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RESUMO

Yorioka MAW. O emprego da fusdo TMPRSS2:ERG e da delegdo do PTEN
como biomarcadores de prognéstico no manejo do cancer de prostata de muito
baixo risco em vigilancia ativa [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2023.

INTRODUGAO E OBJETIVOS: A vigilancia ativa (VA) é uma opgao terapéutica
para o cancer de prostata (CaP) de baixo risco no entanto cerca de 40% dos
pacientes progridem durante o seguimento; e até o momento ndo existem
marcadores validados que identifiquem previamente com boa acuracia os
pacientes com maior chance de progressdo. O objetivo foi correlacionar as
expressdes de ERG e PTEN em bidpsia de prostata por imuno-histoquimica (IH)
com a chance de progressao e o progndstico de pacientes com CaP de muito
baixo risco em protocolo de VA. METODOS: Avaliamos retrospectivamente 120
pacientes com diagnostico de CaP de muito baixo risco em protocolo de VA em
nossa instituicao entre 2013 e 2018. Correlacionamos a expressao proteica por
IH de PTEN e ERG na biopsia representativa do CaP ISUP | com a chance de
progressao durante a vigilancia, com os fatores classicos de progndstico e com
o escore PI-RADS da ressonancia magnética. A progressao foi estabelecida pela
progressao histopatolégica na rebiopsia, definida por aumento do escore de
Gleason 27 ou elevacédo do PSA acima de 10 ng/mL ou mais de 3 fragmentos
positivos ou mais de 50% de acometimento de um fragmento. Nos pacientes
com progressdo e tratados com cirurgia correlacionamos a expressdo dos
marcadores em bidpsia e espécime cirurgico dispostos em tissue microarray com
a sobrevida livre de recidiva bioquimica (SLRB). Em outra coorte de 109
pacientes com CaP de muito baixo risco e candidatos a VA, mas que foram
tratados diretamente com cirurgia em nosso servigo, correlacionamos a
expressdo dos mesmos marcadores na biopsia e no espécime cirurgico com os
fatores de prognostico e com a SLRB. RESULTADOS: Dos 120 pacientes
iniciais da série de VA, 101 foram avaliados e 81 (80%) apresentaram
progressdo durante seguimento meédio de 4,1 anos. O principal critério de
progresséo foi o aumento do escore de Gleason 27, em 59 casos (72,8%). Dos
72 pacientes tratados com cirurgia ou radioterapia, 7 apresentaram recidiva
bioquimica no seguimento médio de 39,7 meses. Observamos na bidpsia
expressao positiva de ERG em 38 casos (39,6%) e expressao negativa de PTEN
em 12 (12,6%). Perda da expressao de PTEN na biopsia foi associada a maior
chance de progressao por aumento do escore de Gleason =7 (OR=9,750,
1C95%=1,203-78,987, p=0,011). A expressao positiva de ERG na bidpsia esteve

associada a PIRADS =24 durante a VA (OR=2,841, 1C95%=1,113-7,252,

p=0,026); enquanto que a expressao negativa de ERG com expressao positiva
de PTEN na biopsia associou-se a menor chance de PI-RADS 24 (OR=0,313,
1C95%=0,125-0,783, p=0,011). Aumento da porcentagem de fragmentos
acometidos e escore de PI-RADS 24 foram fatores preditores independentes
para progressao por escore de Gleason durante a VA (OR=4,78, 1C95%=1,21-
18,84, p=0,001 e OR=17,76, IC95%=5,93-53,23, p<0,001, respectivamente). Na



coorte de 109 pacientes com CaP de muito baixo risco e tratados com cirurgia,
analisamos a expressao de ERG e PTEN na biopsia em 89 casos, sendo
observado expressédo positiva de ERG em 16 casos (19,3%) e expresséo
negativa de PTEN em 5 pacientes (7,4%). Em 49 meses de seguimento médio,
7 pacientes apresentaram recidiva bioquimica. A expresséao positiva de ERG na
bidpsia esteve associada a pior SLRB em 5 anos (71,4% vs. 93,9%, p=0,002). A
co-expressao positiva de ERG e PTEN na biépsia associou-se também a pior
SLRB (68,4% vs. 92,8% em 5 anos, p=0,004). No espécime cirurgico a
expressao negativa do PTEN se correlacionou com maior escore de Gleason
(OR=2,941, IC95%=1,234-7,009, p=0,014). CONCLUSAO: Observamos que a
perda de PTEN e a expressdo positiva de ERG estdo associados ao pior
prognostico de pacientes com CaP de muito baixo risco em VA, sendo, portanto,
potenciais candidatos a biomarcadores de prognostico neste cenario.

Palavras-chave: Biomarcardores tumorais. Neoplasias da préstata. Conduta
expectante. Imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Yorioka MAW. The use of TMPRSS2:ERG fusion and PTEN deletion as
prognostic biomarkers in the management of very-low risk prostate cancer on
active surveillance [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo”; 2023.

INTRODUCTION AND OBJECTIVES: Active surveillance (AS) is a therapeutic
option for low-risk prostate cancer (PCa) although around 40% of patients
progress during follow-up; to date there are no validated markers that can early
identify with high accuracy patients more prone to progression. To correlate ERG
and PTEN expressions in prostate samples by immunohistochemistry (IHC) with
the chance of progression and prognosis of very low-risk prostate cancer patients
on an active surveillance program. METHODS: We retrospectively studied 120
very low-risk prostate cancer patients in an AS program in our Institution from
2013 to 2018. We correlated the protein expression by IHC of PTEN and ERG in
representative ISUP 1 PCa biopsy with chance of progression during
surveillance, with classical prognostic factors and magnetic resonance imaging
PI-RADS score. Progression was established by histopathological progression
on rebiopsy, defined as Gleason score increase 27 or PSA rise above 10 ng/mL
or more than 3 positive cores or more than 50% positivity in each core. In patients
with progression and surgically treated we correlated markers expression in
biopsy and surgical specimen arranged on tissue microarray with biochemical
recurrence-free survival (BCRFS). In another cohort of 109 very low-risk prostate
cancer patients and AS candidates in our institution but upfront surgically treated,
we correlated these markers expression in biopsy and surgical specimen with the
prognostic factors and BCRFS. RESULTS: From initial 120 AS patients, 101
were evaluated and 81 (80%) showed progression during mean follow-up of 4.1
years. Main progression criterion was Gleason score increase 27, in 59 cases
(72.8%). From 72 treated patients with surgery or radiotherapy, 7 presented with
biochemical recurrence during 39.7-month follow-up. We observed in biopsy
ERG-positive expression in 38 cases (39.6%) and PTEN-negative expression in
12 (12.6%). Loss of PTEN expression in biopsy was associated with higher
chance of progression by Gleason score increase 27 (OR=9.750, 95%CI|=1.203-
78.987, p=0.011). ERG-positive expression in biopsy was associated with PI-

RADS score 24 during AS (OR=2.841, 95%CI=1.113-7.252, p=0.026); while

presence of ERG-negative with PTEN-positive in biopsy associated to lower
chance of PI-RADS score 24 (OR=0.313, 95%CI=0.125-0.783, p=0.011).
Increase of core positivity and PI-RADS score 24 were independent predictive
factors for Gleason score progression during AS (OR=4.78, 95%CI|=1.21-18.84,
p=0.001 and OR=17.76, 95%CI|=5.93-53.23, p<0,001). In the cohort of 109 very
low-risk PCa patients and surgically treated, we observed ERG and PTEN
expressions in biopsy of 89 cases, with a positive ERG expression in 16 cases
(19.3%) and a negative PTEN expression in 5 patients (7.4%). In a 49-month
follow-up, seven patients had biochemical recurrence. ERG-positive expression
in biopsy had worse BCRFS in 5 years (71.4% vs 93.9%, p=0.002). Positive co-



expression of ERG and PTEN in biopsy also had worse BCRFS (68.4% vs 92.8%
in 5 years, p=0.004). PTEN-negative in surgical specimen correlated to higher
Gleason score (OR=2.941, 95%CI=1.234-7.009, p=0.014). CONCLUSION: We
observed that loss of PTEN and positive ERG expression are associated with
worse prognosis in very low-risk PCa patients on AS, therefore they are potential
candidates for prognostic biomarkers in this scenario.

Keywords: Biomarkers tumor. Prostatic neoplasms. Watchful waiting.
Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer de préstata

A ultima estimativa mundial apontou o Cancer de Prostata (CaP) como a
segunda neoplasia solida n&o cutanea mais frequente em homens, com 1,4
milhdes de casos novos no ano de 2021 (1). Aproximadamente 70% dos casos
diagnosticados no mundo ocorrem em paises desenvolvidos. As maiores taxas
de incidéncia foram observadas na Australia/Nova Zelandia, Europa Ocidental e
América do Norte. Esse aumento parece ser reflexo, em grande parte, das
praticas de rastreamento pelo teste sérico do Antigeno Prostatico Especifico
(PSA). Nos Estados Unidos da América (EUA), a incidéncia de CaP para o ano
de 2021 foi estimada em 248.530 casos novos, com a mortalidade estimada de
34.130 (2). Devido a ampla adog¢do do rastreamento na pratica clinica, houve
também uma importante mudanga no grau e no estadio do CaP, com mais de
90% dos homens diagnosticados com tumor clinicamente localizado (3).

No Brasil, 0 aumento da expectativa de vida, a melhoria e a evolugao dos
meétodos diagndsticos e da qualidade dos sistemas de informagéo do pais, bem
como a ocorréncia de diagnostico desnecessario, em fungdo da disseminacéo
do rastreamento com PSA e toque retal (TR), podem explicar o aumento das
taxas de incidéncia, com estimativa de 71.730 casos novos, no ano de 2023
(Incidéncia — 30,0%). E o segundo tumor mais frequente em homens, perdendo
apenas para o cancer de pele ndao-melanoma, e representa na populagao
brasileira a segunda causa de obito por cancer em homens, com 15.983 6bitos
em 2019 (4). O diagnostico do CaP é estabelecido pela biopsia de préstata e
esta indicada em pacientes com niveis séricos de PSA>2,5 ng/mL ou toque retal
suspeito (5-7).

Em relacdo a historia natural, os tumores da prostata apresentam
comportamento clinico heterogéneo, existindo tumores com potencial de
agressividade variavel. Numa extremidade do espectro temos os tumores com
baixo potencial de progressdo que sdo denominados de indolentes ou

insignificantes, nos quais o tratamento pode, as vezes, trazer sequelas mais



sérias que a proépria neoplasia; enquanto na outra extremidade existem tumores
com alto potencial de agressividade e disseminagéo, e que ameagam a vida do
paciente a despeito de qualquer tratamento que venha a ser oferecido. Logo, a
avaliagao progndstica tem papel fundamental no manejo dos pacientes com esta
neoplasia.

O rastreamento do CaP baseado em PSA permite o diagndstico precoce
e o tratamento curativo de tumores de prostata clinicamente significantes, porém
ao mesmo tempo esta associado ao diagnostico de numero consideravel de
tumores de baixa agressividade o que € denominado de diagnostico
desnecessario. Dados do estudo europeu mullticéntrico e prospectivo que
avaliou os resultados do rastreamento com PSA em 182 mil homens
acompanhados por 16 anos mostrou que o rastreamento reduziu
significativamente em 21% a chance de morte por CaP (8). Porém nesse mesmo
estudo foi necessario rastrear 570 homens e diagnosticar 18 para evitar um 6bito
pela neoplasia em 16 anos de seguimento. O bragco holandés do estudo
recentemente atualizou o seguimento de 42.376 homens em 21 anos, com
reducdo da mortalidade cancer-especifica em 27%, com necessidade de se
rastrear 240 homens e diagnosticar 14 para evitar um obito (9), denotando que
alguns dos tumores detectados pelo PSA apresentam caracteristicas indolentes
(10).

Estima-se que nos EUA cerca de 70% dos casos diagnosticados se
traduzem por doencga de baixo risco, portanto de curso indolente (11). Diante
deste cenario, muito se discute na literatura sobre o excesso de diagnostico de
tumores clinicamente insignificantes, com quase 2/3 dos doentes sendo tratados
desnecessariamente e que possivelmente ndo evoluiriam a ébito em decorréncia
da doenga (12). Tal observagéao ressalta a importancia da avaliagado prognostica
na selecao de pacientes para o tratamento curativo.

Os principais fatores prognosticos do CaP sao os niveis séricos de PSA,
o estadiamento, e o escore de Gleason, como principal fator (13). Outros fatores
considerados importantes sdo o volume tumoral, bem como a presencga e a
porcentagem dos padrbes 4 e 5 de Gleason (14). Mais recentemente, a
Sociedade Internacional de Patologia Urologica (ISUP), em Conferéncia de

Consenso sobre grau tumoral, criou nova classificagdo em substituicdo ao



escore de Gleason, devido melhor correlagdo com progndstico e tratamento,

sendo esta dividida em 5 grupos de grau (GG), com o0 GG 1 (escore de Gleason

< 6), 0 GG 2 (escore 3+4), GG 3 (escore 4+3), GG 4 (escore de Gleason 8) e

GG 5 (escore de Gleason 9 ou 10) (15).

A avaliacdo conjunta dos principais fatores de prognostico permite a
clasificacdo dos pacientes em grupos de risco baixo, intermediario e alto como o
proposto por D’Amico, onde s&o considerados de baixo risco quando o estadio
clinico for T1c ou T2a e PSA < 10 ng/mL e escore de Gleason < 6, risco
intermediario se estadio clinico T2b ou PSA entre 10 e 20 ng/mL ou escore de
Gleason 7 e risco alto se estadio clinico T2c ou PSA >20 ng/mL ou escore de
Gleason 28. Considera-se que no grupo de baixo risco encontra-se a maior
chance de existirem os tumores indolentes que poderiam ser poupados do
tratamento desnecessario (16). Posteriormente, dividiu-se a classificacédo de
baixo risco em muito baixo risco e baixo risco, onde s&o considerados de muito
baixo risco todos os seguintes em conjunto: estadio clinico T1c, escore de
Gleason < 6, PSA < 10 ng/mL, até 3 fragmentos positivos na bidpsia, até 50%
de acometimento de cada fragmento e densidade de PSA < 0,15; e os pacientes
de baixo risco com estadio clinico até T2a, escore de Gleason < 6 e PSA <10
ng/mL (17).

Com o mesmo intuito de melhorar a avaliagdo prognodstica, Epstein
avaliou achados patoldgicos e clinicos, e desenvolveu os critérios para prever a
existéncia de tumor insignificante: escore de Gleason < 6, densidade de PSA
<0,15, menos de 3 fragmentos positivos na bidpsia prostatica, e presenga de até
50% de acometimento em um fragmento (18).

No entanto, estes fatores e grupos de risco tém-se mostrado insuficientes
para o correto grupamento prognostico dos tumores. Observa-se que mesmo
quando os fatores classicos sdo avaliados em conjunto, a definigdo progndstica
€ considerada aquém do desejado (19). As diferentes estratificagdes de risco
pré-tratamento foram comparadas em uma revisao sistematica com 139.515
homens, e observou-se que alguns métodos como o nhomograma do MSKCC -
Memorial Sloan Kettering Cancer Center e o escore de CAPRA - Cancer of the

Prostate Risk Assessment proposto pela Universidade da Califérnia, Sao



Francisco (UCSF) discriminaram melhor a chance de morte por CaP que a
classificagdo de D’Amico ou classificacdo proposta pelas Sociedades Européia
e Americana de Urologia (20). Este fato é relevante uma vez que apds o
diagnostico vem a decis&o de conduta expectante versus vigilancia ativa versus
as modalidades terapéuticas, tanto curativas quanto paliativas, que apresentam
graus expressivos de morbidade; o que ressalta a importancia da definicdo

prognostica.

1.2 Vigilancia ativa

A vigilancia ativa (VA) surgiu como uma opgéo terapéutica para os
tumores de baixo e muito baixo risco e representa ferramenta util para a
manutencado dos beneficios da detecgao precoce baseada em PSA e também
para a redugéo do tratamento desnecessario dos tumores indolentes detectados
pelo rastreamento. Atualmente, de acordo com o consenso da Associagao
Americana de Urologia, a VA tornou-se a opgéao preferencial para os tumores de
baixo risco (21). Os critérios de inclus&do mais aceitos na literatura incluem: ISUP
grau 1, estadio clinico < cT2a, PSA < 10 ng/mL e densidade de PSA < 0,15
ng/mL/cc, com algumas séries incluindo numero de fragmentos positivos até 3 e
porcentagem de envolvimento de cada fragmento <50% (critérios de Epstein)
(22). Nos ultimos anos os critérios de inclusdo foram expandidos sendo possivel
atualmente a indicacdo de VA para qualquer paciente com escore de Gleason
3+3 visto existirem dados atestando a seguranga da vigilancia para esses
pacientes; e mais recentemente tem sido considerada a inclusdo até para casos
selecionados com escore de Gleason 3+4 favoraveis (23-25).

Os pacientes em protocolo de VA sdo acompanhados com PSA e toque
retal (TR) semestralmente, e com rebidpsias com intervalos de 1 até 3 anos (26,
27). A ressonancia magnética multiparamétrica da préstata (RM) foi incorporada
no monitoramento destes pacientes, e a presenga de alteragcbes como o
aumento no escore PI-RADS, tamanho da leséo, além da progressao no TR ou
PSA, também indicam a repeticdo ou antecipagédo da bidpsia (28). De acordo
com as principais séries, os critérios de progressao do CaP durante VA mais

comumente utilizados séo escore Gleason > 6 (GG > 1), numero de fragmentos



positivos > 3, porcentagem de acometimento do fragmento > 50% e elevacéo de
PSA >10 ng/mL; retirando-se o paciente da VA e instituindo tratamento caso um
desses eventos ocorram (29). Tais protocolos de VA garantem mortalidades
cancer-especifica menores que 1% em 10 anos; logo, além de reduzir o
tratamento desnecessario em pacientes com doenca clinicamente insignificante,
a vigilancia mantém a opcéo de terapia definitiva em pacientes reclassificados
para doenca de risco intermediario ou alto durante o seguimento (30-33). Mais
recentemente, a progressao do escore de Gleason tem sido o critério mais aceito
e eventualmente o unico para reclassificagao e gatilho para tratamento definitivo
(34).

Porém ¢é importante ressaltar a necessidade de uma selecdo adequada
dos pacientes para o protocolo de VA, ja que mesmo adotando esses critérios
cerca de 30 a 40% dos casos apresentam reclassificacdo do risco na rebiopsia
durante o seguimento. Alguns casos reclassificados o0 s&o por progressdo da
neoplasia, porém outros podem ter sido mal selecionados e refletem as
limitagdes dos critérios empregados atualmente para a selegdo dos candidatos
para VA (33).

Em relagcdo aos resultados da VA, uma das séries com maior tempo de
seguimento foi publicada pelo grupo de Toronto liderado pelo Dr. Klotz et al. que
desde 1995 acompanham prospectivamente 993 pacientes com CaP de risco
baixo e intermediario. Nesse estudo o PSA era realizado semestralmente, a
bidépsia confirmatoria em 12 meses e a cada 2 - 3 anos, e com RM desde 2012.
A intervencao foi oferecida quando o tempo de duplicagdo de PSA foi menor que
3 anos ou progressao do escore de Gleason nas bidpsias de seguimento ou
progresséo clinica. Entre 1995 e 1999, foram incluidos pacientes de baixo risco
(escore de Gleason < 6 e PSA <10 ng/mL) e homens com mais de 70 anos com
PSA < 15 ng/mL ou escore de Gleason <3+4. A partir de 2000, foi restrito a
pacientes de baixo risco ou com risco intermediario “favoravel” (PSA entre 10 e
20 ng/mL elou escore de Gleason 3+4) com comorbidades significativas e
expectativa de vida menor que 10 anos. A sobrevida global foi de 80% em 10
anos e 62% em 15 anos, com 15 mortes por CaP (mortalidade cancer-especifica
de 1,5%) (35). Neste estudo, 267 (27%) receberam tratamento local devido a

progresséo e destes, 25% apresentaram recorréncia bioquimica, representando



6% de toda coorte (63 de 993 pacientes), com taxa de sobrevida livre de
recorréncia bioquimica (SLRB) em 10 anos de 60%. Assim, a vigilancia feita
nestes moldes foi falha, ja que se perdeu a janela de oportunidade de cura nestes
25% dos pacientes com recidiva bioquimica, e nota-se entdo que os critérios de
selecédo e também de progressao do CaP indolente ndo s&o suficientes.

A atualizagdo do estudo multicéntrico PRIAS (The Prostate Cancer
Research International Active Surveillance), que avaliou os resultados da VA em
5302 pacientes com CaP de baixo risco, encontrou sobrevida especifica de 94%
em seguimento de 10 anos. O estudo mostrou taxas de reclassificagdo de 52%
em 5 anos, alguns por selecédo inadequada. Adicionalmente, 1/3 dos pacientes
submetidos a prostatectomia radical (PR) tinham caracteristicas anatomo-
patoldgicas ndo-agressivas como escore de Gleason 3+3 e estadio pT2 (36). O
estudo confirma a seguranga da VA como opg¢ao de tratamento do CaP de baixo
risco, mas ao mesmo tempo indica a necessidade de melhorar os critérios de
selegéo e progressao.

Nesse sentido, Ross et al. observaram 35% de progressao do escore de
Gleason em 290 pacientes em VA, onde o tempo de duplicacdo do PSA e a
velocidade do PSA né&o foram suficientes em predizer progressédo do escore de
Gleason nas rebiopsias durante o seguimento, denotando a necessidade de
novos marcadores de prognostico nestes pacientes de baixo e muito baixo risco
que identifiquem previamente aqueles pacientes com maior potencial de
progresséo (37).

Em série de 1086 pacientes em VA, Reese et al. avaliaram 130 pacientes,
que ao progredirem durante o protocolo, foram submetidos a PR. Destes, 75%
realizaram o tratamento cirdrgico por terem apresentado reclassificacdo da
doenga na bidpsia de seguimento, sendo o aumento do numero de fragmentos
positivos acima de 2 o principal fator reclassificatorio. No entanto, somente 24%
dos pacientes, cuja reclassificagdo na rebiopsia fora em decorréncia do aumento
do numero de fragmentos positivos, tiveram desfechos patologicos
desfavoraveis nos espécimes cirurgicos, contra 45% dos pacientes onde o fator
reclassificatorio fora o escore de Gleason; demonstrando que nem todos os
fatores usados para reclassificar a doenca na rebidpsia sdo capazes de prever

desfechos patologicos desfavoraveis em espécimes cirurgicos de PR (38).



Nosso grupo avaliou retrospectivamente uma série de 93 pacientes com
CaP de muito baixo risco tratados com cirurgia e observamos resultados
desfavoraveis em um terco dos casos, sendo 25% de escore de Gleason 27, 8%
de extensao extracapsular, 7% de margens cirurgicas comprometidas e também
de invasao de vesiculas seminais e 1,2% de invasdo de colo vesical. Nossos
achados evidenciam a necessidade de melhorar a selegéo de pacientes para VA
(39).

Em resumo, torna-se clara a necessidade de identificacdo de
caracteristicas bioldgicas que estejam associadas a maior chance de progresséo
do CaP de baixo risco e que possibilitem a melhor selecdo e manejo de pacientes
para protocolos de VA. A pesquisa continua no sentido de se estabelecer novos
fatores progndsticos no CaP, e o enfoque principal tem sido dado ao estudo de

biomarcadores moleculares (40).

1.3 Marcadores moleculares

Uma variedade de biomarcadores moleculares em CaP foram
desenvolvidos e comercializados no foco de personalizar e melhorar a
estratificacdo de risco; e tornar o manejo de decisdes clinicas mais precisas, no
sentido que existem expressdes génicas relacionadas a maior chance de
progresséo e agressividade da neoplasia de prostata (41, 42). Poucos painéis
moleculares foram validados, porém algumas assinaturas génicas sao
disponiveis e fornecem informacdes adicionais na selecdo de pacientes com
CaP em VA: Oncotype Dx Prostate, Prolaris, Decipher e ProMark. Cada uma
parece melhorar a acuracia prognostica de modelos de estratificagdo de risco
para doenga significante, no entanto tal beneficio ndo foi demonstrado
prospectivamente e nao ha dados comparativos indicando superioridade de uma
assinatura a outra (43). A assinatura Decipher, por exemplo, foi originalmente
desenvolvida para predizer o risco de metastases pdés-prostatectomia radical
(44). Outro ponto de forte impacto em nossa realidade brasileira € o alto custo
destes exames, em média de 4 a 5 mil dolares americanos, o que dificulta a

aplicagdo em nosso meio.



Fusbes génicas sao eventos frequentes em varias neoplasias malignas,
sendo o cromossomo Filadélfia um dos exemplos mais conhecidos. Esta fusao
corresponde a uma translocagdo cromossOmica reciproca envolvendo os bragos
longos dos cromossomos 9 e 22 (45), e ocorre em mais de 90% dos casos de
leucemia mieldide crénica; sendo, portanto, um marcador de diagndstico nesta
neoplasia.

No CaP a fus&o génica mais comumente encontrada € a TMPRSS2:ERG,
que ocorre em 40 a 80% dos casos. O Transmembrane Protease Serine 2
(TMPRSS2) é um gene que codifica uma proteina de membrana, cuja area
promotora é regulada por androgenos. A fusdo deste gene com o oncogene ERG
(ETS-related gene), da familia ETS (Erythroblast transformation-specific) esta
presente em 50% dos casos de CaP e resulta em hiperexpressdo de genes
relacionados a carcinogénese, como aumento da proliferagdo celular,
crescimento invasivo e aumento da motilidade celular (46-48). O status da fus&o
génica pode ser demonstrado através da Fluorescéncia por Hibridizagao in situ
(FISH) na amostra tecidual, Real-Time PCR (RT-PCR) na urina ou por imuno-
histoquimica (IH) através da analise da expressao da proteina ERG (49). A
técnica de IH para expressdo de ERG tem alta sensibilidade 95,7 - 97,5% e
especificidade 96,5 - 99,4% em relagcdo ao achado de fusao génica por FISH (50,
51).

A fusdo TMPRSS2:ERG foi inicialmente estudada como marcador de
diagnostico (52). Robert et al. observaram a ocorréncia de fusdo génica
TMPRSS2:ERG em amostras de urina comparando-se homogeneamente
grupos de tecido prostatico normal (48 casos), com hiperplasia prostatica
benigna (32 casos) e com CaP (48 casos), e encontraram presenga da fusao
em 8,3% dos casos com hiperplasia, em contraste a 50% nos casos de neoplasia
de préstata (53). Porém pesquisas recentes tém indicado também um possivel
papel da fusdo como marcador de progndstico no CaP, uma vez que foi
observada associagdo da maior ocorréncia da fusdo com a progressao do tumor
e com a evolugéo para a resisténcia a castracao (54, 55).

Demichelis et al. avaliaram o status da fusdo TMPRSS2:ERG em
amostras teciduais de ressecgao transuretral de préstata, por FISH ou por RT-

PCR, em pacientes em “watchful-waiting”, e correlacionaram a presenga da
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fusdo com a histéria natural da doenga; demonstrando que nos pacientes com
presenca da fusdo foi observada maior incidéncia de morte por CaP, com
incidéncia cumulativa de 2,7 (p<0,01, 1C95%=1,3 - 5,8) (56). Caso estes achados
iniciais sejam confirmados, a analise da fusdo pode potencialmente ajudar na
estratificacdo de risco e consequentemente melhorar o manejo dos pacientes
com CaP.

Em contraposigédo, Brooks et al., em estudo multicéntrico, avaliaram a
expressao na pecga cirurgica de ERG e SPINK1 em coorte de 1067 pacientes
submetidos a PR, correlacionando a imunoexpressao com os achados anatomo-
patolégicos. Contraditoriamente, ndo se observou associagdo da expressao
desses biomarcadores com desfechos patologicos desfavoraveis, como
extensdo extracapsular, margens cirurgicas positivas e invasdo das vesiculas
seminais. Além disso, pacientes ERG positivos na analise IH tenderam a ser
mais jovens, a terem menor escore de Gleason, assim como menor valor de PSA
pré-operatorio, quando comparados aos pacientes ERG negativos (57).

Uma vez que a fusdo se mostrou associada ao progndstico, postulou-se
0 uso como marcador de selegao e progndstico em pacientes com CaP de baixo
risco em protocolos de VA. Em estudo prospectivo com pacientes com CaP de
baixo risco selecionados para protocolo de VA, Lin et al. correlacionaram os
escores dos marcadores urinarios PCA3 e TMPRSS2:ERG por RT-PCR em 413
homens do estudo PASS, com os escores de Gleason e volume tumoral na
rebidpsia, e notaram que maior escore de TMPRSS2:ERG na urina foi observado
em pacientes com maior chance de reclassificagdo da bidpsia quanto ao escore
de Gleason (“Upgrading”), OR 1,24 (1C95%=1,01 — 1,53, p=0,05), e ao volume
do tumor, caracterizado pelo percentual de envolvimento em cada fragmento
positivo, OR 1,28 (IC95%=1,10 — 1,49, p=0,001) (58). Cabe ressaltar que este
estudo possui limitagdes, como a sub-amostragem de CaP inerente a biopsia
prostatica, a variabilidade inter-observador no laudo do escore de Gleason, e o
menor poder estatistico por representar uma coorte com baixa amostragem de
casos com progressao para escores de Gleason =7 (8%).

Berg et al., utilizando-se de uma coorte de 265 pacientes em VA com
seguimento de 10 anos, analisaram retrospectivamente a expressao da proteina

ERG em amostra tecidual da primeira bidpsia e correlacionaram com os
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desfechos em termos de reclassificagdo histopatoldgica nas rebidpsias durante
o seguimento. Dos pacientes considerados ERG positivos, 58% sofreram
progresséao e, portanto, sairam do protocolo de VA, contra 22% dos pacientes
ERG negativos. Na analise multivariada, a razdo de chance dos pacientes ERG
positivos de sofrerem progressao global foi de 2,45 (OR=2,45, IC95%=1,62 —
3,72, p<0,0001), concluindo os autores que a expressao tecidual de ERG € um
potencial marcador de selegéo para VA (59). No entanto, o estudo é limitado no
gue condiz a sua natureza observacional, além de inclusdo de pacientes fora
dos critérios estritos de VA, mas principalmente quanto a biépsia de préstata
utilizada ter sido guiada por ultrassom e com amostragem randémica sem 0 uso
de RM e técnicas cognitivas ou de fusdo de imagens para bidpsias guiadas, que
representam a modalidade adequada de bidopsia de acordo com o consenso
Europeu de Urologia (27).

PTEN (Phosphatase and Tensin homolog on chromosome 10) € um dos
genes de supressao tumoral mais frequentemente sub expressos em canceres
humanos e tem sido descrito em mais de dois tercos dos pacientes com CaP
avangado/agressivo. Especificamente, a perda do PTEN em células tumorais
decorre principalmente de dele¢cées gendmicas da regido cromossdmica 10923,
onde o gene reside (60, 61). O PTEN desfosforila intermediarios de sinalizagéo
de lipideos, resultando em desativagao da via phosphoinositide 3-kinase (PI3K)
de sinalizagdo, controlando assim a proliferagdo e crescimento tumoral (62).
Perda ou alteragcdo (mutacdo) genética de pelo menos um alelo do PTEN,
comumente identificada através de FISH, tem sido reportada em
aproximadamente 10% a 70% dos casos de CaP primario (63-67). Em amostras
teciduais comprometidas por tumor, foi possivel encontrar forte concordancia
entre a perda do PTEN obtida pela IH e a delecdo de um ou dois alelos do PTEN
acessados por FISH (68).

Em uma coorte de 4699 pacientes, analisando-se os espécimes de PR, e
57 casos de tumor resistente a castracdo, Krohn et al. demonstraram que a
delecdo do PTEN, analisada por FISH e IH, estava associada com
caracteristicas clinico-patoldgicas adversas e alto risco de recidiva bioquimica
(69). Chaux et al., em estudo retrospectivo envolvendo 902 pacientes com CaP

tratados com PR, analisaram a expressao tecidual do PTEN no espécime
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cirargico por IH. Os pacientes que sofreram recidiva da doenga apresentaram
alta proporcédo de expressao negativa do PTEN (16% contra 11%, p=0,05) e
PTEN marcadamente diminuido (40% contra 31%, p=0,02) quando comparados
ao grupo controle, permitindo concluir que pacientes com PTEN negativo e/ou
diminuido tem maiores chances de sofrerem recorréncia da doenca,
independentemente dos achados clinico-patolégicos (70).

Em amostras teciduais de PR, bidpsias prostaticas em pacientes tratados
com hormonoterapia primaria, ressecc¢des transuretrais em pacientes com CaP
castracao-resistente e metastases de CaP castracdo-resistente de 701
pacientes, Leinonen et al. demonstraram alta frequéncia da dele¢cao do PTEN
em casos mais avangados, além da forte associacdo com a baixa sobrevida livre
de progressao; entretanto, tais achados foram observados apenas nos casos em
que os pacientes eram concomitantemente ERG positivo, sugerindo associagéo
entre os dois genes (71).

Contraditoriamente aos achados de Leinonen et al., a dele¢édo do PTEN
demonstrou utilidade prognostica semelhante independente da expresséo do
ERG no estudo conduzido por Reid et al., com 308 pacientes com CaP
manejados conservadoramente, onde os autores demonstraram que a delecao
do PTEN em conjunto com auséncia de fusdo TMPRSS2:ERG, ambos avaliados
por FISH, esteve associada a menor sobrevida cancer-especifica em 11 anos
de seguimento (13,7% vs. 85,5% na presenca de delecdo de PTEN associada a
presenga da fusdo TMPRSS2:ERG) (72). Como Leinonen, outros estudos
observaram pior sobrevida na delecdo do PTEN associada a fusao
TMPRSS2:ERG (71, 73, 74).

Em relacdo ao uso do PTEN como biomarcador nos pacientes em VA,
a literatura é escassa existindo apenas duas séries publicadas. Tosoian et al.,
em estudo caso-controle utilizando pacientes da coorte de VA com CaP de baixo
risco da Johns Hopkins, avaliaram 67 amostras teciduais de bidpsia prostatica
com reclassificagado para escores de Gleason 3+4 ou 4+3. Comparativamente
aos 65 controles com escore de Gleason 6 e seguimento minimo de 8 anos em
VA, os autores observaram que a perda de PTEN avaliada por IH n&o esteve

associada a maior chance de progressao do escore de Gleason (75).
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Embora existam dados sobre a fusdo TMPRSS2:ERG como marcador de
prognostico no CaP, percebe-se que ainda existem resultados dispares e
controversos quanto a sua utilizagdo no manejo dos pacientes em protocolos de
VA - em razdo dos achados descritos serem diversos e oriundos de séries
retrospectivas. Semelhantemente, a presenca de poucos estudos e a ocorréncia
de resultados contraditorios justificam a realizacdo de novos estudos sobre a
expressdo do PTEN e o progndstico do CaP. Nenhum estudo avaliou em
conjunto o papel destes dois biomarcadores em conjunto com os resultados da
ressonancia multiparamétrica como preditores de doenca de maior
agressividade e reclassificagdo na rebiopsia de pacientes em protocolo de VA.
Acreditamos que algumas respostas necessitam serem respondidas quanto ao
real papel destes biomarcadores como fator de prognostico em pacientes com
doenca de muito baixo risco e postulamos que a perda de PTEN e a presenca
da fusdo TMPRSS2:ERG estdo associadas a maior chance de progressao e ao

prognostico dos pacientes em VA.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo primario

Correlacionar a ocorréncia da fusdo TMPRSS2:ERG caracterizada pela
expressao proteica de ERG e a expressédo do PTEN por imuno-histoquimica em
amostras de biopsias prostaticas com a chance de progressédo, com o escore de
PI-RADS da RM e com os fatores de progndstico de pacientes com CaP de muito
baixo risco em vigilancia ativa.

Correlacionar os fatores de progndsticos classicos e a sobrevida livre de
recorréncia bioquimica com a expressao proteica de ERG e PTEN por imuno-
histoquimica na bidpsia e no espécime cirurgico dos pacientes com CaP de muito
baixo risco que progrediram durante a vigilancia ativa e que foram tratados com

cirurgia.

2.2 Objetivo secundario

Correlacionar a ocorréncia da fusdo TMPRSS2:ERG caracterizada pela
expressao proteica de ERG e a expressédo do PTEN por imuno-histoquimica em
amostras de biopsias e espécimes cirurgicos com os fatores de prognostico e a
sobrevida livre de recorréncia bioquimica de pacientes com CaP de muito baixo
risco tratados diretamente com cirurgia, com o objetivo de validar os achados da

série de vigilancia ativa.
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3 METODOS

3.1 Pacientes e amostras

Analisamos a expressao proteica de ERG e PTEN em amostras teciduais
de material parafinado de duas séries; a primeira de pacientes com CaP de muito
baixo risco em protocolo de vigilancia ativa que sao seguidos prospectivamente
em nossa instituicdo, e a segunda de pacientes com diagndstico de CaP de muito
baixo risco que eram candidatos a VA, mas que foram tratados imediatamente
com cirurgia (PR), no intuito de validar os resultados dos biomarcadores testados

na primeira série.

3.2 Série de pacientes em vigilancia ativa

Avaliamos retrospectivamente todos os pacientes incluidos em protocolo
de VA para CaP de muito baixo risco em acompanhamento no Servico de
Urologia do Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo (ICESP) a partir de 2013.
O primeiro paciente incluso no nosso estudo foi em 06 de Fevereiro de 2013, e
o ultimo paciente recrutado ocorreu em 10 de Agosto de 2018. Os pacientes que
preencheram os critérios de incluséo, exclusao e que concordaram em participar
do estudo preencheram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE,

apéndice 1), e foram selecionados para o estudo.

3.2.1 Critérios de inclusao

1) Idade entre 50 e 75 anos;

2) Bidpsia inicial com no minimo 12 fragmentos; mais fragmentos guiados
cognitivamente se area suspeita PI-RADS 23 na RM;

3) Cancer de prostata escore de Gleason < 6; confirmado na revisdo de lamina
em nossa instituicio;

4) PSA total < 10 ng/mL;

5) Densidade de PSA < 0,15 ng/mL/cm?3;
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6) Presenca de < 3 fragmentos positivos;

7) < 50% de envolvimento neoplasico em cada fragmento;
8) Estadio clinico ao toque retal < cT2a;

9) Realizagao de RM.

3.2.2 Critérios de exclusao

1) Recusa em participar do protocolo de VA,

2) Impossibilidade de recuperagao das laminas e blocos das biopsias originais;

3) Expectativa de vida menor que 10 anos;

4) Radioterapia pélvica prévia;

5) Antecedente de amputagcdo abdomino-perineal de reto pela dificuldade de
realizagédo de bidpsias no seguimento;

6) Auséncia de tecido tumoral suficiente para realizagdo da analise imuno-

histoquimica.

Cento e vinte pacientes foram selecionados para o protocolo de VA. Foi
realizada revisao de lamina por uro-patologista unico (LC) em todos os casos em
que o diagnostico de CaP foi estabelecido por biopsia externa ao complexo
HCFMUSP. Todos os pacientes selecionados neste protocolo de VA foram
também submetidos a nova bidpsia de préstata confirmatéria em até 6 meses;
conforme preconizam os consensos de VA (76, 77). Todos os pacientes
realizaram RM multiparamétrica de prostata com aparelho 3 Teslas, onde as
areas suspeitas para cancer foram classificadas de acordo com a classificagao
PI-RADS v2.1 (78). Todos os laudos de RM foram revistos por uro-radiologista
experiente (PV).

Os pacientes que mantinham os critérios de CaP de muito baixo risco
permaneciam em VA, com avaliagcdes periddicas de PSA a cada 6 meses, exame
fisico com toque retal anual, RM a cada 1 - 2 anos, e rebiopsia de prostata a
cada 1 - 2 anos ou elevacédo de PSA > 10 ng/mL ou piora do toque retal (cT2b)
ou se piora do PI-RADS na RM.
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Foi definido, no protocolo a época, que a taxa de progressao geral da
neoplasia se daria pelo surgimento de pelo menos um dos seguintes critérios
durante o seguimento: a) PSA sérico >10 ng/mL, b) progressao do estadio clinico
> cT2a, ¢) numero de fragmentos positivos na rebiopsia > 3, d) escore de
Gleason da rebiopsia > 6, e) presenga de > 50% de envolvimento de qualquer
fragmento acometido. Os pacientes que preencheram pelo menos um dos
critérios de progresséao foram re-estadiados e oferecidos tratamento curativo por
prostatectomia radical ou radioterapia externa. Os pacientes tratados foram
acompanhados periodicamente com dosagens de PSA seriadas (3, 6, 12, 18,
24, 30, 36, 42, 48 meses e apds anualmente), e considerados com recidiva
bioquimica aqueles operados com PSA > 0,2 ng/mL ou PSA maior que 2,0 ng/mL
acima do nadir naqueles tratados com radioterapia externa.

Foram avaliadas as expressoes das proteinas ERG e PTEN através de IH
em bidpsia de préstata com area tumoral representativa do tumor Gleason 6 que
poderia ser oriunda da bidpsia inicial ou das biépsias confirmatéria ou de
seguimento. Nos casos com progresséo e que foram tratados com cirurgia, as
expressodes das proteinas ERG e PTEN também foram avaliadas nos espécimes
cirargicos, em amostra representativa do escore de Gleason global dado pelo

patologista na revisdo de l&minas do caso.

3.3 Série de candidatos a vigilancia ativa e tratados com cirurgia

Avaliamos retrospectivamente a bidpsia e achados intraoperatérios de
109 pacientes com CaP localizado de muito baixo risco candidatos a VA, mas
que foram tratados diretamente com cirurgia em nossa instituigdo, e com
seguimento pos-operatorio minimo de 12 meses; sendo o primeiro caso operado

em 12 de fevereiro de 2007 e o ultimo em 14 de dezembro de 2012.

3.3.1 Critérios de inclusao

1) Idade entre 50 e 75 anos;

2) Bidpsia inicial com no minimo 12 fragmentos;
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3) Cancer de prostata escore de Gleason < 6; confirmado na revisdo de lamina
em nossa instituicio;

4) PSA total < 10 ng/mL;

5) Densidade de PSA < 0,15 ng/mL/cm?3;

6) Presenca de < 3 fragmentos positivos;

7) < 50% de envolvimento neoplasico em cada fragmento;

8) Estadio clinico ao toque retal < cT2a.

3.3.2 Critérios de exclusao

1) Impossibilidade de recuperagéo das Iaminas e blocos das bidpsias originais;
2) Radioterapia pélvica prévia;
3) Auséncia de tecido tumoral suficiente para realizagdo da analise imuno-

histoquimica.

De modo semelhante ao que fizemos na série de VA, avaliamos as
expressdes das proteinas ERG e PTEN através de IH em bidpsia de préstata
com area tumoral representativa do tumor Gleason 6 e no espécime cirurgico. O
critério de recorrécia bioquimica apds tratamento cirurgico foi o mesmo adotado

na série de VA.

3.4 Anadlise da expressao das proteinas ERG e PTEN por IH

As anadlises para a imunoexpressao nuclear da proteina ERG e para a
perda da imunoexpressao nuclear e citoplasmatica da proteina PTEN foram
realizadas conforme descrito previamente na literatura (49, 59, 68, 70). As
reagdes imuno-histoquimicas foram realizadas em fragmentos selecionados de
biépsias de préostata apresentando adequada representatividade tumoral e no
espécime cirurgico, também em area representativa do escore de Gleason global
dado pelo patologista na revisdo do caso. Os blocos de parafina foram obtidos a
partir dos arquivos da Divisao de Anatomia Patologica do HCFMUSP e do Setor
de Anatomia Patologica do ICESP. Foram utilizados os seguintes anticorpos

primarios: (1) ERG (clone EP111 monoclonal de coelho, Medaysis), na titulacéo
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de 1:400; e (2) PTEN (clone D4.3 monoclonal de coelho, Cell Signalling), na
titulagdo de 1:50, ambos com polimero Novolink. O procedimento imuno-
histoquimico seguiu as seguintes etapas técnicas:

1. Desparafinizacdo dos cortes de 3y de espessura do material incluido em
parafina; incubag&o com xilol a 60°C por 20 minutos, seguida de outra incubagao
com xilol a temperatura ambiente por 20 minutos.

2. Hidratagao dos cortes em concentragdes de Etanol a 100% com 3 banhos de
30 segundos cada, Etanol a 95%, 80% e 70% por 30 segundos, lavagem em
agua corrente e agua destilada.

3. Recuperacédo antigénica mediante incubagdo das laminas em solugdo de
tampéo Tris-EDTA, pH 9.0 (PMB1-125) Spring Bioscience — para PTEN e ERG,
em panela a vapor (apos a fervura da agua da panela com a cuba de solugéo de
recuperacao), colocando o suporte de laminas por 35 minutos. Esfriamento por
20 minutos a temperatura ambiente. Lavagens em agua corrente e agua
destilada.

4. Bloqueio da peroxidase endégena com agua oxigenada (H202) a 6% diluida
em metanol, em trés banhos de 10 minutos cada. Lavagens em agua corrente e
agua destilada. Lavagem com solug&o salina tamponada com fosfatos (PBS) 10
mM em pH 7,4 por 5 minutos.

5. Bloqueio de proteinas com Cas Block™ (Invitrogen by Life Technologies) por
10 minutos a 37°C. Escorreamento e incubagdo com o anticorpo primario.

6. Incubacéo das laminas com anticorpo primario (especifico para o antigeno)
diluido em solu¢do de albumina bovina (BSA) (SIGMA, E.U.A.) a 1,0% e azida
sédica NaNs (Inlab, Sdo Paulo) 0,1% em PBS, em camara umida: 30 min. a 37°C
e, em seguida, 18 horas (overnight) a 4°C. Lavagens em tampao PBS com 3
trocas de 5 minutos cada.

7. Incubacdo em estufa com o anticorpo pos-primario (Post Primary Block,
NovoLink Max Polymer Detection System, Leica Biosystems, Newcastle Ltd),
Ref. RE7 159, por 30 minutos a 37°C. Lavagens com tamp&o PBS com 3 trocas
de 5 minutos cada.

8. Incubagao com polimero marcado com enzima peroxidase de rabano silvestre

(HRP) (NovoLink Polimer, NovoLink Max Polymer Detection System, Leica
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Biosystems, Newcastle Ltd), Ref. RE7161, por 30 minutos a 37°C. Lavagens com
tampao PBS com 3 trocas de 5 minutos cada.

9. Revelagdo com solucdo de substrato cromogénico contendo
diaminobenzidina (Sigma, E.U.A.) a 0,10%, perdxido de hidrogénio a 0,06%,
dimetil sulfoxido (Labsynth) a 1% em PBS, em banho de 5 minutos, a 37°C.
Lavagens em agua corrente e agua destilada.

10. Contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris por 1 minuto, lavagens em
agua corrente e agua destilada. Imersao rapida em agua amoniacal (sol. de
hidroxido de aménia 0,5%) seguido de lavagens em agua corrente e agua
destilada.

11. Desidratagao dos cortes em banhos de etanol a 50%, 80%, 95% e etanol
absoluto (3 trocas de 1 minuto cada), diafanizagdo em banhos de xilol (3 trocas
de 1 minuto cada) e montagem em meio permanente (Entellan, Merck, cod.
1.07961.0100) com laminula.

Realizamos as reagdes imuno-histoquimicas das amostras de bidpsia
prostatica de forma convencional conforme descrito acima, apos selecionar
adequada representatividade tumoral em revisdo de lamina do caso e marcagéo
do bloco de parafina original. Para a analise IH dos espécimes cirurgicos da série
de VA e série de validagéo, utilizamos a técnica de tissue microarray (TMA), a
fim de otimizar as rea¢des, com diminuigdo do uso de reagentes e anticorpos,
com economia de tempo e uniformidade das reagoes, e preservando o uso direto

dos blocos originais (figura 1).

Figura 1 — TMA evidenciando spot tumoral de CaP Gleason 6. A) Vista
panoramica do TMA exibindo spots tumorais e ndo tumorais. H&E, 20x. B) Spot
tumoral contendo cerca de 40% de carga tumoral representada por Gleason
padrao 6(3+3). H&E, 40x. C) Detalhe do mesmo spot tumoral anterior H&E, 100x.
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Confeccionamos os blocos receptores de TMA de acordo com a técnica
usual com parafina de pureza elevada a 56°C, em molde com cassete comum,
sendo mantidos em estufa a 60°C overnight. Apos, foram levados a geladeira
para rapida solidificacado. Posteriormente, receberam acabamento em micrétomo
rotativo para assegurar superficie reta e lisa. Dessa maneira, determinada a
profundidade entre 0,8 e 0,9 cm, o bloco receptor ficou apto a receber cilindros
doadores de 1 mm de de diametro. Todas as amostras dos espécimes cirurgicos
foram marcadas por um unico uropatologista (LC) em area tumoral
representativa, tanto na lamina de H&E quanto nos blocos respectivos de
parafina, fazendo-se entao a planilha-mapa contendo os niumeros de cada bloco

doador. Na figura 2 mostramos as etapas de constru¢do do TMA.

FONTE: Pontes JR, J, 2009.
Figura 2 — Etapas da confec¢gdo do TMA.

Foram mantidos os espacamentos de mesma medida horizontal e vertical.
O bloco receptor entao foi fixado na base do aparelho, com ajuste adequado dos
eixos X e Y para centralizagdo do TMA no bloco receptor. Seguiu-se a perfuragcéo
do bloco receptor com agulha azul, desprezo da parafina extraida e
posicionamento do bloco doador, com perfuragdo exata da regido marcada pelo
patologista, com agulha vermelha. Ocorreu entdo a transferéncia do material
para o bloco receptor; e apos todos os spots transferidos, o bloco foi nivelado
em superficie lisa sob estufa a 60°C (figuras 03 e 04). O bloco de TMA continha
sequencialmente 3 amostras de tecido tumoral prostatico do mesmo bloco
doador/paciente, intercalados com 2 amostras de tecido n&o-maligno,
perfazendo 5 spots de cada caso. Cada spot mediu 1 mm de diametro. Cada

bloco de TMA abrigou cerca de 150 spots de leitura. Para o presente estudo
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foram produzidos 5 diferentes blocos de TMA. Prosseguiu-se entédo a secgao dos

blocos de TMA com microtomo e realizamos as reagdes |IH previamente

descritas.

FONTE: Pontes JR, J, 2009.
Figura 3 — Amostragem e inclusdo no bloco receptor.

Figura 4 — Bloco receptor do TMA contendo os cilindros com as amostras do
tecido a ser estudado.
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As laminas contendo os cortes histologicos submetidos as reagdes IH
foram avaliadas em microscopio 6ptico por um unico uropatologista (LC),
desprovido de informagdes clinicas ou evolutivas. Foi realizada analise
dicotdbmica (positiva ou negativa) para a avaliagdo da imunoexpresséo nuclear
de ERG e qualquer intensidade de expressdao em lamina de bidpsia ou de spots
tumorais foi considerada como expressao positiva. As células endoteliais com

imunomarcacgao nuclear foram usadas como controle interno positivo (49, 59)

(figura 5).

Figura 5 — Expressado de ERG por IH de espécime cirurgico e bidpsia prostatica.
A) Exemplo de expressao nuclear positiva de ERG por IH em spot com amostra
tumoral de espécime cirurgico em TMA (Gleason 3+3). Imunoperoxidase, 40x. B)
Detalhe do spot tumoral do caso anterior. Imunoperoxidase, 100x. C) Expressao
positiva de ERG por IH em amostra de biopsia prostatica por agulha.
Imunoperoxidase, 400x.

A avaliacdo da perda de imunomarcagdo nuclear e citoplasmatica da
proteina PTEN também foi realizada com categorizagéo dicotdmica (positivo=
manuteng¢ao ou negativo= perda). O epitélio glandular adjacente e/ou os spots
nao-tumorais serviram como controle interno positivo (figura 6). O padrdo
an6malo de imunoexpressdo consistiu na auséncia ou intensa reducdo da
marcagao nuclear ou citoplasmatica em todas as células tumorais da amostra
(68, 70). A perda de expressao na lamina de biopsia ou em qualquer um dos 3

spots tumorais de cada caso foi considerado como PTEN negativo.
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Figura 6 — Expresséo de PTEN por IH em bidpsia prostatica. A) Amostra tumoral
(Gleason 3+3) apresentando perda da imunoexpressdao nuclear de PTEN.
Podemos observar o contraste com o filete nervoso (controle interno) circundado
por tumor. Imunoperoxidase, 100x. B) Detalhe do caso A. Imunoperoxidase,
400x. C) Contraste da neoplasia com os elementos estromais e a perda de
expressao do PTEN. Imunoperoxidase, 200x.

3.5 Correlagao prognéstica da fusao TMPRSS2:ERG e da perda do PTEN

no cancer de prostata de muito baixo risco

3.5.1 Série de vigilancia ativa

As expressdes das proteinas ERG e PTEN no tumor Gleason 6 na bidpsia
de préstata, analisadas isoladamente e em conjunto, foram correlacionadas com
os critérios de progresséo abaixo descritos, durante a VA, a fim de caracteriza-
los como marcadores de prognostico no CaP de muito baixo risco:

e Escore de Gleason > 6 na bidpsia confirmatodria ou nas bidpsias de
seguimento;

e Numero de fragmentos positivos > 3 na bidpsia confirmatoria ou
nas biopsias de seguimento;

e Presenca de > 50% de envolvimento de qualquer fragmento
acometido na biopsia confirmatoria ou nas bidpsias de seguimento;

e Surgimento de PSA >10 ng/mL ou progressao do estadio clinico >
cT2a durante o seguimento.

As expressdes de ERG e PTEN na bidpsia e espécime cirurgico também

foram correlacionadas com a ocorréncia dos seguintes achados desfavoraveis
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no produto de PR nos casos com progressao tratados com cirurgia: escore de
Gleason = 7, estadio patologico = pT3, margens cirurgicas positivas e didmetro
tumoral > 19 mm do nédulo dominante.

O significado da quantificagdo tumoral no prognéstico do CaP é
controverso, inclusive com falta de consenso para o melhor método para
avaliacdo. As maneiras mais comumente utilizadas sdo a estimativa visual do
volume tumoral e maximo didametro tumoral (MDT) do nddulo indice. O parémetro
de volume tumoral no espécime cirurgico como fator progndstico permanece
assunto controverso na literatura. Diversos autores ndo encontraram associagao
do volume tumoral com piores desfechos anatomo-patologicos, em analise
multivariada (79-82). Porém encontramos descrigdo de volume tumoral como
preditor independente de pior desfecho (14, 83-85). Uma das dificuldades em se
avaliar o volume tumoral é o procedimento dispendioso e demorado, além da
necessidade de analise complexa por meio de métodos computadorizados. Um
trabalho classico de Stamey (86), baseado em espécimes cirurgicos de
cistoprostatectomia radical para tratamento do cancer de bexiga, descreveu o
cut-off de volume tumoral de 0,5 cm? para definigdo de cancer significante, e que
foi confirmado por outros autores (87). O MDT do ndédulo dominante é uma
medida simples e comum (88, 89), e mostrou impacto na recorréncia bioquimica
em algumas grandes séries (89-91). No entanto, MDT também n&o se
correlacionou com maior falha bioquimica em outras séries (92-94). Devido a
controvérsia do papel da quantificagdo tumoral no CaP, no nosso estudo
consideramos o MDT do nédulo dominante, devido sua objetividade e
simplicidade, e facil reprodutibilidade (92, 95).

Correlacionamos as expressdes de PTEN e ERG, isoladamente e em
conjunto, na bidpsia e espécime cirurgico com a sobrevida livre de recidiva
bioquimica, que foi definida por PSA > 0,2 ng/mL nos pacientes submetidos a
PR e aumento absoluto de PSA de 2 ng/mL acima do nadir nos pacientes
submetidos a radioterapia externa. Comparamos também as imunoexpressdes
de ERG versus PTEN na bidpsia e no espécime cirurgico nos pacientes com
progresséo tratados com cirurgia.

Correlacionamos a piora da classificacdo de PI-RADS com as expressdes

proteicas de ERG e PTEN na biopsia. Realizamos analise univariada e
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multivariada dos preditores de progresséao por escore de Gleason durante a VA,
incluindo dados clinico-patolégicos (PSA, PSAd, numero de fragmentos,
porcentagem do fragmento acometido), escore de PI-RADS e imunoexpressao
de ERG e PTEN.

3.5.2 Série de candidatos a vigilancia ativa e tratados com cirurgia

A andlise das expressdes das proteinas ERG e PTEN na bidpsia de
préstata e no espécime cirurgico de prostatectomia radical, isoladamente e em
conjunto, foram correlacionadas com os seguintes dados anatomo-patologicos
desfavoraveis: escore de Gleason = 7, estadio patoldgico pT3, margens
cirurgicas positivas e diametro tumoral > 19mm, além da recidiva bioquimica e
da sobrevida livre de recidiva bioquimica. Igualmente a série de VA, avaliamos
as imunoexpressodes de ERG versus PTEN, tanto na bidpsia quanto no espécime

cirurgico.

3.6 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com auxilio do programa STATA verséo
16.0 (StataCorp LP, College Station, Texas). A distribuicdo de frequéncias
(numero de casos e percentual) foi utilizada para descrever as variaveis
categdricas e as medidas de tendéncia central (média e mediana) e de
variabilidade (variagao e desvio-padrao) para as variaveis numéricas. O teste de
frequéncias do qui-quadrado foi empregado para explorar as associag¢des entre
PTEN e ERG com as variaveis clinicas e patolégicas em tabelas de contingéncia,
e o teste exato de Fisher em tabelas 2x2 quando pelo menos uma frequéncia
esperada foi menor que 5. O modelo de regresséo logistica foi considerado para
estimar a raz&o de chances (Odds Ratio) e respectivo intervalo de confianga (IC)
de 95% a fim de verificar o grau de associagao/impacto entre as variaveis.
Verificou-se a associacdo entre a expressao destes marcadores com a
progresséo durante a VA de acordo com os 4 critérios adotados e a classificagao
de PI-RADS. Para analise da razdo de chances na progressao por escore de

Gleason, foram utilizados modelos de regressdo logistica univariada e
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multivariada, incluindo ou ndo a RM, através da técnica stepwise e selecao
backward.

Nos casos com progressdao e que foram tratados com cirurgia ou
radioterapia, a técnica de Kaplan Meier foi utilizada para estimar a probabilidade
de sobrevida livre de recidiva bioquimica e as curvas de sobrevida das variaveis
foram comparadas através do teste de logrank. Os riscos relativos (RR) e
respectivos intervalos de confianca de 95% foram estimados através do modelo
de regressao de Cox.

Na série de pacientes com critérios para vigilancia ativa e que foram
operados, as mesmas analises estatisticas foram aplicadas, com excecao da
correlagdo com a progressao, ja que nenhum destes pacientes foi conduzido
com vigilancia ativa.

O nivel de significancia de 5% foi considerado para todos os testes

estatisticos.
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4 RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 Série de pacientes em vigilancia ativa

4.1.1 Caracteristicas clinico-demograficas e seguimento

Dos 120 pacientes iniciais, excluimos 3 pela impossibilidade de
recuperacao da bidpsia original externa, 1 pela auséncia de neoplasia maligna
na revisao anatomo-patolégica, e 1 por reclassificagdo para ISUP grau 2 na
revisao de lamina. E por fim em outros 14 pacientes havia material insuficiente
na biopsia inicial para prosseguir com as analises imuno-histoquimicas. A tabela
1 mostra as caracteristicas demograficas e clinicas dos 101 pacientes inclusos
no protocolo de VA, e a tabela 2 mostra os resultados das biopsias iniciais,

confirmatorias e rebiopsias durante o seguimento.

Tabela 1 — Caracteristicas clinico-demograficas dos pacientes em VA

Pacientes (n=101)

Idade a entrada do estudo, em anos,

Média (Desvio Padrao) 66,49 (6,18)
Mediana (minima - maxima) 67 (50 - 75)
Volume prostata*, em mL
Média (Desvio Padrao) 57,9 (22,15)
Mediana (minima - maxima) 55,0 (22,5 - 137)
PSA, em ng/mL,
Média (Desvio Padrao) 6,1(2,16)
Mediana (minima - maxima) 6,0 (1,2-10,0)
PSAd*,
Média (Desvio Padrao) 0,11 (0,04)
Mediana (minima — maxima) 0,12 (0,03 - 0,15)

PSA= Antigeno prostatico especifico. *medido por Ultrassonografia Trans-retal.
**densidade de PSA (valor PSA/volume da préstata).
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Tabela 2 — Caracteristicas das bidpsias no protocolo de VA

Numero de Porcentagem
Escore de Gleason fragmentos dos fragmentos
positivos acometidos
USENCIA 3.3 344 443 444 <3 >3 <50% >50%
de tumor
biépsia original ) ) ) ) ) )
(N=101) 101 101 101
bidpsia
confirmatoria 17 38 32 12 2 48 36 60 24
(N=101)
22 re-bidpsia
(N=27) 8 9 8 1 1 12 7 14 5
32 re-biopsia
(N=9) 2 5 2 - - 5 2 6 1

Dados s&o N (numeros).

O tempo maximo de permanéncia dos pacientes no protocolo de VA, da
data do recrutamento até a analise dos dados, foi de 7 anos. A progressao geral
durante o seguimento é mostrada na figura 7. Durante os primeiros 12 meses de
vigilancia, dos 101 pacientes iniciais, 59 apresentaram algum dos 4 critérios de
progressédo, com 57 pacientes sendo retirados do protocolo e submetidos a

intervengao (tabela 3).

Durante o seguimento médio de 4,1 anos, 81 pacientes apresentaram
algum critério de progressao, sendo 60 deles com progressdo do escore de
Gleason (com ou sem outros critérios associados). Apos a terceira re-bidpsia, 23
pacientes permaneceram em VA no seguimento médio de 61,8 meses; e 74
pacientes foram submetidos a tratamento curativo (53 com PR e 21 com RDT),
com 2 pacientes tratados com hormonioterapia definitiva devido comorbidades
clinicas (um com progresséo por escore de Gleason e outro por elevagao de
PSA). Dos pacientes submetidos a PR, 3 foram tratados por desejo do paciente
e sem critérios de progressao. Dois pacientes operados evoluiram a 6bito (um
deles 42 dias apos PR por evento coronariano agudo, e outro 3 anos apds a

prostatectomia radical por neoplasia de reto metastatico).
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Dos 53 pacientes operados, 2 realizaram procedimento cirurgico em
servico externo. Dos 51 restantes e avaliados, 10 apresentaram no espécime
cirurgico escore de Gleason 6 e 41 escore de Gleason =7; 37 apresentaram
estadio patoldgico pT2 e 14 estadio pT3; 39 apresentaram margens cirurgicas
livres e 12 margens cirurgicas positivas; e 35 tinham diametro tumoral <19mm e

16 didmetro tumoral >19mm.

No seguimento pos-tratamento médio de 39,7 meses, 7 pacientes
apresentaram recidiva bioquimica. Nenhum dos 21 pacientes submetidos a

radioterapia externa apresentou RB.

Tabela 3 — Seguimento durante VA (continua)

Tempo de VA Status durante/ao final Progressao até o final do
Seguimento do periodo periodo

Primeiro ano 101 manteve VA 42*  sem progressao 42*
(bidpsia tratamento 57**  qualquer progressao 59
confirmatoria) curativo
PR 42 apenas progressao 14
por escore Gleason
RDT 15 apenas progressao 7
por n. fragmentos
HT 2***  apenas progressao 1
por % fragmentos
acometidos
apenas progressao 1
por PSA
progressao por 9
Gleason e n.
fragmentos
progressao por 3
Gleason e %
fragmentos
acometidos

progressao por n. € % 3
fragmentos
acometidos

progressao por 16
Gleason, n.

fragmentos e %

fragmentos

acometidos

progressao por n. 1
fragmentos e PSA
progressao por 3
Gleason e PSA

progressao por 1
Gleason, %

fragmentos e PSA

progresséao por todos 0
os critérios
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Tempo de VA Status durante/ao final

Seguimento do periodo

Progressao até o
final do periodo

Segundo ao 42  manteve VA

Terceiro ano tratamento
curativo

(22 re-bidpsia) PR

RDT

Obito e

Quarto ao 27 manteve VA

Quinto ano tratamento
curativo

(3% re-bidpsia) PR
RDT

perda de
seguimento

27

14

9

5

23

Sem progressao
qualquer progressao

apenas progressao
por escore Gleason
apenas progressao
por n. fragmentos
apenas progressao
por PSA
progressao por
Gleason e n.
fragmentos
progressao por
Gleason e %
fragmentos
acometidos
progressao por n. € %
fragmentos
acometidos
progressao por
Gleason, n.
fragmentos e %
fragmentos
acometidos
progressao por
Gleason e PSA

sem progressao
qualquer progressao

apenas progressao
por escore Gleason
apenas progressao
por n. fragmentos
apenas progressao
por PSA
progressao por
Gleason, n.
fragmentos e %
fragmentos
acometidos
progressao por
Gleason e n.
fragmentos

24
17

22

VA= Vigildancia Ativa; PR= Prostatectomia Radical; RDT= Radioterapia Externa;

HT=Hormonioterapia; PSA= Antigeno prostatico especifico; Dados em numeros.

*3 pacientes com progressao optaram manter VA; **3 pacientes optaram por tratamento
curativo (cirurgia) sem nenhum fator de progressao; 2 realizaram cirurgia em servigo
externo; ***devido comorbidades clinicas (cardiovasculares + insuficiéncia renal); ****6bito

por cirrose hepatica no seguimento.



35
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Figura 7 — Progressédo geral e por escore de Gleason durante Vigilancia Ativa
em 101 pacientes com CaP de muito baixo risco

4.1.2 Imunoexpressoes de ERG e PTEN em bidpsia e espécime cirurgico na

série de vigilancia ativa

Dos 101 casos, 6 apresentaram resultado ndo-avaliavel para PTEN e 5
para ERG na biopsia, devido auséncia de tumor na ladmina (N=1) ou
impossibilidade de leitura da reacdo (N=10). As expressdes de ERG, PTEN e
suas combinacdes, em bidpsia, sdo mostradas na tabela 4. Observamos que a
expressao positiva de ERG ocorreu em 38 (39,6%) dos casos, e auséncia de
expressdo em 58 (60,4%) casos. Ja expressédo negativa (perda) de PTEN foi

vista em 12 (12,6%) casos, com expressao positiva em 83 (87,4%) casos.

Dos 51 pacientes operados nesta série, encontramos expressao positiva
de ERG no espécime cirurgico em 18 (35,3%) casos, e expressao negativa em
33 (64,7%) dos casos. Em relagcdo ao PTEN, foi observada expressao negativa

em 21 (41,2%) casos, e expressao positiva em 30 (58,8%) casos (tabela 5).
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Tabela 4 — Imunoexpressao de ERG e PTEN em biépsia, em 101 pacientes em

VA
ERG N (%) PTEN N (%)
Positivo 38 (39,6) Positivo 83 (87,4)
Negativo 58 (60,4) Negativo 12 (12,6)
NA 5 NA 6
ERG -/ PTEN + 51 (53,7)
ERG +/PTEN + 32 (33,7)
ERG -/ PTEN - 6 (6,3)
ERG +/PTEN - 6 (6,3)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; NA= n&o avaliavel.

Tabela 5 — Imunoexpressdo de ERG e PTEN no espécime cirurgico, em 51
pacientes operados na série de VA

ERG
Positivo
Negativo

ERG -/ PTEN +
ERG +/PTEN +

ERG -/ PTEN -
ERG +/PTEN -

N (%)
18 (35,3)
33 (64,7)

18 (35,3)
12 (23,5)
15 (29,4)
6 (11,8)

PTEN
Positivo
Negativo

N (%)
30 (58,8)
21 (41,2)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; NA= nao avaliavel.

4.1.3 Correlagao da imunoexpressao de ERG em bioépsia com os critérios

de progressao e os fatores prognoésticos na série de vigilancia ativa

Na tabela 6 estdo as correlagcdes entre a expressao de ERG na bidpsia e

chance de progressdo geral e também de acordo com os 4 critérios de

progressdo adotados, enquanto a tabela 7 mostra a correlagdo com a

classificagcdo de PI-RADS da RM. Nao houve associagao entre a expressao

positiva de ERG com a chance de progressao geral durante a VA (78,9% contra

74,1%, p=0,589).
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Encontramos tendéncia (p=0,173) a progressédo por aumento do escore
de Gleason no grupo ERG positivo (65,8% contra 51,7%). Nao encontramos
diferenca significativa quanto aos critérios de progressao numero de fragmentos
acometidos, porcentagem de acometimento ou elevagao de PSA >10 ng/mL. Em
relacdo ao aumento do escore de PI-RADS, notamos diferenga significativa entre
0s grupos, com percentual maior de PIRADS 24 no grupo com expressao
positiva de ERG (78,9% contra 56,9%, p=0,026). Pelo Odds Ratio, temos que a
chance de aumento do PI-RADS com a expressao positiva de ERG é 2,8 vezes
maior que no grupo ERG negativo (tabela 7).

Tabela 6 — Correlagdo da imunoexpressdo de ERG em bidpsia de acordo com
os critérios de progressao durante a VA em 96 pacientes

ERG Bx

Variavel Categoria  Positivo Negativo p-valor OR 1C95%

N (%) N (%)
Progresséo Sim 30(78,9) 43(741) 0,589 1,308 0,493 ; 3,474
geral Nao 8 (21,1) 15 (25,9)
Progresséao por 7 25(65,8) 30 (51,7) 0,173 1,795 0,771 ; 4,179
escore de <6 13 (34,2) 28 (48,3)
Gleason
Progresséao por >3 18 (47,4) 20 (34,5) 0,207 1,710 0,741; 3,945
namero <3 20 (52,6) 38 (65,5)
fragmentos

Progressao por % >50 12 (31,6) 14 (24,1) 0,422 1,450 0,583 ; 3,607

fragmentos <50 26 (68,4) 44 (75,9)
Progresséo >10 5(13,2) 9 (15,5) 0,749 0,825 0,254 ;2,682
por PSA <10 33(86,8) 49 (84,5)

ERG= ETS-related gene; Bx= biopsia; N= numero; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianga;
PSA= antigeno prostatico especifico.
p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.

Tabela 7 — Correlagdo da imunoexpressdo de ERG em bidpsia de acordo com
escore de PI-RADS durante a VA em 96 pacientes

ERG Bx
Variavel Categoria Positivo Negativo p-valor OR 1C95%
N (%) N (%)
PI-RADS 24 30 (78,9) 33 (56,9) 0,026 2,841 1,113 ; 7,252
<4 8(21,1) 25(43,1)

ERG= ETS-related gene; Bx= biopsia; N= numero; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianga;
PI-RADS= Prostate Image Reporting and Data System.
p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.
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Nos 51 pacientes tratados com cirurgia, encontramos expressao positiva
de ERG na biopsia em 21 deles, e expressao negativa em 29 deles (e um caso
com ERG n&o-avaliavel). Dos 21 casos tratados com radioterapia por
progresséo, encontramos expressao positiva de ERG na bidpsia em 8 deles, e

expressao negativa em 13 deles.

Na tabela 8 estdo as correlagcdes entre a expressao de ERG na bidpsia e
os fatores progndsticos do espécime cirurgico. Observamos tendéncia a margem
cirurgica positiva com a expresséo positiva de ERG (p=0,189). Nado encontramos
correlagdes significativas no restante das comparacgoes.

Tabela 8 — Correlagdo da imunoexpressao de ERG em bidpsia com os fatores
prognosticos patologicos em 50 pacientes operados durante a VA

ERG Bx
Variavel Categoria Positivo Negativo p-valor OR 1C95%
N (%) N (%)

Escore de 27 16 (76,2) 24 (82,8) 0,723 0,667 0,166 ; 2,681
Gleason <6 5(23,8) 5(17,2)

Estadio PT3 5(23,8) 9 (31) 0,574* 0,694 0,194 ; 2,487
patolégico PT2 16 (76,2) 20 (69)

Margem Positiva 7 (33,3) 5(17,2) 0,189 * 2,400 0,639 ;9,015
cirurgica Negativa 14 (66,7) 24 (82,8)

Diametro >19mm 8 (38,1) 8 (27,6) 0,432* 1,615 0,487 ; 5,361
tumoral <19mm 13 (61,9) 21(72,4)

ERG= ETS-related gene; Bx= bidpsia; N= numero; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianga.
p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.
* p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.

4.1.4 Correlagao da imunoexpressao de ERG no espécime cirurgico com

os fatores prognoésticos na série de vigilancia ativa

Avaliamos a expressédo de ERG no espécime cirurgico por TMA em 51
pacientes e encontramos 18 casos com expressao positiva de ERG e 33 com
expressdao negativa. N&do encontramos correlagdes com as caracteristicas

anatomo-patoldgicas (tabela 9).



39

Tabela 9 — Correlagdo da imunoexpressdo de ERG no espécime cirurgico com
os fatores progndsticos patolégicos em 51 pacientes operados durante a VA

ERG PR
Variavel Categoria Positivo Negativo  p-valor OR IC95%
N (%) N (%)

Escore de 27 13(72,2) 28 (84,8) 0,296 0,464 0,114 ;1,889
Gleason <6 5(27,8) 5(15,2)
Estadio PT3 5(27,8) 9 (27,3) 0,969 * 1,026 0,284 ; 3,707
patologico PT2 13(72,2) 24 (72,7)
Margem Positiva 6 (33,3) 6 (18,2) 0,304 2,250 0,601 ; 8,424
cirurgica Negativa 12 (66,7) 27 (81,8)
Diametro >19mm 7 (38,9) 9 (27,3) 0,393 * 1,697 0,502 ; 5,740
tumoral <19mm 11 (61,1) 24 (72,7)

ERG= ETS-related gene; PR= prostatectomia radical; N= nimero; OR= odds ratio; IC= intervalo
de confianga.

p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.

* p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.

4.1.5 Correlagao da imunoexpressao de PTEN em biépsia com os critérios

de progressao e os fatores prognoésticos na série de vigilancia ativa

A expressao de PTEN por IH nas 101 bidpsias, excluindo os 6 casos nao-
avaliaveis, foi positiva em 83 casos e negativa em 12 casos (tabela 4). As
correlagdes da expressao do PTEN com a progresséo sao mostradas na tabela
10. Nao foi encontrada correlagdo entre progressdo geral durante VA com
expressdo negativa de PTEN na biopsia. Ja em relagdo a progressao pelo
aumento do escore de Gleason, notamos diferenca significativa entre os grupos,
com percentual maior de Gleason =7 no grupo com expressao negativa de PTEN
(91,7% contra 53%, p=0,011). Observamos que a chance de progresséo por
aumento do escore de Gleason foi 9,7 vezes maior nos pacientes com expressao
negativa de PTEN. No restante das correlagbes com os outros critérios, ndo
foram vistas diferencgas significativas, com tendéncia a maior escore de PI-RADS

com expressao de PTEN negativo (p=0,055), tabela 11.
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Tabela 10 — Correlagao da imunoexpressao de PTEN em bidpsia de acordo com

os critérios de progressao durante a VA em 95 pacientes

PTEN Bx
Variavel Categoria  Negativo Positivo  p-valor OR IC95%
N (%) N (%)

Progresséo Sim 11 (91,7) 61(73,5) 0,282 3,967 0,484 ; 32,538
geral Nao 1(8,3) 22 (26,5)

Progresséao por 7 11 (91,7) 44 (53) 0,011 * 9,750 1,203 ; 78,987
escore de Gleason <6 1(8,3) 39 (47)

Progresséao por >3 6 (50) 32(38,5) 0,449* 1,594 0,473 ;5,370
numero fragmentos <3 6 (50) 51 (61,5)

Progresséao por >50 4 (33,3) 22 (26,5) 0,730 1,386 0,379 ; 5,064
% fragmentos <50 8 (66,7) 61(73,5)

Progresséao por >10 2 (16,7) 11(13,3) 0,667 1,309 0,252 ; 6,785
PSA <10 10 (83,3) 72 (86,7)

PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; N=numero; OR= odds ratio; IC= intervalo de

confianga; PSA= antigeno prostatico especifico.
p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.
* p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.

Tabela 11 — Correlagao da imunoexpressao de PTEN em bidpsia de acordo com

escore de PI-RADS durante a VA em 95 pacientes

PTEN Bx
Variavel Categoria  Negativo Positivo p-valor OR IC95%
N (%) N (%)
PI-RADS 24 11 (91,7) 52 (62,6) 0,055 6,558 0,807; 53,277
<4 1(8,3) 31(37,4)

PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; N=numero; OR= odds ratio; IC= intervalo de

confianga; PI-RADS= Prostate Image Reporting and Data System.
p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.

Nos 51 pacientes tratados com cirurgia, a expresséao positiva de PTEN na

bidpsia ocorreu em 45 deles, e expressado negativa em 4 casos, sendo 2 casos

nao-avaliaveis. Dos 21 casos tratados com radioterapia por progressao,

encontramos expressao positiva de PTEN na bidépsia em 15 deles, e expresséo

negativa em 6. Na tabela 12 estdo as correlagbes entre a expressdo do PTEN
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na biopsia e os fatores progndsticos do espécime cirurgico. Nao foi encontrada

nenhuma correlagéo significativa.

Tabela 12 — Correlagdo da imunoexpressao de PTEN em biépsia com os fatores
prognosticos patologicos em 49 pacientes operados durante a VA

PTEN Bx
Variavel Categoria Negativo Positivo p-valor OR IC95%
N (%) N (%)

Escore de 7 4 (100,0) 36 (80,0) 1,000 — ——
Gleason <6 0(0,0) 9 (20,0)

Estadio PT3 2 (50,0) 12 (26,7) 0,568 2,750 0,347 ; 21,757
patolégico PT2 2 (50,0) 33 (73,3)

Margem Positiva 1(25,0) 11 (24,4) 0,999 1,030 0,097 ; 10,946
cirirgica Negativa 3 (75,0) 34 (75,6)

Diametro >19mm 2 (50,0) 13 (28,9) 0,576 2,461 0,313 ; 19,376
tumoral <19mm 2 (50,0) 32 (71,1)

PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= bidpsia; N=numero; OR= odds ratio; 1C=
intervalo de confiancga.
p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.

4.1.6 Correlagao da imunoexpressao de PTEN no espécime cirurgico com

os fatores prognoésticos na série de vigilancia ativa

No espécime cirurgico de 51 pacientes, encontramos 21 com expressao
negativa de PTEN e 30 com expressao positiva (tabela 5). Correlacionamos a
imunoexpressao com as caracteristicas anatomo-patolégicas de escore de
Gleason, estadio patologico, margem cirurgica e didmetro tumoral, e nao

obtivemos nenhuma correlagéo significativa (tabela 13).
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Tabela 13 — Correlagéo da imunoexpressédo de PTEN no espécime cirurgico com
os fatores progndsticos patolégicos em 51 pacientes operados durante a VA

PTEN PR
Variavel Categoria Negativo Positivo p-valor OR IC95%
N (%) N (%)

Escore de =7 17 (81,0) 24 (80,0) 0,933 1,062 0,259 ; 4,350
Gleason <6 4 (19,0) 6 (20,0)

Estadio PT3 6 (28,6) 8 (26,7) 0,881 * 1,100 0,316 ; 3,822
patolégico PT2 15 (71,4) 22 (73,3)

Margem Positiva 6 (28,6) 6 (20,0) 0,478 * 1,600 0,435 ; 5,886
cirurgica Negativa 15(71,4) 24 (80,0)

Diametro >19mm 6 (28,6) 10 (33,3) 0,718* 0,800 0,238 ; 2,692
tumoral <19mm 15(71,4) 20 (66,7)

PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; PR= prostatectomia radical; N=numero; OR=
odds ratio; IC= intervalo de confianga.

p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.
* p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.

4.1.7 Avaliagao conjunta da imunoexpressao de ERG e PTEN em biépsia

com os critérios de progressao e fatores progndsticos na série de

vigilancia ativa

Na tabela 14, mostramos a distribuicdo dos pacientes, considerando-se

as combinagdes entre expressao de ERG e PTEN por IH em amostras de biopsia

com a chance de progressdo durante a VA. A baixa amostragem das

combinagdes ERG positivo e PTEN negativo (N=6) e ERG negativo e PTEN

negativo (N=6) prejudicaram a analise das correlagbes nestes dois subgrupos.
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Tabela 14 — Imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN em bidpsia de acordo
com os critérios de progresséao e escore de PI-RADS em 95 pacientes durante a

VA
ERG + PTEN Bx
Variavel Categoria ERG ERG ERG Negativo ERG Negativo
Positivo + Positivo + + PTEN + PTEN Negativo
PTEN PTEN Positivo (%) (%)
Negativo (%) Positivo (%)

Progresséao Sim 6 (100,0) 24 (75,0) 37 (72,5) 5(83,3)
geral Nao 0 (00,0) 8 (25,0) 14 (27,5) 1(16,7)
Progresséo 27 6 (100,0) 19 (59,4) 25 (49,0) 5(83,3)
por escore de <6 0 (00,0) 13 (40,6) 26 (51,0) 1(16,7)
Gleason
Progresséo >3 3 (50,0) 15 (46,9) 17 (33,3) 3 (50,0)
por nimero <3 3 (50,0) 17 (53,1) 34 (66,7) 3 (50,0)
fragmentos
Progresséo >50% 2 (33,3) 10 (31,2) 12 (23,5) 2 (33,3)
por % <50% 4 (66,7) 22 (68,8) 39 (76,5) 4 (66,7)
fragmentos
Progresséao >10 1(16,7) 4 (12,5) 7(13,7) 1(16,7)
por PSA <10 5(83,3) 28 (87,5) 44 (86,3) 5(83,3)
PI-RADS 24 6 (100,0) 24 (75,0) 28 (54,9) 5(83,3)

<4 0 (00,0) 8 (25,0) 23 (45,1) 1(16,7)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= biopsia;
N=numero; PSA= Antigeno prostatico especifico; PI-RADS= Prostate Image Reporting and Data

System.

Considerando a chance de progressao geral, ndo houve correlagado

significativa entre uma combinagao especifica (tabela 15 e anexos A, B, C). Em

relagdo ao PI-RADS, observamos que a expressao negativa de ERG e positiva

de PTEN se correlacionou com a classificacdo de PI-RADS menor que 4

(p=0,011), tabela 16. Pelo critério de progressédo pelo aumento do escore de

Gleason, encontramos significancia marginal entre a combinacdo de expressao

negativa de ERG e positiva de PTEN com menor escore de Gleason (p=0,059).

Encontramos também tendéncia ao menor numero de fragmentos acometidos

com a combinagdo ERG negativo e PTEN positivo (p=0,153).
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Tabela 15 — Correlagdo da imunoexpresséo conjunta de ERG negativo e PTEN
positivo em biopsia com os critérios de progressdo em 95 pacientes durante a
VA

ERG + PTEN Bx
Variavel Categoria ERG Negativo+ Restante p-valor OR 1C95%
PTEN Positivo

Progresséo Sim 37 (72,5) 35(79,5) 0,427 0,679 0,261;1,768
Geral Nao 14 (27,5) 9 (20,5)

Progresséo 27 25 (49,0) 30 (68,2) 0,059 0,449 0,194; 1,038
por escore de <6 26 (51,0) 14 (31,8)

Gleason

Progresséao por >3 17 (33,3) 21(47,7) 0,153 0,548 0,239; 1,256
numero <3 34 (66,7) 23 (52,3)

fragmentos

Progresséao por >50 12 (23,5) 14 (31,8) 0,366 0,659 0,266 ; 1,632
%fragmentos <50 39 (76,5) 30 (68,2)

Progresséao por >10 7 (13,7) 6 (13,6) 0,999 1,007 0,311 ;3,258
PSA <10 44 (86,3) 38 (86,4)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= biépsia; dados em
numero e (%); PSA= Antigeno prostatico especifico.
p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.

Tabela 16 — Correlagdo da imunoexpresséo conjunta de ERG negativo e PTEN
positivo em bidpsia com escore de PI-RADS em 95 pacientes durante a VA

ERG + PTEN Bx

Variavel Categoria ERG Negativo+ Restante p-valor OR 1C95%
PTEN Positivo
PI-RADS 24 28 (54,9) 35(79,6) 0,011 0,313 0,125;0,783
<4 23 (45,1) 9 (20,5)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= biépsia; dados em
numero e (%); PI-RADS= Prostate Image Reporting and Data System.
p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado

Na expressao conjunta dos dois marcadores na biopsia com os fatores
prognosticos no espécime cirurgico em 49 pacientes operados, ndo encontramos
diferencas significativas (tabela 17 e anexos D, E, F, G). No grupo ERG positivo
e PTEN negativo, vimos tendéncia a pior estadio patolégico (p=0,193) (anexo
D). Na combinagédo ERG positivo e PTEN positivo, observamos tendéncia quanto

a melhor estadio patoldgico (p=0,160) (anexo E).
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Tabela 17 — Imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN em bidpsia de acordo
com os fatores progndsticos patolégicos de 49 pacientes operados durante a VA

ERG + PTEN Bx

Variavel Categoria ERG ERG ERG ERG
Positivo + Positivo + Negativo + Negativo +
PTEN PTEN PTEN PTEN
Negativo Positivo Positivo Negativo
Escore de 7 3 (100,0) 13 (72,2) 23 (85,2) 1(100,0)
Gleason <6 0 (00,0) 5(27,8) 4 (14,8) 0 (00,0)
Estadio PT3 2 (66,7) 3(16,7) 9 (33,3) 0 (00,0)
patologico PT2 1(33,3) 15 (83,3) 18 (66,7) 1(100,0)
Margem Positiva 1(33,3) 6 (33,3) 5(18,5) 0 (00,0)
cirdrgica Negativa 2 (66,7) 12 (66,7) 22 (81,5) 1(100,0)
Diametro >19mm 2 (66,7) 6 (33,3) 7 (25,9) 0 (00,0)
tumoral <19mm 1(33,3) 12 (66,7) 20 (74,1) 1 (100,0)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= biépsia, dado em
namero e (%).

4.1.8 Avaliagao conjunta da imunoexpressao de ERG e PTEN no espécime

cirargico com os fatores progndsticos na série de vigilancia ativa

Comparamos as expressdes conjuntas de PTEN e ERG em amostras do
espécime cirurgico dispostas em TMA com os fatores prognosticos escore de
Gleason, estadio patoldgico, margem cirurgica e diametro tumoral (distribuicdo
das expressdes na tabela 18). Nenhum grupo de expresséo conjunta apresentou
associagao significativa nas correlagdes entre as expressbes e os fatores
analisados (anexos H, |, J, K), mas observamos tendéncia a maior chance de

margem positiva nos pacientes ERG positivo e PTEN negativo (anexo H).
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Tabela 18 — Imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN no espécime cirurgico
de acordo com os fatores prognodsticos patoldgicos de 51 pacientes operados
durante a VA

ERG + PTEN PR

Variavel Categoria ERG Positivo ERG ERG ERG
+ PTEN Positivo + Negativo + Negativo +
Negativo PTEN PTEN PTEN
Positivo Positivo Negativo
Escore de =7 5(83,3) 8 (66,7) 16 (88,9) 12 (80,0)
Gleason <6 1(16,7) 4 (33,3) 2(11,1) 3 (20,0)
Estadio PT3 3 (50,0) 2 (16,7) 6 (33,3) 3 (20,0)
patologico PT2 3 (50,0) 10 (83,3) 12 (66,7) 12 (80,0)
Margem Positiva 3 (50,0) 3 (25,0) 3(16,7) 3 (20,0)
cirdrgica Negativa 3 (50,0) 9 (75,0) 15 (83,3) 12 (80,0)
Diametro >19mm 2 (33,3) 5(41,7) 5 (27,8) 4 (26,7)
tumoral <19mm 4 (66,7) 7 (58,3) 13 (72,2) 11 (73,3)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; PR= prostatectomia
radical; dados em numero e (%).

4.1.9 Analise univariada e multivariada dos preditores de progressao por

escore de Gleason na série de vigilancia ativa

Por ser considerado atualmente o principal fator de progresséo do CaP
de muito baixo risco em VA, correlacionamos o critério “progressao de Gleason”
com os fatores preditores clinicos PSA, PSAd e escore PI-RADS; preditores
patolégicos numero de fragmentos >3 e porcentagem de fragmentos > 50%, e
imunoexpressao de ERG e PTEN na bidpsia.

Através do modelo de regressao logistica univariada, encontramos que
aumento do numero de fragmentos (p=0,004, OR=3,50), porcentagem de
fragmentos > 50% (p=0,001, OR=6,63), PI-RADS 24 (p<0,001, OR=20,51) e
perda de PTEN na biopsia (p=0,011, OR=9,75) se correlacionaram
significativamente com progresséo de escore de Gleason 27 durante a VA
(tabela 19). PSAd como variavel numérica ndo se correlacionou (p=0,566,
OR=0,49 e 1C95%=0,001-219,86).

No modelo de regressdo multivariado através da técnica stepwise e

selecdo backward, as variaveis de risco independentes de progresséo por
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escore de Gleason foram a porcentagem de fragmentos maior que 50%
(p=0,001, OR=4,78) e a presencga de PI-RADS 24 (p<0,001, OR=17,76) (tabela
20). Excluindo-se o escore de PI-RADS da analise multivariada, as variaveis de
risco independentes de progressao por escore de Gleason foram a porcentagem
de fragmentos maior que 50% (p=0,001, OR=6,24) e a perda de expresséo de
PTEN na bidépsia (p=0,011, OR=10,43) (tabela 21).

Tabela 19 — Modelo de regresséo logistica univariado dos fatores preditores de
progresséao por escore de Gleason na série de 101 pacientes em VA

Progressao Gleason

Variavel Categoria G6 ou G7 ou p-valor OR 1C95%
menor maior
N (%) N (%)
ERG Bx Negativo 28 (68,3) 30 (54,6) 1,0 Ref.
Positivo 13(31,7) 25(454) 0,173 1,80 0,77 ;4,18
PTEN Bx Positivo 39 (97,5) 44 (80,0) 1,0 Ref.
Negativo 1(2,5) 11 (20,0) 0,011 9,75 1,20 ; 79,99
Numero de <3 35(77,8) 28 (50,0) 1,0 Ref.
fragmentos >3 10 (22,2) 28(50,0) 0,004 3,50 1,46 ; 8,41
Porcentagem de <50% 41 (91,1) 34 (60,7) 1,0 Ref.
fragmentos >50% 4 (8,9) 22 (39,3) 0,001 6,63 2,08 ;21,12
PSA <10 37 (82,2) 50 (89,3) 1,0 Ref.
>10 8(17,8) 6 (10,7) 0,307 0,55 0,18 ;1,74
PI-RADS <4 32 (71,1) 6 (10,7) 1,0 Ref.
24 13(28,9) 50(89,3) <0,001 20,51 7,08 ; 59,46

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= biopsia; N= niumero;
PSA= Antigeno prostatico especifico; PI-RADS= Prostate Image Reporting and Data System;
OR= od(ds ratio; IC= intervalo de confianca; Ref.= valor de referéncia.

p-valor obtido pelo teste de frequencias do qui-quadrado.
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Tabela 20 — Modelo de regressao logistica multivariado dos fatores preditores
de progressao por escore de Gleason na série de 101 pacientes em VA

Progressao Gleason Multivariado

Variavel Categoria G6 ou G7 ou p-valor OR 1C95%

menor maior

N (%) N (%)
Porcentagem de <50% 41 (91,1) 34 (60,7) 1,0 Ref.
fragmentos >50% 4 (8,9) 22 (39,3) 0,001 4,78 1,21 ;18,84
PI-RADS <4 32 (71,1) 6 (10,7) 1,0 Ref.

24 13 (28,9) 50 (89,3) <0,001 17,76 5,93 ; 53,23

N= numero; PI-RADS= Prostate Image Reporting and Data System; OR= odds ratio; IC= intervalo
de confianga; Ref.= valor de referéncia.
p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.

Tabela 21 — Modelo de regressao logistica multivariado dos fatores de
progresséo por escore de Gleason, com exclusdo do escore de PI-RADS, na
série de 101 pacientes em VA

Progressao Gleason Multivariado
Variavel Categoria G6 ou G7 ou p-valor OR 1C95%
menor maior
N (%) N (%)
Porcentagem de <50% 41 (91,1) 34 (60,7) 1,0 Ref.
fragmentos >50% 4 (8,9) 22 (39,3) 0,001 6,24 1,90 ; 20,49
PTEN Bx Positivo 39 (97,5) 44 (80,0) 1,0 Ref.

Negativo 1(2,5) 11(20,0) 0,011 10,43 1,24 : 87,56

N= numero; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= biopsia; OR= odds ratio; 1C=
intervalo de confianga; Ref.= valor de referéncia.
p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.
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4110 Sobrevida livre de recidiva bioquimica de acordo com as
imunoexpressoes de ERG e PTEN em bidpsia e no espécime cirurgico de

pacientes com progressao e tratados na série de vigilancia ativa

Do total de 72 casos tratados em nossa instituigho com cirurgia e
radioterapia, o tempo de seguimento variou de 1 a 72 meses, com mediana de
42 meses e média (DP) de 39,7 (18,5) meses. A probabilidade de sobrevida livre
de recidiva bioquimica em 5 anos foi de 86,9% (figura 8). Ocorreram 7 recidivas
bioquimicas no periodo variando de 18 a 36 meses, com mediana de 24 meses
e media (DP) de 26,6 (9,1) meses.
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Figura 8 — Curva Kaplan Meier de sobrevida livre de recidiva bioquimica de
pacientes tratados com PR ou RDT durante a VA (N=72)

Tanto expresséao positiva de ERG na bidpsia quanto no espécime cirurgico
mostraram tendéncia a pior sobrevida livre de recidiva bioquimica (tabela 22).
Modelos de regressdo de Cox univariados ndo puderam ser realizados na
analise conjunta de ERG negativo + PTEN negativo na bidpsia e espécime

cirurgico devido auséncia de recidivas nestas categorias.
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Tabela 22 - Probabilidade de sobrevida livre de recidiva bioquimica em 5 anos
nos pacientes tratados na série de VA de acordo com a imunoexpressao de ERG
e PTEN em biopsia e no espécime cirurgico

Variavel Categoria (N casos, N recidiva) Probabilidade p- RR 1C95%
(%) 5-anos valor
ERG Bx Negativo (n=42; n=2) 94.4 1,0 Ref.
Positivo (n=29; n=5) 77,3 0,133 3,22 0,62 ; 16,6
PTEN Bx Positivo (n=60; n=6) 86,7 1,0 Ref.
Negativo (n=10; n=1) 86,7 0,865 0,83 0,10 ; 6,94
ERG Bx + Negativo+Positivo (n=37; n=2) 93,6 1,0 Ref.
PTEN Bx Negativo+Negativo (n=4; n=0) 100,0 - -
Positivo+Negativo (n=6; n=1) 77,8 2,38 0,21; 26,30
Positivo+Positivo (n=23; n=4) 77,2 0,512 287 0,53;15,70
ERG Bx + Negativot+Negativo (n=4; n=0) 100,0 NA NA
PTEN Bx Restante (n=66 ; n=7) 85,8 0,485
ERG Bx + Restante (n=33; n=5) 80,1 1,0 Ref.
PTEN Bx Negativo+Positivo (n=37; n=2) 93,6 0,268 0,41 0,08 ;2,13
ERG Bx + Restante (n=64; n=6) 87,6 1,0 Ref.
PTEN Bx Positivo+Negativo (n=6; n=1) 77,8 0,726 1,45 0,17 ; 12,03
ERG Bx + Restante (n=47; n=3) 91,7 1,0 Ref.
PTEN Bx Positivo+Positivo (n=23; n=4) 77,2 0,194 2,56 0,57 ; 11,46
ERG PR  Negativo (n=33) 93,3 1,0 Ref.
Positivo (n=18) 69,0 0,053 4,28 0,83 ;22,14
PTEN PR Positivo (n=30; n=5) 78,4 1,0 Ref.
Negativo (n=21; n=2) 88,0 0,387 0,50 0,10 ; 2,58
ERG PR+ Negativo+Positivo (n=18; n=2) 87,5 1,0 Ref.
PTEN PR Negativo+Negativo (n=15; n=0) 100,0 - -
Positivo+Negativo (n=6; n=2) 66,7 240 0,34;17,12
Positivo+Positivo (n=12; n=3) 70,0 0,193 2,03 0,34;12,25
ERG PR+ Negativo+Negativo (n=15; n=0) 100,0 0,069 NA NA
PTEN PR Restante (n=36; n=7) 76,0
ERG PR+ Restante (n=33; n=5) 80,8 1,0 Ref.
PTEN PR Negativo+Positivo (n=18; n=2) 87,5 0,845 0,85 0,16 ;4,41
ERG PR+ Restante (n=45; n=5) 85,3 1,0 Ref.
PTEN PR Positivo+Negativo (n=6; n=2) 66,7 0,225 2,60 0,50 ;13,42
ERG PR+ Restante (n=39; n=4) 87,6 1,0 Ref.
PTEN PR Positivo+Positivo (n=12; n=3) 70,0 0,220 243 0,54 10,89

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= bidpsia; PR=
prostatectomia radical; n= nimero; RR= risco relativo; IC= intervalo de confianga; Ref.= valor de
referéncia; NA= nao avaliavel.

p-valor obtido pelo teste de logrank.
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Na figura 9, observamos que os pacientes com expressdo de ERG
positiva na bidépsia apresentaram tendéncia a menor de tempo médio de SLRB
em 5 anos quando comparados aos pacientes com expressao negativa - 77,3%
vs. 94,4% (p=0,133 Log Rank test).
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Figura 9 — Curva Kaplan Meier de sobrevida livre de recidiva bioquimica de
acordo com a imunoexpressao de ERG em bidpsia de pacientes tratados com
PR ou RDT durante a VA (N=71)

Na analise da curva de SLRB de acordo com a expressao de ERG no
espécime cirurgico, observamos novamente que a expressao positiva de ERG
apresentou correlagcdo marginal com menor tempo livre de recorréncia
bioquimica em 5 anos (69% contra 93,3% em 60 meses, p=0,053 Log Rank test)
(figura 10).
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Figura 10 — Curva Kaplan Meier de sobrevida livre de recidiva bioquimica de
acordo com a imunoexpressdo de ERG no espécime cirurgico de pacientes
tratados com PR durante a VA (N=51)

Correlacionamos a imunoexpressao de PTEN na bidpsia com o tempo de
SLRB nos pacientes submetidos a tratamento curativo durante a VA (N=70) e
mostramos na figura 11 que o tempo de SLRB foi igual entre PTEN negativo e

positivo (86,7% em 60 meses).
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Figura 11 — Curva Kaplan Meier de sobrevida livre de recidiva bioquimica de
acordo com a imunoexpressdo de PTEN em bidpsia de pacientes tratados com
PR ou RDT durante a VA (N=70)
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Nao observamos associacdo entre a expressdo de PTEN no espécime
cirurgico com o tempo médio de SLRB. A SLRB em relagdo a expresséo de
PTEN no espécime cirurgico foi de 88% em 60 meses nos pacientes PTEN

negativo versus 78,4% nos casos com PTEN positivo (figura 12).
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Figura 12 — Curva Kaplan Meier de de sobrevida livre de recidiva bioquimica de
acordo com imunoexpressdo de PTEN no espécime cirurgico de pacientes
tratados com PR durante a VA (N=51)

Na figura 13, avaliando-se em conjunto a imunoexpresséo de ERG e
PTEN na bidpsia nos pacientes com progressédo durante a VA e tratados com
PR ou RDT (N=70), ndo houve diferenga entre os grupos quanto a SLRB
(p=0,512). O grupo ERG positivo e PTEN positivo apresentou a mais baixa
SLRB, 77,2% em 60 meses. O grupo ERG negativo e PTEN negativo apresentou
SLRB de 100% em 60 meses. O grupo ERG negativo e PTEN positivo
apresentou SLRB de 93,6% em 60 meses. E o grupo ERG positivo e PTEN

negativo mostrou SLRB de 77,8% em 60 meses.
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Figura 13 — Curva Kaplan Meier de sobrevida livre de recidiva bioquimica de
acordo com a imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN em biépsia de
pacientes tratados com PR ou RDT durante a VA (N=70)

Na expresséo conjunta de ERG e PTEN no espécime cirurgico, a SLRB
na presencga de ERG positivo e PTEN negativo foi de 66,7% em 60 meses; no
grupo ERG negativo e PTEN positivo encontramos SLRB de 87,5% em 60
meses. No grupo ERG negativo e PTEN negativo a SLRB foi de 100% em 60
meses. Por fim, no grupo ERG positivo e PTEN positivo, a SLRB foi de 70% em

60 meses (figura 14). Houve tendéncia de diferenga entre os grupos (p=0,193).
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Figura 14 — Curva Kaplan Meier de sobrevida livre de recidiva bioquimica de
acordo com imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN no espécime cirurgico
de pacientes tratados com PR durante a VA (N=51)

4.1.11 Correlacao entre a imunoexpressao do ERG e PTEN em biépsia e no

espécime cirurgico na série de vigilancia ativa

Avaliamos a hipotese da expressao de ERG positiva se correlacionar com
a perda de PTEN. Mas, tanto na biopsia quanto no espécime cirurgico, n&o
encontramos correlacao significativa nessas associagdes (tabela 23).
Tabela 23 - Correlacdo da imunoexpressao positiva de ERG com a

imunoexpressao negativa de PTEN em bidpsia (N=95) e no espécime cirurgico
(N=51) de pacientes durante a VA

PTEN Bx
Variavel Categoria Negativo Positivo p-valor OR IC95%
N (%) N (%)

ERG Bx Positivo 6 (50,0) 32 (38,5) 0,449 1,594 0,473 ;5,370
Negativo 6 (50,0) 51 (61,5)

PTEN PR

ERG PR Positivo 6 (28,6) 12 (40,0) 0,401 0,600 0,181 ; 1,984
Negativo 15 (71,4) 18 (60,0)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= bidpsia; PR=
prostatectomia radical; N= niumero; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianga.
p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.
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4.2 Série de candidatos a vigilancia ativa e tratados com cirurgia

4.2.1 Caracteristicas clinico-demograficas, seguimento e imunoexpressoes

de ERG e PTEN na série de pacientes tratados com cirurgia

Dos 109 pacientes incluidos nessa série de validacdo, em 14 n&o foi
possivel a recuperagao das laminas e/ou blocos de parafina das bidpsias (tabela
24). Em 6 casos o material na bidpsia foi insuficiente para prosseguir com a

realizacao das reacoes de IH.

Tabela 24 — Caracteristicas clinico-demograficas dos 109 pacientes com CaP
de muito baixo risco tratados com PR

Pacientes (n=109)

Idade a entrada do estudo, em anos,

Média (Desvio Padrao) 65,1 (4,3)
Mediana (minima - maxima) 65 (57 - 75)
Volume prostata*, em mL,
Média (Desvio Padrao) 54,7 (14,9)
Mediana (minima - maxima) 56,0 (23,0 — 100,0)
PSA, em ng/mL,
Média (Desvio Padrao) 5,7 (2,3)
Mediana (minima - maxima) 5,3(0,9-10,0)
PSAd*,
Média (Desvio Padrao) 0,10 (0,03)
Mediana (minima — maxima) 0,10 (0,03 - 0,15)

PSA= Antigeno prostatico especifico. *medido por Ultrassonografia Trans-retal.
**densidade de PSA (valor PSA/volume da préstata).

Prosseguimos nestes 89 pacientes entdo com a realizagdo das reagdes
de IH para expressdao de ERG e PTEN nas biopsias. Vinte e um casos
apresentaram resultado nao-avaliavel para expressdo de PTEN e 6 para
expressdo de ERG, devido auséncia de tumor na lamina (N=1) ou
impossibilidade de leitura da reagcdo (N=26), e foram excluidos da analise
estatistica. A amostra final em bidpsia para a expressao de ERG foi de 83 casos
e para PTEN de 68 casos (tabela 25).
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Obtivemos, dos 109 pacientes iniciais, 93 amostras dos espécimes
cirurgicos para analise IH, sendo possivel a analise da expressao dos
biomarcadores em todos (tabela 26). O tempo de seguimento variou de 1 a 108
meses, com mediana de 30 meses e média (DP) de 49,2 (43,6) meses. Dos 109
pacientes iniciais, encontramos no espécime cirurgico os seguintes achados
anatomo-patoldgicos: 71 casos Gleason 6 versus 38 casos Gleason = 7, 104
casos pT2 versus 5 casos pT3, 80 casos margens negativas versus 29 casos
margens positivas, e 98 casos com diametro tumoral <19 mm versus 11 casos
com diametro >19 mm. Apenas 7 pacientes apresentaram recidiva bioquimica,
e o periodo para ocorréncia variou de 12 a 108 meses, com mediana de 30
meses e media (DP) de 44,2 (37,8 meses).

Tabela 25 — Imunoexpressdes de ERG e PTEN em 89 bidpsias, na série de
pacientes com CaP de muito baixo risco tratados com PR

ERG N (%) PTEN N (%)
Positivo 16 (19,3%) Positivo 63 (92,6%)
Negativo 67 (80,7%) Negativo 5 (7,4%)
NA 6 NA 21
ERG -/ PTEN + 48 (70,6%)

ERG +/PTEN + 15 (22%)

ERG -/ PTEN - 4 (5,9%)

ERG +/PTEN - 1(1,5%)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; NA= n&o avaliavel.

Tabela 26 — Imunoexpressdes de ERG e PTEN em 93 espécimes cirurgicos, na
série de pacientes com CaP de muito baixo risco tratados com PR

ERG N (%) PTEN N (%)
Positivo 41 (44%) Positivo 57 (61,3%)
Negativo 52 (56%) Negativo 36 (38,7%)
ERG -/ PTEN + 26 (28%)

ERG +/PTEN + 31 (33,3%)

ERG -/ PTEN - 26 (28%)

ERG +/PTEN - 10 (10,7%)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue.
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4.2.2 Correlagoes da imunoexpressao de ERG e PTEN em bidopsia com os

fatores progndsticos patolégicos na série de pacientes tratados com

cirurgia

As tabelas 27 e 28 mostram as correlagdes da expressdo de ERG e PTEN

na biopsia, respectivamente, com os fatores prognosticos patologicos do

espécime cirurgico. Nao encontramos correlagdo significativa tanto para a

expresséo positiva de ERG, quanto para a expressao negativa de PTEN.

Tabela 27 — Correlagdo da imunoexpressao de ERG em bidpsia com os fatores
prognosticos patoldgicos do espécime cirurgico em 83 pacientes tratados com

PR
ERG Bx
Variavel Categoria Positivo Negativo p-valor OR 1C95%
N (%) N (%)

Escore de =7 5(31,3) 25 (37,3) 0,650 0,764  0,238; 2,454
Gleason <6 11 (68,7) 42 (62,7)

Estadio PT3 2 (12,5) 3(4,5) 0,245* 3,048 0,465 ; 19,979
patolégico PT2 14 (87,5) 64 (95,5)

Margem Positiva 5(31,3) 18 (26,9) 0,760* 1,237 0,378 ; 4,056
cirurgica Negativa 11 (68,8) 49 (73,1)

Diametro >19mm 2 (12,5) 8 (11,9) 0,999* 1,053 0,201 5,516
tumoral <19mm 14 (87,5) 59 (88,1)

ERG= ETS-related gene; Bx= biopsia; N= numero; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianga.
p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.

* p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.
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Tabela 28 — Correlagdo da imunoexpressao de PTEN em biépsia com os fatores
prognosticos patoldgicos do espécime cirurgico em 68 pacientes tratados com
PR

PTEN Bx
Variavel Categoria Negativo Positivo  p-valor OR IC95%
N (%) N (%)

Escore de =7 3(60,0) 23(36,5) 0,363 2,609 0,406 ;16,779
Gleason <6 2 (40,0) 40 (63,5)

Estadio PT3 1 (20,0) 3(4,8) 0,269 5,00 0,419; 22,494
patolégico PT2 4 (80,0) 60 (95,2)

Margem Positiva 1(20,0) 17 (27,0) 0,999 0,676 0,071 6,488
cirdrgica Negativa 4 (80,0) 46 (73,0)

Diametro >19mm 1 (20,0) 8 (12,7) 0,520 1,719 0,170 ;17,375
tumoral <19mm 4 (80,0) 55 (87,3)

PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx=biépsia; N=numero; OR= odds ratio; 1C=
intervalo de confiancga.
p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.

4.2.3 Correlagcdes da imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN em biépsia
com os fatores prognésticos patolégicos na série de pacientes tratados

com cirurgia

Na tabela 29, mostramos a distribuicdo dos pacientes, considerando-se
as combinacgbes entre ERG e PTEN (ERG positivo + PTEN negativo, ERG
positivo + PTEN positivo, ERG negativo + PTEN negativo, ERG negativo + PTEN
positivo) para as caracteristicas ja mencionadas. Como na série de pacientes
em Vigilancia Ativa, a baixa amostragem das combina¢dées ERG positivo + PTEN
negativo (N=1, impossibilitando analise estatistica) e ERG negativo + PTEN
negativo (N=4) prejudicaram o achado de presenca de diferenga significativa. No
grupo ERG negativo e PTEN positivo (tabela 30), encontramos tendéncia a
menor estadio patoldgico (p=0,073); nas demais correlagdes, ndo encontramos
associagao significativa com a expressao conjunta dos biomarcadores na bidpsia

(anexos L, M).
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Tabela 29 — Imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN em bidpsia de acordo
com os fatores progndsticos patoldgicos do espécime cirurgico em 68 pacientes

tratados com PR

ERG + PTEN Bx

Variavel Categoria ERG Negativo ERG Negativo ERG ERG
+ PTEN + PTEN Positivo +  Positivo +
Negativo Positivo PTEN PTEN
Negativo Positivo
Escore de 27 2 (50,0) 19 (39,6) 1(100,0) 4 (26,7)
Gleason <6 2 (50,0) 29 (60,4) 0 11 (73,3)
Estadio PT3 1(25,0) 1(2,1) 0 2(13,3)
patolégico PT2 3 (75,0) 47 (97,9) 1 (100,0) 13 (86,7)
Margem Positiva 1(25,0) 12 (25,0) 0 5(33,3)
cirdrgica Negativa 3(75,0) 36 (75,0) 1(100,0) 10 (66,7)
Diametro >19mm 1(25,0) 6 (12,5) 0 2 (13,3)
tumoral <19mm 3 (75,0) 42 (87,5) 1 (100,0) 13 (86,7)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= biépsia; dados em

namero e (%).

Tabela 30 — Correlagdo da imunoexpresséo conjunta de ERG negativo e PTEN
positivo em bidpsia com os fatores progndsticos patolégicos do espécime
cirurgico em 68 pacientes tratados com PR

ERG + PTEN Bx

Variavel Categoria ERG Negativo/ Restante p-valor OR 1C95%
PTEN Positivo N (%)
N (%)

Escore de 27 19 (39,6) 7 (35,0) 0,723 * 1,217 0,411 ; 3,604
Gleason <6 29 (60,4) 13 (65,0)

Estadio PT3 1(2,1) 3(15,0) 0,073 0,120 0,012; 1,239
patolégico PT2 47 (97,9) 17 (85,0)

Margem Positiva 12 (25,0) 6 (30,0) 0,670 * 0,778 0,244 ;2,477
cirdrgica Negativa 36 (75,0) 14 (70,0)

Diametro >19mm 6 (12,5) 3(15,0) 0,999 0,809 0,181 ;3,614
tumoral <19mm 42 (87,5) 17 (85,0)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= biopsia; N= nimero;
OR= od(ds ratio; IC= intervalo de confianga.
p-valor obtido pelo teste exto de Fisher.

*p-valor obtido pelo teste de frequencias do qui-quadrado.
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4.2.4 Correlagoes da imunoexpressao de ERG e PTEN no espécime
cirargico com os fatores prognésticos patolégicos na série de pacientes

tratados com cirurgia

Comparamos a expressao de ERG no espécime cirurgico por TMA com
os fatores progndsticos patoldgicos escore de Gleason, estadio patologico,
margem cirurgica e didmetro tumoral (tabela 31). Encontramos tendéncia para
a expressao de ERG negativo com escore de Gleason =7 (48,1% versus 29,3%),
com p=0,066.

Tabela 31 — Correlagdo da imunoexpressao de ERG no espécime cirurgico com
os fatores progndsticos patoldgicos de 93 pacientes tratados com PR

ERG PR
Variavel Categoria Positivo Negativo p-valor OR 1C95%
N (%) N (%)

Escore de 27 12 (29,3) 25 (48,1) 0,066 0,447 0,188 ;1,062
Gleason <6 29 (70,7) 27 (51,9)

Estadio PT3 1(2,4) 4(7,7) 0,379* 0,300 0,032;2,793
patolégico PT2 40 (97,6) 48 (92,3)

Margem Positiva 11 (26,8) 15 (28,8) 0,830 0,904 0,362;2,258
cirurgica Negativa 30 (73,2) 37 (71,2)

Diametro >19mm 4(9,8) 7 (13,5) 0,583 0,695 0,189; 2,558
tumoral <19mm 37 (90,2) 45 (86,5)

ERG= ETS-related gene; PR= prostatectomia radical; N= nimero; OR= odds ratio; IC= intervalo
de confianga.

p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.

* p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.

Ja na analise da expressao de PTEN no espécime cirurgico, observamos
correlagdo de maior escore de Gleason com a expressao negativa de PTEN
(55,6% versus 29,8% p=0,014), com 2,9 vezes mais chance de tumor agressivo
nos pacientes com expressao negativa. Estadio patolégico, margem cirurgica e

didmetro tumoral n&o diferiram entre os grupos (tabela 32).
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Tabela 32 — Correlagéo da imunoexpressédo de PTEN no espécime cirurgico com
os fatores progndsticos patoldgicos de 93 pacientes tratados com PR

PTEN PR
Variavel Categoria Negativo Positivo p-valor OR IC95%
N (%) N (%)

Escore de =7 20 (55,6) 17 (29,8) 0,014 2,941 1,234 ;7,009
Gleason <6 16 (44,4) 40 (70,2)

Estadio PT3 3(8,3) 2(3,5) 0,372* 2,500 0,397 ; 15,749
patolégico PT2 33 (91,7) 55 (96,5)

Margem Positiva 11 (30,6) 15 (26,3) 0,657 1,232 0,490 ; 3,098
cirurgica Negativa 25 (69,4) 42 (73,7)

Diametro >19mm 5(13,9) 6 (10,5) 0,745* 1,371 0,386 ; 4,872
tumoral <19mm 31 (86,1) 51 (89,5)

PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; PR= prostatectomia radical; N= numero; OR= odds
ratio; 1C= intervalo de confianga.

p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.

* p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.

4.2.5 Correlagoes da imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN no
espécime cirurgico com os fatores progndsticos na série de pacientes

tratados com cirurgia

As distribuicbes das expressdes conjuntas de ERG e PTEN no espécime
cirargico por TMA, com os fatores progndsticos patoldgicos escore de Gleason,
estadio patolégico, margem cirurgica e didmetro tumoral sdo mostradas na
tabela 33. Nas comparagdes entre os grupos, a combinacéo de expressao ERG
negativo e PTEN negativo mostrou correlagdo significativa com o escore de
Gleason (p=0,008), com chance 3,5 vezes maior de Gleason =27 em relagao as
outras combinagdes (tabela 35). Na combinagdo ERG positivo e PTEN positivo
(tabela 34), encontramos tendéncia a menor escore de Gleason (p=0,051). No
restante das analises ndo foram observadas correlagdes significativas (anexos
N, O).
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Tabela 33 — Imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN no espécime cirurgico
de acordo com os fatores prognosticos patologicos de 93 pacientes tratados com

PR
ERG + PTEN PR
Variavel Categoria ERG ERG ERG ERG
Negativo + Negativo +  Positivo + Positivo +
PTEN PTEN PTEN PTEN
Negativo Positivo Negativo Positivo
Escore de =7 16 (61,5) 9 (34,6) 4 (40,0) 8 (25,8)
Gleason <6 10 (38,5) 17 (65,4) 6 (60,0) 23 (74,2)
Estadio PT3 2(7,7) 2(7,7) 1(10,0) 0
patologico PT2 24 (92,3) 24 (92,3) 9 (90,0) 31 (100,0)
Margem Positiva 7 (26,9) 8 (30,8) 4 (40,0) 7 (22,6)
cirurgica Negativa 19 (73,1) 18 (69,2) 6 (60,0) 24 (77,4)
Diametro >19mm 5(19,2) 2(7,7) 0 4 (12,9)
tumoral <19mm 21 (80,8) 24 (92,3) 10 (100,0) 27 (87,1)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; PR= prostatectomia

radical; dados em numero e (%).

Tabela 34 — Correlagdo da imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN positivos
no espécime cirurgico com os fatores prognosticos patologicos de 93 pacientes

tratados com PR

ERG + PTEN PR

Variavel Categoria  ERG Positivo+  Restante p-valor OR IC95%

PTEN Positivo N (%)

N (%)

Escore de =7 8 (25,8) 29 (46,8) 0,051* 0,396 0,153; 1,020
Gleason <6 23 (74,2) 33 (53,2)
Estadio PT3 0 (00,0) 5(8,1) 0,165 - -
patolégico PT2 31 (100,0) 57 (91,9)
Margem Positiva 7 (22,6) 19 (30,6) 0,414* 0,660 0,243;1,795
cirurgica Negativa 24 (77,4) 43 (69,4)
Diametro >19mm 4 (12,9) 7 (11,3) 0,999 1,164 0,313; 4,323
tumoral <19mm 27 (87,1) 55 (88,7)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; PR= prostatectomia
radical; N= nimero; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianga.
p-valor obtido pelo teste exto de Fisher

*p-valor obtido pelo teste de frequencias do qui-quadrado
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Tabela 35 — Correlagédo da imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN negativos
no espécime cirurgico com os fatores prognosticos patologicos de 93 pacientes

tratados com PR

ERG + PTEN PR

Variavel Categoria ERG Negativo + Restante  p-valor OR 1C95%

PTEN Negativo N (%)

N (%)

Escore de 27 16 (61,5) 21(31,3) 0,008* 3,505 1,364 ; 9,006
Gleason <6 10 (38,5) 46 (68,7)
Estadio PT3 2(7,7) 3(4,5) 0,617 1,778 0,280 ; 11,303
patolégico PT2 24 (92,3) 64 (95,5)
Margem Positiva 7 (26,9) 19(28,4) 0,890* 0,930 0,337;2,572
cirurgica Negativa 19 (73,1) 48 (71,6)
Diametro >19mm 5(19,2) 6 (8,9) 0,281 1,033 0,187 ; 5,691
tumoral <19mm 21 (80,8) 61 (91,1)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; PR= prostatectomia
radical; N= nimero; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianga.
p-valor obtido pelo teste exto de Fisher

*p-valor obtido pelo teste de frequencias do qui-quadrado

4.2.6 Sobrevida

livre de recidiva bioquimica de acordo com as

imunoexpressoes de ERG e PTEN em bidpsia e no espécime cirargico na

série de pacientes tratados com cirurgia

A probabilidade de sobrevida livre de recidiva bioquimica em 5 anos para

os 109 casos foi de 90,4% (figura 15).

Probabilidade de Sobrevida Livre de Recidiva Bioquimica

0.25 0.50 0.75 1.00
1 1 1 1
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100 108

Figura 15 — Curva Kaplan Meier de sobrevida livre de recidiva bioquimica de
pacientes com CaP de muito baixo risco tratados com PR (N=109)
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A expressao positiva de ERG na bidpsia esteve associada a pior
sobrevida livre de recidiva bioquimica, com 7,6 vezes maior risco de recidiva
quando comparado a expressao negativa de ERG na bidpsia. A expresséo
conjunta de ERG positivo + PTEN positivo na biépsia também mostrou risco
maior de recidiva, com RR de 6,94 quando comparado ao restante das
expressodes conjuntas (tabela 36). Modelos de regressao de Cox univariados n&o
puderam ser realizados para expressdao de PTEN na biopsia e na analise
conjunta de ERG negativo + PTEN negativo e ERG positivo + PTEN negativo na
biopsia devido auséncia de recidivas nestas categorias.

Tabela 36 — Probabilidade de sobrevida livre de recidiva bioquimica em 5 anos

de acordo com a imunoexpressao de ERG e PTEN em biopsia e no espécime
cirurgico nos pacientes tratados com PR (continua)

Variavel  Categoria Probabilidade p- RR 1C95%
(N casos; N recidiva) (%) 5-anos valor
ERG Bx Negativo (n=67; n=3) 93,9 1,0 Ref.
Positivo (n=16; n=4) 71,4 0,002 7,65 1,68;34,71
PTEN Bx Negativo (n=5; n=0) 100,0 NA NA
Positivo (n=63; n=7) 86,4 0,383
ERG Bx + Negativo+Positivo (n=48; n=3) 91,6 1,0 Ref.
PTEN Bx Negativo+Negativo (n=4; n=0) 100,0 - -
Positivo+Negativo (n=1; n=0) 100,0 - -
Positivo+Positivo (n=15; n=4) 68,4 0,034 6,13 1,35;27,76
ERG Bx + Restante (n=20; n=4) 77,8 1,0 Ref.
PTEN Bx Negativo+Positivo (n=48; n=3) 91,6 0,063 0,27 0,06 ; 1,19
ERG Bx + Restante (n=53; n=3) 92,8 1,0 Ref.
PTEN Bx Positivo+Positivo (n=15; n=4) 68,4 0,004 6,94 1,53;31,48
ERG PR Negativo (n=52; n=3) 89,5 1,0 Ref.
Positivo (n=41; n=4) 91,6 0,925 1,07 0,24 ;4,81
PTEN PR Positivo (n=57; n=4) 88,4 1,0 Ref.
Negativo (n=36; n=3) 92,6 0,891 0,90 0,20 ; 4,05
ERG PR+ Negativo+Positivo (n=26; n=2) 85,2 1,0 Ref.
PTEN PR Negativo+Negativo (n=26; n=2) 94,3 0,94 0,13; 6,75
Positivo+Negativo (n=10; n=1) 89,5 0,95 0,09;10,48
Positivo+Positivo (n=31; n=2) 92,3 0,999 1,09 0,15; 7,82
ERG PR+ Restante (n=67; n=5) 88,9 1,0 Ref.
PTEN PR Negativo+Negativo (n=26; n=2) 94,3 0,917 0,90 0,18 ;4,75
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Tabela 36 — Probabilidade de sobrevida livre de recidiva bioquimica em 5 anos
de acordo com a imunoexpressao de ERG e PTEN em bidpsia e no espécime
cirargico nos pacientes tratados com PR (conclus&o)

Variavel  Categoria Probabilidade p- RR 1C95%
(N casos; N recidiva) (%) 5-anos valor

ERG PR+ Restante (n=67; n=5) 92,7 1,0 Ref.
PTEN PR Negativo+Positivo (n=26; n=2) 85,2 0,998 1,00 0,19; 5,19
ERG PR+ Restante (n=83; n=6) 90,4 1,0 Ref.
PTEN PR Positivo+Negativo (n=10; n=1) 89,5 0,954 0,94 0,11 ;7,81
ERG PR+ Restante (n=62; n=5) 89,6 1,0 Ref.
PTEN PR Positivo+Positivo (n=31; n=2) 92,3 0,879 1,14 0,22 ; 5,86

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= bidpsia; PR=
prostatectomia radical; n= nimero; RR= risco relativo; IC= intervalo de confianga; Ref.= valor de

referéncia; NA= n3o avaliavel.
p-valor obtido pelo teste de logrank.

Na figura 16, observamos que pacientes com expressao de ERG positiva

na biopsia apresentaram menor tempo médio de sobrevida livre de recorréncia

bioquimica em 5 anos quando comparados aos pacientes com expressao
negativa (71,4% versus 93,9%, p=0,002 Log Rank test).
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Figura 16 — Curva Kaplan Meier de sobrevida livre de recidiva bioquimica de
acordo com imunoexpressao de ERG em bidpsia de pacientes com CaP de muito

baixo risco tratados com PR (N=83)
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A figura 17 mostra que expressdo negativa de PTEN na bidpsia
apresentou SLRB em 60 meses de 100%, em comparag¢ao a 86,4% nos casos

com expressao positiva, sem diferenca significativa (p=0,383).
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Figura 17 — Curva Kaplan Meier de sobrevida livre de recidiva bioquimica de
acordo com imunoexpressao de PTEN em biépsia de pacientes com CaP de
muito baixo risco tratados com PR (N=68)

Em relacdo a SLRB de acordo com a expressao conjunta de ERG e PTEN
na bidpsia, observamos apos seguimento médio de 49,2 meses que o tempo de
SLRB foi significativamente menor nos pacientes com expressdo ERG positivo
+ PTEN positivo (68,4% em 60 meses). Os grupos de expressdao ERG negativo
+ PTEN negativo e o grupo ERG positivo + PTEN negativo apresentaram 100%
de SLRB, e o grupo de expressdo ERG negativo + PTEN positivo 91,6% no

mesmo periodo (figura 18).
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Figura 18 — Curva Kaplan Meier de sobrevida livre de recidiva bioquimica de
acordo com a imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN em biépsia de
pacientes com CaP de muito baixo risco tratados com PR (N=68)

Considerando a expressao de ERG no espécime cirurgico, notamos que
nao houve diferenga entre expressao negativa versus positiva de ERG quanto a
SLRB (91,6% de pacientes sem recidiva em 60 meses se expresséo de ERG
positivo e 89,5% se ERG negativo, p=0,925) (figura 19).

© ERG PR

.Q

E 9

ERRSE — T ERG

% 1 , Negativo
g —
5 2 ERG Positivo
3 o

14

(0]

©

(O]

s B

J o

©

o

>

[

2 3

(%] 59

& o

©

2 p=0,925

he) o

= 9J

% € T T T T T T T
ﬁ 0 20 40 60 80 100 108
& meses

Figura 19 — Curva Kaplan Meier de sobrevida livre de recidiva bioquimica de
acordo com imunoexpressado de ERG no espécime cirurgico de pacientes com
CaP de muito baixo risco tratados com PR (N=93)
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A expressdo negativa de PTEN no espécime cirurgico também n&o
mostrou correlagdo com a SLRB pois nos casos com expressdo negativa de
PTEN 92,6% n&o apresentaram recorréncia em 60 meses, versus 88,4% nos

casos com expressao positiva, p=0,891 (figura 20).
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Figura 20 — Curva Kaplan Meier de sobrevida livre de recidiva bioquimica de
acordo com imunoexpressao de PTEN no espécime cirurgico de pacientes com
CaP de muito baixo risco tratados com PR (N=93)

Na analise da expressao conjunta de ERG e PTEN no espécime cirurgico,
nao observamos diferenca significativa entre os quatro grupos na correlagdo com
a SLRB (p=0,999), figura 21.
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Figura 21 — Curva Kaplan Meier de sobrevida livre de recidiva bioquimica de
acordo com imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN no espécime cirurgico
de pacientes com CaP de muito baixo risco tratados com PR (N=93)

4.2.7 Correlagao entre a imunoexpressao de ERG e PTEN em biépsia e no

espécime cirurgico na série de pacientes tratados com cirurgia

Avaliamos a hipotese da expressao de ERG positiva se correlacionar com
a expressao negativa de PTEN. Nao houve essa correlagdo nas 68 bidpsias da
série. No espécime cirurgico, houve correlagdo significativa entre expresséo

positiva de ERG com expressao de PTEN positiva (p=0,012) (tabela 37).

Tabela 37 — Correlacdo da imunoexpressao positiva de ERG com a
imunoexpressao negativa de PTEN em bidpsia (N=68) e no espécime cirurgico
(N=93) nos pacientes tratados com PR

PTEN Bx
Negativo Positivo p-valor OR IC95%
N (%) N (%)
ERG Bx Positivo 1(20,0) 15 (23,8) 0,999 0,800 0,0829;7,7180
Negativo 4 (80,0) 48 (76,2)
PTEN PR

ERG PR Positivo 10 (27,8) 31 (54,4) 0,012 0,322 0,1316; 0,7906
Negativo 26 (72,2) 26 (45,6)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= bidpsia; PR=
prostatectomia radical; N= numero; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianga.
p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.
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5 DISCUSSAO

Identificamos correlagéo entre a expressao negativa de PTEN por imuno-
histoquimica na bidpsia prostatica com a progresséo por escore de Gleason em
pacientes com CaP de muito baixo risco em VA; observamos que os pacientes
com perda de expressao de PTEN em bidpsia tiveram 9,7 vezes mais chance de
progresséo do escore de Gleason durante a VA, sendo esse o achado mais
relevante dos nossos dados. Adicionalmente, observamos de forma inédita que
a expressao positiva de ERG na bidpsia esteve associada a maior chance de
escore de PI-RADS24 na RM, o que é importante visto o escore de PI-RADS
representar fator independente de progresséo por escore de Gleason em nossa

série de CaP de muito baixo risco em VA.

Nao encontramos correlagcio entre as expressoes de PTEN e ERG com a
chance de progressé&o geral durante a VA. Avaliamos esse critério pois as séries
iniciais de VA adotavam como critérios de reclassificacdo e progressédo para
retirar o paciente da VA os mesmos critérios de elegibilidade, ou seja, o aumento
do escore de Gleason =7, ou o aumento de numero de fragmentos positivos >3,
ou o aumento da porcentagem do fragmento acometido >50% ou PSA sérico
>10 ng/mL (30, 36, 96). Na época do estabelecimento da nossa série de VA, a
literatura, o nosso servigo e os grupos internacionais reconhecidos favoreciam o
uso de tais critérios de progressédo; entretanto nos dias atuais o aumento do
escore de Gleason é considerado o principal critério adotado para progresséo
durante a VA, e demonstramos em nossa série que pacientes com perda de

expressao de PTEN tem dez vezes mais chance de progressao por esse critério.

Algumas séries reforcaram a hipotese de que a elevagdo do PSA e o
numero de fragmentos talvez ndo fossem bons preditores de progressédo, Ross
et al. e o estudo PRIAS demonstraram que a mudanga isolada do PSA
(velocidade e tempo de duplicagdo) parece ser um preditor fraco para
reclassificacéo e progressao de doenga (36, 37), ndo devendo ser utilizado como

critério de tratamento de pacientes em VA, visto que PSA, tempo de duplicacao



73

de PSA até 3 anos e numero de fragmentos positivos >2 ndo foram preditores
para desfechos intermediario (Gleason 3+4 e pT2) e desfavoravel (Gleason 24+3
ou 2pT3) em PR (36). Em revisdo sistematica das praticas mundiais de VA do
CaP publicada por Kinsela et al. em 2018, nao foi vista concordancia universal
nos gatilhos para intervengcdo, apesar de 62% dos estudos incluidos
concordarem com o aumento do escore de Gleason 27 (97). O estudo europeu
DETECTIVE (28) mostrou que o numero de fragmentos positivos ndo foi um
indicador de volume e extensao tumoral se bidpsias guiadas por fuséo de
imagem de RM eram realizadas. Diante do exposto, permanece em aberto na
literatura quais seriam os melhores critérios a serem utilizados para a
reclassificacédo do CaP de muito baixo risco em VA; porém na atualidade o mais

aceito € a progressao do escore de Gleason.

Em nossa série de validacéo, a perda de expressédo de PTEN, associada
ou n&o a expressao negativa de ERG, no espécime cirurgico avaliado por TMA,
também se correlacionou significativamente a escore de Gleason =7, com
aumento de 2,9 vezes a chance de achado de escore de Gleason elevado
guando comparado a expressio de PTEN positivo, reforcando o papel do PTEN

como marcador de prognostico no CaP de muito baixo risco.

Considerando o aumento do escore de Gleason como o principal fator de
progressdo durante VA, vimos que os preditores numero de fragmentos >3,
porcentagem de fragmentos >50%, escore de PI-RADS 24 e expresséo negativa
de PTEN na biépsia foram significativos em analise univariada, porém na analise
multivariada apenas porcentagem de fragmentos e escore de PI-RADS
mantiveram-se independentemente associados a progressdo do escore de
Gleason durante a VA. Como observamos apenas 12 casos de perda de PTEN
na biopsia, e apenas um caso de perda de PTEN com manuteng¢ao de escore de
Gleason 6, ndo obtivemos poder estatistico suficiente na analise multivariada
para demonstrar independéncia da imunoexpressédo de PTEN na progressao do
escore de Gleason quando considerado todos os fatores. No entanto, excluindo
o escore de PI-RADS da analise multivariada, os fatores independentes para
progressdo do escore de Gleason durante a VA foram a porcentagem de
fragmentos >50% e a perda de PTEN (OR=10,43, 1C95%=1,24-87,56).
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N&o ha duvida sobre o beneficio da RM no manejo dos pacientes em VA,
tanto que é recomendada pelos consensos e sociedades de urologia (27), porém
deve-se lembrar do aspecto econdmico e custos desse exame de imagem, que
sdo superiores ao custo de um estudo imuno-histoquimico para analise do
marcador PTEN. Além disso a RM nao esta amplamente disponivel em nosso
pais. Diante disso, podemos ponderar que a avaliagdo da imunoexpressao do
biomarcador PTEN na bidpsia representa custo muito menor e talvez melhor
custo-beneficio em relagao a realizacdo de uma RM; o que representa aspecto

importante para a realidade brasileira.

Entre as alteragcdes moleculares presentes no CaP, a perda de PTEN tem
se mostrado como um potencial biomarcador de pior prognéstico. Atuando como
fosfatase lipidica, PTEN se opde a cascata de sinalizagdo oncogénica PI3K/AKT.
A perda de PTEN entéo leva a auséncia de oposi¢ao da atividade de PI3K,
familia de enzimas que convertem PIP2 (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) para PIP3
(fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato), resultando na ativacdo e modulagdo de AKT
(Serina/Treonina quinase), e consequente sinalizagdo da cascata de ativagao
mTOR (rapamicina), a qual possui papel importante na regulagcdo de apoptose,
proliferagdo celular, progressdao do ciclo celular, proliferagdo celular,
diferenciagao e invaséo (98). A perda de PTEN no CaP geralmente se da por
delecédo, apesar de rearranjos gendmicos e até mutacdes levarem a inativacéo
de PTEN (99).

Uma meta-analise de sete artigos com 1700 pacientes demonstrou a
correlagdo da delegcdo de PTEN com maior escore de Gleason, além de maior
probabilidade de extensdo extracapsular, em pacientes com CaP localizado e
tratados com cirurgia (100). Troyer et al. selecionaram retrospectivamente
amostras teciduais de espécimes de PR de 612 pacientes do estudo Canary
Retrospective Multicenter Prostate Cancer Tissue Microarray com TMAs de CaP,
englobando casos com e sem recorréncia bioquimica em 5 anos e com estadios
patologicos T1 a T4, mas majoritariamente T2 e T3; e avaliaram a delec&o do
PTEN, através de FISH, que estava deletado em 18,3% dos casos (101), menor
que os 41,2% encontrados nas prostatectomias radicais em nossa série de VA

e os 38,7% em nossa seérie de validagdo. Associagbdes significativas foram
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observadas entre a delecdo do PTEN e maior estadio patologico, invasao das
vesiculas seminais, extensao extracapsular e escore de Gleason. Na regresséo
logistica envolvendo variaveis clinico-patologicas, a delegdo do PTEN esteve
associada de forma significativa com a extensao extracapsular, com OR=2,32
(1C95%=1,51-3,57, p<0,0001), comprometimento das vesiculas seminais, com
OR=3,39 (IC95%=1,70-6,62, p=0,0004) e alto escore de Gleason, com OR=2,32
(1C95%=1,55-3,48, p<0,0001) — sendo este ultimo dado muito semelhante a
nossa série de validagdo. Em relagao a recidiva bioquimica, delecido de PTEN
esteve fortemente associada a pior SLRB (HR=1,64, IC95%=1,13-2,37, p=0,009)
(101), resultado que n&o reproduzimos em nossas duas casuisticas.

Apesar dos dados existentes sobre a expressdo do PTEN, a propria
Sociedade de Patologia Genito-Urinaria (GUPS) em 2019 considerou
necessarios estudos adicionais em coortes de VA para estabelecer o papel da
delecdo de PTEN neste cenario (102), visto o escasso numero de estudos em
VA, existindo apenas duas séries publicadas. Tososian et al., abordado na
introdugéo, ndo encontraram correlagéo entre expressao de PTEN e progressao
(75). Contraditoriamente, Lokman et al. avaliaram 190 pacientes recrutados do
protocolo de VA para CaP de baixo risco PRIAS, para avaliagdo da expressao
de PTEN por IH na biopsia diagndstica, encontrando perda de PTEN em 29
homens (15%), similar aos 12,6% encontrados nas biopsias da nossa série de
VA. No seguimento de 46 meses, perda de PTEN foi associada a progresséo
para ISUP GG >1 na biopsia confirmatoria, Hazard Ratio (HR) de 2,57,
1C95%=1,16-5,70, p=0,02 (103), corroborando nossos achados. Vale ressaltar
gue nesta série ndo houve o uso da RM, diferentemente do nosso estudo.

A RM tem papel na selegdo e seguimento dos pacientes com CaP de risco
baixo e intermediario em vigilancia ativa, e comprovamos que o escore de PI-
RADS da RM foi fator preditor independente de progressdo do escore de
Gleason. Nossos resultados mostraram também que na bidpsia a expressao
negativa de PTEN teve associacdo marginal com maior chance de PI-RADS 24
na RM (p=0,055), e que a expressao positiva de ERG correlacionou-se
significativamente a escore de PI-RADS 24, com 2,8 vezes mais chance que
ERG negativo. Biomarcadores no contexto da RM, o que se denomina

radiogenémica, foram inicialmente estudados na presenga de nddulo visivel
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(maior que 0,5 cm) em espécimes de PR e equivalente na imagem da RM. Lee
et al., analisando 62 nddulos visiveis de CaP operados, observaram que a
expresséao positiva de ERG e delecédo de PTEN no espécime cirurgico ndo se
correlacionaram com o escore do PI-RADS (104). Posteriormente, Baumgartner
et al. compararam a expressédo de PTEN e ERG em bidpsia guiada por fusdo de
imagens da RM versus biopsia sistematica guiada por ultrassom. Em 53 casos
que foram submetidos as duas técnicas de bidpsia, a guiada por RM foi superior
na detecgao da perda de PTEN (p=0,02), mas ndo para expressao positiva de
ERG. Nas biépsias guiadas por RM, a perda de PTEN foi mais frequente em
tumores GG2 que GG1 (p=0,01) (105).

A literatura atual sugere que a analise combinada dos biomarcadores
ERG e PTEN com a RM e biopsia guiada pode melhorar o desempenho na
avaliacdo prognostica dos pacientes com CaP localizado. Erickson et al.,
avaliando 106 pacientes submetidos a bidpsia por fusdo de imagem de RM e
subsequente PR, com 53 casos com bidpsia sistematica concomitante ou prévia,
demonstraram que o poder preditivo do status de PTEN e ERG na bidpsia por
fusdo € superior a biodpsia sistematica, além de maior correlagdo com o GG na
PR e o escore de PI-RADS (106). Porém, Eineluoto et al., em analise
retrospectiva de 346 amostras teciduais do espécime cirurgico correspondentes
a lesdo visivel ou auséncia de lesdo em RM, dispostas em TMAs, nao
demonstraram papel da expressédo de ERG e PTEN na predigao de doenca néo-
orgao confinada e pior RB (107). O estudo-piloto de McCann et al. mostra que
areas da zona periférica da prostata com perda de PTEN, avaliada por IH, e
maior captagcédo na série de perfusdo DCE — dynamic contrast-enhanced — na
RM tem associagdo com pior escore de Gleason (108). Nossos resultados,
apesar do carater retrospectivo, analisaram uma série prospectiva de VA e com
acompanhamento seriado com RM em todos os casos; e conseguimos

demonstrar correlacao entre pior escore PI-RADS na RM e a expressao de ERG.

N&o encontramos correlagao significativa entre imunoexpresséo de ERG
na bidpsia com nenhum dos critérios de progressdo durante a vigilancia em
nosso estudo; entretanto observamos tendéncia entre a expressao positiva de

ERG na biopsia com a progresséo do escore de Gleason durante VA. Apenas 3
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estudos avaliaram ERG como fator de progressdo em VA, e dois observaram
relagéo de expressao positiva de ERG com progresséo do CaP indolente durante
VA (58, 59). Diferentemente dos nossos achados, Berg et al. foram capazes de
encontrar correlagado de expressao positiva de ERG na bidpsia diagnostica com
progresséo geral durante VA em analise multivariada (HR=2,45, 1C95%=1,62-
3,72), porém vale destacar a auséncia do uso de RM e também de bidpsias
guiadas nessa coorte, além da inclusdo de alguns pacientes com escore de
Gleason 3+4 e PSA > 10 ng/mL (59).

Observamos na VA que nos pacientes com expressao positiva de ERG
na biopsia ha tendéncia a menor SRLB em 5 anos (77,3% vs 94,4%). A
expressado de ERG-positivo no espécime cirurgico nos pacientes em vigilancia
operados por progressao também mostrou tendéncia a menor SLRB em 5 anos
(69% vs 93,3%). Reforgando o papel do ERG como marcador de prognéstico,
observamos na série de validagcdo que a expressao positiva de ERG na bidpsia
esteve significativamente associada a 7 vezes mais chance de menor SLRB em
5 anos (71,4% vs 93,9%). Embora a SLRB represente um desfecho de
prognostico intermediario, ela esta associada a maior risco de progressao para

metastases, mortalidade cancer-especifica e geral (109).

Na literatura, a correlagao da expressado de ERG com a RB do CaP tratado
com cirurgia tem resultados dispares. Alguns autores encontraram maior chance
de RB em pacientes com expressdo negativa de ERG (110-112), enquanto
outros pesquisadores ndo encontraram associagao de ERG como preditor de
recidiva (57, 113-115). Uma meta-analise recentemente publicada avaliando-se
76 artigos, com 2556 pacientes, dos quais 697 tiveram RB e 211 morreram por
CaP, ndo encontrou associacado de expressao de ERG com RB apds tratamento
local (OR=1,09, 1C95%=0,91-1,31) ou com mortalidade cancer-especifica
(OR=1,11, p=0,49) (116). No entanto, a meta-analise incorporou diversas
coortes retrospectivas e heterogéneas contendo pacientes com CaP localizado,
metastatico sensivel e resistente a castragcdo, que nao incluiam pacientes em
VA.

Outros estudos observaram maior mortalidade cancer-especifica nos

pacientes com expressao positiva de ERG, porém em todos a analise foi
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realizada em tecido de resseccgao trans-uretral de pacientes com CaP em coorte
de Watchful Waiting (49, 56, 117). Adicionalmente, Nam et al., analisando 26
pacientes operados por CaP localizado por RT-PCR e sequenciamento de DNA,
observaram que a presenga da fusdo génica TMPRSS2:ERG teve taxas de
recorréncia significamente mais altas quando comparadas a auséncia de fusao
(79,5% vs 37,5% em cinco anos de seguimento, respectivamente, p=0,03) (118),
de maneira semelhante aos nossos achados na série de validacao. Visto que os
principais dados da literatura sobre expresséo de ERG e recorréncia bioquimica
nao se baseiam em pacientes de VA, e que estudos sobre a expressédo de ERG
especificamente em séries de VA sdo escassos, com apenas 3 séries publicadas
(58, 59, 103), nosso trabalho, correlacionando a imunoexpressao de ERG com
a SLRB pos-tratamento, traz dado importante para a avaliagdo de progresséo de
pacientes com CaP de muito baixo durante VA.

A interacdo de PTEN e ERG nos desfechos clinico-patolégicos em CaP
tem sido desafiador e complexo e isso foi avaliado por alguns estudos que
apresentaram resultados contraditérios. Fallahabadi et al. analisaram, em 42
amostras teciduais de espécimes cirurgicos de PR, a presenca da fuséo
TMPRSS2-ERG em conjunto com o status do gene PTEN, utilizando Real-time
PCR e método de FISH. Os autores observaram forte correlagcdo desses dois
marcadores (p=0,005). Todos os casos positivos para a delecdo do PTEN
apresentavam a fusdo TMPRSS2:ERG; porém nem todos os casos de fusao
TMPRSS2:ERG tinham a dele¢cdo do PTEN, permitindo concluir que a delecéo
do PTEN ocorreu em concordancia com a fusdo TMPRSS2:ERG neste estudo
(73). Inicialmente, baseado em modelos animais, a interagdo de inativagéo de
PTEN com o rearranjo de ERG foi considerado como de pior prognostico entre

todas as comparagdes (71, 74).

Entretanto, estudos adicionais maiores encontraram maior risco de
progressédo em pacientes com perda de PTEN, independente do status de ERG.
Ja mencionado nesta discussao, Lokman et al. também avaliaram em conjunto
os biomarcadores PTEN e ERG na progressao do CaP em VA em 190 biopsias
diagndsticas, e encontrou que a perda de PTEN foi significativamente associada,

tanto em analise uni quanto multivariada, a progressdo do GG na rebidpsia
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(HR=2,57), mudanca de tratamento (HR=2,31) e achados histopatolégicos
adversos na PR (HR=4,74), enquanto que a expressao positiva de ERG na
bidépsia ndo apresentou correlagdo (103). Nesse mesmo sentido, Haney et al.
avaliaram o status PTEN/ERG por IH em 791 espécimes de PR de CaP
localizado e observaram perda de PTEN em 25% dos casos e ERG positivo em
43%, proximas ao encontrado em nossas séries. Em analise multivariada, perda
de PTEN (HR=1,9, IC95%=1,2-3,0) mas nao ERG-positivo (HR=0,6, IC95%=0,4-
1,1) associou-se ao risco aumentado de metastase e morte por CaP. E a
associacao de perda de PTEN com metastase e morte apenas permaneceu nos
casos ERG-negativo (HR=2,3, 1C95%=1,3-4,1), e ndo ERG-positivo (HR=1,1,
1C95%=0,6-2,1) (119).

Krohn et al., em analise de mais de 4000 amostras de espécimes
cirurgicos de PR dispostas em TMAs com estadios pT2 a pT4, encontraram
piores desfechos patologicos como estadio, escore de Gleason, metastase
linfonodal (p<0,0001) e recorréncia bioquimica precoce (p=0,0158 ) na presenca
de perda de PTEN avaliada tanto por FISH quanto IH, independente do status
de ERG por IH (69). Porém em outra série quando o desfecho utilizado foi
letalidade do CaP e ndo a recidiva bioquimica, a perda de PTEN foi associada a
letalidade somente em pacientes ERG-negativos (HR=3,1, 1C95%=1,7-5,7), em
coorte de investigagao pato-epidemioldgica com 1044 amostras teciduais de PR

ou ressecgao transuretral de CaP (120).

Similarmente, Reid et al. avaliaram a expressao de ERG e PTEN por FISH
em 308 amostras teciduais de ressegodes trans-uretrais dispostas em TMAs, e
também encontraram sobrevida global e cancer-especifica significativamente
pior nos pacientes com delecdo de PTEN e expressdo negativa de ERG
(HR=9,37, 1C95%=4,68-18,76), sendo o grupo sem delecdo de PTEN e
expressdo negativa de ERG com a melhores sobrevida especifica e global (72).
Em nossa série de VA ndo encontramos interacdo da imunoexpressao de PTEN
e ERG na biopsia com menor SLRB. Ja no espécime cirurgico, vimos que a
expresséao conjunta de ERG positivo com PTEN negativo apresentou tendéncia

de menor SLRB (66,7% vs 100% em 5 anos), indo de encontro com o postulado
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de que a expressao positiva de ERG e a perda de expressao de PTEN se

correlaciona a CaP com maiores chances de progressao e agressividade.

Em nossa série de validacdo a analise da expressdo conjunta dos
biomarcadores na bidpsia encontrou menor SLRB em 5 anos para o grupo ERG
positivo + PTEN positivo de 68,4%, comparado com o grupo ERG negativo +
PTEN positivo em valor intemediario de 91,6%; e 100% de sobrevida nos outros
dois grupos (ERG negativo + PTEN negativo e ERG positivo + PTEN negativo).
Aqui, a diferenca entre os grupos foi estatisticamente significativa, com os
pacientes com imunoexpressao positiva de ERG e PTEN com chance 6,9 vezes
maior de pior SLRB em relac&o ao restante. Ja no espécime cirurgico, 0s grupos
de imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN n&o apresentaram correlagéo.
Salles et al., em estudo recente de 215 pacientes submetidos a prostatectomia
radical, demonstraram que expressdo positiva de ERG na margem cirurgica
positiva foi associada a maior risco de recidiva bioquimica em analise
multivariada (HR=2,4, IC95%=1,2-4,9), independente do status de PTEN na
mesma margem cirurgica (121). Postulamos, com nossos dados, que pacientes
com expressao positiva de ERG, independente do status de PTEN, estéo

associados a pior SLRB pés tratamento local.

Sao controversos os estudos prévios mostrando riscos maiores de RB na
perda de PTEN com expressédo positiva de ERG (71, 74). As séries com
seguimento mais longo mostraram que o subgrupo ERG-negativo com perda de
PTEN é o que possui risco aumentado para desfecho letal (72, 120). Como a
frequéncia de tumores ERG-positivo com perda de PTEN & maior que tumores
ERG-negativo com perda de PTEN nestas séries, estudos menores
apresentaram menor poder estatistico para comparar o efeito da perda de PTEN
na estratificagao do status de ERG, enquanto os estudos maiores nao revelaram
nenhum efeito do status de ERG na associagdo com perda de PTEN na RB.
Apesar de termos encontrado menos casos de ERG-positivo com perda de
PTEN que ERG-negativo com perda de PTEN em ambas de nossas séries, elas
representam caracteristicas diferentes, sendo especificas de CaP de muito baixo
risco, permanecendo aberta a discusséo da avaliagdo conjunta de ERG e PTEN

neste contexto.
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Nosso estudo apresenta como aspectos positivos para alcangarmos os
objetivos propostos o uso de critérios claros de selecéo, tempo de seguimento
suficiente que permitiu observacdo de progressdo em mais da metade dos
casos, a revisao central na leitura IH por unico uro-patologista experiente e
também revisdo central das RM multiparamétricas por unico uro-radiologista.
Outro ponto positivo foi a realizagdo do tissue microarray, ja que a analise da
expressdo de cada marcador simultaneamente em todas as amostras através
do TMA contribui com a homogeneidade dos resultados da imunoexpresséo. O
alto volume de pacientes em nossa Instituicdo a fim de possibilitar a selecéo e
inclusdo em quantidade necessaria para observarmos os desfechos; o
desenvolvimento estrutural da nossa Instituigdo, com manejo adequado no
acompanhamento do protocolo de VA com a realizacdo de RMs e re-bidpsias de
préstata periddicas guiadas por esse exame de imagem, procedimentos estes
na maioria das vezes inexistentes em outros servicos do SUS em nossa

realidade brasileira, representam outros pontos fortes do nosso estudo.

Apesar disso, encontramos limitagbes em nosso projeto de pesquisa. A
primeira foi a presenga escassa de tumor representativo nas laminas/blocos de
bidpsia prostatica em 15 casos, visto que nossa coorte apresenta somente
pacientes de muito baixo risco, com escore de Gleason 6, com poucos
fragmentos positivos, baixa porcentagem de acometimento dos fragmentos e
baixo volume tumoral. Por conta do desgaste de material original, nao
conseguimos prosseguir com a realizagao das reag¢des IH em todas as biopsias

de seguimento, devido a material insuficiente para a realizagdo das reagoes.

Um segundo ponto foi a pior qualidade em algumas amostras de biopsia
na série de validagao de pacientes tratados diretamente com cirurgia, sendo esta
coorte representada por algumas bidpsias e espécimes cirurgicos com mais de
10 anos de armazenamento; que apresentam maior chance de problemas pré-
analiticos nas amostras. Também limitou a nossa amostra a indisponibilidade de
material para analise IH neste grupo de pacientes. Além disso, o baixo numero
de apenas 12 casos com expressao negativa de PTEN nas nossas bidpsias na
série de VA e 5 na série de validagao pode ter impactado as correlagdes entre

expressado de PTEN com a progressao e prognostico. Postulamos que talvez a
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delecdo de PTEN seja evento menos frequente no CaP de muito baixo risco;
além de nao ser conhecida a frequéncia dos biomarcadores ERG e PTEN na
populagao brasileira. Tosoian et al. ja demonstraram que as alteragdes de ERG
e PTEN ocorrem em porcentagens diferentes entre afro-americanos e

descendentes europeus (122).

Nosso estudo limitou-se a utilizar como desfecho oncoldgico a sobrevida
livre de recorréncia bioquimica, e ndo mortalidade cancer-especifica, ja que
nosso acompanhamento pos-tratamento teve média de 39,7 meses na série de
VA e 49,2 meses na série de validacdo, aquém do necessario para a avaliacao
de sobrevida especifica considerando casos de CaP de muito baixo risco. Nao
realizamos analise de sobrevida cancer-especifica devido a raridade deste
evento. Nossa série de VA apresentou 3 obitos, nenhum por CaP, sendo um por
insuficiéncia hepatica durante seguimento de VA, e dois pés-PR, um por
neoplasia de colon metastatica e outro por evento coronariano agudo. Na série

de validagao nao houve 6ébito.

A néo inclusdo de pacientes com risco intermediario favoravel no nosso
estudo, que é recomendada por alguns consensos na atualidade (34),
representa um ponto negativo, pois talvez nossos resultados n&o se apliquem
aos pacientes atualmente em selecao para VA. Também os diversos critérios de
reclassificacdo durante VA, com tendéncia atual a considerar somente a
progressdo do escore de Gleason na re-bidpsia (28) como mudanga de
tratamento, representam uma critica. Entretanto, na época do inicio de nossa
série de VA, os critérios de Epstein de CaP insignificante, em conjunto com os
critérios clinicos de estadio e PSA, eram os mais aceitos e amplamente

utilizados.

Baseado em nossos achados postulamos que a expressédo negativa de
PTEN e positiva de ERG na bidpsia por IH tem potencial valor progndstico na
selecéo e seguimento de pacientes com CaP de muito baixo risco em VA. A RM
e a porcentagem de fragmentos representam os fatores preditores
independentes de progressao por escore de Gleason. Estudos prospectivos,

com maior amostra e seguimento adequado, sdo necessarios para avaliarmos o
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real papel progndstico dos biomarcadores ERG e PTEN no contexto do CaP em

Vigilancia Ativa.
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6 CONCLUSOES
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6 CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que na bidpsia de pacientes com CaP de
muito baixo risco a expressao negativa de PTEN esta associada a progressao
do escore de Gleason durante a VA. A expressao positiva de ERG na biopsia
estd associada ao maior escore de PI-RADS. A expressao positiva de PTEN
associada a expressao negativa de ERG na bidpsia associou-se a menor chance
de escore de PI-RADS 24. A porcentagem de acometimento dos fragmentos da
biépsia e o escore de PI-RADS da RM sé&o preditores independentes de
progresséao por escore de Gleason durante VA.

Na série de validagdo encontramos que a expressio positiva de ERG
associada ou nao a expressao positiva de PTEN na bidpsia esta associada a
pior SLRB. No espécime cirurgico a expressao negativa de PTEN isolada ou em
conjunto com expressao negativa de ERG esta associada a maior escore de
Gleason.

Postulamos que as imunoexpressdes negativa de PTEN e positiva de
ERG estéo associadas ao pior prognostico de pacientes com CaP de muito baixo
risco em VA, sendo, portanto, potenciais candidatos a biomarcadores neste

cenario.
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Anexo A, Tabela 38 — Correlagao da imunoexpresséo conjunta de ERG positivo
e PTEN negativo em biopsia com os critérios de progressao e aumento do PI-
RADS em 95 pacientes durante a VA

ERG + PTEN Bx

Variavel Categoria  ERG Positivo+  Restante  p-valor OR IC95%
PTEN Negativo N (%)
N (%)

Progresséao Sim 6 (100,0) 66 (74,2) 0,330 — ——
geral Nao 0 (00,0) 23 (25,8)
Progresséao por 27 6 (100,0) 49 (55,1) 0,038 — ——
escore de <6 0 (00,0) 40 (44,9)
Gleason
Progresséao por >3 3 (50,0) 35(39,3) 0,680 1,543 0,294 ; 8,081
Numero de <3 3 (50,0) 54 (60,7)
fragmentos
Progresséao por >50% 2 (33,3) 24 (27,00 0,664 1,354 0,233 ; 7,877
%fragmentos <50% 4 (66,7) 65 (73,0)
Progresséao por >10 1(16,7) 12 (13,5) 0,999 1,283  0,138; 11,953
PSA <10 5(83,3) 77 (86,5)
PI-RADS 24 6 (100,0) 57 (64,0) 0,094 — ——

<4 0 (00,0) 32 (36,0)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= biopsia; N= nimero;
PSA= Antigeno prostatico especifico; PI-RADS= Prostate Image Reporting and Data System,
OR= odds ratio, IC= interval de confianca; NA= nao avaliavel.
p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.
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Anexo B, Tabela 39 — Correlagdo da imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN
positivos em biopsia com os critérios de progressao e aumento do PI-RADS em
95 pacientes durante a VA

ERG + PTEN Bx

Variavel Categoria ERG Positivo Restante p-valor OR IC95%
+ PTEN N (%)
Positivo N
(%)

Progresséo Sim 24 (75,0) 48 (76,2) 0,898 0,937 0,349;2,518
geral Nao 8 (25,0) 15 (23,8)
Progressao por 27 19 (59,4) 36 (57,1) 0,835 1,096 0,462 ;2,601
escore de <6 13 (40,6) 27 (42,9)
Gleason
Progresséao por >3 15 (46,9) 23(36,5) 0,330 1,535 0,647 ;3,638
nuamero de <3 17 (563,1) 40 (63,5)
fragmentos
Progresséao por >50 10 (31,2) 16 (25,4) 0,545 1,335 0,522; 3,413
% fragmentos <50 22 (68,8) 47 (74,6)
Progresséo >10 4 (12,5) 9 (14,3) 0,811 0,857 0,242 ; 3,031
por PSA <10 28 (87,5) 54 (85,7)
PI-RADS 24 24 (75,0) 39(61,9) 0,202 1,846 0,715;4,764

<4 8 (25,0) 24 (38,1)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= biopsia; N= nimero;
PSA= Antigeno prostatico especifico; PI-RADS= Prostate Image Reporting and Data System,
OR= odds ratio, IC= interval de confianga; NA= ndo avaliavel.

p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.
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Anexo C, Tabela 40 — Correlagdo da imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN
negativos em bidpsia com os critérios de progresséo e aumento do PI-RADS em
95 pacientes durante a VA

ERG + PTEN Bx

Variavel Categoria ERG Negativo+ Restante p-valor OR 1C95%
PTEN Negativo N (%)
N (%)

Progresséo Sim 5(83,3) 67 (75,3) 0,999 1,642 0,182; 14,823
geral Nao 1(16,7) 22 (24,7)
Progressao por 27 5(83,3) 50 (56,2) 0,396 3,900 0,437 ;34,760
escore de <6 1(16,7) 39 (43,8)
Gleason
Progresséao por >3 3 (50,0) 35(39,3) 0,680 1,543 0,294 ; 8,081
nuamero de <3 3 (50,0) 54 (60,7)
fragmentos
Progresséao por >50 2 (33,3) 24 (27,00 0,664 1,354 0,233;7,877
% fragmentos <50 4 (66,7) 65 (73,0)
Progresséao por >10 1(16,7) 12(13,5) 0,999 1,283 0,138; 11,953
PSA <10 5(83,3) 77 (86,5)
PI-RADS 24 5(83,3) 58 (65,2) 0,660 2,672 0,299 ;23,899

<4 1(16,7) 31 (34,8)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= biopsia; N= nimero;
PSA= Antigeno prostatico especifico; PI-RADS= Prostate Image Reporting and Data System,

OR= odds ratio, IC= interval de confianga; NA= ndo avaliavel.

p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.
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Anexo D, Tabela 41 — Correlagao da imunoexpresséo conjunta de ERG positivo
e PTEN negativo em biépsia com os fatores prognosticos patoléogicos em 49
pacientes operados durante a VA

ERG + PTEN Bx

Variavel Categoria  ERG Positivo+  Restante  p-valor OR IC95%

PTEN Negativo N (%)

N (%)

Escore de 27 3 (100,0) 37 (80,4) 1,000 - -
Gleason <6 0 (00,0) 9 (19,6)
Estadio PT3 2 (66,7) 12 (26,1) 0,193 5,667 0,470 ;68,281
patolégico PT2 1(33,3) 34 (73,9)
Margem Positiva 1(33,3) 11 (23,9) 0,999 1,591  0,131; 19,270
cirurgica Negativa 2 (66,7) 35 (76,1)
Diametro >19mm 2 (66,7) 13 (28,3) 0,218 5,077 0,423;60,915
tumoral <19mm 1(33,3) 33 (71,7)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= biopsia; N= nimero;
OR= odds ratio, IC= interval de confianga.
p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.

Anexo E, Tabela 42 — Correlagao da imunoexpresséo conjunta de ERG e PTEN
positivos em bidpsia com os fatores prognosticos patolégicos em 49 pacientes

operados durante a VA

ERG + PTEN Bx

Variavel Categoria ERG Positivo+ Restante  p-valor OR IC95%
PTEN Positivo N (%)
N (%)

Escore de =7 13 (72,2) 27 (87,1) 0,259 0,385 0,088 ;1,678
Gleason <6 5(27,8) 4 (12,9)

Estadio PT3 3(16,7) 11 (35,5) 0,160* 0,364 0,086 ; 1,537
patolégico PT2 15 (83,3) 20 (64,5)

Margem Positiva 6 (33,3) 6 (19,4) 0,316 2,083 0,544 ;7,834
cirdrgica Negativa 12 (66,7) 25 (80,6)

Diametro >19mm 6 (33,3) 9 (29,0) 0,753 1,122 0,350 ; 4,265
tumoral <19mm 12 (66,7) 22 (71,0)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= biopsia; N= nimero;
OR= odds ratio, IC= interval de confianga.
p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.

* p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.
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Anexo F, Tabela 43 — Correlagado da imunoexpressao conjunta de ERG negativo
e PTEN positivo em bidpsia com os fatores prognosticos patoldégicos em 49

pacientes operados durante a VA

ERG + PTEN Bx

Variavel Categoria ERG Negativo + Restante  p-valor OR 1C95%
PTEN Positivo N (%)
N (%)

Escore de 27 23 (85,2) 17 (77,3) 0,713 1,691 0,394 ;7,257
Gleason <6 4 (14,8) 5(22,7)

Estadio PT3 9 (33,3) 5(22,7) 0,414* 1,700 0,473;6,105
patolégico PT2 18 (66,7) 17 (77,3)

Margem Positiva 5(18,5) 7 (31,8) 0,282* 0,487 0,130; 1,827
cirurgica Negativa 22 (81,5) 15 (68,2)

Diametro >19mm 7 (25,9) 8 (36,4) 0,430* 0,612 0,180 ;2,081
tumoral <19mm 20 (74,1) 14 (63,6)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= biopsia; N= nimero;

OR= od(ds ratio, IC= interval de confianga.
p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.
* p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.

Anexo G, Tabela 44 — Correlagdo da imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN
negativos em biopsia com os fatores progndsticos patoldgicos em 49 pacientes

operados durante a VA

ERG + PTEN Bx

Variavel Categoria ERG Negativo+ Restante p-valor OR 1C95%
PTEN Negativo N (%)
N (%)

Escore de 27 1 (100,0) 39(81,2) 1,000 -- --
Gleason <6 0 (00,0) 9(18,8)

Estadio PT3 0 (00,0) 14 (29,2) 1,000 - -
patolégico PT2 1 (100,0) 34 (70,8)

Margem Positiva 0 (00,0) 12 (25,0) 1,000 -- --
cirdrgica Negativa 1 (100,0) 36 (75,0)

Diametro >19mm 0 (00,0) 15 (31,2) 1,000 -- --
tumoral <19mm 1 (100,0) 33 (68,8)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= biopsia; N= nimero;

OR= odds ratio, IC= interval de confianga.
p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.
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Anexo H, Tabela 45 — Correlagao da imunoexpresséo conjunta de ERG positivo
e PTEN negativo no espécime cirurgico com os fatores progndsticos patolégicos
em 51 pacientes operados durante a VA

ERG + PTEN PR

Variavel Categoria  ERG Positivo+ Restante p-valor OR IC95%
PTEN Negativo N (%)
N (%)

Escore de 27 5(83,3) 36 (80,0) 0,999 1,250 0,129; 12,074
Gleason <6 1(16,7) 9 (20,0)

Estadio PT3 3 (50,0) 11 (24,4) 0,327 3,091 0,543; 17,588
patolégico PT2 3 (50,0) 34 (75,6)

Margem Positiva 3 (50,0) 9 (20,0) 0,134 4,000 0,689 ;23,229
cirdrgica Negativa 3 (50,0) 36 (80,0)

Diametro >19mm 2 (33,3) 14 (31,1) 0,999 1,107 0,181; 6,771
tumoral <19mm 4 (66,7) 31 (68,9)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; PR= prostatectomia
radical; N= niumero; OR= odds ratio, IC= interval de confiancga.
p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.

Anexo |, Tabela 46 — Correlagdo da imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN
positivos no espécime cirurgico com os fatores progndsticos patolégicos em 51
pacientes operados durante a VA

ERG + PTEN PR

Variavel Categoria ERG Positivo+  Restante p-valor OR IC95%
PTEN Positivo N (%)
N (%)

Escore de =7 8 (66,7) 33(84,6) 0,218 0,364 0,082 ;1,601
Gleason <6 4 (33,3) 6 (15,4)

Estadio PT3 2 (16,7) 12 (30,8) 0,471 0,450 0,085 ;2,375
patolégico PT2 10 (83,3) 27 (69,2)

Margem Positiva 3(25,0) 9(23,1) 0,999 1,111 0,247 ;5,000
cirdrgica Negativa 9 (75,0) 30 (76,9)

Diametro >19mm 5(41,7) 11 (28,2) 0,481 1,818 0,475 ;6,964
tumoral <19mm 7 (58,3) 28 (71,8)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; PR=

radical; N= niumero; OR= odds ratio, IC= interval de confiancga.
p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.

prostatectomia
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Anexo J, Tabela 47 — Correlagdo da imunoexpressao conjunta de ERG negativo
e PTEN positivo no espécime cirurgico com os fatores prognosticos patolégicos
em 51 pacientes operados durante a VA

ERG + PTEN PR

Variavel Categoria ERG Negativo+ Restante  p-valor OR 1C95%
PTEN Positivo N (%)
N (%)

Escore de 27 16 (88,9) 25 (75,8) 0,462 2,560 0,481 ;13,623
Gleason <6 2(11,1) 8(24,2)

Estadio PT3 6 (33,3) 8 (24,2) 0,525 1,562 0,442 ;5,523
patolégico PT2 12 (66,7) 25 (75,8)

Margem Positiva 3(16,7) 9 (27,3) 0,502 0,533 0,124 ; 2,290
cirurgica Negativa 15 (83,3) 24 (72,7)

Diametro >19mm 5(27,8) 11 (33,3) 0,683* 0,769 0,218;2,712
tumoral <19mm 13 (72,2) 22 (66,7)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; PR= prostatectomia
radical; N= niumero; OR= odds ratio, IC= interval de confiancga.

p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.

* p-valor obtido pelo teste de frequéncias do qui-quadrado.

Anexo K, Tabela 48 — Correlagdo da imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN
negativos no espécime cirurgico com os fatores prognosticos patolégicos em 51
pacientes operados durante a VA

ERG + PTEN PR

Variavel Categoria ERG Negativo+ Restante p-valor OR 1C95%
PTEN Negativo N (%)
N (%)

Escore de =7 12 (80,0) 29 (80,6) 0,999 0,965 0,213;4,373
Gleason <6 3(20,0) 7(19,4)

Estadio PT3 3 (20,0) 11 (30,6) 0,513 0,568 0,133 ;2,423
patolégico PT2 12 (80,0) 25 (69,4)

Margem Positiva 3(20,0) 9 (25,0) 0,999 0,750 0,172; 3,272
cirdrgica Negativa 12 (80,0) 27 (75,0)

Diametro >19mm 4 (26,7) 12 (33,3) 0,640 0,727 0,191 ;2,771
tumoral <19mm 11 (73,3) 24 (66,7)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; PR= prostatectomia
radical; N= niumero; OR= odds ratio, IC= interval de confiancga.
p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.
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Anexo L, Tabela 49 — Correlagdo da imunoexpresséo conjunta de ERG e PTEN
positivos em bidpsia com os fatores prognosticos patolégicos em 68 pacientes

tratados com PR

ERG + PTEN Bx

Variavel Categoria ERG Positivo+ Restante  p-valor OR IC95%

PTEN Positivo N (%)

N (%)

Escore de 27 4 (26,7) 22 (41,5) 0,296 * 0,512 0,144 ;1,821
Gleason <6 11 (73,3) 31 (58,5)
Estadio PT3 2 (13,3) 2(3,8) 0,209 3,923 0,504 ; 30,548
patolégico PT2 13 (86,7) 51 (96,2)
Margem Positiva 5(33,3) 13 (24,5) 0,519 1,538 0,444 ;5,330
cirdrgica Negativa 10 (66,7) 40 (75,5)
Diametro >19mm 2 (13,3) 7(13,2) 0,999 1,011 0,187 ; 5,467
tumoral <19mm 13 (66,7) 46 (86,8)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= biopsia; N= nimero;
OR= od(ds ratio, IC= interval de confianga.

p-valor obtido pelo teste exto de Fisher.

*p-valor obtido pelo teste de frequencias do qui-quadrado.

Anexo M, Tabela 50 — Correlagao da imunoexpressao conjunta de ERG e PTEN
negativos em biopsia com os fatores progndsticos patoldgicos em 68 pacientes

tratados com PR

ERG + PTEN Bx

Variavel Categoria  ERG Negativo + Restante  p-valor OR 1C95%
PTEN Negativo N (%)
N (%)

Escore de 27 2 (50,0) 24 (37,5) 0,633 1,667 0,220 ;12,618
Gleason <6 2 (50,0) 40 (62,5)

Estadio PT3 1(25,0) 3(4,7) 0,220 6,778 0,533 ; 86,174
patolégico PT2 3 (75,0) 61 (95,3)

Margem Positiva 1 (25,0) 17 (26,6) 0,999 0,921 0,090 ;9,473
cirurgica Negativa 3 (75,0) 47 (73,4)

Diametro >19mm 1 (25,0) 8 (12,5) 0,441 2,333 0,216 ; 25,245
tumoral <19mm 3 (75,0) 56 (87,5)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; Bx= biopsia; N= nimero;
OR= odds ratio, IC= interval de confianga.
p-valor obtido pelo teste exato de Fisher.
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Anexo N, Tabela 51 — Correlagao da imunoexpresséo conjunta de ERG positivo
e PTEN negativo no espécime cirurgico com os fatores progndsticos patolégicos
em 93 pacientes tratados com PR

ERG + PTEN PR

Variavel Categoria  ERG Positivo+ Restante  p-valor OR IC95%

PTEN Negativo N (%)

N (%)

Escore de =7 4 (40,0) 33 (39,8) 0,999 1,010 0,265 3,855
Gleason <6 6 (60,0) 50 (60,2)
Estadio PT3 1(10,0) 4 (4,8) 0,441 2,194 0,221; 21,828
patolégico PT2 9 (90,0) 79 (95,2)
Margem Positiva 4 (40,0) 22 (26,5) 0,458 1,848 0,476 ;7,172
cirdrgica Negativa 6 (60,0) 61 (73,5)
Diametro >19mm 0 (00,0) 11 (13,2) 0,601 -- --
tumoral <19mm 10 (100,0) 72 (86,8)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; PR= prostatectomia
radical; N= niumero; OR= odds ratio, IC= interval de confiancga.
p-valor obtido pelo teste exto de Fisher.

Anexo O, Tabela 52 — Correlag&o da imunoexpresséo conjunta de ERG negativo
e PTEN positivo no espécime cirurgico com os fatores prognosticos patolégicos
em 93 pacientes tratados com PR

ERG + PTEN PR

Variavel Categoria ERG Negativo+ Restante  p-valor OR 1C95%
PTEN Positivo N (%)
N (%)

Escore de 27 9(34,6) 28 (41,8) 0,526* 0,737 0,287 ; 1,893
Gleason <6 17 (65,4) 39 (58,2)

Estadio PT3 2(7,7) 3(4,5) 0,617 1,778 0,280 ; 11,303
patolégico PT2 24 (92,3) 64 (95,5)

Margem Positiva 8 (30,8) 18 (26,8) 0,707 * 1,210 0,448 ; 3,265
cirurgica Negativa 18 (69,2) 49 (73,2)

Diametro >19mm 2(7,7) 9(13,4) 0,722 0,537 0,108 ; 2,671
tumoral <19mm 24 (92,3) 58 (86,6)

ERG= ETS-related gene; PTEN= Phosphatase and Tensin Homologue; PR= prostatectomia
radical; N= niumero; OR= odds ratio, IC= interval de confiancga.
p-valor obtido pelo teste exto de Fisher.

*p-valor obtido pelo teste de frequencias do qui-quadrado.
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Purpose: Our study aimed to correlate ERG and PTEN expressions in biopsy with
multiparametric magnetic resonance imaging PI-RADS score, progression, and
prognosis of very low-risk prostate cancer patients under active surveillance.
Materials and Methods: We evaluated 101 very low-risk PCa patients under AS
between 2013 and 2018, followed with DRE, PSA, MRI, and re-biopsies every 1-2
years. Per cause biopsy was indicated if PSA>10ng/mL, suspicious DRE or PI-RADS
24. ERG and PTEN expressions were assessed by immunohistochemistry at biopsy.
Progression was defined by PSA>10ng/mL, re-biopsy with >3 positive cores, >50%
positive core or Gleason 27. We correlated ERG and PTEN with progression, PI-
RADS, pathologic outcomes, and biochemical recurrence in patients surgically treated
after progression.

Results: After 49.2-month follow-up, 80% of patients showed progression, and Gleason
score upgrade was the most common criterion. 74 out of 81 patients with progression
underwent treatment, and seven had biochemical recurrence during a mean 39.7-
month follow-up. At biopsy, ERG-positive was found in 39.6% of patients and PTEN-
negative in 12.6%. PTEN-negative was associated with Gleason upgrade (OR=9.7,
p=0.011). ERG-positive was associated with PI-RADS 24 (OR=2.8, p=0.026). At
multivariate analysis, percentage of positive core and PI-RADS24 were predictors of
Gleason upgrade (OR=4.8 and OR=17.8, p<0.001). When MRI findings were not
included in multivariate analysis, PTEN loss was associated with Gleason upgrade
(OR=10.4; p=0.011).
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Conclusions : PI-RADS score is an independent predictor of Gleason progression
during AS. PTEN loss expression is associated with Gleason upgrade when MRI is not
considered. ERG-positive was associated with higher PI-RADS score.
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