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RESUMO

O CRISP-3 é uma glicoproteina e potencial biomarcador expressado em baixos
niveis na prostata humana normal e fortemente regulado no cancer de prostata.
O objetivo deste estudo foi investigar a presenca do biomarcador CRISP-3 em
espécimes de tecido prostatico parafinizados e correlacionar com os atuais
parametros progndsticos pré e pos tratamento de pacientes com cancer de
prostata. Foram selecionados casos diagnosticados como adenocarcinoma
prostatico, dos arquivos do Centro de Prevencao de Jatai, no periodo de 2009
a 2013. Histologicamente analisou-se laminas do material prostatico de acordo
com o score de Gleason e o estadiamento do adenocarcinoma prostatico foi
feito usando o sistema TNM. Fez-se avaliacdo dos parametros clinicos pela
busca no prontuario médico dos pacientes obtendo-se os dados de PSA
anterior a cirurgia e no segmento. Cortes histolégicos corados por
imunohistoquimica foram avaliados por médico patologista e classificados de
acordo com a intensidade da coloracdo/marcacao especifica para CRISP-3.
Foram analisados 25 cortes histologicos de material prostatico quanto a
imunoexpressdo da proteina CRISP-3 sendo 14 (56%) de marcacédo forte, 4
(16%) moderada e 7 (28%) fraca. Nao houve correlacdo entre a intensidade da
reacdo imunohistoquimica e as dosagens bioquimicas de PSA pré e pos
tratamento cirargico. A maioria dos espécimes, 24 (96%) foram classificados
como adenocarcinoma acinar usual, 15 (60%) apresentaram extensdo do tumor
primario pT2 e 13 (52%) apresentaram score de Gleason igual a sete, em todas
as analises ndao se observou diferenca estatistica significante entre os
parametros analisados e a intensidade da marcacdo por CRISP-3. Neste
estudo todas as analises foram positivas para a presenca do CRISP-3
sugerindo a possibilidade de utilizar essa glicoproteina como importante
biomarcador diagnéstico do cancer de prostata, principalmente na ocasido do
diagnéstico com o exame de bidpsia por agulha, processo importante na
vigilancia ativa dessa complicacao.

PALAVRAS-CHAVE: Adenocarcinoma prostatico, Imunomarcacao, Score de

Gleason



ABSTRACT

CRISP-3 is a glycoprotein and a biomarker expressed at low levels by normal
human prostate and strongly regulated in prostate cancer. The aim of this study
was to investigate the presence of CRISP-3 biomarker in paraffin embedded
prostate tissue specimens and to correlate the prognostic parameters pre and
post treatment of prostate cancer patients. Cases diagnosed as prostate
adenocarcinoma were selected from Centro de Prevencdo de Jatai archives,
from 2009 to 2013. Prostate specimens were analyzed histologically according
to the Gleason score and the staging of prostate cancer was performed using
the TNM system. The evaluation of clinical parameters was performed by
searching the medical records of patients obtaining PSA data prior to surgery
and during the follow-up. Immunohistochemical slides were evaluated by a
pathologist and classified according to the intensity of staining / marking specific
for CRISP-3. It was analyzed 25 tissue sections of prostate material and the
expression of CRISP-3 protein was classified as strong in 14 (56%) patients,
moderate in 4 (16%) and weak in 7 (28%) specimens. There was no correlation
between the intensity of the imunohistochemical reaction and the levels of PSA
pre and post treatment. The majority of the specimens, 24 (96%) were classified
as usual acinar adenocarcinoma, 15 (60%) showed extension of the primary
tumor pT2 and 13 (52%) had Gleason score equal to seven. In all analyzes
there was no significant statistical differences among these parameters and the
intensity of CRISP-3 staining. In this study, all prostate cancer analysed were
positive for the presence of CRISP-3 suggesting the possibility of using this
glycoprotein as an important biomarker for diagnosis of prostate cancer,
especially at the time of diagnosis with the examination of needle biopsy, an
important process in the active surveillance of this complication.

KEYWORDS: Prostatic adenocarcinoma, Immunostaining, Gleason Score
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1. INTRODUCAO

1.1. Caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas da préstata

A prostata € um 6rgao retroperitoneal que circunda o colo vesical e a
uretra masculina, sem capsula distinta, como demostrado na Figura 1
(MOORE, 2013; EPSTEIN, 2016).

Bexiga
- = | \_____,_,.Ampola

—— \Josicula seminal

Ducto
Prostata ejaculatério

B Glandula
bulbouretral

Tecido ——
A Canal deferente
(30 T\ Epicidimo

.
<A

Preplcio — T ]
PRSHO YIRS P Tub{_qus
Glande / N seminiferos
do pénis \
Testiculo / Sacoescrotal

FIGURA 1 - llustracdo esquemética de corte sagital do aparelho génito-urinario. FONTE:
GUYTON, 2006.

No adulto a prostata normal mede aproximadamente trés centimetros
(cm) de altura, quatro de largura e dois centimetros de profundidade antero-
posterior, este 6rgdo pesa em torno de 20 gramas, sendo a maior glandula
acessoria do sistema reprodutor masculino (YOUNG, 2000; EPSTEIN, 2016).

Epstein (2016) aponta que o parénquima prostatico, no individuo
adulto, pode ser dividido em quatro zonas ou regides biologicas e
anatomicamente distintas: periférica, central, transicional e a regido do estroma

fiboromuscular anterior, apresentado na Figura 2.
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/ S

Ducto
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FIGURA 2 - llustracdo esquematica das zonas ou regifes biolégicas de uma préstata adulta
normal. (ZC) Zona central, (ZP) zona periférica, (ZT) zona de transicdo e zona periuretral.
FONTE: EPSTEIN, 2016.

Histologicamente, a prostata € um orgao tubuloalveolar composto, que,
aos cortes, apresenta espacos glandulares com tamanhos variados, revestidos
por epitélio. As glandulas sdo revestidas por duas camadas de células, uma
camada basal cuboide baixa, coberta por uma camada de células epiteliais
colunares secretoras, separadas por um estroma fibromuscular abundante
(composto de fibras musculares lisas, fibras colagenas, fibroblastos, vasos
sanguineos, filetes nervosos e esparsos linfécitos), na Figura 3 (EPSTEIN,
2016).
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FIGURA 3 - Corte hlstologlco de glandula prostatlca 'bemgna com camada de celulasbasals e
células secretérias. Coloracdo hematoxilina e eosina, aumento de 400x. FONTE: EPSTEIN,
2016.

A préstata secreta um liquido fino, leitoso, que contém calcio, ion
citrato, ion fosfato, enzima de coagulacdo e proé-fibrinolisina. Durante a
emissdo, ela se contrai simultaneamente com as contracbes do canal
deferente, de modo que seu liquido opaco seja adicionado ao sémen. O liquido
prostatico ligeiramente alcalino ajuda a neutralizar a acidez dos outros liquidos
seminais durante a ejaculagcdo, e favorece a mobilidade e fertilidade do
espermatozoide (GUYTON, 2006).

A proéstata sofre influéncia hormonal. O horménio luteinizante (LH),
produzido na adenohipéfise por acdo do hormoénio liberador do LH (LHRH)
sintetizado no hipotalamo, estimula as células Leydig do testiculo a produzirem
testosterona, dessa forma o epitélio glandular prostatico responde a acao da di-
hidro-testosterona (influente no crescimento do epitélio glandular prostatico),
que resulta da agcédo da enzima 5a redutase sobre a testosterona nas células
estromais (BILLIS, 2006).

1.2. Processos patolégicos que acometem a pristata
A glandula prostatica pode estar afetada por alguns processos

patolégicos, sendo trés de maior relevancia devido as suas frequéncias, entre
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esses estdo a inflamacdo, a hiperplasia prostatica benigna (HPB) e os
carcinomas. A HPB € a mais comum e ocorre com elevada frequéncia na idade
avancada, portanto € considerada praticamente como um processo “normal” do
envelhecimento. Além dessa, o carcinoma prostatico € também uma alteracéo
comum, enquanto os processos inflamatérios tém, na maior parte das vezes,
pouca importancia clinica (EPSTEIN, 2016).

Os tipos de alteracbes proliferativas diferem em cada regido da
prostata, por exemplo, a maioria das hiperplasias surgem na zona transicional,
enquanto a maioria dos carcinomas se origina na zona periférica (MOORE,
2013; EPSTEIN, 2016). Com relagdo aos carcinomas, alguns crescem de
forma répida, formando metastases que podem levar ao 6bito. Outras, cresce
de forma lenta sem sintomas clinicos aparentes, e ndo chegam a evidenciar
sinais clinicos durante a vida e nem ameacar a saude do homem (WOLTERS
et al.,, 2010; HOOLAND, et al., 2011).

Os métodos habituais de deteccdo desta complicacao incluem exame
retal digital, dosagem do Prostate Specific Antigen (PSA) no soro e bidpsia
transretal (KOSAIR et al., 2002). Contudo, devido a falta de especificidade,
nenhum dos métodos € capaz de discriminar entre canceres indolentes e
canceres agressivos fator determinante que enfatiza a necessidade de
progndésticos adicionais, como a imunohistoquimica para o biomarcador
CRISP-3.

1.2.1. Epidemiologia do cancer prostético

A neoplasia prostatica tem incidéncia anual de um milhdo de casos e
causa 250.000 mortes por ano em todo o mundo, portanto, uma complicacédo
importante de morbidade e mortalidade associada ao cancer humano (JEMAL
et al., 2010; GRUPP et al., 2013).

O céancer de prostata é o tipo de neoplasia mais frequentemente
diagnosticada em homens no mundo, sendo esta doencga relacionada como a
segunda maior causa de mortalidade por céncer no sexo masculino
mundialmente, principalmente na regido ocidental e nos paises em
desenvolvimento onde a taxa de incidéncia é seis vezes maior em relacdo aos
paises desenvolvidos (HOOGLAND et al., 2011; SIEGEL et al., 2012; KOO et

al., 2016). Em 2009 o cancer de préstata representou 25% dos novos casos de
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neoplasia na regido ocidental e 9% das mortes por cancer em homens (JEMAL
et al., 2009). No Brasil o cancer de pristata é o segundo mais comum entre 0s
homens, atrds apenas do cancer de pele ndo-melanoma. Segundo o INCA
(2016), estimava-se 68.800 novos casos em 2014 no Brasil, sendo que o
namero de mortos em 2011 foi de 13.129 casos.

Suspeita-se que fatores de risco enddégenos como idade, raca, historia
familiar, niveis hormonais e estresse oxidativo e, ainda, influéncias ambientais,
incluindo dietas e ocupacédo, possam estar associados a etiologia e patogenia
da doenca (BOSTWICK & CHENG, 2014, EPSTEIN, 2016).

1.2.2. Diagndstico do cancer de prdstata

A deteccdo precoce do cancer de prostata requer um exame retal
digital, teste de PSA no soro e bidpsia de prostata por agulha (BJARTELL et
al., 2007; KOSAIR et al.,, 2012). Tais analises resultam nos parametros
progndsticos pré-tratamento que incluem score de Gleason, extensédo do tumor
nas bidpsias, antigeno especifico da prostata pré-operatdrio e parametros
clinicos (GRUPP et al., 2013).

De acordo com o critério diagnéstico o cancer de prostata pode ser
classificado como tumor latente, detectado em necropsia, que representa 80%
dos casos, o tumor clinico detectado pelo PSA e/ou pelo toque retal, os quais
sdo 15% do total de canceres prostaticos, e, o tumor metastatico, chamado
oculto, que tem frequéncia entorno de cinco porcento. Salienta-se que entre o
tumor latente e o tumor clinico h4 pacientes que, embora tenham o tumor
diagnosticado clinicamente, poderiam beneficiar-se apenas de uma vigilancia
ativa (acompanhamento periédico) e desta forma poderiam postergar um
tratamento definitivo e curativo, muitas vezes agressivo, pois sao portadores de
tumores ditos “insignificantes” ou “tumores minimos” ou “tumores indolentes”. O
“tumor insignificante” €& definido baseando-se em dados clinicos e
histopatolégicos obtidos na bidpsia por agulha. Para que um tumor seja
considerado “insignificante” & preciso que o PSA seja inferior a 10 ng/mL, o
tumor nédo seja palpavel (T1lc), auséncia de grau 4 ou 5 de Gleason, menos de
trés fragmentos positivos na bidpsia por agulha e menos de 50% de

comprometimento em cada fragmento (ORTIZ, 2009).
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Assim pode-se perceber que um dos maiores problemas no diagnéstico
e tratamento do cancer de prostata se deve a dificuldade em discriminar entre
canceres indolentes com crescimento lento e aqueles tumores mais agressivos

com um éxito letal.

1.2.3.Tratamento

Como o cancer da préstata muitas vezes tem uma progresséao lenta e
normalmente afeta homens idosos é evidente que nem todos 0s pacientes
requerem tratamento potencialmente curativo e agressivo, visto que as opcdes
terapéuticas variam de vigilancia ativa, terapia cirdrgica ou radioterapia, a
deprivacdo hormonal (GRUPP et al., 2013). Assim, tem sido com frequéncia
enfatizado nas pesquisas sobre o cancer de préstata a necessidade em

discriminar entre tumores indolentes e agressivos (PATHAK et al., 2016).

1.3. Biomarcadores para o prognhostico do cancer de préstata

Muitas pesquisas tém sido desenvolvidas para identificacdo de
biomarcadores que possam predizer quanto a progressdo da doenca e
resultado do tratamento do cancer de préstata. Os principais biomarcadores
sdo: RABEX-5 (ZHANG et al., 2014), NUCB2 (ZHANG et al., 2013), ACAT1
(SARAON et al., 2014), PSP94 (BREED et al., 2013), PTEN e ERG (GRUPP et
al., 2013), CD4 e P27 (NASSIF et al., 2010), MMP (REIS et al., 2011); AKR1C3
(FUNG et al., 2006; CHEN et al., 2012) e CRISP 3 (EYNDE et al., 2011;
GRUPP et al., 2013; BERJAL et al., 2006; HOOGLAND et al., 2011; DAHLMAN
et al., 2011).

A expressado do RABEX-5 e sua significancia no cancer de proéstata foi
estudada por Zhang e colaboradores em 2013. Eles demonstraram que alta
expressdo do mRNA do RABEX-5 estavam associados a metastase linfonodal,
pior estagio clinico, recorréncia biogquimica, mais alto nivel de PSA pré-
operatorio e mais elevado score de Gleason.

Zhang et al. (2014) estudaram ainda o nivel de expressdo da
Nucleobindin 2 (NUCB2) uma oncoproteina altamente expressa no cancer de
mama e no cancer de prostata na qual constatou que sua elevada expressao

esta correlacionada a invasdo da vesicula seminal, metastase para nédulos
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linfaticos, invaséo agiolinfatica, alto score de Gleason, recorréncia bioquimica e
alto nivel de PSA pré-operatorio.

ACAT1 é uma enzima da via cetogénica, foi estudada por Saraon e
colaboradores (2014), indicando uma elevada expressdo em cancer de
préstata em comparacdo ao tecido prostatico adjacente naqueles tumores com
score de Gleason maior que 8 ng/mL, estagio clinico pT3/pT4 e recorréncia
bioguimica.

PSP94 é uma proteina secretOria prostatica de 94 aminoéacidos,
conhecida ainda como B-micro-seminoproteina. Ela é pequena, rica em cisteina
e nao glicosilada, sendo observada no epitélio da prostata normal. Além da sua
utilidade diagnéstica e prognéstica, também seu potencial como terapia alvo
tem sido pesquisado. Bhakti e colaboradores (2010) propdem um efeito
regulatorio desta proteina no crescimento de linhagens de células do cancer de
prostata e Grupp e colaboradores (2013) demonstram em estudo de tecido
prostatico com adenocarcinoma proveniente de prostatectomia radical que
engquanto ha uma elevacao do CRISP 3 nos tumores de alto grau o PSP94 tem
seus niveis reduzidos, o que leva a pensar em uma perda da regulacdo do
crescimento celular.

PTEN e ERG séo proteinas também associadas ao cancer de prostata
sendo a agressividade tumoral associada a delecdo do PTEN e fusdo do ERG
e definindo assim subgrupos fenotipicos distintos de cancer de prostata
(GRUPP et al., 2013).

Nassif e colaboradores (2010) sinalizam os marcadores tumorais CD4
e P27 com fator progndstico em cancer de préstata. O CD34 um biomarcador
associado a angiogénese tumoral é utilizado para quantificar a densidade
microvascular de tumores. O gene P27 pertencente a falmilia cip/kip inibidores
da proteina quinase dependente da ciclina apresenta uma expressao diminuida
no cancer de prostata e assim tem sua a¢do reguladora negativa do ciclo
celular comprometida.

As metaloproteinas da matriz (MMP) sé&o endoproteinas que degradam
varios componentes da matriz extracelular. As MMP pertencentes ao grupo das
gelatinases tem seus niveis de expressao alterados no céncer localizado da
préstata sendo entdo um possivel biomarcador no progndstico desta neoplasia
(REIS et al., 2011).
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AKR1C3 (Aldo-keto reductase 1C3) é uma enzima envolvida na acao
de regulacdo de pré-receptores de andrégenos na préstata e seu gene tem
uma elevada expressdo em cancer de prostata resistente a castracdo ou néo,
devido a sua acéo catalizadora de reducéo de precursores androgénicos fracos
em potentes androgenos (FUNG et al., 2006; CHEN et al., 2012).

1.3.1. CRISP-3

A glicoproteina CRISP3 tem peso molecular de 28 KDa, composta de
225 aminoacidos codificada por um gene localizado no cromossomo 6
(KOSARI et al., 2002; EYNDE et al, 2011). Este pertence & uma grande familia
CRISP expressa nos vertebrados, insetos, plantas, fungos e leveduras (LU et
al., 1993, FRITIG et al., 1998, SCHUREN et al., 1993, MIOSGA et al., 1995;
PATHAK et al., 2016). Nos humanos o CRISP-3 ocorre principalmente em
tecidos do sistema reprodutor nos homens, como a préstata, e ainda nas
glandulas salivares, pancreas e células do sistema imune (BREED et al, 2013;
GRUPP et al., 2013), e em menor quantidade no epididimo, timo, ovarios,
testiculos, cdlon e glandulas lacrimais (KRATZCHMAR et al., 1997). Assim, o
CRISP-3 supostamente esta ligado ao sistema imune inato e na inflamacéo
(GIBBS et al., 2008).

O mecanismo de funcionamento do CRISP no sistema reprodutor de
mamiferos ainda ndo esta totalmente claro, entretanto tem sido proposto papel
desta (glicoproteina em reacbes do acrossoma, na fusdo entre o
espermatozoide e o odcito, motilidade flagelar e imunossupressédo. Devido
observacbes da superexpressdo do CRISP-3 em material de céancer de
préstata pouco diferenciado, em relacdo ao epitélio prostatico benigno, este
marcador ganhou interesse diagnéstico e prognéstico para a doenca maligna
na glandula prostatica (HOOGLAND et al., 2011). Aliado a estas observagdes
Pathak e colaboradores (2016) concluiram associagdo do CRISP-3 em céancer
prostatico com células invasivas e/ou metastase e possibilidade de recorréncia
da doenca apoés identificada e tratada. Outros estudos também encontraram
superexpressao do CRISP3 associado com o aumentado risco de recorréncia
(BJARTELL et al.,, 2007), fendtipo tumoral desfavoravel, céncer prostatico

resistente a castracdo e metastase (BERJAL et al., 2006).
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2. OBJETIVOS
2.1.0bjetivo geral

Investigar a presenca da glicoproteina CRISP-3 em espécimes de
tecido prostéatico parafinizados e correlacionar os parametros prognosticos pré
e pos tratamento do cancer de préstata a fim de identificar canceres desta

glandula que possam ser submetidos a uma vigilancia ativa.

2.2.0bjetivos especificos

2.2.1. Classificar tecidos prostaticos obtidos de diferentes pacientes quanto ao
grau de agressividade e classificacao histologica;

2.2.2. Determinar a presenca da proteina CRISP-3 em tecidos tumorais por
imunohistoquimica;

2.2.3. Classificar o tipo de tumor de acordo com o nivel de expressao da
glicoproteina em cada amostra;

2.2.4. Correlacionar o indice de expressao de CRISP-3 com os valores pré-
operatorios de PSA;

2.2.5. Correlacionar o indice de expressdo de CRISP-3 com o score de
Gleason;

2.2.6. Associar a expressao do CRISP-3 com invasdo da vesicula seminal;
2.2.7. Associar a expressdo de CRISP-3 com a recorréncia bioquimica;

2.2.8. Avaliar o papel do biomarcador CRISP-3 como fator progndstico para o

cancer de préstata.
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3. METODOLOGIA
3.1. Selecao dos casos

Foram escolhidos 27 blocos de parafina contendo fragmentos de tecido
prostatico, anteriormente diagnosticados como adenocarcinoma prostéatico dos
arquivos do laboratério de anatomia patologica e citopatologia, do Centro de
Prevencdo de Jatai, do periodo de 2009 a 2013. O protocolo experimental
desenvolvido no presente trabalho foi submetido e aprovado pelo comité de
ética de pesquisa envolvendo seres humanos da Universidade Federal de
Goias, parecer n° 1.500.280, participantes da pesquisa assinaram o Termo de

Compromisso Livre e Esclarecido (ANEXO 1).

3.2. Processamento histopatolégico

O processamento histolégico do material seguiu orientacbes de
Michalany (1980). As pecas cirdargicas constituidas pela prostata, vesiculas
seminais e linfonodos obturatérios direito e esquerdo foram recebidos fixados
em formol a 10%. Em seguida foi realizado o exame macroscépico com
medida, pesagem e fatiamento com navalha Leika descartavel em espessura
de 4 a 5 mm. Os fragmentos foram acondicionadas em cassetes para 0
processamento e incubadas em formol 10% por mais 12 horas. Posteriormente
passaram por uma hora em cada bateria de solucbes alcodlicas em
concentracbes graduais e crescentes a 60%, 80% e 100% para uma
desidratacdo homogenia e assim evitar danos na estrutura tecidual. A fase
seguinte da diafanizagcdo ou clareamento o material passou por duas cubas
consecutivas de xilol permanecendo uma hora em cada cuba e em seguida
duas estufas consecutivas de parafina liquida a 56° C para impregnacéo
também por uma hora em cada uma. Entdo cada fragmento do tecido foi
transferida para um molde contendo parafina liquida a 60° C para a inclusao.
Em poucos minutos a parafina endureceu e obteve-se o bloco de parafina
contendo cada fragmento de tecido em seu interior. De todos os blocos foram
obtidos cortes com 4 micrometros de espessura em micrétomo American
Optical 820 e navalha Leika descartavel. Estes foram transferidos com pinga
elastica para o banho maria com agua destilada a 50° C e coletados em
laminas de vidro para microscopia. As laminas foram entdo colocadas em

berco tipo mola em acgo inox e levadas a estufa a temperatura de 60° C para
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desparafinizacdo onde permaneceram por 30 minutos. Posteriormente 0s
bercos com as laminas foram transferidos para a bateria de coloragcdo na
seguinte sequéncia: 2 cubas de Xilol por 5 minutos cada consecutivas, alcool
90%, 80% e 70% (um minuto cada), agua corrente por cinco minutos e
hematoxilina de harris por cinco minutos, agua corrente por 5 minutos, alcool
70% por um minuto, eosina amarelada por trés minutos, seguido de banhos em
alcool 70%, 80% e 99,4% e dois xilol e montagem das laminas com Entellan e
laminulas 24x40mm.

As laminas foram examinadas por médico patologista em microscopico
Olympus Cx21 em aumentos de 40x, 200x e 400x, confirmando a hipotese
clinica de acordo com os achados histopatolégicos. Para todos os tumores
avaliou-se o comprometimento das margens cirdrgicas, das vesiculas seminais
e dos linfonodos obturatérios, o score de Gleason de acordo com os critérios
apresentados na Figura 4 e o estadiamento patolégico segundo parametros
mostrados na Tabela 1.
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ADENOCARCINOMA PROSTATICO
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FIGURA 4 - Esquema representativo da andlise de corte histoldgico de glandula prostética de
acordo com o score de Gleason. Coloragdo hematoxiliana eosina, aumento 200x. FONTE:
Adaptado de KUMAR, 2010.
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Designagdo TNM Achados Anatdomicos

Extensao do Tumor Primario (T)
T1 LESAO CLINICAMENTE INAPARENTE (POR PALPAQAO/ ESTUDOS

DE IMAGEM)

Tla Envolvimento menor 5% de tecido ressecado

T1lb Envolvimento maior 5% de tecido ressecado

Tlc Carcinoma presente na biépsia de agulha (apés PSA
elevado)

T2 CANCER PALPAVEL OU VISIVEL CONFINADO A PROSTATA

T2a Envolvimento menor 5% de um lobo

T2b Envolvimento maior 5% de um lobo, porém unilateral

T2¢c Envolvimento dos dois lobos

T3 EXTENSAO EXTRAPROSTATICA LOCAL

T3a Extensao extracapsular

T3b Invasao da vesicula seminal

T4 INVASAO DE ORGAOS CONTIGUOS E/OU ESTRUTURAS DE
SUPORTE INCLUINDO COLO DA BEXIGA, RETO, ESFINCTER EXTERNO,
MUSCULOS ELEVADORES OU ASSOALHO PELVICO

Estadiamento de linfonodos regionais (N)

NO SEM METASTASE EM LINFONODOS REGIONAIS

N1 METASTASE EM LINFONODOS REGIONAIS

Metastases a distancia (M)

MO SEM METASTASES A DISTANCIA

M1 METASTASES A DISTANCIA PRESENTES

Mla Metastases para linfonodos distantes
M1b Metastases 6sseas
Mlc Outros locais distantes

TABELA 1 - Estadiamento do adenocarcinoma prostatico usando o sistema TNM. FONTE:
KUMAR (2010).

3.3. Avaliacdo dos parametros clinicos

A avaliacdo dos parametros clinicos foi realizada pela busca no
prontuario médico dos pacientes de acordo com a origem do pedido médico,
obtendo-se os dados de PSA anterior a cirurgia (possivelmente obtido quando
especificado na indicacdo clinica do paciente ou por contato com o médico
assistente e/ou com o paciente), PSA no segmento ou pos-operatério e por
meio da analise dos parametros histopatologicos da bidpsia da prostatectomia
radical contidos nos arquivos do Centro de Prevencao de Jatai.
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3.4. Imunohistoquimica
A preparacdo do material e producdo das laminas para andlise
imunohistoquimica foram realizadas no Laboratorio do Instituto Goiano de

Oncologia e Hematologia (INGOH).

3.4.1. Colheita e preparacédo do material

Toda preparacdo do material para imunohistoquimica seguiu as
recomendacdes do fabricante do Kit de coloracdo DAKO.

As amostras, seccOes de tecido fixado em formol e impregnado de
parafina, tinham a espessura de no maximo 4 um. Os cortes foram montados
em laminas de microscopio (DAKO FLEX IHC Microscope Slides (referéncia
k8020%), utilizando o banho-maria com &gua destilada a uma temperatura
50°C. Além das amostras testes, foi utilizada uma amostra controle positiva que
serviu para validar a reacdo e manter o padrdo de qualidade, sendo esta
submetida as mesmas condi¢cdes de preparacdo, coloracdo e analise. Em
seguida, as laminas passaram pela estufa a 60°C por uma hora, para garantir a
aderéncia dos cortes as laminas, além de drenagem da agua que se

encontrava por baixo das seccdes.

3.4.2. Procedimento de pré-tratamento

O procedimento de pré-tratamento consistiu na recuperagao antigénica
induzida por calor nas amostras fixadas em formol e impregnadas de parafina.

Esta etapa foi realizada no DAKO PT Link, fazendo-se uma diluicdo de
1:50 (30 mL de solugdo EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution High pH -
tampéo TRIS/EDTA concentrado 50x - pH 9 em 1500 mL &gua destilada) em
um dos tanques do PT Link. As laminas foram colocadas no tanque, pré-
aguecido (85°C) e incubadas por 20 minutos a 95°C, em seguida, apos
retornarem a temperatura de 85°C foram retiradas e lavadas em um tanque
com EnVision™ FLEX Wash Buffer (20x) diluido em solugdo salina com

tampéo TRIS com Tween 20 de pH 7,6 por cinco minutos.

3.4.3. Procedimento de coloracao
O procedimento de coloragao ocorreu no DAKO Autostainer Link 48 -

sistema concebido para automatizar métodos de coloragdo manual utilizados
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na rotina da imunohistoquimica, permitindo a transferéncia de protocolos da
bancada para as estacdes de trabalho.

O procedimento de coloracdo perpassou pelas etapas, a saber:
Lavagem: com tampao EnVision™ FLEX Wash Buffer diluido 1:20; Bloqueio da
peroxidase endogena: utilizando-se 150uL do reagente EnVision™ FLEX
Peroxidase-Blocking (referéncia SM 801) com incubacgéao por 5 minutos, trata-
se de uma etapa importante ja que inativa peroxidase enddgena no
tecido/célula, que poderia reagir com o substrato interferindo na reacéao;
Lavagem: com tampao EnVision™ FLEX Wash Buffer diluido 1:20; Adi¢gao do
anticorpo primario (CRISP-3) concentrado por 30 minutos; Lavagem: com
tampao EnVision™ FLEX Wash Buffer diluido 1:20; Lavagem: com tampé&o
EnVision™ FLEX Wash Buffer diluido 1:20; Polimero: 150uL em cada lamina do
reagente EnVision™ FLEX/HRP e incubado por 20 minutos (consiste em uma
estrutura base de dextrona a qual foi associado um vasto numero de moléculas de
peroxidase (HRP) e moléculas de anticorpos secundarios, utilizando-se uma
quimica exclusiva para a reagdo de associacdo, que permite a ligacdo de, no
maximo 100 moléculas de HRP e de até 20 moléculas de anticorpo por estrutura
base); Lavagem: com tampao EnVision™ FLEX Wash Buffer diluido 1:20;
Lavagem: com tampao EnVision™ FLEX Wash Buffer diluido 1:20; Substrato-
cromégeno (composicdo: EnVision™ FLEX DAB + Chromogen - referéncia DM
827- e uma solucdo de diaminobenzidina (DAB) concentrada e EnVision™ FLEX
Substrate Buffer - referéncia SM 803 - contendo perdxido de hidrogénio - antes da
utilizacdo, a solugédo EnVision™ FLEX DAB + Chromogen foi diluida em tampéao
EnVision™ FLEX Substrate Buffer (uma gota de DM 827 para cada mL de SM
803)), utilizou-se 300uL de cromdgeno e incubou-se por 5 minutos assim o sistema
de substrato produziu um produto final castanho vivo no local do antigeno alvo;
Lavagem: agua destilada; Lavagem: com tampao EnVision™ FLEX Wash Buffer
diluido 1:20; Contracoloracéo: utilizou-se 150uL do reagente EnVision™ FLEX
Hematoxylin (Link) e incubou-se por cinco minutos (esse reagente de coloragéo
histologica é adequado para visualizacdo dos nucleos em seccgdes de tecido e as
preparacfes de ceélulas, este produto ndo contém alcool e é adequado para
utilizacdo com todos os cromdgenos utilizados na imunohistoquimica); Lavagem:
agua destilada; Lavagem: com tampao EnVision™ FLEX Wash Buffer diluido 1:20;

Lavagem: agua destilada.
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3.4.4. Andlise das laminas

As laminas foram avaliadas por médico patologista em microscépio
Olympus Cx21 com aumentos de 40x, 200x e 400x. A coloragédo de CRISP-3
foi avaliada em dois parametros: intensidade da coloracdo (0, 1+, 2+ e 3+) e a
fracdo de células tumorais para cada regido do tecido neoplasico (= 70%,
>30% mas <70% e <30%) e pelo sistema de scoring gerando os resultados:
negativo para auséncia de coloragéo; fraco para intensidade de 1+ em < a 70%
das células tumorais ou intensidade de 2+ < a 30% das células tumorais;
moderada para intensidade de 1+ em mais de 70% das células tumorais ou
intensidade de 2+ em mais de 30% mas < a 70% das células tumorais ou
intensidade de 3+ em < a 30% das células tumorais e forte com intensidade de
2+ em mais de 70% das células tumorais ou intensidade de 3+ em mais de

30% das células.

3.5. Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prism
versao 5.0. Foi adotado o Teste Qui-quadrado de Pearson para comparar a
expressdo de CRISP 3 nos diferentes grupos amostrais e correlacionar esta
expressdo com parametros clinico-patolégicos. Para determinar possiveis
associacfes entre niveis de expressdo de CRISP-3 e PSA nas mesmas
amostras, e determinar a concordancia dos resultados obtidos por diferentes
metodologias foi utiizado One Way ANOVA, sendo considerado

estatisticamente significativos valores de p<0,05.
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4. RESULTADOS

No periodo de estudo, entre 2009 e 2013, foram realizadas 308
bidpsias prostéaticas, sendo 27 resultantes de prostatectomia radical, das quais
25 (8,1%) foram analisadas por imunohistoquimica para detectar a expressao
de CRISP-3. Os individuos submetidos a prostatectomia radical e que tiveram
amostras analisadas tinham entre 54 e 80 anos de idade, com média de 65,8
(x6,5) anos. Os valores bioquimicos de PSA pré-tratamento foram
predominantes entre quatro e 10 ng/mL, seguidos daqueles com dosagens de
10 a 20 ng/mL de sangue, sem diferenca estatisticamente significante com
relacdo ao score de Gleason. Considerando-se o cutt-off para recorréncia da
doenca, a maioria dos pacientes tiveram valores de PSA abaixo dos limites de
referéncia com auséncia de diferenca estatistica, conforme apresentado na
Tabela 2. O seguimento pos-tratamento variou entre dois e 82 meses com
média de 30 meses.

TABELA 2 - Pardmetros clinico epidemioldgicos dos individuos submetidos a prostatectomia
radical, no periodo de 2009 a 2013 e analisados neste estudo.

Parametros clinico epidemioldgicos N* (%)
Idade (anos)
<60 5 (20)
61a70 15 (60)
>70 5 (20)
PSA pré-tratamento em ng/mL **
<4
4al0 3 (15)
9 (45)
11a20
6 (30)
>20
2 (10)
PSA pdés-tratamento em ng/mL ***
<0,2 15 (68)
20,2 7 (32)

*Numero
**Refere-se a 20 pacientes
***Refere-se a 22 pacientes

Dos 25 cortes histolégicos analisados, provenientes de prostatectomia
radical, todos apresentaram expressdo da proteina CRISP-3 determinada por

imunohistoquimica, sendo 14 (56%) de marcacao forte, 4 (16%) moderado e 7
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(28%) fraco. Imagens representativas da neoplasia corada com hematoxilina e
eosina e o0 padrao de avaliacdo imunohistoquimico para CRISP-3, estédo
apresentadas na Figura 5.
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FIGURA 5 — Fotomicrografias de laminas histopatoldgicas de neoplasia prostatica ao aumento de 200x, camera Leica®, modelo DS750. (A e B) Coloragéo
com hematoxilina e eosina. (C) Coloracdo imunohistoquimica para CRISP-3 fraco. (D) Coloracdo imunohistoquimica para CRISP-3 moderado. (E) Coloracao
imunohistoquimica para CRISP-3 forte.
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A distribuicdo dos valores de PSA de acordo com a reacgao
imunohistologica como fraca, moderada e forte esta apresentada na Figura 6.
N&o houve correlagdo entre a intensidade da reacdo e as dosagens
bioguimicas de PSA pré e poés tratamento, sendo R=0,09, p=0,4593 e
p=0,4072.
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FIGURA 6 - Distribuicéo dos valores de PSA de acordo com a fase de tratamento em relacédo a
avaliacdo do biomarcador CRISP-3 a imunohistoquimica, dos pacientes submetidos a
prostatectomia radical, no periodo de 2009 a 2013. Analise estatistica por GraphPad Prism
versdo 5.0 com One Way ANOVA, considerado estatisticamente significante quando p<0,05.

Histologicamente a maioria 24 (24/25, 96%) foram classificados como

adenocarcinoma acinar usual, enquanto apenas um era mucoso. Apenas oito
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(8/25, 32%) dos pacientes analisados tiveram acometimento da vesicula
seminal e 12 (12/25, 48%) apresentaram margem cirargica positiva. Entre os
prostatectomizados 13 (13/25, 52%) apresentaram score de Gleason igual a
sete. Relativos a essa graduacdo, sete (7/13, 53,85%) pacientes eram
resultantes do somatorio das graduacdes quatro mais trés. No estadiamento do
adenocarcinoma prostatico, usando o sistema TNM, 15 (15/25, 60%) pacientes
tinham extensdo do tumor primario pT2, de acordo com o demostrado na
Tabela 3. Em todas as andlises ndo se observou diferenca estatistica

significante.
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TABELA 3 - Parametros clinico patolégicos dos casos analisados histologicamente e de acordo com a presenca do biomarcador CRISP-3 a
imunohistoquimica, submetidos a prostatectomia radical, no periodo de 2009 a 2013.

Resultado da imunohistoquimica para CRISP-3

Parametros clinico patologicos N* (%) Fraco (%) Moderado (%) Forte (%) 0
Avaliacédo Histologica
Acinar usal 24 (96) 6 (25) 4 (16,66) 14 (58,33) p=0,7471
Mucoso 1(4) 1 (100) 0 0
Acometimento da vesicula seminal
Presente 8 (32) 2 (25) 2 (25) 4 (50) p=0,3128
Ausente 17 (68) 5(29,41) 2 (11,76) 10 (58,83)
Acometimento da margem cirurgica
Presente 12 (48) 1(8,33) 4 (33,33) 7 (58,4) p=0,2896
Ausente 13 (52) 6 (46,2) 0 7 (53,8)
Score de Gleason
<7 7 (28) 2 (28,57) 0 5(71,43)
=7 13 (52) 3 (23,08) 3(23,08) 7 (53,84) 0=0,1297
3+4 6 (24) 1(16,6) 1 (16,66) 4 (66,66) ’
4+3 7 (28) 2 (28,57) 2 (28,57) 3 (42,86)
>7 5 (20) 2 (40) 1 (20) 2 (40)
Categoria pT (AJCC*¥)
pT1 2 (8) 1 (50) 0 1 (50)
pT2 15 (60) 4 (26,66) 2 (13,33) 9 (60) p=0,3852
pT3 7 (28) 2 (28,57) 2 (28,57) 3 (42,86)
pT4 1(4) 0 0 1 (100)
*NUmero

*AJCC: Americam Joint Committee on Cancer 2010

Andlise estatistica por GraphPad Prism versdo 5.0 com One Way ANOVA, considerado estatisticamente significante quando p<0,05.
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A andlise estatistica estratificando os pacientes de acordo com as trés
categorias do score de Gleason, excetuando-se a substratificacdo trés mais
quatro (3+4) e quatro mais trés (4+3), em relacdo as analises
imunohistoquimicas ndo apresentou diferenca estatistica significante, com x2 =
2,484 e p = 0,6474, de acordo com a Figura 7.
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FIGURA 7 - Distribuicdo dos pacientes de acordo com o score de Gleason e a avaliacdo do
biomarcador CRISP-3 a imunohistoquimica, dos pacientes submetidos a prostatectomia
radical, no periodo de 2009 a 2013. Andlise estatistica por GraphPad Prism versao 5.0 com
teste qui-quadrado de Pearson (Xz), considerado estatisticamente significante quando p<0,05.
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5.DISCUSSAO

A marcacdo imunohistoquimica do biomarcador CRISP-3 em tecido
prostatico tem sido associada ao cancer de préostata (ASMANN et al., 2002;
KOSAIR et al., 2002). Neste trabalho todas as analises foram positivas para a
presenca deste biomarcador, enquanto outros autores apontam positividade
em cortes histolégicos para CRISP-3 entre 19 e 96% em material prostatico
neoplasico (ERNST et al., 2002; BJARTELL et al., 2006; BJARTELL et al.,
2007; DAHLMAN et al., 2011). A alta positividade observada neste trabalho ndo
sofreu interferéncia da metodologia utilizada, tendo em vista, o0 uso de controles
nas baterias de coloracdo e a distincdo evidente da marcacdo nos tecidos
tumorais em relacdo ao epitélio normal adjacente a tumoracdo. Neste sentido,
pode-se inferir que o anticorpo utilizado neste estudo pode ter uma
sensibilidade maior do que aquele utilizado em outros estudos ou que a
amostra do material prostatico analisada neste trabalho seja mais
representativa.

A alta positividade do CRISP-3 em material prostatico neoplasico a
histologia reafirma a possibilidade de utilizar o CRISP-3 como importante
biomarcador diagndstico para essa complicacdo, embora ndo tenha sido
possivel inferir neste estudo que o grau de expressdo desta molécula esta
diretamente relacionado a agressividade do tumor, isso possivelmente se deu
devido ao pequeno numero de participantes na pesquisa.

O pequeno nimero de participantes na pesquisa, também deve ter tido
influéncia na auséncia de correlacdo significativa na marcacao
imunohistoquimica e a aplicabilidade do CRISP-3 no diagndéstico dos canceres
indolentes. Em todo caso, ndo se recomenda descartar a hipétese de uso deste
biomarcador nas atividades de vigilancia ativa, visto que esta pode auxiliar
numa melhor avaliagdo da agressividade do cancer de prostata no momento
diagnostico da puncdo por agulha e escolha do tratamento/conduta mais
apropriado para cada paciente individualmente (HOOGLAND et al., 2011),
processo que pode evitar que 0s pacientes sejam submetidos a tratamentos
radicais, tais como a prostatectomia radical, com consequéncias sérias como
incontinéncia urinaria, impoténcia sexual, disfuncdo erétii e morbidades

bY

associadas a anestesia geral e complicacbes do ato cirdrgico, além da
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incontinéncia fecal, e possivel mortalidade em até 1% dependendo da idade
(WALTER et al., 2013). No estudo Prostate Cancer Outcomes Study, 8,4% de
1291 homens tiveram incontinéncia urinaria e 59,9% tiveram impoténcia sexual
entre 18 e 24 meses apos a prostatectomia radical, mais que 40% dos homens
reportaram alteracdo na atividade sexual, considerando este fator como
moderado ou grande problema (STANFORD et al., 2000). Nos ultimos anos as
neoplasias prostaticas passaram a serem diagnosticadas cada vez mais
precocemente devido as recomendacdes de rastreio da doenca, como
consequéncia, o risco de deteccdo de tumores latentes, que ndo evoluem,
aumentou significativamente, ou seja, passou-se a diagnosticar e a tratar
homens que ndo necessitariam de tratamento por apresentarem uma doenca
nao letal, embora as complicacdes advindas do tratamento possam afetar de
forma significante a qualidade de vida desses homens (ORTIZ, 2009).

Os valores de PSA pré e pds tratamento ndo estiveram diretamente
relacionados a marcacdo do CRISP3 nos pacientes em analise, enquanto
Patkah e colaboradores (2016) apontaram capacidade do CRISP-3, no cancer
de prostata, em regular a expressao, com consequente aumento, dos valores
de PSA. Segundo Bawer (2000) h& costume indiscriminado das dosagens
séricas de PSA e screening como ferramenta diagndstico para o cancer de
préstata, processo que tem resultado na deteccéo e tratamento quase imediato
daqueles paciente com niveis altos do antigeno prostatico especifico, enquanto
as elevacbes de PSA no soro ndo sao especificas do cancer de préstata o qual
pode estar elevado por diversas razbes que incluem prostatites e hiperplasia
benigna prostatica, ou seja, muitos pacientes sdo submetidos a tratamentos
radicais sem necessidade evidente. Ou seja, 0 beneficio de PSA no diagnéstico
e tratamento de céncer de prostata em homens € questionavel por alguns
pesquisadores pois 0 uso progndéstico deste teste esta associado ao aumento
diagnostico com consequente acentuacgdo do tratamento, porém com pequenas
reducbes na mortalidade por cancer prostatico (TIAN et al., 2014). Assim
sendo, 0 uso de novos marcadores tumorais deve beneficiar a qualidade de
vida dos pacientes portadores de alteracdes benignas ou insignificantes para a

clinica.
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6. CONCLUSAO

A alta marcacdo do CRISP-3 em material prostético neoplasico, mas
ndo em tecido normal adjacente, enfatiza a possibilidade do uso deste
marcador na vigilancia ativa e na ocasido do diagnostico com o exame de
biopsia por agulha, daqueles pacientes ainda sem clinica aparente, evitando
que esses sejam submetidos a tratamentos radicais com inumeras

consequéncias graves.
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_ ANEXO'1
PARECER COMITE DE ETICA EM PESQUISA UFG

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAD DO POTENCIAL DA GLICOPROTEINA CRISPS COMO BIOMARCADOR
MO PROGNOSTICO DO CANCER DE PROSTATA

Pesquisador: Wagner Gouwéa dos Sanlos

Area Tematica: Gendlica Humana:
(Trata-se de pesquisa envalvendo Gendtica Humana que ndo necassita de analise
éfica por parte da CONEP ),

Versdo: 1
CAAE: 53810216.5.0000.5083
Instituicio Proponente: Univarsidade Federal de Goias - UFG

Patrocinador Principal: Financamarnto Prdprio
Universidade Federal de Goias - UFG

DADOS DO PARECER

Nomero do Parecer: 1,500,280

Apresentacio do Projeto:

O projeto apresentado rala-se de uma dissertagio de Mestrado e refere-se a um esiudo retrospeclivo onde
sarao selecionados especdimes resulfantes de biopsias dirurgicas de tecido prostatico com diagnostfico de
cancer de prostata no perodo de 2009 a 2013, Essas amostras estéo amquivadas em blocos de parafina e
partencem a0 Labaoratorio de Anatomia Patologica e Citopatologia do Centro de Prevencao de Jatai do
municipio de Jatai-GO. Para este estudo, 28 amostras de tecidos parafinizados serfo analisadas.

Objetive da Pesquisa:

Investigar a presenca do biomarcador CRISP3 em especimes de leddo prostalico parafinizados e
corrglacionar com 08 parametros prognosticos pre- tratamento estabelecidos atualmente. Identificar
canceres de prostala que possam ser submelidos a uma vigilancia aliva ("tumores insignificanies”), e dessa
forma evitar fratamentos desnecessanios que possam diminuir 8 qualidade de vida dos pacienias,
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Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

O presente estudo & retrospectivo e utilizard amaostras de teddos que foram ressectados pelo dinico
responsavel durante diagnostico & se enconlram parafinizadas no laboratorio. Portanto, nao havera riscos
inerentes das analises das amostras, Havera analise de prontudrios para a coleta de dados dos pacienias,
no entanto, 0% pesquisadones afirmam gue garantirBo o sigilo dos dados pessoais dos parficipantes. Dessa
foram, os riscos dessa pesquisa sBo praficamente nulos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Para o deservohimento do projeto em questao, serao escolhidos blocos de parafina contendo fragmentos
de adenocarcinoma prostatico perlancenies aos arquivos do laboratodo de anatomia patologica e
citopatalogia, do Centro de Prevencao de Jatai, do perodo de 2000 a 2013, Como controles serao avaliados
glandulas normais dispostas adjacentes as glandulas lumorais. A amostra sera constituida por 28 blocos de
parafina contendo os fragmenios da biopsia, Da cada amaostra serao resgatados da prontuario ou da ficha
de requisicao de exame histopatalogico 0s seguintes dados do paricipante: sexo idade, raca e profissao. Os
dados sarao inseridos em um quadro de idenfificacao de cada amostra para futura correlacao com os
resultados histopatologicos e imunohistoquimicos. Para a coleta dos dados pessoais dos paricipantes, bem
como para a analise dos blocos de tecido parafinizado, serd apresentado o TCLE, o qual esta adequado a
pesquisa. Todos os parficipantes serfo maiores de 18 anos,

Conslderagdes sobre os Tormos de apresentagio obrigatoria:

Todos os termos obigatonos @ indispensdvels foram apresentadaos.

Recomendacbes:

Citar no TCLE que a liga¢ho pode ser a cobrar. Colocar campo datilografico no TCLE.

Conclusbes ou Pendénclas ¢ Lista de Inadequagdes:

Diante do exposto sou de parecer favoravel a aprovacdo do refendo projeto. SMIC

Conslderagdes Finals a critério do CEP:

Infarmamos que o Comilé da Etica em Pesquisa/CEP-UFG considera o presente prolocolo APROVADO, o
mesmo foi considerado em acordo com os prnclpios &icos vigentes, Reiteramos a importincia deste
Parecer Consubslanciado, e lembramos que ofa) pesqguisador(a) responsavel deverd encaminhar ao CEP-
UFG o Relatario Final basaado na condusho do estudo e na incidéncia de publicagbes decorrentes desta,
de acordo com o disposto na Resolugho CNS n, 466012, O prazo para enfrega do Relatario & de até 30 dias
aphs o encarramanto da pasquisa, prevista para dezembro de 2019,



Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documenio Arquivo Postagem Autor Situacao

Informagies Basicas|PE_INFORMACOES_BASICAS DO P | O70X2016 Aceilo

\do Projeto ROJETO 661921 pdf 213027

Culros cadasproj pdf 07032016 |Wagner Gouvda dos | Aceilo
21:29:35 | Sanios

Oulros cenataapcnispd . pdl 07032016 |Wagner Gouvéa dos | Aceilo
21:2849 | Santos

Dedlaragho de termocomperisp3.pdf 07032016 |Wagner Gouvda dos | Aceilo

Pesquisadores £1:23:568 | Sanios

TCLE/ Tarmos de | TCLECRISP3. pdf 07032016 |\Wagner Gouvéa dos | Aceilo

Assentimento / 21:23:09 | Sanios

Jusfificativa de

Ausdncia

Orcamanto OreCRISP3 pdl 07032016 |Wagner Gouvda dos | Acailo
21:2149 | Sanios

Cranograma CronogramaCRISP3. pdf 07032016 |Wagner Gouvéa dos | Aceilo
21:20:57 | Sanios

Projeto Detalhado ! |projCRISP307032016 pdf 07032016 |Wagner Gouvéa dos | Aceilo

Brochura 21:20:21 | Sanios

| Imvestigador

Folha de Rosio platbrasass, pdl 07032016 |\Wagner Gouvda dos | Acailo
21:1942 | Saniog

Dedaragao de autordab, padf 030X2016 | Wagner Gowvéados | Aceito

Instituigio e 17:44:30 | Sanfos

Infraastniura

Situacio do Parecer:

Apravado

MNecessita Apreciacioda CONEP:

Mao

GOIANIA, 14 de Abril de 2016

Assinado por:

Jodo Batista de Souza

(Coordenador
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ANEXO 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario(a), em
uma pesquisa. Apos ser esclarecido(a) sobre as informacdes a seguir, no caso
de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em
duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso
de recusa vocé ndo sera penalizado de forma alguma. Mas caso aceite
participar, em caso de davidas vocé pode procurar o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Goias pelos telefones (62) 3521-1215 ou
contatar os pesquisadores assinalados ao final deste documento.
INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: “AVALIACAO DO POTENCIAL DA GLICOPROTEINA
CRISP3 COMO BIOMARCADOR NO PROGNOSTICO DO CANCER DE
PROSTATA”

Pesquisador Responsavel: prof. Dr. Wagner Gouvéa dos Santos

Telefone para contato: (64)92574671, (64) 99885025

Pesquisadores participantes: Dra. Aparecida de Lourdes Carvalho, Dr.
Sebastido Alves Pinto.

ESCLARECIMENTOS SOBRE O ESTUDO:

O céancer de prostata € o segundo mais comum entre os homens no
Brasil e em valores absolutos € o sexto tipo mais comum no mundo. Enquanto
a maioria dos canceres de préstata permanece indolente, alguns sédo
agressivos e podem levar o paciente a morte. Os métodos habituais de
deteccdo incluem exame retal digital, dosagem do Antigeno Prostético
Especifico (PSA) no soro e bidpsia transretal. Contudo, devido a falta de
especificidade, nenhum desses métodos é capaz de discriminar entre canceres
indolentes e canceres agressivos. Dai a necessidade de estudos que visem
identificar marcadores que possam ser utillizados como fatores progndésticos
adicionais. CRISP3 é uma glicoproteina de peso molecular de 28 KDa
sintetizada pelas células epiteliais da prostata e secretada no sémen. Ela é
expressa em baixos niveis na prostata humana normal, contudo em cancer de
préstata sua expressdo € aumentada. Nesta pesquisa iremos identificar a

presenca do biomarcador CRISP3 em fragmentos de tecido prostatico que ja
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foram retirados para biopsia e utilizados para confirmar o seu diagnostico e se
encontram em blocos parafinizados no laboratério. Nesse material iremos
avaliar o potencial dessa proteina para servir de fator prognostico para o
cancer de préstata. Os resultados auxiliardo no melhor conhecimento da
doenca e como ela evolui. Como parte da pesquisa, utilizaremos os resultados
dos exames solicitados pelo seu médico que constam na sua ficha de
acompanhamento como valores de PSA por exemplo. Todos os dados sé&o
sigilosos e sera garantido o ndo cruzamento de dados que levem a sua
identificacdo pessoal. Vocé tem o direito de retirar o consentimento a qualquer
momento do estudo. Vocé nao tera nenhuma despesa decorrente da
cooperagcao com a pesquisa e nao havera nenhuma forma de pagamento ou
gratificacéo financeira pela participacdo na pesquisa.

Os resultados obtidos na pesquisa serdo utilizados para publicacbes
cientificas visando divulgar os avanc¢os obtidos na busca de tratamento para o
cancer de prostata, sendo que sera resguardada a integridade dos nomes de
todos os participantes desta pesquisa. Ndo existe nenhum risco previsto,
considerando que o material a ser utilizado (bidpsia) ja se encontra no
laboratério e serd descartado em algum momento. Vocé podera ter acesso aos
resultados obtidos através do médico que lhe acompanha ou com o0s
pesquisadores participantes.

Nome do pesquisador coordenador: Wagner Gouvéa dos Santos

Assinatura do pesquisador:

Data: [/ /20

CONSENTIMENTO DE PARTICIPAC;AO DA PESSOA NA PESQUISA
Eu, )

RG n° CPF n° n°® de prontuério

, abaixo assinado, concordo em participar do estudo
“AVALIACAO DA GLICOPROTEINA CRISP3 COMO POTENCIAL
BIOMARCADOR NO PROGNOSTICO DO CANCER DE PROSTATA” como

sujeito. Declaro que fui devidamente informado e esclarecido pelo

pesquisador sobre a pesquisa
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a ser desenvolvida, os procedimentos nela envolvidos, assim como o0s
possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que
isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu acompanhamento/
assisténcia/ tratamento. Autorizo a utilizacdo de resultados laboratoriais para a
pesquisa:

SIM: NAO:

Local:

Data

Nome do participante ou responsavel:

Assinatura do participante ou responsavel:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a
pesquisa e aceite do paciente em participar:
Testemunhas (ndo ligada a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:




