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Introdugiio. Marcadores moleculares tém sido investigados para melhorar o diagndstico do
cincer da pristata. Portanto, a realizag@o da dosagem do PSM molecular, por RT-PCR semi-
“nested” no sangue, no pré-operatério da prostatectomia radical, em associ¢do com os
resultados do estadiamento TNM 92 e com o diagnéstico laboratorial no controle pOs-
operatorio, pela dosagem bioquimica do PSA total no sangue, teve por objetivos estabelecer
diagnoéstico molecular para esta neoplasia e avaliar o seu prognéstico de cura com a cirurgia
radical.

Pacientes e método. O grupo de estudo foi constituido por 32 pacientes com cincer da
prostata, submetidos & prostatectomia radical, tendo como critérios de inclusio: Gleason da
biépsia < 8, PSA bioquimico total no sangue, no pré-operatério < 20,0 ng/ml, pela
metodologia IMMULITE®, Raio-X e/ou mapeamento 6sseo com Tecnécio negativos, nos
casos de PSA bioquimico total pré-operatorio > 10,0 ng/ml, toque retal compativel com
cincer localizado, idade < 80 anos e expectativa de vida de 10 ou mais anos. Neste grupo foi
realizado a dosagem do PSM por RT-PCR semi-“nested” no sangue, no pré-operatdrio,
associando-se os resultados com o estadiamento TNM 92 e com os diagndsticos de cancer
localizado (cura laboratorial) e cincer com invasdo local ou metastatio, pela dosagem
bioquimica do PSA total no sangue, no controle pos-operatério. O grupo controle foi
constituido por 14 pacientes com hiperplasia nodular da prostata (HNP), submetidos a
ressecgdo trans-uretral da prostata ou prostatectomias abertas (trans-vesical ou retro pubica),
tendo como critérios de inclusdo: diagnéstico andtomopatoldgico da pega cirargica de HNP,
PSA bioquimico total no sangue, no pré-operatério < 20,0 ng/ml e idade < 80 anos, nos quais

a RT-PCR semi-“nested” PSM foi realizada no sangue, no pré-operatério.



RESUMO

Resultados. Com os critérios de inclusdo no grupo de estudo, utilizados neste trabalho,
encontrou-se pelo estadiamento TNM 92, cancer localizado (pT1 e pT2) em 18/32 (56,3 %) e
cancer com invasdo local ou metastatico (pT3 pT4 pN1) em14/32 (43,7 %) dos casos. A RT-
PCR semi-“nested” do PSM no sangue, no pré-operatorio, foi positiva em 4/6 (66,7 %) dos
pacientes com HNP, 10/11 (90,9 %) dos pacientes com cincer localizado (pT1 pT2) e em 3/7
(42,9 %) dos pacientes com cancer com invasdo local ou metastatico (pT3 pT4e pNI1),
apresentando no diagn0stico do cancer com invasdo local ou metastatico (pT3 pT4 e pN1), em
relagio 4 HNP, diagnosticados pelos exames anatomopatologicos com estadiamento pela
classificacio TNM 92, sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo

negativo € acuracia de 43 %, 33 %, 43 %, 33 % e 38 %, respectivamente. No controle pos-

operatorio pelas dosagem bioquimica do PSA total, no sangue, com ponto de corte < 0,04
ng/ml, diagnosticando-se com este valor cancer localizado (cura laboratorial), 7/18 (38,9 %)

dos pacientes com céncer Jocalizado pelo estadiamento TNM 92 apresentaram-se com

diagnostico laboratorial pos-operatério de cancer com invaso local ou metastatico e 2/13
(15,4 %) dos pacientes estadiados com cincer com invasdo local ou metastatico pelo
estadiamento TNM 92, apresentaram-se¢ com diagnéstico laboratorial pos-operatorio de
a laboratorial), encontrando-se como resultado final pelos controles pds-

cancer localizado (cur

operatdrio cancer com invasio local ou metastatico em 18/31 (58,1 %) dos pacientes. Nos

controles pds-operatorio, encontrou-se RT-PCR semi-“nested” PSM positivo em 7/7 (100,0
%) dos pacientes com de cancer localizado (cura laboratorial) e em 9/10 (90,0 %) dos
pacientes com diagnostico laboratorial pos-operatorio de céncer com Invasdo local ou
metastatico, apresentando no diagnostico de cancer com invasdo local ou metastatico em
relacio ao céncer localizado (cura laboratorial), diagnosticados segundo os critérios

relacionados, sensibilidade de 90 %, especificidade de 0 %, valor preditivo positivo de 56 %,

valor preditivo negativo de 0 % e acuracia de 53 %.
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Conclusdes. A RT-PCR semi-“nested” PSM positiva no sangue no pré-operatorio em
associacio com 0 diagnostico no controle pos-operatorio de cancer com invasdo local ou
metastatico em relagdo ao localizado (cura laboratorial), sugere que este marcador ndo foi

adequado para o estadiamento, mas mostrou-se til no diagnostico molecular precoce do

céncer da prostata.

Palavras chaves: PSM - Prostatectomia Radical - RT-PCR semi-“nested” PSM - Molecular
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Introduction. Molecular markers have been investigated to improve prostate cancer
diagnostics. Therefore, PSM mRNA levels were investigated through Nested RT-PCR in
peripheral blood mononuclear cells of patients submitted to radical prostatectomy to evaluate
its association to the TNM 92 histological staging and to the total PSA serum levels in the
post-surgery follow-up, in order to establish a molecular diagnostic for the prostate cancer and
to avaliate the clinical prognostic aiming the cure after surgery.

Patients and methods: A group of patients with prostate cancer (PCa) consisted of 32
individuals that were submitted to radical prostatectomy with the following criteria: Gleason
score lower than 8, total PSA (tPSA) serum levels lower or equal to 20 ng/mL
(IMMULITE®), negative bone mapping and X-rays image analysis for tPSA greater than 10
ng/mL, rectal examination compatible with organ confined cancer, age limit up to 80 years
old with a life expectancy of 10 years or more. PSM mRNA was also detected through nested
RT-PCR in pre-surgery blood samples, and positivity was associated to the TNM 92
histological staging, and to the diagnostic of organ confined and extracapsular invasion or
metastatic disease, based on total tPSA serum levels measured after surgery. For the post-
surgery follow-up, the tPSA cutoff limit of 0.04 ng/mL was used to separate the organ
confined from extracapsular invasion or metastatic disease. The control group consisted of 14
patients with benign prostate hyperplasia (BPH) that were submitted to either transurethral
resections or to open prostatectomies (trans—vesicﬁl or retro pubic) according to the following
inclusion criteria: histopathological results of BPH and tPSA serum levels pre-biopsies lower
or equal to 20 ng/mL. RT-PCR was also realized in pre-surgery blood samples.

Results: TNM 92 staging was accomplished based on the inclusion criteria, and 18 patients

(56.3%) presented organ confined cancer (pT1 and pT2) and 14 (43.7%) had a possible local

invasion or a metastatic disease (pT3, pT4 and pN1). RT-PCR-PSM was positive in 4 of 6
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BPH patients (66.7%), in 10 of 11 organ confined PCa patients (90.9%), and in 3 of 7 local
invasion or metastatic PCa patients (42.9%). Considering only patients diagnosed with
extracapsular cancer invasion Or metastasis and BPH, the molecular detection had a
sensitivity, specificity, positive and negative predictive values, and accuracy of 43%, 33%,
43%, 33% and 38%, respectively. From those patients with organ confined disease, the post-
surgery tPSA cutoff limit have detected positive surgical margins in 38.9% (7 of 18) while for
those patients with extracapsular disease 15.4% (2 of 13) have presented laboratorial cure,
with a final result of 58.1% of patients with extracapsular cancer invasion or metastasis.
During follow-up with tPSA serum Jevels, the RT-PCR-PSM was positive for 100% of organ
confined disease and 90% for extracapsular PCa invasion or metastasis, with a sensitivity,
negative predictive values, and accuracy of 90%, 0 %, 56,0%, 0 %

specificity, positive and

and 53%, respectively, for extracapsular cancer invasion or metastasis, in relation to the organ

confined disease.

Conclusions: Positive results of RT-PCR-PSM in pre-surgery blood samples were not able to

separate disease stages; however, this molecular marker detected most of the organ confined

disease patients, suggesting that it may be used as a PCa early detection marker.
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1 INTRODUCAO

Para 2002, estimou-se a ocorréncia no Brasil de 25.600 casos novos de cincer da
prostata, precedidos apenas pelo cancer de pele ndo melanoma, e 7.870 dbitos, representando
12 % do total de mortes esperadas por cancer em homens. A taxa de mortalidade bruta do
cincer da prostata vem apresentando acentuado ritmo de crescimento, passando de
3,73/100.000 homens em 1979 para 8,93/100.000 homens em 1999, o que representa uma
variagdo percentual relativa de 139 %. Esta neoplasia ¢ a quarta causa de morte por tumores
no Brasil, correspondendo a 6 % do total de obitos por este grupo nosolégico (BRASIL,
2002).

Foi projetado para 1998, ocorréncia de 184.500 casos novos de cancer da préstata nos
Estados Unidos da América, segundo Landis et al. (1998), com ocorréncia de cerca de 32.000
mortes por ano, de 1990 a 1995, em conseqiiéncia deste tumor (KURTH; MICKISCH;
SCHRODER, 1999).

Aproximadamente, 10 % dos homens, irdo apresentar diagnéstico clinico de cincer da
prostata ¢ 3 % a 4 % destes pacientes irdo a Obito pela doenga, freqiientemente com
consideravel redugdo na sua qualidade de vida, por muitos anos antes da sua morte
(BRAWER; KIRBY, 1998).

O cancer da prostata ¢, atualmente, o tumor mais diagnosticado nos homens,
representando 21 % do total de casos, tendo ultrapassado, em freqiiéncia, os tumores do
pulmio e do colon, na populagdo masculina brasileira acima de 45 anos (BRUNINT et al.,
1982).

Estudos em autopsias mostraram que 60 % dos homens acima dos 80 anos de idade
apresentam neoplasia da prostata, quando a glandula ¢ estudada através de cortes seriados,
segundo Scott et al. (1969), segundo Franks (1973), 30 % dos homens acima de 50 anos de

idade t€m céncer prostatico latente, indetectavel durante muitos anos, com incidéncia
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variando de 10 % aos 50 anos para 80 % aos 80 anos de idade, duplicando a cada dez anos a
partir dos 50 anos, nesta faixa etria.

O risco do cancer da prostata aumenta de 3 a 6 vezes nos pacientes com historia familiar
deste cincer nos parentes de primeiro grau (pai e irmdos) e de segundo grau (avo e tios)
(CUSSENOT; VALERI 2001).

O cancer da prostata tem uma incidéncia variavel de acordo com as regides geograficas.
A mais baixa incidéncia deste tumor foi encontrada no Oriente: 0,8 ¢ 3,4 novos casos por

100.000 habitantes por ano, na China e no Japdo, respectivamente (KURTH; MICKISCH;
SCHRODER, 1999).

Na Europa, segundo Spapen et al. (2000) de acordo com os dados obtidos pelo “Rotterdan
Cancer Registry” a incidéncia do cancer prostatico em 1995 foi de 125 casos novos por
100.000 habitantes por ano.

Nos Estados Unidos da América (EEUU), a incidéncia de cdncer da prostata £ mais alta na
populagdo da raga negra do que na populagdo da raga branca, 136 e 100 casos novos por
100.000 habitantes por ano, respectivamente (ZARIDGE; BOYLE, 1987; ROSSet al., 1988).

No Brasil, a incidéncia desta neoplasia esta em torno de 22 casos novos por 100.000
habitantes por ano, apresentando também incidéncia maior na populagio de raga negra do que
na raga branca (SROUGI; SIMON, 1990).

Em Minas Gerais, ele ocupa o segundo lugar em casos diagnosticados € como causa de
Obitos (BRASIL, 2003).

Em Uberlandia, Minas Gerais, com estes niimeros, estima-se que a incidéncia de cancer
da préstata tenha sido de 110 casos novos em 2002.

No rastreamento do cincer da prostata, a “American Urology Association” ¢ a “American

1

Cancer Society”, recomendam a realizagdo anual do toque retal e da dosagem bioquimica do

PSA total no sangue periférico nos homens a partir de 50 anos de idade e a partir dos 40 anos
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nos pacientes de risco desta neoplasia, ou seja, aqueles com historia familiar deste cancer e

nos pacientes da raga negra (CHAMBERLAIN etal., 1996; SELLY etal., 1996)

No Brasil, na implementag:ﬁo da Politica Nacional de Prevengdo ¢ Controle do Cancer, o

Instituto Nacional do Cancer, 6érgdo do Ministério da Saude responsavel pela coordenagdo e

execucdo desta politica, instituiu o Programa Nacional de Controle do Cancer da Prostata

com consenso estabelecido pela oficina de trabalho realizada no Rio de Janeiro em Junho de

2002, Neste consenso ficou definido: ndo indicar 0 rastreamento populacional do cancer da

prostata, baseado na auséncia de evidéncias da efetividade das modalidades terap€uticas

proposta para o cancer em estadios iniciais € do risco de seus efeitos adversos; indicar o

rastreamento oportunistico, o4 seja, a sensibilizagdo de homens com idade entre 50 e 70 anos

que procuram 0S servigos de saude por motivos outros que O cancer da prdstata sobre a

possibilidade de detecgio precoce deste cAncer, por meio da realizagio do toque retal e da

al, informando-0s sobre as limitagdes, os beneficios e 0s

dosagem bioquimica do PSA tot
riscos da detecgdo precoce do cancer da prostata. Esta posigdo sera reavaliada apds 0s
resultados dos ensaios clinicos atualmente em andamento nos Estados Unidos da América

(“Prostate, Lung, Coloretal and Ovarian Cancer Screening Trial - PLCO™) e Europa

(“European Randomized gcreening for Prostate Cancer Trial - ERSPC”) (INCA, 2002).

O exame digital retal da prostata apresenta uma sensibilidade de 67 % a 69 % e

especificidade de 89 % a 97 %, de acordo com Guinan et al. (1980) e Vihko et al. (1985) ¢

valor preditivo positivo analisado isoladamente de 21 % segundo Catalona; Richie; Ahmann

(1994b).
0 antigeno prostatico especifico, (PSA), € uma glicoproteina, com fungdo de protease

idos e 7 % de carboidratos, constituida por um mondmero

neutra contendo 93 o, de aminoac

com 240 aminoacidos € carboidratos em quatro sitios de ligagdes, com peso molecular de 34

kilodalton, Ela ¢ produZida pelas células acinares € ductais da glandula prostatica. Os
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conhecimentos atuais sobre esta proteina evidenciam em sua estrutura molecular, pelo menos
2

5 epitopos (regides de um determinante antigénico que fazem contato com o sitio de ligagéo

do antigeno na molécula do anticorpo ou 1o receptor da célula t). Estes epitopos servem de

antigenos para anticorpos utilizados nas técnicas usuais de dosagens do PSA (BRAWER;

KIRBY, 1998).

O PSA ¢ produzido pelas células colunares do epitélio dos acinos e ductos prostaticos

normais, com alteragdes benignas (inflamagdes, infecgdes, infartos) e na maioria, porém, nao

em todos os tipos de cdncer da prostata. As células colunares sdo circundadas pela camada de

células basais presentes cm todas alteragdes benignas do epitélio, que por sua vez 3o

circundadas pela membrana basal (BRAWER; KIRBY, 1998).

Na neoplasia intra-epitelial (PIN), considerada como lesdo pré-maligna do céncer da

prostata, a camada de células basais pode estar interrompida em algumas areas. No céancer da

prostata, a membrana basal encontra-se interrompida principalmente nas areas relacionadas

o a membrana basal encontramos O estroma prostatico

com a invasdo tumoral. Circundand

composto por células musculares lisas, fibroblastos, nervos € vasos sangiiineos. Para que o

PSA e as células metastaticas tenham acesso & circulagfo sangiiinea, ¢ preciso vencer esta

barreira constituida pelas camadas de células basais, a membrana basal, estroma prostatico € 0

endotélio capilar. Esta barreira parece ser efetiva na manutengdo do gradiente de concentragio

do PSA entre os lumens dos acinos e ductos prostaticos € a circulacdio sangilinea. Ruptura

destas barreiras por diferentes processos patol(')gicos tanto benignos (hiperplasia nodular da

prostata, prostatites, infarto prostatico, trauma) quanto malignos, especialmente o cancer da

influenciam os diferentes niveis de PSA dosados no sangue

prostata, sdo fatores queé

periférico (BRAWER; KIRBY, 1998).

O PSA ¢ encontrado na circulagdo sangiinea em trés formas: livre, ligado a a 1

antiquimotripsina, denominado PSA complexado € ligado & a 2 macroglobulina. A forma
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livre do PSA € a encontrada em menor quantidade no plasma € no ejaculado. A maior

quantidade de PSA se encontra no plasma sob a forma ligada 4 o | antiquimotripsina, uma

proteina que inativa a atividade protedsica do PSA. A a 2 macroglobulina envolve a molécula

do PSA, ndio permitindo que S€us epitopos sejam expostos aos anticorpos utilizados pelos

métodos atuais de dosagem do PSA comercialmente disponiveis. Estes métodos conseguem

dosar o PSA livre, 0 PSA total: a soma do PSA livre e ligado 4 o 1 antiquimotripsina e 0 PSA

complexado (BRAWER; KIRBY, 1998).

O céncer da prostata, 0S Processos inflamatérios agudos € 0 infarto da préstata, sdo os

eventos que quantitativamente mais alteram os niveis de PSA no sangue. Neoplasia intra-

epitelial (PIN) ¢ processos inflamatérios cronicos t€m sido relatados como entidades que

alteram seus niveis em menor intensidade (BRAWER; KIRBY, 1998).

Os niveis de PSA no sanguc dependem diretamente do volume de tecido prostatico

benigno ou maligno (STAMEY; YANG; HAY, 1987; STAMEY; KABALIN, 1989).

Em hiperplasia nodular da prostata (HNP) cada grama de tecido eleva os niveis séricos de

PSA em 0,31 ng/mL (dosado pela metodologia Yang®) o que faz com que entre 18 % ¢ 47 %

dos pacientes com esta patologia, tenham PSA > 4,0 ng/mL e entre 2 % € 10 % dos mesmos

conham PSA > 10 ng/mL (LANGE; ERCOLE: VESSELA, 1986; STAMEY; YANG; HAY,

1987; BUAMA; JOHNSON; SKILLEN, 1989).

Nos casos de adenocarcinoma da prostata, cada grama de tecido neoplasico aumenta 0s

do pela metodologia Yang®), o que indica que

niveis séricos do PSA em 3,5 ng/mlL, (dosa

quanto maiores 0S valores do PSA maior é o volume do tumor do paciente, (STAMEY;

YANG; HAY, 1987).

r da prostata, 0S niveis séricos do PSA aumenta progressivamente,  medida que

No céance

aumenta o estédio da doenga (LANGE, ERCOLE, VESSELA, 1986)
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Entre 81 % e 97 % dos pacientes com adenocarcinoma da prostata e cerca de 50 % dos
pacientes com hiperplasia nodular da prostata apresentam niveis elevados de PSA (LANGE;
ERCOLE; VESSELA, 1986; FERRO et al., 1987; BUAMA; JOHNSON; SKILLEN, 1989).

Atualmente, trabalhos t€m demonstrado uma discreta elevagiio nos niveis sanguineos de
PSA ap6s relacionamento sexual, com pico em torno de 1 hora apds a ejaculagfio, retornando
aos niveis basais em aproximadamente ap6s 24 horas (TCHETGEN et al., 1996).

Os valores séricos do PSA podem duplicar apés toque retal, quadruplicar apos cistoscopia,
aumentar até 50 vezes apos ressecgdo trans-uretral da prostata (STAMEY; YANG; HAY,
1987; WILLIAMS, 1988).

Abstinéncia sexual diminui os niveis séricos do PSA. O ciclismo, massagem prostatica,
biépsia e o ultra-som trans-retal da préstata elevam seus niveis. Outros exercicios fisicos néo
os alteram (STAMEY; YANG; HAY, 1987; WILLIAMS, 1988; BRAWER; KIRBY,1998).

Como a meia vida das formas do PSA ¢ em média, de 2,6 dias, as dosagens do PSA no
sangue somente devem ser realizadas apos 3 dias do toque retal, apds 7 dias da cistoscopia, e
apos 20 dias da ressecgdio trans uretral da prostata (BRAWER; KIRBE, 1998; SROUGI;
SIMONS, 1990).

A ressecc¢ao trans-uretral da prostata (RTUP) também interfere nos nivels sangtineos de
PSA uma vez que 0 epit€lio prostatico ¢ quem o produz. Niveis de corte no PSA de 0 a 4,0
ng/mL pelo método Tandem R® ndo sdo adequados para pacientes submetidos a RTUP, na
avaliagdo e indicagdo de biopsia da prostata, para diagnostico precoce do cancer prostatico
(BRAWER, KIRBY, 1998).

O uso de inibidores da 5 alfa redutase no tratamento da hiperplasia nodular da prostata
esta associado & importante diminui¢do no nivel de dehidrotestosterona intraprostatico e,
conseqiientemente, alguns trabalhos referem uma diminui¢io em 50% nos niveis sangiiineos

de PSA nestes pacientes (WILLIFORD; LEPOR; DIXON, 1996).
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o os niveis séricos do PSA elevam-se ja em fases iniciais da neoplasia imaginou-se

Com

que pudesse auxiliar na detecgdo precoce do cancer da prostata. Contudo, a baixa

especificidade (E) das dosagens de PSA (de 9 % a 55 % dos pacientes com hiperplasia

prostatica benigna, prostatite ou infarto da prostata tem PSA elevado), tornam este exame

pouco relevante como método de diagnostico precoce da neoplasia (EDITORIAL LANCET,

1988).

Um estudo multi-institucional em 6630 pacientes, combinando toque retal com dosagens

do PSA pela metodologia Tandem®, no rastreamento do cancer da prostata, mostrou que 26 %

dos pacientes com €552 neoplasia apresentaram PSA acima de 4,0 ng/mL ou anormalidade no

{ alterado e niveis de PSA acima de 4,0 ng/mL,

toque retal ¢ 4 % apresentaram toque reta

stata. O PSA sozinho, dosado pela metodologia

achados indicativos de biopsia da pro

apresentou desempenho inexpressivo 1o diagnostico do cancer da prostata, com

e 26 % para PSA entre 4,0 ng/mL e 9,9 ng/mL e de 53 %

Tandem®

valor preditivo positivo (VP +) d

para PSA > 10,0 ng/mL. Neste estudo, o efeito dos achados no toque retal e nas dosagens do

sitivo para o cancer da prostata, mostrou que 0 valor preditivo

PSA nos valores preditivos PO

positivo mais alto de 55 %, foi encontrado quando 0 paciente apresentava alteragdes no toque

pela metodologia Tandem®. O PSA sozinho apresentou um valor

retal ¢ no PSA dosado
Jor preditivo positivo da alteragdio do toque

preditivo positivo de 32 %, mais alto do que 0 va

retal isoladamente, qu€ foi de 21 % (CATALONA; RICHIE; AHMANN, 1994b).
Pela metodologia Tandem v, aproximadamente 25 % dos pacientes com cancer da prostata
iveis normais de PSA no sangue (< 4,0 ng/mL),

recentemente diagnosticados, apresentaram 1

e 66 % dos homens com PSA = 4,0 ng/mL pela metodologia Tandem” apresentaram
histologia benigna na biopsia guiada por ultra-som, procedimento que tem morbidade

significante (BRAWER; KIRBY, 1998).
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Apds prostatectomia radical, os niveis de PSA tornam-se indetectaveis ( PSA < 0,04
ng/mL pelo método Tandem R"™) em 85 a 91 % dos pacientes. Isto ocorre entre 2 ¢ 3 semanas
apos o procedimento cirurgico. Este comportamento tem grande valor prognostico, sendo
utilizado nos controles pds-operatérios da cirurgia (OESTERLING et al., 1988; STAMEY;
KABALIN, 1989).

A persisténcia do PSA acima de 0,04 ng/mL pela metodologia Tandem R®, apds

prostatectomia radical, acompanha-se de persisténcia da doenga na maioria dos pacientes

(LANGE et al., 1989).

As medidas para melhorarem o desempenho do PSA Bioquimico como marcador tumoral,
tais como: aumento na sensibilidade, avaliagdes do PSA em diferentes niveis de corte,v
densidade do PSA (relagdo entre PSA bioquimico total no sangue e volume prostatico
mensurado pelo ultra-som), velocidade anual de crescimento, relagio PSA livre / PSA total,
foram questionadas por varios trabalhos da literatura (BRAWER; KIRBY, 1998).

O consenso de que o ponto de corte no valor do PSA sangiiineo pela metodologia
Tandem®, para indicagdo de biopsia da prostata, fosse mantido em 4,0 ng/mL segundo Brawer
e Kirby (1998), atualmente tem sido questionado, havendo estudo sugerindo que o ponto de
corte para indicagdo de bidpsia deva ser de 2,5 ng/mL, com esta metodologia, para pacientes
com idade entre 50 ¢ 60 anos (CANTO; SHARIAT; FLAWIN, 2003 )-

Estudos tém mostrado que variagdes biologicas podem ser responsaveis por uma diferenca
de 25 % a 30 % entre 2 dosagens anuais de PSA. O PSA deve aumentar mais que 25 % antes
de se indicar procedimentos para excluir o cancer da prostata (NIXON et al., 1997).

O estudo multicéntrico realizado por Catalona; Richie; Ahmann (1997a), analisando a
relagio PSA livre/total em 622 homens com PSA total entre 4,0 ¢ 10,0 ng/mL pela

metodologia Tandem ¥ e toque retal normal, mostrou que com o ponto de corte entre PSA

SISBI/UFU
211893
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livre/total em 25 %, indicando-se biopsia da prostata quando a relagdo for menor que 25 %, o

cancer da prostata foi detectado em 95 % dos casos.

Algumas combinagoes dos testes positivos: toque retal positivo, PSA  total bioquimico >
4,0 ng/mL dosado pela metodologia Tandem®, presenga de lesdes hipoecdicas no ultra-som

trans-retal da prostata, aumentam o valor preditivo para o cncer da prostata (BRAWER,;

KIRBY, 1998).

O antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA) ¢ uma glicoproteina

transmembrana celular do tipo 2, composta por 750 aminoacidos, com peso molecular de

1000 kDa, presente na superficie das células epiteliais da prostata. Achados imuno
histoquimicos indicam que O PSMA ¢ um marcador das células epiteliais prostaticas. Sua

expressdo estd aumentada em asssociagfio com s carcinomas prostaticos, particularmente no

cancer hormonio resistente € nos vasos sanguineos de muitos tumores solidos (WRIGHT et

al, 1996a; KAWAKAMI; NAKAYAMA, 1997, O’KEEFE et al, 1998, MURPHY et al,,

1998).

O PSMA foi originalmente definido pelo anticorpo monoclonal 7E11C5.C5 e tem sido

descrito como portador de grande especificidade a prostata. Expressdo minima do PSMA tem

sido observada no cérebro, glandulas salivares € intestino delgado através de estudos de

expressio protéica € genética (HOROSZEWICZ et al. 1987, LOPES et al, 1990;

ROSENSTROUS et al., 1990; ISRAELI et al., 1994b; TROYER et al. 1995; KAWAKAMI,

NAKAYAMA, 1997; SILVER etal., 1997).

O ultra-som trans-retal ¢ considerado importante no diagnostico de noédulos intra-

prostaticos de outra natureza, que ndo o cincer da prostata, tais como infartos, prostatite,

cistos e reas de fibrose, que fazem com que 05 resultados falso negativo para o cancer seja

elevado (SROUGI, SIMON, 1990).
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Atualmente, existe consenso de que O ultra-som da prostata trans-retal € util para

direcionar a biépsia automatica da prostata, orientando-a também para eventuais nddulos

hipoecéicos, pode fornecer informagdes que possam Ser liteis no estadiamento inicial do

cAncer da prostata e € Gtil também para a avaliagdo da resposta terapéutica, através de

variagdes do volume da gldndula apds radioterapia ou terapia endocrina (BRAWER; KIRBY,

1998; SROUGH; SIMON, 1990).

O cancer da prostata € diagnosticado pelo exame anatomopatologico do material obtido

pela bidpsia da prostata, sendo de rotina, na primeira bidpsia da prostata trans-retal guiada por

ultra-som, retirados 4 fragmentos de cada lobo da prostata incluindo também fragmentos de

4reas ultrasonograficas suspeitas. O grau da neoplasia é definido pela escala da Gleason

(1977), e o estadiamento clinico realizado de acordo com a classificagdo de Whitmorre

(1965) e Jewett (1975).

O cancer da prostata ¢ sabidamente uma doenga multifocal o que leva a possibilidade de

subestadiamento dos escores das biépsias em relagdo aos das pecas cirirgicas. (GLEASON,

1992).

O risco de conduta cirirgica inadequada parece ser mais alto, ao analisar o Gleason das

bidpsias, nos tumores aparentemente mais diferenciado, Gleason 6, do que nos aparentemente
2

mais indiferenciados, Gleason 7, onde a concorddncia dos escores das biopsias com os das

pecas cirargicas ¢ maior (STEINBERG et al., 1997).

Segundo Steinberg €t al. (1997) o subestadiamento. dos escores de Gleason das biopsias

em relagido aos escores das pegas cirargicas poderia ser justificado pelo fato do tumor ser

multifocal, pela subjetividade da leitura da lamina, pelos achados no tumor de areas limitrofes

entre um escore e outro € pela amostragem, uma vez que, a quantidade de tecido disponivel

para exame na biopsia ¢ menor ¢m relacdo 4 quantidade disponivel nas pegas cirtirgicas.
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O uso de nomogramas, “Partin Tables”, utilizando como parametros alteragdes do toque

retal, Gleason da biopsia € 0 resultado do PSA bioquimico pré-operatorio nos fornece as

probabilidades do estadiamento patolégico em termos de probabilidades de doenga confinada

a prostata, extensdo extraprostatica, invasao de vesiculas seminais e metastases em ganglios

linfaticos (PARTIN et al., 2001).

No passado, os pacientes com cancer da prostata apresentavam-se com neoplasia

disseminada em 80 % dos casos e somente em 20 % dos casos, a doenga era diagnosticada

numa fase inicial, como céncer localizado. Com os programas de prevengdo amplamente
divulgados pela midia e a consegiiente conscientizagio da populacio masculina de realizar o
rastreamento para detecgdo precoce do cancer da prostata, associado com métodos modernos

de dosagem do PSA bioquimico, avangos tecnolégicos no ultra-som, desenvolvimento

de pistolas automaticas para bidpsia da prostata, as incidéncias dos estadiamentos das

neoplasias se modificaram. De acordo com os dados da “American Cancer Society”, nos

EEUU em 1989, 64 % dos novos casos de cancer da prostata evidenciaram neoplasia

localizada, 13 % apresentaram doenca regional € 20 % tumor metastatico (SILVERBERG;

LUBERTA, 1989).

Dentre as opgdes para o tratamento da doenga localizada, incluem-se a cirurgia radical, a

radioterapia ¢ a observagdo vigilante. A observagio vigilante pode ser empregada em

pacientes com idade acima de 75 anos, com expectativa de vida limitada e tumores de baixo

grau. A radioterapia pode ser dividida em externa ¢ intersticial (braquiterapia), sendo esta

altima indicada isoladamente nos pacientes com bom prognostico (T1-T2a, PSA bioquimico

total < 10,0 ng/mL ¢ Gleason < 7). A prostatcctomia radical é o procedimento padrido ouro

para o tratamento do cancer localizado da prostata (BRASIL, 2002).

No estadiamento patologico do cancer da prostata utiliza-se a classificagio TNM 92 (T-

Tumor. N -Linfonodos, M - Metastases) de acordo com consenso da Unido Internacional
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Contra o Cancer em 1992, sendo o grau da neoplasia definido pela escala de Gleason

(GLEASON, 1977, SCHRODER et al.,1992).

Atualmente, nio dispomos de ensaios laboratoriais ou exames de imagem, que nos
2

permitam identificar com seguranca, no pré-operatorio, quais pacientes com cancer da

prostata terdo melhores prognésticos de cura com a cirurgia radical (WHIRTH, 1993;

MONDA: BARRY; OESTERLING; 1994).

As sensibilidades das técnicas atuais de estadiamento clinico, sdo inadequadas, segundo

Schellhammer: Schlossberg; Wright (1989) e Voges et al. (1992), no sentido de selecionar os

pacientes com maior probabilidade prognéstica de cura do cancer da prostata com a cirurgia

radical.
Segundo Stamey € McNeil (1992), as modalidades de estadiamento do cancer da prostata
néo sio adequadas.

B ientes com neoplasia aparentemente localizada, no estadiamento clinico pre-
m pac

, . . .
operatério, existe acometimento das vesiculas seminais em 16 % a 49 % dos casos segundo
2

Jewett (1975) e metastases para linfonodos pélvicos em 5 % a 51 % dos casos (KLEIN,

1979).

Em relagdo ao estadiamento patolégico pela classificagio TNM 92, 50 % dos pacientes

sio sub-estadiados no estadiamento clinico (CATALONA; DRESNER, 1985; VOGES et al.,

1992).

' i 0 acientes ndo apresentam evidéncia da doenga
Com a cirurgia radical cerca de 85 % dos p D

apos 5 67 % apos 10 anos Estes resultados foram observados nos pacientes que
pos 5 anos ¢ 0 :

am no estadiamento patOl(’)f:iCO pela ClaSSIﬁcaQaO NM , auscncia de margens
apr esentar Y | 92
. i ¢ i 1 I 1 l 0 al biOC{UimiCO
'Iurl ‘CaS Cco i sencla de 1nvasao de vesIC eminails € PSA tot
1 g1 mprOlnetldaS e au \Y% ulas s

no controle pos-operatorio, < 0,04 ng/mL. Este tratamento pode apresentar complicagdes tais
controle pos- , =V,
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como: incontinéncia urinria, disfungao erétil, estenose de uretra ou do colo vesical, lesdes do

reto e as complicagdes inerentes as cirurgias de grande porte (BRASIL, 2002).

Tumores solidos em animais de experimentacdo sugerem que basta apenas 0,01 % de

células tumorais circulantes para gerar um depésito metastatico. Duas células tumorais por

mL de sangue seriam suficientes para promover disseminacio tumoral (FIDLER; HART,

1982).

Com o advento da reagdo em cadeia da polimerase, (PCR), desenvolvida por Mullis e

colaboradores em 1984, que {he valeu o prémio Nobel de Quimica em 1993, e o constante

desenvolvimento tecnologico relacionado tanto com a técnica de realizagio da PCR quanto

r : ” : r . . ~ ,
com a sintese de “primers de biomarcadores especificos, a identificagdo de células

s no sangue periférico tornou-se possivel, permitindo a identificacio de

1985; SMITH et al., 1991; MATTANO; MOSS;

metastatica:

micrometastases circulantes (SAIKI et al.,

EMERSON, 1992; MORENO et al., 1992).

o isolados e estudos das suas expressoes em

Muitos genes (biomarcadorcs) estdo send

amostra de sangue periférico ¢ ou de tecidos, em varias linhas de pesquisa, tém fornecido

importantes informagdes sobre o desenvolvimento € estadiamento molecular do cncer da

prostata. Estes estudos fornecem também subsidios no sentido de aumentar a seguranga na

decisdo da conduta terapéutica, no controle pos-tratamento e no acompanhamento clinico dos

pacientes, com o intuito de incorpora-los na pratica clinica (BUSSEMAKERS et al., 1999).

A Transcriptase Reversa Reagdo em Cadeia da Polimerase (RT)-PCR, utilizando

“primers” para Antigeno Prostatico Especifico (PSA) e Antigeno Prostatico de Membrana

(PSM), tem sido considerada de interesse, pela sua alta sensibilidade e baixos indices de falso

as de se obter com estes ensaios, progndstico molecular tanto
o b

negativo, havendo expectativ

nos pacientes com cancer localizado que requerem tratamento adjuvante, quanto nos pacientes

com doenga metastatica horménio resistente (OLSON etal., 1997).
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A RT-PCR semi-“nested” ¢ um método utilizado para melhorar a sensibilidade da RT-

PCR fazendo uso de “primers semi-nested”. Esta técnica tem por finalidade detectar genes de

baixa expressfo, presentes principalmente em sangue periférico, uma vez que aumenta a

concentragio do produto amplificado, (GHOSSEIN et al., 1995).

A técnica da RT-PCR semi-“nested” tem uma grande sensibilidade, amplificando milhdes

de vezes as moléculas de acido desoxirribonucléico, (DNA), aumentando a sensibilidade para

uma célula metastatica €m 750.000 células (1 mL de sangue), (BRASILEIRO FILHO;

BARBOSA; MIRANDA, 2000).

A carcinogénese prostatica est4 associada com a elevagdo da enzima ativa do antigeno

prostatico especifico da membrana (PSM), através de diagndstico molecular. Em contraste

néio foi observado elevagio da enzima PSM em hiperplasia nodosa da prostata. Sendo assim,

0 aumento da enzima torna-se especifico para 0 carcinoma prostatico (LAPIDUS et al., 2000).

ara melhorar o estadiamento do céancer de

Investigando um método mais acurado p

prostada, observou-se que 0 RT-PCR para amplificar 0s mRNAs do PSM, ¢ um instrumento

poderoso pela sua sensibilidade € especificidade. Supde-se que as células que expressam o

marcador especifico do tecido prostatico normalmente ndo se encontram no sangue, no

entanto, o total de RNA extraido da fragio das células mononucleares do sangue venoso pode

ser usado para esta analise. Embora essa suposi¢io ndo possa ser rigorosamente comprovada,

esta hipétese tem sido trabalhada no sangue analisando-se por RT- PCR. O nivel da

sensibilidade alcangado pela analise do RT- PCR extraido dos leucdcitos ¢ de

aproximadamente uma célula/ 10%- 107 células nio prostaticas ou uma célula prostatica / 05-

10 mL do sangue periférico (MURPHY etal- 1998).

O PSM e PSA tém sido analisados intensamente €m ensaios por RT-PCR no sangue para

o céncer de prostata, com 0O objetivo de estratificar os pacientes nos diferentes estagios de

acordo com os resultados da RT PCR (MURPHY et al, 1988).
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No trabalho publicado por Loric et al. (1995), a RT-PCR PSM no sangue foi negativo nos

53 pacientes do grupo controle constituido por 15 mulheres com idade entre 18 e 35 anos, 20

homens com idade entre 22 € 37 anos € 18 pacientes com HNP com idade entre 48 e 69 anos

submetidos a tratamento cirtrgico. Ela foi positiva em 6/17 (35%) dos pacientes com cincer

localizado da prostata ¢ em 34/41 (82 %) dos pacientes com cancer com invasdo local ou

metasttico pelo estadiamento TNM 92.
Na publicagdo de Sokoloff et al. (1996), a RT-PCR PSM no sangue foi positiva em 2/19

(11%) dos pacientes do grupo controle, com HNP submetidos a tratamento cirurgico. Ela foi

positiva em 8/51 (16%) dos pacientes com cancer localizado,e em 17/51 (34%) dos pacientes

com invasdo local ou metastatico pelo estadiamento TNM 92. No grupo com HNP, nos dois

casos onde a RT-PCR foi positivo, um caso apresentou na evolugdo, cincer da prostata.

Os resultados obtidos com a cirurgia radical no tratamento do céncer da prostata,

motivou a realizagdo deste estudo, onde foi avaliada a associacdo da positividade do PSM por

método molecular (através da RT-PCR semi-“nested”) no sangue, no pré-operatorio, com o

estadiamento patologico pela classificagio TNM 92 ¢ com 0s controles pds-operatérios, no

diagndstico e estadiamento molecular desta neoplasia.
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2 OBJETIVOS

Avaliar a eficicia do PSM por metodologia molecular no diagndstico ¢ estadiamento do

cincer da prostata e o seu prognostico de cura, com a cirurgia radical.
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3 PACIENTES E METODO

3.1 Pacientes

O grupo de estudo foi constituido de 32 pacientes, com mediana de idade de 66 anos ¢

variagdo de 46 a 80 anos, sendo 19 (59,4%) leucodermos, 9 (37,5%) faiodermos e 1 (3,1%)

melanodermo, com diagnostico clinico de céincer localizado da prostata, 15 (46,8%) com

estadiamento clinico compativeis com B, e 17 (53,2 %) com B, pela classificagio de

Whitmore Jewett, WHITMORE (1965), JEWETT (1975), que se submeteram a cirurgia

radical da prostata (prostatovesiculectomia radical e linfadenectomia obturatoria bilateral),

(ANEX0 9.1€9.2).

O grupo controle foi constituido de 14 pacientes com idade maior que 40 anos, com

mediana da idade de 72 anos € variagdo de 49 a 80 anos, sendo 9 (64,3%) leucodermos 4

(28,6%) faiodermos € 1 (7,1%) melanodermo, com diagnostico de hiperplasia nodular da

préstata com indicagio de cirurgia, dos quais 11 (79%) se submeteram 4 ressec¢do trans-

uretral da prostata e 3 (21%) a prostatectomia trans-vesical, (ANEXO 9.1).

3.2 Modelo do estudo

Estudo prospectivo, analitico, em diagnostico, realizado no Servigo de Urologia do

Hospital de Clinicas (HC), da Faculdade de Medicina (FAMED) e Laboratério de Genética

Molecular do Institudo de Genética € Bioquimica, da Universidade Federal de Uberlandia

(UFU) no perfodo de 2001 a 2003.

No grupo de estudo foi feita a dosagem do PSM qualitativo por RT-PCR semi-“nested”,

em amostra de sangue periférico, coletada no pré-operatorio, no dia da cirurgia radical da

prostata, No controle p()s-opcrat()rio, no minimo 30 dias apos o tratamento cirlrgico, foi

TR Ko o St o 1
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coletada uma amostra de 10 mL de sangue periférico, para dosagem quantitativa bioquimica

do PSA, pela metodologia IMMULITE”.

No grupo controle foi feita dosagem do PSM qualitativo por RT-PCR semi-“nested”, em

amostra de sangue periférico, coletada no pré-operatorio, no dia da cirurgia para tratamento da

hiperplasia nodular da prostata.

As dosagens do PSM por RT-PCR semi-“nested” foram associadas com o cancer da

prostata localizado, cincer com invasdo local ou metastatico ¢ com a hiperplasia nodular da

prostata, diagnosticadas pelos exames anatomopatolégicos das pegas cirrgicas, considerados

“gold standard” no diagnostico das patologias prostiticas e com as dosagens do PSA

. . ® ! ;e
bioquimico, pela metodologla IMMULITE®, no controle pos-operatorio da prostatectomia

radical.

3.3 Levantamento dos dados

us numeros de prontudrios do HC da UFU . Os

Os pacientes foram identificados pelos s€

dados deste estudo foram armazenados no banco de dados “Access” da Microsoft®, do qual se

extrairam relatorios que permitiram analisar os dados relevantes desta pesquisa.

3.4 Rastreamento do cAncer da prostata

nicas da Universidade Federal de Uberlandia, o

No Servico de Urologia do Hospital de Cli

rastreamento anual do cancer da prostata & realizado nos pacientes sem historia familiar de

cncer da prostata, a partir de 50 anos de idade, ¢ a partir de 40 anos, naqueles com historia

familiar desta neoplasia, €/0u da raga negra.

No rastreamento do cancer da prostata, 08 pacientes sfo submetidos ao exame clinico, € a0

exame digital retal da prostata, €, 0 minimo, 5 dias apos o toque retal, dosagem bioquimica

quantitativa do PSA total, em amostra de sangue periférico.
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3.5 Diagnéstico e estadiamento do cancer da pristata

Os pacientes com suspeita de cancer da prostata, seja pelo toque retal, dosagem

bioquimica quantitativa do PSA total, em amostra de sangue periférico, (assim considerado

quando major que 4,0 ng/mL pela metodologia IMMULITE®), ou ambos, foram submetidos &

bidpsia da prostata por via trans-retal e exame anatomopatologico.

O Rx da bacia, coluna lombar, sacral, dos fémures e do crénio ou o mapeamento 0ssco

com radioisétopos (Tecnécio), foram solicitados para complementar o estadiamento

anatomopatolégico do cancer, nos pacientes com niveis de PSA total bioquimico no sangue,

no pré-operatorio, = 10ng/mL ¢ naqueles com sintomas relacionados com acometimento

dsseo, independentemente dos niveis do PSA total bioquimico pré-operatorio.

3.6 Exames pré-operatorio, risco cirtrgico e expectativa de vida

Os pacientes com diagnostico de cancer localizado da prostata ou hiperplasia nodular da

argica, fizeram avaliagdo clinica, foram submetidos aos exames

prostata com indicagdo cir

otina do HC da UFU e outros exames quando necessdrio, ndo relevantes

pré-operatdrios de 1
ais, estabelecendo-se o risco cirtrgico de

neste estudo, segundo metodologias € técnicas habitu

acordo com os critérios da “American Anestesiology Association” (ORTENZE, 2001). Nos

1 realizadas também avaliagdes clinica e da expectativa

pacientes com cancer da prostata forar

de vida de 10 anos.

3.7 Procedimentos ciriirgicos

A bidpsia da prostata por via trans-retal, foi realizada com uso de antibioticoprofilaxia,
Y B
com anestesia local, guiada ou nio por ultrasonografia trans-retal, utilizando-se o conjunto de
dld i,

(BARDM _18gx20cm- Referéncia MC 1820), procurando-

agulha com pistola automatica
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se de rotina retirar 8 fragmentos, 4 do lobo direito ¢ 4 do lobo esquerdo. A biopsia, quando

guiada pelo ultra-som, incluiu fragmento(s) de area(s) ultrasonografica(s) suspeita(s) de

neoplasia. Os fragmentos biopsiados foram acondicionados em 2 frascos de vidro com formol

a 10 %, rotulados como fragmentos do lobo direito ¢ do lobo esquerdo, ¢ enviados para exame

anatomopatologico.

o do cancer localizado da prostata
2

A técnica cirrgica utilizada 10 tratament

1 e linfadenectomia  dos ganglios linfaticos obturatorios

prostatovesiculectomia radica

bilaterais, foi a inicialmente descrita por Young (1905), modificada por Walsh et al. (1983)
a intervengéo, especialmente incontinéncia urinaria e

com intuito de reduzir a morbidade d

impoténcia sexual.

As técnicas cirtrgicas para tratamento da hiperplasia nodular da prostata foram utilizadas

de acordo com suas descrigdes classicas: a ressec¢do trans-uretral da prostata (RTUP) de

nte descrita por McCarthy em 1932, atualmente padronizada

acordo com a técnica inicialme

a retro-piibica conforme a técnica descrita por  Millin

(MEBUST, 1994); a prostatectomi
(1947) e a prostatectomis trans-vesical de acordo com a técnica proposta por Eugene Fuller

em 1894 (WALSH et al., 2002).

gicos foram realizadas no Centro Cirargico, pelos médicos do

Os procedimentos cirar

Servigo de Urologia do HC da UFU.

3.8 Critérios de inclusio nos grupos de estudo ¢ controle

Na composigio do grupo de estudo, 0s critérios utilizados na selecdio dos pacientes para
Cirurgia radical foram: biopsia prostatica com diagnostico histologico de adenocarcinoma
usual: Gleason total < 8; PSA total no sangue, O pré-operatorio < 20 ng/mL; estadiamentos
clinicos B] e B2 de acordo com @ classificagio de Whitmore (1965) e Jewett (1975),

50 radioldgica e/ou pelo mapeamento 0sseo com

auséncia de metastases 0sseds pela avaliag?

FEDERAL DE UBERLANDIA

NIVERSIDADE
v BIBLIOTEC A
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Tecnécio, quando realizados; idade menor ou igual a 80 anos e expectativa de vida de 10 ou

mais anos; apresentar Tisco cirGrgico aceitdvel para o porte da cirurgia; consentir com a

prostatovesiculectomia radical € linfadenectomia obturatéria bilateral, como opgdo

terapéutica; ndo ter realizado exame digital retal da prostata ha menos de 5 dias e bidpsia

prostatica ha menos de 15 dias da data da realizagdo da cirurgia; permitir coleta de sangue

periférico para os exames necessarios para a realizagdo deste trabalho e concordar em

participar e assinar 0 termo de consentimento livre e esclarecido deste estudo, aprovado pelo

Conselho de Etica cm Pesquisa (CEP) da UFU (ANEXO 9.1,9.4,9.3,9.7 ¢5.5).

Os critérios de inclusio dos pacientes no grupo controle foram: diagnostico de hiperplasia

nodular da prostata com indicagdo cirlirgica; exame digital retal negativo para cncer da

préstata; dosagem quantitativa do PSA bioquimico total no sangue, no pré-operatorio < 20

ng/mL; biopsias prostaticas negativas nos pacientes com PSA total no sangue maior que 4,0

ng/mL; idade menor ou jgual a 80 anos; apresentar risco cirfirgico aceitavel para o porte da

as opgoes cirtrgicas de tratamento da HNP (RTUP ou prostatectomias

cirurgia; consentir com

trans-vesical ou retro-pubica); ndo ter realizado exame digital retal da prostata por menos de 5

dias e biopsia prostatica hd menos de 15 dias da data da realizagdo da cirurgia; permitir coleta

de sangue periférico para 0S exames necessarios para a realizagiio deste trabalho; apresentar

Jar da prostata pelo exame anatomopatologico

confirmagdo do diagndstico de hiperplasia nodu

da peca cirurgica; concordar em participar € assinar o termo de consentimento livre e
esclarecido deste estudo, aprovado pelo Conselho de Btica em Pesquisa (CEP) da UFU

(ANEX0 9,1,9.7 ¢ 9.8).

3.9 Exames anstomopatologicos

Os exames andtomopatologicos das biopsias da prostata e das pegas das cirurgias para

ar da prostata (prostata ou fragmentos da prostata) e da

tratamentos da hiperplasia nodul
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cirurgia radical, (prostata, vesiculas seminais e linfonodos obturatdrios bilaterais) foram

considerados “gold standard” no diagnostico das patologias prostaticas. Nos casos de céncer

da prostata definiu o tipo histologico da neoplasia, com o grau do tumor sendo definido de

acordo com a escala de Gleason (1977), (ANEXO 9.4) e a extensiio da neoplasia estadiada,

clinicamente de acordo com a classificagio de Whitmore (1965) e Jewett (1975), e nos

andtomopatologicos das pegas cirtirgica de acordo com a classificagdo TNM 92, consensuada

pela Unido Internacional Contra o Cancer em 1992 (UICC, 1992; SCHRODER et al. 1992)

(ANEXO 9.5).

As lAminas dos exames anatomopatologicos das pegas cirargicas foram analisadas pelos

patologistas, de maneira cega-

3.10 Dosagem qualitativa do PSM por RT-PCR semi-“nested”.

3.10.1 Obtengdo das amostras

As amostras, cada uma com 10 mL de sangue com anticoagulante, foram coletadas em
tubos tratados com etileno di-amin® tetra-acético (EDTA), (BD™ Vacutainer - Referéncia

367861), no HC da UFU pela equipe médica do Servigo de Urologia, dentro da rotina do

centro cirargico ambulatorio € laboratorio desta instituigdo, sem nenhum desconforto

nte autorizagao dos pacientes, qué assinaram o termo de consentimento livre

adicional ¢ media

e esclarecido deste estudo (ANEXO 9.7)

Apés coleta, o sangue foi mantido a 4° C ¢ enviado a0 Laboratério de Genética Molecular
d, 2

do Instituto de Genética € BI'OCIUimica da UFU, para processamento.

3.10.2 Extragio do RNAmM
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O #cido ribonucléico (RNA) total do sangue periférico foi extraido com Trizol

“Reagent” (GIBCO BRL) conforme 0s procedimentos descritos em protocolo (ANEXO 9.6),

otimizado no Laboratério de Genética Molecular da UFU e seguindo-se as recomendagdes do

fabricante.

A qualidade do RNA total foi analisada por eletroforese horizontal, em gel de agarose

1,2 %, por 1 hora a 100 volts, utilizando-s¢ oMo tampdo de corrida TBE (45 mM Tris-
borato, pH 8,3 ¢ 1 mM EDTA) 0,5 X, corado com 0,5 pg/mL de brometo de etidio e

visualizado por luz ultravioleta (sistema de videodocumentagdo “ImageSystem” — VDS,

Pharmacia Biosciences). O RNA foi quantificado em espectrofotometro (SPEKOL UV
m. Apds avaliagdo, o RNA

VISDEZEISS Ultrospech 1000 - Pharmacia Biosciences) & 260 n

foi armazenado a -80°C.

3.10.3 RT-PCR semi-“nested”

3.10.3.1 Transcrigdo reversa - Sintese do cONA

As amostras extraidas foram submetidas & transcri¢io reversa nas seguintes condigoes:
1 ug de RNA total, 40 U de MMLV-RT (Pharmacia Biosciences), 1 X tamp#o da enzima de
transcricio reversa (Pharmacia Biosciences)s 200 pM de cada desoxirribonucleotideo
RNase (Invitrogen), 126 pmoles de oligonucleotideos

trifosfato (dNTP), 10 U de inibidor de

ucleotideos randomicos). A reagdio foi completada com agua

hexameros randémicos (hexan

bonato (DEPC) para um volu
37 °C por 1 hora ¢ aquecida & 95 °C por 5

o me final de 20 pL, incubada
tratada com dietilpirocar g om

termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.) a

Minutos.

3.10.3.2 Reagfio para qualificagdo do RNA
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O produto de transcrigdo reversa, acido desoxirribonucléico complementar, (cDNA)

foi amplificado por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em termociclador PTC-100 (MJ

Research, Inc.). O gene constitutivo B-2-microglobulina foi utilizado para caracterizar a

qualidade do RNA. A reagdo foi preparada para um volume final de 20 uL contendo os

seguintes reagentes: 5 1L de CDNA; 1,0 U de Taq DNA Polimerase, 1 X Tampéo da termo

aquatica (Taq) DNA Polimerase (50 mM KCl; 10 mM Tris-HC, pH 8.3); 1,5 mM MgCl,,

200 pM de cada desoxirrobonucleotideo  trifosfato  (dNTP); 5 pmoles de cada

oligonucleotideo “primer" para amplificagdo do gene B-2-microglobulina, seqiiéncia descrita

por Bussemarkers et al. (1999) (TABELA 1). O volume final foi completado com 4gua ultra-

pura.

O programa de ciclagem constitui-se de um ciclo inicial a 94 °C por quatro minutos,

35 ciclos a 94 °C por 40 segundos, 58 °C por 40 segundos, 72°C por 50 segundos e extensdo

final de 72 °C por 5 minutos.

3.10.3.3 Primeira amplificagdo por PCR

Apos qualificagdo das amostras, foi realizada a primeira amplificagdo “out” para o

gene alvo (PSM). A reagdo foi preparada para um volume final de 20 uL contendo os

seguintes reagentes: 3 uL de cDNA; 1,0 U de Taq DNA Polimerase, 1 X Tampdo da Tagq

DNA Polimerase (50 mM KCl; 10 mM Tris-HC, pH 8,3); 1,5 mM MgCl,, 200 uM de cada

dNTP; 10 pmoles de cada «primer” direto ¢ 7 pmoles de cada “primer” reverso para a

amplificacio dos genes pSM (TABELA 1). O volume final foi completado com agua ultra-

pura.

m ciclo inicial a 95 °C por quatro minutos

O programa de ciclagem constitui-se de u

30 ciclos a 94 °C por 30 segundos, 59 °C por 30 segundos, 72°C por 40 segundos e uma

extensdio final de 72 °C por 2 minutos.
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3.10.3.4 Segunda amplificagio por PCR

Cinco microlitros do produto obtido da primeira reagio foram adicionados a mistura

contendo os seguintes reagentes: 1,0 U de Taq DNA Polimerase, 1 X Tampdo da Taq DNA

Polimerase (50 mM KCl; 10 mM Tris-HCL, pH 8,3); 1,5 mM MgCl, 200 uM de cada dNTP;

7 pmoles de cada “primer” direto € 7 pmoles de cada “primer” reverso para a amplificagio

dos genes PSM (TABELA 1). A reagdio foi completada para um volume final de 20 pL com

agua ultra-pura.

O programa de ciclagem constitui-se de um ciclo inicial a 95 °C por quatro minutos, 28

ciclos a 94 °C por 30 segundos, 59 °C por 30 segundos, 72°C por 40 segundos e uma

extensdo final de 72 °Cpor 2 minutos.
Observagdo: Para 0 gene PSM foi realizado um semi-“nested”, ou seja, 2 “primers”
” reverso interno combinado com o

externos, “out”, € no “pested” foram utilizados 1 “primer

. _: .
primer” direto do “out Y,

Todos os “primers » utilizados para a amplificagdo dos genes PSM foram desenhados
utilizando-se o “software” Primer Designer, versio 2.0 e 0 “software” Oligotech, versio 1.0.

TABELA 1

eotideos iniciadores da PCR para os genes PSM ep-2-microglobulina.

Seqiiéncias dos oligonucl

.“Prifners_"’ e ' QeauenmaS -3

AGC AGA GAA TGG AAA GTC AAA
TGT TGA TGT TGG ATA AGA GAA

PSM direto “out” GAA TGC CAG AGG GCG ATC TA
Iy T A

:B -2- mlcroglobuhna direto

B-2- mlcroglobuhna reverso

PSM reverso “out”

PSM reverso neii//

——
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3.10.5 Eletroforese

Apbs a amplificagdo, 10 ul de cada produto de PCR foram misturados com “Loading

Dye” (12,5 mg de Azul de Bromofenol, 4,0 g de Sacarose ¢ 5,0 mL de dgua) e analisados por

eletroforese em gel 1,5 % de Agarose (AMERSPLAM PHARMACIA) por 1,0 hora a 100 volts

em tampdo TBE 0,5 (450 mM de TRIS, 450 mM de Acido Bérico, 10 mM EDTA, pH 8,0.

Os géis foram corados com 0,5 mg/mL de brometo de etidio e, em seguida, visualisados e

fotografados no sistema VIDEO DOCUMENTATION SYSTEM — VDS (PHARMACIA

BIOTECH).

As dosagens qualitativas do PSM por RT-PCR semi-“Nested”, positivo ¢ negativo,

realizadas em amostras de sangue periférico, indicam, respectivamente, presenca € auséncia

de células neoplasicas, micrometastases circulantes, conforme a técnica descrita, padronizada

pelo Laboratério de Genética Molecular do Instituto de Genética e Bioquimica da UFU.

3.11 Dosagem bioquimica quantitativa do PSA

a do PS
¢ dosagem quantitativa do PSA IMMULITE®, de acordo com as

Na dosagem quantitatiV A total por método bioquimico, em amostra de sangue

periférico, utilizou-se o Kit d
instrugdes do fabricante, oM valor normal oscilando entre 0 e 4,0 ng/mlL para o PSA total.

No controle pés-operatério, 1o minimo 30 dias apos a cirurgia radical, foi considerado
0,04 ng/mL o ponto de corte na dosagem quantitativa do PSA total por método bioquimico,

co, sendo considerado céincer com invasdo local ou metastatico,

em amostra de sangue periféri

ste kit, se 0 PSA total bioquimico de controle pds operatorio for >

nestas condigdes, com €
0,04 ng/mL, (OESTERLING et al., 1988; LANGE et al., 1989; STAMEY: KABALIN, 1989).
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3.12 Local de realizagdo dos exames

Os exames laboratoriais, radiologicos, anatomopatolégico ¢ moleculares por RT-PCR

semi-“nested”, foram realizados, respectivamente, pelo Laboratorio de Andlises Clinicas
>

Departamento de Radiologia, Departamento de Patologia do HC e Laboratorio de Genética

Molecular do Instituto de Genética e Bioquimica, da UFU, segundo respectivas metodologias
e técnicas habituais, de maneira cega.

Os exames de Medicina Nuclear, mapeamento dsseo com Tecnécio, quando realizados,

foram feitos por institui¢des privadas segundo técnica habitual, de maneira cega.

3.13 Aprovagdo no CEP

Os procedimentos médicos € todas as técnicas de manipulagdo do material biologico

seguiram as normas do C6digo Brasileiro de Etica Médica, conforme resolugéo do Ministério

acional de Saude, (CNS) 196/96.

¢ linha de pesquisa do Laboratério de Genética Molecular do

da Saide, (MS), Conselho N

Este projeto faz parte d

Instituto de Genética e Bioquimica da UFU, com marcadores moleculares, aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa desta Universidade (ANEXO 9.8).
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4 ANALISE ESTATISTICA

Na avaliagdo da concordincia entre os patologistas, no estadiamento pela classificagiio
TNM 92, foi utilizado o indice Kappa (LANDIS; KOCH, 1977).

Foram avaliados sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo (VP +),
valor preditivo negativo (VP -), acuracia, prevaléncia, “odds ratio” das dosagens do PSM por
RT-PCR semi-“nested”, no pré-operatério da prostatectomia radical e das cirurgias para
tratamento da hiperplasia nodular da préstata, no diagnéstico da HNP e do cancer prostatico
com estadiamento pela classificagio TNM 92 ¢ nos diagnosticos de cancer localizado (cura
laboratorial) ¢ cincer com invasio local ou metastatico pelas dosagens no sangue, do PSA

total por método bioquimico, no controle pés-operatério.



42
RESULTADOS

S RESULTADOS

Todos os dados individuais dos pacientes estudados, especialmente os relacionados com a
baixa morbidade da prostatectomia radical ¢ os dados dos controles pds-operatorios
mostrando, num seguimento de 1 a 17 meses, continéncia urinaria em 100,0 % e disfungfo
sexual em 29,0 % dos pacientes, estdo descritos nos ANEXOS 9.1e9.2.

Nos exames anatomopatologicos, nio houve discorddncia entre os examinadores, nos
diagnésticos de hiperplasia nodular da préstata ¢ de céncer da préstata tanto nas bidpsias
quanto nas pegas cirirgicas. A imunohistoquimica foi realizada em 3/32 (9,3 %) das bidpsias
confirmando o diagnostico (ANEXO 9.1).

No estadiamento patoldgico TNM 92 dos pacientes submetidos & prostatectomia radical,
a concordancia entre os examinadores pelo indice Kappa foi de 87,0 % (ANEXO 9.3).

Em todos os pacientes com cincer da prostata, os exames andtomopatoldgicos das
bidpsias prostaticas e das pegas cirlrgicas apresentaram-se com diagndstico histologico de
adenocarcinoma acinar usual, encontrando-se neoplasia intra-epitelial (NIP) em 2/32 (6,3 %)
das biopsias € em 10/32 (31,3 %) das pegas cirlirgicas. Os escores de Gleason das bidpsias
foram subestadiados em relagfio aos escores das pegas cirrgicas em 14/32 (43,8 %) dos
pacientes (ANEXO 9.1).

No estadiamento patoldgico pela classificagdo TNM 92 dos pacientes do grupo de estudo,
encontraram-se cancer localizado em 18/32 (56,2 %) e cédncer com invasio local ou
metastatico em 14/32 (43,8 %) dos casos. O estadiamento pT1 (tumor impalpavel e invisivel
por técnicas de obtengdo de imagem) ocorreu em 8/32 (25 %) dos pacientes € o estadiamento
pT2 (tumor limitado a glandula prostatica) em 10/32 (31,3 %) dos casos. O estadiamento pT3
(tumor estende além da capsula prostatica) ocorreu em 12/32 (37,5 %) dos pacientes,

encontrando-se estadiamento pT3a e pT3b (extensdo extra capsular) em 8/32 (25,0 %) e pT3c
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(invas@o de vesiculas seminais) em 4/32 (12,5 %) dos casos. Estadiamento pT4a (tumor
invadindo o colo vesical e/ou o esfincter externo € /ou o reto) ocorreu em 1/32 (3,1 %) e pN1

(um linfonodo envolvido < 2cm) em 1/32 (3,1 %) dos pacientes (TABELA 1).

TABELA 1 - Pacientes com céncer da prostata
estadiados pela classificacdo TNM-92.

N°. de

Estadiamento TNM 92 Pacientes %
pT1 8 25,0%
pT1cpNOpMO 8 25,0%
pT2 10 31,3%
pT2apNOpMO 1 3,1%
pT2bpNOpMO 1 3,1%
pT2cpNOpMO 8 25,0%
Sub Total 18 56,3%
pT3 12 37,5%
pT3apNOpMO 4 12,5%
pT3bpNOpMO 4 12,5%
pT3cpNOpii0 4 12,5%
pT4 1 3,1%
pT4apNOpMO 1 3,1%
pN1 1 3,1%
pT3cpN1pMO 1 3,1%
Sub Total 14 43,8%
Total 32 100,0%

TNM, T - Tumor, N - Linfonodos, M - Metastases.

Os diagndsticos de RT-PCR semi-"nested” PSM positivo e negativo, em amostras de
sangue coletadas no pré-operatorio, foram visualizados e documentados por fotografia no
sisema VIDEO DOCUMENTATION SYSTEM - VDS (PHARMACIA BIOTECH),
conforme demonstrado na FIGURA 1.

A RT-PCR semi-"nested” PSM no sangue, no pré-operatorio, foi positiva em 4/6 (66,7 %)
dos pacientes com hiperplasia nodular da prostata e em 13/18 (72,2 %), 10/11 (90,9 %) e em
3/7 (42,9 %) dos pacientes com cincer da prostata, cancer localizado e cincer com invasdo

local ou metastatico, respectivamente (TABELA 2). A performance deste exame apresentou S
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As amplificagdes que vdo de 1 a 7 e de 8 a 13 correspondem, respectivamente, as amostras
positivas e negativas para os transcritos génicos do PSM.
1 - CaP

2 - HNP

3 -CaP

4 - CaP

5 -CaP

6 - CaP

7 - CaP

& -CaP

9 -CaP

10- HNP

11- HNP

12- HNP

13- CaP

M- marcador de peso molecular de 100 pb

FIGURA 1 - Resultado do RT-PCR semi-“nested” PSM positivo e negativo, documentado por fotografia pelo
sistema Video Documentation System - VDS (PHARMACIA BIOTECH).
FONTE: Laboratério de Genética Molecular do Instituto de Genética e Bioquimica da UFU.
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de 67 %, E de 28 %, VP + de 24 % e VP - de 71 % no diagnostico da HNP em relagdo ao

cincer da prostata e S de72%,91 %e 43 %, E de 33 %, VP + de 76 %, 71 % € 43 %, VP - de

29 %, 67 % e 33 %, no diagnostico do cancer da prostata, cancer localizado e céncer com

invasio local ou metastatico, respectivamente, em relagdo a HNP, diagnosticados pelos

exames anatomopatologicos com estadiamento TNM 92. O resultado positivo para 0 PSM

indica um risco relativo para a ocorréncia de céncer de 24 vezes, sendo este risco mais

elevado (30 x) para 0s canceres em estadios iniciais (TABELA 3).

TABELA 2 - RT-PCR semi-"nested" PSM no sangue pré-

operaqtério Nnos grupos con
préstata estadiados pela classi

trole e de pacientes com cancer da
ficacdo TNM 92.

RT-PCR PSM no sangue

Positivo Negativo
GRUPOS N° % ND % %
Controle
HNP Sub. a Cirurgia 14 4 66,7% 2 333%
Total 14 4 667% 2 333%
Cancer da Prostata
Estadiamento TNM 92
pT1 8 250% 6 857% 1 14,3%
pT1cpNOpM0 8 250% 6 857% 1 14,3%
pT2 10 31,3% 4 100,0%
pTZapNOpMO 1 3,1% 1 100,0%
pT2pr0pM0 1 3,1%
pTZCpNOpMO 8 250% 3 100,0%
Sub Total 18 56,3% 10 90,9% 1 9,1%
pT3 12 375% 3 429% 4 571%
pT3apNOpMO 4 125% 2 667% 1 333%
pTBprOpMO 4 12,5% 1 100,0%
pTScpNOpMO 4 12,5% 3 100,0%
pT4 1 3,1%
pT4apNOpMO 1 3,1%
pN1 1 3,1%
pT3cpN1pMO 1 3,1%
Sub Total 14 438% 3 429% 4  571%
100,0% 13 722% 5  21,8%

Total 32

RT, transcriptase reversa - reacdo em cadeia da polimerase.
PSM, antigeno prostatico especifico de membrana.
TNM, T - Tumor, N - Linfonodos, M - Metastases.
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HNP, hipeplasia nodular da prostata.

Sub., submetido.

Nas dosagens do PSA bioquimico total no sangue, no pos-operatorio, considerando-se 0

valor 0,04 ng/mL como ponto dec

laboratorial) e cancer com invas

17 meses, diagnostico de cancer

13/32 (41,9 %) e cancer com inva

(58,1 %) dos pacientes. Compar

operatério pelas dosagens do PS
localizado pelo estadiamento T
ou metastatico e 2/14 (15,4

pelo estadiamento TNM 92

laboratorial), havendo um acréscimo de 14,4

ABELA 4 - GRAFICO 1 ¢ 2).

invasdo local ou metastatico (T
No controle pos-opera

bioquimico total < 0,04 ng/mL ¢

RT-PCR semi-"nested” PSM no

destes pacientes € considerando-

cancer com invasdo local ou metast
operatorio foi positiva em 9/11 (81,8
3). A performance deste exame apresentou S de 90

no diagnéstico de cancer da prostata co

ng/mL) em relagdo ao localizado

orte no diagnostico de cancer localizado da prostata (cura
o local ou metastatico, encontrou-se num seguimento de 1 a
localizado (cura laboratorial - PSA total < 0,04 ng/mL) em
siio local ou metastatico (PSA total > 0,04 ng/mL) em 18/32
ando-se o estadiamento TNM 92 com os diagnosticos pos-

A bioquimico total, 7/18 (38,9 %) dos pacientes com cancer

NM 92 apresentaram diagnostico de cancer com invasdo local

%) dos pacientes com cancer com invasdo local ou metastatico

apresentaram diagndstico de cancer localizado (cura

9% no diagnostico pbs-operatorio de cancer com

torio da prostatectomia radical, considerando-se 0 PSA

omo diagnostico de cancer localizado (cura laboratorial), a
sangue, no pré-operatorio foi positivo em 7/7 (100,0 %)
se 0 PSA bioquimico total de controle > 0,04 ng/mL como
atico, a RT-PCR semi-"nested” PSM no sangue, no pré-
%) deste grupo de pacientes (TABELA 5 - GRAFICO
%, E de 0 %, VP + de 56 %, VP - de 0%
m invasdo local ou metastatico (PSA total > 0,04

(cura laboratorial - PSA total < 0,04 ng/mL) (TABELA 6).
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al de controle pés-operatério, no sangue, NO

TABELA 4 - PSA bioquimico tot
da prostata estadiado pela classificagdo

grupo de pacientes com cancer

TNM 92.

GRUPO ** " PSA Total Biog. Centr. ng/mL*_
Cancer da Prostata <=0,04 > 0,04
Estadiamento TNM 92 N° % N° % N° %
pT1 8 25.0% 2 25,0% 6 75,0%

pT1cpNOpMO 8 25.0% 2 25.0% 6 75,0%

pT2 10 31,3% 9 90,0% 1 10,0%
pT2apNOpMO 1 31% 1 100,0%
pT2bpNOpMO 1 31% 1 100,0%

pTZCpNOpMO 8 25,0% 7 87,5% 1 12,5%

Sub Total 18 56,3% 11 611% 7 38,9%

pT3 12 375% 2 16,7% 9 75,0%

pT3apNOpMO 4 12,5% 3 75,0%

oT3bpNOpMO 4 12,5% 1 250% 3 75,0%

pT30pNOpM0 4 12,5% 1 250% 3 75,0%

pT4 1 3,1% 1 100,0%

pT4apN0pM0 1 3,1% 1 100,0%

N1 1 3,1% 1 100,0%

pT3cpN1pM0 1 3,1% 1 100,0%

Total 32 100,0% 13 41,9% 18 58,1%

PSA, antigeno prostético especifico.

TNM, T - Tumar, N - Linfonodos, M - Metastases.

* IMMULITE®, metodologia de dosagem do PSA bioquimico.
** Seguimento dos pacientes de 1 a 17 meses.

Biog., bioquimico.

Contr., controle pés—operatério.
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BTNM 92 - pT1 pT2 84.6%

90,0%  ETNM92-pT3pT4pN1
80,0%
70,0%
60,0%
50,0% |
40,0% |
30,0%
20,0% |
10,0% |

<= 0,04 ng/mL (Cura)

61,1%

> 0,04 ng/mL (Ca. ¢/ Inv.
Local ou Metast.)

PSA bioquimico total no pos-operatorio

eratério pela dosagem do PSA bioquimico

GRAFICO 1 - Controle pés-op
gia IMMULITE® dos pacientes estadiados

total no sangue pela metodolo
pela classificagao TNM 92.

60,0% |
B TNM 92

50,0% |
®mPSA

40,0% |
| Bioq.Controle

30,0% |
20,0%

10.0% ]

| 0,07 | <M— e
Ca. Local. Ca. ¢/ Inv. Local ou

‘ Metast.

Diagnostico no controle com ponto de
corte para o PSA bioq. <= 0,04 ng/mL

nto TNM 92 com 0s diagnosticos

GRAFICO 2 - Comparagéo do estadiame
do PSA biogquimico total no

nos controle pos-operatorio, pela dosagem
sangue, pela metodologia IMMULITE®.
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s quanto & grupos de estudo, cancer da prostata localizado,

féncer com invasao local, cancer metastatico, estadiamento patolégico TNM 92, RT-PCR semi-
nested" PSM no sangue no pré-operatério, tempo do controle pés-operatério e PSA bioquimico

total no controle pés-ogeratério, no sangue, <= 0,04 e > 0,04 ng/mL. (

TABELA 5 - Distribugdo dos paciente

RT-PCR PSA T Biog. Bioq,
semi-"nested” Tempo Controle Controle
Grupos Estadiamento PSM P6s-Op. ng/mL** ng/mL* !
Pac. de Estudo” TNM 92 pré-Op. Sangue Més(es) <=0.04 50,04

1 Ca Localizado  p12¢cpNO pMO 14 0,02

2  Ca. Localizado pT2c pNO pMO 15 0.03 !

3 Ca.cllnv.Local pT3bpNOpMO 9 0.01

8  Ca. Localizado  pT1cpNO pMO Positivo 10 0,02 :
12 Ca.Localizado  pT2apNO pMO Positivo 6 0.04

14  Ca.Localizado ~ pT2bpNO pMO 11 0,002

17  Ca.Localizado ~ pT2cpNO PMO 1 0,006

20 Ca Localizado  pT1cpNOpMO Positivo 1 0,01

22 Ca. Localizado  pT2¢pNO pMO Positivo 1 0,04

24  Ca.cllnv.Local pT3cpNO pMO Positivo 2 0.01

36  Ca. Localizado  pT2¢pNO pMx Positivo 1 0,02

42  Ca. Localizado pT2c pNO Pm0 Positivo 4 0,01

49  Ca. Localizado pT2cpNOpMO 17 0,04

4  Ca.c inv.Local pT3apNOpMx 3 027

5  Ca.c/Inv. Local pT3c pNO pMx Positivo 1 260

6  Ca Localizado  PT1cPNO pMX Positivo 2 0.50

7 Ca.c/lnv.Local pT3D pNO pMx 1 0.84

9  Ca.c/lnv.Local pT4a pNO pMO 1 0,09

10  Ca. Localizado ~ PT1C pNO pMO Positivo 3 0.27

11 Ca.df Inv.Local ~ PT3C pNO pMO 4 260

13 Ca.cf Inv.Local  PT3D pNoO pMO 7 0,07

15  Ca.cfInv. Local  PT3¢ pNO pMO Positivo 1 0,36

16  Ca. Metastatico pT3c pN1 pMO 1 1,20

18  Ca.Localizado  PT2¢ pNO pMO 4 0,15

19 Ca.cfInv.Local pT3b pNO pMO Positivo 2 0,06

21  Ca.Localzado  PTC pNO pMO Positivo 3 0,42

32 Ca.localizado  PT1C pNx pMx 3 0,08

34  Ca.cllnv.Local pT38 pNO pMx Negativo Falta Falta

39  Ca. Localizado  PT1C pNO pMO Negativo 6 0,06

41 Ca, cllnv. Local pT32 pNO pMO Positivo 1 0,08

47 ©a ol Inv. Local  pT3apNO pMx Positivo 5 1,00

48 Ca, LM 1 030

TNM. T - Tummor, N - Linfonodos. M

. Metastases.

50 em cadeia da polimerase.

RT-PCR, transcriptase reversé. reag
PSA, antigeno prostatico especifico.
Pac., paciente.

*, adenocarcinoma usual da prostata.
T, total.

Biog., bioquimico.
Op., operatorio.
Ca. Localizado, cancer da prostatd localizado.

Ca. ¢/ Inv. Local, cancer da préstata com invasao local.
Ca. Metastatico, cAncer da prostata metastético-

* IMMULITE® - metodologia dé dosa

gem do PSA biogquimico.
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GRAFICO 3 - RT-PCR semi-
cancer da prostata localizado
local ou metastatico, diagno

/,,/
100% (-~
90%- "
80% -
70%4° =
60% | |,
50% " s
40%
30% |
20% [
10%| 8
Ca.c/ Invaséo Local

Ca. Local.
ou Metastatico
PSA bioq. pela metodologia IMMULITE®
Ponto de corte <= 0,04 ng/mL

dosagens no sangue do PSA biogquimico.

- BRT-PCR semi
"""""" B RT-PCR semi-

"nested" PSM +

"nested" PSM -

"nested" PSM pré-operatorio no sangue, no
(cura laboratorial) & no cancer c/ invasao
sticados nos controle pas-operatérios pelas
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6 DISCUSSAO

Os dados dos pacientes, especialmente 0s resultados obtidos com a prostatectomia radical

proposta por Young (1905) ¢ modificada por Walsh em 1983, utilizada neste estudo para

tratamento do cincer da prostata e os dados dos controles pos-operatorios, em especial os que
se referem & continéncia urinaria e disfuncao sexual (ANEXO 9.1, 9.2), sio concordantes

com trabalhos j4 publicados, onde ha referéncia de ocorréncia de incontinéncia urinaria em 3

%a 10 % e de disfuncdo sexual em 13 % a 50 % dos pacientes submetidos a cirurgia radical

(MASS Jr.. BARRET, 198

1993; SROUGL: SIMON, 1990; KURTH et al., 1999).

A concordancia entre 0S8 examinadores no estadiamento patoldgico TNM 92 pelo indice

Kappa (ANEXO 9.3), nos permitiu utilizar 08 resultados deste estadiamento como “gold

standard”, relacionando-o com 0S €Xames Jaboratoriais realizados neste estudo.

O diagnéstico histolégico de adenocarcinoma usual da préstata em todos os pacientes,
Juntamente com o achado de neoplasia intra-epitelial mais freqiiente nas bidpsias do que nas
becas cirargicas, diferenga esta justiﬁcada pelo fato de que a quantidade de material
examinado da bidpsia ser pequena €m relagdio & quantidade de material das pegas cirlirgicas e
0 subestadiamento dos escores de Gleason das biopsias em relagdo aos escores das pegas
cirtrgicas (ANEXO 9.1), estio de acordo com 05 dados da literatura. Segundo Byar e

%% das neoplasias da prostata sdo representadas pelos

Mostofi (1972), mais de 95
nte compreende €asos de sarcomas, carcinoma epidermoide e

adenocarcinomas, o resta
carcinoma de células transicionais. De acordo com Algaba (1997), Billis (1997) ¢ Epstein
(1995), a neoplasia intra epitelial ¢ mais frcqucntemente encontrada nas pegas cirargicas pela
quantidade de materjal examinada ser maior em relagdo a quantidade de material da bidpsia
2,1974,1977) ¢ de Steinberg et al. (1997) mostram que

prostatica. Os dados de Gleason (199

0, WALSH, LEPORT: EGGLESTON, 1983; LU-YAO et al,

e e e Wl W R Wk WL i oo
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achados de Gleason favoravel nas bidpsias ndo nos ddo seguranca de que o tumor ndo possa

ser mais agressivo na peca cirGirgica. Mesmo Gleason estudando seu proprio material notou

subestadiamento em até 50 % das biopsias analisadas (GLEASON, 1992).

Os resultados do estadiamento TNM 92 no que s€ refere a ocorréncia de cancer localizado

e cincer com invasio local ou metastatico (TABELA 1), evidenciam que os critérios de

inclusdo dos pacientes no grupo de estudo: PSA bioquimico total no sangue, no pré-

operatério, < 20,0 ng /mL; Gleason total da biopsia < 8; Rx ¢/ou mapeamento 0Sseo negativos

para metastases 0SS€as, realizados nos pacientes com PSA bioquimico total pré-operatorio =

10,0 ng/mL; toque retal compativel com tumor localizado; idade menor ou igual a 80 anos;

ndo foram adequados, permitindo questionamentos sobre quais pacientes poderiam realmente

terem sido beneficiados em termos de cura com a cirurgia radical. Estes resultados sdo

compativeis com 0S dados da literatura. Em pacientes com neoplasia aparentemente

localizada, no estadiamento clinico pré-operatdrio, existe acometimento das vesiculas

s segundo Jewett (1975) e metastases para linfonodos

seminais em 16 % a 49 % dos caso

pélvicos em 5 % a 51 o dos casos (KLEIN, 1979). Em relagdo ao estadiamento patologico

sj0 sub-estadiados no estadiamento clinico

pela classificagdo TNM 92, 50 % dos pacientes

(CATALONA; DRESNER, 1985; VOGES et al., 1992). Atualmente nio dispomos de ensaios

magem, que nos permita identificar com seguranga, no pré-

laboratoriais ou €xames de i

operatério, quais pacientes com cancer da prostata terdo melhores progndsticos de cura com a

cirurgia radical (WHIRTH, 1993; MONDA; BARRY; OESTERLING, 1994).

Na avaliagio da positividade da RT-PCR semi-“nested” PSM no sangue, no pre-

operatorio, na HNP (TABELA 2), deve-se considerar que além do nimero de casos ser

pequeno, 0s casos positivos devem ser seguidos, uma Vez que, na literatura, este exame tem

e a maioria dos casos positivos apresentaraim cancer da

sido referido como negativo na HNP

prostata no seguimento clinico. Na publicagdo de Lapidus et al. (2000) ¢ Loric et al (1995),
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nenhum dos pacientes com HNP apresentaram RT-PCR semi “nested” PSM positivo. Os
dados de Sokoloff et al. (1996) mostraram RT-PCR PSM positiva em dois pacientes com

HNP dos quais um apresentout cancer da prostata, no seguimento clinico.
Neste estudo, a positividade da RT-PCR semi-“nested” PSM no sangue coletado no pré-

operatorio da cirurgia radical, nos pacientes estadiados pela classificagio TNM 92 (TABELA

2), mostrou que micrometastases circulantes podem ocorrer, MESMO Nos tumores classificados

em localizados por este estadiamento. Estes dados estio de acordo com os dados da literatura,

onde h4 referéncia de RT-PCR semi- «nested” PSM positiva em 6/17 (35%) e em 6/17 (35%)

e em dos pacientes com cancer localizado da prostata, respectivamente, segundo Loric et al.

(1995) e Sokoloff et al. (1996). O trabalho publicado por Israeli et al. (1994a), mostrou RT-

PCR - PSM positivo em 72,2 % dos pacientes com cancer da prostata estadiado em pT2. O

significado biologico de micrometastases circulantes ainda ¢ incerto, sendo apenas um dos

vérios fatores que estdo envolvidos no processo da doenca metastatica, onde milhdes de

células neoplasicas na circulagio sangiiinea leva em pequena proporgio, ao desenvolvimento

de lesdes metastaticas clinicamente diagnosticadas (LIOTTA, KLEINERMAN; SAIDEL,

1974). Embora alguns estudos sugiram que micrometastases  possam  significar mal

prognostico, muitos pacientes apresentando células neoplasicas circulantes ndo apresentaram

evidéncia clinica de doenga metastatica apos varios anos de seguimento (SEIDEN et al,

1994).

De acordo com os dados da literatura, a RT-PCR semi-“nested”, € uma reagdo muito

sensivel encontrando-se positiva tanto no cancer localizado quanto no cancer com invasio

local ou metastatico, estadiados pela classificagao TNM 92 (OLSON et al,, 1997). Os dados

da literatura mostram RT-PCR semi-“nested” PSM positiva em 34/41 (82 %) ¢ em 17/51

(34%) dos pacientes com cancer com invasio local ou metastatico pelo estadiamento TNM

92, respectivamente, segundo Loric et al. (1995) e Sokoloff et al. (1996).
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A performance da RT-PCR semi-“nested” PSM positiva no sangue 1o pré-operatorio no

diagnéstico do céncer da prostata estadiado, de acordo com a classificagio TNM 92, em

relagdo a HNP (TABELA 3), sugere nao ser possivel selecionar no pré-operatorio, quais

pacientes seriam beneficiados com a cirurgia radical, no sentido de se operar somente cancer

estadiado como localizado e obter prognostico de cura mais favoravel com este tratamento.

Pelas dosagens do PSA bioquimico total no sangue, no pos-operatério ¢ comparagdo da

ocorréncia dos diagnosticos pbs-operatdrio de cancer localizado ¢ de cancer com invasdo

local ou metastatico, com 0 0S dados do estadiamento TNM 92, mostrando acréscimo no

diagnostico de cancer com invasdo local ou metastatico (TABELA 4 - GRAFICO 1 e 2),

observou-se que muitos casos de doenca estadiada como Jocalizada pelo estadiamento TNM

92, tratavam-se de doenga com invasdo local ou metastatica, € muitos casos de cancer com

invasiio local, pelo estadiamento TNM 92, ficaram curados com a cirurgia radical. Estes

dados estio de acordo com 0S dados da literatura, havendo citagdes de que 0s €asos de cura no

controle p(')s—operat(')rio podem ocorrer em referéncia ao estadiamento TNM 92, ndlo somente

mente, também, nos €asos de invasdo capsular

nos casos de cancer localizado, mas, especial

sem outras margens positivas ¢ seim invasio de vesiculas seminais. O estudo realizado por

Sokoloff et al. (1996) em 600 pacientes submetidos a prostatectomias radicais realizadas na

“UCLA School of Medicine”, que apresentaram no estadiamento patologico pela classificagdo

TNM 92, invasio capsular sem outras margens positivas ¢ sem invasdo de vesiculas seminais,

mostrou uma taxa de sobrevida de 10 anos de mais de 70 %. Estudos realizados na “John

progressio da doenga, em 5 anos, em cerca de 70 % dos

Hopkins University” mostrou 2 ndo

pacientes com cancer localizado da prostata submetidos a cirurgia radical, que apresentaram

margens focais positivas no estadiamento TNM 92 (EPSTEIN et al., 1993).

Na avaliagio da positividade da RT-PCR semi-“nested” PSM no sangue, no pre-

operatorio, 1n0S diagnosticos laboratoriais p(’)s-operat(')rio, de cancer localizado (cura
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laboratorial) e de cdncer com invasio Jocal ou metastatico, pelas dosagens bioquimicas do

PSA total (TABELA 5 - GRAFICO 3), utilizando-se este 4ltimo como “gold standard” nestes

diagnésticos, a performance deste exame (TABELA 6), mostrou no scr possivel selecionar

0s pacientes com diagndstico p(’)s-operat()rio de céancer localizado ou cancer com invasdo local

ou metastatico. Entretanto, a alta positividade deste exame nestes diagnosticos, sugere ser

possivel diagnosticar o cancer da prostata em estadios iniciais, dados concordantes com os da

literatura segundo Israeli et al. (1994) e Sokoloff et al. (1996) e exceto com os dados de Loric

et al. (1995), onde a positividade deste exame foi maior nos casos de cAncer metastatico.
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9 CONCLUSOES

A RT-PCR semi-“nested” PSM no sangue, no pré-operatorio, em associa¢do com o
diagnodstico laboratorial de céncer com invasdo local ou metastatico e localizado (cura
laboratorial), pela dosagem bioquimica do PSA total, no sangue, no controle pos-operatdrio,
sugere ndo ser possivel selecionar os pacientes com diagnostico laboratorial pds-operatorio de
cancer da préstata com invasdo Jocal ou metastatico e localizado (cura laboratorial), mas
sugere ser possivel diagnosticar o cincer da prostata, principalmente, nos estadios iniciais.

Possivelmente, aumentando a casuistica e mantendo-se os achados deste estudo, a RT-
PCR semi-“nested” PSM no pré-operatdrio, no sangue, poderia, como exame molecular de

diagnostico, fazer parte da rotina da pratica clinica.
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ANEX0 9.3

ultados dos estadiamentos

ANEXO 9.3 - Avaliagio dos res
lectomias radicais realizados

patologicos TNM 92 das prostatovesicu
Pelos patologistas.

Observador 1
Ca. Metast. Ca. Local. Total
b

a
Ca. Metast. 13 1 14

Y ] L v
Observadores

Ca. Local. 18
Total 14 18 32
Ca,, céncer.
Metast., metastatico.
Local., localizado.
Ao= 30 " "
o it PCT= 94%
(AC)= 16 o =
[ Kappa= 87%)

Interpretacéo:

a= concordancia (Positivo -Positivo)
b=discordancia (Negativo-Positivo)
c=discordancia (Positivo -Negativo)
d=concodancia (Negativo—NegaﬁVO)

Formulas:

a+d=concordancia observada ( A9)
a+b+c+d=maior comeordéncia possivel (
(a+d)/(a+b+c+d)=percentagem de concordéncia total (PCT)
[(a+b)(a+C)/(a+b+c+d)]=concordéncia esperada por acaso (a)
[(d+°)(d+b)/(a+b+c+d)]=concordéncia esperada por acaso (d)
Concordancia Total Exclusivamente Devido ao Acaso (A )=(a)+(d)

Kappa=(Ao-Ac)/(N-Ac)

N)
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ANEXO0 9.5

ANEXO 9.5

ESTADIAMENTO DO CANCER DA PROSTATA

Classificacio TNM 1992
T-Tumor Primério N-Linfonodos M-Metéstases
nTx Tumor ndo avaliado
pTo Sem evidéncia de Tumor
pT1 Tumor incidental impalpavel e invisivel por
técnicas de obtengdo de imagens
pT1a Tumor incidental ocupando < 5% do
Prostata tecido ressecado
A2 Tumor niio palpavel ocupando > 5 % da pT1bhTumor incidental ocupando > 5% do
Prostata tecido ressecado
pT1c Tumor néo palpavel ou visivel por
imagem, diagnosticado por biopsia comm
agulha em um ou ambos os lobos, em
pacientes com PSA sanguineo elevado

ey
Classificagio de WHITMORE - JEWETT

A Tumor ndo palpavel no toque retal

A1 Tumor nio palpavel ocupando <5 % da

]
pT2 Tumor limitado a glandula

B1 Nédulo < 1,5 cm em um lobo prostatico pT2a Até metade de um lobo ou menos
B2 Nédulo > 1,5 cm e/ou ocupando os dois pT2b Até mais da metade de um lobo porém néo
os dois lobos

lobos da prostata
pT2c Comprometimento dos dois lobos

pT3 Tumor oxtende além da cépsula prostatica
C1 Extensdo peri prostatica minima (sulcos) pT3a Extensdo extra capsular unilateral
pT3b Extensdo extracapsular bilateral

(2 Invasdo da base das vesiculas seminais pT3c¢ Tumor invade vesicula seminal

com ou sem invasdo dos sulcos
C3 Invasdo da base das vesiculas seminais pT4 Tumor fixo ou invadindo outras estruturas
com ou sem a invasdo de outros 0rgdos pélvicas adjacentes exceto as vesiculas
adjacentes seminais
pT4a Tumor invadindo o colo vesical e/ou 0
esfincter extemno e/ou 0 1eto
pT4b Tumor invadindo o misculo elevador do

anus ¢/ou fixo & parede pélvica
pNx Linfonodos regionais nao avaliados

pNo Sem metastases ganglionares

pN1 Um linfonodo envolvido < 2 cm

pN2 Um linfonodo >2< 5 e/ou multiplos <5 cm

N3 Linfonodos envolvidos > 5 cm
pMx Metastase nao avaliadas

pMo Sem metastases a distancia

D1 Metastases em linfonodos pélvicos

Do Metastases ndo identificadas

D2 Metastases a distancia pM1 Metastases presentes
pMla Linfonodo(s) ndo regional (is)

pM1b 0ss0(s)

pMIc Outras Localizagdes
D3 Resistente a0 tratamento hormonal I [t
FONTE: (WHITMORE, 1965; JEWETT, 1975; UICC, 199Z; SCHROREDER et al., 1992) (Tradugdo nossa.):
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ANEXO 9.6

ANEXO 9.6
LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR DO INSTITUTO DE GENETICA E

BIOQUIMICA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

PROTOCOLO DE EXTRACAO DO RNAm TOTAL PORT RIZOL®

O RNAm total do sangue foi extraido utilizando o reagente Trizol® Reagent” (GIBCO

BRL) conforme protocolo otimizado no laboratdrio seguindo as recomendagdes do fabricante:

1-Aliquotar o sangue total em microtubos de 2 mL.

2-Centrifugar a 1.800 x g por 40 minutos a temperatura ambiente.

3-Coletar a camada de Jeucocitos e transferir para um microtubo novo.

4-Adicionar 1 mL de Trizol® Reagent” (GIBCO BRL) e homogeneizar em vortex por 15

segundos.

5-Incubar por 3 minutos a temperatura ambiente.

6-Adicionar 200 pL de cloroformio para cada 1 mL de Trizol® homogeneizar € incubar por 5

minutos a temperatura ambiente.

7-Centrifugar a 12.000 x g por 15 minutos a 4° C.

8-Transferir o sobrenadante para um tubo novo e adicionar 750 pL de isopropanol gelado

(para cada 1 mL de Trizol™) e incubar por 10 minutos.

9-Centrifugar a 12.000 x g por 10 minutos.

L de etanol a 70%.

10-Descartar o sobrenadante ¢ ressuspender o pellet em no minimo 1 m

] |-Centrifugar a 7.500 x g por 5 minutos.
12-Ressuspender o pellet em agua tratada com DEPC ou TE.

as luvas devem SCr

¢do deve ser novo, esterilizado ¢

OBS. Todo material utilizado na extra

periodicamente trocadas.
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ANEXO 9.7
UNIVERSIDADE FEDERAL nE UBERLANDIA

Instituto de Genética e Bioquimica - Faculdade de Medicina

_—//’—____._—/—__—S__/___—__—__—_’/
“Termo de Consentimento

O Laboratério de Genética Wiolecular dirigido pelo Prof. Dr. Luiz Ricardo
Goulart Filho juntamente com O Servico de Urologia, do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia, coordenado neste estudo pelo Dr. Lindolfo
Dumont Prado, sob orientagao do Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho e do Dr. Agnaido

Coelho da Silva, estéo realizando um estudo genetico relacionado com as doencgas
da Prostata. O projeto consiste no estudo da Biologia Molecular do Céncer de

Préstata e da Hiperplasia Prostéatica Benigna.
Para realizacdo dos exames |aboratoriais sera necesséria a coleta de 10 mi de
sangue periférico no pré e no pbs-operatorio, conforme recomendagéo clinica. Cabe

ressaltar, que todo material utilizado sera estéril e descartavel, sendo que as coletas
dos materiais serdo obtidas juntamente com 0S procedimentos rotineiros do centro
cirlrgico do ambulatério e do laboratério do Hospital de Clinicas, sem qualquer
desconforto ou riscos adicionais ao paciente. O material coletado sera enviado ao
Laboratério de Genética Molecular da Universidade Federal de Uberlandia, onde

serdo realizados 0s exames de RNA e DNA.
r esclarecimentos a respeito da finalidade da

E direito do paciente pedi
pesquisa, destino do material coletado € resultados dos exames realizados.
Informacgdes adicionais poderao ser obtidas no fone: (34) 3218.2478 com 0S

responsaveis pelo projeto.
Espera-se que, com este estudo seja possivel detectar precocemente 0 cancer,

bem como realizar O estadiamento da doenga no paciente. Procura-se desenvolver
biomarcadores que poderdo ser utilizados na deteccdo precoce, no estadiamento e

no acompanhamento do tratamento. Almeja-se com isso, estabelecer um programa
de tratamento precoce € integrado do paciente, @ fim de prevenir O desenvolvimento
da doenga.

Os pacientes que concorda

fazé-lo a qualquer momento, sem

rem em participar da pesquisa poderéo desistir de
que haja nenhum prejuizo préprio.

apresentados neste  documento, Eu,

Pelos  presentes termos

concordo

—//,,/”
dos riscos, beneficios e

em colaborar com a pesquisa, declarando estar ciente
direitos.

-

Assinatura

Testemunhas:

-
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Jniversidode Fedaral de Uberiandia
Comita de ética em Pasquista

Parecer n ()O_)/JC)O{ |

‘Omgf&u/&@& Oﬁo ((mu/\ ;/U&—*

O
1 & QAA C &,57\., ﬁ )/LQ/D/) Q/J /(b\/\—p(_,q_//\-—/
/C C‘L/w»(':ze ”"'/Q A

/ ’ ﬂo&@/@g«fﬂﬂ“ ‘/WVQO g};ém /vccu/&/@’> —

u,b ) M

kb 3

\ L\OA Y/L\x(ﬂwgﬂ Tmmwwsm h (}*— _

on piiens wesspmcsurpar pERERLETR | CEEEES

' Relator

Area do Conhec1mento ) MOLQ QL@QMLCQ/) (&Q/ngﬁu;c\/
- ”%MMDT Nacnbnal [:l lnternauonal f

e | Kj GmPOl D Prevengdo @ Epid(.mlologtco
I Area Tematlca l
D Diagnéslico l l Nio se aplica

Terapéutico
l l | -
Grupo . D \ /O\ /")*\_//U/«\)QP .

.5-:‘;— T T L I i - TR T ETEO
‘: Objetivo(s) l: E 6/\,L(A/\ ATV \l)u/wc/o ol c,Qu— M’D r)’L E) T WQ( G
- : Ot C o e c}’«i (/‘/\/O‘Z/Cr‘/(/-—- )VJ\,H/\' (,;(//» S S

l

e (€ :
- . > /\(}’"\/) L,g,b"v N e WA Tt I
\ 4(’ L)\/vp/()/v "Q"'(-) (‘)/j \W\( - ‘

7
: /}Xc, L/\Ag/\/\ow ( [j B
l};vx’ Aot

IRy
Ly
/(fj/\n_/j ,/75,0 (& /}( Ay AL C/)/s/C,L/\ [4%84

AN Tl don

swres sy eptveaei et L

| MetodoIOde |




o L8 0 a e o LA QLS S CEID T € (YRLY ET0 B Pt TR Ty s LD

Rlscos e Bonefl(‘los l

Orgamento | 63

© Termo de Consentimento

‘O}Js'el"va'g(")es
* Relevantes
(Restrigdes, etc...)

st (N

[:I lnaquuadO

==t

- e T T T e e




