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RESUMO

O céancer de préstata (CaP) € a neoplasia mais frequente na populacdo masculina brasileira, com
excecdo do céncer de pele ndo melanoma. Sempre h& davida do porqué alguns tumores
conseguem desenvolver um potencial de agressividade maior que o de outros. Embora a maioria
dos estudos mostre alteracdo na expressdo das moléculas de adesdo celular e da matriz
extracelular, correlacionando as mesmas com o Grau de Gleason, nenhum estudo mensurou, de
forma objetiva, o contetdo tecidual dessas moléculas. O trabalho objetiva mensurar o contetdo
e a expressao tecidual de colageno tipo I, IV e laminina na matriz extracelular em portadores de
adenocarcinoma da prdstata e correlacionar com a classificacdo de Gleason, com caracteristicas
clinicas, doencas associadas e habitos de vida. Foram estudados 41 pacientes submetidos a
prostatovesiculectomia radical em oncologia, por neoplasia de préstata, operados pelo servigo de
urologia do Hospital Universitario Sao Francisco de Assis (HUSF), entre 01/01/2015 e 31/12/2020.
A medida do conteudo tecidual das proteinas foi analisada com ajuda de microscopia éptica em
uma magnificagdo final de 200x. Em cada lamina foram realizadas as coloragcdes de
Hematoxilina-Eosina (HE), além de técnica de imuno-histoquimica especifica para identificar a
expressao de colageno |, IV e laminina, no estroma celular de todas as laminas, por trés
examinadores independentes, que também desconheciam os objetivos finais do presente estudo.
Assim, o célculo do valor final encontrado no tecido neoplasico, foi constituido pela média da
soma dessas leituras. Considerou-se as somas de Gleason como sendo um escore €, foi utilizado
a correlacéo de Pearson para medir o grau de correlacdo com colageno e laminina. Em todos os
testes adotou-se nivel de significancia de 5% (p < 0,05). A expressdo média de colageno | na
amostra de portadores de adenocarcinoma de prostata foi de 7,16 + 1,03 pixels/campo. Na
mensuragdo do colageno tipo 1V, a média foi de 3,44 + 0,61 pixels/campo e, na mensuracao da
laminina, obtivemos uma média de 5,19 + 0,79 pixels/campo. O Gleason total tem correlacdo
tanto com colageno quanto laminina, sendo a maior correlagdo ocorrida com laminina de r = -
0,566 (p-valor <0,001). As correlagdes foram todas negativas o que mostra que quanto maior o
valor do coldgeno/laminina, menor serd o valor do Gleason total e vice-versa. Todas as trés
correlagbes com Gleason total podem ser classificadas como moderadas. Na expressdo de
laminina temos que a média foi de 6,60 pixels/campo para Gleason 6 contra 4,36 pixels/campo
em Gleason 7 e média de 3,47 pixels/campo para Gleason 9 (p-valor = 0,004). Na expressao de
laminina a diferenca ocorreu entre o Gleason 6 e 0s outros dois grupos de Gleason, com p-valor
de 0,026 (para Gleason 7) e 0,010 (para Gleason 9). O Gleason total tem correlagéo tanto com
colageno quanto laminina. As correla¢des foram todas negativas o que mostra que quanto maior
o valor do colageno e da laminina, menor sera o valor do Gleason total e vice-versa.

DESCRITORES: Neoplasias da Préstata. Matriz Extracelular. Colageno Tipo I. Colageno Tipo IV.
Laminina.
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ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is the most frequent neoplasm in the Brazilian male population, excluding
non-melanoma skin cancer. There is always a question as to why some tumors can develop a
higher potential for aggressiveness than others. Although most studies show alterations in the
expression of cell adhesion molecules and the extracellular matrix, correlating them with the
Gleason score, no study has objectively measured the tissue content of these molecules. This
study aims to measure the content and tissue expression of collagen type I, IV, and laminin in the
extracellular matrix in patients with prostate adenocarcinoma and correlate it with the Gleason
score, clinical characteristics, associated diseases, and lifestyle habits. We studied 41 patients
who underwent radical prostatectomy for prostate cancer by the urology service at Sdo Francisco
de Assis University Hospital (HUSF) between 01/01/2015 and 12/31/2020. The measurement of
tissue content of the proteins was analyzed using optical microscopy at a final magnification of
200x. Hematoxylin-Eosin staining and specific immunohistochemical techniques to identify the
expression of collagen I, IV, and laminin were performed on each slide. Three independent
examiners, who were also unaware of the final study objectives, conducted these evaluations.
The final value in the neoplastic tissue was calculated as the average of these readings. The
Gleason sums were considered as scores, and Pearson's correlation was used to measure the
degree of correlation with collagen and laminin. A significance level of 5% (p < 0.05) was adopted
in all tests. The mean expression of collagen type | in the sample of prostate adenocarcinoma
patients was 7.16 = 1.03. For collagen type IV, the mean was 3.44 £ 0.61, and for laminin, we
obtained a mean of 5.19 + 0.79. The total Gleason score correlated with both collagen and laminin,
with the strongest correlation occurring with laminin, with r = -0.566 (p-value <0.001). All
correlations were negative, indicating that higher values of collagen/laminin corresponded to lower
total Gleason scores, and vice versa. All three correlations with the total Gleason score can be
classified as moderate. In laminin expression, the mean was 6.60 for Gleason 6 compared to 4.36
for Gleason 7 and a mean of 3.47 for Gleason 9 (p-value = 0.004). The difference in laminin
expression occurred between Gleason 6 and the other two Gleason groups, with p-values of 0.026
(for Gleason 7) and 0.010 (for Gleason 9). The total Gleason score correlates with both collagen
and laminin. All correlations were negative, indicating that higher values of collagen and laminin
corresponded to lower total Gleason scores, and vice versa.

KEYWORDS: Prostatic Neoplasms. Extracellular Matrix Proteins. Collagen Type I. Collagen Type
V. Laminin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer de Préstata

O cancer de prostata (CaP) representa a neoplasia mais prevalente entre a populacdo
masculina do Brasil, excluindo o cancer de pele ndo-melanoma. Segundo dados fornecidos pelo
Instituto Nacional do Cancer (INCA), ha uma projecdo de 71.740 novos casos de CaP no Brasil,
a cada ano, durante o triénio de 2023 a 2025. Esse dado reflete um risco estimado de 62,95
novos casos para cada 100 mil homens. A incidéncia desse cancer € notadamente superior em
nagbes desenvolvidas quando comparada a paises em desenvolvimento. Dentre os diversos
tipos de cancer, destaca-se como uma condicdo associada predominantemente a terceira idade,
dado que cerca de 80% dos diagnésticos ocorrem em individuos com 65 anos ou mais (INCA,
2023).

O CaP ¢ a quinta neoplasia que mais mata globalmente. Braga e colaboradores (2021),
através de um estudo retrospectivo, relataram que ocorreu, em 2018, 358.989 mortes em todo o
mundo, sendo a mortalidade diretamente relacionada a idade. Seus principais os fatores de risco
sdo a idade avancada, etnia negra, genética e histérico familiar e, apesar da evolugdo dos
métodos diagnosticos e do aumento da possibilidade de detecgdo precoce, ainda é um desafio a
definicdo exata do comportamento biologico do CaP, uma vez que € amplamente variavel (INCA,
2019).

Existe uma associacdo reconhecida entre o CaP e a influéncia dos androgénios na
préstata humana. Autores como Brum, Spritzer e Brentani (2005) destacam essa conexao, tanto
em relacdo a morfogénese, diferenciagéo, proliferacédo celular e secre¢des da glandula prostatica,
como na resposta ao tratamento hormonal observada em individuos com CaP. No entanto, é
importante ressaltar que os mecanismos moleculares envolvidos nos processos de proliferacao,
diferenciacédo e apoptose ainda ndo foram completamente esclarecidos. Da mesma forma, os
mecanismos de transformacdo neoplasica e a propria carcinogénese dos tumores prostaticos

ainda precisam ser melhores compreendidos.

De acordo com a Sociedade Brasileira de Urologia (SBU), o diagnéstico do CaP é feito a
partir da combinacdo do toque retal (préstata endurecida ou com nédulos) associado a dosagem
do antigeno prostatico especifico (PSA). O PSA é uma protease produzida a partir dos acinos
prostaticos cuja funcéo é liquefazer o sémen. Portadores de tumores prostaticos que cursam com
niveis séricos elevados de PSA, geralmente, apresentam pior prognostico. A partir de uma

suspeita clinica de CaP, seja por um toque retal alterado, no exame fisico ou um PSA
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aumentando, faz-se necessario um ultrassom de préstata com biopsia, para a conformacao
histopatologica (SBU, 2018).

O grau de diferenciagdo histologica tumoral é estabelecido pela determinacéo da
classificacdo de Gleason (Figura 1) que tem habilidade preditiva de agressividade da neoplasia.
O escore de Gleason que varia de 1-5, por sua vez, € dado pela soma dos dois padrdes mais
representativos da amostra tumoral, podendo variar entre 2 e 10, conforme explica a World Health
Organization (WHO). O primeiro nimero atribuido € o grau histoldégico mais comum presente no
tumor. Por exemplo, se a pontuacdo escrita for como 3 + 4 = 7, significa que a maior parte do
tumor possui grau histolégico 3 e a menor grau histologico 4. Assim, eles sdo somados para uma
pontuagéo final Gleason 7 (WHO, 2023).

CLASSIFICACAO DE GLEASON

1. Células pequenas,
glandulas Uniformes

2. Mais estroma entre as
glandulas

Moderadamente

diferenciado 3. Margens infiltrativas

distinguiveis

4. Massas irregulares de

Pouco & 2
glandulas neoplasicas

diferenciado /
Anaplasico

5. Apenas a formagéo
ocasional de glandulas

Created in BioRender.com bio

FIGURA 1. Classificagéo de Gleason. Nota-se a perda da conformacéo glandular conforme aumenta o Gleason,
ficando cada vez mais indiferenciado. Fonte: figura adaptada de Epstein et al., 2005.

Canceres com pontuacao de Gleason até 6, sdo frequentemente chamados de tumores
bem diferenciados ou tumores de baixo grau. Ja aqueles pontuados como Gleason 7 sdo
considerados moderadamente diferenciados ou de grau intermediario. Os tumores com
pontuacédo entre 8-10 sdo chamados de pouco diferenciados ou de tumores de alto grau.
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Em 2005, um sistema de graduacao foi proposto pela Internacional Society of Urological
Pathology (ISUP), com intuito de melhorar a acuracia da estratificacdo de risco de cada paciente
(Tabela 1). Essa graduacéo utiliza os dados do Gleason para classifica o paciente em 5 grupos

distintos segundo a caracteristica do crescimento da neoplasia (WHO, 2023).

TABELA 1. Correlacao entre grau de Gleason e escore de ISUP. Fonte: Tabela adaptada de Van
Leenders et al., 2020.

6 (3+3) 1 Crescimento lento
7 (3+4) 2 Crescimento intermediario
7 (4+3) 3 Crescimento intermediario
8 (4+4) 4 Crescimento rapido

9 ou 10 (4+5, 5+4, 5+5) 5 Crescimento muito rapido

1. ISUP — International Society of Urological Pathology

Exames complementares, tais como tomografia computadorizada, ressonancia magnética
(RM) e cintilografia 6ssea, também sdo empregados no estadiamento da doenca assim como

para avaliacdo de grau de invasdo tumoral, metastases.

Uma das maiores limitacdes da bidpsia de prostata guiada por USG é que ela ndo é
direcionada a um alvo especifico e sim a diferentes segmentos aleatérios da préstata, ja que o
tumor prostatico ndo costuma ser visivel na ultrassonografia. Nesse contexto, a biopsia de
prostata com fusdo de imagem de RM vem ganhando espago por aumentar a acurécia
diagnostica e do estadiamento do CaP, pois permite sobrepor as imagens da RM as do USG,
possibilitando que seja colhida uma biopsia de um determinado ponto especifico da leséo (Figura
2). A sensibilidade e a especificidade do exame sdo de até 74% e 88%, respectivamente. A
desvantagem é seu alto custo, sendo pouco disponivel no servico publico (WHO, 2023; SBU,
2018).

O tratamento do CaP é dividido como doenca localizada (quando estéa localizada apenas
na prostata e nao comprometeu outros Orgdos), doenca localmente avancada ou doenca
metastatica. Para doenca localizada pode ser realizada a cirurgia, radioterapia ou, até mesmo,
apenas uma vigilancia ativa sem a indicacdo de qualquer modalidade terapéutica. Quando a

doenca é localmente avancada a radioterapia ou cirurgia associada ao tratamento hormonal séo
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as opcoes terapéuticas mais indicadas. Na doenga metastatica a terapia hormonal, é a estratégia

mais adotada, segundo dados do INCA em 2019, permanecendo esses, atuais.

FIGURA 2. RM de Préstata. Na imagem A, vemos a invasao do CaP na bexiga (seta vermelha) e no reto

(seta amarela), metastases 6sseas (setas azuis). Na imagem B nota-se ureteronefrose bilateral (setas

vermelhas) e Invaséo linfonodal (setas amarelas). Fonte: figura adaptada de Redmond et al., 2020.

1.2 Metastases do Cancer de Prostata

De acordo com a SBU (2018), metastases do cancer de prostata ocorrem, principalmente,
para linfonodos regionais e 0ssos. Outros sitios de metastase, menos comuns, incluem o figado,
pulmdes e cérebro (Figura 3). Sua etiopatogenia é multifatorial. Porém, € importante destacar que
0s mecanismos envolvidos no deslocamento de uma célula neoplasica a partir de seu sitio

primario para um linfonodo ou 6rgéo distantes ainda nédo se encontram totalmente esclarecidos.

Fidler (2003) relatou que a disseminacdo de uma neoplasia pode ser vista como um
processo de evolucdo somatica resultante de uma série de pressdes seletivas impostas por
mecanismos antitumorais inatos do préprio organismo. Esses mecanismos podem ser intrinsecos
a proépria célula neoplasica, ou impostos pelo microambiente tecidual (membranas basais e
componentes da matriz extracelular), falta de aporte de nutrientes e fatores de crescimento,

geracao de radicais livres, sinais pré-apoptéticos e ataque por células do sistema imunolégico.
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FIGURA 3. Metéstases do Cancer de Préstata. Fonte: figura retirada de Gomes et al., 2008.

Comparado aos epitélios normais, os carcinomas tendem a apresentar reduzida

adesividade celular. Cavallaro e Christofori (2004) descrevem alteracdes entre a dindmica de

adesdes das células neoplasicas com a matriz extracelular, bem como outros tipos de células

presentes no tecido prostético. O trabalho descreve ainda que, alteracBes na expressédo de

moléculas que compde os sistemas de juncdes intercelulares, podem fazer parte de um processo

mais amplo conhecido como transicao epitélio-mesénquima, a exemplo do que ocorre durante o

processo da embriogénese.

As alteracdes nas propriedades adesivas das células neoplasicas no CaP permitem

desobedecer as regras que regem a manutengdo da integridade arquitetural de cada tecido e
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progredir em direcdo ao fendtipo maligno. A respeito do mecanismo de disseminacdo e
crescimento de células metastaticas, Chambers, Groom e Macdonald (2002) descrevem a
possibilidade de trés desfechos possiveis para a célula, apos a saida da corrente sanguinea: as
células permanecerdo em estado de dorméncia sem proliferarem-se; poderd ocorrer uma
proliferacdo celular limitada pela incapacidade de realizar angiogénese (micrometastases), ou,
finalmente, podera haver uma progressao para a formacao de metastases a distancias ricamente

vascularizadas.

Cameron et al. (2000), através de modelos experimentais, mostraram que cerca de 90%
das células neoplasicas quando injetadas na corrente sanguinea sédo capazes de sair do sistema
circulatério, penetrando no parénquima de outros 6rgdos. A imensa maioria dessas células
entrard em apoptose ou permanecerdo viaveis, mas num estado latente. Apenas 0,02%
progredirdo para metastases macroscoépicas . O desenvolvimento de metastases vascularizadas
e, portanto, com capacidade de progressdo descontrolada, dependera da interacdo entre as
células neoplésicas e o tecido em questao.

Apesar do prognostico do CaP habitualmente ser bom e, nos pacientes com doenca
primaria localizada, apresentarem uma alta possibilidade de sobrevida em longo prazo, nos
pacientes com CaP metastatico, a doenga permanece incuravel, mesmo apos avanc¢o da ciéncia
e uso de terapia multimodal, segundo Korkes et al. (2022). A letalidade da doenga avancada é
impulsionada pela falta de medicamentos capazes de gerar respostas duraveis devido a extrema
heterogeneidade do tumor, tanto no que se refere a genética tumoral, assim como nos niveis
moleculares do tumor, tais como a perda da adesao celular, segundo Wang et al., 2018, esses
aspectos fazem com gque a sobrevida desses pacientes portadores de metastases torne-se

menor.

O enfoque de muitos estudos atuais consiste em combinacdes de estratégias terapéuticas
com forte potencial para maior durabilidade de respostas clinicas para possibilitar eventuais curas
para os portadores de tumores mais avancados. A revisdo sobre o diagndstico e tratamento do
CaP feita por Litwin e Tan (2017), enfatizou a importancia em entender os mecanismos de
oncogénese das metastases, reforcando que isso podera fornecer ferramentas essenciais e
determinantes no prognostico, sobrevida, tempo livre de doenca e, principalmente, na qualidade

de vida dos doentes.

Nesse contexto, a perda da adesividade celular pode ser um dos fatores mais importantes
na oncogénese das metastases no carcinoma da préstata. Porém, mais estudos sao necessarios

para compreender todos esses mecanismaos complexos.
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1.3 Moléculas de Adeséao Celular (MAC)

Martinez et al. (2017), descreve que a interagdo entre o epitélio e a matriz extracelular é
de fundamental importancia no desenvolvimento normal da célula, e influencia o crescimento,
sobrevida e diferenciacéo celular. As moléculas de adeséo celular participam dessa interagéo e

séo responsaveis pela manutencao do fenotipo epitelial normal.

De acordo com Alberts et al., 2019, as células da préstata estabelecem conexfes umas
com as outras por meio de sistemas de adesédo célula-célula, os quais desempenham um papel
crucial na resisténcia mecéanica da parede prostatica. Para sustentar esse mecanismo, 0s
filamentos proteicos de actina, que constituem o citoesqueleto celular, atravessam o citoplasma
de cada célula epitelial e conectam-se a juncdes especializadas localizadas na membrana
plasmética (Figura 4). Esse processo de comunicagdo celular envolve uma variedade de
moléculas de adesao, conforme explicado por Feldman, Mullin e Ryan (2005). Essas moléculas
podem ser responsaveis pela adesdo entre células adjacentes ou entre uma célula e a lamina

basal.

Desmossomo
. " Poros
. ... Fimamentos proteicos Conexdes
Membranas intercelular M"""“"f |
citoplasmiticas citoplasmatica Juncdes

adjacentes Comunicantes

FIGURA 4. llustracé@o explicativa das juncfes intercelulares. Fonte: Figura adaptada de Cooper e
Hausman (2015).
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A fim de garantir o funcionamento integrado das células em uma disposicdo compacta, é
essencial a presenca de estruturas de adesao especializadas. Essas estruturas consistem em
moléculas de adeséo celular organizadas, conforme detalhado em estudo por Pinheiro, Echalar
e Queiroz (2021). AlteracBes da adeséo celular fazem parte do processo de carcinogénese. Esse
processo é caracterizado por uma sequéncia de eventos (neoangiogénese, degradacdo e
remodelamento da membrana basal, desconex&o do tumor com seu sitio primario), alcancando
vasos sanguineos e aderindo ao sitio a distancia, (LODISH et al., 2013). Stewart, Cooper
e Sikes (2004), descrevem que as células com maior adesividade tem menor potencial
metastatico, enquanto aquelas que apresentam menor adesao tecidual estd associada a maior

possibilidade de disseminacgdo das células neoplasicas para sitios distantes.
1.4 Matriz Extracelular (MEC)

A matriz extracelular (MEC) € composta por um conjunto intricado de macromoléculas que
preenchem, em diferentes proporcbes, o espacgo intersticial de todos os sistemas organicos.
Essas macromoléculas interagem com os elementos celulares e desempenham um papel crucial
para as fungdes desses sistemas (Figura 5).

Alberts et al., 2019 discutem que, tanto em termos quantitativos quanto qualitativos, a
matriz extracelular (MEC) revela disparidades n&o apenas entre diferentes tecidos, mas também
apresenta variages dentro de um mesmo tecido. Essas variagfes incluem um compartimento
intersticial destinado a func¢des estruturais e um compartimento pericelular, que desempenha um
papel fundamental em processos de interagdo celular, como fenébmenos de adeséo, migracéo e
reconhecimento. Dentro do compartimento pericelular da MEC, estao presentes ndo apenas as
membranas basais, mas também as moléculas de fibronectina, juntamente com uma quantidade
significativa de proteoglicanos e outras proteinas multifuncionais.

Atualmente, reconhece-se a MEC como um elemento de grande importancia em
praticamente todos os processos teciduais. Ela serve como o substrato no qual as células
realizam migracdo, proliferacdo e diferenciacdo. Além disso, desempenha o papel de um
elemento estrutural estavel que proporciona suporte fisico para a arquitetura celular. Essa fungéo
de suporte é dinamica, uma vez que as moléculas que conectam as células a MEC estéao
intimamente ligadas a membrana plasmatica por meio de receptores especificos, interagindo

direta ou indiretamente com o citoesqueleto, conforme observado por Alberts et al. (2004).
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FIGURA 5. llustracd@o explicativa da matriz extracelular. Fonte: figura adaptada de Anjos,
Silva e Borelli, 2000.

Com base na caracterizacdo morfologica e nas afinidades histoquimicas observadas por
microscopia de luz e microscopia eletrbnica de transmissdo, a MEC pode ser dividida duas
por¢Bes distintas: um componente fibrilar, que engloba os diversos tipos de colagenos e fibras
elasticas, e uma substancia fundamental, composta por varias classes de glicoconjugados.

1.5 Coléagenos

Conforme discutido por Cruz et al., 2022, as proteinas colagenosas formam uma classe
de moléculas com diversidade funcional, mas compartilham algumas caracteristicas bioquimicas
gue faciltam sua identificacdo. Essas proteinas consistem em trés cadeias proteicas
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filamentosas, chamadas cadeias D, que se agregam em uma hélice. Cada cadeia possui uma
sequéncia Unica de aminoacidos que permite sua disposi¢cao na hélice voltada para a esquerda.
Para serem consideradas cadeias D, essas devem incorporar unidades tripeptidicas repetitivas
baseadas na glicina (Gli-X-Y), onde X e Y podem representar qualguer aminoacido, embora seja
comum que X seja prolina e Y seja hidroxiprolina. O colageno do tipo IV é um dos principais
componentes da membrana basal das células prostaticas, porém outros colagenos fazem parte
de sua constituicao, tais como colageno tipo | e lll, entre outros.

Burns-Cox et al (2001) demonstraram que a menor quantidade de colageno em tumores
de grau de Gleason = 8 pode levar a diminuicao do sustento nutricional celular e, portanto, explicar
0 aumento de necrose tecidual de alto grau. Além disto, o CaP de alto grau esta associado a
perda de resisténcia estrutural, aumento da celularidade, diminuicdo da matriz extracelular,
aumento da friabilidade, o qual confirma a evidente deplecdo de colageno.

Podemos ter como hipétese que a alta expressdo do gene de coldgeno, como nos casos
do Gleason 6, teria o efeito oposto justificando assim os diferentes fenétipos dos tumores de
diferentes graus. Existem trabalhos procurando essa correlagdo, assim como o de Joaquim e El-
Hani (2010). No entanto, nenhum desses estudos quantificou a expressdo dos subtipos de
colageno nas células correlacionando com as variaveis clinicas ou histopatolégicas tais como
grau de Gleason, PSA, presenca de comorbidades. Essas evidéncias tornam a proposta do
presente estudo inédita.

Sabe-se que o colageno do tipo | é o mais frequente na préstata. Essa proteina fibrilar é
essencial para o suporte estrutural, regulagédo celular, reparo tecidual e desenvolvimento e
crescimento da glandula, como reforga o trabalho Ying et al., 2023. Sua presenca e fungdes séo
fundamentais para a salde e o funcionamento normal do 6érgéo.

Enquanto o colageno tipo | é predominante no tecido conjuntivo e proporciona suporte
estrutural, o colageno tipo IV € um componente crucial e altamente especializado na préstata,
desempenhando um papel fundamental na organizacdo e integridade da membrana basal,
fornecendo suporte e estabilidade para as células epiteliais que revestem os dutos e 0s acinos
prostéticos, citado no trabalho de Velosa, Teodoro e Yoshinari (2003).

Além da sua contribuicdo na formacdo da membrana basal, através de uma rede de
malhas tridimensionais, Murador e Deffune (2007), ainda acrescenta que o colageno tipo IV
também desempenha um papel importante na manutencéo da arquitetura celular, garantindo a
correta compartimentalizacdo dos tecidos na préstata.

Dreyfuss e Oliveira (2008), citam em seu trabalho que o colageno IV também exerce um

papel primordial no microambiente circundante as células epiteliais. Suas interacdes complexas
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com proteinas e outros componentes da MEC regulam a polaridade, a adesao e a comunicacao
celular. Esse contexto molecular altamente orquestrado é essencial para a homeostase e a
diferenciacéo funcional das células prostaticas.

Outra implicacdo significativa do colageno tipo IV esta relacionada ao processo de
angiogénese, como descreve Balbino, Pereira e Curi (2005). Isso é relevante para o crescimento,
0 reparo e a regeneracao do tecido prostatico, mantendo assim a funcao e a vitalidade celular no
orgao.

Ma et al. (2020), mostraram que existe uma perda da expressao do colageno do tipo IV
em tecidos prostaticos neoplasicos, quando comparados a tecidos saudaveis, sugerindo que
esse tipo de colageno pode ser um fator de protecdo contra invasdo e migracdo de células
tumorais prostéticas. Todavia, os autores ndo quantificaram o contetido do colageno tecidual do
tipo IV com um método objetivo de mensuracao.

1.6 Laminina

Rasmussen e Karsdal (2016) descrevem que a laminina é uma sofisticada e polimérfica
familia de proteinas da matriz extracelular, figura como uma das mais proeminentes e complexas
moléculas presentes no microambiente tecidual. Caracterizada por sua intricada arquitetura
tridimensional, a laminina desempenha um papel multifacetado e crucial na organizagéo
estrutural, coesdo celular e comunicagdo intrinseca entre células e a matriz extracelular
circundante. Ela é composta por trés subunidades distintas — a, B, y — que convergem
harmoniosamente para formar um padrao cruzado unico, a laminina se destaca como a “cola”
bioguimica que sustenta a adesdo célular a estruturas adjacentes, conferindo assim a
estabilidade mecanica aos tecidos (MINER E YURCHENCO, 2004).

Segundo Souza et al. (2007) a laminina, na préstata, € um elemento crucial para a
organizacao estrutural e homeostase tecidual, promovendo ades&o e alinhamento das células
epiteliais ao microambiente circundante, além do auxilio na regulacdo angiogénese, uma vez que
sua presenca influencia a organizacao e a sinalizagdo com vasos sanguineos, assegurando o

suprimento adequado de nutrientes e oxigénio para as células prostaticas.

Entretanto, no contexto do CaP, alteracdes na expresséao e organiza¢ao da laminina, como
citado por Brum, Spritzer e Brentani (2005), podem impactar o microambiente tumoral,
ocasionando a progressdo do CaP ao afetar a migracdo e invasdo celular, promovendo a

formacao de metastases e influenciando a resisténcia a terapias.
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Portanto, a laminina desempenha um papel multifacetado na préstata e no CaP, atuando
como um componente estrutural essencial e regulador das interacdes celulares. Seu
entendimento detalhado é de fundamental importancia para avan¢cos na compreensao da biologia

da prostata e no desenvolvimento de estratégias terapéuticas direcionadas para o CaP.

1.7. Justificativa e motivacao do trabalho

Apesar do CaP ser uma neoplasia de alta incidéncia e mortalidade mundial, sua taxa de
diagndstico tardio e consequente mortalidade vem caindo nos ultimos anos, devido aos novos
métodos de rastreamento, diagndsticos precoces, novas terapias, além da disseminacdo da
informacé&o da doenca a populagéo, assim como a importancia de exame da préstata precoce. O
entendimento do processo de carcinogénese do CaP vem melhorando nos ultimos anos,
contribuindo assim, com o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que interferem no

prognostico, sobrevida global e sobrevida livre de doenca.

O intuito do diagndstico precoce, o estadiamento, o tratamento e 0 seguimento rigoroso
nos pacientes com CaP é, além de promover a cura, tentar evitar um desfecho desfavoravel, que
€ a doenca metastatica, o que geralmente leva o paciente a um tratamento paliativo e ndo

curativo.

Alguns pontos da carcinogénese ja estdo bem estabelecidos na literatura, como a
atividade proliferativa celular, que ocorre na vigéncia de um desequilibrio entre proteinas que
regulam essa atividade, promovendo um descontrolado crescimento celular. Outro ponto é a
angiogénese, pois somente o distarbio proliferativo ndo é capaz de explicar todas as etapas do
desenvolvimento tumoral, uma vez que, para o crescimento e estabelecimento das metastases é
necessario um suprimento sanguineo adequado. Sempre ha davida do porqué alguns tumores
conseguem desenvolver um potencial de agressividade maior que o outros? Embora a maioria
dos estudos mostre alteracdo na expressdo das moléculas de ades&o celular e da matriz
extracelular, correlacionando as mesmas com o grau de Gleason, nenhum estudo mensurou, de

forma objetiva, o conteudo tecidual dessas moléculas.

A melhor compreenséao do papel representando por essas proteinas, pode trazer novas
alternativas terapéuticas, como o desenvolvimento de medicacbes que atuem na matriz
extracelular, impedindo a propagacéo de células tumorais e possivelmente o desenvolvimento de

metastases.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar o contetdo e a expressao tecidual de colageno tipo I, IV e laminina na matriz

extracelular em portadores de adenocarcinoma da préstata.

2.2 Objetivos especificos

Correlacionar o contetdo de colageno tipo I, IV e laminina, presentes na MEC de
portadores de adenocarcinoma da préostata com a estratificacdo da classificacdo do Grau de
Gleason;

Correlacionar o contetdo de colageno tipo I, IV e laminina, presentes na MEC de
portadores de adenocarcinoma da prostata com caracteristicas clinicas do paciente como idade,
doencgas associadas e habitos de vida, como o etilismo e tabagismo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Etica

O projeto de pesquisa relacionado a esta Dissertacdo de Mestrado foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade S&o Francisco (CEP-USF), que
segue as Propostas de Diretrizes Eticas Internacionais para Pesquisas Biomédicas Envolvendo
Seres Humanos (Conselho das OrganizacBes Internacionais das Ciéncias Médicas -
CIOMS/OMS, Genebra, 1982 e 1983). O protocolo foi registrado com o CAAE
48448921.1.0000.5514, e aprovado segundo parecer consubstanciado numero 4.823.523
emitido em 02 de julho de 2021. (Anexo I)

3.2 Desenho do estudo

Estudo descritivo, transversal e retrospectivo, com pacientes operados no Servi¢co de
Urologia do Hospital Universitario Sdo Francisco de Assis (HUSF), por CaP. Foi realizada uma
revisdo de dados clinicos e laboratoriais dos prontuarios, assim como o exame histopatoldgico

da peca cirargica, produto de prostatovesiculectomia radical em oncologia.

Foram revisadas as laminas cirargicas e identificada por técnica imuno-histoquimica, a
expressao de colageno I, IV e laminina em cada doente, comparando o resultado com dados

clinicos e laboratoriais.

3.2.1 Critérios de incluséo

e Pacientes com CaP submetidos a tratamento cirdrgico com inteng&o curativa, no
servico de Urologia do HUSF, entre 01/01/2015 e 31/12/2020;

e Acompanhamento clinico pés-operatério de ao menos dois anos, a partir da
cirurgia realizada;

e Pacientes acima de 45 anos;

3.2.2 Critérios de excluséo

e Portadores de outras neoplasias malignas de prostata que ndo adenocarcinoma,;

e Doentes que apresentavam, no diagndéstico, neoplasia de outro 6rgédo associada;
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o Doentes com CaP que j4 apresentavam metastases no diagndstico;
e Pacientes cujos dados ndo estavam completos no prontuario;

e Pacientes submetidos a radioterapia pélvica prévia,

3.2.3 Variaveis analisadas

e Variaveis quantitativas: idade, PSA diagndstico, expressdo de coldgeno do tipo I,
expressédo de colageno do tipo IV e expressao de laminina;
e Variaveis qualitativas: diabetes mellitus (DM), etilismo, hipertensao arterial

sistémica (HAS), tabagismo e grau de Gleason.

3.3 Casuistica

No Servico de Urologia do HUSF, foram operados 115 pacientes com diagnéstico de
Cancer de Prostata. Os critérios de inclusdo nao foram preenchidos em 34 casos, e 0s critérios
de exclusédo foram aplicados a 40. Dessa forma, foram incluidos em nosso estudo 41 pacientes
(Figura 6).

115 PACIENTES CONSIDERADOS

34 perderam seguimento*

81 PACIENTES

2 CaP ndo adenocarcinoma
5 outras neoplasias
associadas
8 Radioterapia pélvica prévia
25 dados faltantes no
prontudrio

41 PACIENTES

FIGURA 6. Fluxograma dos pacientes incluidos e excluidos no presente estudo. Legenda: *
Pacientes que perderam seguimento ambulatorial nos primeiros dois anos, seja por mudanca de cidade

ou falta nas consultas.
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3.4 Coleta de dados

Neste estudo retrospectivo, foram coletados dados pré e pds-operatorios. A coleta foi feita
por revisdo de prontudrios fisicos, apds autorizacao prévia do HUSF (ANEXO 1) e aprovacao do
CEP-USF (ANEXO 1).

3.5 Blocos de parafina

Para a confeccao das laminas histoldgicas destinadas ao estudo imuno-histoquimico para
a pesquisa das proteinas colageno tipo I, IV e laminina, utilizou-se duplicatas dos blocos de
parafina de cada um dos doentes selecionados para o presente estudo. Essas duplicatas foram
cedidas pelo Centro de Diagnostico em Anatomia Patolégica (CEDAP) ao Laboratério de
Investigacdo Médica da Universidade Séo Francisco (LIM-USF).

Os blocos cedidos e que se encontram sob a guarda do Professor Carlos Augusto Real
Martinez, responséavel pelo LIM-USF, foram doados ao pesquisador, apés a autorizacdo prévia
do CEP-USF. No ANEXO lll, encontra-se o Termo de Doacédo das amostras assinada pela Profa.
Helenice Piovesan, patologista responsavel pelo CEDAP e a carta de autorizagdo para uso,
assinada pelo Prof. Dr. Carlos Augusto Real Martinez (Anexo V).

Cada bloco de parafina, que incluia tanto tecido neoplasico quanto tecido saudavel,
passou pelo processo de microtomia. Foram feitos cinco cortes, cada um com uma espessura de
5um, para a elaboracgédo de laminas destinadas aos estudos histoquimicos e imuno-histoquimicos.
Apbs a etapa de processamento histoldgico, os cortes foram colocados em laminas de vidro com
extremidades fosqueadas, as quais foram previamente marcadas e identificadas, sendo atribuido

um namero exclusivo para cada paciente.

3.6 Técnica de coloragéo

Para realizar a técnica de coloragdo Hematoxilina-Eosina (HE), os cortes histolégicos
foram inicialmente colocados em laminas de vidro e expostos a uma temperatura de 60°C por 12
horas. ApOs esta etapa, visando remover a parafina presente nas laminas, os cortes foram
imersos em dois banhos de xilol, cada um com duracdo de 10 minutos. Apos a retirada das
ldminas do banho em xilol, estas foram submetidas a trés banhos de alcool etilico a 70%, cada

um com duracédo de cinco minutos. Concluida a hidratacao, as laminas foram imersas no corante
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Hematoxilina de Harris por um minuto, seguido por uma lavagem em agua corrente para remover

0 excesso de corante.

Apébs essa etapa, as laminas foram expostas ao corante Eosina por dois minutos e, em
seguida, novamente lavadas com agua corrente. Para a desidratacdo, foram utilizados trés
banhos de &lcool absoluto, um em Xxilol/alcool e trés em xilol puro. Concluida a técnica de
coloracao, as laminas foram montadas com laminulas e resina, possibilitando o diagnostico de
adenocarcinoma de prostata, assim como a andlise de todas as variaveis histopatologicas

consideradas para o presente estudo.

3.7 Técnica de imuno-histoquimica

Depois de preparar as laminas para o estudo imuno-histoquimico, elas foram imersas em
uma solucéo de Trilogy (Trilogy, Cell Marque, Cod- 920P-04, Lote 1129101B) com uma diluicdo
de 1:100 em trés ocasides. A primeira imersdo ocorreu em banho-maria a 95°C por 45 minutos,
a segunda na mesma temperatura por 10 minutos, e a terceira a temperatura ambiente por 30
minutos. Concluida esta etapa, as laminas foram lavadas com dois banhos de agua destilada,
cada um com duracao de dois minutos, além de dois outros banhos com tampao de fosfato (PBS),
também com duracéo de dois minutos cada. O bloqueio das peroxidases enddgenas foi realizado
incubando as laminas em uma solucao contendo peréxido de hidrogénio 10 V por dez minutos a
temperatura ambiente. Apds esta etapa, as laminas foram novamente lavadas com dois banhos
de agua destilada e dois banhos com tampéo de PBS, cada um com duracdo de dois minutos.
Ap6s a disposicdo dos tecidos a serem estudados, realizou-se o bloqueio de proteinas
indesejaveis aplicando leite (Molico, Nestlé do Brasil, Trés Corac¢des, MG, Brasil) sobre as

laminas por um periodo de 30 minutos.

Para pesquisa do colageno | foi utilizado o anticorpo primario anti-coladgeno-l (SAB,
Referéncia: SAB4500362, S&o Paulo, Brasil), na diluicdo de 1:100. Para identificar o Colageno
IV foi adotado o anticorpo priméario anti-colageno-1V (SAB, Referéncia: SAB4300738, Séo Paulo,
Brasil), na diluicdo de 1:100. Para identificar a laminina foi adotado o anticorpo primério anti-
laminina (SAB, Referéncia: ZRB1271, Sdo Paulo, Brasil), na diluicdo de 1:100.

Apos diluir conforme as recomendacgdes para cada anticorpo primario, 100ul do anticorpo
primario especifico foram aplicados sobre os cortes histolégicos em uma camara Umida, sendo

expostos por 1 hora a temperatura ambiente. Apds a exposi¢cdo ao anticorpo primario, as laminas
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foram submetidas a lavagens com agua destilada, dois banhos de dois minutos cada, seguidos

por dois banhos com solucdo tampéo de PBS, cada um com a mesma duracgao.

Em seguida, procedeu-se a incubacdo com o sistema de avidina-biotina (anticorpos
secundarios) do Kit LSAB+System-HRP (Dako do Brasil, Sdo Paulo, Brasil; Referéncia K0690,
Lote 10068233), com exposicdo das laminas por um periodo de 35 minutos para cada reagente.
Apbs a concluséo dessa fase, os cortes foram novamente lavados com dois banhos de solucéo
tampédo de PBS e revelados utilizando o Kit Liquid DAB + Substrate (Dako do Brasil, Sdo Paulo,
Brasil; Referéncia K3468, Lote 10066912) na diluicdo de uma gota de cromégeno em 1 mL de
solugédo tampao. Adicionalmente, foram adicionados 100ul do cromdégeno sobre os cortes, com

um tempo de incubacao de trés a cinco minutos a temperatura ambiente.

3.8 Medida do conteudo tecidual de colageno I, colageno IV e laminina

A imunocoloracdo foi considerada positiva quando apresentava uma coloracdo
acastanhada, com intensidade variada e distribuicdo homogénea no estroma tecidual da amostra
de tecido prostético. A andlise das laminas foi realizada utilizando um microscopio 6ptico (Eclipse
DS50® - Nikon Inc., Japan) com uma ampliagédo de imagem de 200x. Para confirmar o diagndstico
de adenocarcinoma de prostata e identificar todas as variaveis histopatolégicas consideradas,
todas as laminas foram submetidas a uma revisdo por um Unico patologista experiente em
neoplasias prostaticas. Este profissional ndo tinha conhecimento do objetivo principal do trabalho

nem da identificacdo do paciente estudado.

Foi quantificada a expresséo de colageno I, colageno IV e laminina, no estroma celular de
todas as laminas, por trés examinadores independentes, que também desconheciam os objetivos
finais do presente estudo. Estes examinadores marcavam as areas do estroma com colageno o
e o software fazia a analise quantificando a expressao dos reagentes. Utilizamos a média das
medidas dos trés observadores como valor final. Apds a escolha de um campo histolégico de
forma aleat6ria, cada avaliador examinou individualmente, mas ao mesmo tempo, trés campos
histolégicos distintos em uma Unica lamina, atribuindo pontuacdes a intensidade da coloracao.
Dessa maneira, o valor final calculado para o tecido neoplasico foi derivado da soma de nove
leituras realizadas pelo programa, provenientes dos trés observadores distintos. Apesar de
avaliarem um mesmo campo histolégico simultaneamente, os observadores ndo tinham

conhecimento dos resultados de pontuacao obtidos pelos outros dois.
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3.9 Analise Estatistica

Para a analise estatistica, foram empregados os softwares SPSS V20, Minitab 16 e Excel
Office 2010. Na descricao dos fatores quantitativos, os resultados foram apresentados por meio
da média acompanhada do respectivo desvio padrdo. Ja os fatores qualitativos foram descritos
em termos de frequéncia relativa, expressa em percentuais. A normalidade das variaveis
gquantitativas selecionadas foi avaliada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Apés analisar
todas as laminas de todos os pacientes, observou-se que havia uma distribuicdo normal, o que
permitiu a aplicacdo de testes estatisticos paramétricos para a comparagao pareada entre tecidos

neoplasicos com Gleason 6 em comparag¢do com os demais.

O Teste Z de Duas Propor¢cbes foi empregado para caracterizar a distribuicdo da
frequéncia relativa (percentuais ou prevaléncias) dos fatores qualitativos. No que diz respeito as
somas de Gleason, tratadas como um escore, optou-se por utilizar a Correlagdo de Pearson para
avaliar o grau de correlagdo com colageno e laminina. Na interpretacdo dos coeficientes de
correlagdo (r), adotou-se a seguinte escala: |0,10| a |0,40| para correlacdo fraca; |0,40| a |0,60|
para correlacdo moderada; e |0,60] a |1,00| para correlagéo forte.

Por fim, para analise de variancia do contetdo tecidual de colageno |, colageno IV e
laminina nos diferentes graus de diferenciagdo tumoral, foi aplicado o teste de ANOVA. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p foi menor do
que 0,05 (p < 0,05).

4 RESULTADOS
4.1 Variaveis Clinicas

A média de idade da populacéo foi de 63,5 + 1,8 anos, com mediana de 65 anos (Tabela
2). O PSA médio no diagndstico foi de 10,41 + 2,60 ng/ml. A média da expressao de colageno I,
IV e laminina foram, respectivamente: 7,16 + 1,03 Pixels/Campo; 3,44 + 0,61 Pixels/Campo e
5,19 + 0,79 Pixels/Campo (Figura 7).
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INTERVALO DE CONFIANGA PARA A MEDIA
IC DE 95% PARA A MEDIA
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FIGURA 7. Intervalo de Confianga para a média. Essa figura mostra os intervalos de confianca

para a média de expressao de colagenos | e IV e laminina (expresso em Pixels/Campo).

TABELA 2. Analise descritiva completa dos fatores quantitativos

) ) Desvio
Média Mediana CcVv? IC?

Padréo
Idade (anos) 63,5 65 6,0 9% 1,8
PSA Diagndstico (ng/ml) 10,41 8,26 8,48 82% 2,60
Colageno | (pixel/campos) 7,16 6,90 3,37 47% 1,03
Colageno IV (pixel/lcampos) 3,44 2,81 1,80 52% 0,61
Laminina (pixel/campos) 5,19 514 2,57 49% 0,79

Legenda: 1. CV: Coeficiente de variacao; 2. IC: Intervalo de confianca. Teste de Kolmogorov-Smirnov. A Tabela resume

as variaveis quantitativas do trabalho.

Com relacdo aos fatores de risco analisados, encontrou-se a prevaléncia de tabagistas

em 41,5% e etilistas em 7,3% dos pacientes (Tabela 3). Ja as morbidades relacionadas, 14,6%
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dos doentes possuiam DM (Diabetes Mellitus) e 43,9% HAS (Hipertensao Arterial Sistémica).

Uma porcao expressiva da populacao estudada, possuia um Gleason 6 no diagndstico (46,3%),

sendo o Gleason 8, o menos prevalente (4,9%).

TABELA 3. Distribuicdo dos fatores qualitativos

N2 %2 p-valor
Nao 35 85,4
DM ) <0,001*
Sim 6 14,6
Nao 38 92,7
Etilismo <0,001*
Sim 3 7.3
Nao 23 56,1
HAS?® 0,269
Sim 18 43,9
) N&o 24 58,5
Tabagismo ] 0,122
Sim 17 41,5
3+3 19 46,3 Referéncia
3+4 5 12,2 <0,001*
3+5 1 2,4 <0,001*
GLEASON Parcial 4+3 8 19,5 0,010*
4+4 1 2,4 <0,001*
4+5 5 12,2 <0,001*
5+4 2 4.9 <0,001*
Seis 19 46,3 Referéncia
Sete 13 31,7 0,174
GLEASON Total
Oito 2 4.9 <0,001*
Nove 7 17,1 0,004*

Legenda: 1. N= Numero de doentes; 2. % = Porcentagem; 3. HAS = Hipertensao arterial sistémica; * = amostra
com significancia estatistica, onde o p valor € < 0,05. Teste Z de Duas Proporgdes. A tabela resume as
variaveis qualitativas do trabalho. Trata-se apenas de uma analise inferencial da amostragem.

Para as variaveis com apenas dois niveis de resposta, o valor de p reflete diretamente a

comparacgédo entre eles. No caso das varidveis com trés ou mais niveis de resposta, os valores

de p na ultima coluna indicam as comparac6es de cada nivel em relacdo ao mais prevalente, que

é tomado como referéncia.
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4.2 Correlacdo entre Gleason total, idade e PSA com coldgeno e laminina
Considerando as somas de Gleason como sendo um escore e utilizou-se a Correlacao de

Pearson para medir o grau de correlacdo do gleason com colageno e laminina (Tabela 4).

TABELA 4. Correlacéo do Gleason total, idade e PSA com colageno e laminina

GLEASON
Idade PSA?
total
3 Corr (r) -0,521 0,018 -0,144
COLAGENO |
P-valor <0,001* 0,909 0,370
) Corr (r)? -0,494 0,309 -0,290
COLAGENO IV
P-valor 0,003* 0,076 0,096
Corr (r) -0,566 0,135 -0,378
LAMININA
P-valor <0,001* 0,399 0,015*

1. PSA = Antigeno prostético especifico; 2. r = Coeficiente de correlagdo. Teste de Correlagdo de Pearson. * = Valores
com significancia estatistica, onde o p valor < 0,05. Na Tabela, quando obtivemos resultados negativos, descrevemos

como relag@es inversamente proporcionais e vice-versa.

A ldade nado tem relagéo estatistica nem com os valores dos subtipos de colageno nem
com laminina. O PSA, por sua vez, mostrou ter correlagdo somente com laminina, mas or = -

0,378 (p-valor = 0,015), mesmo significante € um valor baixo, sendo classificado como fraco.

Ja o grau de Gleason total apresentou correlagdo tanto com os subtipos de colageno
guanto com a laminina, sendo a maior correlagéo ocorrida com laminina de r = -0,566 (p-valor
<0,001). As correlagdes foram todas negativas 0 que mostra que quanto maior o valor do
colageno/laminina, menor serd o valor do Gleason total e vice-versa. Todas as trés correlagdes

com Gleason total podem ser classificadas como moderadas.

4.3 Comparacdo entre os Grupos de Gleason para colageno e laminina

A seguir, ainda na andlise bivariada de Gleason com colageno e laminina, comparou-se
0s grupos de Gleason com a média de expressdo de colageno I, IV e laminina. Nessa analise
desconsideramos o Gleason 8, devido a apenas dois pacientes na amostra. Vale ressaltar que o
Gleason 7 foi subdivido em Sete A (4 + 3) e Sete B (3 + 4). Utilizando sempre o teste de ANOVA
(Tabelas 5 e 6).
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TABELA 5. Compara grupos (4 grupos) de Gleason para colageno e laminina

Média Mediana
Gleason DP? N3 IC* P-valor
P/Ct P/Ct
Seis 8,48 9,03 2,74 19 1,23
B Sete A 7,07 6,92 3,12 8 2,16
COLAGENO | 0,001*
Sete B 8,51 8,30 3,47 5 3,04
Nove 3,07 2,82 1,81 7 1,34
Seis 4,13 3,92 2,00 18 0,93
| Sete A 2,21 2,40 0,43 6 0,34
COLAGENO IV 0,008*
Sete B 4,68 4,15 1,03 3 1,16
Nove 1,96 1,93 0,32 6 0,26
Seis 6,60 6,34 2,14 19 0,96
Sete A 3,06 3,30 1,32 8 0,91
LAMININA <0,001*
Sete B 6,46 5,78 2,66 5 2,33
Nove 3,47 2,34 2,14 7 1,59

1. Pixels/Campo; 2. DP: desvio padrao; 3. N: Nimero de doentes; 4. IC: Intervalo de Confianga; 6; *: Resultados com
significancia estatistica, onde o p < 0,05. Teste de Anova

TABELA 6. P-valor do post-hoc para 4 grupos de Gleason

Grau de GLEASON Seis Sete A Sete B
Sete A 0,630

COLAGENO | Sete B 1,000 0,801

(pixel/campo)
Nove 0,001* 0,042* 0,010*
Sete A 0,068

COLAGENO IV Sete B 0,942 0,142

(pixel/campo)
Nove 0,031* 0,992 0,090
Sete A 0,001*

LAMININA Sete B 0,999 0,033*

(pixel/campo)
Nove 0,009* 0,981 0,084

Teste de Anova. * = Valores com significancia estatistica, onde o p < 0,05.

No trabalho, encontrou-se diferenca média estatisticamente significante tanto do coldgeno
guanto da laminina. Utilizando a Comparacao Mdltipla de Tukey (post-hoc) para comparar os
grupos de Gleason aos pares e assim determinar precisamente entre quais deles ocorre a

diferenca (Figura 8).
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Quando comparamos a expressao de colageno |, na nossa amostra. Os pacientes do
grupo Gleason 6 obtiveram um valor médio de expresséao de 8,48 + 1,23 pixels/campo. Quando
comparamos com o grupo Gleason 9 esse valor médio foi de 3,07 * 1,34 pixels/campo (p-valor =
0,001). Analisando a Tabela 6, percebe-se que ocorreu uma diferenca entre esses dois grupos,
com p-valor de 0,001. Quando comparamos tanto o Grupo 7A (Gleason 4+3) e o 7b (Gleason
3+4) com o grupo de Gleason 9, também houve significancia estatistica (p-valor de 0,042 e 0,010,

respectivamente).

Correlagdao com GLEASON TOTAL
COLAGENO | COLAGEND IV

?{I aF 200 BB LB B 1] " BT » B D * 5
'_

.

|_ T T T T T T T T T -5
g 0 5 10 15 1 3 5 7 3

E LAMIMIMNA

(SRR L ] L} & & L ]

- )

6]

0.0 25 5.0 15 10,0

FIGURA 8: Correlagéo entre o contetido de colageno I, IV e laminina com Gleason

No colageno 1V, ndo houve significancia estatistica ao compararmos o grupo 6 com o 7
(independe se Gleason 3+4 ou 4+3), tdo pouco o grupo 7 com o grupo de Gleason 9. A Unica
correlacdo com significancia estatistica se deu quando comparou-se o grupo 6 com o grupo 9,

com um p-valor de 0,031.

Quanto a expressédo de laminina entre os grupos, houve uma diferenca significativa
quando comparado o grupo 6 com o 7A (Gleason 4+3) com p valor de 0,001, Grupo 6 com 0 9
(p-valor 0,009) e 7A com 7B (p-valor 0,033).
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No trabalho, também agrupamos os pacientes de Gleason 7, somando os Gleason 3+4

com o0s 4+3 e obtivemos o resultado conforme as Tabelas 7 e 8.

TABELA 7. Compara grupos (3 grupos) de Gleason para colageno e laminina

Média Mediana

Gleason P/Cl P/Cl DP? \ IC* P-valor
Seis 8,48 9,03 2,74 19 1,23

COLAGENO | Sete 7,62 8,30 3,20 13 1,74 <0,001*
Nove 3,07 2,82 1,81 7 1,34
Seis 4,13 3,92 2,00 18 0,93

COLAGENO IV Sete 3,04 2,56 1,38 9 0,90 0,026*
Nove 1,96 1,93 0,32 6 0,26
Seis 6,60 6,34 2,14 19 0,96

LAMININA Sete 4,36 4,07 2,52 13 1,37 0,004*
Nove 3,47 2,34 2,14 7 1,59

1. Pixels/Campo; 2. DP: desvio padréo; 3. N: Nimero de doentes; 4. IC: Intervalo de Confianca; 6; *: Resultados com

significancia estatistica, onde o p < 0,05. Teste de Anova

Na expressao de laminina temos que a média foi de 6,60 Pixels/Campo para Gleason 6
contra 4,36 Pixels/Campo em Gleason 7 e média de 3,47 Pixels/Campo para Gleason 9 (p-valor
= 0,004 da Tabela 9). Analisando a Tabela 8 de p-valores, nds concluimos que em laminina a
diferenca ocorreu entre o Gleason 6 e o0s outros dois grupos de Gleason, com p-valor de 0,026

(para Gleason 7) e 0,010 (para Gleason 9).
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TABELA 8. P-valor do post-hoc para 3 grupos de Gleason

Seis Sete
GLEASON
p/C?t p/C?
Sete 0,671
COLAGENO |
Nove <0,001* 0,004*
Sete 0,261
COLAGENO IV
Nove 0,026* 0,448
Sete 0,026*
LAMININA
Nove 0,010* 0,679

1. P/C: Pixels/Campo; *: Resultados com significancia estatistica, onde o p < 0,05. Teste de Anova

COMPARA GRUPOS DE GLEASON TOTAL
IC DE 95% PARA A MEDIA
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FIGURA 9. Compara grupos de Gleason com expressdo de colageno e laminina. A expressédo de

colagenos e laminina é dada em Pixels/Campo.
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4.4 Comparacdao de fatores demogréaficos para colagenos e laminina

Por fim, comparamos os fatores demograficos de HAS, DM, tabagismo e etilismo, para a
média dos colagenos e da laminina utilizando o teste de ANOVA (Tabelas 9,10 e 11). Nota-se
que existe significAncia estatistica na comparacéo de etilismo para colageno | (Tabela 9), onde
média de quem néo é etilista ficou em 6,78 Pixels/Campo contra 11,94 Pixels/Campo de média

para que é sim etilista (p-valor = 0,009), dados também expressos na Figura 10.

TABELA 9. Comparagao de fatores demograficos para colageno |

Média Mediana pp2 CV® Min* Max® N&¢ IC’  P-valor
P/C! P/C!

N&o 6,80 6,80 3,29 48% 0,66 13,81 23 1,35
HAS’ 0,446
Sim 7,62 7,97 3,50 46% 1,34 1298 18 1,62

N&o 6,85 6,80 3,39 49% 0,66 13,81 35 1,12
DM@ 0,159
Sim 8,96 9,35 2,84 32% 5,20 12,13 6 2,27

N&o 6,56 5,97 2,87 44% 0,66 11,72 24 1,15
TABAGISMO 0,183
Sim 8,00 9,03 3,90 49% 1,34 13,81 17 1,85

N&o 6,78 6,46 3,15 46% 0,66 12,13 38 1,00
ETILISMO 0,009*
Sim 11,94 12,98 2,55 21% 9,03 1381 3 2,89

1. P/C: Pixels/Campo; 2. DP: Desvio Padréo; 3. CV: Coeficiente de varia¢do; 4. Min: Valor minimo; 5. Max: Valor
maximo; 6. N: Nimero de doentes; 7. IC: Intervalo de Confianga; 8. HAS: Hipertenséo Arterial Sistémica; 9. DM:
Diabetes Mellitus.; * : Resultados com significancia estatistica, onde p-valor < 0,05. Teste de Anova
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Quando foi comparado a expressdo de colageno IV (Tabela 10 e Figura 11) com as

comorbidades e os fatores de risco, ndo houve significancia estatistica nas correlacoes.

Tabela 10. Comparacédo de fatores demogréaficos para colageno IV

Média Mediana

P-
2 3 in4 5 6 7

p/C1 p/Cl DP Cv¢  Min* Max> N IC valor
Nédo 2,94 2,35 1,45 49% 1,17 587 17 0,69

HAS’ 0,105
Sim 3,95 3,63 2,02 51% 163 935 17 0,96
Nao 3,21 2,76 1,45 45% 1,17 588 29 0,53

DMm# 0,066
Sim 4,81 4,20 3,08 64% 1,71 935 5 2,70
Ndo 3,25 2,81 1,53 47% 1,17 588 18 0,71

TABAGISMO 0,504
Sim 3,67 2,78 2,10 57% 158 935 16 1,03
Ndo 3,54 2,93 1,82 51% 1,17 935 32 0,63

ETILISMO 0,246
Sim 1,99 1,99 0,51 26% 163 235 2 0,71

1. P/C: Pixels/Campo; 2. DP: Desvio Padrao; 3. CV: Coeficiente de variagdo; 4. Min: Valor minimo; 5. Max:

Valor maximo; 6. N: Nimero de doentes; 7. IC: Intervalo de Confianca; 8. HAS: Hipertensao Arterial
Sistémica; 9. DM: Diabetes Mellitus.; * : Resultados com significancia estatistica, onde p-valor < 0,05. Teste

de Anova

Das variaveis testadas na Tabela 11, quando comparado a laminina, nenhuma obteve

significancia estatistica nesse estudo, também expresso na Figura 12



TABELA 11. Comparacao de fatores demograficos para laminina

Média Mediana

2 3 ind 5 6 7 _

P/Cl  P/CL DP CV Min Max N IC P-valor
Ndo 5,28 5,15 2,55 48% 1,13 10,72 23 1,04

HAS’ 0,795
Sim 5,07 5,06 2,66 52% 0,57 11,45 18 1,23
Ndo 5,25 5,15 2,64 50% 0,57 11,45 35 0,87

Dm8 0,705
Sim 4,82 5,06 2,29 47% 1,13 8,22 6 1,83
Ndo 5,52 5,30 2,66 48% 1,13 11,45 24 1,06

TABAGISMO 0,338
Sim 4,73 4,73 2,43 52% 0,57 10,72 17 1,16
Ndo 5,13 4,95 2,66 52% 0,57 11,45 38 0,84

ETILISMO 0,588
Sim 5,97 5,80 0,32 5% 5,78 6,34 3 0,36

1. P/C: Pixels/Campo; 2. DP: Desvio Padrao; 3. CV: Coeficiente de variagdo; 4. Min: Valor minimo; 5. Max:

Valor maximo; 6. N: Numero de doentes; 7. IC: Intervalo de Confianca; 8. HAS: Hipertensao Arterial Sistémica;

9. DM: Diabetes Mellitus.; * : Resultados com significancia estatistica, onde p-valor < 0,05.

Teste de Anova
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4.5 Variaveis Histopatoldgicas

Nas Figuras 13, 14, 15 e 16, apresentam as caracteristicas histol6gicas de paciente com

neoplasia de préstata.

FIGURA 13. Hematoxilina-Eosina em tecido prostatico neoplasico no doente namero 7. (100x).

Paciente possuia um escore de Gleason 3+3. Fonte: Acervo dos autores.

FIGURA 14. Hematoxilina-Eosina em tecido prostéatico neoplasico no doente nimero 7. (400x).
Podemos observar células com variagbes de tamanho e forma, glandulas menores, homogéneas,
arestadas ou longas, individualizadas e dispersas de maneira desordenada pelo estroma. Elas podem

formar massas fusiformes ou papiliferas. Fonte: acervo dos autores.
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FIGURA 15. Hematoxilina-Eosina em tecido prostatico neoplasico no doente nimero 32. (100x).

Trata-se de um Gleason 5+4. Fonte: acervo dos autores.

FIGURA 16. Hematoxilina-Eosina em tecido prostatico neoplasico no doente numero 32. (400x).
Nota-se um tumor anaplasico, onde células agrupadas em grandes massas sem uma notavel diferencia¢éo,

exibindo o padrdo de crescimento infiltrativo, tipico de um Gleason 5+4. Fonte: acervo dos autores.
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Nas Figuras 17, 18 e 19 podemos notar, a expressao de colageno I, colageno IV e lamina

em doentes portadores de CaP.

FIGURA 17. Imuno-histoquimica do colageno do tipo | em tecido prostéatico neoplasico no doente

numero 18. (300x). Nota-se uma leve concentracdo de colageno no estroma. Fonte: acervo dos autores.

FIGURA 18. Imuno-histoquimica do colageno IV em tecido prostatico neoplasico no doente nimero
26. (200x). Podemos observar um estroma celular restrito, com grande proliferacéo de células neoplasicas.

Fonte: acervo dos autores.
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FIGURA 19. Imuno-histoquimica da laminina em tecido prostatico neoplasico no doente numero 5.
(200x). Pode-se observar glandulas com boa diferenciagcdo, pequenas e uniformes. No estroma celular,

nota-se uma expressao de laminina robusta. Fonte: acervo dos autores.
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5 DISCUSSAO

Cerca de 1,4 milhdo de novos casos de CaP foram diagnosticados em 2022, no mundo,
sendo a maior parte em maiores de 65 anos. Apesar de sua alta prevaléncia e incidéncia, a
porcentagem de doentes que ja apresentam metastases quando do diagnostico inicial é de 4% a
5%, a depender do estagio de desenvolvimento do cancer e de fatores inerentes a cada paciente.
A letalidade do CaP é baixa, variando entre 5% e 10% e, o indice de sobrevida em 5 anos é de
99% para os pacientes com doenca em estagio inicial e 66% para aqueles que possuem doenca

em estagio avancado (WHO,2023) .

A resposta ao tratamento € determinada por multiplos fatores. Geralmente, ela tende a
ser menos favoravel naqueles enfermos que apresentam grau de Gleason elevados (8, 9 ou 10),
estadiamento avancado, niveis elevados de PSA, nos tumores que invadem a cdpsula prostatica,
comprometimento metastéatico linfonodal, metastases 6sseas ou para outros érgaos (figado,
pulm&o), idade avancada, histérico familiar e naqueles enfermos que apresentam pouca resposta
inicial ao tratamento inicial. Apesar dos progressos terapéuticos registrados nas ultimas décadas,
lidar com o tratamento do cancer de pristata em estagio metastatico continua a ser um desafio
significativo (SBU, 2018).

Nem todos os mecanismos que fazem uma metastase se iniciar sdo claramente
conhecidos. Sabe-se que a célula precisa se desprender do sitio tumoral primario, transformando
o epitélio normal num tecido mesenquimal de transicdo (FIDLER, 2003). Nesse contexto, o
colageno I, IV e alaminina, por serem importantes componentes da MEC, podem estar envolvidos

nesse processo.

A idade média do diagndstico do CaP no mundo é de 66 anos, enquanto no Brasil é de
64 anos. (SBU, 2018). A idade emerge como um dos principais fatores de risco associados ao
surgimento do cancer de préstata. Conforme os homens envelhecem, observa-se um aumento
proporcional no risco de desenvolver cancer de préstata. Esses dados foram semelhantes ao

presente estudo, onde a média idade foi de 63,5 + 1,8 anos.

Em 2022, Chou et al., afirmou que doentes com PSA acima de 10 ng/dl tem risco de mais
de 50% de ter CaP, enquanto pacientes com PSA entre 4-10 ng/dl tem uma chance de 25% de
possuirem a doenca. Steffen et al., 2018, em seu trabalho de rastreamento populacional
encontrou a média de diagnéstico de 10,34 ng/dl, dados préximos ao de nosso estudo. O
prognostico desses pacientes esta diretamente ligado ao PSA do diagnéstico, como descrito por

Kordan et al., 2009. No trabalho, os autores mostraram que numa avaliacdo de 1.764 pacientes
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portadores de CaP que foram submetidos a prostatectomia radical, apresentavam um pior
progndstico os pacientes que apresentavam o maior PSA no diagnéstico, com risco relativo de
1,03 (1,00-1,06; p-valor = 0,029).

Quanto ao grau de Gleason, no presente estudo, a maior parte dos doentes possuia, no
espécime cirdrgico examinado neoplasias classificadas com 3+3 (46,3%). Esses achados sdo
semelhantes aos encontrados por Cambruzzi et al. (2010), onde 0s autores pesquisaram a
relacdo entre o escore de Gleason e os fatores progndsticos no adenocarcinoma de préstata.
Verificaram que na amostra estudada, 46,61% dos doentes possuiam o grau de Gleason 6. Existe
uma relacdo direta entre o prognostico e a sobrevida livre de doenca com o Grau de Gleason
(SEHN, 2018).

Em nosso estudo, quando avaliamos o grau histolégico Gleason em relacéo ao contetido
das proteinas consideradas, verificou-se que ocorria uma correlacao negativa tanto com coladgeno
quanto laminina. Esses achados mostram que, quanto maior o valor do colageno e da laminina,
menor sera o valor do grau histolégico do Gleason total e vice-versa. A maior correlacdo
encontrada foi quando se analisou o contetdo tecidual de laminina. Do melhor do nosso
conhecimento, nenhum estudo mensurou, com métodos objetivos de analise, o contetdo das
principais proteinas constituintes da MEC no CaP, o que torna nosso trabalho Unico. A
quantificacé@o tecidual dessas proteinas com um sistema de andlise de imagem assistida por
computador permite determinar de forma mais precisa o conteldo tecidual dessas proteinas

possibilitando uma maior precisao.

Apesar de ndo ter estudado apenas pacientes com CaP, o estudo conduzido por Duarte
et al. (2012), analisou 33 doentes submetidos a prostatovesiculectomia radical, comparando com
enfermos submetidos a prostatectomia por causas benignas, como a HPB. Os autores
encontraram uma diferenga significativa entre as amostras dos pacientes com CaP,
demonstrando que havia reducé@o da expressdo do colageno tipo | em todos os doentes com
adenocarcinoma da prdéstata, independente do grau histolégico de Gleason.

Em nosso trabalho, também comparamos, através de andlise bivariada, cada grau de
Gleason com a expressao das proteinas estudadas. Excluiu-se da comparacdo os pacientes
portadores do grau histologico de Gleason 8, pelo fato de que neste grupo haviam apenas dois
doentes, 0 que ndo possibilitaria uma analise fidedigna. Dos resultados encontrados, todos
apresentavam significancia estatistica, demonstrando que quanto maior o Gleason, menor a
expressao de colageno do tipo |, tanto na andlise de trés grupos (Gleason 6, 7 e 9) como na

analise de quatro grupos (Gleason 6, 7A, 7B e 9).
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Ainda na expresséo de colageno |, para determinar com precisdo entre quais grupos
ocorre essa diferenca, utilizamos a Comparacao Multipla de Tukey e demonstramos que existe
uma diferenca significativa ha comparacao entre os grupos Gleason 6 comparado ao Gleason 9
e no grupo de Gleason 7 comparado aos de Gleason 9. Por ultimo, quando comparamos a
expressao de colageno do tipo | com as comorbidades pré-existentes (HAS, DM, etilismo e
tabagismo), existe significancia estatistica na comparacao apenas de etilismo para colageno |,

porém esse dado ndo nos permite trazer relacdes de causa e efeito.

Os estudos que abordavam esse tema, apesar de ndo quantificarem a expressao de
colageno objetivamente, demonstraram que a menor quantidade de colageno do tipo | em
tumores de grau de Gleason = 8 pode levar a diminuicdo do sustento nutricional celular e,
portanto, explicar o aumento de necrose tecidual de alto grau (NORRIS et al., 2020). Os autores
também reforcam que o CaP de alto grau esta associado a reducdo da resisténcia estrutural,
aumento da celularidade, diminuicdo da MEC e aumento da friabilidade, o qual confirma a grande
deplecao de colageno tecidual, particularmente na MEC.

Com os resultados apresentados, podemos supor que a perda expressao de colageno do
tipo | em pacientes portadores de CaP, poderia ser uma explicacdo plausivel para a maior
possibilidade de migracdo dessas células para o interior de vasos sanguineos e linfaticos,
aumentando a chance de metastases e, sem duvidas, contribuindo para um pior progndstico e
desfecho clinico. Todavia, essa hipotese ainda merece investigacdo mais detalhada com estudo

que avalie um maior niumero de doentes.

Discorrendo a respeito do colageno tipo 1V, Ma et al. (2020), descreveram que ocorria uma
perda da expresséao tecidual do colageno do tipo IV em tecidos prostaticos neoplasicos, quando
comparados aos tecidos saudaveis. Os autores sugerem que esse tipo de colageno pode ser
visto como uma proteina supressora tumoral, podendo ser um fator de prote¢éo contra invaséo e
migragao de células tumorais prostatica. Contudo, € importante destacar que os autores apenas
analisaram a presenca do colageno do tipo IV de uma maneira subjetiva, ndo utilizando nenhum
método de analise que possibilitasse a medida do conteddo da proteina de uma maneira mais

precisa.

Ja Podgorski et al. (2005), sugerem que a atividade proteolitica do CaP é maior no
colageno tipo IV quando comparado ao colageno tipo I. Esses achados foram semelhantes aos
encontrados no presente estudo, uma vez que a expressao de colageno IV foi menor que a de

colageno | nos pacientes com CaP.
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Como a medida objetiva do conteudo tecidual de colageno ainda néo foi realizada na
literatura, dado exclusivo do nosso trabalho, ndo pudemos confrontar os valores encontrados com
outras pesquisas. No trabalho de Calaluce et al. (2001), os autores demonstraram que existe
perda da expressdo tecidual de laminina nos tecidos neoplasicos de portadores de CaP, sem
gquantificar seu conteudo. O artigo supbe que essa alteracdo ocorra, provavelmente, por um

mecanismo de microarranjo de cDNA responsavel pela sintese da proteina.

Em nosso trabalho, para o colageno IV obtivemos, de forma objetiva, uma correlacéo
negativa entre a expressao de colageno do tipo IV e o Grau de Gleason, com significancia
estatistica. Quando comparamos 0s grupos de Gleason aos pares, para determinar entre quais
deles, especificamente, ocorre essa diferenca, encontramos significancia estatistica apenas da
comparagdo do grupo 6 de Gleason com o grupo 9. Por ultimo, comparamos com as
comorbidades e os fatores de risco com o colageno IV, porém ndo encontramos significancia
estatistica nessas comparacoes.

Esses achados estdo de acordo com os resultados encontrados por outros autores.
Sameni et al. (2008) e MA et al. (2020), também verificaram que ocorre redugéo do colageno do
tipo IV na MEC. Essa reducédo aumentava a chance de invaséo tecidual e diminuicdo da adesao
intercelular das células neoplasicas possibilitando, pelo menos do ponto de vista te6rico, maior
chance de metastases a distancia. Dessa forma, 0s autores propuseram que o maior contetdo
tecidual de colageno tipo IV poderia estar relacionado com a prote¢éo contra a infiltracéo tecidual
e migragao de células neoplésicas a distancia nos portadores de CaP. Outros autores
acrescentaram ainda, que as MEC com maior concentragdo de colageno tipo IV cursam com
maior adesao celular e menor incidéncia de metastase linfonodal (DONALD et al.,1998).

Na contraméo a esses trabalhos, Varisli (2013), apesar de demonstrar que o CaP esta
relacionado a menor expressdo do gene que sintetiza o colageno tipo IV, ndo encontrou
correlagdo com o grau histolégico de Gleason ou com a recidiva da doenga. Cabe destacar que
este autor nao avaliou a presenca tecidual da proteina e sim, apenas, o estado de expressao do
gene responsavel pela transcricao da proteina o que ndo permite avaliar se nos tumores mais
indiferenciados, fenbmenos pdés-transcricionais possam ser 0S responsaveis pelo menor
conteudo tecidual da proteina.

Apesar de ndo encontrarmos uma correlagdo entre comorbidades clinicas e fatores de
risco correlacionando-as com a expressao de colageno IV, conseguimos demonstrar a correlacdo
negativa entre o grau de Gleason e o colageno do tipo IV, o que nos leva a supor, que essa

proteina, poderia ser usada como um marcador progndstico da doenca, uma vez que ja é sabido
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e amplamente difundido que quanto maior o Gleason, pior desfecho clinico e maior risco de
metastases.

Com relacdo a expressdo de laminina em nossa analise, verificou-se uma correlagao
negativa entre a expressao de laminina e o Grau de Gleason, com significaAncia estatistica. Na
analise comparativa pareada entre 0s grupos, houve significancia estatistica na comparacéo do
Grupos de Gleason 6 com 0 7, 7A ou com 0 9 e do Gleason 7A com o Gleason 7B. Comparando
a expressdo de laminina com as Comorbidades, ndo houve significAncia estatistica nessas
comparacgfes. Também ndo encontramos na literatura trabalhos que fizesse essas comparacoes.

Em concordancia o presente estudo, Luthold et al., (2022), demonstraram que a perda da
expresséo tecidual de laminina na membrana basal prostética era inversamente proporcional ao
grau de diferenciacdo dos tumores, ou seja, tumores bem diferenciados (Gleason 2-4) mostraram
perda definitiva leve de laminina na membrana basal prostatica. O estudo também mostrou que
os tumores pouco diferenciados (Gleason soma 8-10) cursavam com perda generalizada de
expressao da laminina. Os tumores classificados nos graus intermediarios (Gleason 5-7)
apresentavam graus intermediarios de perda de laminina.

Apesar de ndo quantificarem a expresséo, dado Unico do nosso trabalho, o estudo de
Shimojo et al. (2011) utilizou um marcador para avaliar a expressao de laminina e a correlacao
com o grau histologico de Gleason. Verificaram que quanto menor a expressao de laminina maior
era o grau de Gleason da peca e, por consequéncia, menos diferenciado era o tumor. Dubik e
Mai (2020) também descreveram descontinuidade da expressao da laminina na membrana basal
nos tumores com alto grau histolégico.

Assim como o colageno tipo | e o colageno tipo IV, a laminina também apresentou uma
correlagdo negativa com o grau de Gleason, com significancia estatistica. Esse fato, nos leva a
crer sobre seu papel relevante como um marcador de pior prognéstico do CaP. E evidente que,
para comprovar essa hipotese, necessitariamos uma maior amostra e um maior seguimento
clinico desses pacientes.

Como referido no capitulo de Introducdo deste estudo existem varios fatores de risco
relacionados ao desenvolvimento do CaP. Os principais fatores incluem: histérico familiar, idade
e obesidade. Fatores como etilismo, tabagismo, HAS e DM, ainda ndo tem correlagdo bem
estabelecida com o adenocarcinoma da préstata (INCA, 2019), dessa forma, apesar do etilismo
ser correlacionado com uma maior expressao de colageno |, esse dado ndo nos permite fazer

nenhuma correlacéo clinica.

E relevante notar que o presente estudo possui algumas limitacées metodoldgicas. Ele se

configura como um estudo transversal retrospectivo, no qual os pacientes foram incluidos de
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maneira progressiva. Nao se obteve equidade na selecdo de um nimero equitativo de doentes
com adenocarcinoma de prostata cujos tumores fossem Gleason 6, 7, 8 e 9. Contudo, na pratica
clinica, a maioria dos doentes tratados possuem grau de Gleason, semelhante ao que foi
encontrado no presente estudo. Vale ressaltar que muitos pacientes com tumores iniciais que
nao tenham um bom status performance ou simplesmente ndo desejam operar, sdo passiveis de
serem encaminhados para radioterapia, a qual também possui resultados oncoldgicos

satisfatérios, um dos fatores que limita a amostra.

Outra limitag&o surge em virtude do numero de pacientes incluidos no estudo. Apesar da
sele¢do inicial de 115 pacientes, a auséncia de dados clinicos e laboratoriais nos registros
médicos resultou na exclusdo de 25 pacientes. Esse desafio destaca a importancia da
implementacéo de bases eletrdnicas na prética clinica para armazenar sistematicamente todos
os dados coletados. Além disso, reforca a necessidade de conscientizacéo dos profissionais de
saude, incluindo médicos assistentes, sobre a importancia do preenchimento minucioso dos

prontuarios médicos.

Outro ponto limitante deste estudo em relagdo a coleta de dados nos prontuarios esta
relacionado as variaveis clinicas de tabagismo e etilismo. Dado o carater retrospectivo do estudo
baseado nos registros médicos, muitas vezes essas informacdes ndo estavam devidamente
especificadas. No caso do tabagismo, embora seja reconhecido como um fator de risco, nado foi
possivel quantificar a carga tabagica. Quanto ao etilismo, ndo houve quantificacdo ou
especificacdo da bebida consumida; apenas foi registrada a informac&o positiva ou negativa em

relacdo ao consumo.
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6 CONCLUSOES

Os resultados encontrados no presente estudo, considerando o conteldo e expressao
tecidual de colageno I, IV e laminina na matriz extracelular em portadores de adenocarcinoma de

préstata, permitiram concluir que:

o A expressdo média de coldgeno | na amostra de portadores de adenocarcinoma de
prostata foi de 7,16 + 1,03 pixels/campo. Na mensuracao do colageno tipo 1V, a média foi
de 3,44 + 0,61 pixels/campo e, na mensuracao da laminina, obtivemos uma média de 5,19
* 0,79 pixels/campo.

e O Gleason total tem correlacdo negativa tanto com colageno quanto laminina.

¢ A ldade ndo tem relacdo estatistica nem com o contetdo de colageno e laminina.

e Dentre as doencgas associadas e habitos de vida, somente existe significancia estatistica
na comparacédo de etilismo para colageno |. Para colageno IV e laminina, ndo se obteve

significancia estatisticas com as variaveis clinicas analisadas.
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DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 4.623.523

Apresentacio do Projeto:

O presente trabalho wisa analisar 50 pronbudnos & blocos de parafines de pacientes com diagndatico de
adenccarcinoma da prdstata, fratados crurgicaments por

proatatovessculectomia radical em oncologia, no HUSF, entre 2015 e 2020. As varidvess a serem estudadas
inclewm: idade, etnia, habitos de vida, doengas associadas, dados laboratorials, como PSA, exames de
imagem, presenga de metistases, resultado anatomopatoldgico, grau de diferenclagio do tumor, subltipo
hastaldgicn & sobrevida do packente neste periado. Os criténios de inclusao estabelecidos para avalacao dos
pacientes 580 presenga de adenocarcinoma de prostata. independente do grau de diferenclagio, & de seu
estadiamentos em paclentes acima de 18 anos. Todos os

pacientes deverdo ter assinado o TCLE. Serdo inchuidos apenas pacientes que foram operados no HUSF no
periodo de 01 de janewro de 3015 a 31 de dezembro de 2020. Os critérios de exclusdo incluem menores de
18 anos, com oulras neoplasias malignas de préstata que ndo seja o tpo adenccarcinoma, doentes que
apresentam uma segunda neoplasia associada, populagio indigena, e paclentes que faltem dados em
prontusrio

clinlco ou das vardvels conssderadas para o presents esiudo no exame andiomo-patokgico.
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Objetivo da Pesquisa:

Objetvo Primaria:

Avaliar o contelds & & expressso tecidual da coldgeno tipa 1. 1l e IV e das integrings na matriz extracelular
em poradones de adenocancinoma da prosiata.

Objetivo Secundario:

| — Correlacionar o conteddo de colageno tipe 1. 11, IV & inegnnas, presentes na malriz extracelular de
portadores de cancer de prostata comedacionando com metastases;

Il - Comelacionar o conteddo de colagena tipa I, 1L IV & integrinas, presentes na matriz extracelular de
portadores de cAncer de pristata comelacionando com desfechos elinlcos;

Il - Correlacionar o contedds de coldgeno tipo 1. 1L, I e integrinas, presentes na matrz extracelular de
portadores de cAncer de prostata comelacionands com a classificacio de Gleason

IV - Correlacionar o conteddo de coldgeno tipo 1, NI, IV & integrinas, presentes na matnz edracelular de
portadores de cancer de prdstata comelacionands com caracterisiicas clinicas do paclente como dade,
doenas assocladas e habitos de vida, como o etllamo e tabagisma

HAwaliagho dos Riscos e Benelicios:

Rigcoa:

Esse frabalho ndo apresenia riscos para o paciente, pols ele serd fefto exclusivamente com a revisio de
pronbudnos meédicos e analise de blocos de parafinas de doentes j& submetidos a tratamento ciringico prévio
para o seu cAncer de prostata no HUSF.

Beneficios:

£ malhor conhecimenio dos mecanismos envolvidos na disseminagio do cancer de prisiata, pode conbribulr
para um melhor entendimeanio da doenca

Comentarios & Consideragies sobre a Pesquisa:

Este progeto visa encontrar comelactes indditas entre o conteddo de expressdo tecidual das proteinas
Colégeno Tipo |, Il IV & Integrinas, e &s metistases do tumorde prostata, assim como comedacBo entre grau
de Gleason & desfechos dinlcos.

Eszses resultados podem ser iImportante na identificagho de paclentes com malor risco de dissemnagio
metastitica do turnor. Para isso serBo anallsados 50 prontudrios e blocos de parafines de pacientes com
disgndetico de adenocarcinoma da prastata, ratados cinurgicamente por prostatovesiculeciomia radical em
oncologia, no HUSF, entre 2015 & 2020. Serfo coletados dados nos pronbudnios destes doentes: idade,
etnla_habdos de vida, doengas assoclades, dados laboratorals, como PSA. exames de imagem, presenta
de metdstases, anatomopatoldagico como grau de diferenclacio do tumor, subbipo histoldgics e sobrevida do
paclents neste periode. Para a
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confecg@o das Iaminas histoldgicas destinados ao estudo imuno-histoquimico para a pesquisa das proteinas
colageno tipo |, lIl e IV e Integrina, serdo utllizadas duplicatas dos blocos de parafina de cada um dos
doentes sefecionados para o presente estudo. Essas duplicatas serdo doadas, apés a autorizagao do comite
de ética, pelo Centro de Diagnodstico em Anatomia Patolégica (CEDAP) ao Laboratdrio de Investigagao
Médica da Universidade Sao Francisco (LIM-USF). As laminas obtidas ser3o submetidas a técnica de
coloragio com hematoxilina-ecsina (HE), Imunohistoquimica e Morfometria Computadorizada.

Criténio de Inclusio: Os critérios de Inclusdo estabelecidos para avallacdo dos pacientes s3o presenca de
adenocarcinoma de prostata, independente do grau de

diferenciagdo, e de seu estadlamento em pacientes acima de 18 anos. Todos os paclentes deverdo ter
assinado o TCLE. Ser8o incluidos apenas

pacientes que foram operados no HUSF no periodo de 01 de janeiro de 2015 a 31 de dezembro de 2020.
Critério de Exclusao: Os criténios de exclusdo neste estudo s30 aqueles pacientes menores de 18 anos, com
outras neoplasias malignas de prostata que n&o sefa o tipo

adenocarcinoma, doentes que apresentam uma segunda neoplasia assoclada, populagdo indigena, e
pacientes que faltem dados em prontudno dinico ou das varlavels consideradas para o presente estudo no
exame anatomo-patologico.

Consideracbes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

Foram apresentades todos 0s termos e esto de acordo, todes devidamente assinados .
Recomendacdes:

Nao se aplica neste caso

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Aprovado , ndo foram encontrados dbices éticos

Consideracbes Finais a critério do CEP:

APOS DISCUSSAO EM REUNIAO DO DIA 01/07/2021, O COLEGIADO DELIBEROU PELA APROVACAO
DO PROJETO DE PESQUISAS. SENDO OBRIGATORIO O ENVIO DE RELATORIOS DE SEIS EM SEIS
MESES E APOS A CONCLUSAO DO PROJETO E OBRIGATORIO O ENVIO DO RELATORIO FINAL
PARA ENCERRAMENTO DO PROJETO.
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Bairro: Cidade Univershinia CEP: 12.916-800
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ANEXO Il. Autorizac8o para realizacdo da Pesquisa

Braganga Paulista, 21 de junho de 2021

Ao comité de Etica em Pesquisa da Universidade S&o Francisco
Ale Prof. Dr. Carlos Eduardo Pulz Aradjo
Coordenador do CEP = Universidade Sao Francizeo

Autorizagdo para realizagio de pesquisa

Eu, Pedro lzzo, dirstor téenico responsdvel do Hospital Universitario Sao
Francisco de Assis da providencia de Deus {(HUSF), venho por meio desta
infarmar a V.5. que autorizo o pesguisadar Igor Arantes de Oliveira Gées,
aluno do curso de Pds Graduagio Strictu Sensu em Ciéncias da Sadde da
Universidade S&o Francisco a consulta e franscrever dados de prontudrio
médice sob guarda do senvigo médico e estatistica (SAME) do HUSF, com o
objetivo de desenvolver a pesquisa intitulada "CONTEUDO E EXPRESSAOD
TECIDUAL DE COLAGENO E INTEGRINAS NA MATRIZ EXTRACELULAR
EM PORTADORES DE ADENCCARCINOMA DA PROSTATA" sob
orientagio do Prof. Dr. Carlos Augusto Real Martinez.

Declaro conhecer e cumprir as resolugbes éticas Brasileiras, em especial a
resolugdo  CNS  196/96. Esta instituigdo estd ciente de suas
corresponsabilidades come instituicio coparticipante do presente projeto de
pesquisa, e do compromisso no resguardo da seguranca dos dados coletados
e bem-estar dos participantes de pesquisa nela recrutados, dispondo de
infraestrutura necesséria para garantia de tal seg uranga e bem-astar.
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ANEXO lll. Carta de doagé&o dos blocos de parafina

CENTRO DE DIAGNOSTICO EM ANATOMIA PATOLOGICA

Dru. HELENICE PIOVESAN Dr. CARLOS ALBERTO FONTES DE SOUZA

’ CRM 40,05 CRM 75,494

. FONE / FAX: (11) 4032-8979
RUA CORONEL LEME, N* 360 - CENTRO *FONE: (11) 2473-1000

BRAGANCA PAULISTA - SP - CEP 12.900-340 cedaplaboratoriofuol com br

CARTA DE DOACAO DOS BLOCOS DE PARAFINA

Declaro para os devidos fins, que com o encerramento das atividades do

Centro de Diagndstico em Anatomia Patolégica (CEDAP) em Braganca
Paulista, foram doadas ao Prof. Carlos Augusto Real Martinez, CPF:
884.072.925-34, Rg:5.568.740-4, CRM 37,663, duplicatas de blocos de
parafina de doentes com adenocarcinoma da prostata que estava arquivadas
no CEDAP, sob nossa responsabilidade.

A doagao dessas duplicatas tem como objetivo permitir ativa a linha de
pesquisa sobre cancer de préstata, O CEDAP manterd em seu acervo os
blocos originais correspondentes a cada duplicata doada.

As duplicatas dos blocos de parafina doados passardo, a partir dessa
data a ter o professor Carlos Augusto Real Martinez como fiel depositario das
amostras.,

E 0 que me cumpre declarar

\

f@ i, et ~—7

Profa. Helenice Piovesan
Médica Patologista Responsavel pelo Centro de Diagndstico em Anatomia Patologica
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ANEXO IV.
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Carta autorizacao para o uso dos blocos de parafina

Laboratério de Investigacdo Médica

Braganca Paulista, 21 de junho de 2021
CARTAO DE AUTORIZAGAD PARA O USO DOS BLOCOS DE PARAFINA

Autorizo o Dr. Igor Arantes de Oliveira Gées, aluno regular do
Frograma de Pds-Graduagio em Ciéncias da Sadde da Universidade S&o
Francisco (PPGSSCS-USF) a utilizar 50 (cinguenta) blocos de parafina de
doentes com Adenocarcinoma da pristata doades ao Laboratorio de
Investigagdo Médica da Universidade S&o Francisco (LIM-USF), pelo Centro de
Diagndstico em Anatomia Patolégica (CEDAP). Esses blocos de parafina
cedidos serdo utiizados para confecgio de laminas histoldgicas necessérias
para a realizago do Projeto de Pesquisa intitulado “CONTEUDO E EXPRESSAC
TECIDUAL DE COLAGEMO E INTEGRINAS NA MATRIZ EXTRACELULAR EM
PORTADORES DE ADENCCARCINOMA DA PROSTATA®, gque & tema da
Dissertagio de Mestrado do aluno.

an
1V

Prof, Drﬂﬂs Augusto Real Mariinez
Profess Responsdavel pelo Laboratdrio de Investigagdo Médica da

Universidade S&o Francisco
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