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Introducdo. Marcadores moleculares tém sido investigados na detecgdo e estadiamento do
cincer da prostata. Portanto, a dosagem do PSA por RT-PCR “nested” no sangue periférico

em pacientes submetidos a prostatectomia radical em associagio com o estadiamento TNM 92

e com o controle pos-operatorio pela dosagem do PSA total no sangue, foi realizada para

estabelecer estadiamento molecular pré-operatorio para o cancer da prostata e avaliar o seu

prognostico de cura com a cirurgia radical.

Pacientes e método. O grupo de estudo foi constituido por 32 pacientes com cancer da

prostata, submetidos 4 prostatectomia radical, tendo como critérios de inclusdo: Gleason da

biopsia < 8; PSA bioquimico total no sangue, no pré-operatério < 20,0 ng/ml, pela
metodologia IMMULITE®; Raio-X efou mapeamento éssco com Tecnécio negativos, nos
casos de PSA bioquimico total no sangue, no pré-operatério > 10,0 ng/ml; toque retal
compativel com cancer localizado; idade < 80 anos e expectativa de vida de 10 ou mais anos.
No grupo de estudo foi realizada a dosagem do PSA por RT-PCR “nested” no sangue, no
pré-operatorio, associando-se os resultados com o estadiamento TNM 92 e com os
diagnosticos de cancer localizado (cura laboratorial) e cancer com invasdo local ou
metastatico, pela dosagem bioquimica do PSA total no sangue, no controle pos-operatorio. O
grupo coﬁtrole foi constituido por 14 pacientes com hiperplasia nodular da prostata (HNP),
submetidos & ressecgdo trans-uretral da préstata ou prostatectomias abertas (trans-vesical ou
retro-pubica), tendo como critérios de inclusdo: diagndstico andtomopatologico da pega
cirtirgica de HNP, PSA bioquimico total no sangue, no pré-operatério < 20,0 ng/ml e idade <
80 anos, nos quais a RT-PCR “nested” PSA foi realizada no sangue, no pré-operatorio.

Resultados. Com os critérios de inclusdo no grupo de estudo, utilizados neste trabalho,

encontraram-se pelo estadiamento TNM 92, cancer localizado (pT1 e pT2) em 18/32 (56,3 %)
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e cancer com invasio local ou metastatico (pT3 pT4 pN1) em14/32 (43,8 %) dos casos. A
RT-PCR “nested” PSA no sangue, no pré-operatério, foi positiva em 3/6 (50,0 %) dos
pacientes com HNP, em 6/11 (54,5 %) dos pacientes com céncer localizado (pT1 pT2) e em
4/7 (57,1 %) dos pacientes com cancer com invasdo local ou metastatico (pT3 pT4e pN1)
apresentando, no diagndstico do cancer com invasdo local ou metastatico (pT3 pT4 e pN1),
em relacdo 4 HNP, diagnosticados pelos exames anatomopatologicos com estadiamento pela
classificagio TNM 92, sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo (VP+),
valor preditivo negativo (VP -) e acuracia de 57%, 50%, 57%, 50% e 54%, respectivamente.
No controle pés-operatorio pela dosagem do PSA total, com ponto de corte < 0,04 ng/ml,
diagnosticando-se com este valor cancer localizado (cura laboratorial), 7/18 (38,9 %) dos
pacientes com céancer localizado pelo estadiamento TNM 92, apresentaram-se com
diagnéstico laboratorial pos-operatorio de cancer com invasgo local ou metastatico e 2/13
(15,4 %) dos pacientes estadiados com cincer com invasdo local ou metastatico pelo
estadiamento TNM 92, apresentaram-s¢ com diagnostico laboratorial pds-operatério de
cancer localizado (cura laboratorial), encontrando-se como resultado final pelos controles pos-
al ou metastatico em 18/31 (58,1 %) dos pacientes. Nos

operatorio, cincer com invasdo loc
controles pos-operatorio, encontrou-se RT-PCR “nested” PSA positivo em 1/7 (14,3 %) dos
pacientes com céncer localizado (cura laboratorial) e em 8/10 (80,0 %) dos pacientes com
diagnostico laboratorial pos-operatorio de cancer com invasdo local ou metastatico,
apresentando no diagndstico de cancer com invasdo local ou metastatico em relagéo ao cincer
localizado (cura laboratorial), diagnosticados segundo os critérios relacionados,
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo ¢ acuracia de
80,0 %, 85,7 %, 88,9 %, 75,0% e 82,4 %, respectivamente.

Conclusdes. A RT-PCR “nested” PSA positivo no sangue no pré-operatério apresentou

excelente associacdo com O diagnostico de cincer com invasdo local ou metastatico,
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diagnosticado pela dosagem bioquimica no sangue do PSA total no controle pos-operatdrio.
A alta sensibilidade, especificidade e acuracia deste marcador molecular no sangue, no pré-
operatdrio, para o diagndstico pos-operatorio de cancer com invasdo local ou metastatico,

melhorando o prognéstico de cura, sugere a utilizagdo do uso da RT-PCR PSA como uma

metodologia para estadiamento molecular.

Palavras chaves: PSA - Prostatectomia Radical - RT-PCR “nested” PSA - Molecular
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Introduction. A search for serum markers for prostate cancer detection and staging is the

ultimate goal in clinical diagnostic. Therefore, PSA mRNA levels were investigated through

nested RT- PCR in perifheral 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 staging for

the prostate cancer and 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 prostatectom

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. PSA 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 PSA 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-vesical or retro pubic) according to the following

inclusion criteria; histopathological results of BPH; tPSA serum levels pre-biopsies lower or

equal to 20 ng/mL and age limit up to 80 years. 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

y with the following criteria: Gleason -
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invasion or a metastatic disease (pT3, pT4 and pN1). RT-PCR was positive in 3 of 6 BPH
patients (50%), in 6 of 11 organ confined PCa patients (54.5%), and in 4 of 7 local invasion or
metastatic PCa patients (57.1%). 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 57%, 50%, 57%, 50% and 54%,
respectively. From those patients with organ confined disease, the post-surgery tPSA cutoff
limit have detected extracapsular cancer invasion or metastasis in 38.9% (7 of 18) while for
those patients with extracapsular cancer invasion or metastasis 15.4% (2 of 13) have
presented laboratorial cure, with a final result of 58.1% of patients with extracapsular cancer
invasion or metastasis. Within those patients with extracapsular cancer invasion or metastasis,
80% presented positive RT-PCR, and within the organ confined cancer patients it was found a
positivity of 14.3% (1 of 7), with a sensitivity, specificity, positive and negative predictive
values, and accuracy of 80%, 85.7%, 88.9%, 75% and 82.4%, respectively.

Conclusions: The positive results of RT-PCR-PSA in pre-surgery blood samples presented an
excellent association with extracapsular cancer invasion or metastasis, based on the cutoff
limit of the post-surgery tPSA serum levels. The high sensitivity, specificity and accuracy of
this molecular marker to detect extracapsular cancer invasion or metastasis in pre-surgery

blood have improved significantly the clinical prognostic, suggesting the use of RT-PCR-PSA

as a methodology for molecular staging. -
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1 INTRODUCAO

Para 2002, estimou-se a ocorréncia no Brasil de 25.600 casos novos de cancer da
prostata, precedidos apenas pelo cancer de pele nfio melanoma, e 7.870 obitos, representando
12 % do total de mortes esperadas por cincer em homens. A taxa de mortalidade bruta do
cancer da préstata 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
variagio 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 nosoldgico (BRASIL,
2002).

Foi projetado para 1998, ocorréncia de 184.500 casos novos de céncer da prostata 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 diagnostico clinico de cincer da
prostata € 3 % a 4 % destes pacientes irdo a oObito pela doenga, freqiientemente com

consideravel redugio 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
pulméo e do colon, na populagdo masculina brasileira acima de 45 anos (BRUNINI et al.,
1982).

Estudos em autdpsias 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), e segundo Franks (1973), 30 % dos homens acima de 50 anos de

idade tém 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 etaria.

O risco do cancer da prostata aumenta de 3 a 6 vezes nos pacientes com historia familiar

deste cAncer nos parentes de primeiro grau (pai e irmdos) e de segundo grau (avo e tios)

(CUSSENOT; VALERI 2001).

O céancer da prostata tem uma incidéncia variavel de acordo com as regifes 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 € 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 cincer da prostata € mais alta na

populagdio da raga negra do que na populagdo da raga branca, 136 ¢ 100 casos novos por

100.000 habitantes por ano, respectivamente (ZARIDGE; BOYLE, 1987; ROSS et al., 1988).

No Brasil, a incidéncia desta neoplasia estd em torno de 22 casos novos por 100.000

habitantes por ano, apresentando também incidéncia maior na populagdo de raga negra do que

na ra¢a branca (SROUGI; SIMON, 1990).

Em Minas Gerais ele ocupa 0 segundo lugar, em casos diagnosticados ¢ como causa de

obitos (BRASIL, 2003).

Em Uberlandia, Minas Gerais, com estes numeros, estima-se que a incidéncia de céncer

da prostata tenha sido de 110 casos novos em 2002.

~ . 2 : © e s
No rastreamento do cancer da prostata, a American Urology Association” e a “American

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 € 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 et al., 1996; SELLY et al., 1996).

No Brasil, na implementacdo da Politica Nacional de Prevencdo e Controle do Céncer, o
Instituto Nacional do Cancer, 6rgéo do Ministério da Satude responsdvel 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 nfo indicar o rastreamento populacional do céncer da

préstata, baseado na auséneia de evidéncias da efetividade das modalidades terapéuticas

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

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

que procuram O0sS servigos de saude por motivos outros que o cancer da prostata sobre a

possibilidade de detecgdo precoce deste cancer, por meio da realizagdo do toque retal e da

dosagem bioquimica do PSA total, informando-os sobre as limitagGes, os beneficios ¢ os

riscos da detecgdo precoce do cancer da prostata. Esta posicdo serd reavaliada apos os

resultados dos ensaios clinicos atualmente em andamento nos Estados Unidos da América

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

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

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

. T 0 . . ‘. n
neutra contendo 93 % de aminoacidos e 7 % de carboidratos, constituida por um mondmero

com 240 aminoacidos ¢ carboidratos em 4 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

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

do antigeno na molécula do anticorpo ou no 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 4cinos e ductos prostaticos

normais, com alteragdes benignas (inflamagdes, infeccdes, infartos) e na maioria, porém, ndo

em todos os tipos de cancer da prostata. As c€lulas colunares sdo circundadas pela camada de

células basais presentes em todas alteracdes benignas do epitélio, que por sua vez sdo

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

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

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

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

com a invasdo tumoral. Circundando a membrana basal encontramos 0 estroma prostatico

composto por células musculares lisas, fibroblastos, nervos e vasos sangilineos. Para que o

PSA e as células metastaticas tenham acesso 4 circulagdo sangiiinea, € preciso vencer esta

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

endotélio capilar. Esta barreira parece ser efetiva na manutenc¢io do gradiente de concentragéo

do PSA entre os lumens dos 4cinos e ductos prostaticos e a circulagdo sangiiinea. Ruptura

destas barreiras por diferentes processos patolégicos tanto benignos (hiperplasia nodular da

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

prostata, sdo fatores que influenciam os diferentes niveis de PSA dosados no sangue

periférico (BRAWER; KIRBY, 1998).

O PSA ¢ encontrado na circulagdio sangiiinea em trés formas: livre, ligado a a 1

antiquimotripsina, denominado PSA complexado e ligado 4 a 2 macroglobulina. A forma
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livie do PSA é a encontrada em menor quantidade no plasma e no ejaculado. A maior

quantidade de PSA se encontra no plasma sob a forma ligada a a 1 antiquimotripsina, uma

proteina que inativa a atividade proteasica do PSA. A a2 macroglobulina envolve a molécula

do PSA, nfio permitindo que seus epitopos sejam expostos aos anticorpos utilizados pelos
métodos atuais de dosagem do PSA comercialmente disponiveis. Estes métodos conseguem

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

complexado (BRAWER; KIRBY, 1998).

O cancer da prostata, 0s processos inflamatérios agudos ¢ o infarto da prdstata, sdo

eventos que quantitativamente mais alteram os niveis de PSA no sangue. Neoplasia intra-
epitelial (PIN) e processos inflamatérios cronicos tém sido relatados como entidades que

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

Os niveis de PSA no sangue 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 s€ricos de

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

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

tenham 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 os

niveis séricos do PSA em 3,5 ng/mL (dosado pela metodologia Yang®), o que indica que

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

YANG; HAY, 1987).

No céancer da prostata, 08 niveis séricos do PSA aumentam progressivamente a medida

que aumenta o estadio da doenga (LANGE; ERCOLE; VESSELA, 1986).
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Entre 81 % e 97 % dos pacientes com adenocaréinoma 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 tém demonstrado uma discreta elevagéo nos niveis sanguineos de
PSA apos relacionamento sexual, com pico em torno de 1 hora ap6s a ejaculagdo, retornando

a0s niveis basais em aproximadamente apos 24 horas (TCHETGEN et al., 1996).

Os valores séricos do PSA podem duplicar apos toque retal, quadruplicar apés cistoscopia,

aumentar até 50 vezes apds ressec¢do trans-uretral da prostata (STAMEY; YANG,; HAY,

1987; WILLIAMS, 1988).

Abstinéncia sexual diminui os niveis séricos do PSA. O ciclismo, massagem prostatica,

bidpsia e o ultra-som trans-retal da prostata elevam seus niveis. Outros exercicios fisicos nido

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, apos 7 dias da cistoscopia, €

apos 20 dias da ressecgdo trans uretral da prostata (BRAWER; KIRBE, 1998; SROUGL;

SIMONS, 1990).

A ressecgdo trans-uretral da prostata (RTUP) também interfere nos niveis sangiiineos de

PSA uma vez que o epitélio prostatico € quem O produz. Niveis de corte no PSA de 0 2 4,0

ng/mL pelo método Tandem R® ndo sdo adequados para pacientes submetidos a RTUP, na

avaliacio 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 a importante diminuigio no nivel de dehidrotestosterona intraprostatico e,

conseqiientemente, alguns trabalhos referem uma diminuigdo em 50% nos niveis sangiiineos

de PSA nestes pacientes (WILLIFORD; LEPOR; DIXON,1996).
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Como os niveis séricos do PSA elevam-se ji em fases iniciais da neoplasia imaginou-se
que pudesse auxiliar na deteccdo precoce do céncer 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 céncer da prostata, mostrou que 26 %

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

toque retal e 4 % apresentaram toque retal alterado e niveis de PSA acima de 4,0 ng/mL,

achados indicativos de bidpsia da prostata. O PSA sozinho, dosado pela metodologia

Tandem® apresentou um desempenho inexpressivo no diagnostico do cancer da prostata, com

valor preditivo positivo (VP +) de 26 % para PSA entre 4,0 ng/mL e 9,9 ng/mL e de 53 %

para PSA > 10,0 ng/mL. Neste estudo 0 efeito dos achados no toque retal e nas dosagens do
PSA, nos valores preditivos positivo para 0 cancer da prostata, mostrou que o valor
preditivo positivo mais alto, de 55 %, foi encontrado quando o paciente apresentava alteragdes
no toque retal ¢ no PSA dosado pela metodologia Tandem®. O PSA sozinho apresentou um
valor preditivo positivo de 32 %, mais alto do que o valor preditivo positivo da aiteragdo do
toque retal isoladamente, que foi de 21 %. (CATALONA; RICHIE; AHMANN,1994b).

Pela metodologia Tandem ® aproximadamente 25 % dos pacientes com cancer da prostata
recentemente diagnosticados, apresentaram niveis normais de PSA no sangue (< 4,0 ng/mL),

¢ 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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Apbs 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 e 3 semanas

apds o procedimento cirargico. Este comportamento tem grande valor prognostico, sendo

utilizado nos controles pos-operatorios 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,

densidade do PSA (relaglo entre PSA bioquimico total no sangue ¢ volume prostatico

mensurado pelo ultra-som), velocidade anual de crescimento, relagdo 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 indicagao de bidpsia 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 biopsia deva ser de 2,5 ng/mL, com esta metodologia, para pacientes

com idade entre 50 € 60 anos (CANTO; SHARIAT; FLAWIN, 2003).

No estudo de Brawer et al. (1993a), a dosagem do PSA isolado € tdo eficiente quanto a

densidade do PSA em prever cancer da prostata.

Em relagdo 4 densidade do PSA, como esté padronizado bidpsia aleatoria sextante, com

retirada de 3 fragmentos ¢m cada lobo na zona periférica da glandula, € mais provavel que o

tumor localizado seja biopsiado 10 paciente com prostata menor €, conseqiientemente,

densidade do PSA elevada, do que naqueles com prostatas maiores ¢ baixa densidade do PSA

(BRAWER; KIRBY, 1998).

SISBI/UFU
244186
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A velocidade de crescimento do PSA aumenta tanto nos pacientes com cancer da prostata

quanto naqueles sem a neoplasia, porém, em escalas diferentes. No céncer da prostata,

evidentemente, com o tempo, o tumor vai ficando maior e mais avangado no seu estadiamento

e, conseqiientemente, a velocidade de crescimento do PSA aumenta exponencialmente

(BRAWER; KIRBY, 1998).

Estudos tém mostrado que variagoes bioldgicas podem ser responsaveis por uma diferenga
de 25 % a 30 % entre duas 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).

A relagdo PSA livre/total tem seu valor na deciso de ndo se fazer bidpsia naqueles

pacientes com PSA pouco clevado. O céncer da prostata mais agressivo parece estar

associado com resultado mais baixo na relagio PSA livre/total (BAWER; KIRBY, 1998).

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 0 ponto de corte entre PSA

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.

A relacdo PSA livre/total ¢ util para indicagdo de biopsia da prostata, nos pacientes com

PSA entre 4,0 ¢ 10,0 ng/mL pela metodologia Tandem®, nos quais um nimero significtivo de

pacientes, mais de 60 %, tém bidpsias negativas (BRAWER; KIRBY, 1998).

Outro grupo onde a relagdo PSA livre/total possa somar no rastreamento, seria nos

pacientes com biopsias negativas, na indicagio de re-bidpsias. Aproximadamente 2/3 das

biépsias da prostata sao negativas € um significante nimero destes paciente s@o portadores de

cancer da prostata (ELLIS; BRAWER, 1995).

A dosagem do PSA total, o denominador da relagdo PSA livre/total, pode induzir

significante variabilidade, de acordo com o método de dosagem, principalmente, quando se
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utiliza um método de dosagem ndo equimolar, que reconhece a parte livre ¢ a total em
proporgdes diferentes. Cada método de dosagem deve definir o seu ponto de corte para a
relagido PSA livre/total, que servira de orientacdo para indicar a biopsia da prostata. Muitos
autores reconhecem que estes testes devem ser feitos utilizando-se pontos de cortes que
permitam uma sensibilidade em torno de 90 % (BRAWER; KIRBY, 1998).

Algumas combinagdes dos testes positivos: toque retal positivo, PSA total bioquimico >
4,0 ng/mL dosado pela metodologia Tandem®, presenca de lesdes hipoecdicas no ultra-som
trans-retal da prostata, aumentam o valor preditivo para o céncer da prostata (BRAWER,
KIRBY, 1998).

O ultra-som trans-retal é considerado importante no diagndstico de nodulos intra-
prostaticos de outra natureza, que ndo o cincer da prostata, tais como infartos, prostatite,
brose, que fazem com que os resultados falsos negativos para o cancer seja

cistos e areas de fi

elevado (SROUGI, SIMON, 1990).

Atualmente, existe consenso de que 0 ultra-som da prostata trans-retal é util para

direcionar a bidpsia automatica da prostata, orientando-a também para eventuais nédulos

hipoecoicos, pode fornecer informagdes que possam ser uteis no estadiamento inicial do

cancer da prostata e & (til também para a avaliagdo da resposta terapéutica, através de

variages do volume da glandula apos radioterapia ou terapia endocrina (BRAWER; KIRBY,

1998: SROUGI; SIMON, 1990).

O cancer da prostata € diagnosticado pelo exame anatomopatologico do material obtido
pela biopsia da prostata, sendo de rotina, na primeira biopsia da prostata trans-retal guiada por
ultra-som, retirados 4 fragmentos de cada lobo da prostata, incluindo também fragmentos de
areas ultrasonograficas suspeitas. O grau da neoplasia ¢ definido pela escala da Gleason

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

(1965) e Jewett (1975).
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O cancer da prostata 6, sabidamente, uma doenga multifocal, o que leva & possibilidade

de subestadiamento dos escores das biopsias em relagdo aos das pegas cirtrgicas (GLEASON,

1992).

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

biopsias, nos tumores aparentemente mais diferenciado, Gleason 6, do que nos aparentemente

mais indiferenciados, Gleason 7, onde a concordéncia dos escores das bidpsias com os das

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

Segundo Steinberg et al. (1997) o subestadiamento dos escores de Gleason das bidpsias

em relagiio aos €ScOTes das pegas cirurgicas poderia ser justificado pelo fato do tumor ser

multifocal, pela subjetividade da leitura da 1amina, pelos achados no tumor de areas limitrofes

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

para exame na bidpsia é menor em relagdo a quantidade disponivel nas pegas cirrgicas.

O uso de nomogramas, «“partin Tables”, utilizando como parmetros alteragBes do toque

retal, Gleason da biopsia e 0 resultado do PSA bioquimico pré-operatério nos fornece as

probabilidades do estadiamento patolégico em termos de probabilidades de doenga confinada

4 prostata, extensdo extraprostatica, invasio de vesiculas seminais e metastases em ganglios

linfaticos (PARTIN et al., 2001).

No passado, 0s pacientes com cancer da prostata apresentavam-se com neoplasia

o . :
disseminada em 80 % dos ¢asos € somente em 20 % dos casos a doenga era diagnosticada

numa fase inicial, como cancer localizado. Com 0s programas de prevengdio amplamente

divulgados pela midia e a conseqilente conscientizacdo da populagfio masculina de realizar o

rastreamento para detec¢do precoce do cancer da prostata, associado com métodos modernos

os tecnolégicos no ultra-som, desenvolvimento

de dosagem do PSA bioquimico, avang

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

m os dados da “American Cancer Society”, nos

neoplasias se€ modificaram. De acordo co
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EEUU em 1989, 64 % dos novos ¢€asos de cincer da prostata evidenciaram neoplasia

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

LUBERTA, 1989).

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

radioterapia e a observagio vigilante. A observagdo 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 e intersticial (braquiterapia), sendo esta

Gltima, indicada isoladamente a0S pacientes com bom prognostico (T1-T2a, PSA bioquimico

total < 10,0 ng/mL e Gleason < 7). A prostatectomia radical ¢ o procedimento padrdo ouro

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

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

Tumor, N -Linfonodos, M - Metastases), de acordo com consenso da Unido Internacional

Contra o Cancer em 1992, sendo o grau da neoplasia definido pela escala de Gleason

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

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

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

pacientes com maior probabilidade progndstica de cura do céancer da prostata com a cirurgia

radical.

Segundo Stamey € McNeil (1992), as modalidades de estadiamento do céncer da prostata

ndo sdo adequadas.

Com a cirurgia radical cerca de 85 % dos pacientes ndo apresentam evidéncia da doenga

apbs S anos € 67 % apos 10 anos. Estes resultados foram observados nos pacientes que

apresentaram 1o estadiamento patologico pela classificagio TNM 92, auséncia de margens

cirtirgicas comprometidas € auséncia de invasio de vesiculas seminais e PSA total bioquimico

no controle p(’)s-operatério, < 0,04 ng/mL. Este tratamento pode apresentar complicagdes, tais
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como: incontinéncia urinaria, disfuncdo 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 experimentagdo sugerem que basta apenas 0,01 % de

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

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

1982).

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

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

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

com a sintese de “primers”

metastaticas no Sangue periférico tornou-se possivel, permitindo a identificagdo de

micrometastases circulantes (SAIKI et al., 1985; SMITH et al., 1991; MATTANO; MOSS;

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

Muitos genes (biomarcadores) e€stdo sendo isolados e estudos das suas expressoes em

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

importantes informagdes sobre 0 desenvolvimento e estadiamento molecular do cancer da

prostata. Estes estudos fornecem tambem 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 Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR), utilizando
“primers” para 0 Antigeno Prostatico Especifico (PSA) e Antigeno Prostatico de Membrana
(PSM), tem sido considerada de interesse pela sua alta sensibilidade e baixos indices de falso
negativo, havendo expectativas de se obter com estes ensaios, prognostico molecular tanto

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

com doenga metastatica hormonio resistente (OLSON et al., 1997).

de biomarcadores especificos, a identificagdo de células
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A RT-PCR “Nested” € um método utilizado para melhorar a sensibilidade da RT-PCR

fazendo uso de “primers nested”. Nesta metodologia, apés a realizagdo de uma reagéo de

PCR, uma aliquota do produto obtido ¢ re-amplificado usando um conjunto de “primers”

diferentes que sdo complementares as seqiiéncias internas no primeiro produto da PCR. Esta

técnica tem por finalidade detectar genes de baixa expressdo, presentes principalmente em

sangue periférico, uma vez que aumenta a concentragdo do produto amplificado (GHOSSEIN

et al., 1995).

A técnica da RT-PCR “Nested” ao utilizar 2 amplificagdes, tem uma grande sensibilidade,

amplificando milhoes de vezes as moléculas de  4cido desoxirribonucléico (DNA),

aumentando a sensibilidade para uma célula metastatica em 250.000 células (um mL de

sangue) (BRASILEIRO FILHO; BARBOSA; MIRANDA, 2000).

No estudo de jaakkola et al. (1995), os pacientes do grupo controle constuido por 4

pacientes com HNP submetidos a cirurgia, 2 com calculos renais, € 3 com outros tumores

(rim, testiculo © bexiga) ndo apresentarm RT-PCR PSA positivo. No grupo de estudo a RT-

PCR PSA foi negativa nos 7 pacientes sem metastases e positiva em 9/18 pacientes (50,0 %)

dos pacientes com metastases. Nos pacientes com doenga metastatica, A RT-PCR PSA foi

negativa naqueles que estavam em tratamento hormonal e com baixos niveis de PSA

bioquimico total.

No trabalho publicado por Loric et al. (1995), a RT-PCR PSA 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 72 ¢ 37 anos € 18 pacientes com HNP com idade entre 48 e 69 anos

submetidos a tratamento cirtrgico. Ela foi positiva em 3/27 (11%) dos pacientes com cAncer

localizado da prostata ¢ em 17/33 (51 %) dos pacientes com cdncer metastatico pelo

estadiamento patologico TNM 92.
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Os resultados obtidos com a cirurgia radical no tratamento do cincer da prostata
>

motivou a realizagio deste estudo, onde foi avaliada a associagdo da positividade do PSA por

método molecular (através da RT-PCR “Nested”) no sangue, no pré-operatério, com 0

estadiamento patologico pela classificacio TNM 92 e com 08 diagnosticos nos controles pos-

;amento molecular e avaliar o progndstico de cura desta

operatorios, procurando criar um estad

neoplasia com 0 tratamento cirargico.




2 OBJETIVOS

Estabelecer estadiamento molecular

de cura, com a cirurgia radical.

29
OBJETIVOS

para o cincer da prostata ¢ avaliar o seu prognostico
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3 PACIENTES E METODO

3.1 Pacientes

O grupo de estudo foi constituido de 32 pacientes. A mediana de idade destes pacientes

foi de 66 anos com variagdo de 46 a 80 anos, sendo 19/32 (59,4%) leucodermos, 9/32 (37,5%)

faiodermos e 1/32 (3,1%) melanodermo, com diagndstico de cancer da prostata com indicagéo

cirtrgica, 15/32 (46,8%) com estadiamento clinico compativeis com B e 17/32 (53,2 %) com

B, , pela classificagdo de 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. A mediana da idade foi de 73,5 anos

com variacdo de 49 2 80 anos, sendo 9/14 (64,3%) leucodermos 4/14 (28,6%) faiodermos e

1/14 (7,1%) melanodermo, com diagnostico de hiperplasia nodular da prostata com indicagéo

cirargica, dos quais 11/14 (79%) se submeteram 4 resseccdio trans-uretral da prostata e 3/14

(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) ¢ Laboratorio de Genética

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

(UFU) no periodo de 2001 a 2003.

No grupo de estudo foi feita a dosagem qualitativa do PSA por RT-PCR “Nested”, em

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

prostata. No controle pés—operat(’)rio, no minimo 30 dias apods o tratamento cirdrgico, foi
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coletada uma amostra de 10 mL de sangue periférico, para dosagem bioquimica quantitativa
do PSA total.

No grupo controle foi feita dosagem do PSA qualitativo por RT-PCR “Nested”, em
amostra de sangue periférico, coletada no pré-operztorio, no dia da cirurgia para tratamento da
hiperplasia nodular da prostata.

As dosagens do PSA por RT-PCR “Nested” foram associadas com o cincer da prostata
localizado, com o cincer com invasfo local ou metastdtico e com a hiperplasia nodular da
prostata, diagnosticadas pelos exames anatomopatologicos das pegas cirdrgicas com
estadiamento do tumor pela classificagio TNM 92, considerados “gold standard” no
diagnostico das patologias prostaticas e com os diagndsticos laboratoriais de cincer localizado
(cura laboratorial) e cincer com invasfio local ou metastatico pelas dosagens do PSA

bioquimico total, no sangue, no controle pos-operatorio da prostatectomia radical.

3.3 Levantamento dos dados
Os pacientes foram identificados pelos seus nimeros de prontuarios do HC da UFU . Os
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 cincer da préstata

No Servigo de Urologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, o
rastreamento anual do cancer da prostata ¢ realizado nos pacientes sem histéria familiar de
cancer da prostata, a partir de 50 anos de idade, e a partir de 40 anos, naqueles com histdria

familiar desta neoplasia, e/ou nos pacientes da raga negra.
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tata, os pacientes foram submetidos ao exame clinico
2

No rastreamento do cancer da pros
prostata, €, 10 minimo, 5 dias ap6és o toque retal dosagem

a0 exame digital retal da
gue periférico.

bioquimica do PSA total em amostra de san

adiamento do cincer da prostata

3.5 Diagnostico e est
cincer da prostata, seja pelo toque retal, dosagem

Os pacientes com suspeita de

do PSA total, em amostra d
s, foram submetidos a bidpsia da prostata por via

e sangue periférico, (assim considerado

bioquimica quantitativa

quando maior que 4,0 ng/mL), ou ambo
trans-retal ¢ exame anatomopatologico.

coluna lombar, sacral, do

s femures e do cranio ou 0 mapeamento 0Sseo
m solicitados, nos pacientes com niveis de PSA total

O Rx da bacia,
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A biopsia da prostata por via trans-retal, foi realizada com uso de antibioticoprofilaxia,

com anestesia local, guiada ou nao por ultra-sonografia trans-retal, utilizando-se o conjunto de

agulha com pistola automatica, (BARD® - 18 g x 20 cm - Referéncia MC 1820), procurando-

se de rotina, retirar 8 fragmentos, 4 do lobo direito e 4 do lobo esquerdo. A bidpsia, quando

guiada pelo ultra-som, incluiu fragmento(s) de 4rea(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, e enviados para exame
anatomopatologico.

A técnica cirtirgica utilizada no tratamento do cancer localizado da prostata,

prostatovesiculectomia radical e linfadenectomia dos gnglios linfaticos obturatorios

bilaterais, foi a inicialmente descrita por Young (1905), modificada por Walsh et al. (1983)

com intuito de reduzir a morbidade da intervengdo, especialmente incontinéncia urinaria e

impoténcia sexual.

As técnicas cirlirgicas para tratamento da hiperplasia nodular da prostata foram

utilizadas de acordo com suas descrigdes classicas: a ressecgio trans-uretral da prostata

(RTUP) de acordo com a técnica inicialmente descrita por McCarthy em 1932, atualmente

padronizada (MEBUST, 1994); a prostatectomia retro-pubica conforme a técnica descrita por

Millin (1947) ¢ a prostatectomia trans-vesical de acordo com a técnica proposta por Eugene
Fuller em 1894 (Walsh et al., 2002).

Os procedimentos cirargicos foram realizadas no Centro Cirargico, pelos meédicos do

Servigo de Urologia do HC da UFU.

3.8 Critérios de inclusiio nos grupos de estudo ¢ controle

Na composigdo do grupo de estudo, os critérios utilizados na selegdo dos pacientes para

Cirurgia radical foram: b1op51a prostatlca com diagnostico histologico de adenocarcinoma

OMIVERSIDADE FEDERAL DE URERLANDIA
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usual: Gleason total < 8; PSA total no sangue, no pré-operatorio < 20 ng/ml.; estadiamentos

clinicos B1 e¢ B2 de acordo com 2 classificacdo de Whitmore (1965) e Jewett (1975);

auséneia de metastases osseas pela avaliacdo radiologica e/ou pelo mapeamento dsseo com

Tecnécio, quando realizados; idade menor ou igual a 80 anos € expectativa de vida de 10 ou

mais anos; apresentar risco cirtirgico aceitdvel para o porte da cirurgia; consentir com a

prostatovesiculectomia radical e linfadenectomia obturatoria Dbilateral, como opg¢ao

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 0s €Xames necessarios para a realizagio deste trabalho e concordar em

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

Conselho de Btica em Pesquisa (CEP) da UFU (ANEX09.1,9.4, 9.5,9.7¢9.3).

Os critérios de inclusdo dos pacientes no grupo controle foram: diagndstico de hiperplasia

nodular da prostata cOm indicagdio cirargica; exame digital retal negativo para cancer da

prostata; 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 igual a 80 anos; apresentar risco cirirgico aceitavel para o porte da

cirurgia; consentir com as 0pgoes cirargicas de tratamento da HNP (RTUP ou prostatectomias

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

dias e biopsia prostatica ha menos de 15 dias da data da realizagfio da cirurgia; permitir coleta

de sangue periférico para 0s exames necessarios para a realizagdo deste trabalho; apresentar

confirmagdo do diagnostico de hiperplasia nodular da préstata pelo exame anatomopatologico

da pega cirurgica; concordar em participar € assinar o termo de consentimento livre e

esclarccido deste estudo, aprovado pelo Conselho de Etica em Pesquisa (CEP) da UFU

(ANEX0 9,1,9.7¢ 9.8).
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3.9 Exames anatomopatolégicos

Os exames anatomopatologicos das biopsias da prostata e das pecas das cirurgias, obtidas
com as cirurgias para tratamento da hiperplasia nodular da prostata (prostata ou fragmentos
da prostata) e com a cirurgia radical (prdstata, vesiculas seminais e linfonodos obturatdrios
bilaterais), foram considerados “gold standard” no diagnostico das patologias prostaticas. Nos
casos de cédncer da prostata definiu o tipo histoldgico da neoplasia, com o grau do tumor
sendo definido de acordo com a escala de Gleason (1997) (ANEXO 9.4) e a extensdo da
neoplasia estadiada de acordo com a classificagio TNM 92, consensuada pela Unido
Internacional Contra o Cancer em 1992 (UICC, 1992; SCHRODER et al., 1992) (ANEXO
9.5).

As laminas dos exames anatomopatoldgicos das bidpsias e das pegas cirtirgicas foram

analisadas pelos médicos do Departamento de Patologia do HC da UFU, de maneira cega.
3.10 Dosagem qualitativa do PSA por RT-PCR “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-amino tetra-acético (EDTA), (BD® Vacutainer - Referéncia
367861), no HC da UFU pela equipe médica do Servigo de Urologia, dentro da rotina do
centro cirtrgico, ambulatério e laboratorio desta instituigdo, sem nenhum desconforto
adicional aos pacientes.

Ap6s coleta, o sangue foi mantido a 4° C e enviado ao Laboratorio de Genética Molecular

do Instituto de Genética e Bioquimica da UFU, para processamento.
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3.10.2 Extragdo do 4cido ribonucléico mensageiro (RNAm)
O é4cido ribonucléico (RNA) total do sangue periférico foi extraido com Trizol
“Reagent” (GIBCO BRL) conforme os procedimentos descritos em protocolo (ANEXO 9.6),

otimizado no Laboratdrio 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-se como tampdo de corrida TBE (45 mM Tris-
borato, pH 8,3 e 1 mM EDTA) 0,5 X, corado com 0,5 ug/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

VISDEZEISS Ultrospech 1000 - Pharmacia Biosciences) a 260 nm. Apos avaliagdo, o dcido

ribonucléico foi armazenado a - 80°C.

3.10.3 RT-PCR “Nested”

3.10.3.1 Transcricdo reversa - Sintese do cDNA

As amostras extraidas foram submetidas a transcrigdo reversa nas seguintes condigdes:
I ng de RNA total, 40 U de MMLV-RT (Pharmacia Biosciences), 1 X tampdo da enzima de
transcrigio reversa (Pharmacia Biosciences), 200 pM de cada desoxirribonucleotideo

trifosfato (dNTP), 10 U de inibidor de RNase (Invitrogen), 126 pmoles de oligonucleotideos

hexdmeros randoémicos (hexanucleotideos randémicos). A reagdo foi completada com agua
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) para um volume final de 20 ulL, incubada em

termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc.) a 37 <C por | hora e aquecida a 95 °C por 5

minutos.

s W CE A, R

A
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3.10.3.2 Reagfo para qualificagdo do RNA

O produto de transcricdo reversa, 4cido desoxirribonucléico complementar (CDNA)

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

Research, Inc.). O gene constitutivo R-2-microglobulina foi utilizado para caracterizar a
qualidade do RNA. A reacdo foi preparada para um volume final de 20 pL contendo os

seguintes reagentes: 5 pL de cDNA: 1,0 U de Tag DNA Polimerase, 1 X Tampdo da Taq

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

desoxirribonucleotideos trifosfato (dNTP); 5 pmoles de cada oligonucleotideo (“primer ) para

amplificagiio do gene B-Z-microglobulina, seqiiéncia descrita por Bussemarkers et al. (1999)

(TABELA 1). O volume final foi completado com agua ultrapura.

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

Ap6s qualificagdo das amostras, foi realizada a primeira amplificagdo “out” para o

gene alvo (PSA). A reagdo fol 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 Taq DNA

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

10 pmoles de cada “primer " direto ¢ 7 pmoles de cada “primer” reverso para a amplificagdo

dos genes PSA (TABELA 1). O volume final foi completado com dgua ultrapura.

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

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

extensio final de 72.°C por 2 minutos.



38
PACIENTES EMETODO

3.10.3.4 Segunda amplificagdo 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 Taqg DNA
Polimerase (50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI, pH 8,3); 1,5 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP;
7 pmoles de cada “primer” direto e 7 pmoles de cada “primer” reverso para a amplificag¢io

dos genes PSA (TABELA 1). A reagdo foi completada para um volume final de 20 puL com

agua ultrapura.

Para o gene PSA foi realizado um “nested” completo, ou seja, 2 “primers” externos,

”out” e 2 internos “nested”.

TABELA 1 - Seqiiéncias dos oligonucleotideos iniciadores da PCR para os genes PSA, e 3-2-
microglobulina.

‘ B 2 mlcroglobulma dlreto "j:..l"AGC AGA GAA TGGAAA GTCAAA .
B-2-microglobulina reverso  IGTTGA TGT TGG ATA AGA GAA

PSA direto “out” ' AACCAGAGG AGT TCT TGA CC

PSA reverso “out” . AAT AGG GGG TTG ATA GGG GTG CT
PSA direto “nested”  GTGTGT GGA OCT CCA TGT TA

PSA reverso “nested” GTG ATA CCT TGA AGC ACA CC

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 °C por 2 minutos.

Todos os “primers” utilizados para a amplificagdo dos genes PSA foram desenhados

utilizando-se o “software * Primer Designer, versdo 2.0 e o “software " Oligotech, versdo 1.0.

3.10.5 Eletroforese
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Apods a amplificagdo, 10 pL de cada produto de PCR foram misturados com “Loading
Dye” (12,5 mg de Azul de Bromofenol, 4,0 g de Sacarose e 5,0 mL de dgua) e analisados por
eletroforese em gel 1,5 % de Agarose (AMERSHAM PHARMACIA) por 1,0 hora a 100 volts
em tampdo TBE 0,5x (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 brameto de etidio e, em seguida, visualisados e
fotografados no sistema VIDEO DOCUMENTATION SYSTEM - VDS (PHARMACIA
BIOTECH).

As dosagens qualitativas do PSA por RT-PCR “Nested”, positivo € negativo, realizadas
em amostras de sangue periférico, indicam, respectivamente, presenga € auséncia de células
neoplasicas, micrometastases circulantes, conforme a técnica descrita, padronizada pelo

Laboratorio de Genética Molecular do Instituto de Genética e Bioquimica da UFU.

3.11 Dosagem bioquimica quantitativa do PSA
Na dosagem quantitativa do PSA total por método bioquimico, em amostra de sangue
periférico, utilizou-se o Kit de dosagem quantitetiva do PSA IMMULITE®, de acordo com as
instrugdes do fabricante, com valor normal oscilando entre 0 e 4,0 ng/mL para o PSA total.
No controle pds-operatério, no minimo 30 dias apds a cirurgia radical, foi considerado
0,04 ng/mL o ponto de corte na dosagem quantitativa do PSA total por método bioquimico,
em amostra de sangue periférico, sendo considerado cincer com invasio local ou metastatico,
nestas condi¢des, com este kit, se o PSA total bioquimico de controle pds-operatorio for >

0,04 ng/mL (OESTERLING et al., 1988; LANGE et al., 1989; STAMEY; KABALIN, 1989).

3.12 Local de realizaciio dos exames
Os exames laboratoriais, radiologicos, anatomopatologicos ¢ moleculares por RT-PCR

“Nested”, foram realizados, respectivamente, pelo Laboratorio de Andlises Clinicas,
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Departamento de Radiologia, Departamento de Patologia do HC e Laboratorio de Genética
Molecular do Instituto de Genética e Bioquimice, 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 instituigdes privadas segundo técnica habitual, de maneira cega.

3.13 Aprovacio no CEP

Os procedimentos médicos e todas as técnicas de manipulagdo do material bioldgico
seguiram as normas do Codigo Brasileiro de Etica Médica, conforme resolugdo do Ministério
da Saude (MS), Conselho Nacional de Satide (CNS), n°. 196/96.

Este projeto faz parte de linha de pesquisa do Laboratério de Genética Molecular do
Instituto de Genética e Bioquimica da UFU, com marcadores moleculares, aprovado pelo

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

TN
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4 ANALISE ESTATISTICA

Na avaliagdo da concorddncia entre oS patologistas, no estadiamento pela classificagdo

TNM 92, foi utilizado 0 indice Kappa (LANDIS; KOCH, 1977).

Foram avaliados sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo (VP +)

valor preditivo negativo (VP -), acurdcia, prevaléncia, “odds ratio” das dosagens do PSA por

RT-PCR “nested”, no pré-operatorio da prostatectomia radical e das cirurgias para tratamento

da hiperplasia nodular da prostata, no diagndstico da HNP e do cancer prostatico com

estadiamento pela classificagdo TNM 92 e nos diagndsticos de céncer localizado (cura

laboratorial) e cancer com invasdo local ou metastatico pelas dosagens no sangue do PSA

total por método bioquimico, no controle pos-operatorio.
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05 RESULTADOS

Todos os dados individuais dos pacientes estudados, especialmente os relacionados com a

baixa morbidade da prostatcctomia radical e os dados dos controles pés-operatorios

mostrando, num seguimento de 1 a 17 meses, a ocorrencia de continéncia urinaria em 100,0

% e de disfuncdo sexual em 29.0 % dos pacientes, estio descritos nos ANEXOS 9.1e9.2.

Nos exames anatomopatologicos, nio houve discordancia entre os examinadores, nos

diagnésticos de hiperplasia nodular da prostata e de cancer da prostata tanto nas bidpsias

quanto nas pe¢as cirargicas. A imunohistoquimica foi realizada em 3/32 (9,3 %) das bidpsias

confirmando o diagnostico (ANEXO 9.1).

No estadiamento patolégico TNM 92 dos pacientes submetidos 4 prostatectomia radical,

ce Kappa foi de 87,0 % (ANEXO 9.3).

a concordancia entre 05 examinadores pelo indi

Em todos os pacientes com cancer da prostata, 0s exames anatomopatologico das bidpsias

prostaticas ¢ das pegas cirtrgicas apresentaram-se com diagnostico histologico de

adenocarcinoma acinar usual, encontrando-se neoplasia intra-epitelial (NIP) em 2/32 (6,3 %)

das biépsias e em 10732 (31,3 %) das pegas cirtrgicas. Os escores de Gleason das biopsias

foram subestadiados em relaciio aos €SCOTES das pegas cirurgicas em 14/32 (43,8 %) dos

pacientes (ANEXO 9.1).

No estadiamento patologico pela classificagio TNM 92 dos pacientes do grupo de estudo,

encontraram-se CAncer localizado em 18/32 (56,2 %) ¢ cancer com invasdo local ou
estadiamento pT1 (tumor impalpével e invisivel

14/32 (43,8 %) dos casos. O

metastatico em

por técnicas de obtencdo de imagem) ocorreu em 8/32 (25 %) dos pacientes e o estadiamento

pT2 (tumor limitado & glandula prostatica) em 10/32 (31,3 %) dos casos. O estadiamento pT3

(tumor estende além da capsula prostatica) ocorreu €m 12/32 (37,5 %) dos pacientes,

encontrando-se estadiamento pT3ae pT3b (extensdo exira capsular) em 8/32 (25,0 %) e pT3c
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(invasdo de vesiculas seminais) em 4/32 (12,5 %) dos casos. Estadiamento pT4a (tumor
invadindo o colo vesical e/ou o esfincter externo e /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 cancer da préstata
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%
pT3cpNOpMO 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 diagnésticos de RT-PCR “nested” PSA positivo e negativo, em amostras de sangue
coletadas no pré-operatdrio, foram visualizados ¢ documentados por fotografia no sistema
VIDEO DOCUMENTATION SYSTEM - VDS (PHARMACIA BIOTECH), conforme
demonstrado na FIGURA 1.

A RT-PCR ”nested” PSA no sangue, no pré-operatorio, foi positiva em 3/3 (50 %) dos
pacientes com hiperplasia nodular da prostata e em 10/18 (55,6 %), 6/11 (61,1 %) e em 4/7
(57,1 %) dos pacientes com cédncer da prostata, cancer localizado e cincer com invasio local

ou metastatico, respectivamente (TABELA 2). A performance deste exame apresentou S de

ArRales

s 3
(N 3
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1 a7 e de 8 a 13 correspondem, respectivamente, as amostras

As amplificagdes que vao de
nscritos génicos do PSA.

positivas e negativas para 0s tra

1 - HNP

2 - HNP

3 -CaP

4 - CaP

5 -CaP

6 - CaP

7 - CaP

8 - HNP

9 - HNP

10- HNP

11- HNP

12- CaP

13- CaP

M- marcador de peso molecular de 100 pb

O fragmento de 164 pb €0 esperado pela reagdo “nested” completa. O fragmento de 200 pb
«“gemi-nested”’ para o PSA.

iorresponde a uma reagao

FIGURA 1 - Resultado do RT-PCR “

Video Documentatio
FONTE: Laboratorio de Genética

n System -
Molecular d

nested” PSA positivo € negativo, documentado por fotografia pelo sistema

VDS (PHARMACIA BIOTECH).
o Instituto de Genética e Bioquimica da UFU.
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TABELA 2 - RT-PCR
grupos controle e de
estadiados pela classifica a0

GRUPOS

Controle

HNP Sub. a Cirur ia 14

%,55%657%,Ede50%,VP+de77%,67%657% VP -de 27 %
5 0,
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com estadiamento TNM 92 (TABELA 3).

NO

Total 14

Cancer da Préstata
Estadiamento TNM 92

pT1

nT2
ni

pT3

RT-PCR, trans
PSA, antigeno prost
TNM, T - Tumor, N -

HNP, hipeplasia no

8

pT1cpNOpMO 8
10
pT2apNOpMO 1
pT2bpNOpMO 1
pT2cpNOpMO 8
Sub Total 18

12
pT3apNOpMO 4
pT3bpNOpMO 4
pT3cpNOpMO 4

1
pT4apNOpMO 1

1
pT3cpN1pMO 1

Sub Total 14
Total 32

Sub., submetido.

0 ; f ot
% no diagnostico da HNP em relag@o ao cincer

o diagnostico do cancer da prostata, cancer localizado e cancer com invasio

m relagio a HNP, diagnosticados pelos exames

PSA no sangue no pré-operatorio, nos
pacientes com cancer da prostata
TNM 92.

RT-PCR PSA no sangue

|
_Negafivo_ |
l

Positivo
% N % N %
3 50,0% 3  50,0% i
3 500% 3  50,0%
250% 5  714% 2 28,6% :
250% 5 71,4% 2  28,6% )
313% 1  250% 3 750% 5
31% 1  100,0% i}
3,1% i
25,0% 3 100,0% 1
563% 6  545% 5  455% i
375% 4  571% 3 42,9% !
125% 3  100,0% I
12.5% 1 100,0% |
12,5% 3 100,0% I
3,1% |
3,1% ‘
31%
3,1%
438% 4 57,1% 3 42,9%
1000% 10 556% 8 44,4%

criptase reversa - reagao em cadeia da polimerase.

atico especifico.
Linfonodos, M - Metastases.

dular da prostata.
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Nas dosagens do PSA bioquimico total no sangue, no pds-operatorio, considerando-se o
valor 0,04 ng/mL como ponto de corte no diagnostico de céncer localizado da prostata (cura

laboratorial) e cincer com invasao Jocal ou metastatico, encontrou-se num seguimento de 1 a

17 meses, diagnéstico de cancer localizado (cura laboratorial - PSA total < 0,04 ng/mL) em

13/32 (41,9 %) e diagnostico de cancer com invasdo local ou metastatico (PSA total > 0,04

ng/mL) em 18/32 (58,1 %) dos pacientes. Comparando-se o estadiamento TNM 92 com os

diagnésticos pos-operatorio pelas dosagens do PSA bioquimico total, 7/18 (38,9 %) dos

pacientes com cancer localizado pelo estadiamento TNM 92 apresentaram diagnoéstico de

cancer com invasdo local ou metastatico e 2/14 (15,4 %) dos pacientes com céncer com

amento TNM 92 apresentaram diagndstico de cincer

invasio local ou metastatico pelo estadi

o um acréscimo de 14,4 % no diagnostico pés-operatorio

localizado (cura laboratorial), havend

etastatico (TABELA 4 - GRAFICO 1 ¢ 2).

de cancer com invasdo local ou m

No controle pés-operatério da prostatectomia radical, considerando-se o PSA

bioquimico total < 0,04 ng/mL como diagnéstico de cancer localizado (cura laboratorial), a

RT-PCR "nested” PSA no sangue, no pré-operat()rio foi positivo em 1/7 (14,3%) destes ﬁ

pacientes € considerando-s¢ 0 PSA bioquimico total de controle > 0,04 ng/mL como cancer

TN ” ?? P , . X
com invasdo local ou metastatico, a RT-PCR “nested” PSA no sangue, no pre-operatorio foi i‘

positiva em 8/10 (80,0 %) deste ErUPO de pacientes (TABELA 5 - GRAFICO 3). A

performance deste exame apresentou S de 80 %, E de 86 %, VP + de 89 %, VP - de 75% no 1

diagnéstico de cancer da prostata com invasdo local ou metastatico (PSA total > 0,04 ng/mL)

em relagdo ao localizado (cura laboratorial - PSA total < 0,04 ng/mL). O resultado positivo

para o PSA molecular 1o sangue indica um risco relativo 26,7 vezes maior para o

desenvolvimento de cancer com invasio local ou metastatico. (TABELA 6).

A aplicago neste estudo, da dosagem do PSA por RT-PCR “nested” positivo no sangue |
|

pré-operatorio, como critério para exclusio dos pacientes da prostatectomia radical, a |
|
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probabilidade de ndo se operar um tumor localizado (cura laboratorial) seria de 1/17 (5,9 %),

(paciente 8) e a probabilidade de se operar pacientes com cdncer com invasio local ou

metastatico seria de 2/17 (11,8 %), (pacientes 5 e 15), com probabilidade de acerto de 14/17

(82, 4%), no sentido de operar os casos com diagndstico pos-operatorio de cancer localizado

(cura laboratorial) e ndo se operar os casos de cincer com invas3o local ou metastatico

. (TABELA 5 - GRAFICO 3).

TABELA 4 - PSA bioquimico total de controle pés-operatério, no sangue, no
grupo de pacientes com cancer da préstala estadiado pela classificagéo

TNM 92.

GRUPQO ** PSA Total Biog. Contr. ng/mL *
Cancer da Prostata <=0,04 > 0,04
Estadiamento TNM 92 Ne° % Ne % N° %
pT1 8 250% 2 250% 6 75,0%

pT1cpNOPMO 8 250% 2 250% 6 75,0%

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

pT2cpNOpMO 8 250% 7 87,5% 1 12,5%

Sub Total 18 56,3% 11 61,1% 7 38,9%

pT3 12 37,5% 2 16,7% 9 75,0%

pT3apNOpMO 4 12,5% 3 75,0%

pT3bpNOpMO 4 12,5% 1 250% 3 75,0%

pT3cpNOpMO 4 12,5% 1 250% 3 75,0%

pT4 1 3,1% 1 100,0%

pT4apNOpMO 1 3,1% 1 100,0%

pN1 1 3,1% 1 100,0%

pT3cpN1pMO 1 3,1% 1 100,0%

Sub Total 14 438% 2 15,4% 11 84,6%

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

PSA, antigeno prostatico especifico.

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

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

Bioq., bioguimico.

Contr., controle pos-operatorio.
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TABELA 5 - Distribugao dos pacientes quanto a grupos de estudo: cancer da prostata localizado, cancer com
invas&o local, cancer metastatico; estadiamento TNM 92: RT-PCR "nested" PSA no sangue no pré-operatério;
tempo do controle pés-operatério e PSA bioquimico total no controle pés-operatério, no sangue, <= 0,04 e >

0,04 ng/mL.
RT-PCR "rested" PSA T Bioq. PSA T Biogq.
PSA Tempo Controle Controle
Grupos Estadiamento Pré-Operatério P6s-Op. ng/mL** ng/mL**
Pac. de Estudo* TNM 92 Sangue Més(es) <=0,04 >0,04
1 Ca. Localizado pT2c pNO pMO 14 0,02
2 Ca. Localizado pT2c pNO pMO 15 0,03
3 Ca.c/Inv. Local  pT3b pNO pMO 9 0,01
8 Ca. Localizado pT1c pNO pMO Negativo 10 0,02
12  Ca. Localizado pT2a pNO pMO Positivo 6 0,04
14  Ca. Localizado pT2b pNO pMO 11 0,002
17 Ca. Localizado pT2c pNO PMO 11 0,006
20  Ca. Localizado pT1c pNO pMO Negativo 1 0,01
22  Ca. Localizado pT2c pNO pMO Negativo 1 0,04
24  Ca.c/Inv.Local  pT3c pNO pMO Negativo 2 0,01
36  Ca. Localizado pT2c pNO pMx Negativo 1 0,02
42  Ca. Localizado pT2c pNO Pm0 Negativo 4 0,01
49  Ca. Localizado pT2c pNO pMO 17 0,04
4  Ca.c/lnv.Local pT3a pNO pMx 3 0,27
5 Ca.c/Inv.Local  pT3c pNO pMx Negativo 1 2,60
6 Ca. Localizado pT1c pNo pMx Positivo 2 0,50
7  Ca.c/Inv.Local  pT3b pNO pMx 1 0,84
9 Ca.c/Inv.Local pT4a pNO pMO 1 0,09
10 Ca. Localizado pT1c pNO pMO Positivo 3 0,27
11 Ca.c/Inv. Local  pT3c pNO pMO 4 2,60
13 Ca.c/Inv. Local  pT3b pNO pMO 7 0,07
15  Ca.c/lnv.Local  pT3c pNO pMO Negativo 1 0,36
16  Ca Metastatico pT3c pN1 pMO 1 1,20
18  Ca. Localizado pT2c pNO pMO 4 0,15
19  Ca.c/Inv.Local  pT3b pNO pM0O Positivo 2 0,06
21  Ca.localizado  pT1c pNO pMO Positivo 3 0,42
32 Ca. Localizado pT1c pNx pMx 3 0,08
34 Ca.c/Inv.Local  pT3a pNO pMx Positivo Falta Falta
39  Ca.localizado  pT1c pNO pMO Positivo 6 0,06
41 Ca.c/Inv.Local  pT3a pNO pMO Positivo 1 0,08
47 Ca.c/Inv.Local  pT3a pNO pMx Positivo 5 1,00
48 Ca.localizado  pT1c pNO pMO Positivo 1 0,30

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

L ABMARTAAAND NXC e EN

RT-PCR, Transcriptase reversa, reac8o em cadeia da polimerase.
PSA, Antigeno prostatico especifico.

Pac., Paciente.

* Adenocarcinoma usual da préstata.

T, Total.

Bioq., Bioquimico.

Op., Operatdrio.

Ca Localizado, Cancer da préstata locatizado.

Ca. ¢/ Inv. Local, Cancer da prostata com invasao local.

Ca Metastético, Cancer da préstata metastético.

** IMMULITE® - Metodologia de dosagem do PSA bioguimico.
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6 DISCUSSAO

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

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

tratamento do cAncer da prostata e os dados dos controles pos-operatdrios, em especial os que

se referem & continéncia urindria e disfungao sexual (ANEXO 9.1, 9.2), sfo concordantes

com trabalhos ja publicados, onde ha referéncia de ocorréncia de incontinéncia urindria em 3

%a 10 % e de disfungdo sexual em 13 o, a 50 % dos pacientes submetidos a cirurgia radical

(MASS Jr.

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

A concordincia entre 0S examinadores no estadiamento patologico TNM 92 pelo indice

Kappa (ANEXO 9.3), nos permitiu utilizar os resultados deste estadiamento como “gold
standard”, relacionando-0 com 0s €xames laboratoriais realizados neste estudo.
O diagnostico histolégico de adenocarcinoma usual da prostata em todos os pacientes,

juntamente com o achado de neoplasia intra-epitelial mais freqiiente nas bidpsias do que nas
pecas cirrgicas, diferenga esta justificada pelo fato de que a quantidade de material
examinado da bidpsia ser pequena em relagdo a quantidade de material das pegas cirtrgicas e
0 subestadiamento dos €ScOTES de Gleason das biopsias em relagdo aos escores das pegas
cirirgicas (ANEXO 9.1), estdo de acordo com 0S dados da literatura. Segundo Byar e
Mostofi (1972), mais de 95 % das neoplasias da prostata sdo representadas pelos
adenocarcinomas, o restante compreende €asos de sarcomas, carcinoma epidermoide e

carcinoma de células transicionais. De acordo com Algaba (1997), Billis (1997) e Epstein

(1995), a neoplasia intra epitelial ¢ mais freqiientemente encontrada nas pegas cirtrgicas pela

quantidade de material examinada ser maior em relagdo a quantidade de material da bidpsia
prostatica. Os dados de Gleason (1992, 1974, 1977) ¢ de Steinberg et al. (1997) mostram que

BARRET, 1980; WALSH; LEPORT; EGGLESTON, 1983; LU-YAO et al,

i X Ny
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achados de Gleason favoravel nas biopsias ndo nos dio seguranga de que 0 tumor ndo possa

ser mais agressivo na pega cirargica. Mesmo Gleason estudando seu proprio material notou

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

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

(TABELA 1), evidenciam que os critérios de

e ciAncer com invasio local ou metastatico

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

psia < 8; Rx e/ou mapeamento 0sseo negativos

operatorio, < 20,0 ng /mL; Gleason total da bid

s com PSA bioquimico total pré-operatorio >

para metastases 0ss€as, realizados nos paciente

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

néo foram adequados, permitindo questionamentos sobre quais pacientes poderiam realmente

terem sido beneficiados em termos de cura com 2 cirurgia radical. Estes resultados séo

compativeis com 0S dados da literatura. Em pacientes com neoplasia aparentemente
nto clinico pré-operat()rio, existe acometimento das vesiculas

dos casos segundo Jewett (1975) e metdstases para linfonodos

localizada, no estadiame

seminais em 16 % a 49 %

casos (KLEIN, 1979). Em relagéo ao estadiamento patologico

pélvicos em 5 o5 a 51 % dos

pela classificagdo TNM 92, 50 % dos pacientes 530 sub-estadiados no estadiamento clinico

(CATALONA; DRESNER, 1985; VOGES etal,, 1992). Atualmente ndo dispomos de ensaios

em, que nos permita identificar com seguranga, no preé-

laboratoriais ou €xames de imag

operatorio, quais pacientes com cancer da prostata terdo melhores prognosticos de cura com a
cirurgia radical (WHIRTH, 1993; MONDA; BARRY: OESTERLING, 1994).

Na avaliagdo do resultado positivo da RT-PCR “nested” PSA no sangue, no pré-
operatorio, na HNP (TABELA 2), deve-s¢ considerar que além do nimero de casos ser
pequeno, 0s €asos positivos devem ser seguidos, uma vez que, na literatura, este exame tem

ivo na HNP ¢ a maioria dos casos positivos apresentaram cancer da

e Jaakkola et al. (1995) mostrou RT-PCR PSA

sido referido como negat

prostata no seguimento clinico. A publicagao d
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negativa em 4 pacientes com HNP. Segundo Loric et al. (1995) a RT-PCR foi negativa em
18/18 (100,0 %) dos pacientes com este diagndstico. De acordo com Sokofoff et al. (1996) a
RT-PCR foi positiva em 2/19 (11 %) dos pacientes com HNP, dos quais um apresentou na

evolugdo cancer da prostata e nos dados de Israeli et al. (1994a) os dois casos de HNP com

RT-PCR PSA positivas apresentaram cancer da prostata no seguimento clinico.

Neste estudo, a positividade RT-PCR “nested” PSA no sangue coletado no pré-operatério

da cirurgia radical, nos pacientes estadiados pela classificagdo TNM 92 (TABELA 2),

mostrou que micrometastases circulantes podem ocorrer, mesmo em tumores localizados, por

este estadiamento. Estes dados estdo de acordo com os dados da literatura, onde ha referéncia

de RT-PCR positiva em 3/27 (11%) e em 30/51 (59 %) dos pacientes com cancer localizado;
respectivamente, segundo Loric et al. (1995) e Sokoloff et al. ( 1996). O significado bioldgico
de micrometéstases circulantes ainda ¢ incerto, sendo apenas um dos vdrios fatores que estdo
envolvidos no processo da doenga metastéatica, onde milhdes de células neoplasicas na

circulagdio sangiiinea Jleva em pequena proporgao, ao desenvolvimento de lesdes metastaticas

clinicamente diagnosticadas (LIOTTA; KLEINERMAN; SAIDEL, 1974). Embora alguns

estudos sugiram que micrometastases possam significar mal progndstico, 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 0S dados da literatura, a RT-PCR “nested” PSA, € uma rea¢iio muito
sensivel encontrando-s€ positiva tanto no cancer localizado quanto no cdncer com invasio

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

da literatura mostram que a RT-PCR PSA foi positiva em 17/33 (51 %) dos pacientes com
tico pelo estadiamento TNM 92 segundo Loric et al. (1995) e em 42/51 (82 %)

cancer metasta

dos pacientes com invasdo local ou metastatico pelo mesmo estadiamento de acordo com

Sokoloff et al. (1996).
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A performance da RT-PCR “nested” PSA positiva no sangue no pré-operatorio no

diagndstico do céncer da prostata estadiado, de acordo com 2 classificacio TNM 92, em

relacio 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 € obter prognéstico de cura mais favoravel com este tratamento.

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

ocorréncia dos diagnosticos p(')s-operatério de cancer localizado € de cincer com invasdo

local ou metastatico, com 0 05 dados do estadiamento TNM 92, mostrando acréscimo no

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

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

92, tratavam-se de doenca com invasio local ou metastatica, € muitos casos de cancer com

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

dados estio de acordo com 05 dados da literatura, havendo citagdes de que 0s €asos de cura no

controle pos-operatorio podem ocOITer em referéncia ao estadiamento TNM 92, ndo somente
nos casos de cancer localizado, mas; especialmente, também, nos casos de invasiio capsular

sem outras margens positivas € S invasdo de vesiculas seminais. O estudo realizado por
Sokoloff et al. (1996) em 600 pacientes submetidos a prostatectomias radicais realizadas na

entaram no estadiamento patologico pela classificagdo

“UCLA School of Medicine”, queé apres

TNM 92. invasio capsular sem outras margens positivas € sem invasdo de vesiculas seminais,
, invas

anos de mais de 70 %. Estudos realizados na “John

mostrou uma taxa de sobrevida de 10
Hopkins University” mostrou a ndo progressﬁo da doenga, em 5 anos, em cerca de 70 % dos

alizado da prostata submetidos a cirurgia radical, que apresentaram

pacientes com cancer loc
amento TNM 92 (EPSTEIN et al., 1993).

margens focais positivas i estadi
Na avaliagdo da positividade da RT-PCR «pested” PSA no sangue, no pré-operatorio, nos
diagnosticos |aboratoriais p(’)s—operatério, de cancer localizado (cura laboratorial) e de cancer
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imicas do PSA total (TABELA 5 -

C : ~ . .
om invasio local ou metastatico, pelas dosagens bioqu

GRAFICO 3), utilizando-se ~ este Gltimo como “gold standard” nestes diagnosticos, a

performance deste exame (TABELAS 6), mostrou ser possivel selecionar os pacientes com

o de cancer Jocalizado ou céncer com invasdo local ou metastatico
?

diagnostico pbs-operator

conclusio semelhante com @ publicago de Moul et al. (2002) na patente namero

WO002081656 registrada em 17 de Outubro de 2002.
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7 CONCLUSOES

A RT-PCR “nested” PSA no sangue, no pré-operatorio, associou-se a dosagem
bioquimica do PSA total no controle pos-operatéric, sugerindo que este diagndstico molecular
talvez seja metodologia mais adequada para estadiamento pré-operatério dos pacientes com
cancer da prostata, na indicagdo da prostatectomia radical, do que os critérios convencionais
utilizados para inclusdo dos pacientes no grupo de estudo, considerando-se o prognéstico de

cura com este tratamento. Sugere-se que este exame possa ser utilizado para estadiamento

molecular.
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ANEXO0 9.3

ANEXO 9.3 - Avaliacéo dos resultados dos estadiamentos
patoldgicos TNM 92 das prostatovesiculectomias radicais realizados

pelos patologistas.

Observador 1
Ca. Metast. Ca. Local.  Total

a b
Ca. Metast. 13 1 14
Observadores c q
Ca. Local. 1 17 18
Total 14 18 32
Ca., cancer.
Metast., metastatico.
Local., localizado.
Ao= 30 N= 32
(a)= 6 PCT= 94%
(Ac)= 16 (d)= 10
Kappa= 87%

Interpretagéo:

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

Formulas:

a+d=concordancia observada ( Ao)

a+b+c+d=maior comcordancia possivel (N)

(a+d)/(a+b+c+d)=percentagem de concordancia total (PCT)

[(a+b)(a+c)/(a+b+c+d)]=concordéncia esperada por acaso (a)
~concordancia esperada por acaso (d)

[(d+c)(d+b)/(a+b+c+d)]
amente Devido ao Acaso (Ac )=(a)+(d)

Concordancia Total Exclusiv
Kappa=(Ao—Ac)/(N-Ac)
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ANEXO 9.5

ANEXO 9.5

ESTADIAMENTO DO CANCER DA PROSTATA

Clasgificacao TNM 1992
T-Tumor Primério N-Linfonodos M-Metastases

A Tumor néo palpéavel no toque retal

A1 Tumor nfo palpavel ocupando <5 % da

Prostata
A2 Tumor nio palpavel ocupando > 5 % da

Prostata

pTx Tumor ndo avaliado

pTo Sem evidéncia de Tumor

pT1 Tumor incidental impalpével e invisivel por
técnicas de obtengdo de imagens

pT1la Tumor incidental ocupando < 5% do
tecido ressecado

pT1bTumor incidental ocupando > 5% do
tecido ressecado

pT1c Tumor néo palpavel ou visivel por
imagem, diagnosticado por bidpsia com
agulha em um ou ambos os lobos, em
pacientes com PSA sanguineo elevado

B1 Nédulo < 1,5 cm em um lobo prostatico
B2 Nédulo > 1,5 cm e/ou ocupando os dois

lobos da prostata

pT2 Tumor limitado a glindula

pT2a Até metade de um lobo ou menos

pT2b Até mais da metade de um lobo porém n#o
os dois lobos

pT2¢ Comprometimento dos dois lobos

C1 Extenséo peri prostatica minima (sulcos)

C2 Invasio da base das vesiculas seminais
com ou sem invasdo dos sulcos

C3 Invasio da base das vesiculas semnais
com ou sem a invasdo de outros 0rgaos

adjacentes

pT3 Tumor extende além da cépsula prostética
pT3a Extensdo extra capsular unilateral
pT3b Extensdo extracapsular bilateral

pT3c Tumor invade vesicula seminal

pT4 Tumor fixo ou invadindo outras estruturas
pélvicas adjacentes exceto as vesiculas
seminais

pT4a Tumor invadindo o colo vesical e/ou o
esfincter externo e/ou o reto

pT4b Tumor invadindo o musculo elevador do
anus e/ou fixo a parede pélvica

D1 Metéstases em linfonodos pélvicos

Linfonodos regionais ndo avaliados

Sem metastases ganglionares

Um linfonodo envolvido <2 cm

pN2 Um linfonodo >2< 5 ¢/ou multiplos < 5 cm
pN3 Linfonodos envolvidos > 5 cm

pNx
pNo
pN1

Do Metastases ndo identificadas

D2 Metastases a distancia

pMx Metastase ndo avaliadas
pMo Sem metastases a distancia

pM1 Metastases presentes

pM1a Linfonodo(s) ndo regional (is)
pM1b Osso(s)

pMIc Outras Localizagdes

hormondl

tratamento
D3 Resistente ao < JEWETT, 1975; UICC,

FONTE: (WHITMORE 1965;

1992; SCHROREDER et al., 1992) (Tradugdo nossa.)
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ANEXO 9.6
LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR DO INSTITUTO DE GENETICA E

BIOQUIMICA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

PROTOCOLO DE EXTRACAO DO RNAm TOTAL POR TRIZOL®

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

BRL) conforme protocolo otimizado no laboratorio 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 leucécitos e transferir para um microtubo novo.

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

segundos.

5-Incubar por 3 minutos a temperatura ambiente.

6-Adicionar 200 pL de cloroférmio para cada 1 mL de Trizol® homogeneizar e 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.

10-Descartar o sobrenadante € ressuspender 0 pellet em no minimo 1 mL de etanol a 70%.

11-Centrifugar a 7.500 x g por 5 minutos.

12-Ressuspender o pellet em agua tratada com DEPC ou TE.

OBS. Todo material utilizado na extragao deve ser novo, esterilizado e as luvas devem ser

periodicamente trocadas.
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ANEXO 9.7
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Instituto de Genética e Bioquimica — Faculdade de Medicina

Termo de Consentimento

e e

O Laboratério de Genética Molecular dirigido pelo Prof. Dr. Luiz Ricardo
Goulart Filho juntamente com 0 Servico de Urologia, do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia, coordenado neste estudo pelo Dr. Sebastido
Anténio Borba, sob orientacdo do Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho e do Dr. Renato E.
Sologuren Aché, estdo realizando um estudo genético relacionado com as doencgas
da Préstata. O projeto consiste no estudo da Biologia Molecular do Céancer de
Prostata e da Hiperplasia Prostatica Benigna.

Para realizacdo dos exames laboratoriais sera necessaria a coleta de 10 ml de

sangue periférico no pré e no pds-operatério, conforme recomendacao clinica. Cabe
erial utilizado seréa estéril e descartavel, sendo que as coletas

ressaltar, que todo mat
iuntamente com os procedimentos rotineiros do centro

dos materiais seréo obtidas ] : .
cirirgico do ambulatério e do laboratorio do Hospital de Clinicas, sem qualquer

desconforto ou riscos adicionais ac paciente. O material coletado sera enviado ao
Laboratério de Genética Molecular da Universidade Federal de Uberlandia, onde

serdo realizados os exames de RNA e DNA.
E direito do paciente pedir esclarecimentos a respeito da finalidade da

terial coletado e resultados dos exames realizados.

pesquisa, destino do ma
derdo ser obtidas no fone: (34) 3218.2478 com os

Informagdes adicionais po

responsaveis pelo projeto. ' ]
studo seja possivel detectar precocemente o cancer,

Espera-se que, com este & :
to da doenga no paciente. Procura-se desenvolver

bem como realizar o estadiamen c
biomarcadores que poderao ser utilizados na deteccéo precoce, no estadiamento e

no acompanhamento do tratamento. Almeja-se com isso, estabelecer um programa
de tratamento precoce € integrado do paciente, a fim de prevenir o desenvolvimento

da doenga. N | ~
Os pacientes que concordarem em participar da pesquisa poderao desistir de

fazé-lo a qualquer momento, sem que haja nenhum prejuizo préprio.

Pelos presentes termos apresentados neste documento, Eu,

, concordo

em colaborar com a pesquisa, declarando estar ciente dos riscos, beneficios e

direitos.

Assinatura

Testemunhas:
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Universidade Fedaral de Uberldadia
Comité de Etica em Pesquisa
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