos os tipos de carcinoma, passem por este fendmeno

A

fibrose é um fendmeno de cicatrizacdo associado a muitas doencgas crénicas e que

resulta num impacto funcional, que pode chegar a faléncia organica. A fibrose ocorre

em varios érgdos e aceita-se que estd associada ao fendmeno de TEM. A TEM pode

ocorrer em varios tipos de células ndo epiteliais, como o as células endoteliais, os

hepatdcitos e os cardiomidcitos

301,303

Apods revisdo da literatura, decidiu-se, para melhor compreensdo, encadear os varios

aspetos associados a TEM, de um modo sequencial e cronolégico. Uma
representacdo esquematica desta organizacdo esta patente na figura 3.
FACILITADORES INDUTORES INIBIDORES
- Alteragdes genéticas ¢ epigenéticas - BMPS
(pS3, ras e Rb) - TGFp - Proteinas Wnt _SRFP1 ¢ DKKI
- Células do estroma - - TNF-u - EGF _ -FT “Ovol”
(Macrofagos, miofibroblastos ¢ outras) - HGF - 1GF-1 -ESRPle2
- Plaqucl;h‘ - PgE: - (‘ulugénio lipk) 1 - H2BKSAc
- Inflamagio cronica (IL6). - Catepsina -EIfS
- Hipdxia (HIF1 a)
- FT associados a TEM
- Mecanismos epigenéticos
- ARN mensageiro ¢ “splicing™ alternativo
- Micro ARN TN
- ARN nijo codificantes / ‘
- Regulagio p()s-lrmlslugfonal ‘\‘
\ |
- Perda de caderina E - Expressio de caderina N
- “Switch” de caderinas. - Expressdo de vimentina
O - Expressio de fibronectina. - Expressdo diferencial O
I - Perda de expressdo de integrinas " "
cateninas - Secregdo de proteases
- Ativagdo de vias de - Proteinas Rho
sinalizagdo intracelular
I I e —
Invasdo Motilidade Resisténcia Potencial Morfologia
a apoptose estaminal mesenquimatosa

Figura 3. Visdo global do fendmeno de transicdo epitelial-mesenquimatosa.
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1.7.1. Indutores

A TEM é induzida por sinais extracelulares que a célula tumoral recebe a partir do
microambiente tumoral. Em condi¢Oes fisiolégicas existe uma especificidade especial
associada a TEM. Durante a embriogénese e a cicatrizacdo, a TEM esta limitada a
areas especificas. Esta especificidade especial estd dependente de distintos sinais
contextuais, indutores e repressores, com multiplas origens. Esta nocdo também
parece ser partilhada pelas neoplasias. A TEM ocorre sobretudo na frente invasiva
dos tumores, onde as células neoplasicas estdo em contacto estreito com o estroma

3% A existéncia de indutores e inibidores facilita a compreensdo de

circundante
outras propriedades da TEM: a reversibilidade e a parcialidade.

A TEM é reversivel ao longo da evolucdo neopldsica. O seu estabelecimento é
essencial no inicio da cascata de invasdo / metastizagdo, nomeadamente para a
invasdo, entrada em circulacdo e extravasacdo. Na parte final desta sequéncia este
processo é revertido, através da transicao mesenquimatosa epitelial (TME), o que
permite a célula tumoral proliferar e metastizar. Um aspeto consensual que podera
suportar a nocdo de reversibilidade, é o facto de as metastases serem
histologicamente similares ao tumor primario. No tumor primdario o microambiente
tumoral que, inclui um estroma reativo, liberta sinais que induzem a TEM. Apds
abandonar o tumor primario, a TEM pode ser perpetuada por outros factores
secretados, por exemplo, pelas plaguetas que envolvem as células tumorais
circulantes. No entanto apds o extravasamento, as células tumorais encontram um
estroma normal, que ndo produz indutores de TEM. Como tal tendem a reassumir
um fendtipo epitelial através da TME, o qual parece ser importante para o
desenvolvimento da metastase. Associada a nocdo de reversibilidade da TEM, ha

300- Um

pois que considerar a nocdo de dependéncia continua de sinais indutores
aspeto que sugere a parcialidade da TEM diz respeito a células tumorais circulantes.
A  maioria destas, expressam simultaneamente marcadores epiteliais e
mesenquimatosos. Estes dados associados a muitos outros obtidos “in vitro”
apontam para uma grande flexibilidade da TEM, em que as células neopldsicas

poderdo passar por multiplos estadios intermediarios, sendo sujeitas a TEM

nparcia|n300,301

73



Os indutores da TEM podem ser libertados pelo estroma reativo ou pelas préprias

células tumorais. Os dados apontam para maior importdncia do primeiro

mecanismo, sobretudo no estabelecimento da TEM. O mecanismo autdcrino parece

ter mais importdncia na manutencdo da TEM. Em seguida enumeram-se os mais

importantes, embora a literatura faca referéncia a muitos mais:

O TGF-B (“tumor growth factor beta”) estd associado a embriogénese e ao
processo de fibrose. Esta associado as vias de sinalizacdo celular, com um
papel fulcral na patogénese neoplasica (SMAD, Rho GTPases, PI3K/Akt e
MAPK). Suprime a proliferacdo de células epiteliais normais mas promove a
capacidade de invasdo e proliferacdo de células neoplasicas. Na TEM, o TGF-
B, representa um dos indutores, cuja importancia estd mais bem
estabelecida. A maioria carcinomas possuem recetores para o TGF-B. Por
outro lado a inativacdo da via do retinoblastoma (Rb), que também ocorre
em muitos tumores, leva a perda do efeito antiproliferativo, mas mantem as
restantes funcGes da via do TGF-B. Como tal em contexto de TEM, o TGF-B
funciona como estimulo proliferativo. Alias este podera ainda ser reforcado,
através de um mecanismo autdcrino, em que o TGF-B induz a secrecdo de
factor de crescimento derivado das plaquetas®*%.

As proteinas Wnt (“Wingless Drosophila mutant and related murine gene int-
1”) também sdo indutoras da TEM e estdo ligadas a matriz extracelular. As
Wnt podem ativar duas vias de sinalizacdo intracelular. A via candnica, que
esta centrada na catenina. Quando esta via é ativada, a catenina deixa de ser
degradada, acumula-se e promove a proliferacdao celular. Quando esta via
ndo esta ativada, a catenina é degradada, ap6s fosforilacdo pela quinase GSK-
3B. A via ndo candnica estd associada a proteinas G e a sua ativacdo facilita a
invasdo, a mobilizacdo e a autorrenovacao.

TNF-a (“Tumor Necrosis Factor — Alpha”). E geralmente produzido por células
inflamatdrias, como os macréfagos. E o ligando que ativa a via de sinalizacdo
NF-kB. A ativacdo desta via leva a expressdo de genes anti-apoptoticos, de

genes de proliferacdo e do gene do TNF-a.
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— EGF (“Factor de crescimento epidérmico”). E um indutor importante da TEM.
E produzido pelos macréfagos do estroma. A ativacdo do recetor do EGF, na
célula tumoral, leva a invasdao, motilidade e secre¢do da quimioquina CSF-1.
Esta ultima induz proliferacdo dos macrdfagos e secrecao adicional de EGF.

— HGF (“Factor de crescimento de hepatdcitos”). Produzido por varias células
do estroma. Tem capacidade para induzir a TEM em células neoplasicas que
expressem o “Met” (recetor do HGF).

— IGF-1 (“Factor de crescimento similar a insulina -1”).

— PGE2 (“Prostaglandina E2”). Trata-se de outro indutor relevante para a TEM.
A sua producdo pode ser paracrina, por miofibroblastos, ou autdcrina. Podem
facilitar a sinalizacdo da via das proteinas Wnt e podem contribuir para
desenvolvimento de potencial estaminal.

— Catepsina. Protesase secretada por macréfagos e com capacidade para
induzir a TEM.

— Colagenio tipo I. Normalmente ausente no compartimento epitelial é
abundante no estroma.

Os diferentes indutores podem atuar de forma concertada e aditiva, por vezes
através da mesma via de transducdo de sinal. Por exemplo o TNF-a e o TGF-B
parecem atuar de modo concertado. Numa fase inicial o TNF-a, produzido por
células inflamatérias, ativa a via NF-kB. Esta também pode ser ativada pelo TGF-B.
Deste modo, ambas as moléculas podem contribuir para a manutencdo da ativacdo a
longo prazo da via NF-kB. Uma outra fonte de complexidade, advém do facto de
muitos destes indutores partilharem varias vias de sinalizacdo e efetores comuns. A
literatura que o traduz é muito abundante. Considera-se que uma revisdo cuidada da
mesma, ultrapassa o ambito desta tese. No entanto uma noc¢do desta complexidade

poderd ser apreciada no quadro 7.

1.7.2. Facilitadores
Existem diversos mecanismos que atuam como facilitadores da TEM.
Existem alteracOes genéticas e epigenéticas que majoram a resposta aos

indutores30%3%4.
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— A perda de funcdo da proteina p53 nas células neopldsicas aumenta a
resposta a indutores. A proteina p53 recruta o SNAIL2 para degradacdo,
suprimindo a capacidade de invasao.

— A mutacdo do gene RAS, em linhas celulares, aumenta a capacidade do TGF-
em induzir TEM.

— Também a perda da via do retinoblastoma podera facilitar a acdo do TGF-p.
Outro grupo que podera funcionar como facilitador do fenédmeno de TEM, sdo as
células que constituem o estroma.

— Macréfagos. Em modelos murinos a auséncia destas células ao nivel do
tumor primario, traduz-se em incapacidade de desenvolver metastases. Sdo
varios os indutores que poderdo ser secretados por estas células: TNF-a, EGF,
Catepsina e HGF.

— Miofibroblastos. S3o outro tipo celular presente no estroma reativo.
Produzem PgE2 e podem facilitar a sinalizacdo da via das proteinas.

— Varias outras células do estroma, tais como fibroblastos, células estaminais
mesenquimatosas e células associadas a resposta inflamatéria, também
secretam indutores.

As plaguetas tendem a aderir as células neoplasicas que se encontram em
circulacdo. Através da secrecao de indutores, poderdo contribuir para a manutencao
da TEM. Condicdo importante para que a célula sobreviva até que ocorra o
extravasamento.

Por fim ha que considerar particularidades do microambiente tumoral. A inflamacao
cronica através da inducdo de expressdo de determinadas integrinas podera facilitar
a TEM. Citoquinas inflamatdrias, como a IL-6, também poderdo facilitar a TEM.
Condicdes de hipoxia também podem facilitar a TME. A expressao de HIFla (Hypoxia

Inducible Factor 1- a”) induz a expressao de ““Snail”” e de ““Twist”” 304,

1.7.3. Inibidores
Apesar da importancia fisioldgica e fisiopatoldgica da TEM, existem varios
mecanismos que zelam pela integridade do fendtipo epitelial e que contrariam a

TEM. A titulo exemplificativo refere-se o “splicing” alternativo mediado pelas ESRP1
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e 2 (“epithelial-specific regulatory protein 1” e “2”), o marcador epigenético
H2BK5Ac, os FT “Ovol” e o EIf5*”. O gene p53 também contribui para a hemdstase

1 . 7.
30 . Existem varias outras

epitelial, interagindo diretamente com o miARN-200
moléculas que podem contribuir para a manutencao do fendtipo epitelial. Como se
escreveu acima, o TGF-B e as proteinas Wnt podem ser secretadas pelas células
tumorais e, de modo autécrino, contribuirem para a TEM. No entanto estas
proteinas sdo secretadas concomitantemente com outras que possuem capacidade
para reverter a TEM. As BMP (“Bone morphoegnic protein”) inibem a via de
sinalizacdo associada ao TGFPB e a SFRP1, e a DKK1 inibem a via de sinalizagdo

associada ao Wnt3®

. Outra forma de inibicdo, sdo os inibidores tecidulares das
metaloproteinases, que se ligam as metaloproteinases, mantendo-as numa forma
inativa.

A TEM depende do balanco entre indutores e inibidores. Num individuo adulto
saudavel a preservacdo do fendtipo epitelial geralmente prevalece sobre a TEM. No
entanto, mesmo em condic¢Oes fisioldgicas existem certos tecidos com marcada
plasticidade epitelial, como é o caso da glandula mamaria durante a puberdade e a
gravidez. A nocao de facilitadores, indutores e inibidores acrescenta complexidade

ao fendmeno da TEM. Esta ndo é apenas governada pelo genoma da célula tumoral,

também depende do microambiente tumoral.

1.7.4. Efetores a nivel genético

Os dados sugerem a importancia das células do estroma enquanto indutores e
facilitadores do processo de TEM. No entanto, a sua materializacdo ao nivel da célula
neoplasica, envolve a alteracdo da expressao em centenas de genes distintos, o que
se traduzira nas multiplas caracteristicas morfo-funcionais que caracterizam a TEM.
O controlo da TEM parece depender de um pequeno numero de factores de
transcricdo pleiotropicos bem como de outros mecanismos, como modificacoes
epigenéticas, controlo transcricional, “splicing” alternativo, estabilidade proteica e
localizacdo celular. Os dados disponiveis apontam para que alguns destes
mecanismos regulatdrios apresentem especificidade tecidular e entre diferentes

300,304

neoplasias . Em modelos animais identificaram-se os genes que codificam os

factores de transcricao (FT) responsaveis pela TEM. Estes genes sdo conservados ao
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longo da evolucdo animal e estdo associados a TEM, que ocorre durante a
embriogénese. Alguns destes FT também s3o transcritos na idade adulta, associados
a processos de cicatrizacdo. Estes FT, isoladamente, parecem ter a capacidade de
induzir TEM em células epiteliais. No entanto, na doenca oncoldgica, atuam
habitualmente em combinagdes capazes de induzirem multiplas alteracdes celulares,
com profundo impacto no fendtipo maligno, desde a invasdo até a metastizacdo. Sao
ainda capazes de influenciar a sua prépria expressdo e a de outros FT igualmente
associados a TEM. Trata-se de um processo mais lento, que pode durar horas ou
dias, pois implica transcricdo e traducdo dos genes que codificam os FT. Alguns
destes FT podem atuar de modo redundante. Por exemplo o “Snail”, o “Slug”, o
“ZEB1” e o “ZEB2” podem todos ligar-se ao promotor do gene CDH1 e reprimirem a

300,304

expressao de caderina E . Sdo varios os FT descritos. Em seguida, descrevem-se

sumariamente alguns deles (Quadro 7).

Quadro 7. Factores de transcrigdo associados a TEM (continua). Adaptado de Lamouille®®.

Diminuigcdo da ~
Factor de transcricao expressdo associada a Aumentq de express3o Vias de sinalizagdo
associada a TEM
TEM
SNAIL 1 e SNAIL2 Caderina E, claudinas, Fibronectina, Caderina | TGF-B, Wnt, Notch,
ocludinas, Crumb3, N, colagénio, MMP, PI3K/Akt, NF-kb, EGF e
PALS1, PATJ, Twist, ID1, 1D2, ZEBle | FGF
citoqueratinas, 2
desmoplaquinas e
placofilinas
TWIST Caderina E, claudinas, Fibronectina, Caderina | MAPK
ocludinas, N, integrina
desmoplaquinas e
placofilinas
ZEB1 e ZEB2 Caderina E, ZO1, Caderina N e MMP TGF-B, Wnt, MAPK
Crumb3 e placofilina
FOXD3 Desconhecido Desconhecido B1 Integrina e laminina
FOXC2 Caderina E Fibronectina, TGF-B
Vimentina e caderina N
FOXF1 Caderina E, claudina, Fibronectina e caderina | Desconhecida
ocludina, N
desmogleinal e 2,
desmocolina e
desmoplaquina
FOXQ1l Caderina E Fibronectina, Desconhecida
Vimentina e caderina N
FOXO3A Caderina E Snail Akt
FOXA1 Caderina E Fibronectina, TGF-B, HGF e Akt
vimentina e Snail
FOXA2 Caderina Ee ZO1 Fibronectina, Caderina | TGF-$, HGF e Akt
N vimentina e Snail
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Quadro 7. Factores de transcrigdo associados a TEM (continuagdo).

Serpent, GATA4 e Caderina E, Crumb e Caderina N e MMP. Desconhecida

GATAb6 claudinas

HMG2 Caderina E Snail e Twist TGF-B

SOX9 Desconhecido Snail BMP e PKA

KLF8 Caderina E MMP Desconhecida

CBFA-KAP1 Desconhecido FSP1 Desconhecida

ZNF703 Caderina E Caderina N, vimentina, | RHO-GTPase
citoqueratinas e Snail

PRX1 Caderina E Vimetina e laminina TGF-B e BMP2

“Snail” (SNAIL1). Descrito inicialmente em Drosophilas. Pertence a familia de FT
“C2H2-type zinc finger”. Atua principalmente como repressor da transcricdo. O
“Snail” é normalmente produzido em grande quantidade e degradado rapidamente,
apos fosforilacdo pela quinase GSK-3B. Determinadas vias de sinalizacdo, como as
associadas as proteinas Wnt e ao PI3K/Akt, levam a inativacdo desta quinase. A
degradacdo do “Snail” é bloqueada e o seu nivel aumenta rapidamente. O “Snail”
esta envolvido em varias fases da embriogénese, onde a sua expressao depende de
indutores como o TGF-B e as proteinas Wnt. Estd também associado a processos de
fibrose e a modelos neopldsicos animais e humanos. Pode reprimir a expressao do
gene CDH1, ligando-se ao seu promotor e recrutando elementos repressivos.
Durante a embriogénese também pode recrutar elementos ativadores, resultado
num mecanismo de acdao ambivalente. Em modelos tumorais poderia ajudar a
explicar a reversibilidade do fendmeno de TEM. Por fim, uma referéncia ao facto de
também induzir a express3o de marcadores de células estaminais>**.

“Slug” (SNAIL2). Envolvido na embriogénese e em processos de cicatrizacdo.
Também pertence a familia de FT “C2H2-type zinc finger”. Tal como o “Snail”, atua
como repressor da transcricdo, nomeadamente do gene CDH1. Em termos
fisiopatoldgicos, também esta envolvido em processos fibréticos e neoplasicos .
“Twist” (TWIST1). Também envolvido na embriogénese. Juntamente com outros FT
da mesma familia (TWIST2, E12 e E47) estd implicado na TEM tumoral. Liga-se
diretamente aos promotores do “Snail”, do “Slug” e do “ZEB1”. Pode ainda ligar-se
ao seu proéprio promotor. Pode atuar isoladamente ou juntamente com outros FT
como o “Slug”. E frequente que o “Twist” e o “Slug” sejam co-expressos. Em

modelos animais, a diminuicdo do “Twist” traduz-se por uma menor capacidade de

79




metastizacdo. Induz a expressdo de marcadores de CE. Também esta ligado a varias
vias de sinalizacdo intracelular, como a HIFla. Tal como o “Snail” a estabilidade do
“Twist” é regulada por fosforilaggo. A MAPK fosforila-o e protege-o da
degradacdo’®.

"ZEB1” (6EF1) e “ZEB2” (SIP1) tem um papel importante na regulacdo do arranque
da TEM. Funcionam como um interruptor que mantem a célula com um fendtipo
epitelial ou mesenquimatoso. Estes FT, uma vez ativados, sdo capazes de induzir a
expressao de outros FT, também associados a TEM. Tém a capacidade de se ligar a
sequéncias genéticas reguladoras, levando a repressdo ou ativacao da transcricdo. A
expressao de “ZEB1” frequentemente ativa a expressdao de “Snail”. A expressdo de
ZEB pode ser induzida pelas vias de sinalizacdo do TGFp e das proteinas Wnt.

O mecanismo de ac¢do dos FT associados a TEM sugere que o fenétipo maligno nao
resulta da acumulacdo de multiplas altera¢des genéticas. Antes pode resultar da
acdo pleiotrépica dos FT que levam ao desenvolvimento de caracteristicas de

3% Os FT associados a TEM, para além de orquestrarem a

elevada malignidade
plasticidade celular, a transformacdo oncogénica e a mobilidade, também podem ter
impacto noutros fendmenos celulares, tal como a resposta as terapéuticas,
imunomodulac3o e regulacio do microambiente tumoral®®.

Ha ainda que considerar o papel regulador de varias classes de ARN, de fendmenos
epigenéticos e pds-translacionais. As varias classes de ARN também tém um papel
regulador importante. Ao nivel do ARN mensageiro, “splicing” diferencial pode gerar
proteinas com diferencas estruturais e funcionais importantes. Por outro lado

303304 Entre

também os micro ARNs (miARN) sdo importantes na regulacdo da TEM
outros mecanismos, podem mediar a degradacdo de produtos da transcricdo
genética e deste modo influenciar proteinas chave da TEM. Existem micro ARN que
promovem e outros que inibem a TEM. A regulacdo da TEM pelos micro ARN é um
fendmeno complexo e ndo linear, que também depende de fendmenos
epigenéticos. Um exemplo prototipico é dado pela regulacdo exercida pelo miARN-
200 e pelo miARN-34 sobre o “Snail” e o “ZEB1”***. A expressdo do “Snail” também
pode ser regulada, pelo miARN-29b e pelo miARN-30a. Quanto ao miARN-1 e ao
mMiARN-200b, podem reprimir a expressao do “Slug”. Existem varios outros exemplos

304,306,307

descritos na lietratura . Dados mais recentes, também permitem relacionar
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os IncARN com a regulacdo da TEM™". Em particular, o SChLAP1 podera influenciar a

TEM, através da modulagdo do complexo modificador de cromatina SWI/SNF

397 Ao nivel

(“Switch/Sucrose Nonfermenting”) e da via de sinalizagdo da MAPK
proteico também ocorre regulacdo da TEM. Um exemplo ilustrativo da importancia
dos fendmenos pds-translacionais inclui a degradacdao, mediada pela ubiquitina, do
“Snail” e do “Twist”, apds fosforilacdo, respetivamente pelas quinases GSK3b e

MAP3?,

1.7.5. Efetores fenotipicos

A complexa regulacdo genética da TEM corporiza-se através de efetores que
corporizam as modificacGes fenotipicas que a caracterizam. Em seguida descrevem-
se 0s mais importantes.

Repressao da expressao de caderina E. A caderina E é uma glicoproteina epitelial
transmembranar que promove a adesdo intercelular. O dominio extracelular liga-se
a outra molécula de caderina E, pertencente a outra célula, formando a “zona
adherens”. O dominio intracitoplasmatico liga-se ao citoesqueleto através das
cateninas e de outras proteinas. O citoesqueleto de actina da rigidez estrutural a
célula. Por esta razdo, é importante na manutencdo da integridade epitelial.
Desempenha um papel fulcral na determinacdo de um fendtipo epitelial versus
mesenquimatoso e parece ser um dos primeiros fendmenos que ocorre na TEM.
Alguns trabalhos sugerem que a supressdo isolada da expressdao de caderina E é
suficiente para que as células adquiram uma morfologia mesenquimatosa e
capacidade de mobilizagcdo. Por outro lado, em células sem expressdo de caderina E,
a indug3o da sua expressdo suprime a capacidade de invasdo e de metastizacdo >*.
A repressao do CDH1, gene que codifica a caderina E, pode ocorrer por metilacdo do
promotor, mecanismo mais frequente, ou por mutacdoes. Para além da degradacdo
da caderina E e da diminuicdo de expressao do CDH1, a TEM também esta associada
a repressdo de genes que codificam outras proteinas (claudinas, ocludinas,
desmoplaquinas e placofilinas) que também participam na ligacdo entre células
epiteliais>®*.

Expressdao de caderina N. Tal como a caderina E, a caderina N participa na ligacdo

intercelular. Mas ao contrdrio da caderina E, a sua funcdo fisioldgica ocorre
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sobretudo em tecidos ndo epiteliais. Em termos fisiopatoldgicos a célula neoplasica
expressa caderina N, o que aumenta a sua afinidade por células do estroma, como os
fibroblastos, que também expressam caderina N. Deste modo, facilita a motilidade e
a invasdo. A ligacdo entre moléculas de caderina N é mais fraca do que a ligacao

entre moléculas de caderina E3%°

. Estd associada ao recetor do FGFR (“fibroblast
growth factor receptor”), ativando-o e, deste modo, promove a acumulag¢do nuclear
de catenina®®’.

“Switch” de caderinas. A diminuicdo da caderina E e o aumento da caderina N
podem ocorrer em simultaneo. Este “switch” ocorre durante a embriogénese. Em
modelos tumorais, este “switch” parece ser induzido pelo HGF (“Hepatocyte Growth
Factor”)*®.

Expressio de vimentina. A vimentina pertence ao grupo dos filamentos
intermediarios, que sdo constituintes do citoesqueleto. Ocorre sobretudo em células
mesenquimatosas e em células indiferenciadas. A medida que as células se
diferenciam, a vimentina tende a ser substituida por outras proteinas da mesma
familia. O aumento da vimentina inibe a diferencia¢do celular.

Expressio de fibronectina. E uma proteina da matriz extracelular (MEC) que
participa na adesdo das células a matriz e na sua orientacdo durante a mobilizacdo.
As integrinas expressas na superficie celular sdo recetores da fibronectina. Esta
proteina é normalmente secretada pelos fibroblastos.

Expressdao diferencial de integrinas. As integrinas sdo uma familia de proteinas
transmembranares que permitem as células ligaram-se a matriz extracelular e, deste
modo, facilitam a sua mobilizacdo. A integrina a,Bs € expressa em tecidos epiteliais
sujeitos a processos de cicatrizacdo e de inflamacdo crdnica. A sua expressao
também estad associada a TEM e tende a ocorrer no interface entre o tumor e o
estroma®®. Durante o processo de TEM, a célula tumoral pode promover a
expressdo de algumas integrinas e suprime a expressdo de outras. Por exemplo,
suprime a expressdo da integrina a6p4, que medeia a ligacdo a membrana basal.

Vérias outras integrinas estdo associadas a TEM**

. A mudanca do reportério de
integrinas associa-se a expressao de protéases, nomeadamente metaloproteinases e

confere especificidade espacial a este aumento.

82



Repressao da expressdao das cateninas. Estas proteinas participam na ligacdo da
caderina E ao citoesqueleto. A sua perda estd associada a TEM. As cateninas também
poderdo atuar através da via do Wnt.

Secrecdo de protéases (metaloproteinases). A secrecdo de protéases,
nomeadamente metaloproteinases, € uma das caracteristicas da TEM. A invasdo
requer que a célula tumoral remodele o microambiente que a rodeia, abrindo
caminho através da membrana basal, da MEC e de outras células. Os principais
atores desta transformacdo sdo as protéases, nomeadamente as metaloproteinases
(MP). Estas podem ser secretadas ou estarem associadas a membrana celular. Nas
neoplasias, a maioria das protéases sao recrutadas a partir das células do estroma,
sobretudo a partir dos macréfagos, mastdcitos e fibroblastos. Os produtos de
degradacdo da MEC, como a fibronectina, o TGF-f e os colagénios, podem eles
proprios contribuir para a inducdo e manutencdo da TEM. Existem vdrios tipos de
MP. A MP membranar de tipo 1 tem uma importancia critica, cliva componentes da
MEC e moléculas de adesdo intercelular, como as caderinas e as integrinas. Pode
ainda clivar percursores de outras protéases, ativando-as. Em modelos animais um
aumento de expressdo de MP associa-se ao desenvolvimento de neoplasias***%*.
Ativacdo de vias de sinalizagdo intracelulares associados a recetores
transmembranares, com fung3o de tirosina quinase®**:

— PI3K/Akt e ERK/MAPK. A sinalizagdo através destas vias é essencial para a
TEM, que depende da ativacdo de vias de sinalizacdo. A ativacdo ocorre pela
ligacdo de factores de crescimento ou constitucionalmente através de
mutacoes. Estas vias promovem a expressao de “Snail” e de “Slug”, bem
como a ativacdo das proteinas Rho.

— Via associada ao FGF (“Fibroblast Growth factor”). O FGF promove a TEM
através de varios mecanismos.

— Via associada ao HGF. O HGF, em células epiteliais, € um dos principais
indutores de mobilidade. Dai ser também conhecido como “Scatter factor”.
Em culturas celulares normalmente organizadas em monocamada, o HGF
leva a movimento multidirecional das células. Promove o “switch” de
caderinas e participa na destabilizacdo de outras ligacGes intercelulares.

Induz a expressdo de “Snail” e de “Slug”.
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— Via associada ao IGF-1. Induz TEM em culturas celulares. A associacdo a TEM
é explicada através de varios mecanismos.

— Via associada ao EGF. Mais uma vez sdo multiplos os mecanismos descritos
gue podem explicar a TEM associada a este factor de crescimento.

— Via associada ao PDGF (“factor de crescimento derivado das plaquetas”).
Pode ser induzida pelo TGF-B e parece ter um papel importante em
neoplasias do célon.

— Via de sinalizagdo Whnt. A ativacdo desta via leva a acumulagdo de catenina
no nucleo. Aqui liga-se a factores de transcricdo que conduzem a proliferacao
celular.

— Existem outras vias de sinalizacdo que poderdo participar na TEM, tais como
a via de sinalizacdo do Hedgehog e a via de sinalizacdo associada ao
NOtCh300'304.

Um outro aspeto relevante, é a comunicagao e a cooperagao entre as varias vias de

sinalizac3o. Esta ocorre durante a embriogénese e em situacdes fisiopatolégicas>>*.

Um exemplo ilustrativo é dado pela cooperacdo entre as vias do TGF-f e das

proteinas Wnt. O TGFB destabiliza a zona “adherens”, libertando a catenina que se

acumula no nucleo reforcando o resultado da via candnica das proteinas Wnt. Estdo
descritos varios outros exemplos de comunicacdo e cooperacdo entre diferentes
efetores.

Proteinas Rho. S3o responsaveis pelo controlo da mobilidade celular e participam na

perda da polaridade “apical-basal”. Trata-se de um grupo de proteinas relacionadas

com o gene Ras e que pertencem a familia Rho. Estas proteinas funcionam como
interruptores, alternando entre a forma ativa, ligada ao GTP, e a forma inativa,
guando hidrolisa o GTP em GDP (“GTPase”). As varias proteinas Rho possuem
funcbes diversas e especificidade espacial dentro do citoplasma. Quando esta
especificidade se perde e ha uma ativacdo global destas proteinas, a célula mobiliza-
se em todas as direcoes, formando um anel continuo a periferia do citoplasma. Estas
proteinas podem ser ativadas por factores de crescimento como o PDGF ou através

de vias de sinalizagdo como a PI3K/Akt>%.
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1.7.6. Caracteristicas morfo-funcionais

Dado os varios FT, o elevado numero de genes e os multiplos efetores implicados na

TEM, é facil entender que se trata de processo biolégico extremamente complexo.

Alids, a data atual, faz mais sentido admitir a TEM como um conjunto dindmico de

multiplos estadios transitérios, entre os fendtipos epitelial e mesenquimatoso®®.

Esta concecgdo, por oposicdo a visdo bindria simplista, permite compaginar, com mais

facilidade, as nog¢des de parcialidade, reversibilidade e especificidade espacial®**%*.

Estes estadios intermédios, tal como sugerido acima, muito provavelmente resultam

de um equilibrio entre indutores, inibidores e facilitadores. Podem ajudar a explicar

a organizacdo espacial da TEM, mais evidente na frente invasiva e menos evidente

em zonas mais centrais. Estes achados, sustentam a nocdo de gradiente de TEM,

pelo menos em modelos tumorais>**.

Talvez o aspeto ultimo que testemunha a complexidade e a heterogeneidade

associada ao TEM, sdo as mudancas profundas que ocorrem na morfologia, no

metabolismo e na motilidade da célula tumoral:

— Capacidade de invasao.

— Motilidade. As protéases, ao degradarem a MEC, abrem caminho para a
migracdo das células tumorais. Estas, para o aproveitarem, necessitam de
adquirir capacidade de mobilizacdo. A mobilizacdo é uma propriedade, que
se considera essencial para a cascata de invasdo/metastizacdo. In vitro, a
mobilizacdo pode ser induzida por determinados factores de crescimento,
gue sdo designados por “motogénicos”. Para as células epiteliais um dos
principais indutores de mobilidade é o HGF. A maquinaria celular que é
responsavel pela transducdo dos sinais motogénicos é extremamente
complexa, sendo regulada pelas proteinas Rho. A mobilidade celular requer
constantemente, uma reestruturagao do citoesqueleto bem como o
estabelecimento e a ruptura de ligacdes com a MEC?%3%,

— Aumento da resisténcia a senescéncia e a apoptose. Estes fendmenos
associados a TEM podem ter muita importancia, sobretudo apds o
extravasamento, de modo a permitir a sobrevivéncia da micrometastase3®,
Podem ainda explicar a quimioresisténcia que parece estar associada a

TEM*®
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Aquisicdo de caracteristicas de células estaminais. Do ponto de vista
biolégico, a TEM pode participar em quase todos os processos que
constituem a “cascata” da invasdo/metastizacdo. Para completar a ultima
etapa desta “cascata”, a célula tumoral devera ter caracteristicas de CEN.
Existe evidéncia que associa o fendmeno de TEM ao desenvolvimento de
potencial estaminal?®. A associacdo entre TEM e potencial estaminal comeca
por ser evidente a nivel da embriogénese, em que células epiteliais
pluripotentes sofrem TEM. Por outro lado, pode ocorrer reprogramacao de
fibroblastos em CE. A eficacia desta reprogramacao parece depender do TGF-
B. Alids, ambas a TEM e a aquisicdo de potencial estaminal estdo associadas
ao TGF- B. A expressdao de “Snail” ou “Twist” induz a expressdo de
marcadores similares aos observados em CE epiteliais. CEN podem expressar
marcadores associados a TEM. A associacao entre TEM e CEN, podera facilitar
a selecdo de uma CEN, que possua uma nova mutagdo>**.

I”

Perda de polaridade da “apical-basal”, tipica da célula epitelial. Apods inicio
da TEM, os vdrios tipos de juncbes entre células epiteliais sdo destruidos e as
proteinas que os constituem sdo relocalizadas ou destruidas. A caderina E é
clivada da membrana e degradada, levando a libertacdo de catenina. Esta
pode ser protegida da degradacdo, pela via de sinalizacdo Wnt, e acumular-
se. Posteriormente ocorre diminuicdo da expressdo das proteinas que
constituem as juncdes. Este fendmeno também podera estar relacionado das

304

proteinas Rho.”" . Concomitantemente ocorre uma desregulacdo das varias

proteinas (“Par”, “Crumbs” e “Scribble”) responsdveis pela manutencdo da
polaridade apical-basal*®.

Reorganizacdo do citoesqueleto. Este ocorre de modo a permitir projecdes
do citoplasma (lamelopodias) e mobilizacdo da célula. Estas projecoes
concentram atividade proteolitica (MP)**.

Aquisicdo de morfologia mesenquimatosa e de polaridade “frente-tras”.

Modificacdo do padrdo de associacdo com células vizinhas.
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1.7.7. Transigdo epitelial-mesenquimatosa e tumores da prdéstata

Aceita-se que a TEM é ativada em células tumorais. No entanto o impacto da TEM na
progressdo tumoral e enquanto factor progndstico ainda ndo esta bem estabelecido.
Em relacdo a este particular, a literatura disponivel vai desde o ceticismo a aceitacao
incondicional, passando pela duvida cautelosa, ndo obstante a quantidade
descomunal de dados disponiveis. Por outro lado, estes mesmos dados pouco
acrescentaram a abordagem diagndstica e terapéutica das doencgas oncoldgicas.

Os dados publicados em relagdo aos TP sugerem que a associacdo existe, mas o seu
verdadeiro impacto em termos clinicos, também ndo estda perfeitamente
estabelecido. E certo que a TEM poderia explicar alguns dos aspetos associados a
histéria natural dos TP, nomeadamente a recorréncia local apds tratamento do
tumor primdrio com intuito curativo. A evidéncia que associa o fendmeno de TEM
ao TP, tal como noutros tumores é grande medida resultante de trabalhos “in vitro”
em linhas celulares e em “in vivo” em modelos animais. Embora muito numerosos,
sdo sobretudo estudos de cariz mecanistico, que procuram associar um determinado
indutor, facilitador ou inibidor a um determinado efetor ou efetores. Os artigos de

.~ 10-312
revisao recente5307’3 03

sugerem algumas especificidades da TEM associada aos TP:

— Relagdo com androgénios. Os androgénios sdo essenciais para a fisiologia e
fisiopatologia da proéstata. A desregulacdo dos androgénios e do seu “eixo”
parecem ser importantes para a TEM associada ao TP. Existem varios estudos
gue associam os androgénios e o seu eixo, a varios indutores e efetores. No
entanto, seu papel exato é questionavel. H4 estudos que associam a TEM
aos androgénios e outros a deprivacdo dos mesmos. A TEM podera ainda
participar no desenvolvimento de resisténcia a castracdo e a quimioterapia e
na diferenciacdo neuroenddcrina. Ha ainda que referir o “didlogo” entre o
eixo dos androgénios e via de sinalizacdo do TGF- B.

— Relacdo com estrogénios. Os estrogénios também podem participar na
fisiologia e fisiopatologia da préstata. O seu papel no TP é questionavel.
Repete-se a nocdo de que existem multiplos estudos que associam os
recetores de estrogénios (a e B) a varios indutores e efetores. Eventualmente
merecedor de destaque serd a relacdo entre o recetor de estrogénios B e a

hipodxia. O recetor de estrogénios B parece suprimir a proliferacdo. A hipdxia
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parece suprimir a expressdo do recetor de estrogénios B e estimular a

expressao de HIF1a, levando a TEM.
Tudo somado é inquestionavel que a TEM estd associada a uma maior agressividade
bioldgica. E, no entanto, mais questionavel qual o verdadeiro impacto clinico da
TEM. O inequivoco esclarecimento deste impacto é dificultado por varios factores.
Os principais serdo a parcialidade, a reversibilidade e a especificidade espacial.
Provavelmente, todas majoradas pela reconhecida heterogeneidade dos TP. Deste
modo é facil compreender que em biopsias e em células tumorias circulantes,
poderd ser dificil, com a metodologia atual, ter uma noc¢do concreta da verdadeira
dimensdo da TEM. Logo, é dificil atribuir-lhe um seguro significado progndstico ou
preditivo. Melhorias tecnoldgicas como as assinaturas genéticas > ou aumento do
conhecimento, nomeadamente acerca dos estadios intermédios>®, poderdo permitir
ultrapassar esta dificuldade. No imediato o principal interesse progndstico dos
marcadores associados a TEM estd confinado as pecas histologias obtidas a partir de
PR312.
Existem varios trabalhos publicados que procuram estabelecer o interesse preditivo
de recorréncia bioquimica, dos marcadores de TEM, avaliados em pecas cirurgicas. O
mais representativo é provavelmente o trabalho de Behnsawy e colaboradores®'*.
Em 197 doentes com TP localizado e tratados com PR procurou-se estabelecer o
impacto progndstico de marcadores de TEM (caderina E, caderina N, catenina-f,
catenina-y, fibronectina, metaloproteinase-2, metaloproteinase-9, “Slug”, “Snail”,
“Twist”, vimentina, “ZEB1” e ZEB2). A caderina E, o “Snail”, o “Twist” e a vimentina,
mas ndo os restantes marcadores, associaram-se de modo significativo a factores
clinicos e patoldgicos de pior progndstico. Em analise univaridvel, caderina E,
“Snail”, “Twist” vimentina , PSA pré-operatdrio, SG, invasdo das vesiculas seminais,
margens cirurgicas positivas e volume tumoral, associaram-se de modo significativo
a diminuicdo da sobrevivéncia livre de RBQ. Na andlise multivaridvel o “Twist”, a
vimentina, a invasdo das vesiculas seminais e margem cirurgica positiva mantiveram
significancia estatistica.
N3o obstante os seus resultados, a este estudo pode ser apontado a pequena
dimensdo da amostra e a escolha arbitraria dos marcadores. Por outro lado, os seus

resultados ndo sdo sobreponiveis aos da restante literatura. Numa tentativa de
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esclarecer esta discrepancia, os dados foram avaliados em conjunto e o resultado foi
publicado, recentemente, sob a forma de metaanalise*™. Esta metaanalise avaliou a
relacdo entre marcadores de TEM e a sobrevivéncia livre de RBQ. Como objetivo
secundario avaliou qual a relagdo entre a intensidade da expressdo de marcadores
de TEM (“fraco” vs. “forte”) e TP de “alto-risco”. Este ultimo foi definido como tendo
um SG maior ou igual a 8 e um PSA pré-operatério superior a 20 ng/mL. Os
marcadores avaliados foram: caderina E, caderina N, catenina-a, catenina-p,
catenina-y, fibronectina, metaloproteinase-2, metaloproteinase-9, Vimentina,
“Snail”, “Twist”, “Slug”, “ZEB1” e “ZEB2". Os critérios de inclusdo dos estudos foram:
Tratamento do tumor primario com PR; avaliacdo de marcadores exclusivamente na
peca operatdria; os resultados da expressio de marcadores expressos
dicotomicamente (“fraco” vs. “forte”) ou através de frequéncia relativa; e a
utilizacdo da regressdo de Cox para calculo da sobrevivéncia livre de RBQ. Foram
selecionados 25 estudos. Nos resultados dos estudos isolados, uma diminuicdo da
sobrevivéncia livre de RBQ associou-se apenas a sobre expressdo de caderina N,
“Twist”, Vimentina e “Slug”. Apds avaliacdo dos dados através da metodologia de
metaanadlise o impacto do “Snail” também se tornou significativo. Os restantes
marcadores ndo tiveram impacto significativo. Em relacdo aos tumores com SG
maior ou igual a 8, estes apresentaram, de modo significativo, uma diminuicdo da
expressao de caderina E e da catenina-a e um aumento da expressdo de caderina N,
“Snail”, “Twist” e Vimentina. Apenas um estudo relacionou o PSA pré-operatério

com marcadores de TEM.

1.8. “Second Chromosome Locus Associated with Prostate-1” e outros “long non-
coding RNA”
De acordo com dados do “Human Genome Project”, apenas 1.5 a 2% do genoma

e . 1
humano é traduzido®®®.

Cerca de 70% do genoma humano é transcrito para
moléculas de ARN que ndo codificam proteinas. Admite-se que a maioria destas
moléculas sdo funcionais e n3o representem apenas “ruido” transcricional®*’. A
molécula de ARN é um polimero versatil com multiplas funcGes. Este facto deve-se
as suas propriedadesm:

— Capacidade de se ligar a outros acidos nucleicos (ADN e ARN) através de
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interacGes baseadas numa Unica base. Outras moléculas como ativadores de
transcricdo necessitam de uma sequéncia genética, cem vezes maior, para
poderem estabelecer uma ligacdo especifica.

— Podem dar origem a estruturas tridimensionais complexas com capacidade
de reconhecimento de uma grande variedade de ligandos, desde pequenas
moléculas a proteinas.

— Trata-se de uma molécula dindmica, que rapidamente pode ser transcrita e
degradada. Uma acdo reguladora, exercida por uma molécula de ARN, é
forcosamente mais rapida, pois dispensa a necessidade de traducao.

— E uma molécula maledvel, com maior tolerdncia a mutacgdes, o que a torna
numa excelente plataforma em termos de evolucdo. Este aspeto é reforcado
pela possibilidade de moléculas de ARN terem a capacidade de serem
reintegradas no genoma.

Existem varias classes de ARN, entre as quais os “long non-coding RNA” (“Lnc-RNA”).
Esta classe parece representar a maioria das transcricdes>>>>?°. Os “Lnc-RNA” sdo
caracterizados por terem uma sequéncia longa (>200 nucledticos) ndo codificante®?.
Possuem varias outras caracteristicas. Sdo transcritos pela RNA Polimerase |l e estdo
associados a assinaturas epigenéticas (H3K4me3; H3K36me3) frequentemente
presentes em genes que sdo traduzidos*’’. No estudo destas moléculas, um dos
aspetos mais complexos prende-se com a afirmacdo ou negacdo da funcionalidade
dos varios “Lnc-RNA”. Métodos como a perturbacdo direta (ganho ou perda de
funcdo) e a degradacdo de ARN, permitiram estabelecer a importancia funcional dos
“Lnc-RNA”*?3, Ha dados suficientes que nos permitem abandonar o conceito de que
estas moléculas representam apenas ruido transcricional a partir de “junk DNA”.
Contudo, aceita-se que nem todos os “Lnc-RNA” sdo funcionais. Por outro lado
existe a nocdo de que os “Lnc-RNA” poderdo ter especificidade tecidular, celular e

21,32 - .
321323 por fim, ha que ressalvar

eventualmente compartimental, a nivel, intracelular
o facto de diferentes “Lnc-RNA” poderem ter fungdes divergentes, num mesmo
processo celular.

N3o obstante o crescente e rdpido reconhecimento da sua importancia, muitos dos
aspetos referentes a fisiologia e a fisiopatologia destas moléculas permanecem

obscuros.
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1.8.1. Mecanismos de agdo dos “long non-coding RNA”

Num excelente trabalho de revisdo, Geisler e Coller revisitam os multiplos possiveis

. ~ 1
mecanismos de acdo dos “Lnc-RNA”3'2,

Regulagdo da transcri¢do (figura 4). A maioria das func¢des atribuidas aos “Lnc-RNA”

parecem passar por este mecanismo de acdo. A regulacdo da transcricdo podera ser

exercida a varios niveis:

Ligacdo a complexos modificadores da cromatina. Ao modular a cromatina,
regulam a transcricdo, ativando-a ou reprimindo-a. Trata-se de um
mecanismo independente da transcricdo.

A transcricao da prépria molécula de “Lnc-RNA”, pode por si mesmo modular
a cromatina e favorecer a ligacdo de factores reguladores. Trata-se de um
mecanismo dependente da transcricdo.

Vdrias outras a¢Oes poderdo participar na regulacdo da transcricdao. Os “Lnc-
RNA"” podem ligar-se diretamente a polimerases, inibindo a transcricdo. Os
“Lnc-RNA” podem regular a ligacdo e atividade de factores de transcricao.
Podem ligar-se a ADN formando estruturas complexas que inibem o comeco
da transcricdo. Podem mimetizar areas de ligacdo ao ADN e deste modo inibir
ou ativar factores de transcricdo. Por fim, podem inibir o transporte para o
nucleo de factores e participar na organizacdo dos varios subcompartimentos

nucleares.

Complexos modificadores
da cromatina

al®
/ S

| Rreca
N ) OD

Cromatina

Inc-RNA

Figura 4. “Lnc-RNA” e regulagdo da transcri¢do. Adaptado de Geisler e Coller™,
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Regulagdo do processamento do ARN mensageiro (figura 5). Ainda durante a
transcricdo, a molécula de ARN mensageiro (ARNm) comeca a ser processada dando
origem a uma de varias isoformas possiveis. Os “Lnc-RNA” podem influenciar este
processamento. O modo como exercem esta influéncia ndo estd completamente
esclarecido. Admite-se que possam ocultar o local de “splicing” e bloquear o
recrutamento do “spliceosome”. Por outro lado, poderdo favorecer o “splicing”

alternativo e participar diretamente na edicdo do ARNm.

Processamento de mRNA

IncRNA
RITTT I I

|| |
Bont | LLILIII1I11]

Pré-mRNA

!

Controle de splicing

Figura 5. “Lnc-RNA” e regulagdo do processamento do ARNm. Adaptado de Geisler e Coller™®,

Modulag¢do do controlo pds-transcricional (figuras 6 e 7). Apds o processamento e
exportacdo citoplasmatica, as moléculas de ARNm sdo sujeitas a varios mecanismos
regulatdrios, que deste modo, contribuem para a modulacdo da expressdo genética.

— Controlo da traducdo. Os “Lnc-RNA” posicionam as moléculas de ARNm,
aumentando a expressao proteica sem alterar a quantidade de ARNm.

— Controlo da estabilidade do ARNm. Esta regulacdo pode ser no sentido
positivo ou negativo.

— “Esponjas” de miRNA. Os “Lnc-RNA” podem competir com outros ARN, pela
ligacdo ao ARNm. Por outro lado, podem sequestrar proteinas e efetores
relacionados com ARN, contribuindo para uma complexa rede de
interac¢cGes. Os ARN com esta propriedade sdo designados por “competing

endogeneous RNA”.
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Regulagao pds-transcricional

IncRNA
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t tradugdo de mRNA

Figura 6. “Lnc-RNA” e regulagdo pds-transcricional. Adaptado de Geisler e Coller™®,

miRNA

lli |- i1l

l IncRNA

Sequestragcdo de miRNA

Figura 7. “Lnc-RNA” com fungdo de “competing endogeneous RNA” . Adaptado de Geisler e Coller®®,

Regulacdo da atividade proteica (figura 8). Os “Lnc-RNA” também podem atuar ao
nivel das proteinas, nomeadamente dos factores de transcricdo. Podem conduzir a
“ . e ” . 4 . ~ “ s ”

splicing” alternativo, através de interacdo com os reguladores de “splicing”. Estas
moléculas possuem ainda a capacidade de inibir uma grande variedade de reacdes
enzimaticas. Ha ainda que referir a capacidade de modular as proteinas que se ligam

as varias classes de ARN.

Regulagdo pos-tradugdo

Splicing
— | skermativo

Figura 8. “Lnc-RNA” e regulagdo pds tradugdo. Adaptado de Geisler e Coller™®,
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Papel de suporte de estruturas celulares complexas (figura 9). Existem dados que

sugerem que os “Lnc-RNA” podem funcionar como estruturas de suporte.

Provavelmente serd esta, a principal funcdo dos “Lnc-RNA”  ao nivel
complexos modificadores da cromatina.

Inteiracdo com teldmeros. Os “Lnc-RNA” podem participar na extensdao dos
teldmeros e deste modo manter a sua dimensdo em células que estejam a
replicar-se. Podem servir de suporte as proteinas reguladoras dos telémeros.
Por outro lado, podem contribuir para o encurtamento dos telémeros. Como
tal os “Lnc-RNA” parecem ter um papel importante na hemodstase dos
teldmeros.

Interagdo com ribossomas. Esta interacdo parece acontecer sobretudo
aquando da exportacdo dos polipeptideos para o reticulo endoplasmatico.
Organizacdo de varias subestruturas nucleares. Os “Lnc-RNA” parecem estar
estrutural e funcionalmente relacionados com “histone locus bodies”,
granulos intercromatina, “paraspekles” (estrutura nuclear que poderd mediar
a retencdo, no nucleo, de ARNm hiper-editado) e de “corpos nucleares de
stress”.

Organizacdo de outras estruturas celulares de elevada complexidade como é

o caso das que suportam a glicdlise e o ciclo de Krebs.

Papel de suporte de estruturas
celulares complexas

Fungdo do complexo
multiproteico

—_—

Figura 9. “Lnc-RNA” e a fungdo de suporte de estruturas celulares complexas. Adaptado de Geisler e
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Coller™.

Moléculas sinalizadoras (figura 10). As moléculas de ARN podem ser transferidas de

uma célula para outra através de exossomas. A formacdo e trafico destas vesiculas é

um processo extremamente regulado e seletivo. Como tal um “Lnc-RNA” podera
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servir como um sinal, que modificaria varias funcdes celulares na célula recetora.
Potencialmente de modo duradouro, pois os “Lnc-RNA” poderdo ser integrados no

genoma (figura 11).

Sinalizagdo

miRNA
mRNA
e—{oRE T — Anama | __, FungiodoexRNAna
célula receptora
IncRNA

Exossoma

Figura 10. “Lnc-RNA” como moléculas sinalizadoras. Adaptado de Geisler e Coller™®,

Intregagdo no genoma

g

TTTTTTT - IncRnA - __. Switching de isdtopo
i RNA
IHNEENN] I mediado por Inc

Figura 11. Integragdo no genoma de “Lnc-RNA”. Adaptado de Geisler e Coller™,

E facil compreender que perante tamanha abundancia, variedade e pleomorfismo
funcional, os “Lnc-RNA” estejam implicados em multiplas funcdes celulares. Os
exemplos que consubstanciam esta realidade sdao multiplos. Os “Lnc-RNA” estdo
implicados em: “imprinting”, regulacdo epigenética; apoptose, controlo do ciclo
celular, regulacdo da transcricdo e da traducdo, “splicing”, desenvolvimento e

322

diferenciacdo celular e senescéncia celular’”*. Uma revisdo dos multiplos exemplos

especificos que consubstanciam esta realidade, extravasa o ambito deste trabalho.

1.8.2. “Long non-coding RNA” e doenc¢a oncoldgica

Também sdo muito numerosos os trabalhos que avaliam a fisiopatologia dos “Lnc-
RNA”, nomeadamente em contexto de doenca oncoldgica. Hd dados que
consubstanciam a nocdo de que os “Lnc-RNA”, estdo desregulados e participam no
estabelecimento e manutencdo do fendtipo neoplasico. Polimorfismos genéticos
incluindo “single nucleotide polymorphisms” (SNP) podem ocorrer em &areas do
genoma que nao codificam proteinas, como é o caso de areas transcritas como

mMiRNA e “Lnc-RNA”. SNP ao nivel de varios “Lnc-RNA” poderdo estar associados a
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um aumento do risco de desenvolvimento de neoplasias, como o carcinoma da

. 2 2 2 . 2 p
prostata®?®, cabeca e pescoco®”, mama®?® e carcinoma hepatocelular*?’. Apds o

estabelecimento do fendtipo maligno, os “Lnc-RNA”, podem ter uma funcdo

oncogénica ou de supressdo tumoral. Estudos demonstraram-no em varios tumores

s ~ ’ s . 2
como prodstata, mama, pulmao, figado, célon e leucemia®®.

“Lnc-RNA” e supressao tumoral. S3o vdrios os mecanismos celulares através dos

guais se admite que os “Lnc-RNA” podem exercer uma funcdo de supressdo tumoral:

Relacionado com p53. Varios “Lnc-RNA” estdo incluidos na rede de genes

323 0 “Lnc-RNA” “activator of enhancer

cuja transcricdo é modulada pelo p53
domains” (LED) é um deles. A transcricao do LED é induzida pelo p53. Por
outro lado, o LED participa na regulacdo da transcricdo de outras areas do
genoma associados ao p53. A supressdo do LED atenua a fung¢do do p53. Os
niveis de LED estdo diminuidos em vérias neoplasias®’®. O “maternally
expressed gene 3” (MEG3) interage com o “locus” de ligacdo ao ADN do p53,
estimulando a sua ativacdo. Demonstrou-se que estd desregulado em varios
tumores®>. O “Lnc-RNA-p21” regula a p21. A deplecio deste “Lnc-RNA”
acelera a progressdo do ciclo celular. Também se demonstrou estar
desregulado em linfomas**° e em carcinomas do c6lon®*.

O “Lnc-RNA” GUARDIN é ativado em resposta a lesdo do ADN. Promove a
sobrevivéncia celular contribuindo para a estabilidade genética. A sua
deplecdo resulta na fusdo dos teldmeros e induz a senescéncia e a apoptose.
Adicionalmente é um dos constituintes que integra a complexo
ribonucleoproteico que inclui o BRCA13%.

O “Lnc-RNA” NEAT1 também esta relacionado ao p53. Em situagdes de
agressio celular induz a formacdo e manutencdo de “paraspekles”®!. A
desregulacdo do NEAT1 podera ter impacto em tumores da mama e do
colon.

PTENP1 é um pseudogene do gene de supressdo tumoral PTEN. O “Lnc-RNA”
PTENP1 funciona como “esponja” para determinados “miRNA” (miR-17, miR-

19b and miR-20) que inibiriam o PTEN. Estd implicado em tumores da

, 2
préstata, da mama e hepatocelulares®®.
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“Lnc-RNA” com funcdo de “oncogene”.

Também existem multiplos dados que

associam varios “Lnc-RNA” a promocgdo do fendtipo maligno:

MALAT1 é um dos constituintes do “nuclear speckle” (trata-se de um
subcompartimento nuclear associado ao “splicing” e a metabolismo do ARN).
E um factor de progndstico em tumores do pulm3o, embora a sua funcdo
fisioldgica n3o seja evidente®*. Podera, também, ter importancia prognéstica
noutros tumores como gliomas, carcinoma hepatocelulares e TP.

HOTAIR é um “Lnc-RNA” associado ao desenvolvimento de metdstases. Terd
importancia progndstica em tumores da mama e do célon®*

NORAD é regulado pela maquinaria de reparacdao de ADN. Parece ter papel
importante no estabelecimento da instabilidade cromossémica®*3. Podera ter
significado progndstico em tumores do célon, do eséfago e da bexiga.

PVT1 parece ser importante na fisiopatologia dos tumores associados ao
oncogene MYC, como por exemplo alguns dos tumores do célon, da bexiga e

do colo do utero.

“Lnc-RNA” e plasticidade tumoral. Existe uma quantidade crescente de dados

gue associam os “Lnc-RNA” ao fendmeno de TEM (figura 12):

HOTAIR
MEG3
DNM30S
\
i PTV1
S EMT ¢ ,_'
. X3 .f‘ —> J J ,
L
MET ’
r;' Y\\
NEAT1 IncRNA-p21

Figura 12. ““Lnc-RNA”"” e transigdo epitelial-mesenquimatosa. Adaptado de Sanchez-Calle
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O DNM30S e o MEG3 contribuem para o estabelecimento de TEM em

3330 MEG3 também estd implicado na regulacdo

tumores epiteliais do ovario
epigenética da TEM, em linhas celulares de tumor do pulmio®*,

A expressao de “Lnc-RNA-p21” estd diminuida em tecidos e linhas celulares
de carcinoma hepatocelular. A sua sobreexpressdo inibiu a sinalizacdo da via
Notch e o estabelecimento de TEM. Por outro lado, a diminuicdo da
express3o produziu o efeito inverso®*. Em tumores gastricos o silenciamento
de “Lnc-RNA-p21” promove a agressividade das células tumorais e induz a
TEM. Niveis baixos de “Lnc-RNA-p21” associam-se a maior probabilidade de
desenvolvimento de metastizac3o e estadios TNM mais elevados®*.

Nos carcinomas da nasofaringe, o NEAT1 regula a TEM e podera contribuir
para a resisténcia a radioterapia337. Em osteossarcomas a expressdo de
NEAT1 estd aumentada em tecidos e em linhas celulares, facto que parece
ter importancia progndstica. A expressdao de NEAT1 induz a TEM e suprime,
epigeneticamente, a expressao de caderina 33,

Em tumores epiteliais do ovério, a inibicdo de MALAT1 diminuiu a
proliferacdo celular, invasdo e surgimento de metastizacdo. A nivel molecular
a diminui¢io de MALAT1 impediu a expressdo de genes associados a TEM>*® |
Neste modelo tumoral, o MALAT1 parece estar associado ao estabelecimento
de TEM.

O HOTAIR parece atuar como suporte estrutural que permite o recrutamento
de EZH2 e de “Snail”. Deste modo forma-se um complexo com funcdo
inibitéria que suprime a caderina E e promove a TEM, em hepatécitos ndo
transformados. Por outro lado, em carcinomas hepatocelulares existe um
aumento de EZH2, de HOTAIR e de “Snail”, o que se correlaciona com

1323340 Nos tumores da mama, o HOTAIR

progressdo e agressividade tumora
estd relacionado com a TEM, através do microambiente tumoral e de
mecanismos paracrinos. Os fibroblastos associados ao tumor secretam TGF-

B1. Esta citoquina promove a expressdo de HOTAIR a qual por sua vez induz a
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TEM. Em modelos in vivo, a deple¢cdo de HOTAIR inibe o crescimento tumoral
. ~ . . 1
e a metastizacdo dependente de fibroblastos associados ao tumor®*.
— A sobreexpressdao de PVT1, em tumores pancreaticos leva a um aumento de
~ 7 1 “ 7342
expressao de “Snail” e de “ZEB1”"".
Estes sdo apenas alguns dos multiplos trabalhos que associam os “Lnc-RNA” a
fisiopatologia tumoral. Os dados disponiveis enfatizam a extrema complexidade
associada aos “Lnc-RNA”. Os mecanismos de acdo sdo diversos e o resultado em

termos de funcionamento celular nem sempre é igual, podendo mesmo ser

divergente, quando consideramos um mesmo “Lnc-RNA”.

1.8.3. “Long non coding RNA” nos tumores da prostata.

Existem varios “Lnc-RNA” associados aos tumores da préstata (quadro 8).

Quadro 8. ““Lnc-RNA”” associados aos TP. Adaptado de Cimadamore®*

“Lnc-RNA” Caracteristicas

PCA3 Marcador urinario. Factor preditivo de achados
histoldgicos.

MALAT1 Aumento progressivo em formas mais agressivas da
doenga.
Possivel utilidade diagnostica.

FALEC Associado a proliferagdo celular, migragdo e invasao.

CCAT2 Factor prognéstico.

LOC400891 Factor prognéstico.

ATB Associado a factores clinico-patolégicos de maior

agressividade.
Factor prognéstico.

ANRIL Supressdo de senescéncia através de INK4A

Proliferagdo celular (cMyc); inibigdo BRCA2. Sobre-
PCAT1 expresso em doenga metastatica.

PCGEM1 Inibicdo de apoptose. Promogao proliferagdo celular.
Desenvolvimento de resiténcia a castragdo(?).

Supressdo de PTEN

PTENP1

Proliferagdo celular e invasdo. Inibigdo de apoptose
SPRY4-IT1

Desenvolvimento de resiténcia a castragdo(?).
PRNCR1

O “Prostate cancer antigen 3” (PCA3) é provavelmente, de entre os “Lnc-RNA”
associados ao tumor da préstata, o mais conhecido. A sua utilizacdo clinica foi alvo

de extensa avaliacdo. A detecdo e quantificacdo de PCA3 na urina é preditiva dos
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achados anatomopatolégicos®***

. No entanto a sua utilizacdo nunca se impds na
pratica clinica diaria, provavelmente por incapacidade de produzir ganhos
significativos em termos da abordagem terapéutica. Este aspeto levou o “Evaluation
of Genomic Applications in Practice and Prevention (EGAPP) Working Group” a
desaconselhar o seu uso clinico®®.

O “Lnc-RNA” MALAT1 esta sobreexpresso no tecido de TP quando comparado com
tecido normal. Um valor mais elevado de MALAT-1 associou-se a um score de
Gleason mais elevado, a um valor de PSA mais elevado e a estadios mais avancados.
Em modelos animais, a inibicdo do MALAT1 levou a reducdo do crescimento tumoral

36 MALAT1 urindrio também podera vir a ter interesse enquanto

e da mestastizacao
biomarcador. Doentes com biopsias positivas apresentaram valores de MALT1
urinario significativamente mais elevados do que aqueles com biopsias negativas. De
acordo com este dados entre um terco a metade das biopsias seriam

desnecessarias>*’

. MALAT1 podera também ser factor preditivo em doentes tratados
com Enzalutamida e com Docetaxel**®**°. FALEC é outro “Lnc-RNA”. Parece ser
regulado positivamente pela hipdxia. A sua expressdo estd aumentada no tecido
tumoral de TP, em comparag¢do com tecido normal. In vitro a diminuicdo de FALEC
poder3 inibir a proliferacdo celular, a migrag3o e a invasdo>".

O “Lnc-RNA” LOC400891 também parece ter importancia progndstica. Em doentes
com TP, uma maior expressao de LOC400891 associou-se a uma sobrevivéncia livre
de RBQ mais curta, mesmo quando se utilizou metodologia de analise
multivariavel®®*. CCAT2 é outro “Lnc-RNA” com provavel importancia progndstica.
Digno de registo o facto de o mecanismo fisiopatologico associado ao CCAT2
provavelmente englobar a modulagio da TEM**2, PCAT-1 é um “Lnc-RNA” que esta
marcadamente sobreexpresso nalguns TP, particularmente na doenca metastatica.
Podera contribuir para a proliferacdo celular nestes tumores, eventualmente através
do MYC. Isto porque o PCAT-1encontra-se no locus 8924 “gene desert”, na
vizinhanga de alguns SNP, bem estabelecidos como factores de risco para TP, e do
oncogene MYC>*3.

Embora parecem ter importancia progndstica e mesmo preditiva, os “Lnc-RNA”

apresentam a limitacdo de ndo serem documentados com muita frequéncia. Um

modo de otimizar a sua utilizacdo, poderia passar pela utilizacdo de assinaturas que
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incluissem vérios “Lnc-RNA”**. Huang e colaboradores avaliaram mais de 100 “Lnc-
RNA”, numa populacdo de 291 doentes com TP. Selecionaram quatro “Lnc-RNA” que
estavam significativamente associados a sobrevivéncia livre de RBQ. O RP11-
108P20.4 e 0 RP11-757G1.6 estavam positivamente associados a sobrevivéncia livre
de RBQ enquanto que o RP11-347119.8 e o LINC01123 estavam associados de modo
pejorativo. Com base nesta “assinatura” genética, criaram um score de risco que
dicotomizou os doentes em alto e baixo risco. Em andlise multivariavel esta
assinatura mostrou ser um factor de progndstico independente da idade, do estadio
Te N, do SG, da margem e da utilizagio de radioterapia adjuvante®*.

Os dados referentes a importancia progndstica dos “Lnc-RNA” no TP, foram
compilados numa metaandlise recente. Esta inclui dezoito estudos. Os resultados
mostram que uma expressdao anormal de “Lnc-RNA” estd associada de modo
significativo a sobrevivéncia livre de RBQ e a sobrevivéncia livre de progressao.

Também confirma que a expressdo de “Lnc-RNA” estd relacionada com varios

factores clinicos e anatomopatoldgicos, de reconhecido impacto progndstico®>.

1.8.4. “Second Chromosome Locus Associated with Prostate-1” (SChLAP1)

Numa tentativa de caracterizar os “Lnc-RNA” associados aos TP, o grupo de Prensner
avaliou 102 amostras tecidulares e de linhas celulares de carcinoma da prostata.
Para o efeito utilizou a tecnologia RNA-Seq. Em mais de 1800 “Lnc-RNA”,
identificaram 121 que associaram aos TP. Para além do PCAT-1 também
descreveram o PCAT-114. Caracterizaram-no como tendo origem num J/ocus de
transcricdo extenso (>500 kb) localizado num “gene desert” no braco longo do
cromossoma 2 (2g31). Esta regido foi denominada “Second Chromosome Locus
Associated with Prostate-1 (SChLAP1)**3. O mesmo grupo, em trabalhos
subsequentes, aprofundou a investigacao sobre o SChLAP1. Num segundo trabalho,
publicado em 2013, sugeriram de modo indelével, a importdncia progndstica e
postularam acerca do mecanismo de acdo do SChLAP1*®. O SChLAP1 é o produto da
transcricdo de um gene com 1,4 kb e que inclui até 7 exdes. Possui varias isoformas
de “splicing”, sendo que as variantes denominadas #1, #2, e #3, representam a
maioria (>90%) das transcricdes. A Unica alteracdo molecular, a que a expressao de

SChLAP1 estava associada, era a presenca de fusées do ETS. Confirmou-se a auséncia
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de potencial para codificar proteina. De modo a avaliar a importancia progndstica,
utilizou-se uma coorte constituida por 235 doentes com TP localizado e tratados com
prostatectomia. O SChLAP1 estava expresso em cerca de 25% dos casos. A expressdo
de SChLAP1 foi maior na doenca metastatica do que na doenca localizada. Em
termos progndsticos confirmou-se a importdncia do SChLAP1. A expressdo de
SChLAP1 foi um factor progndstico independente para a RBQ e para a mortalidade
especifica por TP. A magnitude da sua importancia progndstica foi similar a do
estadio clinico avancado e a do SG. A associacdo do SChLAP1 a agressividade
bioldgica, foi adicionalmente sugerida através estratégias, in vitro, de ganho e de
perda de func¢do. O silenciamento de SChLAP1 diminuiu marcadamente a capacidade
de invasdo e de proliferacdo celular. A sua sobreexpressdo em células prostaticas
benignas aumentou marcadamente a capacidade de invasdo. Em modelos animais, o
silenciamento também diminuiu a capacidade de metastizacdo. Por fim este trabalho

lancou alguma luz acerca do mecanismo de a¢do do SChLAP1 (figura 13).

Sobre-expressao SChLAP1
1

|
;
miRNA-198 : Menor
| e&pf85$30
| I de MMP-9,
' MMp-1se
. ' VEGF
SWI/SNF Via MAPK1 X
|
+

Estabelecimento e agravamento de fenétipo neopldsico

Figura 13. Mecanismos de a¢do do SChLAP1. Adaptado de Cimadamore®”.

Antagoniza o complexo SWI/SNF. Este complexo, constituido por mdultiplas
proteinas, participa na regulacdo negativa da transcricdo através da modulacdo dos
nucleossomas e da cromatina. Perda funcional deste complexo promove a

progressdo neoplasica. Mdltiplos componentes deste complexo estdo
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somaticamente inativos em varias doencas oncoldgicas. A inibicdo deste complexo
pelo SChLAP1 parece ser mediada pela repressdo da transcricdio do gene SNF5.
Outro mecanismo de acdo possivel, é através da via MAPK. Aparentemente mediado
pelo miRNA198. O miR-198 parece exercer a sua funcdo supressao tumoral através
de inibicdo da via MAPK. O SChLAP1 diminui a expressdo do miR-198 e poderd
funcionar como “esponja” desta molécula. Deste modo, exerceria um papel de

357 Neste mesmo trabalho o silenciamento do SChLAP1

modulacdo na via MAPK1
levou a uma diminuicdo das MMP-9 e MMP-14 e do VEGF.
O SChLAP1 parece ser relativamente especifico da prdstata, existindo em pequenas

3% No entanto SChLAP1 também esté sobre-

guantidades noutros 6rgaos e tecidos
expresso em tumores da bexiga quando comparado com tecido vesical normal. Em
linhas celulares de tumores da bexiga, o silenciamento do SChLAP1 também assumiu
uma funcdo de supressdo tumoral*>®. No dltimo dos trabalhos disponibilizados pelo
grupo de Prensner, tentou-se identificar quais os ARN associados a progressdo de
metastizacdo ap6s PR. Foram obtidas amostras de 1008 doentes com doenca
localizada e tratados cirurgicamente. A expressdo genética foi determinada com
base na plataforma “Affymetrix GeneChip”. O SChLAP1 foi hierarquizado como o
primeiro de entre os genes sobreexpressos nos doentes em que ocorreu
metastizacdo. Com base em andlise multivaridvel, a expressdao de SChLAP1 (alta
versus baixa) foi um factor preditivo independente de desenvolvimento de
metastizacdo a 10 anos. Esta capacidade so foi partilhada com o SG (8-10 versus 5-
7)360.

A importancia prognéstica do SChLAP1 foi confirmada pelos trabalhos de outro
grupo. Utilizaram uma outra tecnologia, a “RNA in situ hybridization”, a qual
permitiu a detecdo de SChLAP1 a partir de blocos de parafina. Ndo obstante as
diferencas metodoldgicas, confirmou-se a importancia do SChLAP1 enquanto factor
de progndstico. Numa coorte de 150 doentes com carcinoma da préstata localizado,
o0 SChLAP1 estava aumentado em 16% dos casos. Esta elevacdo associou-se a uma
maior probabilidade de recorréncia da doenca e a factores clinicos e
anatomopatoldgicos de alto risco®*!. Numa expans3o deste trabalho, que passou a
incluir 935 doentes com TP localizados e tratados com PR, obtiveram-se resultados

similares. Em vez de recorréncia da doenca, os autores procuram estabelecer uma
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relacdo entre o SChLAP1 e desenvolvimento de TP letal. A expressdo elevada de
SChLAP1 ocorreu em 9.5% dos casos e associou-se de modo significativo a
desenvolvimento de TP letal, independentemente da idade, do SG, do estadio
patoldgico e da expressdo de PTEN®®2. Existe um outro trabalho extenso que
consubstancia a associacao do SChLAP1 a formas mais agressivas do TP. Em mais de
1300 doentes tratados com cirurgia ou com radioterapia, avaliou-se a importancia
prognodstica dos subtipos histoldgicos intraductal e cribiforme. A presenca destes
subtipos, a qual ocorreu em 211 casos, aumentou de modo significativo o risco de
recorréncia bioquimica (2 a 3 vezes) e de metastizacdao (4 vezes). Em 156 tumores
avaliou-se a abundéancia de ARN. O SChLAP1 foi o Unico gene com um aumento de
expressao de 3 vezes nos tumores com subtipos intraductal e cribiforme, quando
comparado com os tumores sem estes subtipos. Para além disso, num outro
conjunto de 393 amostras, a expressdo de SChLAP1 teve uma precisdo superior a
80% na identificacdo de tumores com subtipos intraductal e cribiforme®**%. 0
mesmo trabalho evidenciou ainda que tumores com subtipos intraductal e
cribiforme estdo associados a instabilidade genémica e a hipdxia.

Em termos genéricos, o ARN e as suas varias classes parecem querer compaginar um
admiravel mundo novo. Em nome desta minha percepcdo, transcrevo a seguinte
frase: “With eyes open to new possibilities, undoubtedly we will be surprised by
what we will find”**®, Em termos mais especificos, no que concerne aos TP, a
investigacdo relativa aos “Lnc-RNA” é ainda relativamente recente. No entanto os
dados disponiveis permitem afirmar com segurancga que:

— Os “Lnc-RNA” tem um papel importante nas varias etapas da histéria natural
dos TP.

— Esta importancia parece ser mais significativa, se considerarmos
especificamente o SChLAP1 (quadro 9).

— A utilizacdo da informacdo aportada pelo SChLAP1 poderd modificar
radicalmente a abordagem terapéutica dos TP. Enquanto factor preditivo e
progndstico poderd conduzir a otimizacdo da abordagem terapéutica,
sobretudo no que concerne a sua intensificacdo em contexto curativo. Por
outro lado, o SChLAP1 podera ser, em si mesmo, um alvo terapéutico através

de estratégias que conduzam ao seu silenciamento.
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Quadro 9.

Estudos que avaliam SChLAP1 em tumores da préstata. Adaptado de Cimadamore®”.

3

Referéncia

Amostra

Achados

353

Prensner 102 amostras tecidulares | Identificagdo de 121 “Lnc-RNA” associados a PCa.
e linhas celulares de PCa. | Descri¢cdo do SChLAP1.
Prensner™° | 235 dts submetidos a PR; Importancia progndstica do SChLAP1 (recorréncia
doenga localizada. bioquimica e mortalidade especifica).
Sugestdo do mecanismo de a¢do (Complexo SWI/SNF).
Prensner’> | 1008 dts submetidos a Confirma importancia prognodstica do SChLAP1.
PR; doenga localizada. Valor progndstico similar ao score de Gleason.
Mehra®" 150 dts submetidos a PR; | Confirma importancia progndstica.
doenga localizada. Utilizagdo de amostras conservadas em blocos de
parafina.
Mehra®® 937 dts com PCa Importancia progndstica independente de idade, score de
localizado. Gleason e estadio patoldgico.
Chua’® 1325 dts com PCa SChLAP1 foi o Unico gene com expressdo aumentada >3x
localizado. em subtipo intraductal e cribiforme.

Pior progndstico associado a subtipo intraductal e
cribiforme.
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2. OBJECTIVOS

O TP tem uma incidéncia elevadissima. Com as opg¢0es terapéuticas disponiveis, a
doenca localizada é curavel na maioria dos casos. No entanto a sua recorréncia é um
fendmeno quase sempre incuravel, associado a morbilidade importante e a custos
muito elevados. Existem abordagens terapéuticas adicionais que poderdao diminuir o
risco de recorréncia. Como tal, é essencial conseguir identificar, com maior precisao,
guais os doentes em que a doenca ira recorrer. Serd que a TEM e varios outros
biomarcadores, dadas as suas caracteristicas fisiopatoldgicas, poderdo contribuir

para uma otimizacdo da predicdo de recorréncia?

Com base nesta hipdtese, definiram-se os seguintes objectivos de investigacdo:

Avaliar quais os factores clinicos e anatomopatoldgicos, com valor preditivo

de RBQ.

— Avaliar se a expressdo de biomarcadores associados a TEM, possuem valor

preditivo de RBQ.

— Avaliar se outros biomarcadores, representativos de vdrios processos

fisiopatoldgicos celulares, possuem valor preditivo de RBQ.

— Avaliar se a sobreexpressdo de SCHLAP1, possui valor preditivo de RBQ.
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3. MATERIAIS E METODOS

A presente tese foi elaborada de acordo com o regulamento n.° 320/2015 da NOVA
Medical School/Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade NOVA de Lisboa.

A realizacdo deste projeto de Doutoramento recebeu parecer positivo, por parte da
Comissdo de Etica da Fundacdo Champalimaud e da Comissdo de Etica da NOVA
Medical School/Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade NOVA de Lisboa
(CEFCM).

3.1. Tipo de estudo

O estudo que serve de base ao presente projeto de investigacdo é observacional, do
tipo coorte clinico, com uma componente retrospetiva e outra prospetiva. Em
termos de investigacdo quando a experimentacdo ndo é possivel, os estudos do tipo
coorte representam a melhor opcdo para a obtenc3o de evidéncia®®®. Numa primeira
fase, recolheram-se os dados referentes as variaveis clinicas e anatomopatoldgicas.
Numa segunda fase, estudaram-se o0s biomarcadores e efetuou-se o
acompanhamento dos doentes.

O resultado de interesse primario para o estudo foi a ocorréncia de recorréncia

bioquimica.

3.2. Populagdao em estudo e critérios de sele¢do

O presente projeto de investigacdo tem por base uma populacdo de 164 doentes

com o diagnéstico de carcinoma da préstata localizado, tratados com prostatectomia

radical, na Fundacdo Champalimaud, entre 1 de Junho de 2012 e 31 de Maio de

2016.

Os critérios de inclusdo foram os seguintes:

- Doentes do sexo masculino, sem limite de idade, com carcinoma da préstata,
estabelecido histologicamente.

- Doentes tratados com prostatectomia radical de intuito curativo.

- Auséncia de evidéncia de disseminacdo a distancia, a data da cirurgia.

Os critérios de exclusdo foram os seguintes:

- Realizacdo de tratamento neoadjuvante e ou adjuvante.
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- Ocorréncia de persisténcia bioquimica durante os primeiros 3 meses ap6s a
cirurgia.

- Antecedentes de realizacdo de outras formas de tratamento focal do carcinoma
da prostata.

- Cirurgia radical realizada em contexto de “resgaste”, por recorréncia ou
persisténcia local.

- Documentacdo, intraoperatdria, de margem cirurgica positiva macroscépica.

Todos os doentes, desta série, foram tratados cirurgicamente apds discussdo do

respetivo caso clinico em reunido multidisciplinar. Realizaram prostatectomia

radical, por via laparoscoépica, apds confirmacdo do diagndstico de TP por bidpsia

prostatica. A decisdo da realizacdo de linfadenectomia foi baseada no nomograma

367 0 estadiamento clinico local foi efetuado com base

de Briganti e colaboradores
em toque rectal e em ressonadncia magnética multiparamétrica. A exclusdo de
disseminacdo a distancia foi efetuada de acordo as “guidelines” da “European

"85 Foi realizado exame anatomopatoldgico de todas as pecas

Association of Urology
cirargicas, por um Unico anatomopatologista dedicado, o Professor Doutor Antonio
Lopez-Beltran. O estadiamento patolégico da peca foi realizado de acordo com a

sétima edicdo do sistema TNM da AJCC3®®

. O seguimento dos doentes, apds PR, foi
efetuado com avaliacdo trimestral, durante o primeiro ano e dai em diante
semestralmente. A cada consulta, os doentes realizaram avaliacdo clinica e
guantificacdo de PSA.

Apds avaliacdo inicial de todos os casos que cumpriam os critérios de inclusdo, foram
excluidos dezassete doentes. Destes, dez casos foram excluidos, porque se
considerou que os dados clinicos e anatomopatolégicos disponiveis estavam
incompletos. Estes primeiros casos coincidiram com o arranque da atividade
assistencial na Fundacdo Champalimaud. Como tal, os doentes foram submetidos a
cirurgia no Hospital da Cruz Vermelha, o que acarretou avaliacdo por um outro
Anatomopatologista e alguma dificuldade no acesso a informacdo clinica. Outros
guatro doentes foram excluidos porque tiveram necessidade de realizar radioterapia

externa adjuvante. Dois outros, por persisténcia e posterior progressao bioquimica

durante os primeiros 3 meses, apds a PR, e um ultimo, porque estava a realizar
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hormonoterapia neoadjuvante, a data da cirurgia. Daqui resultou a amostra

populacional, utilizada neste estudo, constituida por 147 casos (figura 14).

Doentes tratados com PR
(n=164)

l

Dados incompletos (n=10)

l

RTEa (n=4)

l

Persisténcia BQ (n=2)

l

HT neoadjuvante (n=1)

l

Populagdao em estudo
(n=147)

Figura 14. Selegdo da populagdo em estudo.

3.3. Colheita de dados

Os registos clinicos referentes a todos os doentes, foram consultados a partir do
processo clinico eletrénico da Fundagdo Champalimaud.

Recolheram-se dados clinicos, laboratoriais e anatomopatoldgicos (bidpsia e peca
operatoria), referentes a todos os doentes. Esta recolha foi efetuada no “baseline” e
em dois outros momentos distintos. Estes varios momentos de colheita de dados
consubstanciam a componente retrospetiva e prospetiva do estudo. Nos doentes em
gue ocorreu RBQ, a data desta representa o fim do acompanhamento, no que
concerne a este estudo. Nos doentes em que ndo ocorreu RBQ, definiu-se como data
final de acompanhamento, a data da ultima consulta registada no diario clinico. O
seguimento referente a este projeto de investigacdo, foi encerrado no dia 31 de

Julho de 2017. O tempo de seguimento do doente foi contado em meses, a partir da
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data da cirurgia, até a data da RBQ - nos doentes com RBQ — e até a data da ultima
consulta - nos doentes sem RBQ.
Para cada doente, recolheu-lhe informacao referente a:
- Idade.
- Valor de PSA pré-operatdrio.
- Data da bidpsia.
- Data da cirurgia.
- Valores seriados de PSA obtidos durante o seguimento.
- Data em que se obteve o ultimo valor de PSA, durante o seguimento.
- Data da ultima consulta.
- Data da recorréncia bioquimica.
- Score de Gleason da bidpsia.
- Classificacdo de Epstein da bidpsia.
- Numero de fragmentos invadidos por neoplasia na bidpsia.
- Extensdo maxima do envolvimento neopldsico nos fragmentos da
bidpsia.
- Percentagem maxima de envolvimento neoplasico nos fragmentos da
bidpsia.
- Invasdo perineural na bidpsia.
- Tipo de cirurgia efetuado.
- Subtipo histoldgico.
- Percentagem de subtipo intraductal.
- Score de Gleason na peca operatoria.
- Classificacdo de Epstein na peca operatoria.
- Presenca de padrdo terciario de Gleason 5, na peca operatoria.
- Classificacdo de Epstein da lesdo indice.
- Score de Gleason da lesdo indice.
- Extensdao maxima da lesdo indice.
- Volume da lesdo indice.
- Unifocalidade vs. multifocalidade.
- Estado da margem cirurgica.

- Extensdo da margem cirurgica positiva.
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- Extensdo extraprostatica na pega operatéria.
- Dimensdo da extensdo extraprostatica na peca operatoria.
- Invasao perineural na pega operatéria.
- Invasdo vascular na peca operatéria.
- Invasdo das vesiculas seminais na peca operatéria.
- Numero de ganglios linfaticos isolados em doentes submetidos a
linfadenectomia.
- Numero de ganglios linfaticos positivos.
- Estadio patolégico “T".
- Estadio patoldgico “N”.
Foram ainda recolhidos varios outros dados, nomeadamente respeitantes ao
estadiamento clinico por toque rectal e por RM, que se decidiu ndo incluir na
presente andlise. Em seguida, enumeram-se algumas definicdes simples utilizadas
na caracterizacao da populacdo em estudo:
- Data da biopsia. Foi definida como a data em que foi realizada a
bidpsia.
- Data da cirurgia. Foi definida como a data em que foi realizada a
cirurgia.
- Data de RBQ. Foi definida como a data da quantificacdo do PSA, em
gue se registou, pela primeira vez, um valor igual ou superior a 0.2

ng/mL.

3.4. Metodologia utilizada na avaliagdo de biomarcadores.

Nos casos incluidos neste projeto, a avaliacdo da expressdo de biomarcadores, foi
efetuada em tecido tumoral e, no caso do SChLAP1 também em tecido ndo
neoplasico, ambos isolados a partir da peca operatdria. Para a pesquisa dos varios
biomarcadores utilizou-se a técnica de imunohistoquimica (IHC) e a de “Quantitative
Real-Time Polymerase Chain Reaction” (qRT-PCR).

Devido a limitacbes econdmicas e de tempo, foram selecionados 62 casos para
estudo imunohistoquimico e quinze para estudo molecular. Os 62 casos
selecionados para IHC, incluiram 18 casos em que ocorreu RBQ e 44 controlos. Os 15

casos selecionados para estudo molecular incluiram 7 casos com RBQ e 8 controlos.
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A lista dos varios biomarcadores estudados neste projeto, pode ser consultada no
qguadro 10.

A IHC envolve a identificacdo visual de moléculas alvo, em células e tecidos, através
da interacdo especifica entre anticorpo e antigénio. O anticorpo é marcado com um
gerador de sinal especifico, apelidado de indicador. Este pode ser, por exemplo, um
fluorocromo, uma enzima ou uma particula metélica®®®. Apresenta vantagens
relativamente a outras técnicas mais recentes de andlise molecular. E menos
complexa e mais barata. Ainda em relacdo as técnicas mais recentes, produz uma
menor quantidade de informacdo, o que pode ser uma vantagem ou uma
desvantagem. Apresenta varias outras desvantagens. A IHC, apesar de simples,
requer conhecimento para ser efetuada de forma adequada. A sua interpretacdo
requer treino, ndo é clara a sua concordancia com outras técnicas mais recentes e a
sua padronizacdo, amiude, ndo é consensual.

De modo a otimizar os recursos, para os casos selecionados para IHC, construiram-se
“Tissue microarrays” (TMA). Esta técnica permite comparar muitas amostras
diferentes, numa Unica ldmina. E uma técnica custo-efetiva, em termos de trabalho e
de material corante, e que apresenta ainda a vantagem de permitir condicOes
homogéneas de coloracdo. A area tumoral de interesse é identificada através de
uma lamina corada com hematoxilina-eosina. E sujeita a microdisseccdo e os
fragmentos dos varios casos sdo reunidos num molde. A este molde acrescenta-se
um meio consolidante. Posteriormente produzem-se cortes deste novo bloco para
técnicas histopatoldgicas®’.

A partir de blocos de parafina selecionados, obteve-se uma lamina corada com
hematoxilina-eosina, para cada um deles. A partir destas laminas foi selecionada a
area tumoral a analisar. Esta selecdo foi efetuada por um Unico anatomopatologista
(Professor Doutor Antonio Lopez-Beltran). Repartiram-se os 62 casos em 6 planos de
matrizes, 4 com 10 casos e duas com 11 casos. Para cada caso em estudo, foram
obtidas 3 amostras distintas de tecido tumoral. Em cada um dos planos das matrizes
acrescentaram-se 3 a 4 casos de controlo, obtidos a partir de tecido ndo neopldsico e
ndo prostatico. Posteriormente a selecdo da drea tumoral e a realizacdo dos planos
das matrizes, as amostras de tecido foram enviadas para o laboratdrio da Professora

Doutora Maria Raspollini (University of Florence, Division of Histology and Molecular
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Diagnostics), onde se construiram os TMA. Em seguida, descreve-se sucintamente a
técnica utilizada. Construiram-se 6 blocos em branco, que receberam os cilindros de
tecido em estudo. Os blocos foram desbastados com microtomo, de modo a
assegurar uma superficie de corte regular. Em seguida utilizou-se um “MTA1-manual
Tissue Arrayer”, para a construcdo das matrizes tecidulares de acordo com os 6
planos de matrizes previamente definidos. Posteriormente procedeu-se a inclusdo
dos blocos, de modo a permitir que os cilindros de tecido aderissem melhor ao bloco
recetor.
Os seis blocos foram reenviados para o laboratdrio do Servico de Anatomia
Patoldgica da Fundacdo Champalimaud onde se realizou a técnica de
imunohistoquimica. A partir das varias matrizes tecidulares realizaram-se cortes de 2
pum de espessura. Estes cortes foram realizados em micrétomo automatico Leica®
RM2255 e sujeitos a técnica de IHC no laboratdrio de Anatomia Patoldgica da
Fundacdo Champalimaud. As técnicas de IHC, foram efetuadas com recurso aos
equipamentos Ventana® Benchmark Ultra, Leica® Bond-Max e Leica® Bond-Ill. Estes
aparelhos realizam, de modo automatico, todos os passos que constituem a técnica
de imunohistoquimica:

- Desparafinizacao.

- Reidratacao.

- Recuperacdo antigénica.

- Bloqueio da peroxidade enddgena.

- Aplicacdo do anticorpo primario. Na maior parte dos casos utilizaram-se

anticorpos previamente diluidos, “ready to use” (quadro 10).
- Incubacao.
- Visualizacdo da reacdo. O sistema de detecdo variou de acordo com o tipo
de anticorpo utlizado (quadro 10).

- Contraste com hematoxilina.
Posteriormente, procedeu-se a lavagem, desidratacdo e montagem. Em termos de
controlo de qualidade, em todas as laminas foi incluida uma amostra que funcionou

como controlo positivo, garantindo assim a fiabilidade do procedimento técnico.

113



Quadro 10. Lista dos biomarcadores estudados por IHC.

Sist d
Biomarcador (Clone) Diluicdo 'S emal € Fabricante
detegdo

SOX2 (CSP76) “Ready to use” “Ultra View” Ventana

OCT4 (NINK) “Ready to use” “Bond Polymer Novocastra
Refine Detection”

caderina E(Clone 36B5) “Ready to use” “Bond Polymer Novocastra
Refine Detection”

caderina N (IAR06) “Ready to use” “Bond Polymer Novocastra
Refine Detection”

Vimentina (SRL33) “Ready to use” “Bond Polymer Novocastra
Refine Detection”

ERG (EPR3864) “Ready to use” “Ultra View” Ventana

P53 (DO7) “Ready to use” “Bond Polymer Novocastra
Refine Detection”

Ki67 (K2) “Ready to use” “Bond Polymer Novocastra
Refine Detection”

PTEN (6H2.1) 1:75 “Bond Polymer Enzo Life
Refine Detection” | Sciences

PMS2 (EPR3947) “Ready to use” “Bond Polymer Cell Marque
Refine Detection”

MSH6 (44) “Ready to use” “Opti View” Ventana

MLH1 (M1) “Ready to use” “Opti View” Ventana

MSH2 (G219-1129) “Ready to use” “Opti View” Cell Marque

Uma vez terminada a técnica de imunohistoquimica, as laminas foram digitalizadas
através de um digitalizador de laminas Ultra Fast Scanner da Philips®. Foi a partir da
imagem resultante deste digitalizador, que se procedeu a leitura e interpretacdo dos
resultados.

De modo a conseguir uma familiarizacdo aceitdvel com o sistema de microscopia
digital e para assegurar a consisténcia dos resultados da leitura da IHC, realizaram-se
dois treinos distintos. Um deles baseou-se na avaliacdo de margens cirdrgicas em
varios casos de TP. Os resultados deste conjunto de treino foram confirmados e
corrigidos pelo Professor Doutor Antonio Lopez-Beltran. A realizacdo deste trabalho
traduziu-se na coautoria de um artigo, que procurou estabelecer a validade da
microscopia digital na avaliacdo das margens cirtrgicas™’. Um segundo conjunto de
treino foi corporizado, pela avaliagdo de um outro TMA, distinto, constituido por 33

casos de TP e 5 controlos. Neste outro TMA, foram utilizados os mesmos
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biomarcadores que neste projeto. Os resultados foram confirmados e corrigidos pelo
Professor Doutor Antdénio Lopez-Beltran. Por fim, no TMA do préprio projeto,
realizou-se uma escolha aleatdria de 10 casos. A leitura destes, foi efetuada em
separado, pelo autor deste projeto e pelo Professor Doutor Antdnio Lopez-Beltran.
Os resultados foram comparados e apresentaram uma elevada concordancia. Por
fim, efetuou-se a leitura de todos os casos do TMA deste projeto. A leitura foi
efetuada sem conhecimento das caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas
associadas a cada caso. Foi acompanhada, de perto, pelo Professor Doutor Antonio
Lopez-Beltran.

Em relacdo a anadlise genética, importa ressalvar uma mudanca que ocorreu durante
a realizacdo deste projeto de investigacdo. Inicialmente definiu-se como objetivo,
avaliar o papel preditivo de analise mutacional. Esta acabou por ndo se realizar por
duas razbes distintas. Quando o projeto foi idealizado, havia uma possibilidade
palpavel de a Fundacdo Champalimaud vir a dispor de capacidade prépria para a
realizacdo de andlise genética através da tecnologia de “next generation
sequencing”. Como tal considerou-se que seria exequivel avaliar geneticamente
alguns dos casos com RBQ e outros sem RBQ que serviriam de controlos.
Infelizmente a Fundacdo ndo veio a dispor de capacidade prépria e, como tal, a
avaliacdo genética passou a ser efetuada através de prestadores externos. O valor
pecuniario desta anadlise, impossibilitou a sua realizacdo no dmbito deste projeto.
Por outro lado, os dados que foram sendo publicados na literatura internacional,
tornaram claro que os TP primarios possuem uma carga mutacional relativamente

22371 Quando se comegou a procurar alternativas, o SCHLAP1 rapidamente

baixa
conseguiu um lugar de destaque. Para tal, contribuiram a consisténcia dos dados que
suportam a sua relacdo com os TP (quadro 9) e, por outro lado o seu caracter
inovador. Contactou-se o grupo da Sra. Professora Doutora Maria Alexandra
Fernandes e do Sr. Professor Doutor Pedro Viana Baptista, da Universidade Nova de
Lisboa, que aceitaram realizar a avaliacdo de SCHLAP1, em alguns casos da nossa
amostra.

Tal como referido acima, selecionaram-se 15 casos para avaliagdo de SCHLAP1, 7

casos com RBQ e 8 controlos. Ao contrdrio da selecao efetuada para IHC, apenas

constituida por tecido tumoral, a selecdo de tecido para o SCHLAP1 incluiu, para
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cada caso, uma amostra de tecido tumoral e uma outra amostra de tecido ndo
tumoral. A metodologia para avaliagdo de SCHLAP1 implicou, numa primeira fase, a
extracdo de ARN e a sintese de ADN complementar. Realizou-se a extracdo de ARN
usando 5 a 10 cortes (5 um), obtidos a partir de blocos de parafina. Estes foram
previamente selecionados pelo Sr. Professor Antonio Lopez-Beltran. Os cortes foram
desparafinados. O ARN foi extraido utilizando um kit “PAXgene Tissue RNA” e de
acordo com as instrucdes do fabricante (PreAnalytiX, Hombrechtikon, Switzerland).
O ARN foi conservado a —-80°C. O ADN complementar foi sintetizado a partir da
totalidade do ARN (100 ng) utilizando um kit “NZY M-MulLV First-Strand cDNA
Synthesis kit” e de acordo com as instrucdes do fabricante (NZYtech). Seguidamente
realizou-se a técnica de “Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction” (qRT-
PCR). Utilizaram-se os “primers” (SChLAP1, 5 -TGGACACAATTTCAAGTCCTCA-3" e
CATGGTGAAAGTGCCTTATACA-3") e a sonda “Tagman” (Schlapl Hs04421236_m1). A
sua utilizacdo seguiu as instrugdes do fabricante (Applied Biosystems). Incluiu uma
desnaturacdo inicial a 95 °C, durante 20 segundos, e 40 ciclos a 95 °C, durante 30
segundos; 60 °C, durante 30 segundos e 72 °C, durante 15 segundos. Os dados da

-AACt

expressao foram analisados pelo método Ct (2 ), utilizando ARN 18S como gene

“housekeeping”. Para cada amostra, repetiu-se o procedimento trés vezes e

-AACt

considerou-se haver um silenciamento significativo do gene quando 2 <0,5eum

valor de p < 0,05.

3.5. Variaveis e respetivo plano de operacionalizacdo

Em seguida, descrevem-se as varidveis e o seu plano de operacionalizacdo. A ordem
de encadeamento das varidveis é cronoldgica, de acordo com a pratica clinica diaria.
Distinguem-se varidveis que representam possiveis factores preditivos de RBQ -
varidveis independentes, da variavel que representa o resultado de interesse do
estudo - variavel dependente. A classificacdo do tipo de varidveis é feita de acordo
com Petrie e Sabin®*’2. Interessa, mais uma vez, clarificar uma aparente confusdo
entre factor preditivo e progndstico. Um factor progndstico diz respeito a uma
caracteristica que identifica subgrupos de doentes ndo tratados, com diferentes
“outcomes”. Um factor preditivo diz respeito a uma caracteristica que identifica

subgrupos de doentes tratados, com diferentes “outcomes”, como consequéncia do
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373 Na maioria das situagOes, mas ndo sempre, um factor progndstico

tratamento
também é um factor preditivo do efeito de tratamentos especificos. A clarificacdo, se
um factor de progndstico é, ou ndo, também um factor preditivo, pode requerer
evidéncia gerada com recurso a estudo aleatorizado. Neste projeto assumimos a
RBQ como factor preditivo em relagdo a PR. Por um lado, porque a ocorréncia de
RBQ identifica um “outcome” diferente apdés a PR. Por outro lado, porque a
importancia da RBQ enquanto factor progndstico ndo é inequivoca. Nem todos os
doentes com RBQ desenvolvem doenca clinicamente significativa. E também porque

modalidades terapéuticas de “salvacao”, subsequentes a RBQ, podem ser curativas.

A contextualizacdo tedrica das variaveis foi efetuada na introducdo da presente tese.

3.5.1. Variaveis independentes
As variaveis independentes agrupam-se em varios conjuntos: demografica, clinicas,

anatomopatoldgicas e moleculares (quadro 11).

Quadro 11. Lista das variaveis independentes (continua).

Tipo Enumeragdo
Demografica -ldade
Clinicas -PSA pré-operatério

-Intervalo entre a bidpsia e a cirurgia

-Tipo de cirurgia

-PSA pés-operatério

-Intervalo entre cirurgia e a ultima consulta
-Intervalo entre cirurgia e RBQ

Anatomopatoldgicas -Score de Gleason da bidpsia

-Classificagdo de Epstein da bidpsia

-Numero de fragmentos invadidos por neoplasia, na bidpsia
-Extensdo mdaxima do envolvimento neopldsico nos fragmentos da bidpsia
-Percentagem maxima de envolvimento neoplasico nos fragmentos da bidpsia
-Invasdo perineural na bidpsia

-Subtipo histoldgico na pega

-Percentagem de intraductal na pega

-Score de Gleason da peca operatdria

-Classificagdo de Epstein da pega operatoria

-Presenca de padrdo tercidrio na pega operatoria

-Score de Gleason da lesdo indice

-Classificagdo de Epstein da lesdo indice

-Extensdo maxima da lesdo indice

-Volume da lesdo indice

-Unifocalidade vs. multifocalidade

-Estado da margem cirurgica

-Extensdo da margem cirurgica positiva

-Extensdo extra-prostatica na peca operatdria

-Dimensdo da extensdo extra-prostatica na pega operatoria
-Invasdo perineural na pega operatoria

-Invasdo vascular na pecga operatdria

-Invasdo das vesiculas seminais na pega operatdria
-Numero de ganglios linfaticos isolados

-Numero de ganglios linfaticos positivos.

-Estadio patoldgico “T”

-Estadio patologico “N”
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Quadro 11. Lista das variaveis independentes (continuagdo).

Moleculares -SOX2

-0OCT4

-Caderina E

-Caderina N

-Vimentina

-ERG

-p53

-Ki67

-PTEN

-PMS2

-MSH6

-MLH1

-MSH2

-Marcadores de potencial estaminal
-Marcadores de TEM

-Marcadores de reparagdo de ADN
-SCHLAP1 em tecido tumoral
-SCHLAP1 em tecido normal

3.5.1.1. Variavel demografica

A Unica variavel demogréfica considerada neste projeto foi a idade, medida em anos,
a data do diagnéstico. A data do diagndstico foi assumida como a data do resultado
da bidpsia. Nos doentes em que ocorreu RBQ, registou-se, também, a idade a data

em que a mesma foi documentada.

3.5.1.2. Variaveis clinicas

Sdo varias, as variaveis clinicas consideradas neste projeto. Em seguida, descrevem-
se, sumariamente, cada uma delas.

PSA pré-operatdrio. Varidvel numérica continua. Registou-se, para cada doente, o
valor de PSA prévio a bidpsia. Apenas em dois doentes ndo foi possivel obter este
resultado antes da bidpsia e utilizou-se um resultado anterior a cirurgia. A unidade
de medida foi ng/mL.

Intervalo entre a bidpsia e a cirurgia. Variavel numérica continua. Quantificou-se,
em semanas, o intervalo de tempo compreendido, entre a data de bidpsia e a data
da cirurgia.

Tipo de cirurgia. Variadvel dicotdmica. Em todas as cirurgias registou-se se, para além
da PR, se foi efetuada (1), ou ndo (0), linfadenectomia.

PSA pdés-operatodrio. Varidvel numérica continua. Para cada doente, registaram-se as

varias quantificacdes do PSA, seriadas cronologicamente, apds a cirurgia. Como o
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procedimento de seguimento ndo é rigido, optou-se por registar todos os PSA
disponiveis de modo seriado e ndo assumindo pontos de corte temporais
previamente estabelecidos. Para cada doente foi ainda considerada, a ultima data de
guantificacdo do PSA. No caso dos doentes com RBQ, considerou-se que esta
coincidia com a data do ultimo PSA. A unidade de medida foi ng/mL.

Intervalo entre cirurgia e a ultima consulta. Varidvel numérica continua. Definido
como intervalo de tempo entre a data da cirurgia e a data em que foi efetuada a
ultima consulta. Este parametro, foi assumido neste projeto como correspondendo
ao seguimento dos doentes sem RBQ incluidos neste estudo. Esta variavel foi
guantificada em meses.

Intervalo entre cirurgia e RBQ. Varidvel numérica continua. Definida como o
intervalo de tempo, entre a data da cirurgia e a data da primeira determinacdo de
PSA, cujo resultado foi igual ou superior a 0.2 ng/mL. Este parametro permite
guantificar o seguimento dos doentes com RBQ. Esta varidvel também foi

guantificada em meses.

3.5.1.3. Varidveis anatomopatoldgicas

As variaveis anatomopatoldgicas sdo consideradas em dois contextos distintos: na
bidpsia e na peca operatdria. Existem algumas varidveis que sdo descritas em ambos
os contextos, enquanto que outras sdo especificas de um ou de outro. Descrevem-
se, inicialmente, as variaveis anatomopatolégicas referentes a bidpsia e em seguida
as referentes a peca.

Score de Gleason da bidpsia. Esta varidvel é numérica discreta. O SG é obtido pela
soma dos dois padroes de diferenciacdo mais frequentes. Teoricamente varia entre 2
e 10™*. Na maior parte dos estudos, e também, neste projeto, estabelece-se que
varia entre 6 e 10. De modo a evitar repeticdo dos dados, com a Classificacdo de
Epstein, ndo se subdividiu o score 7, em “3+4” e “4+3”.

Classificacdo de Epstein da bidpsia. Uma das limitacGes do SG, diz respeito aos casos
com valor “7”. Doentes com SG “3+4” tém melhor progndstico do que os com SG
“443"17 A classificagio de Epstein permite ultrapassar esta limitacdo. E uma
varidvel numérica discreta, definida pelos seguintes valores:

“1” =SG menor ou igual a 6.
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- “2"=SG“3+4".

- “3"=SG“4+3".

- “4"=SG“4+4".

- “5”=SG9el0.
Numero de fragmentos invadidos por neoplasia na bidpsia. Varidvel numérica
discreta. Quantifica o nimero de fragmentos da bidépsia em que se documentou a
existéncia de tumor.
Extensao maxima do envolvimento neoplasico nos fragmentos da bidpsia. Variavel
numérica continua. Quantifica-se qual o comprimento maximo, em milimetros,
ocupado pelo tumor em todos os cilindros de uma bidpsia.
Percentagem maxima de envolvimento neopldsico nos fragmentos da bidpsia.
Varidvel numérica continua. Quantifica-se, em percentagem, a razdo entre a
extensdo de tumor e o comprimento total do mesmo fragmento. Dos varios
fragmentos da bidpsia, que contém tumor, utiliza-se o valor daquele em que esta
razao é mais elevada.
Invasdo perineural na bidpsia. Variavel dicotdmica, em que se afirma (1), ou refuta
(0), a existéncia de invasdo perineural no tecido neopldsico obtido por bidpsia.
Subtipo histoldgico na pega. Varidvel categérica ordinal. Define o subtipo
histoldgico. Neste projeto reconhecem-se o0s seguintes subtipos: acinar(1);
intraductal(3); mucinoso(5) e de pequenas células/neuroenddécrino(6). A atribuicdo
de classificacdo de acinar pressupdem que a totalidade do tumor é constituida por
este subtipo. Por outro lado, a classificacdo como qualquer um dos outros subtipos,
requer apenas a existéncia de uma qualquer percentagem dos mesmos.
Percentagem de intraductal na pega. Varidvel numérica continua. Quantifica, em
percentagem, a quantidade do subtipo intraductal em relagdo a totalidade da area
tumoral.
Score de Gleason da pec¢a operatdria. Variavel numérica discreta. Varia entre 6 e 10.
De modo a evitar repeticdo dos dados ndo se subdividiu o score 7.
Classificacdo de Epstein da pec¢a operatdria. Variavel numérica discreta, definida
pelos seguintes valores:

“1” =SG menor ou igual a 6.

112” = SG ll3 + 4”-
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- “3"=SG“4+3".

- “4"=SG“4+4".

- “5”=SG9el0.
Presenca de padrdo terciario na peca operatdria. Varidvel dicotémica. Reflete a
existéncia (1), ou ndo (0), deste padrao.
Score de Gleason da lesao indice. Variavel numérica discreta. Varia entre 6 e 10. De
modo a evitar repeticdo dos dados ndo se subdividiu o score 7. A lesdo indice na
nossa populacdo foi definida como o nddulo tumoral de maior dimensao e com o SG
mais elevado.
Classificacdo de Epstein da lesdo indice. Varidvel numérica discreta, definida pelos
seguintes valores:

- “1” =SG menor ou igual a 6.

- “2"=SG“3+4".

- “3"=SG“4+3".

- “4"=SG“4+4".

- “5”"=SG9e10.
Extensao mdaxima da lesdo indice. Varidvel numérica continua. Expressa em
milimetros, o maior eixo da LI.
Volume da lesdo indice. Varidvel numérica continua. Expressa em centimetros
cubicos.
Unifocalidade versus multifocalidade. Variavel dicotémica, que identifica a natureza
unifocal (0) ou multifocal (1) do tumor, na peca operatoria.
Estado da margem cirirgica. Varidvel dicotomica. Identifica a presenca (1) ou
auséncia (0) de tecido tumoral na margem cirurgica.
Extensao da margem cirdrgica positiva. Varidvel numérica continua expressa em
milimetros. Quantifica a extensdo da margem cirurgica positiva.
Extensdao extraprostatica na pec¢a operatdria. Varidvel dicotémica. Identifica a
presenca (1) ou auséncia (0) de extensdo extraprostatica.
Dimensdo da extensdo extraprostatica na peg¢a operatdria. Varidvel numérica
continua expressa em milimetros. Quantifica a dimensdo da extensdo

extraprostatica.
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Invasdo perineural na peca operatdria. Varidvel dicotomica, em que se afirma (1),
ou refuta (0), a existéncia de invasdo perineural na peca.
Invasdo vascular na peca operatdria. Variavel dicotdmica, em que se afirma (1), ou
refuta (0), a existéncia de invasdo vascular na peca.
Invasdo das vesiculas seminais na peca operatoria. Varidvel dicotémica, em que se
afirma (1), ou refuta (0), a existéncia de invasdo das vesiculas seminais na peca.
Numero de ganglios linfaticos isolados. Varidvel numérica discreta. Quantifica o
numero de ganglios isolados, nos doentes submetidos a linfadenectomia.
Numero de ganglios linfaticos positivos. Varidvel numérica discreta. Reporta-se,
apenas a doentes em que ocorreu metastizacao ganglionar. Nestes quantifica-se o
numero total de ganglios com invasao tumoral.
Estadio patolégico “T”. Variavel categdrica ordinal definida pelas seguintes
categorias:

- “1” =pT2a, pT2be pT2c

- “2”=pT3a

- “3”=pT3b
Estadio patologico “N”. Varidvel categdrica ordinal definida pelas seguintes
categorias:

“0” = pNO
“1” = pN1

3.5.1.4. Variaveis moleculares

Quando um teste quantitativo ou biomarcador é utilizado para fins de diagnéstico, é
necessario especificar um valor de corte acima, ou abaixo, do qual o resultado é
considerado normal ou anormal. O estabelecimento dos pontos de corte representa
um compromisso entre sensibilidade e especificidade. Também depende de outros
factores, nomeadamente clinicos e anatomopatoldgicos.

Para a maioria dos biomarcadores utilizados neste estudo, estabeleceram-se pontos
de corte, definidos apds revisdo da literatura e discussdo. Estdo resumidos no
quadro 12. A titulo exemplificativo, na figura 15, podem observar-se

microfotografias referentes a alguns dos biomarcadores utilizados neste projeto.
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Quadro 12. Plano de operacionalizagdo das varidveis moleculares.

Biomarcador Pontos de corte Localizagdo celular Referéncia

SOX2 “+” (1) =<10% Nuclear Ugolkov374
“++” (2) = entre 10 e 50%
“+++” (3) = > 50%

OCT4 “+” (1) =<10% Nuclear Ugolkov374
“++” (2) = entre 10 e 50%
“+++” (3) = > 50%

caderina E Normal (0) = > 70% Membrana celular Junior”>*%®
Anormal (1) =< 70%

caderina N Negativo (0) =< 5% Membrana celular Jaggie Liu?>%*
Positivo (1) == 5%

Vimentina Negativo (0) = 0% Citoplasma Zhao "
Positivo (1) => 0%

ERG Negativo (0) = £ 90% Nuclear Lokman®"®
Positivo (1) =>90%

p53 Negativo (0) = < 10% Nuclear Guedes™
Positivo (1) => 10%

Ki67 Negativo (0) = < 2% Nuclear Verma”™’
“+” (1) =entre3e25%
“++” (2) = entre 26 e 50%
“+++"” (3) = entre 51 e 75%
“++++” (4) = > 75%

PTEN Positivo (0) =>90% Citoplasma Downes>’’
Negativo (1) = £ 90%

PMS2 Positivo (0) = 100% Nuclear Guedes”™
Negativo (1) = < 100%

MSH6 Positivo (0) = 100% Nuclear Guedes”™
Negativo (1) = < 100%

MLH1 Positivo (0) = 100% Nuclear Guedes”™
Negativo (1) = < 100%

MSH2 Positivo (0) = 100% Nuclear Guedes”™

Negativo (1) = < 100%

Tal como referido acima, os dados referentes aos marcadores moleculares

estudados por IHC, englobaram 62 casos. Os dados do SChLAP1 foram recolhidos em

15 casos. A escolha dos 62 casos para IHC, incluiu 18 casos em que ocorreu RBQ. Os

restantes 44, sem RBQ, foram escolhidos ao acaso e funcionaram como controlos.

Nos 15 casos selecionados para SChLAP1, foram selecionados 7 casos com RBQ e 8

casos escolhidos ao acaso. A escolha destes casos foi

influenciada pela

disponibilidade de tecido tumoral e ndo neoplasico. Em seguida descreve-se a

operacionalizacdo das diversas variaveis moleculares.
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SOX2. Variavel categodrica ordinal. Dados publicados apontam para varios pontos de

288,291,292,374,378
corte

. Utilizam-se os pontos de corte definidos no trabalho de Ugolkov
e colaboradores *"*:

“+” (1) = coloracdo nuclear presente em menos de 10% das células.

“++” (2) = coloracdo nuclear presente entre 10 e 50% das células.

“+++"” (3) = coloracdo nuclear presente em mais de 50% das células.
OCT4. Variavel categodrica ordinal. Dados publicados apontam para varios pontos de

289,294,295,379
corte

. Para este biomarcador, também se utilizaram os pontos de corte
definidos no trabalho de Ugolkov e colaboradores ’*:
—  “+” (1) = coloragdo nuclear presente em menos de 10% das células.
“++” (2) = coloracdo nuclear presente entre 10 e 50% das células.
“+++"” (3) = coloracdo nuclear presente em mais de 50% das células.
Caderina E. Variavel dicotdmica. Varios trabalhos utilizam diferentes pontos de

222-224,226-229,235

222,22
corte ’ 6.

Utilizam-se os dados dos grupos de Rubin e Junior
Definiram-se duas categorias:
— Normal (0) = coloragdo, ao nivel da membrana celular, em 70%, ou mais, das
células.
— Anormal (1) = coloragdo, ao nivel da membrana celular, em menos de 70%
das células.

Caderina N. Varidvel dicotomica. Existem varios pontos de corte reportados na

225,229,232,234,235 229,234,

literatura . Definem-se duas categorias

— Negativo (0) = coloragdo, ao nivel da membrana celular, em menos de 5% das
células.

— Positivo (1) = coloragdo, ao nivel da membrana celular, em 5%, ou mais, das
células.

Vimentina. Varidvel dicotdmica. Para este biomarcador existem poucos dados

375. De acordo com estes autores:

disponiveis em relacdo a sua utilizacdo em TP
— Negativo (0) = Coloracgdo citoplasmatica em nenhuma célula.
— Positivo (1) = Coloragdo citoplasmatica em qualquer célula.

Em relacdo a pontos de corte, noutros tumores, existem mais dados disponiveis®*®

385
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ERG. Varidvel dicotdmica. Existem varios trabalhos que indicam pontos de corte

. —392
dife r_entes376,3’>77,386 39

. Neste estudo reproduzem-se os pontos de corte do trabalho
de Lokman®’®:

— Negativo (0) = coloragao nuclear em 90%, ou menos, das células.

— Positivo (1) = coloragao nuclear em mais de 90% das células.
p53. Variavel dicotémica. Referéncia a varios pontos de corte disponiveis na
literatura. Utilizam-se os pontos de corte do trabalho de Guedes e colaboradores™*:

— Negativo (0) = coloragdo nuclear em 10% ou menos das células.

— Positivo (1) = coloragao nuclear em mais de 10% das células.
Ki67. Variavel categérica ordinal. Existem varias formas, descritas na literatura, de
operacionalizacdo desta varidvel?*?632693%73% pacidiu-se utilizé-la como variavel
categdrica ordinal, considerando-se os pontos de corte do trabalho de Verma®*®:

— Negativo (0) = coloragdo nuclear em 2% ou menos das células.

—  “+”(1) = coloragdo nuclear em 25 %, ou menos, das células.

—  “++” (2) = coloragdo nuclear entre 26 e 50% das células.

—  “+++” (3) = coloracdo nuclear entre 51 e 75% das células.

—  “++++” (4) = coloracdo nuclear em mais de 75% das células.
PTEN. Varidvel dicotdomica. Existem multiplos trabalhos que avaliam a expressdo

376,377,388,392,397-399
deste marcador

. Neste estudo reproduzem-se os pontos de corte
do trabalho de Downes®"’:

— Positivo (0) = coloracgao citoplasmdatica em mais de 90% das células.

— Negativo (1) = coloracgao citoplasmatica em 90%, ou menos, das células.
PMS2. Variavel dicotdmica. Existem varios trabalhos que sugerem diferentes formas
de operacionalizacdo desta varidvel 227283490401 saram-se os pontos de corte
referenciados no trabalho de Guedes e colaboradores®®:

— Positivo (0) = coloragao nuclear em 100% das células.

— Negativo (1) = coloragdo nuclear em menos de 100% das células.

MSH6. Variavel dicotdmica. Existem varios trabalhos que sugerem diferentes formas
de operacionalizagio desta variavel?®%2822834017403 " ysaram-se os pontos de corte

. 2
referenciados no trabalho de Guedes e colaboradores:

— Positivo (0) = coloragao nuclear em 100% das células.
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— Negativo (1) = coloragdo nuclear em menos de 100% das células.
MLH1. Varidvel dicotémica. Existem varios trabalhos que sugerem diferentes formas

279-2 1
|279-283,400,400403 ysaram-se os pontos de corte

de operacionalizacdo desta varidve
referenciados no trabalho de Guedes e colaboradores®®:

— Positivo (0) = coloragao nuclear em 100% das células.

— Negativo (1) = coloragdo nuclear em menos de 100% das células.
MSH2. Variavel dicotdmica. Existem varios trabalhos que sugerem diferentes formas

279-281 1
|279-281,400,400,403 " ysaram-se os pontos de corte

de operacionalizacdo desta varidve
referenciados no trabalho de Guedes e colaboradores®®:

— Positivo (0) = coloragao nuclear em 100% das células.

— Negativo (1) = coloragdo nuclear em menos de 100% das células.

Numa tentativa de potenciar a capacidade discriminativa dos dados disponiveis,
considerou-se pertinente avaliar conjuntamente varios biomarcadores, que estdo
associadas as mesmas caracteristicas do fendtipo neoplasico.

Marcadores de potencial estaminal. Variavel dicotomica. Nesta varidvel avaliaram-
se em conjunto os dois marcadores, que estdo associados a potencial estaminal
(SOX2 e OCT4).

— Negativo (0) = auséncia de expressdo de ambos os marcadores.

— Positivo (1) = se ocorre expressdo de qualquer um dos marcadores.
Marcadores de TEM. Varidvel dicotémica. Nesta variavel avaliaram-se em conjunto
os trés marcadores, que estdo associados a TEM (caderina E, caderina N e
Vimentina).

— Negativo (0) = se ocorre expressao de caderina E e auséncia de expressao de

caderina N e de vimentina.

— Positivo (1) — se ocorre perda de expressao de caderina E ou expressao de

caderina N ou expressdo de vimentina.
Marcadores de reparagdao de ADN. Varidvel dicotomica. Nesta varidvel avaliaram-se
em conjunto os quatro marcadores, que estdo associados a reparagdo do ADN
(PMS2, MSH6, MLH1 e MSH2).
— Negativo (0) — expressdo em todos os marcadores.

— Positivo (1) — se ocorre perda de expressao de qualquer um dos marcadores.
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Figura 15. Microfotografias referentes a algumas das variaveis moleculares

SCHLAP1 em tecido tumoral. Varidvel numérica continua.

SCHLAP1 em tecido normal. Varidvel numérica continua.

3.5.2 Variavel dependente

A Unica varidvel dependente do presente estudo é a RBQ. Esta representa o
resultado de interesse do estudo e é definida pela ocorréncia de uma quantificacdo
de PSA com um valor maior ou igual a 0,2 ng/mL. A data em que a analise foi

efetuada é assumida como a data de RBQ.

3.6. Metodologia estatistica

A analise estatistica associada a este projeto, dividiu-se em 3 fases. Na primeira
realizou-se uma andlise descritiva das varidveis acima descritas. Na segunda realizou-
se uma andlise univariavel. Através desta procurou estabelecer-se quais as variaveis
associadas ao tempo até ocorréncia de RBQ candidatas ao modelo multivariavel, o
gue corresponde a terceira fase desta analise. Todas as variaveis estatisticamente
significativas (p<0,05), e outras que se consideraram ter significado clinico, ndo
obstante um p mais elevado, foram incluidas no modelo de andlise multivaridvel.
Para a analise descritiva das diversas variaveis utilizaram-se tabelas de frequéncia,

para as varidveis categoricas e medidas de localizacdo (média e mediana, conforme

127



adequado) e de dispersdao (desvio padrdo e amplitude), para as varidveis
quantitativas.

Foram utilizados os testes Qui-quadrado e exato de Fisher para relacionar as
varidveis independentes com a RBQ. Também se utilizaram, o teste de Mann
Whitney para comparar dois grupos independentes, e o teste de Wilcoxon para
comparar amostras emparelhadas.

Para relacionar as diversas variaveis com o tempo até a ocorréncia de RBQ, foi
efetuada uma andlise de sobrevivéncia. O estimador de Kaplan Meier foi utilizado
para comparar grupos e, adicionalmente, ajustaram-se varios modelos de regressado
de Cox para as analises univaridveis e multivaridveis. Através deste método de
regressao é possivel determinar o efeito de um dado factor no tempo até a
ocorréncia RBQ, ajustado para o eventual confundimento de outros factores
envolvidos no processo. Para verificar a proporcionalidade das fungdes de risco
(condicdo de aplicabilidade necessaria a aplicacdo do modelo de Cox) foram
utilizados os residuos de Shoenfeld, necessarios a construcdo da estatistica de teste.
Valores de p superiores a 0,050 significam que a variavel em estudo verifica esta
condicdo de aplicabilidade.

Para a analise dos dados foi considerado um nivel de significancia a=0,05.

Todas as andlises foram efetuadas com o programa estatistico R***. Nos modelos de

I”

regress3o de Cox, foi utilizado o “package survival” do mesmo programa®®.

3.7. Outros

A organizagao e apresentagao, da presente tese, seguem as regras definidas por
Serrano”®.

A gestdo das referéncias bibliograficas foi efetuada com recurso ao “Mendeley -

Reference Management Software & Researcher Network”.
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4. RESULTADOS
Neste capitulo apresentam-se os resultados. Inicialmente descrevem-se os
resultados da andlise descritiva, seguidos dos resultados da analise univariavel e por

fim os da analise multivariavel.

4.1. Analise descritiva

Na analise descritiva apresentam-se dois conjuntos de informacdo. No primeiro faz-
se uma descricdo de todas as varidveis. No segundo descrevem-se e comparam-se 0s
resultados de todas as varidveis independentes, em casos com e sem ocorréncia de

RBQ.

4.1.1. Caracterizagdo da populagdo e da variavel demografica

A amostra em que se baseou a realizacdo deste projeto, foi constituida por 147
homens, todos submetidos a PR com intuito curativo. Dos 164 doentes identificados
inicialmente, e que cumpriam os critérios de inclusdo, 17 foram excluidos. Dez por se
considerar que os dados clinicos disponiveis estavam demasiado incompletos.
Quatro porqgue tiveram necessidade de realizacdo de radioterapia externa adjuvante.
Dois por persisténcia e posterior progressdo bioquimica durante os primeiros 3
meses apés a PR e um Uultimo, porque estava a realizar hormonoterapia
neoadjuvante, a data da cirurgia. A mediana do seguimento para a totalidade da
amostra foi de 20 meses, com um valor minimo e maximo, respetivamente, de 4 e
55 meses. A mediana de seguimento nos doentes em que ocorreu RBQ foi de 9
meses, com um valor minimo e maximo, respetivamente, de 4 e 30 meses. A média
do seguimento nos doentes em que ndo ocorreu RBQ foi de 23,2 meses com um
desvio padrdo de 10,6.

A idade foi a Unica varidavel demografica, considerada neste estudo. A idade média
era de 61,38 anos. O desvio padrdo era 5,6. A amplitude da variacdo etdria foi de 45

a 74 anos.

4.1.2. Variaveis clinicas
Em seguida descrevem-se as variaveis clinicas utilizadas neste projeto. Os resultados

estdo resumidos no quadro 13.
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Quadro 13. Analise descritiva das variaveis clinicas.

Variaveis clinicas | Categorias Frequéncia Medida de Medida de

absoluta / relativa localizagdo dispersao*

(%) central*
PSA pré- Mediana=6,42 Min/Max:1,33/23
operatorio
Intervalo entre Mediana=11 Min/Méax:2/68
bidpsia e cirurgia
Tipo de cirurgia PR 74 /50.3

PR e LFT 73/49.7

PSA pos-
operatorio
PSA1 (n=147) Mediana=0,02 Min/Méx:0/1,58
PSA2 (n=139) Mediana=0,02 Min/Méx:0/0,78
PSA3 (n=132) Mediana=0,02 Min/Méx:0/0,28
PSA4 (n=122) Mediana=0,02 Min/M4éx:0/0,24
PSAS5 (n=80) Mediana=0,019 Min/Méx:0/0,29
PSA6 (n=35) Mediana=0,011 Min/M4éx:0,03/0,2
PSA7 (n=8) Mediana=0,027 Min/Méx:0,03/0,11
PSAS8 (n=1) - -
Intervalo entre Média=23,2 DP=10,6
cirurgiaea
ultima consulta
Intervalo entre Mediana=9 Min/Méax:4/30
cirurgia e RBQ

*A escolha da medida de localizagdo central e da medida de dispersdo depende da existéncia ou
inexisténcia de uma distribuicdo normal dos dados.

“Min/Méx” — corresponde aos valores minimo e maximo.

“DP” — desvio padrao.

PSA pré-operatorio. O PSA foi quantificado antes da bidépsia em 145 doentes.
Apenas em dois doentes nao foi possivel obter este resultado antes da realizacdo da
bidpsia. Em ambos os casos, utilizou-se um resultado anterior a cirurgia mas
posterior a bidpsia. A mediana foi de 6,42 ng/mL, a amplitude interquartil foi de
4,62. O valor minimo foi 1,33 e 0 maximo 23 ng/mL.

Intervalo entre a bidpsia e a cirurgia. Para toda a populacdo a mediana do intervalo
de tempo entre a bidpsia e a cirurgia foi 11 semanas. O valor minimo e maximo
foram respetivamente duas e 68 semanas.

Tipo de cirurgia. Setenta e quatro doentes (50,3%) realizaram como tratamento
cirurgico, PR sem linfadenectomia. Os restantes 73 (49,7%) realizaram PR e
linfadenectomia.

PSA pods-operatério. Ao longo do seguimento dos doentes, os PSA foram

guantificados de modo seriado. Todos os doentes realizaram pelo menos uma
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guantificacdo (PSA1). Foram efetuadas duas quantificacdes (PSA2) em 139 doentes.
Foram efetuadas 3 (PSA3) em 132 doentes. Quatro(PSA4), cinco(PSA5), seis(PSA6) e
sete(PSA7) respetivamente em 122, 80, 35 e 8 doentes. O niumero maximo de vezes
gue se quantificou o PSA foi de 8, o que ocorreu num unico doente. As medianas dos
PSA 1 a PSA7 foram respetivamente de 0,02, 0,02, 0,02, 0,02, 0,019, 0,011, 0,027.
Intervalo entre cirurgia e a ultima consulta. O intervalo de tempo entre a cirurgia e
a ultima consulta foi assumido, neste projeto, como a dura¢cdo do seguimento dos
doentes em que ndo ocorreu RBQ. A média foi 23,2 meses e o desvio padrdo foi de
10,6.

Intervalo entre cirurgia e RBQ. O intervalo de tempo entre a data da cirurgia e a
data da RBQ, representa o tempo até a RBQ. Foi assumido como representando, a
duracdo do seguimento dos doentes em que ocorreu RBQ. A mediana foi de 9

meses, o valor minimo foi de 4 meses e o maximo de 30 meses.

4.1.3. Varidveis anatomopatolodgicas

Em seguida descrevem-se as varidveis anatomopatoldgicas utilizadas neste projeto.
Os resultados estdo resumidos no quadro 14. Nos dados referentes a biopsias, o
resultado do SG e da CE, sé foram obtidos em 145 casos. Ainda na bidpsia sé foi
possivel recuperar informacdo referente a invasdo perineural em 134 casos. Os
dados referentes a peca operatdria foram obtidos, para todas as varidveis, na grande
maioria dos doentes. No quadro seguinte, para cada varidvel, descrevem-se os
numeros de casos em relagdo aos quais se obteve dados. As medidas de localizacdo

central e de dispersdo variam de acordo com a existéncia, ou ndo, de distribuicdo

normal.
Quadro 14. Analise descritiva das variaveis anatomopatoldgicas (continua).
Variaveis Categorias Frequéncia Medida de Medida de
anatomopatoldgicas absoluta / relativa localizagdo dispersao*
(%) central*

Score de Gleason | 6 3/2
(biopsia) 7 120/82,8

8 19/13,1

>9 3/21
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Quadro 14. Analise descritiva das variaveis anatomopatoldgicas (continuagdo).

Classificagdo de |1 3/2,1
Epstein (bidpsia) 2 74 /51
3 46 /31,7
4 19/13,1
5 3/21
N2 de fragmentos
invadidos por Mediana=4 Min/Méx: 1/18
neoplasia (bidpsia)
Extensdo  maxima
do  envolvimento Mediana=11 Min/Max: 1/29
neoplasico nos
fragmento (bidpsia)
% maxima de
envolvimento
neoplasico nos Mediana=45 Min/maéx: 5/100
fragmentos
(biopsia)
Invasdo perineural | 0-ausente 84 /62,7
(bidpsia) 1- presente 50/47,3
Subtipo histoldgico | 1- acinar 100/ 69,4
(pega) 3-intraductal | 42 /29,1
5- mucinoso 1/0,7
6-neuroendd | 1/0,7
rnetrr;':igafr(‘;eca)de Mediana=30 | Min/Max: 10/100
Score de Gleason | 6 19/13,1
(pega) 7 118 /80,1
8 9/6,1
>9 1/0,7
Classificagdo de |1 19/13,1
Epstein (pega) 2 81/55,1
3 37/25
4 9/6,1
5 1/0,7
Presenca de padrao | O- ausente 142 /96,6
terciario (pega) 1- presente 5/3,4
Score de Gleason da | 6 0/0
lesdo indice 7 123/ 89,8
8 10/7,3
>9 4/2,9
Classificagdo de | 1 0/0
Epstein da lesdo | 2 78 /56,9
indice 3 45 /32,9
4 10/7,3
5 4/2,9
Extensao  maxima Média=19,74 DP=7,98
da lesdo indice
Volume da lesdo
indice Mediana=1,2 Min/M&x:0,15/17,2
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Quadro 14. Analise descritiva das variaveis anatomopatoldgicas (continuagdo).

Unifocalidade vs. | O— unifocal 34/23,1
multifocalidade 1-multifocal 113/76,9

Estado da margem | O- negativa 117 /79,6

cirurgica 1- positiva 30/20,4

Extensdo da

margem  cirlrgica Mediana=2 Min/Max: 0,6/19
positiva

Extensdo extra- | 0- ausente 90/61,2

prostatica (pega) 1- presente 57 /38,8

Dimensao da

extensao extra- Mediana=3 Min/Méx:0,2/26
prostatica (pega)

Invasdo perineural | 0- ausente 18 /12,2

(peca) 1- presente 129/87,8

Invasao vascular | 0- ausente 140/ 95,2

(peca) 1- presente 7/4,8

Invasdo  vesiculas | 0—ausente 132/ 89,8

seminais (peca) 1- presente 15/10,2

Numero de ganglios

e Mediana=17 Min/Maéx:2/41
linfaticos isolados
l\.lunln'aro de g'a.ngllos Mediana=1 Min/Max:1/16
linfaticos positivos.
Estddio patoldgico | 1- pT2 86/57,8
“T" 2-pT3a 46 /32
3-pT3b 15/ 10,2
Estadio patoldgico 0- pNO 65 /89
“N” 1- pN1 8/11

*A escolha da medida de localizagdo central e da medida de dispersdao depende da existéncia ou
inexisténcia de uma distribuicdo normal dos dados.

“Min/Max” — corresponde aos valores minimo e maximo.

“DP” — desvio padrao.

Score de Gleason da bidpsia. O score de Gleason da bidpsia variou entre 6 e 9. Na
maioria dos casos, 82,8% o score de Gleason foi 7. Para evitar repeticdo dos dados
com a classificacdo de Epstein, ndo se subdividiu os dados referentes aos casos com
este score de Gleason.

Classificacdo de Epstein da bidpsia. A classificacdo de Epstein varia entre 1 e 5. A
frequéncia absoluta nos grupos 1 a 5, foi respetivamente 3, 74, 46, 19 e 3 casos.
Numero de fragmentos invadidos por neoplasia, na bidpsia. A mediana do nimero
de fragmentos envolvidos por tumor nas biopsias, foi de 4. O valor minimo e maximo

foram respetivamente 1 e 18.
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Extensao mdxima do envolvimento neoplasico nos fragmentos da bidpsia. A
mediana da extensdo maxima de envolvimento tumoral dos fragmentos obtidos na
bidpsia foi de 11 mm. O valor minimo e maximo foram respetivamente 1 e 29 mm.
Percentagem maxima de envolvimento neoplasico nos fragmentos da bidpsia. A
percentagem de envolvimento tumoral dos fragmentos da bidpsia variou entre 5 e
100%. A mediana foi de 45%.

Invasdo perineural na bidpsia. A invasdo perineural, na bidpsia, foi documentada em
47,3% dos casos.

Subtipo histolégico na pega. A maioria dos tumores (n=100) eram exclusivamente
acinares. Em 41 casos adicionais, o subtipo acinar combinou-se com dareas variaveis
de diferenciacdo intraductal (entre 10 e 80%). Num outro caso, a neoplasia
apresentava diferenciacdo exclusivamente intraductal. Documentou-se, ainda 1 caso
de carcinoma mucinoso e 1 caso com areas de diferenciacdo neuroenddcrina.
Percentagem de intraductal na peca. Nos 42 casos em que se documentou
diferenciacdo intraductal, esta variou entre 10 e 100%. Este ultimo ocorreu num
unico caso. A mediana foi de 30%.

Score de Gleason da pe¢a operatoria. O SG foi 7, na maioria dos casos (80,1%), a
semelhanca do registado na bidpsia. Em toda a amostra o SG variou entre 6 e 9.
Classificacdo de Epstein da pega operatdria. A frequéncia absoluta nos grupos 1 a 5,
foi respetivamente 19, 81, 37, 9 e 1 casos.

Presenca de padrdo tercidrio na pega operatodria. Esta foi documentada em 5 casos
(3,4%).

Score de Gleason da lesdo indice. Também este parametro apresentou como
resultado mais frequente o SG de 7. Este ocorreu em 83% dos casos. Ndo se
registaram casos com SG de 10.

Classificacdo de Epstein da lesdo indice. A frequéncia absoluta nos grupos 1 a 5, foi
respetivamente 9, 74, 48, 12 e 4 casos.

Extensdo maxima da lesao indice. A média, dos valores da maior dimensdo da LI, foi
19,74mm. O desvio padrao foi 7,98.

Volume da lesdo indice. A mediana dos volumes da LI foi 1,2 cc®. O valor minimo e

maximo foram respetivamente 0,15 e 17,2 cc.
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Unifocalidade vs. multifocalidade. Na maioria dos casos (76,9%) a doenca era
multifocal.

Estado da margem cirdrgica. A margem cirurgica foi positiva em 30 casos (20,4%).
Extensdao da margem cirurgica positiva. A mediana da extensdo da margem cirurgica
foi de 2 mm, nos 29 casos em que a margem foi positiva. O valor minimo e maximo
foram respetivamente 0,6 e 19 mm.

Extensdao extraprostatica na peca operatdria. Registou-se a existéncia de extensdo
extraprostatica em 57 (38,8%) dos casos.

Dimensdo da extensdo extraprostatica na pec¢a operatdria. Nos 57 doentes em que
ocorreu extensdo extraprostatica, a mediana da sua dimensdo foi 3 mm. O valor
minimo e maximo forma respetivamente 0,2 e 26 mm.

Invasdo perineural na peg¢a operatdria. A invasdo perineural ocorreu em 129
(87,8%) casos.

Invasdo vascular na peg¢a operatdria. A invasao vascular foi documentada em 7
(4,8%) casos.

Invasdo das vesiculas seminais na peg¢a operatodria. A invasdo das vesiculas seminais
ocorreu em 15 (10,2%) casos.

Numero de ganglios linfaticos isolados. Foram isolados ganglios linfaticos, na
totalidade dos 73 doentes submetidos a linfadenectomia. A mediana do numero de
ganglios isolados foi de 17. O valor minimo e maximo foram respetivamente de 2 e
41.

Numero de ganglios linfaticos positivos. Registaram-se 8 casos de disseminacdo
ganglionar, entre os 73 doentes submetidos a linafedenectomia, A mediana do
numero de ganglios isolados, nestes 8 doentes, foi de 1. O valor minimo e maximo
foram respetivamente 1 e 16.

Estadio patolégico “T”. Na maioria dos casos a doenca encontrava-se confinada a
prostata (57,8%). A distribuicdo dos casos de doenca confinada a prdstata foi a
seguinte: pT2a 7 (4,8%) casos, pT2b 9 (6,1%) casos e pT2c 69 (46,9%) casos. O
estadio pT3a e o pT3b, estavam presentes, respetivamente, em 32% e 10,2% dos

Casos.
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Estadio patoldgico “N”. Os dados referentes ao pN sé foram obtidos nos 73 doentes

submetidos a linfadenectomia. Em 8 casos (11%) registou-se a existéncia de

metastizacdo ganglionar.

4.1.4. Variaveis moleculares

Em seguida descrevem-se as varidveis moleculares utilizadas neste projeto. Os

resultados estdo resumidos no quadro 15 e ilustrados, de modo pontual, na figura

15. Os dados referentes aos marcadores moleculares obtidos por IHC, dizem respeito

a 62 casos. Os dados do SChLAP1 foram recolhidos em 15 casos.

As medidas de

localizacdo central e de dispersdo variam de acordo com o facto de se ter apurado,

ou ndo, a existéncia de distribuicdo normal dos dados.

Quadro 15. Analise descritiva das varidveis moleculares (continua).

Variaveis Categorias Frequéncia Medida de Medida de
moleculares absoluta / relativa localizagdo dispersao*
(%) central*
SOX2 1-<10% 61/98,4
2-10e50% 1/1,6
3->50% 0/0
OCT4 1-<10% 61/98,4
2-10e50% 1/1,6
3->50% 0/0
Caderina E 0->270% 55/89
1-<70% 7/11
Caderina N 0-<5% 62 /100
1->25% 0/0
Vimentina 0-0% 37 /59,6
1->0% 25/40,4
ERG 0-<90% 42 /67,7
1->90% 20/32,3
p53 0-<10% 45 /72,5
1->10% 17 /27,5
Ki67 0-22% 31/50
1-3a25% 25/40,4
2-26a50% 6/9,6
3-51a75% 0/0
4-2>276% 0/0
PTEN 0->90% 44 /70,9
1-<90% 18/29,1
PMS2 0-100% 57/91,9
1-<100% 5/8,1
MSH6 0-100% 57/91.9
1-<100% 5/8,1
MLH1 0-100% 58 /93,5
1-<100% 4/6,5
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Quadro 15. Analise descritiva das variaveis moleculares (continuagdo).

MSH2 0-100% 61/98,4
1-<100% 1/1,6
Marcadores de 0 60/ 96,8
potencial 1 2/3,2
estaminal
Marcadores de 0 39/62,9
TEM 1 23/371
Marcadores de 0 50/ 80,6
reparagdo de ADN | 1 12/19,4
SCHLAP1 em
tecido tumoral Mediana=2,19 Min/Max: 0,35/7,91
SCHLAP1 em
tecido normal Mediana=0,57 Min/Max:0/4,28

*A escolha da medida de localizagdo central e da medida de dispersdo depende da existéncia ou
inexisténcia de uma distribuicdo normal dos dados.

“Min/Max” — corresponde aos valores minimo e maximo.

“DP” — desvio padrao.

Em relacdo ao SOX2 e ao OCT 4, os resultados foram sobreponiveis. Na esmagadora
maioria dos casos (98.4%), ndo ocorreu expressdao destes marcadores no tecido
tumoral. No que concerne ao SOX2, registou-se coloracdo nalgumas células do
epitélio prostatico normal. No OCT4 a coloragcdo ao nivel do epitélio normal era
menos frequente do que a do SOX2.

Registou-se perda de expressdo de caderina E em 7 casos (11%). Ha ainda a referir
uma notoria heterogeneidade de intensidade de coloragdo entre os varios casos que
constituiram as varias matrizes do TMA. O resultado da caderina N foi negativo na
totalidade dos casos. Ndo se registaram casos de sobreexpressao deste marcador.
Dado o resultado, resolveu-se, noutros cortes dos mesmos TMA, repetir o
procedimento imunohistoquimico. A leitura, desta repeticdo, foi efetuada pelo
Professor Doutor Antdnio Lopez-Beltran. O resultado foi o mesmo, ou seja ,nenhum
dos casos apresentou sobreexpressdo de caderina N. Ocorreu expressdo de
vimentina em 25 casos.

O resultado do ERG foi positivo em cerca de um tergo dos casos (32,3%). O resultado
do p53 foi positivo em 17 casos (27,5%). A variavel Ki67 foi operacionalizada em
varias categorias. Em metade dos casos, ndo se registou expressao deste

biomarcador. Em 25 casos (40,4%), a expressao nuclear deste marcador ocorreu em
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menos de 25% das células tumorais. Em cerca de 10% dos casos a expressao foi
detetada em 25 a 50% das células tumorais. Em nenhum dos casos se documentou
uma expressdo de Ki67 superior a 50%. A perda de expressdo do PTEN ocorreu em
18 casos (29,1%). Era muito evidente a expressao de PTEN no tecido ndo neoplasico.
A expressdo de PMS2, MSH6, MLH1 e MSH2 estava conservada na esmagadora
maioria dos casos. A perda de expressao destes marcadores ocorreu respetivamente
em 5 (8,1%), 5 (8,1%), 4 (6,5%) e 1 (1,6%) dos casos.

Quando considerados em conjunto os marcadores de potencial estaminal, foram
positivos em apenas dois casos. Um para SOX2 e outro para OCT4. Os marcadores de
TEM foram positivos em 23 casos (37,1%). Os marcadores associados a reparagao
do ADN, foram positivos em 12 casos (19,4%). N3do foi possivel recuperar informacao
acerca dos antecedentes familiares da maioria destes casos.

A quantificacdo de SCHLAP1 em tecido tumoral e em tecido normal apresentou
resultados significativamente diferentes (p=0,01). A mediana em tecido tumoral foi

2,19 e em tecido normal foi 0,57.

4.1.5. Variavel dependente - recorréncia bioquimica
A recorréncia bioquimica ocorreu em 23 casos, o que representa 15.6%. A mediana
de tempo até a ocorréncia de RBQ, foi de 9 meses. O valor minimo foi 4 meses e o

maximo 30 meses. Ver quadro 12.

Quadro 16. Analise descritiva da variavel dependente.

Variavel Categorias Frequéncia Medida de Medida de
dependente absoluta / relativa localizagédo dispersao*
(%) central*
Recorréncia 0 - ausente 124/84,4
bioquimica 1 - presente 23/15,6
Tempo ate RBQ Mediana=9 Min/Méx:4/30

*A escolha da medida de localizagdo central e da medida de dispersdo depende da existéncia ou
inexisténcia de uma distribuicdo normal dos dados.
“Min/Max” — corresponde aos valores minimo e maximo.

O grafico seguinte mostra-nos a estimativa ao longo do tempo, sob a forma de curva,

da funcdo de sobrevivéncia, referente a ocorréncia de RBQ, obtida através do

138



estimador de Kaplan-Meier (figura 16). A funcdo de sobrevivéncia, ndo atinge valor
de 0,5, como tal ndo é possivel obter a mediana do tempo de sobrevivéncia livre de

recorréncia bioquimica.

1.0

00 02 04 06 08

Figura 16. Estimativa da curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier referente a ocorréncia de RBQ e

intervalos de confianga de 95% (curvas a tracejado).

4.1.6. Analise descritiva comparativa de casos com e sem recorréncia bioquimica
Em seguida, maioritariamente sob a forma de tabelas descrevem-se o resultado das
diversas variaveis independentes, em doentes com e sem RBQ.

Foram utilizados os testes de Qui-Quadrado e exato de Fisher para relacionar as
varidveis independentes com a RBQ, e o teste de Mann Whitney para comparar dois

grupos independentes.

4.1.6.1. Variaveis demografica e clinicas

Em seguida descrevem-se os resultados das varidveis demografica e clinicas, em
doentes com e sem RBQ. Ver quadro 17. Para as varidaveis numéricas utilizam-se as
medicas de localizacdo central e de dispersdo, descritas acima. Para as variaveis

categoricas utilizam-se valores absolutos e relativos, para cada categoria.
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Quadro 17. Resultados das variaveis demografica e clinica em doentes com e sem RBQ.

Variaveis Resultado
d Sfi Categori
emeg.ra ICa e ategorias Sem RBQ* Com RB* P
clinicas
Idade 61,5(DP=5.6) 60,8(DP=5.7) 0,501
PSA pre- 6.14 (1,3-23)** 8.1(4,1-22,8)** 0,013
operatério
Intervalo entre a
biépsia e a 11(2-68)** 10(4-64)** 0,690
cirurgia
. - PR (n=74) 69 (93,2%) 5 (6,7%)
2
Tipo decirurgia | oo o | ET (n=73) 55 (75,3%) 18 (24,7%) 0,00

*A escolha da medida de localizagdo central e da medida de dispersdo depende da existéncia ou
inexisténcia de uma distribuicdo normal dos dados.
** Valor minimo e maximo

4.1.6.2. Varidveis anatomopatolodgicas

Em seguida descrevem-se os resultados das varidveis anatomopatoldgicas, na

bidpsia e na peca operatdria, em doentes com e sem RBQ (quadro 18). Para as

varidveis numéricas utilizam-se as medidas de localizacdo central e de dispersao,

descritas acima. Para as varidveis categédricas utilizam-se valores absolutos e

relativos, para cada categoria.

Quadro 18. Resultados das varidveis anatomopatoldgicas em doentes com e sem RBQ (continua).

Varidveis Categorias Resultado 0
anatomopatoldgicas Sem RBQ* Com RB*

Score de Gleason | “6”-(n=3) 2 (66,7%) 1(33,3%)

(bidpsia) “7”- (n=120) 107 (89,2%) 13 (10,8%) 0.001
“8”- (n=19) 12 (63,1%) 7 (36,9%) ’
“>9”- (n=3) 1(33,3%) 2 (66,7%)

Classificagdo de “1”- (n=3) 2(66,7%) 1(33,3%)

Epstein (bidpsia) “2"-(n=74) 71(95,9%) 3(4,1%)
“3”- (n=46) 36(78,2%) 10(21,8%) < 0,001
“4”- (n=19) 12(63,1%) 7(36,8%)
“5”- (n=3) 1(33,3%) 2(66,7%)

N2 de fragmentos

invadidos por 4 (1-18)** 5(1-18)** 0,062

neoplasia (bidpsia)

Extensdo maxima do

envolvimento 10 (1-28)** 14 (4-29)** 0,023

neoplasico nos

fragmento (bidpsia)

% maxima de

envolvimento 40 (5-100)** 60 (10-90)** 0,023

neoplasico nos

fragmentos (bidpsia)

Invasdao perineural | O—ausente (n=84) 74 (88%) 10 (12%)

(biopsia) 1-presente (n=50) 41 (82%) 9 (18%) 0,320
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Quadro 18. Resultados das varidveis anatomopatoldgicas em doentes com e sem RBQ (continuagdo).

Subtipo histoldgico | 1-acinar (n=100) 89(89%) 11(11%)
(pega) 3-intraductal(n=42) 30(71,5%) 12(28,5%)
5-mucinoso (n=1) A - 0,010
6-neuroendo (n=1) | -! }
Percentagem de 20 (10-100)** 35 (20-80)** 0,009
intraductal (pega)
Score de Gleason | “6”-(n=19) 18 (94,8%) 1(5,2%)
(peca) “7”- (n=118) 100 (84,8%) 18 (15,2%) 0.140
“8”- (n=9) 6 (66,7%) 3(33,3%) ’
“>9”- (n=1) 2 -
Classificagdo de | “1”-(n=19) 18 (94,8%) 1(5,2%)
Epstein (pega) “2"-(n=81) 75 (92,6%) 6 (7,4%)
“3”- (n=37) 25 (67,6%) 12 (32,4%) 0,001
“4”- (n=9) 6 (66,7%) 3(33,3%)
“5”- (n=1) 3 -
Presenga de padrdo | O-ausente(n=142) | 123 (86,6%) 19 (13,4%) 0.002
terciario (pega) 1 - presente (n=5) 1(20%) 4 (80%) ’
Score de Gleason da | “6”-(n=0) - -
lesdo indice “7"-(n=123) 109 (88,6%) 14 (11,4%) <0.001
“8”- (n=10) 6 (60%) 4 (40%) ’
“>9”- (n=4) 0 (0%) 4 (100%)
Classificagdo de | “1”- (n=0) - -
Epstein  da lesdo | “2”-(n=78) 73 (93,6%) 5(6,4%)
indice ”3”- (n=45) 36 (80%) 9 (20%) <0,001
4”- (n=10) 6 (60%) 4 (40%)
“5”- (n=4) 0 (0%) 4 (100%)
Extensdo maxima da
N 18,86 (DP=7,6) 24,38 (DP=8,5) 0,006
lesdo indice
Volume da lesdo
indice 1,2 (0,15-17,2)** 1,3 (0,35-11)** 0,170
Unifocalidade vs. | O—unifocal (n=34) 27 (79,4%) 7 (20,6%) 0.420
multifocalidade 1-multifocal (n=113) 97 (85,8%) 16 (14,2%) !
Estado da margem | 0-negativa (n=117) | 102 (87,2%) 15 (18,8%) 0.080
cirurgica 1- positiva (n=30) 22 (73,4%) 8 (26,6%) ’
Extensdo da margem 1(0,9-19)** 4(0,6-11)** 0,270
cirurgica positiva
Extensdo extra- | O- ausente (n=90) 81 (90%) 9 (10%) 0.020
prostatica (pega) 1- presente (n=57) | 43 (75,4%) 14 (24,6%) ’
Dimensdo da extensdo
extra-prostatica 2 (0,2-24)** 5(2-26)** 0,024
(pega)
Invasdao perineural | 0- ausente (n=18) 18 (100%) 0 (0%) 0.070
(pega) 1- presente (n=129) 106 (82,2%) 23 (17,8%) ’
Invasdao vascular | 0- ausente (n=140) | 121 (86,5%) 19 (13,5%) 0.010
(peca) 1- presente (n=7) 3 (42,8%) 4 (57,2%) ’
Invasdao vesiculas | 0—ausente (n=132) | 115 (87,1%) 17 (12,9%) 0.010
seminais (peca) 1- presente (n=15) | 9 (60%) 6 (40%) ’
Numero de ganglios
linfaticos isolados 15.5 (2-36)** 23 (4-41)** 0,042
Numero de ganglios
. " 1(1-1)** 1(1-16)** 0,070
linfaticos positivos.
Estadio patoldgico “T” | 1- pT2 (n=86) 78 (90,7%) 8(9,3%)
2- pT3a (n=46) 37 (80,4%) 9 (19,6%) 0.007
3- pT3b (n=15) 9 (60%) 6 (40%) ’
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Quadro 18. Resultados das varidveis anatomopatoldgicas em doentes com e sem RBQ (continuagdo).

Estadio patoldgico “N”

0- pNO (n=65)
1- pN1 (n=8)

51 (78,5%)
5 (62,5%)

14 (21,5%)
3 (37,5%)

0.310

1 . P . ~ ;. . .

Por constrangimentos estatisticos, decorrentes da dimensdo minima das categorias “3-mucinoso” e
“5-neuroenddcrino”, estas foram retiradas da analise.
2 . P . ~ ;. . .

Por constrangimentos estatisticos, decorrentes da dimensdo minima da categoria “29”, esta foi

retirada da andlise.

3 . s 4 . ~ , . . .
Por constrangimentos estatisticos, decorrentes da dimensdo minima da categoria “5”, esta foi

retirada da andlise.

*A escolha da medida de localizagdo central e da medida de dispersdo depende da existéncia ou
inexisténcia de uma distribuicdo normal dos dados.
** Valor minimo e maximo

4.1.6.3. Variaveis moleculares

Em seguida descrevem-se os resultados das variaveis moleculares, em doentes com

e sem RBQ (quadro 19). Para as variaveis numéricas utilizam-se as medidas de

localizacdo central e de dispersdo, descritas acima. Para as varidveis categéricas

utilizam-se valores absolutos e relativos, para cada categoria.

Quadro 19. Resultados das variaveis moleculares em doentes com e sem RBQ (continua).

Varidveis Ciamates Resultado 0
anatomopatoldgicas Sem RBQ* Com RB*
SOX2 1-<10% (n=61) 43 (70,5%) 18 (29,5%)
2-10 e 50% (n=1) | 1 (100%) 0 (0%) 1
3->50% (n=0) - -
OCT4 1-<10% (n=61) 43 (70,5%) 18 (29,5%)
2-10 e 50% (n=1) | 1 (100%) 0 (0%) 1
3->50% (n=0) - -
caderina E 0-2>70% (n=55) 43 (78,2%) 12 (21,8%) 0.020
1- < 70% (n=7) 1(14,2%) 6 (85,8%) ’
caderina N 0-<5% (n=62) 44 (71%) 18 (29%)
1-25% (n=0) - - j
Vimentina 0-0% (n=37) 24 (64,8%) 13 (35,2%) 0.190
1->0% (n=25) 20 (80%) 5 (20%) ’
ERG 0-<90% (n=42) | 29 (69%) 13 (31%) 0.620
1->90% (n=20) | 15 (75%) 5 (25%) ’
p53 0-<10% (n=45) | 32 (71%) 13 (29%) 0.900
1->10% (n=17) | 12 (70,5%) 5 (29,5%) ’
Ki67 0-<2% (n=31) 24 (77,5%) 7 (22,5%)
1-3a25% (n=25) | 17 (68%) 8 (32%)
2-26 2 50% (n=6) | 3 (50%) 3 (50%) 0,260
3-51a75% (n=0) | - -
4 ->76% (n=0) - -
PTEN 0->90% (n=44) | 30 (68,2%) 14 (31,2%) 0.440
1-<90% (n=18) | 14 (77,8%) 4(22,2%) ’
PMS2 0-100% (n=57) 41 (71,9%) 16 (28,1%) 0,570
1-<100% (n=5) | 3 (60%) 2 (40%) ’
MSH6 0-100% (n=57) | 40 (70,2%) 17 (29,8%) 0.640
1-<100% (n=5) | 4 (80%) 1 (20%) ’

142



Quadro 19. Resultados das varidveis moleculares em doentes com e sem RBQ (continuagao).

MLH1 0-100% (n=58) | 41 (70,7%) 17 (29,3%) 0.850
1-<100% (n=4) | 3 (75%) 1(25%) ’

MSH2 0-100% (n=61) | 43 (70,5%) 18 (29,5%) 0.710
1-<100% (n=1) | 1(100%) 0 (0%) ’

Marcadores de 0 (n=60) 42 (70%) 18 (30%) 1

potencial estaminal | 1 (n=2) 2 (100%) 0 (0%)

Marcadores de TEM | 0 (n=39) 27 (69,2%) 12 (30,8%) 0.690
1 (n=23) 17 (73,9%) 6 (27,1%) ’

Marcadores de 0 (n=50) 35 (70%) 15 (30%)

reparagao de ADN 1(n=12) 9 (75%) 3(25%) 1

SCHLAP1 em tecido 2,18 (0,35-7,91)** 2,46 (0,96-4,67)** 0,700

tumoral

SCHLAP1 em tecido 0,57 (0-2.88)** 0,73 (0-4,28)** 0,600

normal

*A escolha da medida de localizagdo central e da medida de dispersdo depende da existéncia ou
inexisténcia de uma distribuicdo normal dos dados.
** Valor minimo e maximo

4.2. Andlise univariavel

Em seguida descrevem-se os

resultados da andlise das diversas variaveis

independentes face a ocorréncia ou ndo de RBQ. Utilizar-se-do estimativas das

curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e modelos de regressdao de Cox. Manter-

se-4 a mesma ordem de avaliacdo para os varios grupos de varidveis. No inicio do

capitulo seguinte apresentar-se-a uma lista das varidveis, que serdo integradas no

modelo de analise multivariavel.

4.2.1. Variaveis demografica e clinicas

No quadro seguinte resume-se os resultados dos modelos de regressao de Cox,

univariaveis, para as variaveis demografica e clinicas (Quadro 20).

Quadro 20. Resultado de modelos de regressdo de Cox referente as varidveis demografica e clinicas.

VRN Estimativa HR
dem(:fgréfica e Categorias (Hazard Ratio) IC (95%)* p ***
clinicas

Idade 0,977 (0,909; 1,051) 0,530
PSA pre- 1,082 (1,012; 1,157) 0,021
operatério
Intervalo entre 0,995 (0,952; 1,040) 0,839
bidpsia e cirurgia

- — P
Tipo de cirurgia PR** (n=74) 3,465 (1,281; 9,377) 0,014

PR e LFT (n=73)

*1C(95%) — Intervalo de Confianga a 95% para o HR.

** Categoria de referéncia/denominador da comparac¢do na analise de regressdo de Cox.

*** Teste de Wald.
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De acordo com os dados da nossa amostra, a variavel idade ndo parece ter influéncia
enquanto factor preditivo de ocorréncia de RBQ (p=0,530).

Em relacdo ao valor de PSA pré-operatdrio, existe evidéncia, estatisticamente
significativa (p=0,021), de relacdo entre este e o tempo até RBQ. Por cada aumento
de um ng/mL, existe um aumento de cerca de 8,2% do risco estimado de ocorréncia
de RBQ (HR=1,082).

N3o existe relacdo estatisticamente significativa (p=0,839) entre a duracdo do
intervalo entre bidpsia e cirurgia e o tempo até a recorréncia bioquimica. Alias o HR
(0,995), parece sugerir que uma maior duracao deste intervalo aparenta diminuir o
risco de ocorréncia de RBQ, embora somente em 0,5%.

Regista-se uma relacdo estatisticamente significativa (p=0,014), entre o tipo de
cirurgia realizado e o tempo até ocorréncia de RBQ. Em relacdo a PR, a PR
combinada com LFT esta associada a um aumento de risco, em cerca de 3.5 vezes,
de ocorréncia de RBQ. Este resultado, também, é traduzido pelas curvas de

sobrevivéncia, obtidas pelo estimador de Kaplan-Meier (figura 17).
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Figura 17. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier dos doentes submetidos a PR vs. PR e LFT.

4.2.2. Varidveis anatomopatolodgicas
No quadro seguinte resume-se os resultados dos modelos de regressao de Cox,

univaridveis, para as variaveis anatomopatoldgicas (quadro 21).
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Quadro 21. Resultado de modelos de regressdo de Cox referente as variaveis anatomopatoldgicas (continua).

Var|ave|s, . Categorias Estimativa HR (IC 95%*) Valor p p*¥*
anatomopatoldgicas
Score de Gleason | “6”-(n=3) 2,671 (0,349; 20,443) 0,343
(bidpsia) ”7”- (n=120)** - - 0,004
8”- (n=19) 3,498 (1,393; 8,783) 0,007
“>9”- (n=3) 9,491 (2,120; 42,494) 0,003
Classificagdo de “1”- (n=3) T -
Epstein (bidpsia) “2"- (n=74)** - -
“3”- (n=46) 5,251 (1,444; 19,090) 0,012 0,005
“4”- (n=19) 9,248 (2,386; 35,850) 0,001
“5”- (n=3) B -
N2 de fragmentos
invadidos por - 1,101 (1,001; 1,211) 0,047 0,050
neoplasia (bidpsia)
Extensdo  mdxima
do envolvimento - 1,084 (1,016; 1,156) 0,015 0,015
neoplasico nos
fragmento (bidpsia)
% maxima de
envolvimento
neoplasico nos - 1,022 (1,004; 1,040) 0,016 0,020
fragmentos
(biopsia)
Invasdo perineural | O—ausente (n=84)** .
(bidpsia) 1-presente (n=50) 1,563 (0,635; 3,850) 0,331 0,300
Subtipo histoldgico | 1- acinar (n=100)** - -
(pega) 3-intraductal (n=42) 3,48 (1,516; 7,990) 0,003
5-mucinoso (n=1) 2 - 0,003
6-neuroendocino (n=1) 2 -
Percentagem  de ; 1,019 (0,999; 1,040) 0,066 0,070
intraductal (pega)
Score de Gleason | “6”- (n=19)** - -
(peca) “7”- (n=118) 3,490 (0,465; 26,220) 0,224
“8”- (n=9) 7,114 (0,734; 68,500) 0,089 0,200
“>9”- (n=1) 2 -
Classificagdo de | “1”- (n=19)** - -
Epstein (pega) “2"-(n=81) 1,646 (0,198; 13,720) 0,645
“3”- (n=37) 7,704 (1,000; 59,320) 0,049 0,006
“4”- (n=9) 7,163 (0,744; 68,950) 0,088
“5”- (n=1) A -
Pres.e’n.ga de padrdo | O-ausente (n=142)** 9,014 (2,974; 27,320) <0,001 <0,001
terciario (pega) 1- presente (n=5)
Score de Gleason da | “6”- (n=0) - -
lesdo indice ”7”- (n=123)** - - <0,001
8”- (n=10) 3,440 (1,114; 10,620) 0,032
“>9”- (n=4) 27,113 (7,881; 93,270) <0,001
Classificagdo de | “1”-(n=0) - -
Epstein da lesdo | “2”-(n=78)** - -
indice “3”- (n=45) 3,040 (1,018; 9,079) 0,046 <0,001
“4”- (n=10) 6,053 (1,603; 22,847) 0,007
“5”_ (n=4) 47,117 (11,431, 194,215) <0,001
Extensdo ~ maxima - 1,068 (1,020; 1,119) 0,005 0,005
da lesdo indice
volume da lesdo - 1,078 (0,945; 1,230) 0,263 0,300
indice
Unifocalidade  vs. | O—unifocal (n=34)**
multifocalidade 1-multifocal (n=113) 0,562 (0,231; 1,367) 0,204 0,200
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Quadro 21. Resultado de modelos de regressao de Cox referente as variaveis anatomopatoldgicas (continuagao).

E - i =117)**

stado da margem | 0-negativa (n=117) 2,363 (1,001; 5,576) 0,049 0,050
cirdrgica 1- positiva (n=30)
Extensdo da
margem  cirurgica - 1,062 (0,928; 1,216) 0,381 0,400
positiva
E 3 - _ = * %

xten’sa.o extra- | O0- ausente (n=90) 2,649 (1,146; 6,125) 0,023 0,020
prostatica (pega) 1- presente (n=57)
Dimensdo da
extensdao extra- - 1,075 (0,996; 1,160) 0,062 0,060
prostatica (pega)
Invasdo perineural | O- ausente (n=18)** s i i
(pega) 1- presente (n=129)

3 _ =1 * %
Invasdo vascular | 0- ausente (n=140) 5,702 (1,933; 16,820) 0,002 0,002
(pega) 1- presente (n=7)
~ 7 | :1 2 * %
Inva§aq vesiculas | 0—ausente (n=132) 3,388 (1,335; 8,597) 0,01 0,010
seminais (peca) 1- presente (n=15)
Nimero de ganglios - 1,062 (1,013; 1,114) 0,01 0,010
linfaticos isolados
Nimero de ganglios ; 1,108 (0,985; 1,248) 0,089 0,090
linfaticos positivos.
Estadio patoldgico | 1- pT2 (n=86)** - -
“” 2- pT3a (n=46) 2,155 (0,831; 5,588) 0,114 0.020
3- pT3b (n=15) 4,730 (1,640; 13,637) 0,004 ’
Estadio patoldgico 0- pNO (n=65)**
2,072 ; 7,231 2

o 1- pN1 (n=8) ,072 (0,594; 7,231) 0,253 0,300

*1C(95%) — Intervalo de Confianga a 95% para o HR.

** Categoria de referéncia/denominador da comparac¢do na analise de regressdo de Cox.

*** Teste de Wald

por constrangimentos estatisticos, decorrentes da dimensdao minima da categoria “1” e “5”, estas
foram retiradas da andlise.

*Por constrangimentos estatisticos, decorrentes da dimensdo minima das categorias “3-mucinoso” e
“5-neuroenddcrino”, estas foram retiradas da analise.

*Por constrangimentos estatisticos, decorrentes da dimensdo minima da categoria “>9”, esta foi
retirada da analise.

*Por constrangimentos estatisticos, decorrentes da dimensdao minima da categoria “5”, esta foi
retirada da analise.

> Por impossibilidade matematica ndo se apresentam os resultados da regressdo de Cox, referentes a
invasdo perineural na peca operatdria

Parece haver evidéncia de que o SG da bidpsia, seja um factor preditivo de RBQ
(p=0,004). Doentes que tenham scores de Gleason do tipo 8 ou 9, tém um risco
estimado de RBQ mais elevado em relacdo a doentes que tenham um score de
Gleason igual a 7. Este facto é também confirmado pela observacdo das estimativas
das curvas de sobrevivéncia obtidas a partir do estimador de Kaplan-Meier (figura

18).
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Figura 18. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para as varias categorias do SG da bidpsia.

A classificacdo de Epstein determinada na bidpsia, esta associada, de modo

estatisticamente significativo (p=0,005), ao tempo até ocorréncia de RBQ. Um maior

risco de RBQ, estd associado a categorias com valores superiores da classificacdo de

Epstein. Este facto pode ser observado nas estimativas das curvas de sobrevivéncia

de Kaplan-Meier (figura 19).
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Figura 19. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para as varias categorias da CE da bidpsia.

Quando se consideram o numero de fragmentos da bidpsia invadidos por tumor, a

extensdo maxima do envolvimento neoplasico na bidpsia e a percentagem maxima

de envolvimento neopldsico, também na bidpsia, conclui-se que todos eles estdo

relacionados, com significado estatistico, com o tempo até a ocorréncia de RBQ. As

estimativas dos HR sdo, respetivamente, iguais a 1,10 (p=0,05), 1,08 (p=0,01) e 1,02

(p=0,02). Ainda dentro dos parametros obtidos a partir da bidpsia, a ocorréncia de
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invasdo perineural, ndo estd associada ao tempo até ocorréncia de RBQ (HR=1,56,
p=0,30). Esta conclusdo também pode ser observada através das estimativas das

curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier (figura 20).
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Figura 20. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier com e sem invasdo perineural na bidpsia.

A presenca de areas de diferenciacdo intraductal na peca operatéria, esta associada,
de modo estatisticamente significativo (HR=3,48, p=0,003), ao tempo até ocorréncia
de RBQ. Doentes com dreas de diferenciacdo intraductal tém um risco estimado de
RBQ, cerca de 3,48 vezes superior ao de doentes com tumores com diferenciacao

exclusivamente acinar (figura 21).
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Figura 21. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier com e sem presenca de dreas de diferenciagdo
intraductal.

Quando se avaliou a percentagem da drea de diferenciagdo intraductal, como
varidvel numeérica, esta ndo atingiu a significancia estatistica, embora o resultado se

situe numa margem de tendéncia (p=0,07). Em face deste resultado, resolveu-se
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categorizar esta variavel usando como ponto de corte os 20%, e levando em linha de
conta a totalidade dos casos. Tomando como categoria de referéncia a inexisténcia
de diferenciacdo intraductal, obtiveram-se as seguintes conclusdes (figura 22):

— Orrisco estimado de RBQ, nos doentes que tém até 20% de area tumoral com
diferenciacdo intraductal, é cerca de duas vezes superior ao dos doentes com
diferenciacdo exclusivamente acinar (HR=2,00; IC de 0,55 a 7,27).

— No caso de existir mais de 20% de area de diferenciacdo intraductal, este
risco de RBQ, é cerca de quatro vezes superior ao risco de doentes com
diferenciacdo exclusivamente acinar (HR=4,71; IC 95% de 1,93 a 11,45;
p<0,001).
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Figura 22. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, sem areas de diferenciagdo intraductal e
quando esta é menor ou igual a 20% e é maior que 20%.

N3o foi detectada uma associacdo estatisticamente significativa entre o SG da pega
operatdria (figura 23) e o tempo até a ocorréncia de RBQ (p=0,20), ao contrario do

gue sucedera com o SG da bidpsia.
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Figura 23. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, das varias categorias do Score de Gleason, na
peca operatoria.
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No entanto, existe evidéncia estatisticamente significativa (p=0,006) de que a
classificagdo de Epstein da peca operatdria, estd associada a um aumento do risco
de RBQ, a medida que aumentam as categorias que a constituem (figura 24). Isto é,
doentes com grupos de progndstico mais elevados, nomeadamente os “2” “3” e “4”,
tém riscos estimados de ocorréncia de RBQ superiores (HR=1,64, 7,70 e 7,16,
respetivamente) em relacdo aos doentes com um grupo de progndstico de “1”

(considerado como categoria de referéncia).
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Figura 24. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, das varias categorias da classificagdo de
Epstein, na pega operatdria.

Existe evidéncia, estatisticamente significativa (HR=9,01, p<0,001), de que a
presenca de padrao tercidrio, estd associada a um aumento do risco de ocorréncia

de RBQ (figura 25).
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Figura 25. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, com e sem existéncia de padrdo terciario, na
peca operatoria.
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O score de Gleason da lesdo indice (figura 26), parece estar associado a um aumento
estatisticamente significativo (p<0,001) do risco de ocorréncia de RBQ. Isto ao
contrario do que sucedia na totalidade da peca, em que esta variavel ndo atingiu a
significancia estatistica (p=0,20). Alidas existe uma diferenca, estatisticamente
significativa (p<0,001), entre o resultado do SG da peca operatdria e da lesdo indice.
Este resultado foi obtido através da realizacdo do teste ndo paramétrico de

Wilcoxon, para amostras emparelhadas.
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Figura 26. Comparagdo entre curvas de sobrevivéncia, das vérias categorias do SG, na lesdo indice.

Também ao nivel da lesdo indice, e a semelhanca do que sucedeu na bidpsia e na
peca, a classificacdo de Epstein, foi um preditor, estatisticamente significativo
(p<0,001), do risco de RBQ (figura 27). Quando se consideraram, os resultados da CE
na peca e na LI, estes apresentaram diferencas estatisticamente significativas
(p<0,001), a semelhanca do que se demonstrou para o SG da peca e da LI. Este

resultado também foi obtido através do teste de Wilcoxon.
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Figura 27. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, das vérias categorias da CE, na lesdo indice.
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Quanto a andlise dimensional da LI, os dois parametros estudados obtiveram
resultados diferentes. A maior extensao linear é um factor preditivo, com significado
estatistico (HR=1,06, p=0,005), de RBQ. Por outro, lado o volume da LI, ndo o é
(HR=1,07, p=0,30).

Quando de se avaliou o impacto da unifocalidade versus o da multifocalidade, na
ocorréncia de RBQ, demonstrou-se que ndo tém significado estatistico (p=0,20). As
curvas de sobrevivéncia desta varidvel, bem como o HR de 0,56, parecem sugerir que
os tumores multifocais, na nossa amostra, estdo associados a um menor risco

estimado de RBQ (figura 28).
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Figura 28. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, dos tumores unifocais versus multifocais.

O estado da margem cirurgica, € um factor preditivo com significado estatistico
(HR=2,36, p=0,05), para a ocorréncia de RBQ (figura 29). A existéncia de uma
margem cirurgica positiva, aumenta o risco estimado de RBQ em cerca de 2,4 vezes,
em relacdo a uma margem cirdrgica negativa. Por outro lado, ndo se detetou um
resultado estatisticamente significativo para a variavel extensdo da margem

cirurgica, (HR=1,06, p=0,40).
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Figura 29. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, em casos com margem cirurgica negativa

versus positiva.

No que diz respeito a extensdao extraprostatica (figura 30) verificou-se que a

ocorréncia versus a ndo ocorréncia de EEP, estd relacionada, com significado

estatistico, com o desenvolvimento de RBQ (HR=2,64, p=0,02). Por outro lado, a

dimensdo, em milimetros, da EEP ndo atingiu a significancia estatistica para a=0,05,

embora o HR=1,07 (p=0,06), sugira uma tendéncia de aumento do risco a medida

gue a dimensdo da extensdo extraprostatica aumenta.
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Figura 30. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, em casos com e sem extens3do extra-

prostatica.

Nao foi possivel efetuar o modelo de regressdo de Cox para a existéncia de invasao

perineural na peca devido a ndo haver uma dimensao suficiente da amostra. Chama-

se a atencdo para o facto de nenhum dos 18 doentes, nos quais ndo se detetou
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invasdo perineural, ter tido a ocorréncia de RBQ (recta azul horizontal na figura 31).
O resultado do p (teste “log rank”) obtido a partir da analise de sobrevivéncia de

Kaplan-Meier situou-se numa margem de tendéncia (p=0,08).
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Figura 31. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, em casos com e sem invasdo perineural.

A presenca de invasdao vascular na peca (figura 32) influencia o tempo até a
ocorréncia de RBQ (HR=5,70, p=0,002). Um doente onde a presenca de invasao
vascular foi detectada tem um risco estimado de ocorréncia de RBQ cerca de 5,7

vezes superior ao de um doente onde a invasdo vascular ndo tenha sido detectada.
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Figura 32. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, em casos com e sem invasdo vascular.

A existéncia de invasao das vesiculas seminais estd relacionada, de modo
estatisticamente significativo (HR=3,38, p=0,01), com o tempo até a ocorréncia de

RBQ (figura 33). Um doente onde a presenca de invasdo das vesiculas seminais foi
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detetada, tem um risco estimado de ocorréncia de RBQ cerca de 3,4 vezes superior,

ao de um doente onde esta ndo exista.
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Figura 33. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, em casos com e sem invasdo das vesiculas
seminais.

Na populacdo que constitui este projeto de investigacdo documentou-se uma
relacdo, estatisticamente significativa (HR=1,06, p=0,01), entre o numero de
ganglios isolados, em doentes submetidos a linfadenectomia, e o tempo até a
ocorréncia de RBQ. Por cada géanglio isolado adicionalmente, o risco de RBQ
aumenta cerca de 6,2%.

N3o se detetou uma associacdo estatisticamente significativa entre o nimero de
ganglios linfaticos com invasdao tumoral e o tempo até a ocorréncia de RBQ
(HR=1,10, p=0,09). No entanto, é preciso relembrar que foram apenas 8, os doentes
em que ocorreu disseminacdo ganglionar e que o valor de p, ndo estd muito distante
de atingir a significancia estatistica, para o a que adotamos (0,05). Do mesmo modo,
guando se avaliou o estadio patolégico “N” (figura 34), este também ndo atingiu

significancia estatistica (HR=2,07, p=0,30).
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Figura 34. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, em casos com e sem existéncia de
metastizagdo ganglionar.

O estadio patolégico “T” (figura 35) como seria expectavel, associou-se de modo

estatisticamente significativo (p=0,02), ao risco de RBQ (HR= 2,15 e 4,73). Tendo os

doentes com estadios patoldgicos “pT3a” e “pT3b”, riscos estimados de ocorréncia

de RBQ cerca de 2,2 e 4,7 vezes superior, respetivamente, ao de doentes com

doenca confinada a préstata (“pT2”).

R
e — e
= o
o)
8 o |
[e] o
S
=
2 o7
S o | — T2
® o — T3a
o | T3b
e | T T T T
0 10 20 30 40 50
Time in months

Figura 35. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, entre os varios estadios patoldgicos

referentes ao tumor primario.
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4.2.3. Variaveis moleculares

No quadro 22 resume-se o resultado dos modelos de regressdo de Cox para as

varidveis moleculares, a excecdo de SOX2, OCT4, caderina N, MSH2 e marcadores de

potencial estaminal. A decisdo de excluir estes marcadores, prende-se com o facto

de terem registado uma taxa de positividade baixissima (quadro 15).

Quadro 22. Resultado de modelos de regressdo de Cox referente as variaveis moleculares.

Variaveis Categorias Estimativa HR (IC 95%%*) Valor p p***
moleculares
SOX2 1-<10% (n=61)
2-10 e 50% (n=1) A - -
3 ->50% (n=0)
oCT4 1-<10% (n=61)
2-10 e 50% (n=1) A - -
3->50% (n=0)
Caderina E 0-2>70% (n=55)**
24 (2 ;2 2 < 1 < 1
1- < 70% (n=7) 7,524 (2,743; 20,672) 0,00 0,00
Caderina N 0-<5% (n=62) 1 i i
1-2>5% (n=0)
Vimentina 0-0% (n=37)**
193;1 2
1->0% (n=25) 0,545 (0,193; 1,535) 0,256 0,300
ERG 0- < 90% (n=42)** ,
1->90% (n=20) 0,802 (0,285; 2,259) 0,677 0.700
p53 0- < 10% (n=45)**
1,031 ;2 1
1->10% (n=17) ,031 (0,367; 2,893) 0,954
Ki67 0-<2% (n=31)** - -
1-3 a 25% (n=25) 1,654 (0,599; 4,569) 0,332
2-26 a 50% (n=6) 2,958 (0,758; 11,547) 0,119 0,300
3-51 a 75% (n=0) -
4 ->76% (n=0) -
PTEN 0->90% (n=44)**
2 206; 1
1-<90% (n=18) 0,625 (0,206; 1,90) 0,407 0,400
PMS2 0 - 100% (n=57)**
1,82 15; 2 .
1-<100% (n=5) ,823 (0,415; 8,003) 0,426 0.400
MSH6 0-100% (n=57)**
1(0,118; 11
1-<100% (n=5) 0,891 (0,118; 6,73) 0,9 0,900
MLH1 0-100% (n=58)**
1 143; 8,1 1 .
1-<100% (n=4) ,080 (0,143; 8,165) 0,94 0.900
MSH2 0 - 100% (n=61) 1 ] ]
1-<100% (n=1)
Marcadores de 0 (n=60) 1 i i
potencial estaminal | 1 (n=2)
E - * %
Marcadores de TEM | 0 (n=39) 0,781 (0,29; 2,102) 0,624 0,600
1 (n=23)
Marcadores de 0 (n=50)**
1 13;
reparacio de ADN 1(n=12) ,093 (0,313; 3,808) 0,889 0,900
SCHLAP1 em tecido
tumoral - 1,065 (0,734; 1,545) 0,741 0.700
SCHLAP1 em tecido
normal - 1,319 (0,714; 2,437) 0,376 0,400

*1C(95%) — Intervalo de Confianga a 95% para o HR.

** Categoria de referéncia/denominador da comparac¢do na analise de regressdo de Cox.

*** Teste de Wald

1 . s ~
Excluida da analise de regressao de Cox.
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Em relacdo a caderina E, registou-se uma associac¢do, estatisticamente significativa

(HR=7,52, p<0,001), entre a perda de expressdo deste marcador e a ocorréncia de

RBQ (figura 36). Os casos em que ocorreu a perda de expressao deste biomarcador,

apresentam um aumento do risco estimado de ocorréncia de RBQ, avaliado em mais

de 7 vezes. No entanto, dever-se-a considerar a grande amplitude do IC a 95% (2,74;

20,67).

Figura 36. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, entre casos com expressao normal e
aberrante de caderina E.
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Nos restantes biomarcadores analisados ndo foram encontradas associagdes,

estatisticamente significativas, com o tempo até a ocorréncia de RBQ. Em seguida

apresentam-se as estimativas das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier das

seguintes varidveis moleculares: Vimentina, ERG, p53, Ki67, PTEN, TEM, MSHS6,

MLH1 e PMS?2 (figura 37).

Figura 37. Estimativa das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier dos marcadores ndo relacionados com RBQ
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4.3. Analise multivariavel

Em face dos resultados anteriores, selecionaram-se para analise multivariavel as
varidveis enumeradas no quadro 23. De acordo com Hosmer e colaboradores*”’ foi
usado um p<0,200, para selecionar as variaveis a incluir num primeiro modelo
multivaridvel, visto se a escolha recaisse sobre p<0,05 iriamos excluir muitas
varidveis que poderiam ser relevantes. Considerdmos que ndo existia nenhuma
varidvel com p>0,200 que, pela sua implicacdo clinica, justificasse inclusdo no
modelo multivaridvel, no entanto todas foram testadas para inclusdo em modelos

multivariaveis.

Quadro 23. Variadveis selecionadas para analise multivariavel (continua).

Variaveis P
PSA pré-operatdrio 0,021
Tipo de cirurgia 0,014
Score de Gleason (bidpsia) 0,004
Classificagdo de Epstein (bidpsia) 0,005
N2 de fragmentos invadidos por neoplasia (bidpsia) 0,05
Extensdo maxima do envolvimento neoplasico nos fragmento

(bibpsia) 0,01
% maxima de envolvimento neopldsico nos fragmentos (bidpsia) 0,02
Subtipo histoldgico (pega) 0,003
Percentagem de intraductal (numérica) 0,07
Percentagem de intraductal (categorica) <0,001
Score de Gleason (peca) 0,2
Classificagdo de Epstein (peca) 0,006
Presencga de padrdo terciario (pega) <0,001
Score de Gleason da lesdo indice <0,001
Classificagdo de Epstein da lesdo indice <0,001
Extensdo maxima da lesdo indice 0,005
Estado da margem cirurgica 0,05
Extensdo extraprostatica (pega) 0,02
Dimensdo da extensdo extra-prostatica (peca) 0,06
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Quadro 23. Variaveis selecionadas para analise multivariavel (continuagdo).

Invasdo vascular (pega) 0,002
Invasdo vesiculas seminais (pega) 0,01
Numero de ganglios linfaticos isolados 0,01
Numero de ganglios linfaticos positivos 0,09
Estadio patoldgico “T” 0,02
caderina E <0,001

Apds a selecdo das varidveis, aplicaram-se as técnicas estatisticas multivaridveis de
modo a colocar em evidéncia os factores que poderdo estar associados ao tempo até
a ocorréncia de recorréncia bioquimica. Os resultados seguintes emergem de
modelos finais otimizados, com o intuito de abarcarem o maior nimero de factores
preditivos. Pretende-se que a andlise multivaridavel funcione como um ultimo filtro
gue nos permita identificar quais os factores relacionados, de modo mais robusto,
com a variavel dependente, quando outras varidveis sdo também ajustadas ao
modelo. A selecdo das variaveis a incluir nos modelos finais, foi realizada através de
uma metodologia “stepwise” do tipo “backward”.

As varidveis que atingiram significado estatistico na analise multivariavel foram: o
subtipo histolégico observado na peca operatdria, a classificacio de Epstein
observada na lesdo indice, a existéncia de invasdo vascular na peca operatédria, o
numero de ganglios linfaticos isolados em doentes submetidos a linfadenectomia e a
perda de expressdo de caderina E. Os resultados globais da analise multivariavel

estdo resumidos no quadro 24.

Quadro 24. Resultados globais da analise multivariavel (continua).

Variaveis Categorias Estimativa HR (IC
anatomopatoldgicas 95%*)
Subtipo histoldgico | 1- acinar (n=100)** -
(pega) 3-intraductal (n=42) 3,882 (1,359; 11,089) 0,011
5-mucinoso (n=1) A
6-neuroendocino (n=1) -

Valor p

1
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Quadro 24. Resultados globais da analise multivariavel (continuagdo).

Classificagdo de “1”- (n=0) - -
Epstein da lesdo “2"-(n=78)** - -
indice “3”- (n=45) 2,970 (0,895; 9,847) 0,075
“4”- (n=10) 2,565 (0,505; 13,016) 0,255
“5”- (n=4) 35,553 (6,800; 185,88) <0,001
Invasao vascular | 0- ausente (n=140)** 7.544(1,339; 42,989) 0,028
(pega) 1- presente (n=7)
Numero de ganglios
linfaticos isolados - 1,056(1,003; 1,114) 0,048
Caderina E 0-2>70% (n=55)** -
1-<70% (n=7) 8,121 (2,118; 31,130) 0,002

*|C(95%) — Intervalo de Confianga a 95% para o HR.

** Categoria de referéncia

Por constrangimentos estatisticos, decorrentes da dimensdo minima das categorias “3-mucinoso” e
“5-neuroenddcrino”, estas foram retiradas da analise.

No primeiro modelo obtiveram-se resultados estatisticamente significativos em
relacdo ao subtipo histolégico, a classificacdo de Epstein da lesdo indice e a invasdo
vascular. Doentes em que tenha sido registada uma d4rea de diferenciacdo
intraductal, tém um risco estimado de RBQ cerca de 4 vezes superior (HR=3,88,
p=0,011), quando comparados com doentes com diferenciacdo exclusivamente
acinar. Isto, considerando doentes com a mesma classificacdo de Epstein e a mesma
situacdo em termos de ocorréncia, ou ndo, de invasdo vascular.

Doentes em que tenha ocorrido invasao vascular tém um risco estimado de RBQ,
cerca de sete vezes e meia superior (p=0,028), em relacdo aos doentes em que nao
ocorreu invasdao vascular. Isto, considerando doentes com o mesmo subtipo
histoldgico e a mesma classificacdo de Epstein.

Quando se considera a categoria de risco 5 da classificacdo de Epstein da lesdo
indice, esta acarreta um aumento do risco de RBQ, em mais de 30 vezes (p<0,001),
guando comparado com a categoria de risco 2. Isto, levando em linha de conta
doentes com o mesmo subtipo histolégico e a mesma situacdo em termos de
ocorréncia, ou ndo, de invasdo vascular. Neste modelo multivaridvel, o resultado da
classificacdo de Epstein obteve um “Hazard Ratio” muito elevado assim como, uma
amplitude muito grande para o intervalo de confianca correspondente. Dado que
estes valores mostram que ndo se obteve uma precisdo minimamente satisfatoéria

para estas estimativas, decidiu-se construir um segundo modelo em que se juntaram
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as categorias de risco 4 e 5 da Classificacdo de Epstein, para assim aumentar assim o
numero de doentes e tentar obter mais precisdo nas estimativas do modelo de
regressao de Cox. Ndo obstante, esta estratégia estatistica, & questionavel do ponto

de vista clinico. Os resultados deste segundo modelo estdo resumidos no quadro 25.

Quadro 25. Resultados da analise multivaridvel para modelo alternativo.

Variaveis D Estimativa HR (IC VD
anatomopatoldgicas 95%*)
Subtipo histoldgico | 1- acinar (n=100)** -
(pega) 3-intraductal (n=42) 3,985 (1,408; 11,276) 0,009
5-mucinoso (n=1) A
6-neuroendocino (n=1) A
Classificagdo de “1”- (n=0) - -
Epstein da lesdo “2”-(n=78)** - -
indice “3”- (n=45) 2,923 (0,882; 9,684) 0,079
“4 e5”-(n=14) 5,456 (1,417; 21,004) 0,013
Invasao vascular | 0- ausente (n=140)** 4,707 (0,863, 25,989) 0,073
(pega) 1- presente (n=7)

*|C(95%) — Intervalo de Confianga a 95% para o HR.

** Categoria de referéncia

Por constrangimentos estatisticos, decorrentes da dimensdo minima das categorias “3-mucinoso” e
“5-neuroenddcrino”, estas foram retiradas da analise.

Em termos do resultado da classificacido de Epstein, o aumento do risco de
recorréncia bioquimica continua a ser estatisticamente mais elevado para a
categoria mais alta, tendo-se conseguido obter valores de HR e da amplitude do IC
95% mais fidveis, no que diz respeito a precisdo. Neste segundo modelo o subtipo
histoldgico manteve a significancia estatistica, mas a invasdo vascular perdeu-a,
embora o valor de HR esteja dentro de uma margem de tendéncia.

Por fim, apresentam-se os resultados referentes a um outro modelo. A razdo para o
recurso a um terceiro modelo distinto, passa pelo facto dos dados referentes ao
“contexto ganglionar”, sé estarem disponiveis para 73 dos 147 doentes que
constituem a nossa amostra. Isto porque foram 73 os casos em que os doentes
foram tratados com linfadenectomia. A avaliacdo dos parametros “ganglionares” no
modelo geral, iria diminuir a sua robustez. O resultado deste modelo mostrou que,

por cada ganglio linfatico isolado adicionalmente, existe um aumento estimado em
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cerca de 5,6%, do risco de RBQ, considerando doentes com o mesmo pN e com
mesmo numero de ganglios metastizados.

Em todos os modelos que ajustamos, foram verificadas as proporcionalidades das
funcbes de risco, através dos residuos de Schoenfeld, ndo se tendo obtido valores
significativos. Os valores de p referentes a analise dos residuos de Schoenfeld
(considerando o coeficiente de regressao =0 com sendo a hipétese nula) obtido dos
trés modelos foram respetivamente 0,922, 0,850 e 0,299.

Uma ultima alusdo, para o resultado da analise multivariavel, referente a perda de
expressao da caderina E. Quando esta variavel foi introduzida no primeiro modelo,
obteve-se um resultado estatisticamente significativo (p=0,002). No entanto devido
ao reduzido numero de doentes em que esta varidvel foi avaliada (n=62),
considerou-se que a precisdo das estimativas é limitada. Como tal do ponto de vista
clinico optou-se por ndo valorizar, o resultado da andlise multivariavel, relativa a

perda de expressao da caderina E.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo validam, na nossa amostra populacional, o
interesse preditivo, em termos de ocorréncia de RBQ, de varios factores clinicos,
anatomopatoldgicos e um dos moleculares. Este trabalho também sugere, que
algumas varidveis anatomopatoldgicas poderdo ser factores preditivos
independentes para a ocorréncia de RBQ. Por fim, os nossos resultados apontam
para uma possivel relacdo entre o fendmeno de TEM e a RBQ. Contudo os nossos
resultados ndo permitiram estabelecer uma relacdo entre as restantes varidveis
moleculares e a ocorréncia de RBQ.

Na discussdo optou-se por seguir uma ordem de apresentacdao das diferentes

varidveis, similar a que se utilizou nos capitulos anteriores desta tese.

5.1. — Varidvel dependente

A recorréncia bioquimica, na nossa populacdo, ocorreu em 23 doentes (15,6%). A
escolha da RBQ enquanto “endpoint”, que serviu de variavel dependente, foi ditada
por constrangimentos praticos. A nossa amostra populacional foi composta,
exclusivamente, por doentes tratados na Fundacdo Champalimaud. Esta instituicdo
tem uma histdria relativamente recente e os primeiros doentes com TP comecgaram
a ser tratados em 2012. Consequentemente a mediana de seguimento de toda a
amostra populacional foi pequena (20 meses). Este facto associado a histdria natural
prolongada dos TP, tornou impossivel a utilizacdo de outros “endpoints” mais
robustos, como a mortalidade especifica por TP ou a sobrevivéncia livre de
metastizacdo. A RBQ, enquanto “endpoint” clinico intermédio, apresenta defeitos. A
histdria natural longa e varidvel, faz com que doentes com RBQ nunca cheguem a
desenvolver doenca clinicamente significativa ou venham a morrer de outra causa.
No entanto, a sua utilizacdo é apelativa. A sua frequéncia relativamente elevada
implica utilizacdo de amostras mais pequenas. A sua maior precocidade implica a
necessidade de seguimentos menos prolongados. Por fim, ndo é afetada pelas
opcOes terapéuticas que virdo a ser tomadas apds o estabelecimento de doenca
clinicamente significativa®®. Uma resposta definitiva, quanto a validade da RBQ como
“endpoint” clinico intermédio, devera ser aportada pelos resultado do estudo

ICECaP>>.
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N3o obstante a falta de validacdo e as insuficiéncias, a RBQ é usada frequentemente
como “endpoint” clinico intermédio. As séries mais representativas apontam para
que a frequéncia da RBQ_se situe entre 15 e 30%°®>%. Embora associados a duracdes
de seguimento distintas, estes resultados estao alinhados com os que obtivemos.

Uma das insuficiéncias apontadas a RBQ passa pelo facto de nem todos os doentes

1
4041 Esta

com RBQ virem a desenvolver doenca clinicamente significativa
insuficiéncia poder-se-a esbater consoante a altura em que ocorre a RBQ. Existem
dados que sugerem que RBQ mais precoce, a que ocorre nos primeiros 2 a 3 anos

apds a cirurgia, estd associada a pior progndstico®®*%7%83

. Na nossa populagdo a
totalidade das RBQ ocorreram precocemente. A mais tardia ocorreu 30 meses ap0ds a
cirurgia. Uma outra possibilidade para mitigar esta limitacdo passaria pela inclusdo
de doentes de outras instituicdes. No entanto, considerou-se que variacbes na

abordagem dos doentes, poderiam conduzir a heterogeneidade da amostra.

5.2. Variaveis demografica e clinicas

Na nossa amostra, e utilizando a andlise univaridvel, registou-se uma relacao,
estatisticamente significativa (p=0,02) entre o valor do PSA pré-operatdrio e a
ocorréncia de RBQ. O HR obtido diz-nos que, por cada aumento de uma ng/mL
ocorre um aumento de 8,2% na probabilidade de ocorréncia de RBQ. Na analise
multivaridvel esta varidvel ndo atingiu significancia estatistica.

Os nossos resultados estdo alinhados com a maioria dos dados publicados. Estes
assumem o nivel de PSA pré-operatdrio como um factor clinico com importancia

29,32,408,409

progndstica No entanto existem alguns estudos que questionam a

10,411 . . ~ .
#0411 Mesmo aceitando a sua importancia

importancia progndstica do PSA

progndstica, a sua robustez ndo é suficiente para que seja utilizado isoladamente.

Contudo, é utlizado na maioria dos esquemas de estratificacdo de risco,
91 75 92

nomeadamente nos da AUA”" da NCCN"™> e no CAPRA™.

O tipo de cirurgia efetuado também se relacionou com a ocorréncia de RBQ. Na

analise univaridvel atingiu significancia estatistica (p=0,01), mas ndo na analise

multivaridvel. Esta associacdo na nossa amostra tem, a nosso ver, pouco significado.

Consideramos que a associacdo estatistica resulta em grande medida de um viés de

selecdo. A decisdo de realizar prostatectomia com ou sem linfadenectomia
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associada, depende do risco de metastizacdo ganglionar. Na nossa instituicdo, este
risco é calculado através do nomograma de Briganti®’. Doentes com maior
probabilidade de metastizacdo ganglionar, serdo submetidos a prostatectomia com
linfadenectomia. Ou seja os doentes submetidos a linfadenectomia, terdo uma
maior probabilidade de recorréncia da doenca. Este facto confirmou-se na nossa
amostra. Os doentes submetidos a linfadenectomia, em analise univariavel, tiveram
um aumento do risco de ocorréncia de RBQ de quase trés vezes e meia, em relacdo
aos doentes que ndo realizaram linfadenectomia. No limite poder-se-a especular
gue a selecdo de doentes, para realizacdo de linfadenectomia, estd a ser efetuada
corretamente.

A idade e o intervalo de tempo entre a bidpsia e a cirurgia ndo estdo associados, na
nossa amostra, a ocorréncia da RBQ. A média das idades, foram similares nos
doentes em que ocorreu RBQ (60,8 anos) e nos que nao ocorreu RBQ (61,5 anos).
Este achado é concordante com os dados publicados, em que a idade n3do parece ser

—1 ~ .
%8710 A duracdo do intervalo de tempo entre a

um factor de risco para RBQ
realizacdo da bidpsia e a cirurgia, ndo estd associada ao aumento do risco de
ocorréncia de RBQ. A duracdo deste intervalo foi ligeiramente mais curta nos
doentes em que ocorreu RBQ (mediana de 10 semanas) do que nos doentes sem
RBQ (mediana de 11 semanas). Este resultado, podera ter a ver com um viés de
selecdo. Doentes com doenca de maior risco tenderdo a esperar menos tempo pela
realizacdo de cirurgia. Do ponto de vista conceptual um aumento do tempo entre a
bidpsia e a cirurgia, podera justificar um aumento da probabilidade de recorréncia
da doenca. As solucdes de continuidade, ao nivel da capsula prostatica, resultantes
da bidpsia poderiam facilitar a migracdo de células neoplasicas. Os dados da
literatura sdo escassos e ndo concordantes. Um estudo recente sugere a
possibilidade deste intervalo poder ter algum impacto em termos progndsticos™.

Outros excluem a existéncia de relacdo entre este intervalo e a ocorréncia de

RBQ109,110-

5.3. Variaveis anatomopatoldgicas
O Score de Gleason enquanto factor preditivo, teve um comportamento diferente

consoante o contexto em que foi avaliado. Na analise univaridvel, o score de Gleason
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da bidpsia (p=0,004) e da lesdo indice (<0,001), foram ambos factores preditivos de
RBQ. No entanto, o score de Gleason obtido na totalidade da peca operatéria ndo foi
factor preditivo (p=0,2). Na andlise multivaridvel, nenhum dos scores de Gleason foi
factor preditivo de RBQ. Os nossos resultados estdo alinhados com a extensa lista de
estudos que demonstraram a capacidade prognéstica e preditiva do SG. O SG é
preditivo da ocorréncia de outros factores anatomopatoldgicos de mau progndstico,
da RBQ, da recorréncia local e a distancia, em doentes ndo tratados bem como em
doentes que foram tratados com PR, com radioterapia e com outras terapéuticas'®>.
A elevada robustez do SG tem tornado dificil a sua melhoria. No entanto ao longo
das ultimas 4 décadas, foram-se acumulando muitos dados que colocaram em
evidéncia algumas das suas limitacdes, nomeadamente o que sucede em casos com
SG de 7. Existe uma grande quantidade de evidéncia cientifica que suporta o facto
destes doentes poderem ter progndsticos dispares. Os doentes com SG de “3+4”
tém muito melhor progndstico do que os com SG “4+3”'*”_ Para responder a esta e a

11
8 Esta coloca em

outras limitagdes do SG, foi criada a classificacdo de Epstein
categorias diferentes, os casos “3+4” (Grupo progndstico IlI) e os “4+3” (Grupo
progndstico lll). Os dados da nossa amostra, confirmam um melhor desempenho
preditivo da classificacdo de Epstein em relacdo ao SG. A CE, em andlise univariavel,
é preditiva de RBQ nos 3 contextos em que foi avaliada, a saber na bidpsia (p=0,005),
na totalidade da peca (p=0,006) e na lesdo indice (p<0,001). A sua robustez preditiva,
é ainda confirmada pelo facto de, em andlise multivaridvel, a CE referente a lesdo
indice estar, estatisticamente, associado a ocorréncia de RBQ. O facto de usarmos
estas duas escalas de diferenciacdo celular, e de modo a ndo duplicar os resultados,
levou-nos a ndo efetuar a subanalise da categoria 7 (“3+4” e “4+3”) do SG.

Para avaliarmos a extensdo do envolvimento tumoral na bidpsia, utilizamos 3
parametros: o numero de fragmentos envolvidos por neoplasia, a extensdo maxima
do envolvimento neoplasico nos fragmentos positivos e a percentagem maxima de
envolvimento neoplasico dos fragmentos positivos. Todos os trés parametros, na
nossa amostra, atingiram significancia estatistica em analise univaridvel. O p para os
trés parametros foi respetivamente de 0,05, 0,01 e 0,02. Na andlise multivariavel,
nenhuma destas varidveis atingiu a significancia estatistica. A literatura aponta para

gue nem todos os parametros de quantificacdo de extensdo do envolvimento
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tumoral na bidpsia, tenham mesma importancia prognéstica®. Por outro lado, seria
impraticdvel quantifica-los a todos. No entanto, um factor que atesta a sua
importancia, é a sua inclusdo em esquemas de estratificacdo de risco
contemporaneos, como o da AUA®! do NCCN” e o score CAPRA. Por exemplo a
EAU sugere, que em todas as biopsias positivas, seja quantificada a extensdo de
tumor, em milimetros ou em percentagem®. No nosso trabalho, por cada fragmento
adicional envolvido por tumor, registou-se um aumento do risco de RBQ de 10,1%.
Do ponto de vista conceptual, poder-se-ia especular que um aumento do nimero de
fragmentos positivos acarretaria um maior nimero de solugdes de continuidade, por
onde as células neopldsicas poderiam migrar. Existem pouquissimos dados que
exploram esta associacdo e os disponiveis n3o suportam a sua existéncia™****.

A maioria dos tumores da nossa amostra foram do subtipo acinar (n=141; 95,9%).
Destes, 100 foram classificados como exclusivamente acinares e, nos restantes 41
(27,9%), também coexistia uma area de diferenciacdo intraductal, cuja extensdo
variou entre os 10 e os 80%. Um caso adicional apresentava diferenciacdo
exclusivamente intraductal. Estes valores de frequéncia relativa estdo de acordo com
os dados disponiveis na literatura, em que a maioria dos tumores sdo acinares
(acima de 95%) e em que dareas de diferenciacdo intraductal ocorrem em menos de
5% das biopsias™! mas entre 20 a 40% das pecas operatérias'®’. A presenca de
diferenciacdo intraductal, na nossa amostra, assumiu-se como um factor preditivo
de ocorréncia de RBQ, quer na analise univariavel (p=0,003), quer na analise
multivaridvel (p=0,01). Este achado também é concordante com os dados

134,136,137,412 . . . .
34136137412 ymy aspeto muito pouco referenciado na literatura diz

disponiveis
respeito ao impacto preditivo de uma percentagem crescente de area de
diferenciacdo intraductal. No nosso trabalho, em termos percentuais, a area de
diferenciacdo intraductal, variou entre os 10 e os 100%. Quando esta variavel foi
assumida como numérica, na analise univariavel, obteve-se um resultado numa
margem de tendéncia (p=0,07). Quando esta varidvel foi categorizada, assumindo
como ponto de corte os 20%, obteve-se um resultado altamente significativo, em
analise univaridvel. Em doentes com uma darea de intraductal superior a 20%,

ocorreu um aumento do risco estimado de RBQ, superior a 4 vezes (HR=4.71,

p=<0,001), quando comparados com os doentes da categoria de referéncia (auséncia
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de diferenciacdo intraductal). Em analise multivaridvel, nenhum destes dois
parametros atingiu significancia estatistica. Considerados em conjunto, os dados que
obtivemos relativamente ao “intraductal”, consubstanciam a nossa observacado
clinica quotidiana, de que doentes com areas de carcinoma intraductal, tendem a ter
com maior frequéncia progressdo da doenca.

A presenca de um padrdo tercidrio foi descrita em 5 doentes (3,4%) e associou-se de
modo significativo, em andlise univaridvel, ao risco de ocorréncia de RBQ (p<0,001).
Em andlise multivaridvel, ndo atingiu significancia estatistica. Em termos de
frequéncia, a literatura é relativamente dispar. A identificacdo de presenca de
padrdo terciario vai desde 10 a mais de 50%, em varios trabalhos**™8,
Provavelmente esta variabilidade devera decrescer a medida que se adotam os
refinamentos progressivos decorrentes dos varios consensos da ISUP. Esta mesma
evolucdo metodoldgica poderd explicar, pelo menos em parte, a discrepancia entre
0s nossos resultados e os que estdo publicados. Em termos de progndstico, os dados
disponiveis na literatura sdo mais concordantes e suportam os nossos achados. A
identificacdo de padrdo tercidrio, na maioria dos estudos, estd associada a um pior
prognéstic0116'117'128’414_419.

O conceito de lesdo indice é deveras interessante e o reconhecimento da sua
importancia tem sido crescente, nos ultimos anos. Ao nivel da lesdo indice, e de
acordo com a analise univaridvel, quer o SG (p<0,001), quer a CE (p<0,001), foram
factores preditivos de RBQ. Contudo, quando se considerou a analise multivariavel,
foi apenas a CE, e ndo o score de Gleason, que atingiu a significancia estatistica. Ou
seja, na nossa populacdo a diferenciacdo determinada na LI parece ser superior,
enquanto factor preditivo de RBQ, a mensurada, quer na bidpsia quer na peca. De
acordo com o nosso conhecimento, e considerando a literatura publicada, o nosso
trabalho é o primeiro a sugerir que a CE, aplicada a LI, € um factor preditivo de RBQ.
Importa ressalvar a grande amplitude do intervalo de confianca e o valor elevado do
“Hazard Ratio”, associados a andlise multivaridvel. Estes poderdo suscitar reservas e,
na nossa opinido, representam uma limitagdo do presente estudo. A nosso ver, este
resultado deve-se a dimensdo muito reduzida da categoria 5, constituida, apenas,
por 4 observacdes e ainda pelo facto de em todos estes 4 doentes ter ocorrido RBQ.

Por outro lado, importa recordar o facto de a populacdo total ser constituida apenas
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por 147 individuos. Na tentativa de avaliar o “comportamento” dos dados,
construiu-se um segundo modelo de analise multivaridvel, em que se juntaram as
categorias de risco 4 e 5 da CE. Também este outro modelo permitiu mostrar que a
existéncia de menor diferenciacdo, estad associada a um maior risco de RBQ. Doentes
com uma categoria de risco 4 ou 5, apresentam um aumento do risco estimado de
RBQ de quase cinco vezes e meia, quando comparados com doentes de categoria de
risco 2 (categoria de referéncia). Ou seja, ndo obstante as limitacdes, enumeradas
acima, pensamos gue 0s nossos resultados sugerem, com consisténcia, a existéncia
de uma associacdo entre a CE da LI e a ocorréncia de RBQ.

Na nossa amostra, a importancia preditiva da LI também foi sugerida pelos
resultados do SG. Este quando foi avaliado na LI (p<0,001), teve uma capacidade
preditiva superior a encontrada na peca (p=0,2) e na biépsia (p=0,004). Considerados
em conjunto, os dados referentes a diferenciacdo da LI, confirmam a sua
importancia preditiva, demonstrando a sua superioridade em relacdo a utilizacdo da
totalidade da peca operatéria. Alids, quer os resultados da CE quer os do SG, sdo
estatisticamente diferentes (ambos com p<0,001), quando se compara a totalidade
da peca com a lesdo indice.

Existem estudos, disponiveis na literatura, que suportam a importancia preditiva da

157,420

lesdao indice . No entanto, esta poderd ndo ser igual para todos os TP. Dados

recentes sugerem que a importancia progndstica da LI poderd ser maior em lesdes

21 . ~ .
421 A dimensdo reduzida da nossa

de baixo risco e menor em lesdes de alto risco
amostra, ndo nos permitiu a exploracdo estatistica desta possibilidade.

Para além da diferenciacdo, também foi avaliada a dimensdo da LI, com recurso a
dois parametros: a extensdo maxima e o volume. Na andlise univariavel, obtivemos
resultados diferentes para estes dois parametros. A extensdo maxima esta associada
a ocorréncia de RBQ (p=0,005), o mesmo ndo sucedendo com o volume (p=0,3). Em
analise multivaridvel nenhum dos dois atingiu significancia estatistica. A mediana do
volume da LI foi de 1,2 cm®. Este valor é inferior ao resultado obtido num outro
estudo (média de 2,42)**%. Esta diferenca em relacdo aos nossos dados poderd ser
explicada pelo facto deste outro trabalho ter incluido doentes antes da

generalizacdo do rastreio com PSA. A avaliacdo do volume tumoral nos TP associa-se

a varias questdes. Uma delas é metodoldgica, ja que diferentes métodos de
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qguantificar o volume tumoral podem influir no impacto preditivo deste
parametro’®®. Colocando de lado a metodologia, a literatura diverge quanto a

189-191,42 ~ 192,1 . . N
897191423 51U n30™%'3, de impacto preditivo deste pardmetro. De realcar,

existéncia
gue, muitos destes dados, dizem respeito ao volume do tumor e ndo ao volume da
LI. Embora em tumores multifocais, a LI pareca representar a grande maioria - quase
90%, do volume tumoral total***.

A dimensdo tumoral é um factor de progndstico estabelecido em muitas neoplasias,
mas nao nos TP. A maior parte dos dados que avalia a extensao da LI, sdo obtidos
por RM e ndo por anatomopatologia. Parece haver uma razodavel concordancia entre

425,426

ambos os métodos . Num estudo, muito recente, a dimensdo da LI medida por

. .. N 2
RM foi similar 3 encontrada na nossa amostra®?’

. Os dados que relacionam a
extensdo da LI, medida na peca, com o risco de desenvolvimento de RBQ sdo
escassos. Mizuno e colaboradores mostraram que a extensao da LI foi um factor
preditivo independente para a ocorréncia de RBQ. Reportaram que a média do valor
da extens3o da LI foi de 20 mm**®, um valor sobreponivel ao obtido na nossa
amostra (19,74 mm).

Uma das razdes que explica o interesse crescente no conceito da LI, sdo as suas
provaveis implicacbes praticas. Os TP sdo, com frequéncia, multifocais e
heterogéneos do ponto de vista histoldgico™® e genético™®’. Este facto podera
acarretar dificuldades no momento de caracterizar anatomopatologicamente a peca
operatoria. Se a LI traduzisse fidedignamente a lesdo com o SG e o estadio
patolégico mais elevados, poderia permitir ultrapassar esta dificuldade. No entanto,
esta relacdo, entre LI e o foco tumoral com caracteristicas anatomopatoldgicas mais

151,429

agressivas, é suportada por alguns trabalhos , mas questionada por varios

152-1
outros >27153

. Outro aspeto muito atrativo, passa pela possibilidade de tratamento
focal. Se aceitarmos que a LI pode ditar o comportamento bioldgico e a letalidade
dos TP, entdo a destruicdo seletiva desta lesdo poderia ser curativa, ao mesmo
tempo que limitava a toxicidade e os custos™®®. Acresce ainda, o facto de a LI poder
ser facilmente identificavel por RM*3%43!,

Na nossa populacdo, a maior parte dos casos (76,9%), apresentavam tumores
multifocais. A existéncia de multifocalidade ndo se associou a um aumento do risco

de ocorréncia de RBQ (p=0,2). A nossa frequéncia relativa de casos multifocais é
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concordante com a literatura, em que a multifocalidade ocorre ente 60 e 90% dos

1 . ;. ~ . . .
casos**®. Quanto ao impacto progndstico, os dados sio mais dispares. Existem

trabalhos que sugerem um aumento do risco de RBQ, associado a multifocalidade®?,
enquanto que outros o contrariam®>. Por outro lado, existe literatura que sugere o
facto da doenca unifocal poder estar associada a um pior prognéstico®”, o que, alias,
parece ser sugerido pelos nossos dados, embora sem atingir significado estatistico
(figura 28).

Na nossa amostra, a invasao perineural, quer na bidpsia quer na peca operatdria,
ndo se associou a ocorréncia de RBQ. No entanto, os nimeros ndo sdo exatamente
iguais. Ao contrario da invasdo perineural na biépsia (p=0,3), a existéncia de invasdo
perineural na peca atingiu, um resultado numa margem de tendéncia (p=0,08).
Nenhum destes parametros atingiu significancia estatistica na analise multivariavel.
Merece a pena ressalvar que, em nenhum dos 18 casos sem invasao perineural na
peca, ocorreu RBQ. Em termos de frequéncia, a invasdo perineural, na bidpsia
ocorreu em 47,3% dos casos e na peca em 87,8% dos casos. Estes valores estdo

172,435

alinhados com outros ja publicados . A importancia progndstica da invasao

perineural n3o é consensual, nem na bidpsia’”>*">***, nem na peca'’®. Embora n3o
seja inequivocamente um factor preditivo independente e robusto, a invasdo
perineural poderd ter importancia preditiva. Um melhor entendimento da sua
fisiopatologia podera ajudar a clarifica-la. Num trabalho recente, a invasao
perineural associou-se a aumento da angiogénese tumoral, mas ndo da proliferacdo
celular, nem da apoptose'’®. Parece existir interacdo entre fibras nervosas, células
tumorais e células do estroma. Varias neurotrofinas (NGF, BDNF e NT-3), EGFR e

176,177

CD74, podem funcionar como facilitadores da invasao perineura , aparentando,

também, estar associadas a TEM*787*82,

A existéncia de margem cirurgica positiva foi documentada em 20,4% dos casos, e
representa, na nossa populacdo, um factor preditivo estatisticamente significativo
(p=0,05) para RBQ. Este resultado ndo foi confirmado na andlise multivariavel. A
nossa frequéncia de MCP esta de acordo com os dados ja publicados, nos quais varia
entre 10 e 35%'°*®® Enquanto factor preditivo, a importancia da MCP est3

161-166

estabelecida e sdo varios os trabalhos que a suportam . Dos varios factores que

podem influenciar a importancia da MCP (extensdo, local e unifocalidade versus
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multifocalidade), neste trabalho, apenas avaliamos a extensdo. Esta, ao contrario do
gue seria expectdvel, ndo se associou a ocorréncia de RBQ (p=0,4). Este resultado
manteve-se mesmo quando se excluiram da andlise dois “outliers”. A auséncia de
importancia preditiva da extensdo da MCP, podera ter a ver com o baixo nimero de
MCP (30 casos) e o valor relativamente baixo da extensdo da mesma (mediana de 2
mm). Os vdrios estudos disponiveis ndo sdo completamente concordantes, mas
sugerem a existéncia de pior progndstico associado a MCP superiores a 3 mm™®°.

A invasdo vascular, na peca operatdria, foi documentada em muito poucos casos
(4,8%). Ainda assim, representa na nossa populacdo, um factor preditivo
independente de RBQ (p=0,02). De acordo com o valor do “Hazard ratio”, obtido em
analise multivariavel, a sua existéncia traduz-se num aumento do risco estimado de
RBQ, superior a sete vezes. A frequéncia da invasdo vascular descrita na literatura,
varia consoante os trabalhos. Os mais antigos sugerem que poderd chegar a mais de
50%'%, embora dados mais recentes apontem para valores muito mais baixos, em
torno dos 10%'®. Existem varios trabalhos que atestam a importancia progndstica

. ~ 115,174,184,185
da invasdo vascular

, incluindo uma metaanalise recente que avaliou 25
estudos e mais de 9500 doentes. Nesta, a LVI associou-se a RBQ e a presenca de
outros factores anatomopatoldgicos de mau progndstico®®.

No nosso trabalho, ocorreram 57 casos (38,8%) com extensdao extra-prostatica.
Decidiu-se explorar, adicionalmente, a importancia deste factor anatomopatoldgico
através da quantificacdo da sua extensdao, em milimetros. A ocorréncia, versus a
auséncia, de EEP foi um factor preditivo para a ocorréncia de RBQ (p=0,02). No
entanto, a sua dimensdo, avaliada como variavel numérica continua, ndo foi factor
preditivo para a ocorréncia de RBQ, embora o resultado estatistico se encontre
numa margem de tendéncia (p=0,06). A auséncia marginal de significado estatistico
poderd ser explicado pela numero relativamente baixo de casos com EEP e pela
presenca de um numero elevado de “outliers”, cuja exclusdo ndo foi
metodologicamente possivel. Nenhuma destas varidveis atingiu significancia
estatistica em analise multivaridavel. Os nossos resultados ndo diferem muito da
literatura disponivel. A importancia preditiva da existéncia de EEP estd bem
estabelecida. No entanto nem sempre é clara a separacado entre EEP e MCP, quer em

termos histolégicos quer em termos estatisticos, enquanto factores preditivos'®°.
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N3o obstante, parece que a EEP tem capacidade progndstica independente da
MCP*®. A provar a sua independéncia, estad o facto de ser uma das caracteristicas
qgue define a categoria pT3a do sistema TNM. A importancia da sua dimensdo,
também é sugerida como factor preditivo, mas com base em dados menos robustos.
Uma das dificuldades em relacdo a dimensdo passa pela metodologia usada na sua
avaliacdo. A quantificacdo pode ser por métodos qualitativos'®’ ou quantitativos %,
sendo que, esta Ultima metodologia, parece ser superior'®®, Independentemente do
método usado, existem dados que associam uma maior dimensdo da EEP a maior
risco de RBQ?*?%*,

Na nossa amostra, a invasao das vesiculas seminais ocorreu em cerca de um décimo
(10,2%) dos casos. Este valor, embora mais elevado, ndo parece diferir muito dos
dados disponiveis na literatura. Estes apontam para valores decrescentes ao longo
das ultimas décadas, abaixo dos 5%, no decénio 2001 a 2010*%°. Esta diferenca pode
ter a ver com um refinamento crescente da técnica cirurgica, que podera conduzir o
Urologista a ampliar as indicacGes para PR e, por outro lado, levar o doente a preferi-
la, em detrimento de outras op¢les terapéuticas locais. Uma outra razdo possivel,
passaria por insuficiéncia dos métodos de estadiamento. A utilizacdo de RM no
estadiamento local e regional da maioria dos doentes da nossa amostra, tornam esta
hipotese menos plausivel. Tal como seria expectdvel, no nosso trabalho, a IVS foi um
factor preditivo (p=0,01) de RBQ, mas ndo atingiu significancia estatistica na analise
multivaridvel. Este resultado esta alinhado com a literatura, sendo multiplos os
estudos que confirmam o mau progndstico associado a IVS'®.

Como seria expectavel, o sistema de estadiamento TNM referente ao tumor
primario, na nossa amostra, foi preditivo de recorréncia bioquimica (p=0,02). Em
analise multivaridvel, ndo atingiu significancia estatistica. A frequéncia de tumor
confinado a préstata (“pT2”), na nossa amostra, foi de 57,8%. Estes valores diferem
ligeiramente dos apresentados por Tewari, que avaliou mais de 57 mil doentes
tratados com PR por via laparoscopica. Nestes os doentes com pT2 representavam
70,9% dos casos'®. Assumimos como explicacdo possivel os argumentos usados,
imediatamente acima, para justificar a diferenca da frequéncia da IVS, entre a nossa
amostra e dados publicados.

Em termos do envolvimento ganglionar, para além da existéncia, ou ndo, de
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metastizacdo ganglionar, resolvemos avaliar a importancia do numero de ganglios
isolados e do numero de ganglios com metastizacdo. Procurdmos, ainda, avaliar a
importancia da extensdo extracapsular ao nivel dos ganglios linfaticos metastizados,
o que ndo foi possivel, uma vez que ocorreu em apenas dois doentes. A
metastizacdo ganglionar foi documentada em 8 doentes (11%) dos 73 submetidos a
linfadenectomia. Este valor estd alinhado com os dados publicados que apontam

205,437

para valores entre 5 e 10% e que tém vindo a aumentar progressivamente nos

206,437

ultimos anos . Ao contrario do que seria expectavel, atendendo aos dados

1,199,206-2 . A . . ~ .
31,199,206-208 5 existéncia de metastizagdo ganglionar, na nossa amostra,

publicados
ndo foi um factor preditivo para a ocorréncia de RBQ (p=0,3). A explicacdo mais
provavel passa pelo pequeno numero de doentes submetidos a linfadenectomia e o,
ainda menor, com disseminacdo ganglionar.

Dado que provavelmente o mau prognodstico associado a metastizacdo ganglionar
ndo é uniforme em todos os doentes’”®, também avalidmos a importancia preditiva
do numero de ganglios isolados na peca operatéria, bem como do numero de
ganglios com metastizacdo. Como seria de esperar, atendendo ao numero baixo de
doentes com disseminacdo ganglionar, o niumero de ganglios positivos ndo se
associou a ocorréncia de RBQ. Ndo obstante, existem dados que sugerem a

209-212 ;
.Jao

importancia preditiva de um maior nimero de ganglios metastizados
numero de ganglios isolados, em todos os doentes submetidos a linfadenectomia, foi
um factor preditivo independente de RBQ. Em analise multivaridvel, por cada géanglio
isolado adicionalmente, houve um aumento do risco estimado de RBQ de 5,6%.
Existem determinados tumores, como os do célon, em que o impacto progndstico
positivo de um maior numero de ganglios isolados na peca operatoria, esta bem

. 21 ~ . 215,21
estabelecido?*®. No que concerne aos TP, os dados s3o escassos e divergentes?>*.

5.4. Variaveis moleculares

Das multiplas varidveis moleculares que avaliamos, apenas a caderina E estd
associada a ocorréncia de RBQ, em analise univariavel. Em analise multivariavel, ndo
obstante a obtencdo de um resultado de p estatisticamente significativo (0,002),
decidiu-se ndo o valorizar, dado que a precisdo da estimativa se considera limitada.

Esta limitacdo, na nossa opinido, deve-se exclusivamente a dimensdo diminuta da
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amostra. Nenhuma das restantes variaveis moleculares (SOX2, OCT4, caderina N,
vimentina, ERG, p53, Ki67, PTEN, PMS2, MSH6, MLH1 e MSH2), atingiu significancia
estatistica ou um resultado dentro de uma margem de tendéncia. Existem varios
factores que podem explicar os nossos resultados, maioritariamente negativos.
Primeiramente, o niumero relativamente baixo de casos que avalidmos. Também um
factor, a duracdo de seguimento relativamente curta, dos doentes que constituiram
a nossa amostra. E, por ultimo, limitacdes metodoldgicas prdprias do método de IHC,

174 Ainda dentro das

como sejam dificuldades na normalizacdo e a variabilidade
guestdoes metodoldgicas, hd que considerar a possibilidade de insuficiéncia do
observador, enquanto fonte de erro. Embora possivel, parece-nos improvavel, ja que
houve muito cuidado com a definicdo e execucdo da estratégia de treino e, por outro
lado, houve durante a leitura dos casos, um acompanhamento muito préximo, por
parte do Professor Doutor Antonio Lopez-Beltran. Outra possibilidade passa por um
possivel viés de selecdo. Os casos com recorréncia bioquimica foram escolhidos de
acordo com a disponibilidade de tecido e os casos sem recorréncia bioquimica,
foram escolhidos de forma aleatdria. Ainda dentro da metodologia, procurou-se
adaptar estratégias que permitissem mitigar algumas das limitacdes da IHC. Avaliou-
se, de modo combinado, marcadores com funcdo biolégica similar, de modo a
aumentar a redundancia. Ndo obstante esta estratégia, os marcadores de TEM, de
potencial estaminal e de reparacdo de ADN, mesmo considerados em conjunto
continuaram a ndo estar associados a ocorréncia de RBQ. Adicionalmente, no plano
de operacionalizacdo de variadveis, teve-se o cuidado de escolher pontos de corte, o
mais simples possiveis, desde que suportados por evidéncia publicada. Por fim, no
caso da caderina N repetiu-se todo o procedimento imunohistoquimico e a leitura
foi efetuada pelo Professor Doutor Antonio Lopez-Beltran. Os resultados foram
iguais aos previamente reportados.

No caso especifico da TEM, os resultados positivos da caderina E mas negativos dos
restantes marcadores, considerados isoladamente e em conjunto, podem ter uma
explicacdo metodolégica e bioldgica. A explicacdo metodoldgica podera ter a ver
com a escolha, relativamente, arbitraria das varidveis a estudar. Na base desta

escolha estiveram:
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— A pouca literatura referente ao fendmeno de TEM nos TP, que estava
disponivel a data em que este projeto foi desenvolvido.
— A discussdao com investigadores que tinham experiéncia no estudo, por IHC,
do fendmeno de TEM.
— Constrangimentos econdmicos, que ditaram a utilizagdo de um numero
limitado de marcadores.
A prépria biologia do fendmeno de TEM, também pode contribuir para explicar os
resultados que obtivemos. A TEM é um fendmeno biolégico muito complexo, em
relacdo ao qual estdo descritos multiplos indutores, facilitadores e inibidores. Estes,
em conjunto, influenciam uma multiplicidade de efetores a nivel genético que, por
sua vez, conduzem a varias mudancgas morfo-funcionais, através de variados efetores

300,301

fenotipicos . A somar a esta complexidade, hd ainda que levar em linha de conta

a nocdo de reversibilidade, de parcialidade e de especificidade celular/tecidular que

P . 1
também caracterizam a TEM>%%3°

. Ou seja, pode ocorrer ativacdo do programa de
TEM, sem que sejam expressos, ou sao-no descontinuamente, os marcadores que
foram avaliados neste projeto. A data atual, faz mais sentido admitir a TEM como um
conjunto dindmico de multiplos estadios transitdrios, entre os fendtipos epitelial e
mesenquimatoso309.

Em relacdo a literatura disponivel, os dados ndo sdo homogéneos e nao divergem
muito, dos obtidos na nossa amostra. Aceita-se que a TEM ocorre nos TP, mas
desconhece-se o seu verdadeiro impacto na progressdo tumoral e enquanto factor
prognostico. Behnsawy e colaboradores avaliaram diversos marcadores de TEM
(caderina E, caderina N, catenina-B, catenina-y, fibronectina, metaloproteinase-2,
metaloproteinase-9, “Slug”, “Snail”, “Twist”, vimentina, “ZEB1” e ZEB2). Na analise
univaridvel, apenas a caderina E, o “Snail”, o “Twist” e a vimentina estiveram
associados a diminuicdo da sobrevivéncia livre de RBQ. Em andlise multivariavel,
apenas o “Twist” e a vimentina mantiveram significancia estatistica>**. Os dados do
grupo de Huber ndo sdo sobreponiveis. Em relacdo a TEM, este grupo, avaliou a
expressao de caderina E, caderina N, NF-kB e a vimentina. Em analise univariavel a
caderina E e o NF- kB, mas ndo a caderina N e a vimentina, foram factores preditivos.
Estes resultados ndo se confirmaram em andlise multivaridvel. No mesmo trabalho

guando a andlise multivariavel se limitou aos TP com SG 6 e 7, a caderina E e a
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217

caderina N, passaram a ser factores preditivos independentes®™’. Uma metaanalise

recente avaliou véarios marcadores de TEM (caderina E, caderina N, catenina-a,
catenin-B, catenina-y, fibronectina, metaloproteinase-2, metaloproteinase-9,
Vimentina, “Snail”, “Twist”, “Slug”, “ZEB1” e ZEB2). Apenas a caderina N, o “Twist”, a
Vimentina e o “Slug” foram factores preditivos para sobrevivéncia livre de RBQ?™.
Existem varios outros trabalhos que associam os marcadores de TEM, que avalidmos,
aos TP (veja “1.6.4.1. Caderina E”, “1.6.4.2 caderina N” e “1.6.4.3 Vimentina”).

Em relacdo as restantes varidveis moleculares avaliadas por IHC, os dados publicados
também s3do heterogéneos. Tal como se referiu na Introducdo (veja “1.6.4. Factores
moleculares determinados por imunohistoquimica”), existe uma quantidade
muitissimo grande de trabalhos, que avaliam o impacto preditivo de biomarcadores
avaliados por IHC. Muitos sugerem a importancia preditiva destes biomarcadores.
Contudo, na maioria dos biomarcadores, esta nog¢do de importdncia ndo é
confirmada pela totalidade dos estudos. Esta heterogeneidade de resultados,
também esta plasmada em trabalhos com metodologia mais robusta, como andlises

217,218,438

sistemdticas e metaanalises . Ou seja, tomando toda esta informacdo em

conjunto, ficamos com a nog¢do de que os nossos resultados ndo assumem contornos
marcadamente dispares.

No que concerne a positividade do SOX2, existem trabalhos que sugerem que é

291,292 374,378

frequente e outros que o declinam Alguns trabalhos sugerem que

288,291-293

sobreexpressao de SOX2 poderd estar associada a pior progndstico . Outros

439

parecem excluir a sua importancia™”. A positividade de OCT4 é varidvel, embora os

289,295

dados apontem para frequéncias elevadas e parecam sugerir um aumento da

379

positividade associado a estadios mais avancados da doenga”’”. Os poucos dados

disponiveis parecem sugerir a importancia progndstica deste biomarcador?®®2%42%>,
Diferentes isoformas de OCT4, poderdo ter impacto progndstico diferente®*.

A proteina ERG é codificada pelo gene ERG e este é um dos proto-oncogenes mais
frequentemente sobreexpresso nos TP. Ndo obstante uma quantidade muito grande
de estudos publicados acerca do ERG, os seus significados, clinico e prognéstico,
continuam a ndo estar perfeitamente definidos. Mutos estudos demonstraram um

impacto progndstico negativo enquanto que outros ndo. Esta disparidade parece

persistir, mesmo utilizando metodologias mais evoluidas, que avaliam a expressdo
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genética. Em parte esta disparidade podera advir do facto de diferentes rearranjos

. e . ;. . 247-2
poderem ter significados bioldgicos diversos®’2%°.

Também em relacdo ao p53, os dados publicados sdo abundantes. A frequéncia das

mutacdes do p53 aumenta muito, a medida que se avanca na histdria natural da
~ . . . 252 .

doenca. S30 relativamente raras em tumores primarios®?, e mais frequentes em

2 ~ s . . ~
formas avancadas da doenca®>. S3o varios os trabalhos que associam altera¢des do

255254256

p53 a pior prognostico . No entanto 3 analises sistematicas ndo confirmaram

. T 217,21
0 seu interesse enquanto factor progndstico?!’?1843%8,

O Ki67 é um marcador de proliferacdo celular utilizado, noutros tumores, como
factor progndstico e, mais pontualmente, como factor preditivo. A literatura que

associa o Ki67 aos TP é relativamente abundante e consistente. S3o varios os

263-267

trabalhos que associam o Ki67 a um pior progndstico N3o obstante a

guantidade e a relativa consisténcia dos dados, nas anadlises mais abrangentes

citadas acima, apenas na de Zhao se confirmou que o ki67 era um factor preditivo

. 21 ~ 21 . .
independente?®®®. Tal ndo aconteceu nem na de Huber’*’ nem na de Rizzardi**®.

Tal como acontece com a p53, a perda de PTEN é mais frequente em formas mais

avancadas da doenca, do que em tumores primarios. Nestes poderda ocorrer em até

132,248,272

um quarto dos casos . A importancia prognédstica da perda de PTEN é

132,248,272

sugerida por muitos trabalhos e por uma metaanalise relativamente

273

recente”’”. No entanto, nos trabalhos de Zhao e de Rizzardi, a perda de PTEN n3o foi

um factor preditivo independente®'®*%®,

Cerca de um quinto, dos TP primarios apresentam muta¢cGes em genes relacionados

252

com a reparacdo do ADN™*. Tal como acontece com outros biomarcadores, a

frequéncia destas alteracGes parece aumentar ao longo da evolucdo da histéria

natural dos TP*’®

. As alteracdes da reparacdo do ADN em TP, envolvem as diferentes
vias de reparacdo®>. Uma dessas vias é a da reparacdo de “mismatch”. Nos TP os
genes mais frequentemente associados a esta via sdo o MSH2, o MSH6, o PMS2 e o
MLH1%"7?"8_0Os dados que associam alteraces destes genes a TP sdo limitados, mas

281,282 .~
81282 A decis3o de

ainda assim suficientes para sugerir alguma importancia preditiva
incluir estes marcadores no nosso projeto prendeu-se, em grande medida, com o
recente reconhecimento da sua importancia preditiva associada a terapéutica com

inibidores de “checkpoint”. Embora os resultados tenham sido negativos,
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registaram-se, em todos os 12 doentes em que ocorreu a perda, de pelo menos 1
destes biomarcadores.

Os nossos resultados, bem como muitos outros que se encontram publicados,
confirmam a existéncia de limitacdes associadas a utilizacdo de IHC. Como tal,
entende-se, com facilidade, que marcadores avaliados por IHC, ndo representem
uma ferramenta preditiva suficientemente robusta para uma utilizacdo clinica
qguotidiana. Ndo obstante, a IHC continua a representar um modelo atrativo em
termos investigacionais. Para isso contribuem uma metodologia relativamente
simples e os custos contidos. Pelo menos, enquanto se espera uma maior
democratizacdo de metodologias de maior resolucdo e débito.

Em termos genéticos, a escolha recaiu sobre o SChLAP1, devido a robustez, e
caracter inovador, dos dados que o associam aos TP. S3o varios os trabalhos (quadro
9), de grande dimensdo, que mostram a importancia do SChLAP1 enquanto factor

1- .
356,361-363,365 Infelizmente, na nossa amostra, nem o SChLAP1

prognostico
guantificado no tecido tumoral, nem o SChLAP1 quantificado em tecido ndo
neoplasico, foram factores preditivos de RQB. Contudo o nivel de SChLAP1 no tecido
tumoral foi, significativamente, mais elevado do que o nivel de SChLAP1 em tecido
ndo tumoral. Na nossa opinido a principal razdo para este resultado negativo passa
pela dimensdo muito pequena do subgrupo em que este biomarcador foi avaliado. A
confirma-lo, estd o facto de uma andlise posterior, em que se incluiram mais 10

doentes, ter mostrado que existe uma relacdo entre o aumento do nivel de SChLAP1

no tecido tumoral e a ocorréncia de RBQ (dados ndo publicados).
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6. CONCLUSOES, LIMITACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS
O presente estudo teve por finalidade, tentar compreender quais os factores
implicados na recorréncia do carcinoma da prdstata localizado, apds tratamento
com cirurgia de intuito curativo. De entre os varios factores que podem estar
implicados na recorréncia, a nosso ver, assumem particular importancia tedrica os
gue estdo relacionados com a transicao epitelial-mesenquimatosa. Este fendmeno
biolégico complexo, confere as células neopldsicas caracteristicas que poderiam
ajudar a explicar a recorréncia e a progressao tumoral.

Numa amostra populacional com 147 doentes, em que se avaliou quase 50 varidveis

independentes, este trabalho permitiu chegar as seguintes conclusées, que em

seguida se descrevem.

* Varios factores clinicos, anatomopatoldgicos e um molecular estdo associados,
de modo estatisticamente significativo, ao aumento do risco de RBQ (PSA pré-
operatorio, tipo de cirurgia, score de Gleason da bidpsia e da lesdo indice,
classificacdo de Epstein da bidpsia da peca e da lesdo indice, nimero de
fragmentos de bidpsia envolvidos por tumor, extensdo do envolvimento tumoral
dos fragmentos de bidpsia, em milimetros e percentualmente, presenca de
diferenciacdo intraductal, presenca de padrdo tercidrio, dimensao linear da lesdo
indice, margem cirurgica positiva, existéncia de extensdo extraprostatica, invasao
vascular, invasdo das vesiculas seminais, numero de géanglios isolados em
doentes submetidos a linfadenectomia, estddio patoldgico referente ao tumor
primario e perda de expressao de caderina E).

* Em analise multivariavel, o subtipo histoldgico observado na peca operatoéria, a
classificacdo de Epstein observada na lesdo indice, a existéncia de invasao
vascular na peca operatdria e o numero de ganglios linfaticos isolados em
doentes submetidos a linfadenectomia, mantiveram a significancia estatistica. O
resultado referente a perda da caderina E, embora significativo do ponto de vista
estatistico, apresenta uma validade limitada.

* O nosso trabalho permitiu identificar alguns aspetos relativamente inovadores:

— A relagdo entre ocorréncia de RBQ e a Classificacdo de Epstein determinada

na lesdo indice.

181



— Avrelacdo entre ocorréncia de RBQ e a existéncia de diferenciacdo intraductal
na peca operatéria.

— Avrelacdo entre ocorréncia de RBQ e o numero de ganglios linfaticos isolados,
em doentes submetidos a linfadenectomia.

— Embora apenas em analise univaridvel, os resultados sugerem a existéncia de
relacdo entre a extensdo linear da lesdo indice e a ocorréncia de RBQ.

A literatura publicada referente a estes factores preditivos especificos é limitada

e nem sempre concordante. Em relacdo a classificacdo de Epstein da lesdo indice,

parece mesmo ser inexistente. Dai a nossa decisdo de escrever o artigo intitulado

“Grade Group and Other Pathologic Features as Predictors of Biochemical

Recurrence After Radical Prostatectomy”, ja submetido para publicacao.

* Ainda em relacdo as varidveis anatomopatoldgicas, o nosso trabalho sugere a
superioridade, em termos de impacto preditivo, da diferenciacdo avaliada na
lesdo indice em relagcdo a mesma determinada na totalidade da peca operatéria.

* De entre as varidveis moleculares associadas a TEM, demonstrou-se que a perda
de expressdo de caderina E, estd associada a ocorréncia de RBQ. Este achado
sugere que, na nossa populacdo, a TEM poderd estar associada a RBQ. Ndo
obstante, todos os restantes marcadores de TEM (caderina N e Vimentina), quer
isoladamente quer em conjunto (“marcadores de TEM”), ndo terem atingido
significado estatistico.

* Asrestantes varidveis moleculares, determinadas por IHC (SOX2, OCT4, ERG, p53,
Ki67, PTEN, PMS2, MSH6, MLH1, MSH2, marcadores de potencial estaminal e
marcadores de reparacdo de ADN), na nossa amostra, ndo estdo relacionadas
com a ocorréncia de RBQ.

* A guantificacdo de SCHLAP1, quer no tecido tumoral quer no tecido normal, ndo
estd associado a RBQ. Na nossa amostra ha uma diferenca estatisticamente
significativa, entre o nivel de SChLAP1 no tecido tumoral e no tecido normal.

O que foi semeado, como um sonho, acabou por frutificar, apds diversas

dificuldades, sob o signo de variadas limitacdes. A semelhanca do que se passa com

varios outros trabalhos da mesma indole, o presente projeto foi vincado,

indelevelmente, por constrangimentos de tempo e de recursos econdmicos. Em
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termos concretos, consideramos que o presente projeto apresenta as limitagées que

em seguida se descrevem.

* O tamanho da amostra é limitado, quando considerada a literatura publicada
acerca de factores preditivos e progndsticos nos TP localizados.

* O seguimento foi limitado. Esta contingéncia resulta do facto de a Fundacdo
Champalimaud ser uma instituicdo recente, em que os doentes comecaram a ser
tratados em 2012.

* A recorréncia bioquimica ndo representa um “endpoint” perfeito. Teria sido
preferivel ter usar outros “endpoints” mais robustos. No entanto, o seguimento
curto ndo o permitiu. Todavia, deve levar-se em conta que, uma recorréncia
bioquimica mais precoce, parece estar associada a um pior prognéstico.

* A pequena dimensdo da nossa amostra é responsavel, a nosso ver, por ndo se
conseguir valorizar, com maior consisténcia, os resultados da analise
multivaridvel referentes a classificacdo de Epstein da LI e a perda de expressao
da caderina E.

* Osresultados, maioritariamente negativos dos marcadores estudados através de
IHC. Este facto podera ter varias explica¢des, sendo estas descitas em seguida. O
tamanho limitado do subgrupo utilizado para esta andlise. A possibilidade de
erro que, embora possivel, parece-nos improvavel, devido ao cuidado colocado
no treino e o ao acompanhamento muito préximo por parte do Professor Doutor
Antdnio Lopez-Beltran. Outras possibilidades passam por limitacdes intrinsecas a
propria IHC e pelo numero limitado de marcadores que foram estudados. Por
fim, e no que concerne a TEM, ha que levar em linha de conta a no¢do de
reversibilidade, de parcialidade e de especificidade celular/tecidular que lhe sdo
inerentes. Ou seja, pode ocorrer ativacdo do programa de TEM, sem que sejam
expressos, ou, sdo-no descontinuamente, os marcadores que foram avaliados
neste projeto.

* Em termos do SCHLAP1 consideramos que os resultados foram negativos, devido
a dimensdo diminuta do subgrupo em que este parametro foi avaliado. A sugeri-

lo estd o facto de uma analise posterior, em que se incluiram mais 10 doentes,
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ter mostrado que existe uma relacdo entre o aumento do nivel de SChLAP1 no
tecido tumoral e a ocorréncia de RBQ (dados ndo publicados).
Uma vez terminado este projeto, ndo se pode deixar de enfatizar, a aprendizagem

IH

tedrica, metodoldgica e “social” que o mesmo acarretou. Contudo, um dos aspetos
mais atrativos de um projeto multidimensional como o nosso, sado as possibilidades e
perspectivas que se afiguram num futuro préximo e a médio prazo. Os resultados
deste projeto permitem concluir que a nossa populagdo apresenta caracteristicas
similares a de outras séries. Este facto permite validar a qualidade do trabalho
clinico desenvolvido na nossa instituicdo e serve de base consistente para o
desenvolvimento de investigacGes futuras.

Levando em consideracdo os nossos resultados, juntamente com cuidada revisao
tedrica, este projeto é terminado com uma nocdo, em muito reforcada, de que a
TEM podera explicar, pelo menos em parte, a recorréncia dos TP. A nosso ver, o
futuro imediato deveria passar pela identificacdo dos “aspetos” da TEM, que estdo
associados especificamente aos carcinomas da préstata. E impraticavel procurar
todas as facetas que podem estar associadas & TEM. E redutor tentar demonstrar, de
modo avulso, apenas, algumas delas. S6 assim serd possivel estabelecer com
seguranca a associacdo entre TEM e agressividade bioldgica dos TP. E nossa firme
intencdo, em conjugacdo com o grupo dos senhores Professores Doutores Alexandra
Fernandes e Pedro Viana Baptista (Universidade Nova de Lisboa), avaliar a TEM
através de marcadores genéticos, tirando partido da experiéncia deste grupo no
estudo da TEM, em modelos caninos, e utilizando, para o efeito, a mesma populacado
deste estudo, com a vantagem adicional de um maior periodo de seguimento.
Atendendo a robustez dos dados ja publicados, referentes ao SChLAP1, é nossa
intencdo contribuir para o aumento dos casos a analisar e publicar os resultados. Tal
como, idealmente, num futuro ndo muito longinquo, procurar a intercecdo entre
SChLAP1 e TEM. Por fim, mas ndo menos importante, as possiveis implicacdes

terapéuticas associadas a lesao indice, ao SChLAP1 e a TEM.
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