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RESUMO

O Carcinoma de Prostata é frequente causa de morbi-mortalidade nas populagdes
ocidentais, tendo alta frequéncia no Brasil. E a neoplasia mais comum do homem, e a
segunda causa de O6bito, precedido pelo cancer de pulmdo. Sua incidéncia vem
aumentando continuamente nas ultimas décadas devido ao aumento da perspectiva
de vida e ao estilo de vida ocidental. A apoptose € mecanismo de morte celular que
ocorre em diversos processos fisioldgicos. Sabe-se que neoplasias tem progressiva
resisténcia a apoptose. Esta é regulada pelas caspases, enzimas efetoras da
apoptose, cuja ativacdo € rigorosamente controlada pelas proteinas inibidoras da
apoptose, as IAPs, que por sua vez tem atividade modulada por moléculas inibidoras
de IAPs, sendo a SMAC/Diablo a principal e a mais estudada. Neste trabalho
estudamos a relagdo entre as IAPs e SMAC nos carcinomas prostaticos e sua
correlagdo com o indice Apoptético (IA), proliferagdo celular, imuno-expressdo da
proteina p53 e taxa de sobrevida dos pacientes. Foram confeccionados blocos de
parafina de TMA com tecido de cancer prostatico de pacientes operados no Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu de 1980 a 2000. Estes foram
submetidos a reacdo imuno-histoquimica para Survivina, XIAP, SMAC, p53, Caspase
3 Clivada (indice apoptético) e Ki67 (indice de proliferagcado celular). As laminas foram
lidas por dois patologistas, sendo obtidas graduagdes de intensidade de imuno-
expressao efou percentuais de positividade celular. Esses resultados foram
correlacionados com a graduagdo de Gleason, categorias prognésticas (ISUP) e
dados de sobrevida dos pacientes. Houve correlagdo entre a diferenciacdo da
neoplasia e o indice de proliferagdo celular. A intensidade da marcagao para p53
também esteve associada ao grau de diferenciagdo neoplasica. A sobrevida dos
pacientes foi maior nos casos com menor ki67 e menores Gleason e Categorias

Prognésticas.
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ABSTRACT

Prostate carcinoma is a frequent cause of morbidity and mortality in Western
populations, with high frequency in Brazil. It is the most common cancer among men
and the second leading cause of death, preceded by lung cancer. Its incidence has
increased continuously in recent decades due to increased life expectancy and the
western lifestyle. Apoptosis is a cell death mechanism that occurs in many
physiological processes. It is known that tumors show progressive resistance to
apoptosis. It is regulated by caspases, apoptosis effector enzymes, whose activation is
strictly controlled by Innibitors of Apoptosis Proteins, IAPs, which in turn are modulated
by IAP activity inhibitory molecules, with SMAC/Diablo being the main one and the
most studied. We studied the relationship between IAPs (XIAP and Survivin) and
SMAC in prostatic carcinomas and its correlation with the Apoptotic Index (Al), cellular
proliferation, immunohistochemistry expression of protein p53 and patient survival rate.
TMA paraffin blocks were made with prostate cancer tissue from patients operated at
the Clinics Hospital, Botucatu School of Medicine, from 1980 to 2000. These were
submitted to immunohistochemical reaction to Survivin, XIAP, SMAC, p53, cleaved
Caspase 3 (apoptotic index) and Ki67 (cell proliferation index). The slides were read by
two pathologists, wich graduated the intensity and percentage of positive cells
according to immuno-expression of each marker. These results were correlated with
the Gleason grade, prognostic categories (ISUP) and patient survival data. A
correlation was verified between tumor differentiation and the cell proliferation rate. The
intensity of p53 reaction was also associated with the degree of neoplastic
differentiation. Patient survival was higher in cases with lower ki67 labelling and lower

Gleason and Prognostic Categories grading.
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1) INTRODUCAO

Excluindo as neoplasias de pele, o cancer de préstata € a neoplasia mais
comum do homem, e a segunda causa de 6bito, precedido apenas pelo cancer de
pulm&o. Sua incidéncia vem aumentando continuamente nas ultimas décadas, devido,
principalmente, ao aumento da perspectiva de vida e ao estilo de vida ocidental’2. Nos
Estados Unidos, estima-se mais de 220 mil novos casos em 2015, enquanto no Brasil

a estimativa de risco € de 54 novos casos para cada 100 mil homens3*.

A apoptose (morte celular programada) € um mecanismo fisiologico eficiente de
“suicidio” celular, importante para os processos de crescimento e diferenciagcao
celulares em organismos animais multicelulares, controlando o numero de células

assim como o tamanho dos 6rgdos ° °.

Sua ativagao pode ocorrer por duas vias distintas: a via dos receptores de
morte celular (extrinseca) e a via mitocondrial (intrinseca). Na primeira, ligantes como
o Fator de Necrose Tumoral (TNF) ou o ligante FAS (CD95L) interagem com seus
receptores, levando ao recrutamento do dominio de morte associado ao FAS (FADD)
e ativacio da caspase-8. A iniciagao pela via intrinseca ocorre através da liberacao do
citocromo ¢ do espago entre as membranas mitocondriais. Este interage com o fator 1
apoptético ativador de protease e, junto com dATP, recrutam e ativam a caspase-9.
Ambas (caspases 8 e 9) deflagram a cascata de caspases, familia de cisteino-
proteases que constituem o mecanismo regulador central da morte por apoptose. As
alteragdes morfoldgicas entdo observadas sao originadas, em especial, pela agdo da
caspase 3, principal efetora do processo apoptotico & 78. A figura 1 ilustra o processo
apoptético®. Uma das caracteristicas marcantes da grande maioria dos canceres é sua

progressiva resisténcia estes mecanismos.
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Figura 1: O processo apoptotico®

Um regulador importante da morte celular programada é a proteina p53. Ao
detectar dano ao DNA, esta é capaz de bloquear o ciclo celular e induzir a apoptose’.
Seu mecanismo de agdo € a iniciagdo da apoptose pela via intrinseca, através da
permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial ao ativar membros proé-

apoptoticos (BAX e BAK) da familia de proteinas Bcl2'°.

Uma vez desencadeado, o processo apoptético torna-se rapidamente
irreversivel. Portanto, as moléculas inibitérias do apoptose (IAPs) sdo necessarias
para proteger as células de interferéncias do ambiente que levariam a morte nao
fisiologica por apoptose. Estas constituem uma familia de proteinas inicialmente
descobertas em baculovirus, que se mantiveram altamente preservadas durante o
processo evolutivo. Dois anos apds sua descoberta em insetos, foram caracterizadas,
em humanos, a Proteina Neuronal Inibidora de Apoptose (Neuronal Apoptosis
Inhibitory Protein — NAIP), assim como as IAP celulares 1 e 2 (clAP-1 e clAP-2),



seguida pela IAP ligada ao cromossomo X (XIAP), Survivina, Apollon, Livina (IAP de

melanoma) e proteina semelhante a IAP 2 (IAP LikeProtein 2 — ILP2)% "',

A SMAC (Second Mitochondria-derived Activator of Caspases) € uma proteina
mitocondrial liberada no citoplasma apds estresse apoptotico. Tem capacidade de
ligar-se e inibir as IAPs. Tanto as IAPs, como seu inibidor SMAC, sao considerados
alvos terapéuticos potenciais no tratamento das neoplasias, ja que mostraram-se
alteradas em uma diversidade de neoplasias em humanos. Entre estas, esta o
Carcinoma de Préstata, com estudos mostrando aumento da expressao de XIAP,
clAP-1 e c-IAP261,

Ao tratar Melanoma em ratos imunocompetentes com miméticos da SMAC
(SM, abreviado do inglés, SMAC Mimetics), observou-se inibigdo significativa do
crescimento tumoral. Esta inibicdo ocorreu através da morte de células endoteliais
tumorais que, na presenga de SM, tornaram-se susceptiveis a apoptose através da
agdo do TNF'2,

Em carcinomas invasivos da bexiga, a superexpressao de XIAP mostrou-se
correlacionada com lesbes de alto grau e estagios avangados da doenga'®. Ja em
algumas linhagens de carcinomas da mama, a associagdo de drogas que visam os receptores

ErbB com antagonistas de IAPs levou a redugdo dramatica do “tumover” celular™.

Nos carcinomas prostaticos, ao regular para baixo a expressao de XIAP, ha
aumento do indice apoptético, assim como da sensibilidade da neoplasia a agentes

quimioterapicos, como a cisplatina '°.
1.1) XIAP

Como mais potente inibidora de caspases, a XIAP ¢é a unica IAP capaz de inibir
suas formas ativadas em concentragdes fisioldgicas. E uma proteina de 57kDa, e
possui trés dominios BIR, um UBA e um RING terminal. Inibe as caspases 3 e 7
através da interacdo destas com os dominios BIR-2 e BIRS3, inserindo um residuo de
acido aspartico no sitio ativo catalitico dessas caspases, mas em orientacdo espacial
inversa a adotada pelos substratos ativadores quando entram nesse mesmo sitio
catalitico. A inibicao da caspase 9 ocorre por mecanismo distinto. O dominio BIR-3
liga-se ao terminal amino processado da caspase 9 monomérica, impedindo sua
dimerizagdo e consequente ativagdo'®'®. A XIAP tem sido pesquisada como alvo

terapéutico, buscando-se maior sensibilizagdo a apoptose por quimioterapia?®-22,



Em ratos, carcinomas prostaticos resistentes a castragdo cirdrgica exibem
aumento da expressao de XIAP, e sua inibicdo esta relacionada supressao do
crescimento tumoral?®. Em humanos, esta inibicdo aumenta a sensibilidade da
neoplasia a agentes quimioterapicos'?4. Foi demonstrado, também, que drogas
inibidoras da XIAP, em associagdo com anti-androgénicos, mostraram eficiéncia ao

inibir o crescimento tumoral em neoplasias avangadas da prostata?.

Células neoplasicas isoladas, que se desprendem do carcinoma primario e
perdem a interagdo com a matriz extracelular, exibem resisténcia a apoptose devido a
superexpressao desta |AP, favorecendo, desta maneira, a sua sobrevivéncia e

ocorréncia de metastases a distancia®®.
1.2) SURVIVINA

A survivina é amplamente expressa em células fetais e embrionarias, e
inicialmente acreditou-se ser silenciada em células adultas normais n&o neoplasicas.
Devido ao fato de esta ser a Unica IAP associada as estruturas cromatinicas, sua
funcdo no ciclo celular € monitorar o sucesso da segregacdo e replicacao
cromossOmica, suprimindo as caspases no nucleo. Menor IAP dos mamiferos, com
apenas 16,5 kDa, possui apenas um dominio BIR, e apresenta trés transcritos: a forma
selvagem e duas isoformas, a survivina AEx3 e a survivina 2b. Sua localizagéo
citoplasmatica predominante da-se por exportagdao do nucleo via CRM-1 dependente.
Uma sequéncia rica em lisina no seu terminal carboxila, ausente na isoforma nuclear
AEX3, é necessaria para essa exportacdo. E superexpressa em uma série de
linhagens celulares transformadas e em células de cancer de pulmao, intestino,
pancreas, préstata, mama, linfomas ndo-Hodgkin, sendo associada a fatores de risco
de recidivas e de mau prognéstico, além de correlacionar-se significativamente com a

mutagao da proteina p53 em carcinomas mamarios?’".

Apesar de imunolocalizar-se em gel com as caspases 3 e 9, ndo se liga
fisicamente a estas, ndo inativando-as diretamente. Sua provavel agdo antiapoptotica
se da pela sua capacidade de ligar-se aos inibidores das IAPs (SMAC/DIABLO e
OmiHtrA2), ubiquitinizando-os e marcando-os para degradacao e liberando a XIAP

para se ligar e inibir as caspases®3233,

O uso de alfa-santalol, um dos componentes principais do 6leo de sandalo, tem
sido estudado em carcinomas de préstata e pele. Seu efeito se da pela indugado da

apoptose através de uma redugao importante da atividade da Survivina, Além disso, a



susbstancia também leva a liberacdo de citocromo c¢ através da membrana

mitocondrial, com ativag&o da via intrinseca da apoptose3* %.
1.3) SMAC/DIABLO

Apos estresse apoptdtico, ha liberagdo da SMAC no citoplasma, a partir da
mitocondria, de forma semelhante ao citocromo C, porém por mecanismo diferente.
Esta localizada no espaco mitocondrial intermembranoso como proteina mitocondrial
precursora, ativada pela remoc¢do da sequéncia N-terminal. Liga-se a todas as IAPs
que foram submetidas a estudos de inibicdo: XIAP, clAP-1, clAP-2 e survivina. Esta
ligacdo se faz especificamente aos dominios BIR-2 e BIR-3 da XIAP através de um
dominio ligante de IAPs RHG (REAPER/HID/GRIM), e por IBMs (IAP Binding Moatifs),

no mesmo sitio da ligagéo da caspase 9, impedindo assim a sua inibigao®®.

A acdo antiapoptética de algumas IAPs, como a survivina, ocorre pelo
sequestro molecular da SMAC/DIABLO, liberando as moléculas de XIAP para a
inibicdo das caspases?’. Foram propostos modelos matematicos da relagéo entre o
numero de moléculas de survivina, XIAP e Smac-Diablo. O desbalanceamento do
equilibrio homeostatico molecular leva as células a apoptose ou permite a sobrevida

de células com alteragbes génicas graves®* 33 36,

Ao transferir o gene SMAC para linhagens de carcinoma prostatico, mostrou-se
reducao significativa de XIAP, além de elevagao dos niveis de caspas 3 e aumento da

atividade apoptotica nestas neoplasias®’.

Medicamentos que mimetizam a SMAC/DIABLO em pacientes com doencga
avancada mostraram-se bem tolerados, levando a inducdo rapida e constate da
degradacéao de clAP, mostrando boa agao antitumoral tanto em uso combinado quanto

em uso isolado®®.
1.4) P53

Localizado no brago curto do cromossomo 17, o gene supressor de
tumor p53 codifica a proteina p53, que tem a funcdo de monitorar o a
integridade do genoma. Ao detectar danos ao DNA, impede que a célula
mutada se divida parando o ciclo celular ou induzindo a apoptose3®. Células

com mutacgao deste gene e inativagao da proteina p53 sao incapazes de parar
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o ciclo celular para reparo ao DNA, acumulando, desta forma, mutacdes e

rearranjos cromossdmicos com consequente transformagao neoplasica.

A presenga de acumulo de proteina p53 mutada, em carcinomas
prostaticos, detectada pelo método imuno-histoquimico, indica pior prognostico
e progressdo da doenca*. A sua positividade também correlaciona-se com

falha no tratamento por radioterapia externa®?.
1.5) Ki67

Células neoplasicas possuem, como uma das principais caracteristicas,
a resiténcia a apoptose. Dessa forma, proliferam-se de maneira desordenada,

carregando mutagdes sucessivas ao seu DNA.

Durante todo o ciclo celular, com excecado da fase GO, as células expressam
uma proteina ndo-histona de meia-vida curta, denominada Ki674*#4. O estudo imuno-
histoquimico utilizando anticorpos que ligam-se a esta proteina € amplamente
utilizado na pratica dos patologistas. Seu uso como fator preditivo de
progressao nos carcinomas prostatico foi estudado no passado, sendo que em
diversos estudos esteve correlacionado com maior mortalidade e metastases a

distancia*>4647.

Estudos de fatores preditivos e progndésticos sdo comumente realizados
utilizando-se blocos de TMA (Tissue Micro-array). Esta técnica, descrita em 1998,
por Kononen“®, consiste na construgdo de um bloco de parafina contendo fragmentos
cilindricos de amostras de tecidos obtidos de dezenas ou centenas de blocos de
parafinas originais que sao dispostos no bloco receptor seguindo uma ordem
predeterminada’#°, Permite desta forma, que numerosas amostras de tecidos sejam
avaliadas de uma Uunica veze é mais comumente utilizado na pesquisa de novos
marcadores prognésticos. Nos ultimos anos tem aumentado significantemente o
namero de artigos cientificos que relatam a utilizacdo dessa técnica. As vantagens
deste método incluem grande economia de tempo, reagentes, tecidos histolégicos e
anticorpos; uniformizagcdo das reacdes e facilidade na interpretagcdo comparativa dos
casos de uma pesquisa; possibilidade de repeticdo das reagdes, inclusive em multiplos
niveis de um mesmo bloco; e simplificagdo na execucdo de estudos pela utilizagao do

bloco em mais de um experimento*®-5',
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2) JUSTIFICATIVA

Devido a elevada incidéncia de carcinoma de prostata, assim como
grande quantidade de publicagdes a respeito das proteinas envolvidas no
processo apoptotico como possivel alvo terapéutico no tratamento de
diversas neoplasias, optamos pela realizacdo deste trabalho para
comprovar achados de literatura e avaliar a relacdo da apoptose com a
sobrevida dos pacientes. Desta forma, estudamos a importancia deste
mecanismo de morte celular induzida, assim como o possivel impacto de

tratamentos visando a inducéo da apoptose nos carcinomas de prostata.
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3) OBJETIVOS

O objetivo deste projeto é avaliar a imuno-expressdao de Survivina, XIAP,
Caspase 3 clivada e SMAC/DIABLO em tecido tumoral de pacientes com cancer
prostatico, correlacionando os resultados com o indice de proliferacido celular,
imunoexpressao da proteina p53 nestes mesmos tecidos, com a gradagdo de
Gleason, categorias progndsticas e com a sobrevida dos pacientes. Visa, também,
implantar e implementar a tecnologia do Tissue Micro Array (TMA, arranjos teciduais
em matriz) no Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu
UNESP, com pessoal médico e técnico treinado no uso da técnica. Com isso, busca-
se o fortalecimento das linhas de pesquisa em Oncopatologia clinica e experimental do
Departamento de Patologia, em especial da area de Uropatologia, organizando uma
casuistica histérica com amostras de tecido tumoral que contem com informacdes

clinicas e de sobrevida
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4) MATERIAIS E METODOS

Foi realizado o levantamento das informacdes clinicas e de sobrevida dos
pacientes com diagnéstico de carcinoma prostatico feito por bidpsia, ressecgao
transuretral de préstata ou prostatectomia no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu (FMB), que tinham blocos de parafina e laudos disponiveis no
Departamento de Patologia da FMB, a partir do ano de 1980 até o ano 2000, material
estocado por longo periodo de tempo, cujo uso ndo mais afetara negativamente

qualquer dos pacientes.

Novas laminas coradas pelo método de Hematoxilina e Eosina foram
confeccionadas a partir de todos os blocos de parafina obtidos. Estas foram revisadas
por dois patologistas, e os carcinomas prostaticos foram reclassificados de acordo
com critérios recentes estabelecidos pela Classificagdo de Tumores da Organizacao

Mundial de Saude e International Society of Urological Pathology (ISUP) 5253,

Casos em que o material restante era escasso, ou em que o tumor exibia
estado de conservagéo prejudicado, foram sistematicamente excluidos, assim como
pacientes que nao possuiam blocos de parafina com tecido tumoral disponivel. Com
isso, foram selecionados 115 casos em que o material encontrava-se em quantidade
suficiente e estado de conservacdao adequado para analise e posterior realizacdo de

estudo imuno-histoquimico.

Apods a nova avaliagdo e reclassificagcdo dos tumores, foram confeccionados
blocos de Tissue Micro-array (TMA), com duas amostras de cada neoplasia. Estes
foram encaminhados para cortes histolégicos no departamento de Patologia da EPM-
UNIFESP onde novas laminas foram obtidas, e esses foram entido submetidos a
técnica de imuno-histoquimica no departamento de Patologia do A C Camargo Cancer

Center.

As laminas foram desparafinizadas em xilol a 60°C por 20 minutos, seguida por
xilol a temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida foram colocadas,
sucessivamente, em etanol 100%, etanol 85% e etanol 70%, permanecendo 30

segundos em cada solugao. Apds, foram lavadas em agua corrente e destilada.

Para a reagao imuno-histoquimica, a solugdo tampao citrato10 mM pH 6.0 foi
fervida em panela de pressdo (Solar, Rapid Express, 4 % litros, Tramontina®)

destampada e, ao atingir ebulicao, foram mergulhadas as laminas. A panela foi entdo
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lacrada com a valvula seletora de pressao no numero 2, sendo apés 3 minutos girada
novamente para liberacdo do vapor. Ao final da despressurizacao total, com a panela
fechada sob agua corrente, foi retirada a tampa desta e as laminas foram, ent&o,

lavadas novamente em agua corrente e destilada.

O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito com H>O, a 3%, com 4 trocas de 5
minutos cada. Findadas as trocas, as laminas passaram por agua corrente e destilada.
A solugcdo salina tamponada foi lavada com fosfatos (PBS) 10 mM pH 7.4 por 5

minutos.

As laminas foram, entdo, incubadas com os anticorpos primarios diluidos em
titulos pré-estabelecidos, conforme tabela 1, abaixo, em tampao PBS contendo
albumina bovina (BSA) 1% (Sigma, A9647, St Louis, MO, EUA) e azida sédica 0,1%

(Merck, 6688), por 30 min a 37°C e por 18 horas a 4°C em camara umida.

Tabela 1: Anticorpos utilizados na reagdo imuno-histoquimica, assim como seu respectivo
clone, titulagao e fabricante.

Anticorpos Clones Titulos Fabricantes
Ki-67 MiB-1 1:200 Dako #M7240, Glostrup,
Dinamarca
Caspase 3 policlonal 1:200 Cell Signaling #9661, Danvers, MA
clivada (D175) EUA
p53 DO-7 1:200 Dako #M7240
Smac/Diablo Y12 monoclonalem |[1:100 Epitomics # 1012-1, Burlingame,
coelho CA, EUA
Survivin (ab-6) policlonal 1:100 Thermos/Neomarkers # Rb1629,
Fremont, CA EUA
XIAP(H202) policlonal 1:600 Santa Cruz #sc11426, Santa Cruz,
CA, EUA

Foi feita lavagem em tampao PBS com trés trocas de trés minutos cada.Em
seguida, sucedeu-se a incubagdo das laminas com NovoLink Post PrimaryBlock
(NovoLink Max Polymer, LeicaBiosystems Newcastle Ltd, RE7260-k, Newcastle Upon
Tyne, Reino Unido) por 30 min a 37° C. Antes e ap0s esta etapa, as laminas foram

lavadas com tampéao PBS, sendo realizadas 3 trocas de 3 minutos cada.

A etapa seguinte foi a incubagdao em solugdo substrato: 100 mg de 3,
3’Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) (Sigma, D-5637, EUA); 1 mL de
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Dimetilsulféxido (DMSO) (JT Baker, Phillipsburg, NJ, EUA); 1 mL de H202 6% e 100
mL de PBS por 5 minutos a 37°C, ao abrigo da luz.

Ao microscopio, observou-se nas laminas controle o desenvolvimento de

precipitado castanho dourado, como produto final da reagéo.

As laminas foram contracoradas com Hematoxilina de Harris por 1 minuto,
sendo que foram lavadas em agua corrente e em agua destilada antes e apds este
procedimento. Segui-se a imersao, por duas vezes, em agua amoniacal (solugcado de
hidroxido de amédnio 0,5%), lavando em seguida em agua corrente e em agua

destilada.

A desidratacdo das laminas foi realizada banhando-as, por 30 segundos, em

solugdes de etanol 80%, etanol 95%, etanol 100% (duas vezes) e xilol (quatro vezes).

Por fim, seguiu-se a montagem das laminas com laminula e Entellann (Merck,
1.07961, Damstadt, Alemanha).

Foram incluidos controles positivos e negativos nas reagdes, sendo estes

ultimos realizados por omissdo dos anticorpos primarios.

As laminas foram lidas e os resultados graduados de acordo com cada
marcador imuno-histoquimico. Para a leitura das reagdes imuno-histoquimicas do ki67
e p53 foram realizadas a contagem de nucleos positivos e calculada sua porcentagem
em relagao ao total. Devido a falta de consenso na literatura em relagéo a graduagéo e
valores de corte para os marcadores imuno-histoquimicos utilizados, optamos por
realizar variadas formas de analisar os resultados, no intuito de obter maior

significancia estatistica®.

Na avaliagdo do indice de proliferagdo celular, dividimos os resultados em
baixa, média e alta expressao para Ki67 em uma das avaliagbes. Os cortes utilizados
foram de até 15% para baixa (atribuido valor 0), 16% a 30% para média (valor 1), e
acima de 31% para alta imunoexpressao (2). Fizemos outras clivagens da expressao
de KI67 em imunoexpressao baixa (até 15%, valor 0) alta (mais de 16%, 1), e com
nivel de corte em até 10% (1) e mais de 11 % (2), no intuito de definir qual o limiar

mais util para avaliagéo.

Para a imunoexpressao de p53 dividimos em quatro grupos, sendo no primeiro

grupo considerada imunoexpressao baixa/negativa até 25% de positividade nuclear
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(células tumorais), e atribuido valor 0 (zero), no segundo grupo com imunoexpressao
baixa de 26% a 50% com valor 1, imunoexpressao média de 51% a 75% com valor 2,
e imunoexpressdo alta com mais de 75% de positividade em nucleos de células
neoplasicas, com valor 3. Também estudamos os resultados em escala de 2, onde 0
foi atribuido para até 30% das células com nucleos positivos, e 1 para mais de 30%. A
avaliagdo dos resultados imuno-histoquimicos para p53 segundo a intensidade da
reacao nuclear foi de valor 0 para reagdo negativa, 1 para reacgéo fraca, 2 para
moderada, e 3 para reacao forte. O escore de p53 foi obtido multiplicando-se a

intensidade da reacao pela porcentagem de células com nucleos positivos.

O Indice Apoptdtico (IA) foi avaliado contando-se as células com positividade
citoplasmatica para caspase-3-clivada, e divididas em grupos de IA baixo (até 10%de
células tumorais positivas, e atribuido valor 0, I.LA. médio de 11% a 25% com valor 1 e
IA alto com mais de 26%, atribuido valor 2. Também estudamos os resultados em
duas escalas de 2, onde numa delas o valor 0 foi atribuido para casos com até 10%
das células com citoplasma positivo, e valor 1 para mais de 10%. Na outra escla o

corte foi em até 35% de células positivas (valor 0) e mais de 35% (valor 1).

As marcacgoes para XIAP, Survivina, Smac/DIABLO e Caspase 3 clivada foram
graduadas de acordo com sua intensidade de imunocoloragdo e categorizadas em
escala de 4, onde: 0(zero) — negativo; 1 —positividade fraca; 2 — positividade média; 3
— positividade forte. O calculo da porcentagem de células positivas para esses
marcadores ndo se mostrou relevante. Para posterior avaliacido estatistica, os
resultados dos marcadores SMAC e Survivina foram também categorizados em escala
de 2, sendo consideradas expressao baixa aqueles anteriormente avaliados como 0 e
1, e expressao alta os anteriormente avaliados como 2 e 3. Os resultados para XIAP
foram apenas reagdes fraca ou negativa, e foram naturalmente categorizados em

escala de 2.
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5) RESULTADOS
5.1) DESCRITIVA DA CASUISTICA

A revisdo e reclassificagdo das neoplasias demonstrou 32 casos (27,83%)
classificados como Gleason 6 (3+3); 24 casos (20,87%) como Gleason 7 (3+4), 1 caso
(0.87%) de Gleason 8 (3+5); 21 casos (18.26%) como Gleason 7 (4+3), 20 casos
(17.39%) de Gleason 8 (4+4); 6 casos (5.22%) de Gleason 9 (4+5); 1 caso (0.87%)
com Gleason 8 (5+3); 6 casos (5.22%) com Gleason 9 (5+4) e, por fim, 4 casos

classificados como Gleason 10 (5+5) (tabela 2).

Tabela 2: distribuicdo dos pacientes nos diversos graus de Gleason, revisados segundo
o consenso ISUP/OMS 2005:

Gleason revisado Frequéncia %
3+3 32 27.83
3+4 24 20.87
3+5 1 0.87
4+3 21 18.26
4+4 20 17.39
4+5 6 5.22
5+3 1 0.87
5+4 6 5.22
5+5 4 3.48

total 115 100.00

Estes foram, entdo, agrupados em categorias progndsticas estabelecidas pela
Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica (ISUP, do inglés International Society
of Urological Pathology). Desta forma, neoplasias classificadas como Gleason 6 (3+3)
pertencem a categoria progndstica 1; Gleason 7 (3+4) a categoria 2; Gleason 7 (4+3) a
categoria 3; todos os casos com Gleason total de 8 a categoria 4 e os casos com

Gleasons 9 e 10 a categoria 5.

Obtivemos, desta maneira, 32 casos (27,83%) pertencentes a categoria
prognéstica 1, 24 casos (20,87%) a categoria 2, 21 casos (17,39%) a categoria 3, 22
casos (19,13%) a categoria 4 e 16 casos (14,78%)a categoria 5 (grafico 1)
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Grafico 1: Distribuicdo das Categorias Progndsticas (%)

= Categoria 1 (32 casos) = Categoria 2 (24 casos) = Categoria 3 (21 casos)

Categoria 4 (22 casos) = Categoria 5 (16 casos)
I(grlzj{:i)co 1: distribuicdo dos pacientes segundo categorias prognésticas propostas pela
Ao avaliar os resultados imuno-histoquimicos das reacbes para Kl67(figura 2)
obtivemos 79 casos (78,2%) com baixa imuno-expressao (valor atribuido 0); 15 casos
(14,85%) com imuno-expressao média (valor 1) e 2 casos (6,98%) com imuno-
expressao alta (valor 2) (grafico 2). Utilizando a escala com somente duas categorias,
obtivemos 79 casos (78,22%) com imuno-expresséo baixa e 22 casos (21,78%) com
imuno-expressao alta (grafico 3) quando usamos valor de corte de 15%. Ao usarmos
10% como valor de corte, constatamos que setenta casos (69,31%) expressaram até
10% das células positivas para Kl67, e em 31 casos (30,69%) mais de 10% das
células foram positivas (grafico 4). Em 14 casos tivemos perdas de amostras nos

cortes de TMA imunocorados para Ki-67.
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Grafico 2: Ki67, escala de 3
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Gréfico 2: distribuicdo dos resultados imuno-histoquimicos das reag¢des para KI67 nos
pacientes da casuistica, em escala de 3 onde: 0 — até 15% das células com nucleos
positivos, 1- de 16% a 30%, 2- mais de 30%. Dados perdidos: 14.

Grafico 3: Ki67, escala de 2, corte em 15% (%)
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Grafico 3: distribuicdo dos resultados imuno-histoquimicos das reagdes para KI67 nos
pacientes da casuistica, em escala de 2 onde: 0 — até 15% das células com nucleos
positivos, 1- mais de 15. Dados perdidos: 14.
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Grafico 4: Ki67, escala de 2, corte em 10%
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Grafico 4: distribuicdo dos resultados imuno-histoquimicos das reagdes para KI67 nos
pacientes da casuistica, em escala de 2 onde: 0 — até 10% das células com nucleos
positivos, 1- mais de 10%. Dados perdidos: 14.

Figura 2: Imunomarcagdo para Ki6. Baixo indice (A) e alto indice (B)

O grafico 5 mostram a distribuicdo dos resultados das reagdes para o marcador
p53 (figura 3), sendo estratificados em categoria 0 (zero) os casos com reagao
negativa, categoria 1 os casos com reatividade fraca, categoria 2 os resultados com
reagdo moderada e categoria 3 os casos com reagao forte. Desta forma, observamos
27,18% dos casos negativos, 53,40% dos casos com reatividade fraca, 16,50% dos
casos com reatividade moderada e 2,91% dos casos com reatividade forte. Dentre o
total de casos, 34,95% mostraram até 25% de nucleos positivos (categoria 0); 21,36%
mostram positividade entre 26 e 50% dos nucleos (categoria 1); 22,33% mostraram
positividade entre 51 e 75% dos nucleos (categoria 2) e 21,36% mostraram

positividade em mais de 75% dos nucleos(categoria 3) (grafico 6). Se dividirmos os
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resultados em dois grupos, utilizando como corte o valor de 30% de nucleos positivos,
observamos que em 48 casos (46,60%) a positividade foi de até 30% dos nucleos,
mantendo-se acima deste resultado em 55 casos (53, 40%) (grafico 7). Houve perda
de 12 casos na realizacdo deste marcadordurante na confeccdo de cortes e

imunorreacgao dos blocos de TMA.

Grafico 5: Intensidade do p53
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Grafico 5: distribuicdo dos resultados imuno-histoquimicos das reagdes para p53 nos
pacientes da casuistica segundo a intensidade da reacdo nuclear, onde: 0 — reacao
negativa, 1- reagao fraca, 2- moderada, 3- forte. Dados perdidos: 12.
Grafico 6: Porcentagem de células positivas para p53
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Grafico 6: distribuicdo dos resultados imuno-histoquimicos das reagbes para p53 nos
pacientes da casuistica, em escala de 4 onde: 0 — até 25% das células com nucleos
positivos, 1- de 26% a 50%, 2- de 51% a 75%, 3- mais de 75%. Dados perdidos: 12
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Grafico 7: Porcentagem de células positivas para p53, escala de 2
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Grafico 7: distribuicdo dos resultados imuno-histoquimicos das reagdes para p53 nos
pacientes da casuistica, em escala de 2 onde: 0 — até 30% das células com nucleos
positivos, 1- mais de 30%. Dados perdidos: 12.

células (B).

A avaliagdo do indice apoptdtico através da imunoexpressao de caspase-3-
clivada (figura 4) demonstrou 12 casos (12,77%) com até 10% de células positivas; 37
casos (39,36%) com 11 a 35% de células positivas e 45 casos (47,87%) com mais de
35% de células positivas (grafico 8). Em 12 casos (12,63%) houve positividade em até
10% das células, e em 83 casos (87,37%) a positividade foi acima de 10% (gréfico 9).
Ao utilizar 35% das células positivas como valor de corte para agrupar os casos,
observamos que 49 casos (51,58%) estavam iguais ou abaixo deste valor, e 46 casos
(48,42%) estavam acima (grafico 10). Houve perda de 21, 20 e 20 casos nos blocos
de TMA, respectivamente.
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Grafico 8: indice Apoptético - Caspase 3 clivada, escala de 3
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Grafco 8: distribuicdo dos resultados imuno-histoquimicos das reacdes para Indice
Apoptotico (I.A.) com caspase-3-clivada nos pacientes da casuistica, em escala de 3
onde: 0 — até 10% das células com citoplasma positivo, 1- de 11% a 35%, 2- mais de
35%. Dados perdidos: 21.

Gréfico 9: indice Apoptético - Caspase 3 clivada, escala de 2 (corte em 10%)
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Gréafico 9: distribuicdo dos resultados imuno-histoquimicos das reacdes para indice
Apoptético (I.A.) com caspase-3-clivada nos pacientes da casuistica, em escala de 2
onde: 0 — até 10% das células com citoplasma positivo, 1- mais de 10%. Dados
perdidos: 20.
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Grafico 10: indice Apoptético - Caspase 3 clivada, escala de 2 (corte em
35%)
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Grafico 10: distribuicdo dos resultados imuno-histoquimicos das reacées para Indice
Apoptdtico (I.A.) com caspase-3-clivada nos pacientes da casuistica, em escala de 2
onde: 0 — até 35% das células com citoplasma positivo, 1- mais de 35%. Dados
perdidos: 20
= 2 - P e o o

Figura 4: indice apoptético (através da caspase 3 clivada). Marcagdo negativa (A) e em mais de 35% das células (B).

Em 18 casos (17,48%) houve negatividade para SMAC/DIABLO(figura 5).
Trinta e nove casos (37,86%) foram fracamente positivos, 20 casos (19,42%) exibiram
moderada intensidade de reacdo e 26 casos (25,24%) foram fortemente positivos
(grafico 11). Ao dividir os casos agrupando as reacdes negativas com as fracas e as
reagdes moderadas com as fortes, obtivemos 57 casos (55,34%) no primeiro grupo e

46 casos (4,66%) no segundo (grafico 12). Houve perda de 12 casos.
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Grafico 11: SMAC/DIABLO, escala de 4
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Gréfico 11: distribuicdo dos resultados imuno-histoquimicos das reagbes para
SMAC/DIABLO nos pacientes da casuistica segundo a intensidade da reagao
citoplasmatica em escala de 4, onde: 0 — reagcdo negativa, 1- reagédo fraca, 2-
moderada, 3- forte. Dados perdidos: 12.

Grafico 12: SMAC/DIABLO, escala de 2
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Grafico 12: distribuicdo dos resultados imuno-histoquimicos das reagbes para
SMAC/DIABLO nos pacientes da casuistica segundo a intensidade da reagéo
citoplasmatica em escala de 2, onde: 0 — reagdo negativa/fraca, 1- reacdo
moderada/forte. Dados perdidos: 12.
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Figura 5: SMAC/DIABLO. Mar.



26

A survivina (figura 6) mostrou-se negativa em 43 casos (41,35%); fracamente
positiva em 50 casos (48,08%); moderadamente positive em 10 casos (9,62%) e
somente em 1 caso (0,96%) esta foi fortemente positiva (grafico 13). Utilizando uma
escala com duas estratificagcdes, sendo a primeira constituida pelos casos negativos e
fracamente positivos, e a segunda constituida pelos casos moderada e fortemente
positivos, notamos 93 casos (89,42%) pertencentes ao primeiro e 11 casos (10,58%)

pertencentes ao segundo (grafico 14). Houve perda de 11 casos.

Grafico 13: Survivina, escala de 4
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Gréfico 13: distribuicao dos resultados imuno-histoquimicos das reagbes para Survivina
nos pacientes da casuistica segundo a intensidade da reacgdo citoplasmatica e, escala
de 4, onde: 0 — reagdo negativa, 1- reacdo fraca, 2- moderada, 3- forte. Dados
perdidos: 11.

Grafico 14: Survivina, escala de 2
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Grafico 14: distribuicdo dos resultados imuno-histoquimicos das reagdes para Survivina
nos pacientes da casuistica segundo a intensidade da reacgéo citoplasmatica em escala
de 2, onde: 0 — reagao negatival/fraca, 1- reagdo moderada/forte. Dados perdidos: 11.
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O teste imuno-histoquimico para XIAP (figura 7) resultou negativo em 95 casos
,96%), e em 4 casos (4,04%) foi positiva (grafico 15).
(95,96%) 4 (4,04%) foi itiva (grafico 15)

Grafico 15: XIAP
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Grafico 15: distribuicao dos resultados imuno-histoquimicos das reagdes para XIAP nos
pacientes da casuistica segundo a intensidade da reagéo nuclear, onde: 0 — reagéo
negativa, 1- reagao positiva. Dados perdidos: 16.

Figura 7: XIAP. Marcagdo negativa (A) e positiva (B).
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As médias obtidas foram de 10,51 para a porcentagem de Ki67, com desvio
padrao de 18,38 e mediana de 3,00, em um total de 101 casos. Para a porcentagem
de p53 a média foi 40,54%, com desvio padrao de 32,93% e mediana de 40,00% em
um total de 103 casos. O indice apoptoético teve média de 33,21%, com desvio padrao
de 16,71% e mediana de 35,00%, totalizando 95 casos. Com a utilizacdo de escores
para a analise do p53, a média foi 1,80, com desvio padrao de 2,04 e mediana de 1,00

em 10 casos estudados.

Houve perda de seguimento ou falta de informagbes nos prontuarios de 36
pacientes. Vinte e oito pacientes morreram em consequéncia da doenga, sendo que
outros 5 morreram com neoplasia, porém de outra causa. Vinte pacientes

apresentaram cura, sendo que, destes, 7 foram a o&bito livres de doenga

posteriormente. Encontram-se vivos 17 pacientes, 7 dos quais ainda estdo

acometidos pela neoplasia.

A sobrevida média dos pacientes, em meses, foi 105,71 meses, com desvio
padrao de 63,63 meses e mediana de 111,50 meses em um total de 56 casos com
informacao no prontuario. O menor tempo de sobrevida, em paciente que foi a débito
devido a neoplasia, foi de 10 meses, sendo que o carcinoma foi classificado como
Gleason 7 (3+4). A maior sobrevida, dentre os pacientes que morreram pela doenga,
foi de 186 meses, com carcinoma também classificado como Gleason 7 (3+4). Os

dados encontram-se resumidos na tabela 3.

Tabela 3: Gleason revisado, Categorias Prognésticas, tempo de sobrevida e desfecho dos
acientes.

Categoria | Tempo de
Gleason | Progndstica | Sobrevida
Identificacéo | Revisado (ISUP) (meses) Desfecho
PR1 4+4 4 Sem informagdes no prontuario
PR2 4+4 4 Sem informagdes no prontuario
PR3/PR4 4+4 4 123 Morte pela doenga
PR5 / PR6 4+4 4 63 Morte pela doenga
PR10 4+4 4 28 Morte pela doenga
PR11 4+5 5 Sem informagdes no prontuario
PR12 4+5 5 Sem informagdes no prontuario
PR13 4+4 4 32 Morte pela doenga
PR14 3+4 2 Perda de seguimento
PR15 5+4 5 36 Morte pela doenga
PR16 4+4 4 Sem informagdes no prontuario
PR17 5+4 5 Sem informagdes no prontuario
PR18 4+3 3 Sem informagdes no prontuario
PR19 4+4 4 26 Morte pela doenga
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PR20 4+4 4 160 Morte pela doenga

PR21 3+3 1 Sem informagdes no prontuario
PR22 4+4 4 49 Morte pela doenga

PR23 4+3 3 Perda de seguimento
PR24 5+5 5 Sem informacgdes no prontuario
PR25 3+3 1 215 Morte sem doenga

PR26 5+5 5 Sem informacgdes no prontuario
PR27 3+4 2 Perda de seguimento
PR28 3+3 1 Sem informacgdes no prontuario
PR29 4+4 4 Sem informagdes no prontuario
PR30 3+4 2 Perda de seguimento
PR31 5+5 5 120 Morte com doenga (outra causa)
PR32 4+3 3 146 Morte pela doenga

PR33 3+3 1 Perda de seguimento
PR34 3+4 2 Perda de seguimento
PR35 3+3 1 159 Morte pela doencga

PR36 3+4 2 186 Morte pela doenga

PR37 4+4 4 24 Morte pela doencga

PR38 3+3 1 Perda de seguimento
PR39 3+4 2 Sem informagdes no prontuario
PR40 4+4 4 Perda de seguimento
PR41 3+4 2 Perda de seguimento
PR42 3+3 1 148 Morte sem doenga

PR43 3+3 1 Sem informagdes no prontuario
PR44 3+4 2 Perda de Seguimento
PR45 3+3 1 212 Morte sem doenga

PR46 4+3 3 Perda de seguimento
PR47 3+3 1 146 Morte sem doenga

PR48 3+4 2 Morte com doenga (outra causa)
PR49 4+4 4 46 Morte pela doenga

PR50 4+3 3 8 Morte com doenga (outra causa)
PR51 5+4 5 104 Morte com doenca (outra causa)
PR52 4+4 4 20 Morte pela doencga

PR53 4+3 3 Perda de seguimento
PR54 4+3 3 Sem informagdes no prontuario
PR55 4+3 3 Perda de seguimento
PR56 4+4 4 45 Morte pela doenga

PR57 3+4 2 Perda de seguimento
PR58 5+4 5 Sem informagdes no prontuario
PR59 3+4 2 52 Perda de Seguimento
PR60 4+3 3 Perda de Seguimento
PR61 3+3 1 Perda de Seguimento
PR62 3+4 2 Perda de Seguimento
PR63 3+3 1 Perda de Seguimento
PR64 3+4 2 Perda de Seguimento
PR65 3+4 2 10 Morte pela doenga

PR66 4+3 3 155 Perda de seguimento
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PR67 4+3 3 43 Morte sem doenga
PR68 4+3 3 158 Morte pela doenga
PR69 4+4 4 28 Morte pela doenga
PR70 3+3 1 Perda de Seguimento
PR71 3+3 1 215 Vivo com doenga

Vivo livre de doenga - perda de seguimento
PR72 4+3 3 em 2008

Vivo livre de doenga - perda de seguimento
PR73 3+3 1 em 2008
PR74 4+3 3 117 Morte com doenga (outra causa)
PR75 4+5 5 Sem informagdes no prontuario
PR76 5+3 4 60 Morte pela doenga
PR77 3+5 4 73 Morte pela doenga
PR78 5+4 5 Sem informagdes no prontuario
PR79 4+3 5 213 Vivo livre de doenga
PR80 5+5 5 38 Morte pela doencga
PR81 5+4 5 70 Perda de seguimento
PR82 4+4 4 106 Morte pela doencga
PR83 3+3 1 Perda de seguimento
PR84 3+3 1 Sem informagdes no prontuario
PR85 4+5 5 Vivo com doenga OS
PR86 4+3 3 Sem informagdes no prontuario
PR87 4+3 3 173 Vivo com doenga
PR88 4+5 5 29 Morte pela doenga
PR89 4+3 3 Perda de seguimento
PR90 4+3 3 66 Morte pela doenga
PR91 3+3 1 Vivo livre de doenga - perda de seguimento
PR92 3+4 2 178 Vivo livre de doenga
PR93 3+3 1 45 Morte pela doencga
PR94 3+3 1 103 Morte sem doenga
PR95 4+3 3 24 Morte pela doencga
PR96 3+4 2 148 Morte pela doenga
PR98 3+3 1 124 Vivo com doenca
PR99 3+3 1 Perda de seguimento
PR100 3+4 2 173 Morte sem doenga
PR101 3+4 2 Perda de Seguimento
PR102 3+4 2 46 Morte pela doenga
PR103 3+3 1 Perda de Seguimento
PR104 3+3 1 175 Vivo com doenga
PR105 3+4 2 Perda de seguimento
PR106 3+3 1 Perda de seguimento
PR107 3+3 1 Perda de seguimento
PR108 4+5 5 Sem informagdes no prontuario
PR109 3+3 1 Sem informagdes no prontuario
PR110 3+3 1 141 Vivo com doenga
PR111 3+4 2 111 Vivo com doenga
PR112 3+3 1 173 Vivo livre de doenga
PR113 3+3 1 168 Vivo livre de doenga
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PR114 4+3 3 163 Vivo livre de doenga
PR115 3+3 1 Perda de seguimento
PR116 3+4 2 Perda de seguimento
PR117 3+4 2 177 Vivo livre de doenga
PR118 3+3 1 112 Vivo livre de doenga
PR119 3+4 2 157 Morte sem doenga

5.2) CORRELACOES

De inicio correlacionamos o grau de Gleason revisado com os resultados

obtidos com os diversos marcadores imuno-histoquimicos, e em cada marcador com o

tipo de avaliagcao feita (intensidade, porcentagem de area em varias escalas, escore).

Usamos para isso os Teste Qui quadrado ou o Exato de Fisher.

5.2.1) Graduagao de Gleason e Ki67 em escala de 3

O Gleason revisado teve correlagao com a reagao nuclear para Ki67 em escala

de 3 (tabela 4), com p = 0,0169 (nivel de significAncia com p < 0,05). Obtivemos

correlagao também entre o grau de Gleason revisado e Ki67 em escala de 2, tanto
com corte em 15% (p = 0,04970) quanto com corte em 10% (p = 0,0457).
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Tabela 4: Correlagdo do grau de Gleason (ISUP/OMS 2005) com a imunoexpressdo dos
marcadores de Ki-67 (teste Qui quadrado).

Gleason
343 3+4 443 4+4 345 5+3 4+5 5+4 5+5 total Valor de
P
Ki67 | baix | 25 16 15 15 0 1 3 6 2 79 0.0169
escal | 0(0) | (89.29 | (84.21 | (83.33 | (78.95 | (0,0%) | (100,0 | (50.0% | (5.94% | (50.0 | (78.2
ade %) %) %) %) %) ) ) %) 2%)
3 inter | 3 3 3 2 1 0 1 1 1 15
med | (10.71 | (15.79 | (16.67 | (10.53 | (100%) | (0,00% | (16.67 | (20.00 | (25.0 | (14.8
jario | %) %) %) %) ) %) %) %) 5%)
(1)
alto | 0 0 0 2 0 0 2 2 1 4
(2) (0.00%) | (0.00% | (0.00% | (10.53 | (0.00% | (0.00% | (33.33 | (40.0% | (25.0 | (3.96
) ) %) ) ) %) ) %) %)
total | 28 19 18 19 1 1 6 5 4 101 perdas
(27,72 | (18.81 | (17.82 | (18.81 | (0.99% | (0.99% | (5.94% | (4.95% | (3.96 | (100. 14
%) %) %) %) ) ) ) ) %) 00%)
Ki67 | baix | 25 16 15 15 0 1 3 2 2 79 0.0497
em o(0) | (89.29 | (84.21 | (83.33 | (78,95 | (0,0%) | (100,0 | (50.00 | (40.0% | (50.0 | (78.2
escal %) %) %) %) 0%) %) ) %) 2%)
ade | alto |3 3 3 4 1 0 3 3 2 22
2 (1) (10.71 | (15.79 | (16.67 | (21,05 | (100%) | (0,00% | (50.00 | (60.0% | (50.0 | (21.7
com %) %) %) %) ) %) ) 0%) 8%)
Zoer:n total | 28 19 18 19 1 1 6 5 4 101 perdas
i (27,72 | (18.81 | (17.82 | (18.81 | (0.99% | (0.99% | (5.94% | (4.95% | (3.96 | (100. 14
%) %) %) %) ) ) ) ) %) 00%)
Ki67 | baix | 24 14 13 13 0 0 3 1 2 70 0.0457
em 0(0) | (98.71 | (73.68 | (72.22 | (68.42 | (0.0%0 | (0.0%0 | (50.00 | (20.0% | (50.0 | (69.3
escal %) %) %) %) %) ) %) 1%)
ade alto 4 5 5 6 1 1 3 4 2 31
2 (1) (14.29 | (26.32 | (27.78 | (31,58 | (100.0 | (100.0 | (50.00 | (80.0% | (50.0 | (30,6
com %) %) %) %) %) %) %) ) %) 9%)
cort [total | 28 19 18 19 1 1 6 5 4 101
eem (27.72 (18.81 | (17.82 | (18.81 | (0.99% | (0.99% | (5.94% | (4.95% | (3.96 | (100. perdas
10% %) %) %) %) ) ) ) ) % | 0% 14

5.2.2) Graduagao de Gleason e p53

A graduacao de Gleason teve forte correlagao apenas com a intensidade da
imunoexpressao nuclear de p53 (p < 0,0001). Nao houve correlagdo com a
porcentagem de células com nucleos corados para p53 em escala de 4 (p = 0,1183)

nem em escala de 2 (p = 0,3097). Os dados estao resumidos na tabela 5.
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Tabela 5: Correlagdo do grau de Gleason (ISUP/OMS 2005) com a imunoexpressao de p53
(teste Qui quadrado).

Gleason Valor de
3+3 3+4 4+3 4+4 3+5 5+3 | 4+5 | 5+4 | 5+5 |tota | p
[
p53 [ neg | 5 5 6 6 0 1 2 3 0 28 <.0001
inte | ativ | (19.23 | (23.81% | (30.00% | (30.00 | (0.00%) | (100. | (33, | (60. | (0.00 | (27.
nsid | a(0) | %) ) ) %) 0%) | 33% | 00% | %) 18
ade ) ) %)
baix | 18 13 8(40.00 | 10 0 0 4 1 1 55
a (69.23 | (61.90% | %) (50.00 | (0.00%) | (0.00 | (66. | (20. | (33.3 | (53.
M | %) ) %) %) 67% | 00% | 3%) | 40
) ) %)
inter | 3 3 6(30.00 | 4 0 0 0 1 0 17
med | (11.54 | (14.29% | %) (20.00 | (0.00%) | (0.00 | (0.0 | (20. | (0.00 | (16.
iaria | %) ) %) %) 0%) | 00% | %) 50
(2) ) %)
alta | 0 0(0.0%) | 0(0.0%) | 0 1 0 0 0 2 3
) | (0.0%) (0.00 | (100.00 | (0.00 | (0.0 | (0.0 | (66.6 | (2.9
%) %) %) 0%) | 0%) | 7%) | 1%
)
total | 26 21 20 20 1 1 6 5 3 103
(25.24 | (20,39% | (20,39% | (19.42 | (0.97%) | (0.97 | (5.8 | (4.8 | (291 | (10 | perdas
%) ) ) %) %) 3%) | 5%) | %) 0.0 12
0%
)
p53 | baix | 5 6 8 9 0(0.0%) | 1 3 4 0 36 0.1183
esc | ane | (19.23 | (28.57% | (40.0%) | (45.0 (100. | (50. | (80. | (0.0 | (34.
ala | gati | %) ) %) 00%) | 0%) | 0%) | %) 95
de4 | va(0 %)
)
baix | 9 7 0(0.0%) | 6 0(0.0%) | O 0 0 0 22
a (34.62 | (33.33% (30.0 (0.0 | (0.0 | (©0 | (.0 | (1.
) | %) ) %) %) %) | %) | %) 36
%)
inter | 6 3 7 2 1 0 2 0 2 23
med | (23.08 | (14.29% | (35.0%) | (10.0 | (100.00 | (0.0 | (33. | (0.0 | (66.6 | (22.
iaria | %) ) %) %) %) 33% | %) | 7%) | 33
(2) ) %)
alta | 6 5 5 3 0(0.0%) | 0 1 1 1 22
(2) | (23.08 | (23,81% | (25.0%) | (15.0 (0.0 | (16. | (20. | (33.3 | (21.
%) ) %) %) 67% | 0%) | 3%) | 36
) %)
total | 26 21 20 20 1 1 6 5 3 103
(25.24 | (20.39% | (19.42% | (19.42 | (0.97%) | (0.97 | (5.8 | (4.8 | (291 | (10 | perdas
%) ) ) %) %) 3%) | 5%) | %) 0.0 12
%)
p53 | baix | 10 10 8 12 0(0.0%) | 1 3 4 0 48 0.3097
em |o (38.46 | (47.62% | (40.0%) | (60.0 (100. | (50. | (80. | (0.0 | (46.
esc | (0) | %) ) %) 00%) | 0%) | 0%) | %) 6%
ala )
de2 [alto | 16 11 12 8 1 0 3 1 3 55
(1) | (61.54 | (52.38% | (60.0%) | (40.0 | (100.00 | (0.0 | (50. | (20. | (100. | (53.
%) ) %) %) %) 0%) | 0%) | 0%) | 4%
)
total | 26 21 20 20 1 1 6 5 3 103 | perdas
(25.24 | (20.39% | (19.42% | (19.42 | (0.97%) | (0.97 | (5.8 | (4.8 | (2.91 | (10 12
%) ) ) %) %) 3%) | 5%) | %) 0.0
%)

em

5.2.3) Graduagao de Gleason e |.A.

O indice Apoptético ndo mostrou correlagdo com ao grau de Gleason revisado

nenhuma das escalas usadas para interpretagéo (tabela 6), escala de 3 (p =

0,9567), escala de 2 com corte em 10% (p = 0,8597) ou escala de 2 com corte em




30% (p = 0,9067).

34

Tabela 6: Correlagdo do grau de Gleason (ISUP/OMS 2005) com o indice Apoptético I.A. obtido
através da imunoexpressao de caspase-3-clivada (teste Qui quadrado).

Gleason
3+3 3+4 4+3 4+4 3+5 5+3 4+5 5+4 5+5 | total | Valor de
p
LA. [ baix | 2 3 1 4 0 0 1 0 1 12 0.9567
) (9.52% | (16.67 | (5.56 | (20.0 | (0.0%) | (0.0%) | (16.67 | (0.0%) | (25. | (12.
esc | (0) |) %) %) %) %) 0%) | 77%
ala )
de 3
inter | 8 7 9 6 0 1 3 2 1 37
med | (38.1% | (38.89 | (50.0 | (30.0 | (0.0%) (1000-0 (50.0 | (40.0 | (25. | (39.
iario | ) %) %) %) 0%) %) %) 0%) | 36%
(1) )
alto | 11 8 8 10 1 0 2 3 2 45
(2) | (52.38 | (44.44 | (44.44 | (50.0 (1000-0 (0.0%) | (33.33 | (60.0 | (50. | (47.
%) %) %) %) 0%) %) %) 0%) | 87%
) perdas
total | 21 18 18 20 1 1 6 5 4 94 21
(22.34 | (19.15 | (195 | (21.28 | (1,06 | (1,06 | (6.38 | (5.32 | (4.2 | (100
%) %) %) %) %) %) %) %) 6%) | .0%)
LA. | baix | 2 3 1 4 0 0 1 0 1 12 0.8597
em |o (9.09% | (16.67 | (5.56 | (20.0 | (0.0%) | (0.0%) | (16.67 | (0.0% | (25. | (12.
esc | (0) |) %) %) %) %) 0%) | 63%
ala )
de2 [alto | 20 15 17 16 1 1 5 5 3 83
com | (1) | (90.91 | (83.33 | (94,44 | (80.0 | (100.0 | (100.0 | (83.33 | (100.0 | (75. | (87.
cort %) %) %) %) %) %) %) 0%) 0%) | 37% | perdas
e ) 20
em | total | 22 18 18 20 1 1 6 5 4 95
10% (23.16 | (18.95 | (1895 | (21.05 | (1.05 | (1.05 | (6.32 | (526 | (4.2 | (100
%) %) %) %) %) %) %) %) 1%) | .0%)
LA. | baix | 10 10 10 10 0 1 4 2 2 49 0.9067
em |o (45.45 | (56.56 | (56.56 | (50.0 | (0.0%) | (100.0 | (66.67 | (40.0 | (50. | (51.
esc | (0) | %) %) %) %) %) %) %) 0%) | 58%
ala )
de 2 | alto 12 8 8 10 1 0 2 3 2 46 perdas
com | (1) | (54.55 | (44.44 | (44.44 | (50.0 | (100.0 | (0.0%) | (33.33 | (60.0 | (50. | (48. 20
cort %) %) %) %) %) %) %) 0%) | 42%
e )
em | total | 22 18 18 20 1 1 6 5 4 95
35% (23.16 | (18.95 | (1895 | (21.05 | (1.05 | (1.05 | (6.32 | (5.26 | (4.2 | (100
%) %) %) %) %) %) %) %) 1%) | .0%)

5.2.4) Graduagéao de Gleason e marcadores de apoptose estudados

Nao obtivemos correlagao da gradacgao de Gleason (2005) com SMAC/DIABLO

em escala de 4 (p = 0,1327), ou escala de 2 (p = 0,0703), embora com essa ultima

avaliagdo houve discreta tendéncia a correlacao (tabela 7). As avaliagbes de

imunoexpressao de Survivina em escala de 4 (p = 0,7634) ou escala de 2 (p = 0,7850)

nao mostraram correlagdo com gradacao de Gleason (tabela 8). A avaliagdo da XIAP




35

foi feita apenas em escala de 2 uma vez que as imunomarcagdes para essa proteinas
restringiram-se a negativas e fracamente positivas (tabela 9). Ndo houve correlagdo (p
=0,8691).

Tabela 7: Correlagédo do grau de Gleason (ISUP/OMS 2005) com Smac (teste Qui quadrado).

Gleason
3+3 3+4 4+3 4+4 3+5 5+3 | 4+5 | 5+4 | 5+5 | total Valor de
p
SM [ baix | 5 7 4 0 0 0 1 0 1 18 0.1327
AC | alne | (1852 | (33.33% | (22.22% | (0.0%) | (0.0%) | (0.0 | (16. | (0.0 | (25. | (17.48
esc | gati | %) ) ) %) 67% | %) 0%) | %)
ala va(0 )
ded | )
baix | 15 7 6 7 0 1 0 2 1 39
a (55.56 | (33.33% | (33.33% | (35.0 | (0.0%) | (100 | (0.0 | (40. | (25. | (37.86
M | %) ) ) %) 0%) | %) | 0%) | 0%) | %)
inter | 3 2 5 6 1 0 1 2 0 20
med | (11.11 | (9.52%) | (27.78% | (30.0 | (100.0 | (0.0 | (16. | (40. | (0.0 | (19.42
iaria | %) ) %) %) %) | 67% | 0%) | %) | %)
(2) )
alta | 4 5 3 7 0 0 4 1 2 26
(2) | (14.81 | (23.81% | (16.67% | (35.0 | (0.0%) | (0.0 | (66. | (20. | (50. | (25.24
%) ) ) %) %) | 67% | 0%) | 0%) | %)
)
total | 27 21 18 20 1 1 6 5 4 103
(26.22 | (20.39% | (17.48% | (19.42 | (097 | (09 | (5.8 | (4.8 | (308 | (100.0 | Perdas
%) ) ) %) %) %) | 3%) | 5%) | 8%) | %) 12
SM | baix | 20 14 10 7 0 1 1 2 2 57 0.0703
AC |o (35.09 | (24.5%) | (17.54% | (12.28 | (0.0%) | (1.7 | (1.7 | 35 | (35 | (55.34
em | (0) | %) ) %) 5%) | 5%) | 1%) | 1%) | %)
esc [alto |7 7 8 13 1 0 5 3 2 46
ala | (1) | (1522 | (15.22% | (17.39% | (28.26 | (2,17 | (0.0 | (10. | (6.5 | (4.3 | (44.66
de 2 %) ) ) %) %) %) | 87% | 2%) | 5%) | %)
)
total | 27 21 1 18 20 6 1 5 4 103 perdas
(26.21 | (20.39% | (0.97%) | (17.48 | (19.42 | (58 | (0.9 | (4.8 | (3.8 | (100.0 12
%) ) %) %) 3%) | 7%) | 5%) | 8%) | %)
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Tabela 8: Correlagdo do grau de Gleason (ISUP/OMS 2005) com Survivina (teste Qui
quadrado).
Gleason
3+3 3+4 4+3 4+4 3+5 5+3 4+5 5+4 5+5 total Valor de
p
Sur baix | 11 9 8 5 0 1 3 3 3 43 0,7634
vivin | a/ne | (96.25 | (45.0%) | (42.11% | (25.0 | (0.0%) | (100 | (50. | (60. | (75. | (41.35
a gati | %) ) %) 0%) | 0%) | 0%) | 0%) | %)
esc | va(0
ala )
de4 | baix | 14 8 8 15 1 0 2 1 1 50
a (50.0% | (40.0%) (42.11% | (75.0 (100.0 | (0.0 (33. (20. (25. (48,08
(1) ) ) %) %) %) 33% | 0%) | 0%) %)
)
inter | 3 3 2 0 0 0 1 1 0 10
med | (10.71 | (15.0%) | (10.53% | (0.0%) | (0.0%) | (0.0 | (16. | (20. | (0.0 | (9.62
iaria | %) ) %) | 67% | 0%) | %) | %) perdas
(2) ) "
alta 0 0(0.0%) | 1 0 0 0 0 0 0 1
) | (0.0%) (5.26%) | (0.0%) | (0.0%) | (0.0 | (0.0 | (0.0 | (0.0 | (0.96
%) %) %) %) %)
total | 28 20 19 20 1 1 6 5 4 104
(26.92 | (1923%) | (18.27% | (19.23 | (0.96 | (0.9 | (5.7 | (4.8 | (3.8 | (100.0
%) ) %) %) 6%) | 7%) 1%) | 5%) %)
Sur | baix | 25 17 16 20 1 1 5 4 4 93
vivin | o (24.04 | (16.35% | (15.38% | (21.51 | (0.96 (09 | (48 | (38 | (3.8 | (89.42
a (0) %) ) ) %) %) 6%) 1%) | 5%) | 5%) %) 0.7850
em alto 3 3 3 0 0 0 1 1 0 11
esc | (1) (2.88% | (2.88%) | (2.88%) | (0.0%) | (0.0%) | (0.0 | (0.9 | (0.9 | (0.0 | (10.58
ala ) %) 6%) | 6%) %) %)
de 2 | total | 28 20 19 20 1 1 6 5 4 104 perdas
(26.92 | (19,23% | (18.26% | (19,23 | (0.96 (09 | (57 | (48 | (3.8 | (100.0 11
%) ) ) %) %) 6%) | 7%) | 1%) | 5%) | %)

Tabela 9: Correlagédo do grau

de Gleason (ISUP/OMS 2005) com XIAP (teste Qui quadrado).

Gleason

3+3 3+4 4+3 4+4 3+5 5+3 4+5 5+4 5+5 | total Valor de
p

XIA | baixo 26 16 18 18 1 1 6 5 4 95 0.8691

P (0) (100.0 | (94.12 | (94.74% | (90.0 (100.0 | (100 | (100 | (100 | (100 | (95.96

em %) %) ) %) %) .0%) | .0%) | .0%) | .0%) | %)

esc | alto 0 1 1 2 0 0 0 0 0 4

ala (@) (0.0%) | (5.26 (5.26%) | (10.0 (0.0%) | (0.0 (0.0 (0.0 (0.0 (4.04

de 2 %) %) %) %) %) %) %)

total 26 17 19 20 1 1 6 5 4 99 perdas

(26.26 | (17.17 | (19.19% | (20.20 | (1.01 (1.0 (6.0 (5.0 (4.0 (100.0 16
%) %) ) %) %) 1%) | 6%) | 5%) | 4%) | %)

Procedemos a avaliagao

de eventuais correlagdes das variaveis imuno-

histoquimicas encontradas com as categorias progndsticas propostas pela ISUP.

5.2.5) Categoria Prognoéstica e Ki67

As categorias prognoésticas propostas pela ISUP mostraram forte correlagao

com o indice de proliferagédo celular com Ki67, sendo em escala de 3 ( = 0,0069), ou

em escala de 2 com corte em 15% (p = 0,0386). A avaliagdo com escala de 2 com

corte em 10% n&o mostrou correlagao, embora com p proximo ao valor de 0,05 (p =




0,0567) (tabela 10).
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Tabela 10: Correlagdes entre as categorias prognésticas propostas pela ISUP e
imunoexpressao de Ki-67 (teste Qui Quadrado).
Categoria 1 2 3 4 5 total Valor
Progndstica dep
ki-67 | baixa 25 16 14 16 8 (50.0%) 79 0.0069
em (89.29%) (84.21%) (82.35%) (76.19%) (78.22%)
escal | mod | 3(15.79%) 3 3(17.65%) | 3 (14.29%) 3 15
ade | erad (15.79%) (18.75%) | (14.85%)
3 a
alta 0(0.0%) | 0(0.0%) | 0/(0.0%) 2 (9.52%) 5 7 (6.93%)
(31.25%)
total 28 19 17 21 16 101
(27.72%) | (18.81%) | (16.83%) (20.79%) | (15.84%) | (100.0%) perdas
14
ki-67 | baixa 25 16 14 16 8 (50.0%) 79
em (89.29%) | (84.21%) | (82.35%) (76.19%) (78.22%) | 0.0386
escal
ade alta 3 (10.71%) 3 3(17.65%) | 5(23.81%) | 8 (50.0%) 22
2 (15.79%) (21.78%)
cort
eem | total 28 19 17 21 16 101
15% (27.72%) | (18.81%) | (16.83%) (20.79%) | (15.84%) | (100.0%) | perdas
14
ki-67 | baixa 24 14 12 13 (61.9%) 7 70 0.0567
em (85.71%) (73.68%) (70.59%) (43,75%) | (69.31%)
escal
ade | alta | 4(14.29%) 5 5(29.41%) | 8(38.1%) 9 31
2 (26.32%) (56.25%) | (30.69%)
com
cort | total 28 19 17 21 16 101
em (27.72%) | (18.81%) | (16.83%) (20.79%) | (15.84%) | (100.0%) | perdas
10% 14

5.2.6) Categoria Prognéstica e p53

Nao obtivemos correlagdo da imunoexpressao de p53 com categorias

prognosticas de carcinoma prostatico em nenhuma das avaliagbes tentadas (tabelas

11 e 12): intensidade (p = 0,2016), escore do p53 (p = 0,1538) porcentagem de

positividade em escala de 4 (p = 0,0971) ou em escala de 2 (p = 0,6927).
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Tabela 11: Correlagdes entre as categorias prognésticas propostas pela ISUP e
intensidade/escore de imunoexpressao de p53 (teste Qui Quadrado).

Categoria 1 2 3 4 5 total Valor
Progndstica dep
P53 | nega | 5(19.23%) 5 6 (31.58%) | 7 (31.82%) 5 28 0.2016
inte | tiva (23.81%) (33.33%) | (27.18%)
nsid
ade | baixa 18 13 7 (36.84%) 10 7 55

(69.23%) (61.90%) (45.45%) (46.67%) | (53.40%)
mod | 3(11.54%) 3 6(31.58%) | 4(18.18%) | 1 (6.67%) 17
erad (14.29%) (16.50%)
a Perdas
alta | 0(0.00%) 0 0(0.00%) | 1(4.55%) 2 3(2.91%) 12
(0.00%) (13.33%)
total 26 21 19 22 15 103
(25.24%) (20.39%) (18.45%) (21.36%) (14.56%) | (100.0%)
P53 0 5(19.23%) 6 8(42.11%) 36 0.1538
esco (28.57%) 10 (45.45% 7 (34.95%)
re (46.67%)
1 8 (30.77%) 7 1 (5.26%) 0 (0.00%) 21
(33.33%) 5(22.73%) (20.39%)
2 7(26.92%) | 2(9.52%) | 3(15.79%) | 3 (13.64%) 4 19(18.45
(26.67%) %)
3 4 (15.38%) 3 1(5.26%) 1 (4.55%) 2 11
(14.29%) (13.33%) | (10.68%)
4 0 (0.00%) 1(4.76%) | 2(10.53%) 0 (0.00%) 0(0.00%) | 3(2.91%)
6 2 (7.69%) 2(9.52%) | 4(21.05%) | 3(13.64%) | 1(6.67%) 12
(11.65%)
9 0(0.00%) | 0(0.00%) | 0(0.00%) | 0(0.00%) | 1(6.67%) | 1(0.97%)
Perdas
total 26 21 19 22 15 103 12
(25.24%) | (20.39%) | (18.45%) (21.36%) | (14.56%) | (100.0%)
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Tabela 12: Correlagbes entre as categorias progndsticas propostas pela ISUP e porcentagem

de células com imunoexpresséao de p53 (teste Qui Quadrado).

Categoria 1 2 3 4 5 total Valor
Progndstica dep
P53 | nega | 5(19.23%) 6 8 (42.11%) 10 7 36 0.0971
em | tiva/ (28.57%) (45.45%) | (46.67%) | (34.955)

escal | baixa
ade | baixa | 9(34.62%) 7 0(0.00%) | 6(27.27%) | 0(0.00%) | 22
4 (33.33%) (21.36%)
mod | 6(23.08%) 3 6(31.58%) | 3 (13.64%) 5 23
erad (14.29%) (33.33%) | (22.33%)
a
alta 6 (23.08%) 5 5(26.32%) | 3 (13.64%) 3 22
(23.81%) (20.00%) | (21.36%)
total 26 21 19 22 15 103 Perdas
(25.24%) (20.39%) | (18.45%) (21.36%) (14.56%) | (100.0%) 12
P53 | baixa 10 10 8(42.11%) | 13 7 48 0.6927
em (38.46%) (47.62%) (59.09%) (46.67%) | (46.60%)
escal
ade | alta 16 11 11 9 (40.91%) 8 55

) (61.54%) | (52.38%) | (57.89%) (53.33%) | (53.40%)

cort
eem | total 26 21 19 22 15 103 Perdas
15% (25.24%) | (20.39%) | (18.45%) (21.36%) (14.56%) | (100.0%) 12

5.2.7) Categoria Prognostica e |.A.

O I.A. ndao mostrou correlagdo com as categorias progndsticas (tabela 13),

tendo sido avaliadas em escala de 3 (p = 0,9662), escala de 2 com corte em 10% (p =
0,7667) ou escala de 2 com corte em 35% (p = 0,9610).
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Tabela 13: Correlagbes entre as categorias progndsticas propostas pela ISUP e o indice

Apoptético (I.A.) obtido através da imunoexpressio de caspase-3-clivada (teste Qui Quadrado).

Categoria 1 2 3 4 5 total Valor
Progndstica dep
LA. | baixa | 2(9.52%) 3 1(5.88%) | 4(18.18%) 2 12 0.9662
em (16.67%) (12.50%) | (12.77%)

escal [ mod | 8(38.10%) 7 8 (47.06%) | 7(31.82%) 7 37
ade | erad (38.89%) (43.75%) | (39.36%)
3 a
alta 11 8 8(47.06%) | 11 (50.0%) 7 45
(52.38%) | (44.44%) (43.75%) | (47.87%)
perdas
total 21 18 17 22 16 94 21
(22.34%) (19.15%) (18.09%) (23.40%) (17.02%) | (100.0%)

lLA. baixa 2 (9.09%) 3 1(5.88%) 4 (18.18%) 2 12 0.7667
em (16.67%) (12.50%) | (12.63%)
escal
ade | alta 20 15 16 18 4 83

) (90.91%) | (83.33%) | (94.12%) (81.82%) | (87.50%) | (87.37%)
cort
eem | total 22 18 17 22 16 95
10% (23.16%) (18.95) (17.89%) (23.16%) | (16.84%) | (100.0%) | perdas

20
ki-67 | baixa 10 10 9(52.94%) | 11 (50.0%) 9 49 0.9610
em (45.45%) | (55.56%) (56.25%) | (51.58%)
escal
ade | alta 12 8 8 (47.06%) | 11(50.0%) 7 46

2 (54.55%) (44.44%) (43.75%) | (48.42%)
com
cort | total 22 18 17 22 16 95 perdas
em (26.16%) (18.95%) (17.89%) (23.16%) (16.84%) | (100.0%) 20
35%

5.2.8) Categoria Progndstica e Marcadores de apoptose estudados

A imunoexpresséo de SMAC em escala de 2 mostrou correlagdo positiva com a
categorizagado progndstica proposta pela ISUP (p = 0,0367). Porém a avaliagdo de
SMAC na escala de 4 nao teve esta correlacéo (p = 0,0753) (tabela 14), embora com
discreta tendéncia a correlagao. A imunoexpressao de Survivina em escala de 4 (p =
0,2146) e escala de 2 (p = 04159) ndo mostraram correlagdo com as categorias
prognosticas (tabela 15), assim como a imunoexpresséo de XIAP (p = 0,4823) (tabela
16).
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Tabela 14: Correlagbes entre as categorias progndsticas propostas pela ISUP e porcentagem

de células com imunoexpressdo de SMAC (teste Qui Quadrado).

Categoria 1 2 3 4 5 total Valor
Progndstica dep
SMA | nega | 5(18.52%) 3(17.65%) 0 (0.00%) 3 18(17.48 0.0753
Cem | tiva/ 7 (18.75%) %)
escal | baixa (33.33%)
ade | baixa 15 7 6 (35.29%) | 8 (36.36%) 3 39

4 (55.56%) | (33.33%) (18.75%) | (37.86%)

mod | 3(11.11%) | 2(9.52%) | 5(29.41%) | 7 (31.82%) 3 20
erad (18.75%) | (19.42%)
a
alta 4 (14.81%) 5 3(17.65%) | 7 (31.82%) 7 26
(23.81%) (43.75%) | (25.24%)
total 27 21 17 22 16 103
(26.21%) (20.39%) (16.50%) (21.36%) (15.53%) | (100.0%) Perdas
12
SMA | baixa 20 9 (8.74%) 8(7.77&) 6 (5.83%) 57 0.0367
Cem (19.42%) 14 (55.34%)
escal (13.59%)
ade | alta | 7(15.22%) 7 8(17.39%) 14 10 46

2 (15.22%) (30.43%) (21.74%) | (44.76%)
cort Perdas
eem | total 27 21 17 22 16 103 12

15% (26.21%) (20.39%) (16.50%) (21.36%) (15.53%) | (100.0%)
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Tabela 15: Correlagbes entre as categorias prognosticas propostas pela ISUP e porcentagem

de células com imunoexpressao de Survivina (teste Qui Quadrado).

Categoria 1 2 3 4 5 total Valor
Progndstica dep
Survi | nega 11 7 (38.89%) | 6(27.27%) 10 43 0.2146

vina | tiva/ | (39.29%) 9 (62.50%) | (41.35%)
em | baixa (45.00%)
escal | baixa 14 8 8 (44.44%) 16 4 50
ade (50.00%) | (40.00%) (72.73%) | (25.00%) | (48.08%)
4
mod | 3(10.71%) 3 2(11.11%) | 0(0.00%) 2 10
erad (15.00%) (12.50%) | (9.62%)
a
alta 0 (0.00%) 0 (0.00%) 1(5.56%) 0.00%) 0(0.00%) | 1(0.96%)
total 28 20 18 22 16 104 Perdas
(26.92%) (19.23%) (17.31%) (21.15%) (15.38%) | (100.0%) 11
Survi | baixa | 25 15 22 14 93 0.4359
vina (24.04%) 17 (14.42%) (21.15%) | (13.46%) | (89.42%)
em (16.35%)
escal | alta | 3(27.27%) 3 3(27.27%) | 0(0.00%) 2 11
2 de (27.27%) (18.18%) | (10.58%)

2 Perdas
cort | total |28 20 18 22 16 104 11
eem (26.92%) (19.23%) | (17.31%) (21.15%) | (15.38%) | (100.0%)

15%
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Tabela 16: Correlagbes entre as categorias prognosticas propostas pela ISUP e porcentagem

de células com imunoexpressao de XIAP (teste Qui Quadrado).

Categoria 1 2 3 4 5 total Valor
Progndstica dep
XIAP | nega 26 17 20 16 95 0.4823
em tiva/ (100.0%) 16 (94.44%) (90.91%) (100.0%) | (95.96%)
escal | baixa (94.12%)

ade | baixa | 0(0.00%) | 1(5.88%) | 1(5.56%) | 2(9.09%) | 0(0.00%) | 4 (4.04%)
2

mod
erad
a
alta
total 26 17 18 22 16 99 Perdas
(26.26%) (17.17%) (18.18%) (22.22%) (16.16%) | (100.00% 16

)

5.2.9) Correlagdes entre os marcadores

Para correlacionar os marcadores imuno-histoquimicos entre si, escolhemos
dentro das avaliagdes as de Ki67 e p53, aquelas com melhor correlagdo com grau de
Gleason ou com as categorias prognésticas. A avaliagdo de Ki67 em escala de 2 com
corte em 15% mostrou discreta tendéncia a correlagédo com a intensidade de p53 (p =
0,0703), assim como o |.A. em escala de 3 e SMAC em escala de 4 (p = 0,0654), e |.A.
em escala de 3 com Survivina em escala de 4 (p = 0,0564). Porém todas as demais

avaliacbes nao obtiveram nenhuma correlagcado ou sequer tendéncia a correlacéo.
5.2.10) Sobrevida e Marcadores estudados.

Devido a grande perda de seguimento e de falta de informagédo em prontuarios,
somente o ki67 demonstrou correlagdo com a sobrevida dos pacientes. A curva de
Kaplan-Meier demonstrou maior tempo de sobrevida em pacientes nos grupos com
baixo indice de proliferacao celular, em relagdo aos que exibiram elevado indice
proliferativo (grafico 2).
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Grafico 2: Curva de Kaplan-Meier correlacionando o tempo de sobrevida em meses com o
indice de proliferagcéo celular, medido através da imunomarcagao para ki67.

5.2.11) Sobrevida e grau de diferenciacao

Quando comparamos o tempo de sobrevida, em meses, com o grau de
diferenciagdo das neoplasias utilizando tanto as Categorias Progndsticas quanto a
classificacdo de Gleason, notamos que ha maior sobrevida em pacientes com
neoplasias bem diferenciadas, enquanto esta & menor nos carcinomas pouco
diferenciados. Os graficos 3 e 4 demonstram, através das curvas de Kaplan-Meier,
esta correlagdo com as Categorias Progndsticas e classificagdo de Gleason,

respectivamente.
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Grafico 3: Curva de Kaplan-Meier correlacionando o tempo de sobrevida, em meses, com as
Categorias Prognésticas.
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Grafico 4: Curva de Kaplan-Meier correlacionando o tempo de sobrevida, em meses, com a
classificagdo de Gleason. Nota: Gleason 7, na legenda acima, refere-se a graduagédo 3+3;
Gleason 8 refere-se a graduacdo 3+4; Gleason 9 refere-se a graduagdo 4+3; Gleason 10
refere-se a graduacao 4+4; Gleason 11 refere-se a graduacgdo 3+5; Gleason 12 refere-se a
graduacgéo 5+3; Gleason 13 refere-se a graduacao 4+5; Gleason 14 refere-se a graduacgao 5+4
e Gleason 15 refere-se a graduagao 5+5.



46

6) DISCUSSAO

Ao comparar o indice de proliferagao celular, através do imuno-marcador ki67,
com os graus de Gleason revisados, observou-se que neoplasias mais agressivas e,
portanto, com maior Gleason, exibem elevado indice proliferativo. O mesmo pbéde ser
concluido utilizando-se as categorias progndsticas propostas pela ISUP, onde maiores
indices proliferativos foram evidenciados nas categorias mais elevadas. Os achados
sao concordantes com a literatura, onde estudos mostram que maior indice de
proliferacdo celular esta relacionado a maior Gleason, além de maior mortalidade e

presenca de metastases a distancia 44647,

Notamos, também, relacéo entre o ki67 e o tempo de sobrevida dos pacientes,
onde os casos com maior porcentagem de nucleos positivos para o imuno-marcador
mostraram menor tempo de sobrevida em meses. Neoplasias com maior ki67 sio,
portanto, mais agressivas, piorando a taxa de sobrevivéncia dos pacientes. Estes
achados sao concordantes com a literatura, que demonstra piores fatores prognésticos

em pacientes com maior ki674+47.

Neoplasias classificadas como mais agressivas, utilizando-se a graduagéo de
Gleason, demonstraram maior intensidade de positividade para p53. Soma-se ainda o
fato de haver tendéncia de correlagao entre o indice de proliferagédo celular e o grau de
positividade para p53. Se utilizadas as categorias prognésticas para classificagao, esta
correlagdo ndo ocorre. Notamos, também, que a maioria dos casos exibe algum grau
de positividade para a proteina p53. Com a funcao de impedir a proliferagao celular ao
detectar danos ao DNA, esta proteina tem capacidade de deflagrar o processo
apoptotico através da permeabilizagdo da parede mitocondrial e liberacdo do
citocromo c, iniciando a via intrinseca da apoptose. Em neoplasias mais agressivas e,
consequentemente, com maior quantidade de dados sucessivos ao DNA, ha acumulo
de p53 como tentativa de reparo. Por este motivo, em neoplasias com Gleason mais
elevados, observamos maior intensidade de imunomarcagéo para esta proteina®"°,
Bansal, Gupta e Saxena obtiveram resultado semelhante ao realizar estudo imuno-
histoquimico para proteina p53 e observar reagdes fracamente positivas em
neoplasias com Gleason baixo, além de reagbes fortemente positivas em neoplasias

com Gleason elevado®.

Por outro lado, ao contrario do esperado, e dos achados na literatura, as
imunomarcagdes para XIAP foram consistentemente negativas'!?4%:58  Este achado

pode, talvez, explicar a presenga de apoptose em grande parte dos casos analisados,



47

mesmo que em pequena quantidade. A XIAP foi amplamente estudada em diversas
neoplasias, sendo que sua expressao aumentada foi evidenciada em carcinomas
prostaticos'*19202324 Egperdvamos, portanto, encontrar reagbes positivas em grande
parte dos casos, principalmente nas neoplasias mais agressivas. Obtivemos, no
entanto, predominio de casos negativos. Em carcinomas prostaticos metastaticos,
observa-se aumento da expressdao de XIAP nas células que se desprendem da
neoplasia primaria®. Em nossa casuistica, dois pacientes apresentaram metastase

Ossea, porém o XIAP mostrou-se negativo em suas biopsias.

Outro inibidor da apoptose que mostrou-se persistentemente negativo foi a
Survivina, contrariando achados da literatura?®®® Krajewska demonstrou, através de
estudo imuno-histoquimico e imunoblotting, elevagcdo dos niveis de clAP-1, clAP-2,
XIAP e Survivina em carcinomas prostaticos tanto em homens quanto em ratos,
mesmo em neoplasias intra-epiteliais prostaticas, sugerindo que a desregulacdo dos

IAPs seria um evento precoce na sua patogénese®®,

Notamos ainda grande parte dos casos com positividade, independentemente
da intensidade, para SMAC/DIABLO. Por se tratar de um inibidor das IAPs,
esperavamos poucos casos positivos, o que indicaria que os inibidores da apoptose
estariam livres para exercer sua acgao, impedindo a morte das células neoplasicas por
este processo. Em neoplasias menos agressivas, a agao da SMAC/DIABLO permitiria
que mais células entrassem em apoptose, retardando, desta maneira, o crescimento
tumoral®'. Apesar disso, houve relagdo entre as categorias prognésticas e a
positividade para este marcador, onde as categorias de pior prognostico exibiram

maior frequéncia de casos positivos.

Ao analisar os resultados das reagdes para Survivina, SMAC/DIABLO e XIAP
esperavamos o oposto do obtido. Como o mecanismo de agao da survivina se da,
principalmente, pela ubiquitinacdo de SMAC/DIABLO marcando-a para degradacao e
liberando, desta forma, a XIAP para exercer sua fungdo, previamos poucos casos
positivos para SMAC/DIABLO e muitos positivos para Survivina e XIAP?329:32.33,

Nao houve relagdo entre o indice apoptdtico e o grau de diferenciagdo das
neoplasias estudadas, independentemente do método utilizado para classificagdo. Ha
estudo semelhante na litetura, onde o indice apoptotico obtido através da contagem de
corpos apoptotico por software especializado também n&o se correlacionou com a
graduagdo histoldgica pelo sistema de Gleason®. Observamos, no entanto, grande

quantidade de casos positivos para caspase 3 clivada, mostrando portanto que a
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apoptose € um importante mecanismo de defesa contra proliferagdo de células

neoplasicas no organismo.

Os dados de sobrevida, devido a escassez de informacgbes recentes nos
prontuarios analisados, n&o exibiram correlagdo com os marcadores imuno-

histoquimicos estudados.

Ao comparar os resultados obtidos utilizando a graduacéo das neoplasias pelo
sistema de Gleason e pelas Categorias Prognésticas, observamos que ambas
demostraram correlagdes imuno-histoquimica semelhantes. Desta forma, notamos a
potencial vantagem de se utilizar esta classificacdo, de mais facil aplicagdo na rotina
dos patologistas, assim como de melhor entendimento entre a comunidade médica

geral e para os préprios pacientes.
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7) CONCLUSOES

Nao houve correlagao entre o indice apoptético ou inibidores de apoptose e o
grau de diferenciagdo do adenocarcinoma prostatico, independentemente do método

utilizado para sua graduacéo histolégica (Gleason ou Categorias Progndsticas).

Observamos correlacéo entre a porcentagem de células com nucleos positivos
para o marcador imuno-histoquimico ki67 e o tempo de sobrevida dos pacientes,
sendo este menor nos casos com maior porcentagem de positividade, e maior nos

casos com porcentagem baixa.

A intensidade de expressdo da proteina p53 revelou-se fortemente
correlacionada com o grau histolégico de Gleason, estando mais fortemente positiva

nos casos menos diferenciados.

O indice de proliferacao celular, avaliado através da imunomarcacao para KiG7,
também esteve correlacionado com a diferenciacdo das neoplasias, sendo este maior
em casos pouco diferenciados. Este achado é verdadeiro utilizando-se tanto a
graduacédo histologica através das Categorias Progndsticas quanto a escala de

Gleason.

A falta de seguimento dos pacientes, ou de relatos em seus prontuarios apés
tratamento cirdrgico para carcinoma de prdostata, impediu a correlagdo dos dados com
a sua sobrevida dos mesmos. E necessario estimular o acompanhamento a longo
prazo destes pacientes no Hospital das Clinicas da UNESP de Botucatu, para que

futuras pesquisas possam desfrutar destas informacdes em seus resultados.

As categorias prognosticas propostas pelo ISUP mostram-se relacionadas com
o grau de diferenciagdo das neoplasias avaliado, indiretamente, através de
marcadores imuno-histoquimicos. Desta forma, sua utilizagdo € promissora, sendo um

sistema de facil aplicacao e entendimento.
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