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Resumo

O adenocarcinoma da préstata é uma das neoplasias mais frequentes no género
masculino em Portugal e a nivel mundial. O antigénio especifico prostatico (PSA) tem
sido utilizado como biomarcador para o rastreio de adenocarcinoma da préstata. No
entanto, o aumento dos niveis de PSA néo é especifico da existéncia de uma neoplasia
maligna, sendo observado em situagdes benignas. Torna-se urgente encontrar outros
biomarcadores para o adenocarcinoma da prostata.

Neste trabalho foi analisado o polimorfismo ARE-I do gene KLK3 na posicéo -
158 em tecido prostatico de individuos com diagndstico de adenocarcinoma da
préstata e individuos com hiperplasia benigna prostatica provenientes do Servico de
Anatomia Patologica do CHBM. Foi utilizada a técnica de PCR-RFLP para analise do
DNA extraido de cortes histoldgicos parafinados.

O gendtipo identificado mais frequente foi AA (48 casos), seguido de AG (35)
e de GG (13). Todas as amostras de tecido neoplasico e normal, pertencentes ao mesmo
individuo, apresentaram genOtipo idéntico. N&o se verificou associacdo
estatisticamente significativa entre o gendtipo e o tipo de patologia detetada. O
resultado da associagdo entre o gen6tipo e o T do estadiamento tumoral foi proximo
de ser estatisticamente significativo (p-value = 0,08), sendo que a presenca do alelo A
revelou associacdo estatisticamente significativa com o T (p-value = 0,046), mas o
alelo G ndo. O gendtipo GG apresentou um valor médio de PSA total de 9,56 ng/ml,
superior aos geno6tipos AA e AG, 8,05 ng/ml e 7,98 ng/ml respetivamente, mas ndo se
verificou diferenca estatisticamente significativa entre os valores médios. O alelo A
apresentou também um valor préximo da significancia estatistica para os niveis de
PSA total (p-value = 0,053), mas através do teste t verificou-se ndo existir diferenca
entre os valores médios para os alelos A e G. Nao se verificou a existéncia de
associacao estatistica entre o gen6tipo e score de Gleason, volume prostatico ocupado
pelo tumor ou existéncia de invasdo vascular, perineural ou capsular.

Os niveis de PSA total apresentaram associacao estatistica significativa com o
volume prostatico ocupado por tumor (p = 0,015), mas ndo com score de Gleason, T

ou existéncia de invaséo vascular, perineural ou capsular.

Palavras-chave: adenocarcinoma da prostata, polimorfismo ARE-I, gene KLK3, PSA,
PCR-RFLP



Abstract

Prostate cancer is one of the most frequent neoplasia in males in Portugal and
worldwide. PSA has been widely used as a screening biomarker of prostate cancer.
However, raised PSA is not specific of malignancy, it is also observed in benign
conditions. There is an urgent need to find new prostate cancer biomarkers.

This study analyzed the ARE-I polymorphism at -158 position of the KLK3 gene
in prostatic tissue from both, individuals diagnosed with prostate cancer and
individuals with benign prostatic hyperplasia. This study was conducted with samples
from Pathology Service of CHBM. PCR-RFLP analysis using DNA extracted from
paraffin embedded tissue sections was the method of choice for this study.

The most frequent identified genotype was AA (48 cases) followed by AG (35)
and finally GG (13). All samples of cancer and normal tissue, from the same individual
showed the same genotype. There was no statistically significance association between
genotype and diagnosis. The result of the association between genotype and the T of
tumor stage was nearly statistically significant (p-value = 0.08), and the presence of
the A allele showed a statistically significant association with T (p-value = 0.046) but
not the G allele. GG genotype had a total PSA average value of 9.56 ng/ml, greater
than the AA and AG genotypes, 8.05 ng/ml and 7.98 ng/ml respectively, but there was
no statistically significant difference between the average values. The A allele also
showed a value close to statistical significance for total PSA levels (p-value = 0.053),
but through the t test there was no difference between the mean values for the A and
G alleles. There was no statistical association between the genotype and Gleason score,
tumor volume or the presence of vascular, perineural or capsular invasion.

The total PSA levels showed statistically significant association with tumor
volume (p = 0.015), but not with Gleason score, T or existence of vascular, perineural

or capsular invasion.

Keywords: prostate cancer, ARE-I polymorphism, KLK3 gene, PSA, PCR-RFLP
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1. Introducéo Tedrica

O cancro € umas das doencas humanas com maior taxa de mortalidade em todo
0 mundo. No caso do género masculino, o adenocarcinoma da prostata € uma das
neoplasias mais frequentes, ainda que ndo a mais mortal (Ferlay et al., 2013). Tendo
em conta estes factos, torna-se premente compreender e aprofundar os conhecimentos,
nomeadamente quais 0s mecanismos moleculares envolvidos, identificacdo e
caraterizacdo de genes, incluindo os polimorfismos neste tipo particular de tumor, com
0 intuito de estabelecer um diagndstico e respetiva terapéutica cada vez mais precoces.

Ao longo da introducgdo teorica irei abordar a anatomia e a morfologia da
préstata, as patologias mais frequentes deste érgdo com realce para o0 adenocarcinoma
da prostata (AP) na sua vertente epidemioldgica, de diagnostico e mecanismos
moleculares envolvidos. Serd ainda apresentado o gene KLK3, o polimorfismo na
posicao -158 do ARE-I deste mesmo gene e diversos estudos sobre a associagdo deste
polimorfismo com o AP e os niveis de PSA (Antigénio Especifico da Prostata) no

sangue.

1.1. Prostata

A prostata € uma glandula exocrina que faz parte do sistema reprodutor
masculino. Localiza-se na regido pélvica, posterior a sinfise pubica, superior a
membrana perineal, inferior a bexiga e anterior ao reto, mais concretamente a ampola
retal (Figura 1). A base da prdstata estd em continuidade com a bexiga, envolvendo a
porcdo inicial da uretra, enquanto o apex se situa junto ao diafragma urogenital
(Muruve, 2013), participando no esfincter uretral.

A irrigacdo sanguinea da prostata € feita por ramos da artéria iliaca interna,
nomeadamente pela artéria vesical inferior e pela artéria capsular (Standring et al.,
2008). A circulacdo venosa deve-se, em grande parte, as veias capsulares laterais que
confluem para complexo venoso dorsal (Cookson, 2012).

Os vasos linfaticos prostaticos drenam para os ganglios linfaticos iliacos internos
e dai para a cadeia retroperitoneal (Rosai, 2011).

A proéstata é inervada por nervos periféricos, derivados do plexo prostéatico,

distribuidos uniformemente pelo apex, zona média e base (Rosai, 2011). As fibras
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nervosas simpaticas e parassimpaticas concentram-se no masculo liso que rodeia 0s
ductos e os &cinos glandulares (Cookson, 2012).
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perineo

Membrana perineal

Urera

Bulbo do pénis

Figura 1 — Localizacdo anatomica da prostata e sua relagdo com os 6rgdos circundantes, em corte

sagital (adaptada de Standring et al., 2008).

As vesiculas seminais situam-se na base da bexiga e sobre a prdstata (Figura 2).

A unido dos canais deferentes formam o ducto ejaculatério antes de entrar na prostata
(Muruve, 2013).

Gléndula de
Cowper

Figura 2 — Localizagao posterior da prostata e sua relagdo com a bexiga e vesiculas seminais

(adaptada de Ovalle & Nahirney, 2013).
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A glandula prostatica tem forma grosseiramente triangular arredondada, e em
situacGes normais, pesa cerca de 20 g e mede cerca de 3x4x2 cm (Rosai, 2011). A
prostata é envolvida por uma cépsula, constituida por tecido conjuntivo condensado e
fibras de musculo liso, que esta fortemente aderente a prostata (Standring et al., 2008)
e é ricamente vascularizada.

Anatomicamente a préstata divide-se em quatro zonas (Figura 3): trés de tecido
glandular (zona de transicdo, zona central e zona periférica) e uma de tecido nao-
glandular (estroma fibromuscular). Esta Gltima ocupa a area entre as zonas periféricas,
anterior a uretra pré-prostatica. A zona de transicdo corresponde a aproximadamente
5% do volume da préstata normal, junto a uretra prostatica proximal, sendo a zona
normalmente afetada pela hiperplasia benigna prostatica (HBP) (Zhou, Netto, &
Epstein, 2012). A zona central, que representa cerca de 25% do volume da prdstata
normal e envolve os ductos ejaculatérios, tem uma baixa incidéncia de patologias,
talvez devido ao facto da sua origem embrionaria ser diferente das restantes zonas
(Standring et al., 2008). Por ultimo, a zona periférica, que representa 70% do volume
prostatico normal, recobre a area posterior e lateral da zona central e a uretral prostatica
distal (Zhou et al., 2012). E nesta zona que surgem a maioria dos adenocarcinomas da
prostata (AP) (Chung, Sommer, & Brooks, 2012; W. G. Nelson, Carter, Deweese,
Antonarakis, & Eisenberger, 2014).

&\ zona de transicao
,
@ JJ

Figura 3 — Zonas da prostata (adaptada de W. G. Nelson et al., 2014).
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As hormonas androgénicas e o0s recetores de androgénio (AR) sdo fundamentais
para o normal desenvolvimento e crescimento da prostata. Neste 6rgdo hormono-
dependente, a testosterona é convertida em di-hidrotestosterona (DHT) pela 5-a-
redutase. A DHT é um androgéenio mais robusto que a testosterona e liga-se com maior
afinidade aos AR, alterando a sua conformacéo e consequente dissociacdo dos AR das
chaperones. Esta modificagdo promove a dimerizacdo dos AR e 0 seu transporte para
0 nucleo, onde se ligam a genes alvo (Green, Mostaghel, & Nelson, 2012). Estes
ultimos possuem, na regido reguladora da transcricdo, sequéncias de DNA
denominadas de elementos de resposta aos androgénios (ARE) que permitem que o
AR se ligue diretamente ou por trans-ativacdo (Green et al., 2012). O gene KLK3 é

um dos genes ativado desta maneira e quase exclusivamente na prostata.

1.1.1. Histologia

A prostata, tal como foi referido anteriormente, é revestida por uma capsula de
fibras de colagénio e de elastina intercaladas por fibras musculares lisas. O estroma
prostatico é continuo com a capsula, formando lébulos pouco distintos. O estroma é
constituido por fibroblastos, células endoteliais linfaticas e capilares, células de
musculo liso irregularmente organizadas e axoénios (Berman, Rodriguez, & Veltri,
2012; Gooch, 2011; Ovalle & Nahirney, 2013).

A gléndula prostéatica é constituida por um aglomerado de 30 a 50 glandulas
tubuloalveolares compostas que possuem ductos préprios e drenam diretamente na
uretra prostatica, com um arranjo concéntrico em trés camadas (Figura 4): mucosa,
submucosa e principal. As glandulas mucosas sdo as menores das trés camadas e tém
localizacdo mais proxima a uretra. As submucosas envolvem as primeiras e tém um
tamanho maior que estas. As glandulas principais sdo as mais periféricas, maiores e

mais numerosas (Gooch, 2011; Ovalle & Nahirney, 2013).
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Cépsula

Ductos ejaculatdrio
Ductos ejaculatdrios

Glandulas mucosas

Figura 4 — Arranjo concéntrico das glandulas prostaticas em corte transversal (adaptada de Gooch,
2011).

O contorno das glandulas é irregular, por vezes com pseudo-papilas e formam
acinos e ductos (Figura 5). A diferenciacdo e crescimento do componente glandular é
androgénio dependente. No limen glandular podem observar-se corpos amilaceos que

sdo constituidos por detritos celulares e secrecGes glicoproteicas (Figura 6).

Figura 5 — Glandulas prostaticas de tamanho médio a grande com formacéo de pseudo-papilas,

revestidas por estroma fibromuscular (retirada de Zhou et al., 2012).
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Figura 6 — Presenca de corpos amilaceos no limen de glandulas prostaticas normais (retirada de Zhou
et al., 2012).

O epitélio prostatico € composto, principalmente, por dois tipos células, as
secretoras e as basais, existindo ainda raras células neuroenddcrinas. Estas apresentam-
se em epitélio cabico simples ou pseudoestratificado colunar. A membrana basal é
uma estrutura complexa, composta em parte por fibras de colagénio do tipo IV e V,
glicosaminoglicanos, polissacaridos complexos e glicolipidos (Berman et al., 2012).

As células secretoras (Figura 7) sdo as principais constituintes do epitélio
prostatico, estando bem diferenciadas com baixo indice proliferativo. Sdo células
cuboidais/cilindricas com citoplasma claro, espumoso e com abundantes granulos
secretorios, enzimas e mitocondrias. As células apresentam-se em palicada, com a
unido entre elas a ocorrer através de moléculas de adesdo, ligando-se a membrana basal
por recetores de integrina. O nucleo é claro com localizagéo apical, sob um aparelho
de Golgi de dimensdes consideraveis. Os granulos localizam-se junto ao limen da
glandula. A membrana citoplasmatica luminal destas células possui microvilos que
ajudam a movimentacgdo das secre¢des para 0s acinos. As células secretoras produzem
um fluido seroso branco que constitui cerca de 15% do sémen, contendo fosfatase
acida prostatica (PAP), PSA, ides de célcio, zinco e outras enzimas proteoliticas
envolvidas na liquefacdo do sémen (Berman et al., 2012; Ovalle & Nahirney, 2013).
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Figura 7 — Epitélio glandular prostatico constituido por células secretoras (E) e por uma camada Unica
de células basais (B) (adaptada de Standring et al., 2008).

As células basais sdo escassas, situando-se entre as células secretoras. Tém
forma piramidal com pouco citoplasma, o nicleo tem cromatina condensada com um
tom azul acinzentado e nucléolo evidente (Figura 7). Localizam-se sobre a membrana
basal e, praticamente, ndo produzem produtos secretorios, dai ndo expressarem PAP
nem PSA, no entanto, por vezes, apresentam, imunorreactividade para recetores de
androgeénio (Berman et al., 2012; Gooch, 2011; Ovalle & Nahirney, 2013; Zhou et al.,
2012). A presenca de células basais permite a diferenciacdo entre condi¢Ges benignas
e malignas como adenocarcinoma bem diferenciado (Arora, 2014).

As células neuroenddcrinas respondem a estimulos neurais atraves da libertagcdo
de hormonas e pro-hormonas por exocitose. Estas células sdo raras e podem estar
presentes, ndo s6 no epitélio prostatico, mas também no epitélio da uretra prostatica.
Existem dois tipos de células neuroenddcrinas, umas que protudem para o limen e
possuem microvilos, e outras que tém processos longos tipo dendrites que envolvem
as ceélulas epiteliais proximas dos nervos aferentes e eferentes. Estas células
influenciam o crescimento, a diferenciacdo e a atividade secretora do epitélio
prostatico, através de mecanismos paracrinos e autdcrinos. As células neuroendocrinas

sdo bem diferenciadas, ndo expressam PSA nem AR (Berman et al., 2012).
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A Figura 8 representa de forma esquematica a estrutura histologica do epitélio

prostético.
P Célula
glandular secretora :
Compartimento Aparelho Granulo Compa_rtlrjnento
epitelial Microvilos de Golgi secretor epitelial  Desmosoma

00 (1

Célula  Terminacdes Célula Fibroblasto Capilar Membrana basal Célula
miusculo liso nervosas basal neuroenddcrina

Figura 8 — llustracdo dos constituintes do epitélio prostatico normal (adaptada de W. G. Nelson et al.,
2014).

1.2. Hiperplasia Benigna Prostéatica

A hiperplasia benigna prostatica (HBP) é uma patologia muito comum nos
homens com idade superior a 40 anos. A sua frequéncia aumenta com a idade,
atingindo perto de 50% na 5% década de vida e os 75% na 8 (Rosai, 2011). A
prevaléncia é idéntica em homens de raca branca e afro-americanos, no entanto, a
severidade e progressdo dos sintomas € maior nos segundos, devido, muito
provavelmente, aos maiores niveis de testosterona, a maior atividade da enzima 5-a.-
redutase e a expressao dos recetores de androgénio (Deters, Kim, Leveillee, Moore, &
Patel, 2014).

A causa concreta desta patologia é desconhecida, sabendo-se que esta fortemente
associada ao excessivo crescimento do estroma e elementos glandulares dependentes
da testosterona e do seu metabolito di-hidrotestosterona (DHT). Este facto foi
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comprovado pelo facto de homens castrados antes da puberdade, ou com doengas que
blogueiam a atividade dos androgénios, ndo desenvolverem HBP (Roehrborn, 2008).

A DHT, que representa 90% dos androgenios existentes na prostata, é a principal
responsavel por esta hiperplasia nodular e resulta da metabolizacdo da testosterona
circulante pela 5-a-redutase tipo 11 nas células prostaticas. A DHT liga-se, com maior
afinidade que a testosterona, aos recetores de androgénios existentes no ndcleo das
células, promovendo a proliferacdo celular através da transcri¢do de genes androgénio-
dependentes, consequente sintese proteica e aumento do nimero de células prostaticas
(Roehrborn, 2008).

Os principais sintomas e sinais sdo causados pela compressao da uretra e bexiga,
devido ao aumento do volume da glandula. Estes incluem o aumento da frequéncia de
micgédo, urgéncia em urinar, dificuldade em esvaziar completamente a bexiga, fluxo
urinario fraco e/ou interrompido, noctaria, entre outros. Em casos mais graves, pode
ocorrer obstrucao urinaria total, faléncia renal ou infecdes urinarias recorrentes (Deters
etal., 2014).

A HBP ocorre na zona de transicéo da préstata, afetando a prostata periuretral.
H& um aumento do volume prostatico de duas ou mais vezes relativamente ao peso
normal. Macroscopicamente observam-se nddulos bem delimitados, que podem ser
solidos ou quisticos, com consisténcia firme e elastica. A uretra apresenta-se
comprimida e deformada. A regido periférica esta reduzida a uma estreita faixa junto
a capsula prostatica (Damjanov, 2009). Numa primeira fase verifica-se uma maior
proliferacdo do estroma, com maior quantidade de fibras musculares lisas e menos
fibras elasticas que no estroma normal. Apds esta fase ocorre a hiperplasia do
componente glandular (Rosai, 2011).

Ao nivel microscopico a HBP carateriza-se por nddulos hiperplasicos de epitélio
glandular proliferativo e estroma fibromuscular. O epitélio glandular é composto por
duas camadas de células, uma de células colunares altas e uma camada periférica de
células basais. As células glandulares secretoras tém citoplasma claro e nucleo central
e regular. E comum encontrar no limen das glandulas corpos amilaceos, que podem
estar calcificados (Rosai, 2011). Nas glandulas observam-se numerosas projecdes
papilares e invaginacfes, assim como areas de enfarte e focos de metaplasia
pavimentosa, podendo estas ser quisticas (Figura 9). Outro aspeto comum é a presenca

de infiltrado linfocitario no estroma e intraglandular (Ovalle & Nahirney, 2013).
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Figura 9 — Hiperplasia benigna prostatica com dilatacdo quistica das glandulas (retirada de Rosali,
2011).

1.3.Lesdes percursoras de Adenocarcinoma da Prostata — Lesdo
Prostatica Neoplasica Intraepitelial de Alto Grau e Atrofia

Inflamatodria Proliferativa

As lesBes prostaticas neoplasicas intraepiteliais de alto grau (HGPIN) sao
consideradas percursoras do adenocarcinoma da prostata (AP). As neoplasias
intraepiteliais prostaticas (PIN) s&o caracterizadas pela proliferagdo limitada de células
prostaticas atipicas em estruturas glandulares normais (W. G. Nelson et al., 2014), tal
como se pode observar na Figura 10.

Ha trés razdes principais para serem denominadas de lesdes precursoras de AP:
sdo habitualmente encontradas em préstatas com AP e de forma continua com a leséo
maligna; surgem, tal como o AP, na zona periférica da prostata, ambos partilham
biomarcadores idénticos e possuem varias anomalias genémicas somaticas (W. G.
Nelson et al., 2014). As HGPIN sdo precursoras principalmente de AP de grau
moderado ou alto que surgem na periferia da prostata. No entanto, o AP pode surgir
sem que haja HGPIN, principalmente no caso de AP de baixo grau, comuns na zona
de transicdo (Epstein, 2012).
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Figura 10 — HGPIN com presenga de células atipicas com nicleo hipercromético e nucléolo

proeminente numa estrutura glandular benigna (retirada de Epstein, 2012).

Apbs a detecdo de HGPIN numa biopsia, o protocolo de seguimento
recomendado, no caso de uma lesdo multifocal ou de uma biopsia inicial com menos
de seis fragmentos, consiste na repeti¢do da biopsia ap6s um ano (W. G. Nelson et al.,
2014). Perante uma lesdo unifocal e ndo extensa, e na auséncia de outros indicadores
clinicos suspeitos, ndo ha necessidade de repetir a biopsia apds um ano (Epstein, 2012),
sendo preferivel os clinicos seguirem os doentes com analise do PSA, ecografia e
exame retal (Ro, Kim, Shen, Amin, & Ayala, 2013).

A histéria natural de HGPIN ndo é conhecida e o seu diagnostico implica
necessariamente o recurso a biopsia, o que as torna foco de interesse como alvo de
tratamento precoce de situagdes de AP.

Atualmente pensa-se que lesdes de atrofia inflamatoria proliferativa (P1A) sdo
lesbes precursoras de HGPIN e AP, pois surgem na zona periférica da prostata e
algumas células tém alteracGes gendmicas sométicas semelhantes as observadas no
AP, tais como hipermetilacdo das ilhas CpG da regido promotora do gene GSTP1 ou
amplificacdo do brago longo do cromossoma 8 (W. G. Nelson et al., 2014). No entanto,
nenhum tratamento ou follow-up especifico é efetuado quando sdo detetadas. Estas
lesbes apresentam, além de atrofia do epitélio, um baixo indice de apoptose e um
elevado indice proliferativo, sempre associado a infiltrado inflamatoério (Abouassaly,
Thompson, Platz, & Klein, 2012).

A PIA é uma leséo regenerativa que surge apds infecdo ou trauma celular devido
a danos oxidativos, hipoxia, infecdo ou autoimunidade. A sua capacidade
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hiperproliferativa parece ser o aspeto primordial para a evolucdo para PIN e
posteriormente para AP como se vé na Figura 11 (Abouassaly et al., 2012).

Préstata normal Atrofia } Neoplasia )
i intraepitelial | Adenocarcinoma
proliferativa P! g

: inflamatoria |
Células colunares |

Células

basais p

Células
inflamatdrias

Figura 11 — PIA como lesdo percursora do adenocarcinoma da préstata (adaptada de W. G. Nelson et
al., 2014).

1.4. Adenocarcinoma da Proéstata

O adenocarcinoma da préstata ¢ um dos tumores malignos com maior incidéncia
no género masculino, em seguida descreve-se sucintamente este tipo de tumor
relativamente a sua epidemiologia, fatores de risco, histologia, classificacdo
histoldgica, estadiamento tumoral e ainda alguns dos genes envolvidos na

tumorigénese.

1.4.1. Epidemiologia

No ano de 2013 foram diagnosticados mais de 1,1 milhdes de novos casos de AP
a nivel mundial, o que corresponde a 8% do total de novos casos de neoplasias
malignas (Ferlay et al., 2013).

O AP representa cerca de 15% de todos os tumores malignos do homem, sendo
0 segundo mais comum no género masculino a seguir ao carcinoma do pulmaéo (Ferlay
et al., 2013). No entanto, segundo dados do projeto GloboCan (2013) a taxa de
mortalidade deste tipo de tumor (6,6%) é bastante inferior a do cancro do pulméo
(23,6%). Também a prevaléncia, ao fim de cinco anos, é mais elevada para o cancro
da prostata. Um facto relevante, indicado no GloboCan (2013), é que 70% dos novos
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casos de tumores da prostata ocorrem nos paises mais desenvolvidos. As regides do
mundo com maior taxa de incidéncia deste tipo de tumor s&o a Oceéania e a América
do Norte (Figura 12). A incidéncia é também elevada nas Caraibas, América do Sul e
na Africa de Sul. Os paises do Sul da Asia e de Africa tém taxas de incidéncia menores
para esta patologia, o que se pode explicar devido ndo s6 a uma menor a esperanca de
vida, mas também ao facto do rastreio atraves da analise de PSA, comum e frequente
nos paises mais desenvolvidos, ndo estar disponivel de forma generalizada e/ou
sistematizada nestas regides.

Segundo o GloboCan (2013), no caso particular da Europa, 0 AP é o cancro com
maior incidéncia no homem, 22,2%, em comparag¢éo com 16,2% do cancro do pulmé&o

ou 12,8% do cancro colo-retal.

0 50 100 150
Figura 12 — Estimativa da incidéncia do AP a nivel mundial por 100.000 individuos (retirada de
Ferlay et al., 2013).

A taxa de mortalidade é maior na populacdo negra e significativamente menor
na populacdo asidtica. Estima-se que, no ano de 2012, cerca de 307.000 homens
morreram devido a este cancro, representando a 5% causa de morte por cancro no
homem (Ferlay et al., 2013). Observando a Figura 13, observa-se uma uniformidade

ao nivel da mortalidade entre os paises mais desenvolvidos e os paises em vias de
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desenvolvimento, o que néo reflete a diferenga na taxa de incidéncia verificada entre

estes paises.

0 20 40 60
Figura 13 — Estimativa da mortalidade do AP a nivel mundial por 100.000 individuos (retirada de
Ferlay et al., 2013).

Em Portugal, o cancro da préstata teve uma incidéncia padronizada de 89,7
novos casos por 100.000 habitantes de acordo com dados da Dire¢do-Nacional da
Saude (2013), um risco ligeiramente superior ao dos paises do Sul da Europa (Ferlay
et al., 2013). No entanto, a taxa de mortalidade padronizada tem vindo a descer, ainda
que ligeiramente, entre 2007 e 2011, de 23,9 para 22,3 por 100.000 habitantes. E de
salientar que, em Portugal, as regides com taxas de mortalidade padronizadas mais
elevadas sdo as de Lisboa e Vale do Tejo e Alentejo (Direcdo-Nacional da Saude,
2013).

1.4.2. Fatores de risco

Existem alguns fatores que parecem contribuir para o desenvolvimento de AP,
como a dieta rica em gorduras e pobre em vegetais e fruta ou predisposicao familiar.
Todavia, o principal fator de risco é a idade, sendo raro antes dos 40 anos e aumentando
significativamente a incidéncia por cada década de vida do homem. Dados da

American Cancer Society (American Cancer Society, 2015) referem que na 72 década
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de vida, um homem em cada dezasseis tera AP e na 82 década este nimero sobe para
um em nove.

Uma dieta alimentar rica em gorduras, principalmente polinsaturadas, e pobre
em vegetais € mais comum nos paises mais desenvolvidos, como os da América do
Norte e do Norte da Europa, que possuem elevadas taxas de incidéncia deste tipo
particular de tumor. Foi demonstrada a importancia do estilo de vida no
desenvolvimento desta neoplasia, através do estudo de populacdo emigrante do Japéo
(com baixa incidéncia de AP) para os Estados Unidos da América, onde adquiriram
ndo s6 os habitos de vida ocidentais como também adquiriram um risco mais elevado
para este tumor do que tinham no seu pais de origem (Gooch, 2011). Alteracoes
induzidas por lipidos ao nivel do perfil hormonal, o efeito de metabolitos lipidicos
como proteinas ou aumento dos niveis de stress oxidativo induzido por lipidos podem
justificar este aumento de risco para as populagdes migrantes (Bostwick, Cheng, &
Meiers, 2014).

A raca dos individuos parece contribuir para o risco de AP, contudo, este facto
pode ser reflexo de outros fatores, tais como diferentes exposic¢@es a potenciais fatores
de risco (ambientais, por exemplo) ou diferengas ao nivel do sistema de detecédo e
tratamento dos doentes oncoldgicos. Racas diferentes tém frequéncias alélicas
diferentes como por exemplo de microssatélites em locus do recetor de androgénio ou
diferentes polimorfismos, tais como o ndmero de repeticdes de trinucleétidos
(Bostwick et al., 2014).

A confecdo de carnes vermelhas a alta temperatura ou usando carvdo, também
pode contribuir para o aumento do risco de AP, pois estes métodos de confecdo
provocam a formacdo de substancias carcinogénicas como aminas aromaticas
heterociclicas e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (W. G. Nelson et al., 2014).

O consumo de lacticinios também parece estar associado a um maior risco de
AP, devido ao aumento da ingestdo do célcio (Chan et al., 2001), e também pela
ativacdo em excesso da via de sinalizacgdo mTORC1, envolvida na sintese proteica
(Melnik, John, Carrera-Bastos, & Loren, 2012).

Por outro lado, o consumo de vegetais, como por exemplo o tomate que € rico
em licopeno, e micronutrientes antioxidantes, como por exemplo a vitamina E ou o
selénio, diminuem o risco de desenvolver cancro da préstata. A vitamina E (a-
tocoferol) tem a particularidade de impedir a proliferacdo de células tumorais

prostaticas através da inducdo da apoptose (Sigounas, Anagnostou, & Steiner, 1997).
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Um estudo recente menciona que o licopeno, que possui uma agéo antioxidante,
diminui a metilagdo da regido promotora do gene GSTP1 (que codifica para uma
proteina envolvida no metabolismo Xxenobidtico) em linhas celulares de AP
androgénio-dependentes (Fu et al., 2014).

No entanto, mais estudos estdo a ser realizados para compreender os reais
beneficios, ndo s de suplementos alimentares mas também da dieta na diminuig&o do
risco de desenvolvimento deste e doutros tipos de tumor.

O efeito protetor do café foi analisado por Wilson e colaboradores (2011), que
comprovou um efeito inversamente proporcional entre o consumo de café e o risco de
AP mais agressivo. Esta associacdo também pode estar relacionada com o facto de o
café ser rico em substancias antioxidantes.

O tabagismo tem sido associado ndo a uma maior incidéncia de AP (Rohrmann
etal., 2007), mas sim a uma maior agressividade do tumor e a uma taxa de mortalidade
mais elevada, quando comparada com ndo fumadores ou ex-fumadores hd mais de dez
anos, bem como a um risco de recorréncia mais elevado (Kenfield, Stampfer, Chan, &
Giovannucci, 2011; Rohrmann et al., 2007).

A acdo das hormonas, em particular dos androgénios, influencia o
desenvolvimento de AP, tendo Bostwick e colaboradores (2004) afirmado que
qualquer homem com androgénios ira desenvolver AP, ainda que microscépico, basta
que viva tempo suficiente para tal. A doenca ndo ocorre em homens castrados antes da
puberdade e a sua incidéncia é muito baixa em doentes com cirrose hepética com
hiperestrogenismo associado (Rosai, 2011). Os androgénios afetam as taxas de
crescimento e progressdo deste tipo de tumor, em resultado de alteracbes no
metabolismo da testosterona. Bostwick (2014) refere que a presenca de elevadas
concentracdes de testosterona e do seu metabolito ativo di-hidrotestosterona (DHT)
durante décadas, pode aumentar o risco de desenvolver AP.

Niveis elevados de Insulin-like Growth Factor (IGF), que promove a
proliferacdo e inibe a apoptose das células prostaticas normais e tumorais in vitro
(Abouassaly et al., 2012), e de Insulin-like Growth Factor Binding Proteins (IGFBP)
no sangue, demonstraram constituir fator de risco moderado para o desenvolvimento
de AP. Os niveis destas proteinas estdo relacionados com o tipo de dieta e o estilo de
vida (Roddam et al., 2008).

Diferentes estudos comprovaram a existéncia de predisposic¢do familiar para esta

neoplasia. A metanalise realizada por Zeegers e colaboradores (2003) mostra que 0
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risco aumenta com o numero de familiares diagnosticados, o grau de parentesco e a
idade em que foram diagnosticados. O risco é duas vezes maior se um familiar de 1°
grau, como o pai ou irmao tiver AP e cinco a dez vezes maior se dois ou mais parentes
de 1° grau forem afetados (Zeegers et al., 2003).

A maioria dos AP sdo esporadicos, mas tal como acontece em outras neoplasias,
ha diferentes genes identificados como genes de suscetibilidade para o aparecimento
destes tumores. Mutac6es nos genes BRCAL e BRCA2, associados ao cancro de mama
familiar, também parecem estar relacionados com uma pequena fracdo de tumores da
prostata hereditéarios (Bostwick et al., 2014). Outros genes identificados em estudos de
linkage, como genes de suscetibilidade foram o Hereditary Prostate Cancer —1 (HPC-
1)/RNASEL, HPC-2/ELAC2 ou 0 MSR1 (Lessick & Katz, 2006). As funcdes bioldgicas
dos genes de suscetibilidade na préstata sdo idénticas as fungdes ja descritas, para outro
tipo de tumores: genes mediadores de inflamag&o (por exemplo: MIC1 ou MSR1),
enzimas antioxidantes (por exemplo: MSR1 ou PONL1), reparacdo de DNA (por
exemplo: OGG, CHEK2 ou BRAC?2), indutores de apoptose (por exemplo: RNASEL)
ou de suscetibilidade a infe¢cdes (por exemplo: MSR1, RNASEL ou TLR4) (Abouassaly
etal., 2012).

1.4.3. Histologia

A maior parte dos AP surgem na zona periférica e sdo multifocais, sendo
detetados clinicamente, na maioria das vezes, por analise de rotina do PSA. Outros
métodos de diagndstico clinico utilizados sdo o toque retal e a ecografia transretal
(Rosai, 2011). Macroscopicamente, apenas sdo visiveis lesdes extensas, de cor branca
acinzentada ou amarelada, consisténcia firme e limites mal definidos.

Microscopicamente, existem diversos padres de crescimento tumoral: acinar,
fuso-acinar, cribiforme, papilar, trabecular e sélido (Ro et al., 2013).

A maioria das lesbes & moderadamente diferenciada com glandulas bem
definidas. Os AP sdo constituidos por pequenas glandulas revestidas por uma Unica
camada de células epiteliais cuboidais, e camada de células basais ausente. Nas
glandulas com alteragcfes neoplasicas, as células estdo amontoadas e ndo apresentam
pseudo-papilas nem irregularidade no seu contorno luminal. As células tumorais

possuem ndcleo aumentado, redondo e hipercromatico com um ou mais nucléolos
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proeminentes e marginais. O citoplasma tem aspeto variavel de palido a rosa escuro
(Figura 14).

Figura 14 — Glandulas prostaticas malignas com nlcleo aumentado e hipercromatico, nucléolo

proeminente e citoplasma rosa escuro (retirada de Kumar, Abbas, & Aster, 2013).

O estroma entre as glandulas esta ausente ou presente em pequena quantidade
(Figura 15), pode apresentar uma combinacdo de hipercelularidade e depositos de
substancia basofila designada de fibroplasia mucinosa (Rosai, 2011). Com o0 aumento
do grau de agressividade do tumor podem ser observadas mitoses. Outros achados
histolégicos sdo a presenca de calcificagbes luminais e estromais, glomeragdes
intraluminais — glandulas dilatadas com proliferacdo intraluminal de epitélio maligno
de padrao cribiforme (Figura 16), invasao perineural circunferencial e invasdo de vasos

linfaticos e sanguineos.

Figura 15 — AP bem diferenciado com pequenas glandulas malignas com pouco ou henhum estroma
entre elas (retirada de Ro et al., 2013).
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Figura 16 — AP com glomerulages intraluminais de células malignas (retirada de Ro et al., 2013).

1.4.4. Classificagdo de Gleason

A classificacdo dos tumores da préstata é realizada atraves da classificacdo de
Gleason. Esta classificacdo surgiu em 1966 atraves de Donald F. Gleason que a baseou
nos padrdes histologicos de crescimento tumoral, utilizando cinco graus de acordo com
a arquitetura glandular (Figura 17). Os padrdes 1, 2 e 3 representam tumores com
semelhancas as glandulas prostaticas normais e 0s padrdes 4 e 5 alteracdes crescentes
ao normal. O score final é dado pela soma dos dois padrGes mais observados (Egevad,
Mazzucchelli, & Montironi, 2012). Por exemplo, se 0 padrdo mais observado é 0 4 e
0 segundo mais observado é o 3, o score de Gleason é 7. Esta classificagdo é uma
ferramenta importante para determinar a evolugdo do cancro, quanto maior o score de
Gleason maior o risco de progressdo do cancro com ou sem tratamento (Fine et al.,
2012).
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Figura 17 — Diagrama esquematico e histologia dos padrdes da classificagdo de Gleason (adaptado de
Epstein, 2012).

Ao longo dos anos esta classificagdo tem sido modificada, mas a sua esséncia
permanece igual. Na Tabela 1 vemos a classificagdo atualmente utilizada, que foi
adotada em 2005 na reunido de consenso da Sociedade Internacional de Patologia
Uroldgica (ISUP). Com esta revisdo, um score de 3 + 3 = 6 é considerado de baixo

risco de recidiva ap6s tratamento inicial (W. G. Nelson et al., 2014).
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Tabela 1 — Classificacéo de Gleason Modificada (2005) pela ISUP (adaptada de Egevad et al., 2012).

Padrdes histoldgicos da classificacdo de Gleason

1 — Nédulo circunscrito compacto de &cinos de tamanho médio, separados, uniformes e de

forma arredondada ou oval (glandulas maiores do padréo 3).

2 — Semelhante ao padrdo 1, relativamente circunscrito, mas nos limites do nédulo de
tumor pode haver infiltracdo minima; as glandulas sdo menos organizadas e nédo tdo

uniformes como no padréo de Gleason 1.

3 — Discretas unidades glandulares: tipicamente glandulas menores do que nos padrfes
Gleason 1 ou 2; infiltracdo nos e entre acinos ndo neoplasicos; marcada variagao de

tamanho e forma; pequenos nddulos tumorais cribriformes e finamente delimitados.

4 — Glandulas microacinares condensadas: glandulas mal definidas, com limen
deformado; glandulas grandes cribriformes de limites mal definidos; podem existir células
com citoplasma claro (padréo hipernefratomdide).

5 — Sem qualquer diferenciacdo glandular, composto por folhetos continuos, filas ou
células individuais; comedocarcinoma com necrose central, rodeada por massas de aspeto

papilar, cribriforme ou sélido.

1.4.5. Estadiamento Tumoral (TNM)

O estadiamento tumoral pretende descrever a gravidade do cancro para cada
individuo, baseando-se no tamanho, localizacdo e extensdo do tumor inicial. Desta
forma é possivel fazer o prognostico e definir qual o tratamento mais adequado a cada
pessoa (American Joint Committee on Cancer, 2015).

Existem quatro tipos de estadiamento tumoral: 1) clinico, que determina qual o
tipo de cancro e quais os locais atingidos usando exames fisicos, andlises, biopsias e
exames de imagem; 2) patoldgico, que € realizado em doentes submetidos a operagédo
de remocdo do tumor ou exploratéria em conjunto com os dados do estadiamento
clinico; 3) pos-terapéutica ou pds-terapéutica neoadjuvante, que avalia o que resta do
cancro ap0s terapia sistémica e/ou radioterapia local antes de efetuar cirurgia ou
guando esta ndo € realizada e por Gltimo, 4) restadiamento, quando héa recorréncia do
cancro apos tratamento, utilizado como auxiliar na deciséo terapéutica.

O estadiamento compreende trés pontos: o local e tamanho/extensdo do tumor
(designado por T), o nimero de ganglios linfaticos locais atingidos (com designagéo

de N) e, por fim, a existéncia de metastases a distancia (designado por M). No Anexo
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1 s&o apresentadas as definicbes do TNM para este tumor indicadas pela American
Joint Committee on Cancer (AJCC).

Os grupos de prognostico sdo definidos atraves dos dados do estadiamento
tumoral, em conjunto com a informacdo do score de Gleason e os valores do PSA
séricos (Anexo 1), de acordo com a AJCC. Este agrupamento permite facilitar a
definicdo das terapéuticas mais adequadas a cada caso especifico. Esta classificacdo
utiliza numeracdo romana e varia entre os estadios | (doenca menos avancada) até ao

estadio 1V (doenca mais avancada) (American Joint Committee on Cancer, 2009).

1.4.6. Mecanismos Moleculares Envolvidos na Tumorigénese do
Adenocarcinoma da Prostata

A patogénese molecular do AP ndo é totalmente conhecida, pelo que Nelson e
colaboradores (2014) propdem um modelo representado esquematicamente na Figura
18. Se nédo forem consideradas as mutacGes germinativas de genes como RNASEL ou
MSR1, a cascata de alteracBes génicas surge com o aparecimento de atrofia
inflamatdria proliferativa na prostata.

A hipermetilacdo das ilhas CpG da regido promotora do gene GSTP1, que
codifica a glutationa s-transferase da classe =, € a alteracdo génica mais observada no
AP (Lin et al., 2001). No epitélio prostatico normal, 0 GSTP1 é expresso em niveis
significativos nas células basais e, em menor escala, nas células secretoras (W. G.
Nelson et al., 2014). Verificou-se que em cerca de 70% das lesdes de HGPIN e 100%
dos AP, esta enzima esta ausente. Este facto, que resulta da hipermetilacdo das ilhas
CpG, tem como consequéncia um aumento do nimero de danos acumulados por stress
oxidativo (Lin et al., 2001; Schnekenburger, Karius, & Diederich, 2014).

O mecanismo que origina esta metilacdo do DNA néo é conhecido, mas sabe-se
que estas células apresentam vantagem sobre as células normais nas fases mais
precoces de AP (W. G. Nelson et al., 2014). Maldonado e colaboradores (2014)
referem que uma maior metilagcdo da regido promotora do GSTP1 esta associada a um
risco mais elevado de recorréncia da doenga em pacientes com AP em estadios mais
precoces.

Dada que a epimutagéo deste gene ocorre numa fase inicial dos AP, este pode
ser detetado em DNA retirado de fluidos corporais como a urina (Schnekenburger et
al., 2014).
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Epitélio prostatico normal
@ Mutacdes germinativas, por ex. RNASEL ou MSR1
PIA
Hipermetilagéo das ilhas CpG GSTP1
@ Amplificacbes no 8q

PIN

Perda no 8p
Diminuicao da expressdo NKX3.1
Fusédo génica TMPRSS2-ETS

Perda de funcéo do PTEN

Amplificacdo do cromossoma 7 e Xq

l Perda de sequéncia do 10q, 13q e 16q

Mutacéo do p53

Mutacdo/amplificacdo do AR

Figura 18 — Modelo de patogénese molecular do AP proposta por Nelson e colaboradores (adaptada
de W. G. Nelson et al., 2014).

A amplificacdo do braco longo do cromossoma 8 é comum nos AP,
principalmente nos metastaticos. Apesar de ndo se saber exatamente qual o gene alvo
deste ganho, pensa-se que este pode ser 0 c-Myc, pois localiza-se em 8q.24 e a proteina
por ele codificada participa no crescimento celular, diferenciacdo e apoptose. No
entanto, estudos revelaram que a sobre-expressao da proteina c-Myc ndo esta associada
a amplificacdo da regido 8¢.24, pois esta ocorre quer em situacbes de PIN e AP
primarios como metastaticos e que esta pode dever-se a mecanismos regulatorios
alternativos (Gurel et al., 2008). O estudo de Vander Griend, Litvinov, & lsaacs
(2014), refere que a ativacdo do AR nas celulas prostaticas neoplasicas induz a
expressao do gene c-Myc e, consequentemente, o crescimento celular, ao contréario do

que se observa nas células normais.
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O gene NKX3.1, localizado no 8p21, é um gene androgénio-dependente
especifico da préstata e estd associado a morfogénese prostatica, a producdo de
secre¢do prostatica e a reparacdo de danos no DNA, atraves da interacdo e regulagédo
do gene ATM (Bhatia-Gaur et al., 1999; Bowen, Ju, Lee, Paull, & Gelmann, 2013). A
perda de um ou dos dois alelos deste gene é mais frequente & medida que as lesdes
prostaticas se agravam (Bhatia-Gaur et al., 1999), sendo considerado um gene
supressor de tumor (Bhatia-Gaur et al., 1999; Martinez et al., 2014; Thangapazham et
al., 2014). A diminuicdo da expressdo do gene aumenta a suscetibilidade das células
prostaticas aos danos oxidativos, exacerbados pela diminuigdo da expressao do gene
GSTP1, como descrito anteriormente (Bhatia-Gaur et al., 1999; Bowen et al., 2013).

Uma alteracdo gendmica caracteristica dos AP € o rearranjo cromossémico que
origina formacdo de transcritos resultantes da fusdo entre o gene regulado por
androgénio TMPRSS2, que codifica uma serina protease nas celulas secretoras
(localizado no cromossoma 21g22) e genes de fatores de transcri¢do ETS, tais como o
ERG (situado na mesma regido cromossémica), o ETV1 e o0 ETV4 (W. G. Nelson et
al., 2014). A fusdo mais comum nos AP é a TMPRSS2-ERG, presente em cerca de
60% dos tumores prostaticos.

Este rearranjo parece dever-se a um erro durante trans-ativagdo do TMPRSS2
pelo recetor de androgénio e pela ligacdo e dissociacao da topoisomerase TOP2B, que
provoca a quebra da cadeia dupla de DNA e a recombina¢do ndo homéloga com os
genes da familia ETS (W. G. Nelson et al., 2014; Petrovics et al., 2005). Este evento
precede a capacidade de invasdo das células tumorais (Klezovitch et al., 2008).

O estudo de Thangapazham e colaboradores (2014) demonstra que os genes ERG
e TMPRSS2-ERG sdo regulados negativamente pelo NKX3.1. A perda do NKX3.1
induz a ativacdo do protooncogene ERG, dois eventos favorecedores da tumorigénese
prostatica. O aumento da expressdo de ERG, devido a fusdo com 0 TMPRSS2, estimula
0 ¢c-MYC e, por consequéncia, o crescimento celular. Impede ainda a diferenciagéo
normal do epitélio prostatico através do bloqueio da expressdo do AR (Burdova,
Bouchal, Tavandzis, & Kolar, 2014).

A detecdo do gene TMPRSS2-ERG tem sido estudada para determinar a sua
fiabilidade como biomarcador de AP, nomeadamente através de analise da urina em
conjunto com o prostate cancer antigen 3 (PCA3) (Wei, 2015).

A progressédo de PIN para AP localizado, acompanha o acumular de alterag6es

gendémicas nas células. A perda do 10qg, onde o PTEN (10g23.3), um gene-alvo se
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localiza, é um acontecimento comum (J. Li, 1997). O PTEN é uma fosfatase que inibe
a via de sinalizagdo fosfatidilinositol 3’- cinase/proteina cinase B (PI3K/Akt),
necessaria para a progressdo do ciclo celular e sobrevivéncia. O PTEN € expresso nas
células epiteliais prostaticas normais e nas células de PIN, no entanto esta sub-expresso
ou mesmo ausente nas células tumorais (Mcmenamin, Soung, & Perera, 1999).
Diferentes mutacdes no gene PTEN foram ja descritas em tumores da prostata, tais
como dele¢des homozigdticas, perda de heterozigotia, mutacdes e hipermetilacao das
ilhas CpG (W. G. Nelson et al., 2014).

A perda de porcGes dos 13q e 16q surge nas células neoplasicas e contribui para
a sua progressdo. No 13q existem alguns genes como o FOXO1A, um fator de
transcricdo que inibe a regulacdo mediada por androgenios e pelo AR, e é inativado
pela fosforilacdo mediada pelo PIK3/Akt (Shukla, Shukla, MacLennan, Fu, & Gupta,
2009). Outro gene localizado neste cromossoma € o Retinoblastoma (Rb), no entanto
as evidéncias da sua agdo no AP sdo reduzidas, a exce¢do de um estudo sobre tumores
neuroendocrinos de pequenas células da prostata, que demonstrou que a sua perda
ocorria em 90% dos tumores (Tan et al., 2014).

No 16q estd localizado o gene da E-caderina (16922.1) cuja expressao esta
reduzida em tumores da prdstata, principalmente se pouco diferenciados. A sua
expressao esta inversamente correlacionada com o grau, estadiamento, metastases,
recorréncia e sobrevivéncia ao fim de 5 anos (Bostwick et al., 2004).

Seguindo o esquema proposto por Nelson e colaboradores (2014) para a
patogénese molecular dos AP, verificamos que ganhos no cromossoma 7 e
cromossoma X antecedem a metastizacdo. Neste Ultimo, o gene afetado pela
amplificacdo é o AR que sera posteriormente descrito de forma mais detalhada. No
cromossoma 7q observa-se que, para além de amplificacbes, podem ocorrer perdas e
translocagOes (7921-g31), mas estas sdo menos frequentes (Bostwick et al., 2004). A
sobre-expressao da regido 7931 estd associada ao desenvolvimento/progressao dos
tumores da préstata (Bostwick et al., 2004). O gene EZH2 (7935-0936), que codifica
uma N-metiltransferase histona-lisina, apresenta-se amplificado nos AP mais
avancados, em particular nos androgénio-independentes (W. G. Nelson et al., 2014;
Saraméki, Tammela, Martikainen, Vessella, & Visakorpi, 2006).

A capacidade da p53 regular o ciclo celular de forma a garantir que células com
erros ndo proliferem, tornou-o conhecido por “guardido do genoma”. No entanto,

mutacdes neste gene alteram a capacidade de resposta das celulas aos danos, levando
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a instabilidade genética e desenvolvimento de novas mutagdes. Nos AP, o p53 esté
associado a tumores mais agressivos € com maior risco de recidiva mesmo apds
prostatectomia radical (Schlomm et al., 2008). O p53 influencia também a resposta
das células a terapias inibidoras da acdo dos androgenios, Cronauer e colaboradores
(2004) comprovaram que, em situacdes normais, o p53 diminui a atividade dos
androgeénios, estabilizando a estimulacdo do AR. Com a progressdo da doenca este
equilibrio € alterado devido a acumulacdo de mutagdes, tanto no p53 como no AR, 0
que torna os AP independentes de androgénio (Cronauer et al., 2004). Nos estadios
mais avancados, as muta¢des no p53 tornam as células mais resistentes a tratamentos
de quimioterapia e radioterapia, por incapacidade destas entrarem em apoptose ou em
senescéncia (Chappell et al., 2012).

A metastizacdo dos AP marca o ponto sem retorno na progressao da doencga, pois
a existéncia de metastases bem como a independéncia do estimulo de androgénios para
o crescimento celular torna os AP fatais. A variabilidade de mutacGes nas metastases
de um mesmo caso reflete a grande instabilidade gendmica e epigendmica destes
tumores. As alteracdes de hipermetilacdo do DNA mantém-se nas lesbes metastaticas
(W. G. Nelson et al., 2014). Tal como é referido por Nelson e colaboradores (2014), o
maior problema que surge com a heterogeneidade genética, epigenética e fenotipica
dos AP é a capacidade destes tumores desenvolverem resisténcia aos tratamentos,
independentemente do agente terapéutico usado.

O tratamento dos AP metastizados € efetuado através da ablacédo terapéutica dos
androgénios e/ou em combinagdo com antiandrogénios (W. G. Nelson et al., 2014).
No entanto, verifica-se que, decorrido algum tempo, hd uma selecdo de células
malignas androgénio-independentes que ndo responderam a terapéutica e que
proliferam tornando a situacdo fatal (W. G. Nelson et al., 2014). Estas células mantém
a expressdo do recetor de androgénio bem como a sua via de sinalizacdo intactas,
mesmo na auséncia de androgenios.

Diversas alteracGes no gene AR tém sido descritas em especial nestes casos de
independéncia dos androgénios. A amplificacdo do gene AR, com consequente
aumento da expressdo do AR, parece estimular o crescimento de células independentes
de androgénios através do aumento da sensibilidade das células tumorais para os
baixos niveis de hormona (Saraon, Jarvi, & Diamandis, 2011). A ocorréncia de
mutagdes no gene AR que modificam a especificidade do recetor para o ligando, por

exemplo a mutacdo missense do cod@o 877 com a substituicdo de treonina por alanina,
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permite que hormonas como a progesterona ou 0 estrogénio e mesmo terapéuticas
antiandrogénicas possam ativar a proteina recetor e iniciar a cascata de sinalizacéo
subsequente (Saraon et al., 2011).

Outras formas de ativacdo do AR sdo as modificacdes poOs-traducionais do
recetor, a alteracdo das concentracdes de proteinas coativadoras e correpressoras do
AR, que vao promover ou inibir a expressao de genes regulados pelos androgénios e a
utilizacdo de vias de sinalizacdo independentes dos androgénios, como as ativadas por
fatores de crescimento, como o IGF-1 ou o Epidermal Growth Factor (EGF) ou por

citoquinas (Saraon et al., 2011).

1.5. Biomarcadores do Adenocarcinoma da Prostata

Atualmente o principal biomarcador para detetar o AP é o PSA e ¢ feita pela
medicdo dos niveis de PSA no sangue. No entanto, 0 aumento do nivel de PSA no
sangue nao € to especifico como seria desejavel, pois mesmo em situa¢bes benignas,

como prostatite ou HBP, verifica-se um aumento deste nivel.

1.5.1. Biomarcadores no Sangue e na Urina

O uso do PSA, como biomarcador de rastreio do AP, levou a uma detecdo mais
precoce de muitos AP, com consequente diminuicdo do estadio da doenca,
nomeadamente no que respeita aos casos confinados a prostata (Abouassaly et al.,
2012).

Um estudo efetuado pela European Randomized study of Screening for Prostate
Cancer (ERSPC), com 184.000 homens e com idades compreendidas entre 0s 55 e 69
anos, onde um grupo realizava analise ao PSA e outro ndo, demonstrou haver uma
reducdo na mortalidade associada ao AP nos que realizaram a anéalise. Contudo, o
nimero de testes de rastreio necessarios € o nuimero de individuos tratados é
relativamente alto para que haja uma efetiva reducéo da taxa de mortalidade (ERSPC,
n.d.). Desta forma, ndo se justifica a realizacdo de um rastreio populacional
organizado.

No entanto, as recomendacdes da American Urological Association (AUA) e da
European Association of Urology (EAU) continuam a ser no sentido de ser feito um

rastreio a individuos assintomaticos com mais de 40 anos. A EAU recomenda a
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realizacdo de um teste de PSA aos 40 anos, para determinar qual o intervalo de tempo
para a realizacdo do teste de rastreio — por exemplo, para homens com niveis de PSA
inferiores a 1 ng/ml este pode ser realizado a cada 8 anos (Heidenreich et al., 2012).

Os niveis de PSA podem ser utilizados para prever, a longo prazo, o risco de
desenvolver AP, pois nos casos em que 0s niveis antes dos 60 anos se situem acima
do intervalo 0,7 a 0,9 ng/ml, existe uma maior probabilidade de terem AP e que este
seja de um grau mais elevado e com maior risco de progressao ap0s tratamento
(Huang, Campbell, & Goldenberg, 2014).

O PSA é também utilizado para avaliar a resposta terapéutica dos pacientes com
estadios mais avancados, em particular nos que fazem tratamento de bloqueio
hormonal (Huang et al., 2014).

Um biomarcador atualmente utilizado, ainda que ndo em larga escala, é o PCA3,
um RNA n&o codificante longo (INcRNA) que estd aumentado em mais de 90% dos
casos de AP, mas ndo em situacOes benignas (Heidenreich et al., 2012; Prensner,
Rubin, Wei, & Chinnaiyan, 2012). A sua elevada especificidade e sensibilidade ao
nivel tecidular, levou ao desenvolvimento de formas de detecdo deste RNA em
amostras de urina. Este biomarcador tem sido usado em combinacdo com a analise
habitual de PSA, sendo especialmente importante em casos com biopsia prévia
negativa (Prensner et al., 2012).

Um outro biomarcador que utilizado em conjunto com a detecdo de PCA3
melhora a sensibilidade de qualquer um destes testes isolados, é a detecdo do mMRNA
do gene TMPRSS2-ERG. Este apenas é detetado no sangue de cerca de 50% dos casos
de doentes com AP (Prensner et al., 2012).

A utilizacdo do PCA3 e do TMPRSS2-ERG tem o objetivo de melhorar a
performance da detecdo do PSA sérico, pois niveis elevados de TMPRSS2-ERG em
doentes com PSA elevado representam tumores mais agressivos (Tomlins et al., 2011).
O uso destes biomarcadores detetaveis na urina permite uma melhor identificacéo de
grupos de risco, de AP de alto risco e ainda de dete¢do de cancro em biopsia (Tomlins
etal., 2011).

Ao nivel do follow-up do AP, a detecdo de células neoplasicas no sangue parece
ser uma das ferramentas a explorar, com o objetivo de melhorar a capacidade de
previsdo da resposta terapéutica dos doentes (Dijkstra, Mulders, & Schalken, 2014).

Um tipo de marcadores moleculares que tém sido estudados sdo os miRNAs

derivados de celulas neopléasicas e, no caso especifico do adenocarcinoma prostatico,
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gque possam ser detetados no sangue e na urina. Existem dois tipos de miRNAs
detetados nos estudos realizados com células de AP, 0 miRNA-141 e 0 miRNA-375
(L. Li, Hsieh, Ruggero, Greene, & Carroll, 2015). O miRNA-141 esta sobre-expresso
nos AP e permite, de forma sensivel e especifica, identificar pacientes com e sem
tumor (Mitchell et al., 2008), e prever a progressdo da doenga (Gonzales et al., 2011),
pois esta presente em maior quantidade no sérum dos doentes com neoplasias de alto
grau (Brase et al., 2011). O miRNA-375 mostrou ser um bom marcador de doenca
metastatica com envolvimento ganglionar, no entanto ndo permite uma classificacdo
tdo correta do grau do tumor primario (Brase et al., 2011). O miRNA-375 é também
mais expresso nas células neoplasicas da préstata do que no tecido epitelial normal
(Brase et al., 2011).

1.5.2. Marcadores Imunocitoquimicos

A préstata tem alguns marcadores de imunocitoquimica (ICQ) importantes para
o0 diagndstico de patologias benignas e malignas. Os principais marcadores prostaticos
sdo, tal como no sangue, a PSA e a PAP, muito utilizados para determinar a origem de
um tumor ou metastase. No entanto, estes ndo permitem a diferenciacdo entre uma
patologia benigna e maligna (Ro et al., 2013). O PSA é um marcador util na
identificacdo de tumores pouco diferenciados (em particular quando estes tém
localizagcdo proxima ao reto ou a bexiga). A intensidade de marcagdo ICQ do PSA
pode variar no mesmo tumor de area para area e esta €, usualmente, mais forte em
tumores de baixo grau do que nos de alto grau (Bostwick et al., 2014).

As células secretoras da prostata apresentam marcagdo 1CQ para a PSA e PAP
(A e B da Figura 19), bem como para citoqueratinas de baixa massa molecular e
vimentina (Rosai, 2011). As células basais que formam camada Unica que separam as
células secretoras da membrana basal, apresentam marcacdo 1CQ para citoqueratinas
de alta massa molecular, nomeadamente citoqueratina 34BE12, citoqueratina 14 e
citogueratina 5/6, bem como para a proteina p63. Estes marcadores sdo importantes no
diagnostico diferencial de situacGes malignas bem diferenciadas, onde existe perda da
integridade da membrana basal, e situagdes benignas (Ro et al., 2013; Rosai, 2011).
Destacam-se, como altamente especificas para as células basais, a citogueratina
34BE12 e a proteina p63 (C e D da Figura 19) e sdo negativas nas zonas tumorais (Ro
etal., 2013).
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As células neuroenddcrinas presentes na glandula prostatica tém marcacao pelos
anticorpos anti-cromogranina, anti-somatostatina e anti-calcitonina, entre outros. Estas

células também co-expressam PSA (Rosai, 2011).

Figura 19 — Marcacdo imunocitoquimica em tecido prostatico normal. A: Células secretoras positivas

para anticorpo anti-PSA; B: Células secretoras positivas para anticorpo anti-PAP; C: Células basais
positivas para anticorpo anti-citoqueratina 34BE12 (marcacdo citoplasmética); D: Células basais

positivas para anticorpo anti-p63 (marcacdo nuclear) (retirada de Zhou et al., 2012).

1.6. Antigénio Especifico da Prostata (PSA)

Como foi referido anteriormente, o PSA € uma proteina utilizada como

biomarcador do AP, quer no rastreio quer no controlo da eficacia da terapia.

1.6.1. Gene KLK3 ou PSA

O gene Kallikrein-related peptidase 3 (KLK3), mais conhecido por PSA,
localiza-se em 19g13.41 (Weizmann Institute of Science, 2013), num cluster de genes
designados por subfamilia de Kallikrein que tem um tamanho aproximado de 300 kb.
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O gene KLK3 é constituido por 5850 pares de base e possui cinco exdes, tal como 0s
outros genes desta subfamilia (Figura 20). A homologia entre estes genes varia entre
40% e 80%, sendo o tamanho dos cinco exdes semelhante, ao contrario da componente
intrénica que € variavel (Balk, Ko, & Bubley, 2003; Borgofio & Diamandis, 2004). A
posicdo dos coddes que codificam para residuos de aminoécidos no centro ativo é
altamente conservada, como podemos observar esquematicamente na Figura 20. O
codao que codifica para a histidina localiza-se proximo do final do exéo 2, o codao
que codifica para o acido aspartico localiza-se no meio do exdo 3 e o coddo que

codifica para a serina junto a extremidade 5’ do exdo 5 (Borgofio & Diamandis, 2004).
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Figura 20 — Familia de genes KLK. a: localizagdo citogenética no cromossoma 19q13.4 e sua
distribuigcdo no locus; b: estrutura dos genes KLK, com cinco exdes (1 a 5), quatro intrdes de tamanho
variavel e identificacdo dos trés aminoacidos, pertencentes ao centro ativo da proteina, que sdo muito

conservados: histidina (H), acido aspartico (D) e serina (S) (adaptada de Borgofio & Diamandis,
2004).

O gene KLK3 é positivamente regulado por AR que € um recetor de hormonas
esteroides, principalmente androgénio e DHT, que se liga como um homodimero a
sequéncias consensus de DNA, denominadas de elementos de resposta aos
androgénios (ARE). Estes ARESs consistem em repeti¢Ges de sequéncias palindromicas
de seis nucleotidos separados por trés nucledtidos — GGTACAnNnnTGTTCT (C. C.
Nelson et al., 1999). No gene KLK3 existem trés elementos de resposta aos

androgenios — ARE-I, Il e 11l (Figura 21). O ARE-I localiza-se entre a posi¢do -170 e
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a-156, o ARE-II entre a posigéo -400 e a -365 na regido promotora do gene KLK3, e
0 ARE-III, que é um enhancer a montante, localiza-se entre a posi¢do -4366 e a -3870
(Cleutjens et al., 1997; Schuur et al., 1996). Este ultimo ARE-IIl parece ser
fundamental para que a ligacdo do AR promova uma maior expressao do gene KLK3.
Este facto pode ser explicado pela deformacéo da cadeia de DNA aquando da ligagdo
do AR ao ARE-III, o que permite a interacdo direta ou indireta de outros fatores de

transcricao e a regido promotora do gene (Cleutjens et al., 1997).

Promotor proximal do Kik3
(-4356 a -3870)

{-400 a -365) (-170 a -158) RegSo
ARE III ARE II AREI  TATA  dificante
[k == = /e = = = e =)
enhancer
distal

Figura 21 — Regido promotora do gene KLK3, com duas regides ARE (I e Il) proximais e um
enhancer distal (ARE-II1) (adaptada de Balk et al., 2003).

1.6.2. Proteina PSA

O gene KLK3 (PSA) codifica para uma protease serina que hidrolisa as proteinas
semenogelina-1, semenogelina-2 e fibronectina, com a funcéo de liquefacédo do sémen.
E principalmente produzida pelas células secretoras da prdstata. Esta proteina é
constituida por 261 residuos de aminoacidos e tem, aproximadamente, 29 kDa
(UniProtKB/Swiss-Prot, n.d.). A expressdo da PSA é regulada pelos androgénios e
detetada no sangue a partir da puberdade. Os niveis de PSA aumentam com a idade e
com o volume prostatico (W. G. Nelson et al., 2014).

A proteina PSA é sintetizada como preproPSA (Figura 22), que contém uma
sequéncia sinalizadora na N-terminal de 17 residuos de aminoacidos, que marca a
proteina para o reticulo endoplasméatico de forma a ser posteriormente secretada
(Borgofio & Diamandis, 2004). Os aminoacidos sdo depois clivados, originando a
forma inativa da proteina (proPSA) com 244 residuos de aminoécidos (Balk et al.,
2003). O PSA ¢ ativado por acdo da proteina KLK2 através da clivagem dos sete
aminoacidos N-terminal, e ocorre entre a arginina da posicdo 7 e a isoleucina da

posicédo 8 ficando com 237 residuos de aminodacidos (Balk et al., 2003).
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Figura 22 — Formacédo de PSA na sua forma ativa (adaptado de Balk et al., 2003).

A sua inativacdo deve-se a elevada concentracdo de ibes de zinco. A
concentracdo de PSA é regulada pelo pH do meio. Esta proteina € 100 vezes mais
abundante no sémen do que no sangue, sendo também mais ativa no sémen pois a
semenogelina-1 tem grande afinidade para os ides de zinco. A producdo de PSA é
controlada pelos androgénios circulantes no sangue e os seus efeitos nas células
mediados pelos recetores de androgénios através dos seus recetores (Bostwick et al.,
2014).

O PSA sérico pode apresentar-se elevado, de forma mais ou menos transitoria,
devido a varias situacdes: cancro, prostatite, PIN, retencdo urindria aguda,
insuficiéncia renal ou trauma (biopsia ou resse¢éo transuretral, por exemplo) (Rosali,
2011).

No tecido prostatico normal o PSA é excretado para o lumen das glandulas sob
a forma de proPSA, sendo posteriormente ativado pela proteina KLK2. O PSA no
l[imen glandular sofre protedlise e assume uma forma inativa que pode entrar na
circulacdo sanguinea sob a forma de PSA livre. Uma pequena fracdo do PSA ativado
nas glandulas é difundido para a circulacdo sanguinea, onde é inativado por inibidores
de protease, principalmente alfa-1 anti-quimiotripsina (ACT) (Balk et al., 2003). O
PSA livre corresponde entre 5% a 35% do PSA total no soro sanguineo e o restante
encontra-se ligado a inibidores de protease — PSA complexo (Romero Otero, Garcia
Gomez, Campos Juanatey, & Touijer, 2014). No sangue é possivel detetar um tipo de
PSA, denominado de PSA benigno (bPSA), que é uma forma truncada do PSA
livre/ativo e que é preferencialmente encontrado na HBP (W. G. Nelson et al., 2014).
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No AP, o0 aumento do PSA no sangue deve-se, segundo Balk e colaboradores
(2003), a perda da integridade da membrana basal e da arquitetura do tecido. Estas
alteracdes resultam na diminuicdo do PSA (proPSA e PSA inativo) no lumen
glandular, na difusdo deste no parénquima prostatico até atingir o sangue com 0
consequente aumento dos niveis de PSA, principalmente na forma de PSA complexo
(W. G. Nelson et al., 2014). Nos casos de neoplasia prostatica observa-se, também, a
presenca de formas truncadas de PSA com residuos de aminoacidos extra na
extremidade N-terminal do proPSA, que alteram os locais de clivagem por parte da
tripsina e da KLK2.

A proteina PSA tem acdo mitogénica na proliferacdo tumoral atuando na
clivagem da IGBFP-3, com consequente libertacdo do IGF-I, agente mitogénico das
células estromais e epiteliais da prostata (Hassan, Kumar, Singh, & Yadav, 2007). O
PSA também pode ativar o Transforming Growth Factor g (TGF-f) fazendo com que
as células tumorais se soltem e espalhem (Hassan et al., 2007). A funcdo enzimaética
do PSA pode contribuir para a rutura da membrana basal do epitélio prostéatico,
facilitando a invasdo tumoral e a metastizagdo (Cheng et al., 2006).

Os valores de referéncia variam com a idade (Tabela 2), sendo considerado que
abaixo de valor total de 2 ng/ml a probabilidade do homem ter AP assintomatico €
baixa. De igual forma perante um valor de PSA acima de 10 ng/ml, o risco de existir
um AP é elevado, pelo que a realizagdo de biopsia € recomendada (Mayo Clinic, n.d.).
No entanto, a pouca especificidade (podem existir niveis altos em situa¢fes benignas)
e os intervalos de referéncia relativamente grandes, tornam mais complicada a deciséo
terapéutica/diagnoéstica pois implica a realizacdo de intervengfes mais ou menos

invasivas.

Tabela 2 — Valores de referéncia do PSA total em fun¢8o da idade (retirada de Mayo Clinic, n.d.).

Idade (anos) Valores de PSA total (ng/ml)
<40 <20
40 - 49 <25
50-59 <35
60 — 69 <45
70-79 <65
> 80 <72
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1.6.3. Polimorfismo ARE-I do gene KLK3

Na regido promotora do gene KLK3, mais exatamente no elemento de resposta
aos androgénios | (ARE-I) deste gene (Figura 21), foi identificado um polimorfismo
na posicdo -158 que é designado por rs266882 (NCBI, n.d.-a). Nesta posicdo ha a
substituicdo de uma guanina (G), alelo ancestral, por uma adenina (A). A frequéncia
dos alelos mostrou ser varidvel de estudo para estudo. O gendtipo mais observado em
caucasianos, hispanicos, afro-americanos e arabes é o genotipo heterozigético AG
(Chiang, Chen, Chang, & Hong, 2004; Jesser et al., 2008; Kalay et al., 2009; Lai et
al., 2007; Liu, Zhang, Young, & Kao, 2003; Medeiros et al., 2002; Rao et al., 2003;
Salinas, Austin, Ostrander, & Stanford, 2005; Samzadeh et al., 2012; Schatzl et al.,
2005; Severi et al., 2006; Sieh et al., 2006; Sivonova et al., 2012; Song, Park, & Lee,
2013; Soni et al., 2012; W. M. Xue et al., 2001; W. Xue et al., 2000). Nos estudos
com individuos asiaticos o gen6tipo GG foi 0 mais observado por oposi¢édo ao genétipo
AA (Chiang et al., 2004; Liu et al., 2003; Shibahara et al., 2006; Wang et al., 2003;
W. M. Xue et al., 2001). No Unico estudo realizado com populacdo portuguesa, a
distribuicdo dos genotipos é: 44,9% AG, 30,7% AA e 25,2% GG (Medeiros et al.,
2002).

Este Polimorfismo de Nucledtido Unico (SNP) foi associado aos niveis séricos
de PSA por Xue e colaboradores (2001), com niveis mais elevados de PSA associados
a um gendtipo AA. No entanto, no estudo in vitro e in vivo realizado por Rao e
colaboradores (2003), cuja Unica alteracdo foi o nucle6tido -158 do gene KLK3, ndo
se verificaram diferencas significativas na atividade do promotor, ou seja, nos niveis
de PSA. Por outro lado, o gen6tipo AA mostrou associagdo com niveis mais altos de
PSA sérico em individuos saudaveis, quando comparado com 0s outros genotipos (W.
M. Xue et al., 2001). Resultados semelhantes verificaram-se também nos estudos de
Salinas e colaboradores (2005), e Song e colaboradores (2013), com o primeiro a
encontrar relacéo entre 0 SNP rs266882 e os niveis de PSA em individuos saudaveis e
0 segundo a encontrar relacdo entre os genotipos AA e AG e niveis de PSA mais
elevados.

Diversos estudos tém sido publicados no sentido de demonstrar a associacao
deste SNP e o AP com resultados contraditorios. No Unico estudo com individuos
portugueses, realizado por Medeiros e colaboradores (2002), foi observado um niimero

significativo de homens com AP e idade inferior a 67 anos com alelo A
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comparativamente a homens saudaveis. Neste mesmo estudo, verificou-se a existéncia
de uma relacéo estatisticamente significativa entre o genétipo AA e o desenvolvimento
de AP antes dos 67 anos, bem como a existéncia de niveis de PSA no sangue mais
elevados.

Gsur e colaboradores (2002) concluiram que a presenca do alelo G tem efeito
protetor no que respeita ao risco de desenvolver AP, comparativamente com oS
individuos com genotipo AA. Contudo, neste estudo concluiram que o gendétipo GG é
mais frequente em pacientes com score de Gleason superior ou igual a 7.

No estudo de Lai e colaboradores (2007) foi demonstrado um risco trés vezes
superior de desenvolver AP na presenca do alelo A na populagdo caucasiana
australiana. Anteriormente, Severi e colaboradores (2006) ndo encontraram qualquer
relacdo entre o risco de desenvolver AP e qualquer dos gendtipos deste polimorfismo.
Verificaram, no entanto, uma relacdo estatisticamente significativa entre o genétipo
GG e estadios mais avancados de AP.

Em dois estudos com homens japoneses (Shibahara et al., 2006; Wang et al.,
2003) nado foi verificada qualquer associacdo entre 0 SNP rs266882 e o risco de
desenvolver AP, nem com 0s niveis séricos de PSA (exceto num reduzido nimero de
pacientes com AP metastatico) ou outros parametros, tais como o grau de tumor, o
estadiamento tumoral ou o0 volume ocupado pelo cancro.

Cicek e colaboradores (2005) compararam diferentes polimorfismos do gene
KLK3 com o risco de desenvolver AP e a sua agressividade, concluindo que o SNP
rs266882, mais exatamente o gendtipo GG, possui uma relacdo estatisticamente
significativa com o desenvolvimento de AP. Uma conclusao semelhante foi obtida por
Kalay e colaboradores (2009) que observaram um risco duas vezes maior de
desenvolver AP com score de Gleason mais alto na presenca de um alelo G, bem como
niveis de PSA mais elevados, ainda que este aumento ndo fosse estatisticamente
significativo.

Num estudo que avaliou os efeitos do polimorfismo de repeticdo do gene AR e
do polimorfismo ARE-I no cancro da prostata numa populagdo turca, ndo se observou
qualquer diferenca entre o polimorfismo do ARE-I e os grupos estudados — controlo,
HBP e AP (Alptekin et al., 2012). ldéntica situagdo foi verificada por Salinas e
colaboradores (2005) que efetuaram um estudo com o objetivo de estabelecer uma
relagcdo entre os mesmos polimorfismos e o risco de desenvolver AP, tendo apenas

verificado associacao estatisticamente significativa entre o gendtipo AA e niveis mais
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elevados de PSA, em individuos com PSA inferior a 4 ng/ml. No entanto, Kuasne e
colaboradores (2010), num estudo sobre os mesmos polimorfismos, verificaram existir
associacdo entre 0 genotipo GG e o risco de desenvolver AP, bem como de AP ter um
score de Gleason igual ou superior a 7. Contudo, os niveis de PSA nédo apresentaram
relagdo com o polimorfismo do gene KLK3.

No estudo de Cramer e colaboradores (2008), o SNP rs266882 ndo mostrou
qualquer associacdo com score de Gleason, volume do tumor ou peso da prostata.
Contudo, foi determinada a existéncia de uma relacéo estatisticamente significativa
entre este alelo e a presenca de metastases ganglionares. No mesmo estudo os autores
tentaram relacionar os niveis de PSA sérico e a recorréncia da doenca ao fim de cinco
anos com polimorfismo ARE-I -158, havendo uma associacao fraca do polimorfismo
aos niveis de PSA, com o alelo A associado a niveis mais baixos de PSA, e ndo se
verificou associacdo estatistica para recorréncia da doenca. Dados semelhantes foram
verificados no estudo de Lai e colaboradores (2007), onde néo se verificou qualquer
associacdo do polimorfismo e os niveis de PSA ou restantes aspetos analisados
também por Cramer e colaboradores (2008).

O polimorfismo ARE-I do gene KLK3 parece alterar a afinidade do recetor de
androgénio para este local, sendo que o alelo A apresenta maior afinidade e
estabilidade de ligacdo do elemento de resposta aos androgénios (Lai et al., 2007).
Estudos in silico representando a ligacdo entre o dominio de ligacdo do AR e os dois
alelos para a posicdo -158 do gene KLK3, demonstraram a existéncia de mais duas
pontes de hidrogénio com o alelo A, ainda que estas ocorram na posicdo -160, o que
parece indicar que alteracdo do alelo na posicao -158 modifica a conformacéo do local
de ligacdo (Lai et al., 2007).

E de salientar que Lai e colaboradores (2007) ndo encontraram relacio entre o
SNP rs266882 e o score de Gleason, ou o estadiamento TNM.

Um estudo com homens iranianos demonstrou a existéncia de um risco mais
elevado de desenvolver AP nos individuos com gen6tipo GG do SNP rs266882 quando
comparado com o genétipo AG (Samzadeh et al., 2012). Tal como em outros estudos
referidos anteriormente, ndo foi verificada qualquer relacdo entre o grau e
estadiamento tumoral, idade de diagnostico, niveis de PSA sérico e o risco de
desenvolver AP.

Noutro estudo do ano de 2012, com homens originérios do norte da india, foi

encontrada uma associagdo estatisticamente significativa entre os genotipos AG e AA
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e o risco de desenvolver AP e HBP. Ja os niveis séricos de PSA ndo foram relacionados
com qualquer gendtipo (Soni et al., 2012).

A Tabela 3 sintetiza as principais conclusdes encontradas na literatura sobre a
associacdo entre o polimorfismo rs266882 e o risco de desenvolver AP e os niveis de

PSA no sangue.

Tabela 3 — Principais estudos sobre o polimorfismo rs266882 e a sua associacdo ao risco de

desenvolver AP e os niveis de PSA no sangue.

Referéncia Populagéo Principais conclustes
W. Xue et al. Caucasiana e afro- ) ]
) GG aumenta o risco de AP mais avangado.
(2000) americanos
Caucasiana, hispanica, ) o )
W. M. Xue et ) AA associado a niveis mais elevados de
afro-americanos e
al. (2001) PSA.

japoneses-americanos

Alelo G com efeito protetor do
Gsur et al. ) desenvolvimento de AP.
Caucasiana o ) ) )
(2002) Gendtipo GG associado AP mais agressivos.

SNP néo associado aos niveis de PSA.

Alelo A associado ao risco de desenvolver

Medeiros et al. AP.
Portuguesa ) o )
(2002) AA associado a niveis mais elevados de
PSA.
Rao et al. Caucasiana e afro- ) )
) SNP néo associado aos niveis de PSA.
(2003) americanos
Wang et al. SNP ndo associado ao risco de desenvolver
Japonesa o
(2003) AP nem aos niveis de PSA.
Alelo G associado ao risco de desenvolver
Chiang et al. ) AP.
Chinesa ) ] ]
(2004) GG associado a estadios mais avancados e
maior volume de tumor.
Cicek et al. o ] SNP associado a risco desenvolver AP
Maioria Caucasiana )
(2005) menos agressivo.
] Alelo A associado a niveis de PSA.
Salinas et al. ) ) )
Caucasiana SNP ndo associado ao risco de desenvolver
(2005)

AP.
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Schatzl et al.

GG associado a niveis mais elevados de PSA

Austriaca )

(2005) e score de Gleason mais elevado.

Severi et al. ] SNP néo associado ao risco de desenvolver
Australiana o

(2006) AP nem aos niveis de PSA.

Lai et al. (2007)

Caucasianos

Australianos

AA e AG com maior risco de desenvolver
AP.

SNP ndo associado aos niveis de PSA.

Alelo A associado aos niveis de PSA mais

Cramer et al. ) baixos.
Norte-americanos ] ) 3
(2008) Alelo A associado a menor invasdo dos
ganglios linfaticos.
Jesser et al. ) SNP néo associado ao risco de desenvolver
Caucasiana o
(2008) AP nem aos niveis de PSA.
Alelo G com maior risco de desenvolver AP
Kalay et al. ) o
Turca com score Gleason mais elevado e a niveis
(2009) .
mais elevados de PSA.
Séavblom et al. 3 ) o
Sueca SNP néo associado aos niveis de PSA.
(2009)
Kuasne et al. ) o SNP associado ao risco de desenvolver AP.
Caucasiana brasileira 3 i o
(2010) SNP néo associado aos niveis de PSA.
Soni et al. ) Alelo A associado ao risco de desenvolver
Indiana
(2012) AP.
Sivonova et al. ) SNP néo associado ao risco de desenvolver
Caucasiana o
(2012) AP nem aos niveis de PSA.
Samzadeh et al. . GG com maior risco de desenvolver AP.
rabe
(2012) SNP ndo associado aos niveis de PSA.
Alptekin et al. T SNP néo associado ao risco de desenvolver
urca
(2012) AP.
SNP associado aos niveis de PSA no grupo
Song et al. controlo.
Coreana 3 ) ]
(2013) SNP néo associado ao risco de desenvolver

AP.

A possivel associagdo entre o polimorfismo rs266882 e o desenvolvimento de

AP tem sido amplamente estudada e, mesmo com resultados contraditérios, o

conhecimento nesta area é enriquecido.
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1.7. Objetivos

O adenocarcinoma da prostata €, como foi referido anteriormente, o segundo
tumor mais frequente no homem a nivel mundial, sendo o que tem maior incidéncia

na Europa.

Este trabalho tem como objetivos principais:

1) Determinar a frequéncia dos gendtipos para o0 SNP do ARE-I do gene KLK3
em homens com AP e com HBP;

2) Associar os diferentes genotipos e o score de Gleason, os niveis de PSA, 0 T

do estadiamento tumoral e o volume da prostata ocupado pelo tumor.
A existéncia de resultados contraditérios no que respeita a associacao entre o

rs266882 e o desenvolvimento de AP, torna este trabalho ainda mais relevante por

contribuir para avaliar se na populacdo em estudo existe esta associacao.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Caraterizacdo da amostra

A populacdo de estudo foram os homens da area de intervencdo do Centro
Hospitalar Barreiro Montijo (CHBM).

A amostra foi constituida por 70 pecas de prostatectomia radical com diagnostico
histologico de adenocarcinoma da prostata (AP) e o grupo controlo por 39 pecas de
ressecdo prostatica com diagnostico histoldgico de hiperplasia benigna prostatica
(HBP) fixadas em formol.

Para a realizacdo deste estudo foi pedida, previamente, autorizacdo a Comisséo
Nacional de Protecdo de Dados e, apds o parecer favoravel desta (Anexo 2), ao
Conselho de Administracéo e ao Servigo de Anatomia Patolégica do CHBM (Anexos
3ed).

2.2. Extracdo de DNA

Antes de realizar a extragdo de DNA, nos casos de adenocarcinoma da prostata,
foram realizados cortes histolégicos em lamina de &reas com tumor e sem tumor. As
laminas foram coradas com a coloracdo de Hematoxilina e Eosina (Anexo 5) e apds
observacdo ao microscopio otico foram delimitadas as areas de interesse para a
extracdo de DNA (Figura 23 e Figura 24). Nos casos do grupo de HBP ndo foi efetuada
a coloracdo de Hematoxilina e Eosina, pois ndo foi necessario escolher nenhuma area
especifica.

Para cada caso efetuaram-se trés cortes histolégicos de 4 um cada, que foram
posteriormente colocados numa estufa a 75° C para adesdo dos cortes as laminas de

vidro. Posteriormente os cortes histoldgicos foram desparafinados e secos ao ar.
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Figura 23 — Delimitacdo ao microscopio da area de interesse, neste caso da zona com tumor (T) —

caso 140 (ampliacdo de 50x).

Figura 24 — Laminas com delimitacdo das areas de interesse (T: tumor; N: tecido normal).

As areas de interesse em cada caso foram removidas com auxilio de uma agulha
e 2 ul de solucéo de extracdo (10 ul de tampdo de PCR 10X (200 mM Tris-HCI, pH
8,8, 100 mM (NH4)2S04, 100 mM KCI, 20 mM MgSOs, 1 mg/ml nuclease-free BSA,
1% (v/v) Triton X-100, NZYTech), 8 ul de Proteinase K (20 mg/ml) e 352 ul de 4gua
ultra-pura), e colocadas em tubos de PCR de 0,2 ml com 20 ul de solucgéo de extracéo.
As amostras foram incubadas a 56° C durante 24 horas, seguido de 10 minutos a 95°
C, no termociclador Mastercycler personal (Eppendorf).
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Apos este procedimento, foi realizada uma centrifugacdo a 14.000 rpm durante
5 minutos a temperatura ambiente (Centrifugue 5417C, rotor F45-30-11
(Eppdendorf)). A fracdo soltuvel contendo o DNA foi transferida para um novo tubo
devidamente identificado e armazenado a -20° C.

Foram efetuadas eletroforeses em gel de agarose (Seakem® LE Agarose —
Lonza) a 1% (p/v) em tampdo 1x TAE (40 mM Tris, 20 mM 4&cido acético e 1 mM
EDTA) com 6 ul RedSafe (20.000x) (iNtRON®) por 100 ml, para determinar a
qualidade do DNA.

2.3. Analise do polimorfismo ARE-I do gene KLK3

2.3.1. Reacdo em Cadeia da Polimerase

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica de amplificacdo
exponencial de DNA, o que permite obter, num curto periodo de tempo e in vitro,
grandes quantidades de um segmento especifico de DNA (Nolte & Hill, 2011).

Durante a PCR séo utilizadas temperaturas elevadas para desnaturar o DNA em
duas cadeias simples, de forma a permitir a ligacdo de oligonucleétidos iniciadores
(primers), que sdo constituidos por 15 a 30 nucledtidos, obtidos por sintese quimica.
Para amplificar uma determinada regido sdo necessarios dois primers complementares
das sequéncias que flanqueiam o fragmento de DNA a amplificar, nas suas regioes
terminais 3'. Desta forma a DNA polimerase pode sintetizar a cadeia complementar,
usando como molde o DNA de cadeia simples.

A reacdo de PCR necessita de outros componentes para funcionar além do DNA
e dos primers: Taq polimerase (Thermus aquaticus, que é termorresistente mantendo
a sua atividade a temperaturas elevadas); solucdo tampao (que garante a manutengéo
de pH 6timo para a atividade da enzima); desoxirribonucle6tidos (ANTPs: dATP,
dGTP, dCTP e dTTP) e ides magnésio Mg?* (cofator enzimatico necessario para o
correto funcionamento da enzima e especificidade do ensaio).

A reacdo de PCR ocorre em ciclos que se repetem entre 30 a 40 vezes. Cada
ciclo é composto por trés fases: 1) desnaturagdo, 2) hibridacdo dos primers ou
emparelhamento, e 3) extensao.

Durante a desnaturacdo a mistura de reagédo é aquecida a 94 — 96° C, o que leva
a quebra das pontes de hidrogénio que unem as duas cadeias complementares do DNA.
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Na fase de emparelhamento dos primers, estes ligam-se em locais especificos
por complementaridade ao DNA-alvo e determinam os locais de inicio da reagdo. Esta
fase ocorre a uma temperatura mais baixa (entre 55 a 70° C), a qual é determinada pela
temperatura de fusdo ou desnaturacao dos primers.

A extensdo é a Ultima fase e corresponde a sintese da cadeia complementar da
cadeia molde a partir do local onde se ligaram os primers. O processo € iniciado através
da incorporacdo de dNTPs, de acordo com a sequéncia-alvo de DNA, pela Taq
polimerase no sentido 5°-3’ a uma temperatura proxima dos 72° C.

No final do primeiro ciclo formam-se duas novas cadeias de DNA com tamanhos
diferentes. Quando ocorre o segundo ciclo, cada primer liga-se as cadeias que foram
formadas, ou seja, apos ocorrer a transcricdo, mantem-se uma cadeia original (cadeia
molde) e forma-se uma cadeia nova. E assim consegue-se selecionar exatamente onde
comeca e termina o fragmento de DNA pretendido e todos os fragmentos vao possuir

0 mesmo tamanho (nimero de pares de bases) no final da reacdo PCR.

2.3.2. Amplificacéo por PCR do polimorfismo ARE-I do gene KLK3

Para a andlise do polimorfismo ARE-I do gene KLK3 foram usados os primers

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Primers utilizados para amplificacdo de segmento com 300 pb do gene KLK3 (Kalay et
al., 2009).

Primer Sequéncia DNA alvo
ARE-I Forward | 5> —-TTG TAT GAA GAA TCG GGG ATCGT -3’
ARE-I Reverse 5’ —~TCC CCC AGG AGC CCT ATAAAA -3’

Gene KLK3

Os PCR foram realizados usando tubos de PCR illustra PuReTaqg Ready-To-Go
PCR Beads ™ (GE Healthcare Life Sciences), ao qual se adicionou 3 ul de DNA
gendémico, 1 ul de cada primer e 20 ul de agua. As reacdes de PCR foram efetuadas
nos termocicladores MyCycler ™e MJ Mini ™ Gradient (Bio-Rad), com as condic¢des
apresentadas na Tabela 5. Todos os PCR tiveram um volume de reacéo final de 25 pl.
Como a analise do estudo era qualitativa ndo foi necessario quantificar o DNA antes
de cada PCR.
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Tabela 5 — Condigdes da reacdo de PCR.

Etapa Temperatura Tempo NUmero de ciclos
Desnaturacao inicial 94° C 10 minutos 1x
Desnaturacéao 94° C 1 minuto
Hibridacéo 59°C 1 minuto 35x
Extenséo 72°C 40 segundos
Extensao final 72°C 10 minutos 1x
- 4°C 0

Para controlo da eficiéncia das reagdes de PCR foram efetuadas eletroforeses em
gel de agarose (Seakem® LE Agarose — Lonza) a 1% (p/v) em tampdo TAE 1x com 6
ul RedSafe (20.000x) (iNtRON®) por 100 ml.

2.3.3. Polimorfismo de Comprimento dos Fragmentos de Restricédo
(RFLP)

Esta técnica consiste na anélise de diferencas de comprimento, apds restricao de
sequéncias homdélogas de DNA, através da detecdo de fragmentos de diferentes
tamanhos por eletroforese apds hidrdlise com enzimas de restricdo especificas (NCBI,
n.d.-b). A existéncia de alteracGes na cadeia de DNA (quer sejam mutacdes, delecdes
ou insercdes), devem levar a enzima de restricdo a reconhecer ou ndo determinadas
sequéncias palindromicas. As alteracdes na cadeia de DNA podem também alterar o

namero de sequéncias, originado polimorfismos de comprimento.

2.3.4. Restricdo do fragmento do gene KLK3

As amostras amplificadas foram depois sujeitas a restricdo enziméatica com a
enzima Nhel (NZYTech), durante 2 horas a 37° C. As condicdes de restrigdo foram as
seguintes para um volume final de 30 ul: 17 ul de &gua esterilizada, 2 ul de tampéo da
enzima, 10 pl de produto de PCR e 1 ul de enzima Nhel 10000 U/ml (NZYTech).

Ap0s a reacdo de restri¢do, os produtos foram analisados por eletroforese em gel
de agarose (Seakem® LE Agarose — Lonza) a 2% (p/v) em TAE 1x com 6 ul RedSafe
(20.000x) (INtRON®) por 100 ml. O padréo esperado € uma banda tnica com 300 pb

que corresponde a genotipo A/A, uma banda Unica com 150 pb que traduz um genotipo
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G/G e duas bandas com 300 pb e 150 pb que corresponde a genétipo de heterozigotia
AlG.

2.4. Analise de resultados

Os resultados obtidos para variaveis pertinentes para o estudo como diagnostico,
idade, score de Gleason, T de estadiamento tumoral, niveis de PSA total, volume da
préstata ocupado pelo AP, invasédo perineural, invasdo vascular, invasdo da capsula e
gendtipo identificado foram registados numa base de dados e processados pelo
software SPSS (IBM Corporation) versdo 22, sendo efetuada andlise descritiva dos
mesmos.

Para a determinacdo de associacao entre o genotipo do polimorfismo rs266882
com as restantes variaveis recorreu-se ao Coeficiente de Contingéncia. Foi ainda
utilizado o teste de Spearman para comparar 0s niveis de PSA total com outras
variaveis ordinais. O nivel de significancia utilizado no estudo é de 0,05, salvo

referéncia em contrario.
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3. Resultados

3.1. Caracterizacdo da amostra

A amostra de estudo era constituida por um total de 109 casos que se dividiam
em 70 casos de adenocarcinoma da prostata (tecido tumoral e tecido normal) e 39 de
hiperplasia benigna prostatica. A média de idade era de 67,8 anos, sendo a idade

minima de 48 anos e a maxima de 90 anos.

Os individuos com AP tinham idade compreendida entre os 48 e 80 anos, sendo
a média de 66,2 anos. Como se observa no Grafico 1, a faixa etaria mais representada
foi a dos 61 — 70 anos (62,9%), seguida da faixa dos 71 — 80 anos (22,6%). E de
salientar que apenas houve trés casos de AP em individuos com idade igual ou inferior
a 50 anos (4,8%).

No grupo de homens com HBP a média de idades foi de 71,9 anos, variando
entre 0s 56 e 90 anos. Tal como nos individuos com AP, as faixas etarias mais
representadas foram dos 61 — 70 anos (48,7%) e 71 — 80 anos (38,5%).

70%

60%
50%
40%
30%
20%
10%
0y, l -

50 51-60 61-70 71-80
Idades

m% AP m% HBP

Gréfico 1 — Distribuico etéria dos individuos com AP e HBP.
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O score de Gleason, das amostras de AP, que mais vezes se verificou foi 0 7,
seguido do 6 que representam 52,9% e 41,4%, respetivamente (Grafico 2). Os scores

de 8 e 9 apenas representam 2,9% cada um, o0 que corresponde a 2 casos cada.

= Score 6
= Score 7
Score 8
Score 9

Grafico 2 — Distribuigdo do score de Gleason dos individuos com AP.

Relativamente ao T do estadiamento tumoral, aquele que mais vezes se observou
foi 0 T2c em 31 casos. O estadiamento igual ou superior a T3 representa 30% do total
dos casos de AP (Tabela 6).

Tabela 6 — Distribuicéo do T do estadiamento tumoral dos individuos com AP.

2 4 5,7
2a 13 18,6
2b 1 1,4
2C 31 44,3
3 5 7,1
3a 9 12,9
3b 6 8,6
3c 1 1,4
Total 70 100,0
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Os valores de PSA total dos individuos com AP (disponiveis para 67 dos 70
casos de AP) distribuem-se entre os 0,01 ng/ml e os 22,6 ng/ml, com o valor médio a
ser 8,23 ng/ml. Da analise do Gréafico 3, podemos concluir que aproximadamente 50%
dos valores se situaram no intervalo de 4 — 8 ng/ml (50,7%). Apenas 7,5% dos casos

apresentou um valor igual ou inferior a 4 ng/ml, o que corresponde a cinco casos.

60%

50,7%

50%

40%

30%

20%

10% — [5%

3.0% 15%
0% ——
[0, 4] 1.8 18121  112,16]  116,20]  ]20,24]

PSA total (ng/ml)

Grafico 3 — Distribui¢do dos individuos com AP por niveis de PSA total.

O volume ocupado pelo tumor na prostata estava apenas disponivel em 56 dos
70 casos de AP. No Grafico 4 observa-se que a maioria dos casos disponiveis
apresentou um volume de AP inferior a 30%. E ainda de salientar que 6 dos 56 casos

tinham um volume de tumor superior a 60%.

ol
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5
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<15% 16-30% 31-45% 46-60%  61-75% >76%
Volume da préstata ocupado pelo AP

Gréfico 4 — Distribuigdo dos individuos com AP de acordo com o volume prostatico ocupado por AP.
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Ao nivel da ocorréncia de invasdo vascular nos casos de AP, esta estava presente

em apenas 4 dos 70 casos, a invasao perineural em 49 casos e a invasao da capsula em

23 (Gréfico 5).

Vascular Perineural Capsular
Tipo de Invaséo

Frequéncia
= N w Iy (& (2] ~
o o o o o o o

o

m Presente m Ausente

Gréfico 5 — Frequéncia da ocorréncia de invaséo vascular, perineural e capsular dos casos de AP.

3.2. Determinacdo do gen6tipo do polimorfismo ARE-1 do gene KLK3

Apos a extracdo do DNA das amostras, foi realizado PCR para amplificagdo do
fragmento de DNA que inclui o polimorfismo rs266882 com o tamanho de 300 pb
(Figura 25). Dos 70 casos com diagnoéstico de AP obtiveram-se 66 amplificacdes e dos
39 casos de HBP obtiveram-se 36. A degradacdo do DNA ou a utilizacdo de formol na
fixacdo dos tecidos, que induz a formacédo de ligacdes cruzadas entre as proteinas,
podem explicar a auséncia de DNA em alguns dos casos.

O passo seguinte foi a restricdo enzimatica do DNA extraido com a enzima Nhel.
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500 pb

300 pb

/A

200 pb Y D e e g e —

M 1 2 3 + 5 6 7 8 CN
Figura 25 — Controlo da eficiéncia da rea¢do de PCR do segmento de DNA com 300 pb que inclui o
polimorfismo ARE-I por eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v). Legenda: M — marcador de massa
molecular de 100 pb (N3231S, New England Biolabs), 1 — caso 141 tecido tumoral, 2 — caso 141
tecido normal, 3 — caso 140 tecido tumoral, 4 — caso 140 tecido normal, 5 — caso 139 tecido tumoral, 6
— caso 139 tecido normal, 7 — caso 137 tecido tumoral, 8 — caso 137 tecido normal e CN — controlo

negativo.

O perfil de bandas esperado para o polimorfismo em estudo é uma banda com
300 pb quando o gendtipo é AA, uma banda com aproximadamente 150 pb quando o
gendtipo é GG e duas bandas quando o genotipo é heterozigotico AG (Figura 26). O
produto das 102 (66 AP + 36 HBP) reacGes de restricdo enzimatica foi aplicado em

gel de agarose, tendo-se obtido resultado em 62 amostras de AP e 34 amostras de HBP.

500 pb

300 pb

L

1\112345678T\I
Figura 26 — Eletroforese em gel de agarose a 2% (p/v) dos produtos de restri¢do para determinacdo do
gendtipo do polimorfismo rs266882.Legenda: M — marcador de massa molecular de 100 pb (N3231S,
New England Biolabs), 1 — caso 118 tecido tumoral, 2 — caso 118 tecido normal, 3 — caso 116 tecido
tumoral, 4 — caso 116 tecido normal, 5 — caso 114 tecido tumoral, 6 — caso 114 tecido normal, 7 — caso

108 tecido tumoral, 8 — caso 108 tecido normal.
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O geno6tipo mais observado em qualquer dos grupos foi 0 AA, seguido do AG e
por Gltimo o GG como se apresenta na Tabela 7. Esta distribuicdo de frequéncias de
gendtipo estd de acordo com o principio de Hardy-Weinberg que estabelece que as
mesmas permanecem constantes na populacdo (p-value = 0,119). Os gendtipos dos
tecidos tumorais e normal foi idéntico em todos os casos de AP. A associagdo entre o
gendtipo e AP/HBP foi medida pelo coeficiente de contingéncia. O valor obtido para
o coeficiente de contingéncia nao é significativo (p-value = 0,89), o que constitui um

forte indicio de inexisténcia de associacao entre estas variaveis.

Tabela 7 — Frequéncias dos gendtipos do polimorfismo rs266882 de acordo com o diagnéstico.

Gendtipo AP HBP Total
AA 30 (48,4%) 18 (52,9%) 48 (50%)
AG 23 (37,1%) 12 (35,3%) 35 (36,5%)
GG 9 (14,5%) 4 (11,8%) 13 (13,5%)

Total 62 34 96

A distribuicdo do score de Gleason de acordo com o gen6tipo é apresentada no
Gréafico 6, ndo existindo associacdo estatisticamente significativa entre as duas
variaveis (p-value = 0,414). Considerando que os AP com score de Gleason igual ou
superior a 7 sdao considerados mais agressivos, também se verificou ndo existir
associacao estatistica entre o0 genotipo e os scores de Gleason mais altos (p-value =
0,857).

35
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Grafico 6 — Distribuigdo dos genotipos do polimorfismo rs266882 pelo score de Gleason.
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O T mais frequente foi 0 2c, que consiste no envolvimento de ambos os lobos da
prostata, seqguido pelo 2a, tumor unilateral com metade ou menos do lobo ocupado.

Relativamente a distribuicdo do T segundo o gendtipo correspondente,
apresentada no Gréfico 7, verificou-se existir uma associacao significativa ao nivel de
0,1 (p-value = 0,08) cujo coeficiente de contingéncia é 0,511. De forma a compreender
melhor este valor, testaram-se as hipdteses de associacao entre a presenca do alelo A
oudoalelo G e o T. Verificou-se existir associacao estatisticamente significativa entre
a presenca do alelo A e o T (p-value = 0,046) com coeficiente de contingéncia de

0,433, mas ndo para a presenga do alelo G (p-value = 0,367).
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Grafico 7 — Distribuicdo dos genotipos do polimorfismo rs266882 pelo T do estadiamento tumoral.

O valor médio do PSA total, disponivel em 60 dos 62 casos de AP, foi de 8,23
ng/ml, com um desvio padrdo de 4,29 ng/ml (Tabela 8). Na Tabela 8 observa-se ainda
gue a média dos niveis de PSA é mais elevada para o gendtipo GG e menor para 0
genotipo AG, sendo também a que apresenta maior variagdo. Através da aplicacdo do
teste estatistico Kruskal-Wallis verificou-se ndo existir diferenca estatisticamente

significativa nos valores medios do PSA total entre os trés genotipos (p-value = 0,714).
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Tabela 8 — Estatistica descritiva dos niveis de PSA total de acordo com o genétipo do polimorfismo
rs266882.

PSA total (ng/ml)

Gendtipo (n) Meédia Desvio-padrao Minimo Maximo
AA (30) 8,05 4,85 0,01 22,60
AG (22) 7,98 2,13 5,45 14,00
GG (8) 9,56 6,45 0,01 19,53

Total (60) 8,23 4,29 0,01 22,60

O Gréfico 8 representa a distribuicdo dos gendtipos segundo os niveis de PSA
total. Como é observavel, o nimero de casos com valores de PSA total no intervalo 4
a 8 é mais de metade de todos os casos observados. N&o se verificou nenhuma
associacdo estatistica entre os valores de PSA total e os diferentes gendtipos (p-value
=0,116). No entanto, na presenca do alelo A, o coeficiente de contingéncia é 0,392, e
apresenta um p-value de 0,053, proximo do valor de significancia de 0,05, o que
constitui um indicio de associagdo entre 0o PSA total e a presenca do alelo A. No
entanto, através do teste t ndo se verificou existir diferenca entre os valores médios de
PSA total do alelo A e alelo G (p-value = 0,530).

14, 8] 18,121  112,16]  ]16,20]  ]20, 24]
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Gréfico 8 — Distribuicdo dos gen6tipos do polimorfismo rs266882 por niveis de PSA total.
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O Gréfico 9 representa a distribui¢do do volume ocupado pelo tumor segundo o
genotipo, esta informacdo estava apenas disponivel em 50 dos 62 casos em que foi
obtido resultado de restricdo. Nao foi verificada associacdo entre o0 gendtipo e o
volume do AP (p-value = 0,372).
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Gréfico 9 — Distribuicdo dos genotipos do polimorfismo rs266882 de acordo com o volume prostatico
ocupado por AP.

A invasdo vascular mostrou ser um evento raro apenas observado em trés casos
(4,8%), um com geno6tipo AA e dois com gendtipo AG (Tabela 9), ndo se verificando

associacdo entre as variaveis (p-value = 0,510).

Tabela 9 — Frequéncia da invasdo vascular segundo os gen6tipos do polimorfismo rs266882.

Invasdo Vascular (n, (%0))

Gendtipo Presente Ausente Total
AA 1 (1,6%) 29 (46,8%) 30 (48,4%)
AG 2 (3,2%) 21 (33,9%) 23 (37,1%)
GG 0 (0%) 9 (14,5%) 9 (14,5%)

Total 3 (4,8%) 59 (95,2%) 62 (100%)
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A invaséo perineural ocorreu em 69,4% dos casos de AP em que obtivemos
genotipos, com a distribuicdo que se observa na Tabela 10, ndo existindo associagdo

estatistica entre estas duas (p-value = 0,215).

Tabela 10 — Frequéncia da invaséo perineural segundo os genétipos do polimorfismo rs266882.

Invaséo Perineural (n, (%0))

Genotipo Presente Ausente Total
AA 18 (29,0%) 12 (19,4%) 30 (48,4%)
AG 17 (27,4%) 6 (9,7%) 23 (37,1%)
GG 8 (12,9%) 1(1,6%) 9 (14,5%)

Total 43 (69,4%) 19 (30,7%) 62 (100%)

A invasdo capsular estava presente em dez casos com genotipo AA, o que
corresponde a metade dos casos com este genotipo (Tabela 11). Situagdo idéntica foi
verificada no gendtipo AG. O gendtipo e invasdo capsular ndo apresentaram

associacdo estatisticamente significativa (p-value = 0,780).

Tabela 11 — Frequéncia da invaséo capsular segundo os genétipos do polimorfismo rs266882.

Invasdo Capsular (n, (%0))

Gendtipo Presente Ausente Total
AA 10 (16,1%) 20 (32,2%) 30 (48,4%)
AG 8 (12,9%) 15 (24,2%) 23 (37,1%)
GG 2 (3,2%) 7 (11,3%) 9 (14,5%)

Total 20 (32,2%) 42 (67,7%) 62 (100%)

Considerando que o polimorfismo estudado se localiza no gene KLK3 que
codifica para a proteina PSA, tornou-se pertinente verificar a existéncia de associagdo
entre o PSA total e outras variaveis como o score de Gleason, o T ou o0 volume

prostatico ocupado pelo tumor.
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O Grafico 10 permitiu observar que 0s scores de Gleason mais elevados ndo sao
0s que apresentam valores de PSA total mais elevados. Através de andlise estatistica
com o teste de Spearman verificou-se ndo existir associacdo entre os niveis de PSA
total e o score de Gleason (p = 0,688).

16
14
12

[EEN
o

Frequéncia

JIII‘I-

[0, 4] 14, 8] 18, 12] 112, 16] 116, 20] 120, 24]
PSA total (ng/ml)

o N A O ©

mScore 6 mScore 7 Score 8 mScore 9

Gréfico 10 — Distribuicdo do score de Gleason de acordo com 0s niveis de PSA total.

Através do cruzamento de dados do PSA total e o T do estadiamento tumoral
(Tabela 12) verifica-se que a maioria dos casos com T de 2c apresenta niveis de PSA
total entre 4 e 8 ng/ml. Utilizando o teste de Spearman verifica-se que ndo ha

associacao estatistica significativa entre estas variaveis (p = 0,267).

Tabela 12 — Distribuigdo do T de estadiamento tumoral de acordo com os niveis de PSA total.

T — Estadiamento tumoral
PSA total
2 2a 2b 2c 3 3a 3b 3c Total
(ng/ml)
[0, 4] 0 1 0 2 1 0 0 0 4 (6,7%)
14, 8] 3 6 0 15 2 3 1 1 31 (51,7%)
18, 12] 0 2 1 6 2 2 2 0 15 (25%)
112, 16] 1 1 0 2 0 1 2 0 7 (11,7%)
116, 20] 0 1 0 0 0 1 0 0 2 (3,3%)
120, 24] 0 0 0 1 0 0 0 0 1(1,7%)
4 11 1 26 5 7 5 1
Total 60
(6,7%) (18,3%) (1,7%) (43,3%) (8,3%) (11,7%) (8,3%) (1,7%)
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Na Tabela 13 é apresentada a distribuicdo dos niveis de PSA total, tendo em
consideracdo o0 volume ocupado pelo tumor. Verificou-se existir correlacéo
estatisticamente significativa, ainda que apenas moderadamente positiva, entre 0s
niveis de PSA total e o volume prostatico ocupado pelo AP, através do teste estatistico

de Spearman, cujo valor foi 0,348 (p = 0,015) com valor de significancia de 0,05.

Tabela 13 — Distribuicdo volume prostatico ocupado por AP de acordo com os niveis de PSA total.

Volume ocupado pelo AP
PSA total
<15% 16 — 30% 31 —-45% 46 — 60% 61 - 75% Total
(ng/ml)
[0, 4] 1 1 1 0 0 3 (6,2%)
14, 8] 7 11 3 0 1 22 (45,8%)
18, 12] 2 6 2 1 3 14 (29,2%)
112, 16] 0 1 3 1 1 6 (12,5%)
116, 20] 0 2 0 0 0 2 (4,2%)
120, 24] 0 1 0 0 0 1(2,1%)
Total 10 (20,8%) 22 (45,8%) 9 (18,8%) 2 (4,2%) 5 (10,4%) 48

A medicdo da associacdo entre os niveis de PSA total e os diferentes tipos de
invasdo vascular, perineural e capsular ndo foi estatisticamente significativa em

nenhuma das situacdes com os p-values a serem 0,852, 0,252 e 0,713 respetivamente.
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4. Discussao

A alta taxa de incidéncia do AP a nivel mundial torna esta patologia um alvo
preferencial para os investigadores, em particular o estudo da sua vertente molecular.
A diversidade de alteragcBes genéticas que ocorrem nos AP, tal como noutras
neoplasias, tém ainda muito de desconhecido. Um gene alvo da investigacdo sobre o
cancro da prostata ¢ o KLK3 e, neste estudo, ¢ feita a analise do genoétipo do
polimorfismo na posicdo -158 do ARE-I deste gene em homens com AP e HBP, a
partir de material bioldgico arquivado no Servico de Anatomia Patologica do CHBM.
A determinacdo do genotipo para o polimorfismo rs266882 foi efetuada através da
técnica de PCR-RFLP.

Obteve-se genotipo para o polimorfismo em questdo, em 62 casos de AP (tecido
tumoral e tecido normal) e 34 casos de HBP. A frequéncia dos gendtipos foi AA (50%),
seguido do AG (36,5%) e depois 0 GG (13,5%). Esta distribuicdo dos gendtipos, que
esta de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg é, no entanto, diferente do que foi
verificada em estudos anteriores em homens de raca caucasiana, nomeadamente no
estudo de Medeiros e colaboradores (2002), em que o genétipo mais verificado foi o
AG, seguido pelo AA e s6 depois 0 GG (Jesser et al., 2008; Savblom et al., 2009;
Sivonova et al., 2012; W. M. Xue et al., 2001). Neste estudo ndo foi possivel recolher
dados sobre a raca dos individuos. O gendtipo foi idéntico para o tecido tumoral e
tecido normal extraido do mesmo individuo.

A associacdo entre este SNP rs266882 e o diagnostico de AP e HBP néo foi
observada. Diversos estudos apoiam este resultado tais como os de: Alptekin et al.
(2012), Jesser et al. (2008), Sivornova et al. (2012), Song et al. (2013), Salinas et al.
(2005), Severi et al. (2006) e Wang et al. (2003). O Unico estudo publicado com
individuos portugueses (Medeiros et al., 2002) demonstrou existir associacao entre a
presenca do alelo A e o risco de desenvolver AP, tal como Lai e colaboradores (2007)
em homens australianos, e Soni e colaboradores (2012) em homens indianos. No
entanto, existem outros estudos que associam ao risco de desenvolver AP com a
presenca do alelo G (Chiang et al., 2004; Cicek et al., 2005; Kalay et al., 2009; W.
Xue et al., 2000).

Os scores de Gleason mais observados foram o 7 e 0 6, 52,9% e 41,4%
respetivamente, e ndo foi verificada associacdo com qualquer um dos gendtipos ou

alelos neste estudo. De facto, apenas foi encontrada associacdo entre o score de
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Gleason e o polimorfismo rs266882 em trés artigos (Gsur et al., 2002; Kalay et al.,
2009; Schatzl et al., 2005), sendo que a presenca do alelo G e gen6tipo GG estéo
associados a AP mais agressivos (score de Gleason > 7).

O valor médio de PSA total neste estudo foi de 8,23 ng/ml e, através da
estratificacdo dos niveis de PSA total, verificamos que o intervalo de 4 a 8 ng/ml é o
que apresenta maior frequéncia. Durante algum tempo o 4 ng/ml foi considerado valor
limite no que respeita a efetuar uma abordagem mais invasiva para diagnosticar um
possivel AP, nomeadamente atraves da realizacdo de biopsia transretal. No entanto,
atualmente o valor limite varia com a idade como referido na Tabela 2. Considerando
a média de idades do presente estudo de 67,8 anos e o valor médio do PSA total de
8,22 ng/ml, este estd acima do valor referéncia para a idade. Analisando 0s cinco casos
cujo valor de PSA total foi menor que 4 ng/ml, verificamos que, em todos, os valores
de PSA total sdo inferiores aos valores referéncia para a idade. Trés apresentam um
valor quase residual de 0,01 ng/ml, enquanto os outros dois, um com 56 anos e PSA
total de 0,66 ng/ml e o outro com 70 anos e 3,10 ng/ml, valores de PSA total que s6
por si ndo levantariam suspeitas em relacéo a existéncia de um AP. Num estudo recente
de Randazzo e colaboradores (2015), que acompanhou durante 12 anos homens com
PSA inferior a 1 ng/ml, demonstrou que homens com estes niveis base de PSA
poderiam espacar o periodo de analise de rotina por 8 anos sem que haja aumento
significativo do risco de AP. Esta questdo sugere a necessidade de realizar outras
analises, nomeadamente moleculares, que contribuam para um diagnostico correto o
mais precoce possivel.

Quando medida a associacdo entre o SNP -158 do ARE-I e o PSA total,
verificamos que esta ndo existia, mas que a presenca do alelo A estava proximo da
significancia (p-value = 0,053). Na literatura existem trés estudos contraditorios
quanto a associacao do alelo A com os niveis de PSA: um que afirma que a presenca
deste alelo esta associada a niveis mais baixos de PSA (Cramer et al., 2008) e 0s outros
que afirmam que esta presenca esta associada a niveis mais altos de PSA (Medeiros et
al., 2002; W. M. Xue et al., 2001). No entanto, no presente estudo e através do teste t,
verificou-se ndo existir diferenca entre os dois alelos e os niveis de PSA total (p-value
= 0,530). Lai e colaboradores (2007) estudaram a afinidade dos dois alelos do
polimorfismo do ARE-I para o AR e verificaram que o alelo A apresentava duas vezes
maior afinidade para este e também uma resposta mais efetiva ao nivel da transcricao.

Estudos in silico realizados pelos mesmos autores revelaram a existéncia de duas
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pontes de hidrogenio extra entre 0 ARE-I com o alelo A e o dominio de ligacéo do
AR, o que pode justificar as conclusdes anteriores.

O estadiamento tumoral, principalmente o T, € importante na definicdo do grupo
de prognostico e consequente terapéutica. Neste trabalho, a maioria dos AP tiveram T
igual a 2c, que consiste no envolvimento de ambos os lobos da prdstata. Através do
Coeficiente de Contingéncia foi verificado existir associagdo entre a presenca do alelo
A e 0 aumento do T (p-value = 0,046). Em estudos anteriores que avaliaram esta
mesma associac¢do, nenhum demonstrou estatisticamente a mesma (Lai et al., 2007;
Samzadeh et al., 2012; Shibahara et al., 2006; Wang et al., 2003).

A relacdo do polimorfismo em estudo com o volume da préstata ocupado pelo
tumor, ndo é dos aspetos mais avaliados na literatura e este ultimo nem sempre é
referido nos relatorios anatomo-patologicos, pois ha quem o considere subjacente ao
T. Contudo, neste trabalho pretendeu-se determinar a possivel associacdo do volume
ocupado pelo tumor e o polimorfismo rs266882, tal como tinha sido feito
anteriormente por Cramer et al. (2008), Lai et al. (2007), Shibahara et al. (2006) e
Wang et al. (2003), mas tal como eles ndo foi verificada associacdo estatistica
significativa.

Ao nivel das invas@es vascular, perineural e capsular pelo AP, apenas um estudo
de Cramer e colaboradores (2008) optou por avaliar a possivel relacdo com o
polimorfismo -158 do ARE-I do gene KLK3, mas tal como no presente ndo houve
qualquer associagéo estatisticamente significativa.

Voltando aos niveis de PSA total, obteve-se uma correlacdo moderadamente
positiva entre estes e o volume ocupado pelo tumor (p = 0,015). Este facto é
corroborado pelo estudo de Carvalhal e colaboradores (2010) que avaliou a relacdo
dos niveis de PSA com o volume da prostata e o volume ocupado pelo tumor e concluiu
que existia uma associagao entre os niveis de PSA e o volume ocupado pelo tumor.
Esta relagdo é facilmente explicada pelo facto de que a maioria dos tumores bem
diferenciados produz elevadas quantidades de PSA e sendo estes de maior tamanho,
maior sera a quantidade libertada para o sangue.

A correlagdo entre os niveis de PSA e o score de Gleason e a existéncia de
invasdo vascular, perineural ou capsular ndo se verificou.

Uma das limitacGes deste estudo é o facto de a amostra ser relativamente
pequena, pois limita um pouco a generalizacdo das conclusdes obtidas. Teria sido

importante obter mais informagdo clinica sobre os individuos do estudo,
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nomeadamente do grupo com HBP, pois esta era limitada aos dados fornecidos
aquando da realizacdo dos exames anatomo-patolégicos. Outros dados que seriam
relevantes para enriquecer este estudo eram a raga, habitos tabagicos, indice de massa
corporal, habitos alimentares e histéria familiar de doencas oncoldgicas em particular
de AP.

Outra limitacéo foi o facto de néo ter sido possivel efetuar sequenciacéo de pelo
menos alguns casos de estudo, como forma de confirmacdo e até validacdo dos
resultados obtidos. Considerando que ndo houve qualquer diferenca no genotipo entre
o0 tecido tumoral e o tecido normal, seria pertinente colher amostras de sangue ou do
epitélio da cavidade oral para comparag&o.

A auséncia de DNA apds a extracdo em alguns casos, podera estar relacionada
com 0 processamento que as pecas histoldgicas sdao submetidas para fixacdo dos
tecidos. Esta é feita utilizando formol tamponado a 10%, que induz a formacdo de
ligagBes cruzadas entre as proteinas o que pode dificultar a extragdo do DNA, bem
como sua qualidade, mas também a impregnacdo em parafina dos fragmentos que, ao
ndo ser adequadamente removida, pode impedir a realizacdo das técnicas moleculares
a realizar posteriormente.

O estudo de outros polimorfismos do gene KLK3 seria bastante interessante pois
permitiria conhecer melhor as caracteristicas genéticas da populacdo portuguesa. O
estudo do gene AR, como foi abordado na introducdo tedrica, tem uma importancia
fulcral no desenvolvimento de tumores metastaticos e independentes da regulacéo dos
androgénios.

A compreensdo das razdes que levam a maior agressividade dos AP enquanto
outros permanecem indolentes é também uma area de estudo interessante, mas que

implica, logo a partida, um periodo de acompanhamento dos homens muito longo.
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Anexo

1 — Estadiamento do Cancro da Prostata segundo a AJCC

Estadiamento do Cancro da Prostata

Tumor Primario

Clinico (T)

TX Tumor primério ndo avaliavel

TO Sem evidéncia do tumor primario

Tl Tumor clinicamente impercetivel, ndo palpavel ou visivel através de
imagem

Tla Tumor por achado histolégico incidental em 5% ou menos do tecido
ressecado

T1b Tumor por achado histolégico incidental em mais do que 5% do tecido
ressecado

Tlc Tumor identificado por biopsia com agulha (ex. devido a nivel elevado de

antigénio especifico da prostata)

T2 Tumor limitado a prostata *

T2a Tumor afeta metade de um l6bulo ou menos

T2b Tumor afeta mais de metade de um l6bulo, mas ndo ambos os I6bulos

T2¢C Tumor envolve ambos os I6bulos

T3 Tumor invade a capsula da prostata

T3a Extensdo extracapsular (unilateral ou bilateral)

T3b Tumor atinge a(s) vesicula(s) seminal(is)

T4 Tumor fixa-se ou atinge as estruturas adjacentes que ndo as vesiculas
seminais: colo vesical, esfincter externo, reto, musculo elevador do anus
e/ou parede pélvica

Patoldgico (pT) ®

pT2 Confinado ao 6rgéo

pT2a | Unilateral, metade de um dos lados ou menos

pT2b | Unilateral, envolvendo mais de metade de um dos lados, mas sem atingir
os dois lados

pT2c | Bilateral

pT3 Extensdo extraprostatica

pT3a | Extensdo extraprostatica ou invasdo microscopica do colo vesical *

pT3b | Invasdo das vesiculas seminais

pT4 Invasdo do reto, musculo elevador do anus e/ou parede pélvica

Ganglios Linfaticos regionais (N)

Clinico

NX Ganglios linfaticos regionais ndo avaliaveis

NO Sem metastases nos ganglios linfaticos regionais

N1 Metéastases no(s) ganglio(s) linfatico(s)

Patologico

pNX | Ganglios linfaticos regionais ndo ressecados

pNO | Ganglios linfaticos negativos

pN1 Metéastases no(s) ganglio(s) linfatico(s)
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Metéastases a Distancia (M) °

MO Sem metéastases a distancia
M1 Metastases a distancia
M1la | Ganglio(s) ndo-regionais
M1b | Osso(s)

M1c | Outra(s) localizacdo(des)

1 Um tumor descoberto num ou em ambos os I6bulos através de bidpsia com agulha,

mas ndo palpavel ou visivel através de imagem, € classificado como T1c.

2 A invasdo do apex prostatico, ou capsula prostatica (mas ndo para além desta), ndo

se classifica como T3, mas sim como T2.

3 N4o ha classificacdo T1 patoldgica.

# Margem cirdrgica positiva deve ser indicada com descricio R1 (doenca residual
microscopica).

® Quando as metastases existem em mais do que uma localizaco, deve usar-se a
categoria mais avancada — pM1c.

Estadio Anatémico/Grupos de Prognéstico *

Grupo T N M PSA Gleason
Tla-c NO MO <10 <6
I T2a NO MO <10 <6
T1-2a NO MO X X
Tla-c NO MO <20 7
Tla-c NO MO 10<PSA<20 <6
HA T2a NO MO 10<PSA< 20 <6
T2a NO MO <20 7
T2b NO MO <20 <7
T2b NO MO X X
T2C NO MO Qualquer Qualquer
1B T1-2 NO MO >20 Qualquer
T1-2 NO MO Qualquer >8
Il T3a-b NO MO Qualquer Qualquer
T4 NO MO Qualquer Qualquer
v Qualquer T N1 MO Qualquer Qualquer
Qualquer T | Qualquer N M1 Qualquer Qualquer

1 Quando o valor de PSA ou o score de Gleason n&o estiverem disponiveis, 0 grupo
deve ser determinado pelo T e/ou valor de PSA ou score de Gleason.
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Anexo 2 — Parecer da Comissédo Nacional de Protecdo de Dados para a

realizacdo do estudo

Proc. N.2: 7800/2014 | 1

COMISSAO NACIONAL
DE PROTECCAO DE DADOS

DELIBERACAO N A0 /2014

Joana Sofia Cadilha Franco, no ambito da sua tese de Mestrado em Biologia
molecular em salde, notificou a Comissao Nacional de Protecdo de Dados (CNPD)
um tratamento de dados pessoais com a finalidade de elaborar um estudo
observacional retrospectivo de caracterizagdo dos genes PSA e AR em

adenocarcinomas da préstata.

O objectivo principal do estudo consiste em clarificar a fiabilidade do uso do PSA como
marcador tumoral, pois muitas vezes o aumento dos niveis de PSA néo é reflexo de

neoplasia maligna, através do estudo de polimorfismos genéticos.

Serdo utilizadas 150 pecas de prostatectomia fixadas em formol com diagndstico

anatomo-patolégico de adenocarcinoma prostatico.

As amostras estdo armazenadas no servico de Anatomia patoldogica do Centro
Hospitalar Barreiro-Montijo e estdo identificadas apenas por um naimero de exame

anatomo-patoldgico que nao permite a identificagao direta do titular.
A responsavel ndo acedera a qualquer outro dado para além da amostra referida.

Pela andlise dos dados recolhidos e da metodologia aplicada verifica-se que ndo ha
tratamento de dados pessoais, uma vez que em nenhum momento do estudo &
possivel o relacionamento direto da identificagdo dos titulares com as amostras objeto

de andlise e que a responsavel afirma que nédo acederd indiretamente a essa

identificacao.
Rua de Sao Bento, 148-3° = 1200-821 LISBOA 271 393 00 39
Tel: 213928400 Fax:213976 832 LINHA PRIVACIDADE
geral@cnpd.pt www.cnpd.pt Dl Otels das 0 48 13h

duvidas@cnpd.pt

93



Proc. N.2: 7800/2014 | 2

COMISSAO NACIONAL
DE PROTECCAO DE DADOS

Assim, porque ndo existe tratamento de dados pessoais, néo se aplica a Lei n.° 67/98,
de 26 de outubro.

Lisboa, jC( de agosto de 2014

G- Rin).

Ana Roque (Relatora)

Rua de Sdo Bento, 148-3° = 1200-821 LISBOA 21 393 00 39
Tel: 213928400 Fax:213976832 LINHA PRIVACIDADE
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Anexo 3 — Pedido de autorizacdo ao Conselho de Administragéo e Servico
de Anatomia Patolégica do CHBM
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No contexto do Mestrado em Biologia Molecular em Saude da Escola Superior
de Saude Egas Moniz que frequento e no ambito da investigacdo para a realizagdo da
tese de Mestrado, venho solicitar autorizagdo para utilizar amostras de tumor da
préstata de pegas cirurgicas de prostatectomia com diagndstico de adenocarcinoma,
existentes no servico de Anatomia Patolégica do Centro Hospitalar Barreiro-Montijo. A

utilizacdo das amostras ndo tem qualquer custo para o CHBM.

O estudo tem como objetivos principais caraterizar a analise molecular dos
polimorfismos ARE-l do gene KLK3 e AR-E211 do gene AR e inferir a existéncia de

relagdo entre estes e o estadiamento tumoral.

Em anexo, envio sinopse do estudo e ainda parecer da Comissdao Nacional de

Protegao de Dados.

Ao dispor para qualquer esclarecimento adicional,

Joana Franco

Confatos: | ) ~ \A&A‘ é&; /LQA{

Servigo de Anatomia Patoldgica do CHBM —extensao 7357/8

g @
E-mail — joanacfranco@chbm.min-saude.pt WL"‘, fk(‘éz‘
2 /o/ 7

Telemovel pessoal — Jodo Siiveira Bibeirq .
d Bresidente do Consetho de Admlmstrag:éo /}/

‘ EMTRA D
j &?.ons-!ho de Adwiniatrecie |

COMISSAO DE ETICA

Neds = © W NATL TS Shie/2etk

\ ; \ * §
- s ( | 3 Yoals Yo i
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Anexo 4 — Deliberagio da Comisséo de Etica do CHBM para a realizago
do estudo

€5 CRIBM sareis Momtio e

Aprecladp em Reunigo

do Conselho| de Administragio
CHBM, E.P.E.

de 00 L2014 “;o.r,‘
ACTA T ....h.5-—— Prasi

Memorando // Nota interna n.%: 33/2014 Data: 31/10/ 2014

De: Comissdo de Etica para a Satde
Para: Conselho de Administracao

Assunto: Autorizagdo para realizacdo de trabalho cientifico

A trinta e um de outubro de dois mil e catorze reuniu a Comisséo de Etica do Centro
Hospitalar Barreiro Montijo, E.P.E. que apreciou um pedido de autorizagao utilizagao de
amostras de tumor da prostata de pecas cirtrgicas de prostatectomia com diagnéstico de
adenocarcinoma existentes no Servico de Anatomia Patolégica deste Centro Hospitalar,
no ambito de um trabalho académico com objectivo principal de caracterizar a analise
molecular dos poliformismos ARE-l do gene KLK3 e AR-E211 do gene AR a desenvolver
por Joana Sofia Cadilha Franco, técnica de diagndstico e terapéutica a exercer fungées
no Servico de Anatomia Patoldgica do CHBM e aluna do mestrado em biologia molecular
em salde da Escola Superior de Saude Egas Moniz em Lisboa. Face aos documentos
apresentados, a Deliberagdo n.° 7190/2014 da Comissao Nacional de Proteccao de
Dados e do parecer favoravel da Directora do referido Servico, Isabel Andrade, referindo
néo haver inconveniéncia para o Servico a Comisséo de Etica deliberou nada ter a opor &
realizacao desta recolha de amostras. Todavia, apds conclus&o, devera ser remetido ao
CHBM copia do estudo.

Com os melhores cumprimentos

Eni
(Presidente da CES)

ra Camachio, Dr.9)

E g (3 3 2
ENRIZADA

. Conselhe de Adwinistracis
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Anexo 5 — Protocolo de Coloragao de Hematoxilina-Eosina em aparelho

automatico TissueTek® DRS (Sakura)

Protocolo de Coloragéo de Hematoxilina-Eosina

Xilol 4 minutos
Xilol 2 minutos
Alcool a 100% 1 minuto

Alcool a 96% (v/v)

30 segundos

Alcool a 70% (v/v)

30 segundos

Agua corrente 1 minuto
Hematoxilina (Merck) 12 minutos
Agua corrente 1:30 minutos
Diferenciador 1% Acido Cloridrico em alcool a 70% (v/v) | 5 segundos
Agua corrente 2:30 minutos

Alcool a 70% (v/v)

20 segundos

Alcool a 96% (v/v)

20 segundos

Eosina alcoolica 0,2% (v/v)

1 minuto

Alcool a 96% (v/v)

30 segundos

Alcool a 100%

1 minuto

Xilol

30 segundos

Secagem a quente (62° C)

2:30 minutos
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Anexo 6 — Quadros Referentes a Analise Estatistica dos Resultados

Quadro 1 - Distribuicdo de diagnésticos.

Diagndstico
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid  Adenocarcinoma 70 64,2 64,2 64,2
HBP 39 35,8 35,8 100,0
Total 109 100,0 100,0

Quadro 2 — Estatistica descritiva da idade de toda a amostra.

Statistics
Idade

N Valid 109

Missing 0
Mean 67,82
Median 68,00
Mode 70
Std. Deviation 7,279
Variance 52,985
Minimum 48
Maximum 90
Percentiles 25 64,00

50 68,00

75 72,50
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Quadro 3 — Estatistica descritiva da idade dos individuos com diagnostico de AP.

AP Statistics

Idade

N Valid 70

Missing 0
Mean 65,81
Median 67,00
Mode 67
Std. Deviation 6,699
Variance 44,878
Minimum 48
Maximum 80
Percentiles 25 63,00

50 67,00

75 70,00

Quadro 4 — Estatistica descritiva da idade dos individuos com diagnostico de HBP.

HBP Statistics

Idade

N Valid 39

Missing 0
Mean 71,41
Median 70,00
Mode 70
Std. Deviation 6,961
Variance 48,459
Minimum 56
Maximum 90
Percentiles 25 68,00

50 70,00

75 76,00

99



Quadro 5 — Distribuicdo da amostra em estudo de acordo com a idade.

Idade (Agrupada)

Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent

Valid  <=50 3 2,8 2,8 2,8
51-60 12 11,0 11,0 13,8
61-70 62 56,9 56,9 70,6
71-80 29 26,6 26,6 97,2
>=81 3 2,8 2,8 100,0
Total 109 100,0 100,0

Quadro 6 — Distribuicdo dos individuos com AP de acordo com a idade.

AP - Idade Agrupada

Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid <=50 3 4,3 4,3 4,3
51-60 10 14,3 14,3 18,6
61-70 43 61,4 61,4 80,0
71-80 14 20,0 20,0 100,0
Total 70 100,0 100,0

Quadro 7 — Distribuicéo dos individuos com HBP de acordo com a idade.

HBP — Idade Agrupada

Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid 51-60 2 51 51 51
61-70 19 48,7 48,7 53,8
71-80 15 38,5 38,5 92,3
>=81 3 7,7 7,7 100,0
Total 39 100,0 100,0
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Quadro 8 — Score de Gleason dos individuos com AP.

Score de Gleason

Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent

Valid 6 29 41,4 41,4 41,4

7 37 52,9 52,9 94,3

8 2 29 29 97,1

9 2 29 29 100,0

Total 70 100,0 100,0

Quadro 9 — T de Estadiamento tumoral dos individuos com AP.
T de Estadiamento tumoral
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent

Valid 2 4 5,7 5,7 5,7

2a 13 18,6 18,6 24,3

2b 1 1,4 1,4 25,7

2c 31 44,3 44,3 70,0

3 5 7,1 7,1 77,1

3a 9 12,9 12,9 90,0

3b 6 8,6 8,6 98,6

3c 1 1,4 1,4 100,0

Total 70 100,0 100,0
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Quadro 10 — Estatistica descritiva do PSA total dos individuos com diagndstico de AP.

Statistics
PSA total

N Valid 67

Missing 3
Mean 8,2830
Median 7,5700
Mode 8,00
Std. Deviation 4,33679
Variance 18,808
Minimum ,01
Maximum 22,60
Percentiles 25 5,5500

50 7,5700

75 10,0000

Quadro 11 — Distribuicao dos individuos com AP por niveis de PSA total.

PSA total (Agrupado)

Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent

Valid <=4 5 7,1 7,5 7,5
4-12 34 48,6 50,7 58,2
8-12 16 22,9 23,9 82,1
12-16 9 12,9 13,4 95,5
16-20 2 2,9 3,0 98,5
>20 1 1,4 1,5 100,0
Total 67 95,7 100,0

Missing System 3 4,3

Total 70 100,0
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Quadro 12 — Distribuigao dos individuos com AP por volume prostatico ocupado por tumor.

Volume do tumor (Agrupado)

Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid <=15 17 243 30,4 30,4
16-30 23 32,9 41,1 71,4
31-45 9 12,9 16,1 87,5
46-60 1 1,4 1,8 89,3
61-75 5 7,1 8,9 98,2
>=76 1 1,4 1,8 100,0
Total 56 80,0 100,0
Missing System 14 20,0
Total 70 100,0
Quadro 13 — Existéncia de invasdo vascular nos individuos com AP.
Invasdo Vascular
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid Sim 4 5,7 5,7 5,7
Néo 66 94,3 94,3 100,0
Total 70 100,0 100,0

Quadro 14 — Existéncia de invasdo perineural nos individuos com AP.

Invasao Perineural

Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid Sim 49 70,0 70,0 70,0
N&o 21 30,0 30,0 100,0
Total 70 100,0 100,0

Quadro 15 — Existéncia de invasdo capsular nos individuos com AP.

Invasdo Capsular

Cumulative
Freqguency Percent Valid Percent Percent
Valid  Sim 23 32,9 32,9 32,9
Nao 47 67,1 67,1 100,0
Total 70 100,0 100,0
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Quadro 16 — Calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg retirado de http://www.koonec.com/k-

blog/2010/06/20/hardy-weinberg-equilibrium-calculator.

XX XY YY Total
n 48 35 13 96 192
allele X 96 35 0 131 0,68
Observed allele Y 0 35 26 61 0,32
Frequency 48 35 13 96 192

% 50,00 36,46 13,54 100,00

HW — Frequency 44,69 41,62 9,69 96,00

Expected % 46,55 43,35 10,09 100,00

cell Chi-
sq. 0,245 1,053 1,131 2,429
p-value 0,1191
p<0,05

Quadro 17 — Gen6tipo do polimorfismo rs266882 no tecido tumoral de individuos com AP.

Genotipo tecido tumoral

Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid AA 30 48,4 48,4 48,4
AG 23 37,1 37,1 85,5
GG 9 14,5 14,5 100,0
Total 62 100,0 100,0

Quadro 18 — Gen6tipo do polimorfismo rs266882 no tecido normal de individuos com AP.

Genotipo tecido normal

Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid AA 30 48,4 48,4 48,4
AG 23 37,1 37,1 85,5
GG 9 14,5 14,5 100,0
Total 62 100,0 100,0
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Quadro 19 — Distribuicao do genétipo do polimorfismo rs266882 em funcéo do diagndstico e

respetivo Coeficiente de Contingéncia.

Genétipo * Diagnostico Crosstabulation

Count
Diagnadstico

Adenocarcinoma HBP Total
Genotipo tumor AA 30 18 48
AG 23 12 35
GG 9 4 13
Total 62 34 96

Symmetric Measures
Approx.

Value Sig.

Nominal by Nominal Contingency Coefficient ,049 ,890
N of Valid Cases 96

respetivo Coeficiente de Contingéncia.

Quadro 20 — Distribuicéo do gendtipo do polimorfismo rs266882 em funcédo do score de Gleason e

Genotipo tumor * Score de Gleason Crosstabulation

Count
Score de Gleason
6 7 8 9 Total
Gendtipo tumor  AA 13 15 2 0 30
AG 9 12 0 2 23
GG 3 6 0 0 9
Total 25 33 2 2 62
Symmetric Measures
Value Approx. Sig.
Nominal by Nominal Contingency Coefficient ,299 414
N of Valid Cases 62
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Quadro 21 - Distribuicao do genétipo do polimorfismo rs266882 em funcédo do T de estadiamento

tumoral e respetivo Coeficiente de Contingéncia.

Genétipo tumor * T — Estadiamento TNM Crosstabulation

Count
T — Estadiamento TNM
2 2a 2b 2C 3 3a 3b 3c | Total
Genoétipo  AA 1 7 0 12 3 2 4 1 30
tumor AG 0 2 1 13 2 4 1 0| 23
GG 3 2 0 3 0 1 0 0 9
Total 4 11 1 28 5 7 5 1 62
Symmetric Measures
Value Approx. Sig.
Nominal by Nominal Contingency Coefficient ,511 ,080
N of Valid Cases 62

Quadro 22 — Distribuicdo da presenca do alelo A do polimorfismo rs266882 em funcdo do T de

estadiamento tumoral e respetivo Coeficiente de Contingéncia.

Alelo A * T — Estadiamento TNM Crosstabulation

Count
T — Estadiamento TNM
2 2a 2b 2C 3 3a 3b 3c | Total
Alelo A Alelo A 1 9 1 25 5 6 5 1 53
Sem alelo A 3 2 0 3 0 1 0 0 9
Total 4 11 1 28 5 7 5 1 62
Symmetric Measures
Value Approx. Sig.
Nominal by Nominal Contingency Coefficient ,433 ,046
N of Valid Cases 62
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Quadro 23 — Distribuicdo da presenca do alelo G do polimorfismo rs266882 em funcdo do T de

estadiamento tumoral e respetivo Coeficiente de Contingéncia.

Alelo G * T — Estadiamento TNM Crosstabulation

Count
T — Estadiamento TNM
2 2a 2b 2C 3 3a 3b 3c | Total
Alelo G Alelo G 3 4 1 16 5 1 0 32
Sem alelo G 7 0 12 2 4 1 30
Total 4 11 28 7 1 62
Symmetric Measures
Value Approx. Sig.
Nominal by Nominal  Contingency Coefficient ,331 ,367
N of Valid Cases 62

Quadro 24 — Estatistica descritiva do PSA total em funcdo do gendtipo do polimorfismo rs266882.

Descriptives

PSA total
Std. Std. 95% Confidence Interval for Mean
N Mean Deviation Error Lower Bound Upper Bound | Minimum | Maximum
AA 30| 8,0540 4,85437| ,88628 6,2413 9,8667 ,01 22,60
AG 221 7,9841 2,13305 JAS4TT 7,0383 8,9298 5,45 14,00
GG 819,5638 6,45312| 2,28152 4,1688 14,9587 ,01 19,53
Total 60 | 8,2297 4,29213| 55411 7,1209 9,3384 ,01 22,60

Quadro 25 — Teste de Kruskal Wallis para avaliar a diferencas entre os valores médios de PSA total

de cada genétipo.

Ranks

Genaotipo tumor N Mean Rank
PSAtotal AA 30 28,72

AG 22 31,86

GG 8 33,44

Total 60

Test Statistics 2P
PSA total

Chi-Square ,673
df 2
Asymp. Sig. 714

a. Kruskal Wallis Test; b. Grouping Variable: Genétipo tumor
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Quadro 26 — Distribuicao do genétipo do polimorfismo rs266882 em funcéo dos niveis de PSA total

e respetivo Coeficiente de Contingéncia.

Genotipo tumor * PSA total (Agrupado) Crosstabulation

Count
PSA total (Agrupado)
<=4 4-8 8-12 | 12-16 | 16-20 >20 Total
Genoétipo  AA 3 15 7 3 1 1 30
tumor AG 0 13 8 1 0 0 22
GG 1 3 0 3 1 0 8
Total 4 31 15 7 2 1 60
Symmetric Measures
Value Approx. Sig.
Nominal by Nominal Contingency Coefficient ,453 ,116
N of Valid Cases 60

Quadro 27 — Distribuicéo do alelo A do polimorfismo rs266882 em fungéo dos niveis de PSA total e

respetivo Coeficiente de Contingéncia.

Crosstab
Count
PSA total (Agrupado)
<=4 4-8 8-12 12-16 | 16-20 >20 Total
Alelo A Alelo A 3 28 15 4 1 1 52
Sem alelo A 1 3 0 3 1 0 8
Total 4 31 15 7 2 1 60
Symmetric Measures
Value Approx. Sig.
Nominal by Nominal Contingency Coefficient ,392 ,053
N of Valid Cases 60
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Quadro 28 — Distribuicao do alelo G do polimorfismo rs266882 em funcéo dos niveis de PSA total e

respetivo Coeficiente de Contingéncia.

Crosstab
Count
PSA total (Agrupado)
<=4 | 4-8 8-12 | 12-16 | 16-20 | >20 Total

Alelo G Alelo G 1 16 8 4 1 0 30

Sem alelo G 3 15 7 3 1 1 30
Total 4 31 15 7 2 1 60

Symmetric Measures
Value Approx. Sig.

Nominal by Nominal Contingency Coefficient ,190 ,815
N of Valid Cases 60

Quadro 29 — Determinacdo da existéncia de diferenca entre os valores de PSA total na presenca do

alelo A através do teste t.

Group Statistics

Alelo A N Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
PSAtotal Alelo A 52 8,0244 3,90824 ,54198
Sem alelo A 8 9,5638 6,45312 2,28152
Independent Samples Test
Levene's Test for t-test for Equality of
Equality of Variances Means
F Sig. t df
PSAtotal Equal variances assumed 6,449 ,014 -,943 58
Equal variances not assumed -,656 7,809

Independent Samples Test

t-test for Equality of Means

Std. Error

Sig. (2-tailed) | Mean Difference Difference
PSA Equal variances assumed ,349 -1,53933 1,63157
total  Equal variances not assumed ,530 -1,53933 2,34501

Independent Samples Test

t-test for Equality of Means

95% Confidence Interval of the Difference

Lower Upper

PSA Equal variances assumed -4,80528 1,72662

total  Equal variances not assumed -6,97006 3,89140
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Quadro 30 — Distribuicao do gen6tipo do polimorfismo rs266882 em funcéo do volume prostatico

ocupado por tumor e respetivo Coeficiente de Contingéncia.

Genétipo tumor * Volume do tumor (Agrupado) Crosstabulation

Count
Volume do tumor (Agrupado)
<=15 16-30 31-45 46-60 61-75 >=76 Total

Genoétipo  AA 4 13 3 1 3 0 24

tumor AG 6 6 4 1 2 0 19

GG 1 3 2 0 0 1 7

Total 11 22 9 2 5 1 50

Symmetric Measures
Value Approx. Sig.

Nominal by Nominal Contingency Coefficient 422 372

N of Valid Cases 50

Quadro 31 — Distribuicéo do gendtipo do polimorfismo rs266882 em fungdo da existéncia de invasao

vascular e respetivo Coeficiente de Contingéncia.

Crosstab
Count
Invasdo Vascular
Sim N&o Total
Gendtipo tumor AA 1 29 30
AG 2 21 23
GG 0 9 9
Total 3 59 62
Symmetric Measures
Value | Approx. Sig.
Nominal by Nominal  Contingency Coefficient ,146 ,510
N of Valid Cases 62
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Quadro 32 — Distribuicéo do genétipo do polimorfismo rs266882 em funcdo da existéncia de invasao

perineural e respetivo Coeficiente de Contingéncia.

Crosstab
Count
Invaséo Perineural
Sim N&o Total
Genotipo tumor AA 18 12 30
AG 17 6 23
GG 8 1 9
Total 43 19 62
Symmetric Measures
Value | Approx. Sig.
Nominal by Nominal  Contingency Coefficient ,217 ,215
N of Valid Cases 62

Quadro 33 — Distribuicdo do gendtipo do polimorfismo rs266882 em funcéo da existéncia de invaséo
capsular e respetivo Coeficiente de Contingéncia.

Crosstab
Count
Invasdo Capsula
Sim N&o Total
Gendétipo tumor AA 10 20 30
AG 8 15 23
GG 2 7 9
Total 20 42 62
Symmetric Measures
Value | Approx. Sig.
Nominal by Nominal Contingency Coefficient ,089 ,780
N of Valid Cases 62
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Quadro 34 — Distribuicdo dos niveis de PSA total em funcéo do score de Gleason e respetiva

correlacéo de Spearman.

PSA total (Agrupado) * Score de Gleason Crosstabulation

Count
Score de Gleason
6 7 8 9 Total
PSA total <=4 1 3 0 0 4
(Agrupado) 4-8 14 15 2 0 31
8-12 6 7 0 2 15
12-16 2 5 0 0 7
16-20 0 2 0 0 2
>20 1 0 0 0 1
Total 24 32 2 2 60
Symmetric Measures
Asymp. Std.
Value Error 2 Approx. T® | Approx. Sig.
Interval by Interval Pearson's R ,036 ,102 ,275 ,785¢
Ordinal by Ordinal Spearman Correlation ,053 ,120 ,404 ,688¢
N of Valid Cases 60

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

c. Based on normal approximation.
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Quadro 35 — Distribuicao dos niveis de PSA total em funcéo do T de estadiamento tumoral e

respetiva correlagdo de Spearman.

PSA total (Agrupado) * T — Estadiamento TNM Crosstabulation

Count
T — Estadiamento TNM
2 2a 2b 2C 3 3a 3b 3c Total
PSA total <=4 0 1 0 2 1 0 0 0 4
(Agrupado)  4-g 3 6 of 15 2 3 1 1 31
8-12 0 2 1 6 2 2 2 0 15
12-16 1 1 0 2 0 1 2 0 7
16-20 0 1 0 0 0 1 0 0 2
>20 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Total 4 11 1 26 5 7 5 1 60
Symmetric Measures
Asymp.

Value | Std. Error? | Approx. T? | Approx. Sig.
Interval by Interval Pearson's R ,119 ,125 913 ,365¢
Ordinal by Ordinal Spearman Correlation ,146 ,130 1,121 ,267¢

N of Valid Cases 60

a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

c. Based on normal approximation.
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Quadro 36 — Distribuicao dos niveis de PSA total em funcdo do volume prostatico ocupado por

tumor e respetiva correlacdo de Spearman.

PSA total (Agrupado) * Volume do tumor (Agrupado) Crosstabulation

Count
Volume do tumor (Agrupado)
<=15 16-30 31-45 46-60 61-75 Total
PSA total <=4 1 1 1 0 0 3
(Agrupado)  4-g 7 11 3 0 1 22
8-12 2 6 2 1 3 14
12-16 0 1 3 1 1 6
16-20 0 2 0 0 0 2
>20 0 1 0 0 0 1
Total 10 22 9 2 5 48
Symmetric Measures
Asymp. Std.
Value Error @ Approx. T° | Approx. Sig.
Interval by Interval Pearson's R ,250 , 109 1,754 ,086¢
Ordinal by Ordinal Spearman Correlation ,348 117 2,515 ,015¢
N of Valid Cases 48

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

c. Based on normal approximation.
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Quadro 37 — Distribuicao dos niveis de PSA total em funcdo da existéncia de invasdo vascular e

respetivo Coeficiente de Correlacéo.

Crosstab
Count
Invaséo Vascular
Sim N&o Total
PSA total (Agrupado) <=4 0 4 4
4-8 1 30 31
8-12 1 14 15
12-16 1 6 7
16-20 0 2 2
>20 0 1 1
Total 3 57 60

Symmetric Measures

Value | Approx. Sig.

Nominal by Nominal Contingency Coefficient 77 ,858
N of Valid Cases 60

Quadro 38 — Distribuicdo dos niveis de PSA total em funcéo da existéncia de invasao perineural e

respetivo Coeficiente de Correlagéo.

Crosstab
Count
Invaséo Perineural
Sim N&o Total
PSA total <=4 3 1 4
(Agrupado) 4-8 18 13 31
8-12 12 3 15
12-16 6 1 7
16-20 2 0 2
>20 0 1 1
Total 41 19 60
Symmetric Measures
Value | Approx. Sig.
Nominal by Nominal Contingency Coefficient ,315 ,252
N of Valid Cases 60
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Quadro 39 — Distribuicao dos niveis de PSA total em funcdo da existéncia de invasdo capsular e

respetivo Coeficiente de Correlacéo.

Crosstab
Count
Invasdo Capsula
Sim N&o Total
PSA total (Agrupado) <=4 1 3 4
4-8 9 22 31
8-12 5 10 15
12-16 4 3 7
16-20 1 1 2
>20 0 1 1
Total 20 40 60

Symmetric Measures

Value | Approx. Sig.

Nominal by Nominal Contingency Coefficient ,215 , 713
N of Valid Cases 60
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