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Abreviaturas

aa

APS
ARE
AUC
bp

CP
DHT
EIA
FAP
HBP
INE

kp

kDa
MODULAB
PSA
BPSA
cPSA
fPSA
proPSA
OMS
PAT-Win

Glossario

Aminoé&cidos

Antigénio Especifico da Prostata (em inglés)
Elementos de resposta a antigénios
Area sob a curva

Pares de base

Cancro da prostata
Dihidrotestosterona

Imunoensaio enzimatico

Fosfatase acida prostatica
Hiperplasia benigna da prostata
Instituto Nacional de Estatistica
kilo pares de base

kiloDalton

Software informético

Antigénio especifico da prostata
PSA na forma benigna

PSA na forma complexada

PSA na forma livre

Percursor do PSA

Organizacdo Mundial de Saude

Software informatico

Classificacéo de Gleason — Classificacdo numérica que avalia o estado de diferenciacdo

glandular, bem como o crescimento do tumor em relacdo ao estroma prostatico. Quanto

menor o seu valor, melhor o progndstico do paciente [89,90].

Cut-offs — Valores de corte (ou de referéncia) para um determinado parametro analitico.

ROC — Representacdo grafica que apresenta a especificidade do teste (marcadores),

através do indice de verdadeiros positivos em relacdo ao indice de falsos positivos. Um

valor de 0,5 de area sob a curva corresponde a um valor nulo. Um valor acima de 0,7 é

considerado como um valor de desempenho satisfatorio [102].
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Resumo

O cancro da prostata (CP) é uma das patologias mais frequentes no homem em todo
0 mundo, sendo considerado um grave problema de satde publica.

Esta patologia apresenta uma elevada heterogeneidade, pelo que nos dias de hoje,
torna-se cada vez mais, importante a realizacdo de estudos a nivel dos possiveis fatores
de risco, diagndstico, progressdo e tratamento da doenga.

A introducdo do antigénio especifico da prostata (PSA) como marcador serologico
possibilitou grandes avancos na detecdo precoce do cancro da prostata. Atualmente € o
marcador seroldgico mais utilizado a nivel de rastreio, embora ainda existam algumas
duvidas, relativamente a sensibilidade e a especificidade do teste.

Assim sendo, torna-se fundamental a descoberta de novos marcadores que auxiliem quer
o diagnostico quer o prognostico da patologia, de modo a evitar ou a retardar a progressao
da doenca, conduzindo a novas terapias menos invasivas para o doente.

Com o presente trabalho realizou-se um estudo retrospetivo que incluiu soros de 15.369
individuos masculinos, com o intuito de avaliar a incidéncia de cancro da prostata na
Regido Auténoma da Madeira (RAM), os quais foram submetidos a analise para detetar
as quantidades de PSA, PSA livre e [-2] proPSA, utilizando a técnica de imunoensaio
quimiluminescente. A 82 desses individuos foram realizadas bidpsias, das quais 27
apresentaram resultados positivos e 55 apresentaram resultados negativos. De acordo com
os valores de cut-offs do PSA, intervalo [2,0-10,0 ng/mL], 33% das bidpsias eram
positivas e 67% das biopsias eram negativas.

A doenca atingiu maioritariamente os individuos com idade superior a 70 anos (63,63%),
tendo 2 pacientes apresentado um score de Gleason superior a 7 (tumor agressivo) e 3
pacientes, um score menor que 7 (tumor moderadamente diferenciado).

O teste ROC em que foram comparados os valores de PSA, PSA livre e [-2] proPSA
permite aferir que o [-2] proPSA foi a isoforma do PSA que apresentou maior valor de
prediccdo na detecao precoce do CP.

Este trabalho procurou contribuir para um melhor conhecimento do perfil dos individuos,

com maior probabilidade de contrairem o cancro da prostata na populagdo da RAM.

Palavras-chave: Cancro da Prostata; Antigénio Especifico da Prostata; PSA Livre; [-2]
proPSA; incidéncia; prevaléncia.
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Abstract

Prostate cancer is the most frequent pathology in man worldwide and is considered
a serious public health problem.

This disease shows to be highly variable in its clinical features, so nowadays it is
increasingly important to conduct studies about the risk factors, diagnostic, progression
and treatment of disease.

The introduction of prostate specific antigen (PSA) as a serological marker enables great
advances in early diagnostic of prostate cancer. The PSA is currently the most widely
used serum marker in the screening of prostate cancer, although still some doubts about
the sensitivity and specificity of this test. Therefore, it becomes essential to discover novel
markers that can assist both in terms of diagnosis and prognosis of disease, and to prevent
the progression of the disease, leading to new less invasive therapies.

In this work we performed a retrospective study with a total of 15.369 individuals, in
order to assess the incidence of prostate cancer in Autonomous Region of Madeira
(RAM), which serum samples were submitted to chemiluminescent immunoassay to
detect the amounts of PSA, free PSA and [-2] proPSA. Among these individuals, 82
biopsies has been realized from which 27 were positive and 55 negative. For PSA values
in the interval range of 2,0-10,0 ng/ml, 33% biopsies were positive and 67 % negative.
The disease shows higher prevalence in men older than 70 years (63,63 %). Two patients
had Gleason score greater than 7 (aggressive tumor), and 3 patients, a lower score than 7
(moderately differentiated tumor).

According to ROC test, which compares PSA, free PSA and [-2] proPSA values, the last
one is himself as the best predictor for early detection of prostate cancer.

This study sought to contribute to a better understanding of prostate cancer in the
population profile of RAM.

Keywords: Prostate Cancer; Prostate Specific Antigen; Free PSA; [-2] proPSA;

incidence; prevalence.
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Objetivos

Esta dissertacdo teve como principal objetivo analisar o universo de individuos

referenciados com potencial neoplasia da prostata, procurando-se verificar as suas

similaridades ou dissimilaridades com estudos analogos, em termos de estrutura, origem

e diagnosticos da amostra. A utilizagdo dos marcadores tumorais convencionais no

diagndstico, a sensibilidade e especificidade no diagnostico e a dete¢do de cancro da

prostata foram também objeto de estudo, assim como a importéncia e perspetiva de

introducao de um novo marcador tumoral, [-2] proPSA, no aumento da sua sensibilidade

e especificidade, numa tentativa de reducdo de métodos invasivos no diagnéstico do

cancro da préstata (nimero de biopsias a prostata) nos pacientes.

Objetivos especificos

Caracterizar a amostra populacional dos individuos que realizaram a analise de
marcadores tumorais para o cancro da prostata no laboratoério de Patologia Clinica do
Hospital Dr. Nélio Mendonga (HDNM) entre maio de 2011 e abril de 2012.

Determinar a incidéncia de cancro da prostata na Regido Autonoma da Madeira, entre
maio de 2011 e abril de 2012

Avaliar a eficacia dos marcadores tumorais no diagnostico de doenca da prdstata,
através da avaliacdo da sua sensibilidade e especificidade.

Avaliar o grau de coincidéncia entre os resultados obtidos com os marcadores tumorais
e as biodpsias na afericdo dos marcadores tumorais mais fiaveis no diagnostico de

cancro da proéstata.
Sensibilizar os clinicos relativamente a necessidade de pedidos mais assertivos das

bidpsias, 0s quais poderdo levar a redugdo de custos, inerentes ao diagnostico e

tratamento do cancro da prostata.
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1. Introducéo

O meu projeto teve por finalidade o estudo da incidéncia do cancro da prostata na
Regido Auténoma da Madeira e a avaliacdo da sua detecdo precoce, através da analise e
associacdo dos marcadores seroldgicos PSA, PSA livre e [-2] proPSA ao diagnostico do
cancro. Esta procura contribuiu para a analise da possibilidade de redugdo do numero de
bidpsias & prostata, através do recurso a um novo marcador tumoral, [-2] proPSA, que
valida uma técnica de diagnostico menos invasiva no rastreio do cancro da préstata nos
homens.

O projeto tem por base um estudo clinico realizado no Laboratério de Patologia
Clinica do Hospital Dr. Nélio Mendonca, sob a supervisdo da Dra. Graca Andrade,

Diretora de Servico.

1.1 Cancro

O cancro é um conceito genérico usado para definir um grupo de doencas que
podem afetar qualquer pessoa, independentemente do tipo de sexo, faixa etaria ou grupo
social, possuindo um enorme impacto sobre os individuos, familias e sociedades. O
cancro pode ocorrer em qualquer parte do corpo humano, sendo uma doenga que resulta
do crescimento descontrolado de uma Unica célula que sofreu mutacdes [1].

Os registos mais antigos sobre esta doenga remontam ao Antigo Egipto (3000 A.C.)
e cré-se que Hipodcrates foi pioneiro na utilizagdo do termo “karkinos”, que em grego
significa caranguejo, em que o tumor apresenta uma estrutura central e 0s vasos
sanguineos em seu redor assemelham-se as garras de um caranguejo [2,3]. A partir de
meados do século XIX, o cancro comecou a ser estudado, revelando uma enorme
heterogeneidade que ainda hoje torna dificil a compreensdo dos mecanismos moleculares

subjacentes ao seu desenvolvimento.

1.1.1 Biologia molecular do cancro

O cancro resulta de uma proliferacdo anormal de células no tecido ou 6rgéo, as
quais adquirem caracteristicas morfoldgicas e funcionais atipicas. Estas células crescem
e dividem-se de forma descontrolada, sem controlo dos mecanismos que regulam
normalmente o processo de divisdo celular, dando origem a células tumorais [4]. Neste

tipo de células é caracteristico a presenca de nucleos muito maiores do que nas células
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normais, a distribuicdo irregular dos cromossomas e a presenca de nucléolos muito
salientes [4,5]. Os tumores podem ser divididos em dois grupos: tumores benignos e

tumores malignos (Figura 1).

A B

Figura 1.
Aspeto das diferencas morfoldgicas entre tumores benignos (A) e tumores
malignos (B) [2].

Os tumores benignos raramente colocam em risco a vida do individuo, pois tém um
tamanho reduzido, crescimento lento e sdo menos intensos ndo havendo disseminacéo
celular para os tecidos em redor ou para outras partes do organismo, o que torna possivel
a sua remocao cirdrgica. Por outro lado, os tumores malignos sao mais graves, pois as
células que os constituem apresentam taxas de divisdo celular e crescimentos superiores
ao tumor benigno e possuem capacidade metastatica, invadindo e danificando os tecidos
e 6rgdos envolventes, podendo ainda entrar no sistema circulatério e originar tumores
noutros 6rgaos, através de um processo denominado de metastizagdo [6].

O aparecimento de um tumor maligno é geralmente um processo lento, podendo
levar varios anos até que a célula cancerosa prolifere e dé origem a um tumor visivel.

O processo pelo qual as células normais originam células cancerigenas denomina-
se de carcinogénese e envolve trés etapas: iniciacdo, promogao e progressdo (Figura 2)
[2,7].
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1- Iniciag&o 2- Promocéo 3- Progresséo

Figura 2.
Aspeto do processo de carcinogénese [2,7].

A primeira fase da carcinogénese denomina-se fase de iniciacéo. Durante esta fase,

um carcinogéneo liga-se ao nucleo celular, provocando alteragfes genéticas que
danificam e d&o origem a uma mutacdo nao letal. Nesta fase podera ocorrer a reparacdo
do material genético, podendo assim ser revertida, pois € necessario um longo periodo de
contacto com o agente promotor para dar origem a célula cancerigena. Caso o sistema de
reparacdo falhe (com eliminacdo de células anormais), a promocdo desencadeia a
proliferacdo da célula danificada, dando origem a uma massa celular (tumor), dependente
do fornecimento do oxigénio e nutrientes pelo organismo. Relativamente, a fase da
progressao é irreversivel, pois envolve um conjunto de mutacfes em genes especificos,
COMO 0S proto-oncogenes e genes supressores de tumor [8].
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1 — Células Normais 2 — Divisao Celular

5—Reprodugio
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Figura 3.
Aspeto da mutagéo e desenvolvimento do cancro [8].

Em resultado desse processo, as células adquirem caracteristicas que Ihes confere
vantagens a nivel da adaptacdo, potencial replicativo ilimitado, capacidade de
desenvolver vasos sanguineos (angiogénese), insensibilidade aos sinais inibidores do
crescimento, invasdo de tecidos, metastases e fuga a morte celular programada [8].

Na sua maioria, a causa mais frequente do aparecimento do cancro deve-se as
anomalias a nivel do material genético de células transformadas. Estas anomalias sdo o
resultado dos efeitos de carcinogéneos, como a radiagdo, tabaco, substancias quimicas,
virus e bactérias e envelhecimento celular. As anomalias genéticas podem ser adquiridas
em resultado de erros na replicacdo do DNA, bem como por heranca genética. Nem todas
as pessoas desenvolvem cancro mesmo que estejam expostos a um carcinogéneo (Figura
3) [2,9].

O aumento anormal do tecido, causado por um processo inflamatério, quisto,
neoplasia benigna ou maligna é designado por tumor [9].

O tumor é classificado de acordo com o tecido onde as células modificadas tém
origem, ou seja, o conjunto de células modificadas forma-se e cria metéstases em diversas
partes do corpo, podendo ser de quatro grupos distintos: o lipossarcoma (assemelha-se

aos adipdcitos), o fibrossarcoma (tumor dos fibrécitos), o rabdomiossarcoma (tumor do
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musculo-esquelético) e o leiomiossarcoma (o tumor do musculo liso) [9,10]. Numerosos
tumores sdo conhecidos, como por exemplo o linfoma e a leucemia, com origem na
medula 6ssea, o teratoma e 0 seminoma como tumores do ovario ou testiculos com origem
nas células germinativas, o carcinoma com origem nas células neuroenddcrinas, etc. Os
carcinomas sdo denominados mais especificamente de adenocarcinomas (tumores de
células epiteliais, morfologia glandular), carcinomas epidermoides (células escamosas)
ou carcinoma hepatocelular (células renais) [9,10].

O cancro € uma doenga que ndo escolhe idade, aparece, mesmo que com pouca
frequéncia, na infancia, particularmente a leucemia, com tendéncia a aumentar a sua
incidéncia.

Os principais cancros localizam-se na cavidade oral (boca), colon e reto (intestino),
esofago, estomago, mama, pele, préstata, pulmdo, colo do uUtero e médula dssea
(leucemias) [2]. Os cancros mais comuns no sexo masculino sdo o cancro da prostata, do
pulméo, do colo-retal, da bexiga e da pele, enquanto no sexo feminino sdo o cancro da

mama, do endométrio e o linfoma ndo-Hodgkin [11].

1.2 Cancro da préstata

O cancro da prostata € um tumor maligno da prostata, uma glandula do sistema
reprodutor masculino que se situa abaixo da bexiga e a frente do reto [1,2,4,22]. Esta
doenca ocorre aquando da mutacdo e proliferacdo descontrolada das células da prostata,
que ao sofrerem metastases podem afetar outras partes do corpo como 0S 0SS0S € 0S
ganglios. Pode causar dor, dificuldade em urinar, disfuncéo erétil, entre outros sintomas
[2,22,23].

O cancro da prdstata é universalmente reconhecido como um dos maiores
problemas de salde publica que afeta predominantemente a populacdo do sexo masculino
com idade acima dos cinquenta anos. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
0 cancro da proéstata tornou-se numa das principais causas de morte masculina,
responsavel por aproximadamente oitenta e cinco mil 6bitos por ano na Europa e Estados
Unidos, dos quais cinquenta e cinco mil na Europa e trinta mil nos Estados Unidos.
Investigadores da OMS estimam que, nas préximas duas décadas, a mortalidade devido
a este tipo de cancro ird aumentar de forma continua, sendo que a mortalidade referente
ao cancro da mama crescerd 25%, enquanto a estimativa para 0 cancro da prostata é de
43% [19,22].
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Muitos fatores como a genética e a dieta estdo associados ao desenvolvimento desta
patologia. A descoberta da doenca ocorre aquando da realizacdo do exame fisico (toque
rectal) ou por doseamento do antigénio especifico da prostata (PSA) no soro sanguineo,
sendo confirmada por bidpsia (exame microscdpico a uma amostra de tecido removido
da prostata). As intervencdes cirdrgicas, a quimioterapia, a radioterapia, a terapia
hormonal ou mesmo a combinacao destes sdo formas de tratamento do cancro da préstata
[1,2,24].

Ainda é pouco conhecida a historia natural bem como a progressdo dos tumores,
em parte devido ao facto da maioria dos cancros da prostata serem multifocais, com
maultiplos clones malignos independentes e heterogéneos na mesma glandula [28].

O cancro da préstata varia também quanto ao seu confinamento. O adenocarcinoma
é o mais frequente, embora possam existir, raramente, outros tipos histolégicos de cancro
(sarcomas, carcinomas de pequenas células e carcinomas de epitélio de transi¢do). No
adenocarcinoma da prostata a histopatologia é classificada com base no grau de
diferenciacdo celular e em anormalidades nucleares. O esquema de Mostofi [29], da
OMS, apresenta trés graus de diferenciacdo celular, consoante as células cancerigenas,
nomeadamente “bem”, “moderadamente” ou “pouco diferenciadas”. Assim, 0s tumores
de baixo grau, com células bem ou moderadamente diferenciadas, tendem a ter um
desenvolvimento mais indolente. Por outro lado, os tumores pouco diferenciados tendem
a evoluir rapidamente para a doenca metastatica. O tempo de desenvolvimento de cancro
da prostata é muito importante, pois tumores com células diferenciadas apresentam taxas
de progressao e de mortalidade baixas, entre quinze a vinte anos, e apds o diagnostico
observa-se uma diminuicdo global da sobrevivéncia dos individuos livres da doenca bem
como o aumento da mortalidade [29].

A doenca afeta particularmente os homens mais idosos. Fatores como a idade e a
salde do doente sdo cruciais para a selecdo do tratamento, sendo, por vezes, uma escolha
dificil e um dilema entre os beneficios [25]. Ha situagdes em que por vezes, a decisdo do
tratamento é duvidosa, quando se contrapdem os beneficios e 0s possiveis danos em

relacdo a sobrevivéncia e a qualidade de vida do doente.

1.2.1 Proéstata

A proéstata é um musculo glandular que faz parte do sistema reprodutor masculino,

cuja funcdo é produzir, armazenar e secretar o fluido prostatico com caracteristicas
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alcalinas que constitui o principal componente do sémen (Figura 4). As secrecdes da
préstata sdo compostas por menos de 1% de proteinas, enzimas proteoliticas (como a
fibrinolisina que ajuda a liquefazer o sémen) e antigénio especifico da prostata (PSA).
Niveis elevados de PSA no sangue sdo indicadores de doenca na préstata [26].

As principais doengas que atingem a prostata sao a hiperplasia benigna da préstata
(HBP), a prostatite e o cancro de prostata.

A préstata precisa de hormonas, os androgénios (responsaveis pelas caracteristicas
sexuais masculinas) para o seu bom funcionamento. A principal hormona masculina é a
testosterona (produzida nos testiculos), no entanto a dihidrotestosterona (DHT) € a
hormona que regula a prostata. Este érgdo encontra-se localizado na pélvis, por baixo da
bexiga e a frente do reto, e devido a esta localizagdo, as doencas da prostata geralmente
afetam o controlo urinario, bem como a ejaculagdo (Figura 4).

A préstata pode ser subdividida em quatro “lobos”, 0s quais correspondem a quatro
regides glandulares distintas (designadas por Zonas de McNeal): a zona periférica (lobo
posterior), a zona central (lobo médio), a zona de transi¢do (lobo anterior) e a zona
fibromuscular (lobo lateral). A zona periférica encontra-se no lobo posterior da préstata
que envolve a uretra distal e é nesta que se originam as neoplasias da prostata (70% das
neoplasias em homens jovens). A zona central envolve os canais ejaculadores por onde o
esperma passa para a uretra (contabiliza aproximadamente 15 a 25% das neoplasias). A
zona de transigdo encontra-se no lobo anterior e, geralmente, ndo se encontra associada a
neoplasias. Ela é responsavel por 5% do volume prostatico, constituindo assim, a zona
onde se desenvolve o aumento benigno ou a hiperplasia benigna da préstata (HBP). A
zona fibromuscular é composta por musculo e tecido fibroso (auséncia de componentes
glandulares) e contabiliza, aproximadamente, 5% do peso prostatico [27,28].

As regides glandulares apresentam caracteristicas bioldgicas diferentes, o que
podera justificar as diferentes percentagens de neoplasias ou tumores gque se desenvolvem

em cada regido [28].
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Figura 4.

Representacao esquemética da localizagdo da Préstata (a esquerda) e diferentes
Zzonas que a constituem (a direita), adaptado de Greene et al. [28].

1.2.2 Prevaléncia e incidéncia do cancro da prostata

Todos os anos mundialmente séo detetados cerca de doze milhdes de novos casos
de cancro. Segundo a Organizacdo Mundial de Satude (OMS), o nimero de 6bitos devido
a esta doenca ird duplicar nos préximos vinte anos, prevendo-se um registo aproximado
a 13,2 milhdes de vitimas mortais em 2030, face os 7,6 milhdes registados em 2008, dados
que fazem do cancro a segunda causa de morte, a seguir as doengas coronarias [12,13].

Os cinco cancros mais frequentes em Portugal séo o cancro do colo-retal, da mama,
da prostata, dos pulmdes e do estdbmago. Segundo o Instituto Nacional de Estatistica
(INE), em 2010, a neoplasia que provocou mais Obitos foi a da laringe, bronquios e
pulmédo, com quatro mil e quarenta e seis ébitos, seguindo-se o cancro do colon (2.650
Obitos), do estbmago (2.323 6bitos), do tecido linfatico (2.009 6bitos) e da prostata (1.786
Obitos) [12]. Em Portugal estima-se que mais de trinta mil pessoas venham a falecer em
2030 devido ao aumento exponencial de novos casos de cancro [12]. O aumento do
naimero de cancros na faixa etaria abaixo dos sessenta e cinco anos prevé-se que seja de
12,7% e de 40% nas idades superiores a sessenta e cinco anos, sendo gue este aumento
parece estar associado a alteracé@o do estilo de vida, ao consumo de tabaco, ao aumento
da obesidade, entre outros fatores. Estima-se que uma em cada nove pessoas ira sofrer de
cancro da prostata em Portugal [12].

Atualmente, o cancro da prostata representa cerca de 3,5% dos 6bitos e mais de
10% dos obitos por cancro, representando um dos valores mais elevados da Europa
[14,15].

25



“Estudo da incidéncia do cancro da prostata na RAM e avaliagado da sua detecéo precoce, 2014
através da associacédo do marcador [-2] proPSA ao PSA e PSA livre.”

Na Madeira, de acordo com os dados publicados pela Secretaria dos Assuntos
Sociais em 2007, 8% dos 0Obitos registados no sexo masculino registados foram devidos
a esta neoplasia maligna [16].

A taxa de incidéncia do cancro da préstata regista uma elevada variacdo a nivel
mundial (Figura 5 a)).

As regides e paises mais desenvolvidos como America do Norte, Argentina, Europa
Ocidental, Africa do Sul e Australia apresentam taxas de incidéncia, mais elevadas
comparativamente ao Continente Asiatico [17].

A etnia é um fator com alguma relevancia no desenvolvimento desta neoplasia, pois
observa-se que esta patologia € recorrente na populacao afro-americana, sendo 60 a 70%
superior a incidéncia na populagdo caucasiana, contudo, é quatro vezes superior aos

individuos de raca negra (Africa), 0 que aponta para a existéncia de outros fatores, para

além dos de origem genética, no aparecimento desta doenca, sobretudo fatores ambientais
e de estilo de vida [17-20].
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Figura 5 a) - Taxa de incidéncia por CA. Figura 5 b) - Taxa de mortalidade por CA.

Figura 5.
Taxa de incidéncia anual por cancro da préstata (Figura 5 a)) e taxa de
mortalidade anual por cancro da préstata (Figura 5 b)) /100.000 individuos
(Glocoban 2008, IARC [21]).

Quanto a taxa de mortalidade por cancro da prostata, também se verifica uma
grande variabilidade a nivel global, constatando-se um aumento em alguns paises
asiaticos como o Japdo e Paquistdo (Figura 5b)).

As regides mais desenvolvidas como Estados Unidos, Alemanha e Reino Unido
apresentam uma diminuicéo na taxa de mortalidade, possivelmente devido a evolugéo dos

métodos de diagnostico (detecdo precoce da doenca).
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O desenvolvimento de planos de detecdo precoce bem como a abordagem
terapéutica sao dois pontos fulcrais que se refletem de forma significativa nas taxas de
incidéncia e de mortalidade.

Estes dados permitem constatar que a cada cinco anos ocorre um aumento de 10%
no aparecimento de novos casos de cancro e que a taxa de mortalidade tem vindo a

estabilizar ou mesmo a diminuir em alguns casos [22].

1.2.3 Fatores de risco

Apesar dos estudos desenvolvidos, pouco se sabe sobre a etiologia deste cancro,
existindo diversos fatores de risco associados [2].

A medida que a esperanca média de vida aumenta observa-se um aumento da
incidéncia e da mortalidade do cancro da prostata, sendo a idade o principal fator de risco
para o seu desenvolvimento. A partir dos cinquenta anos, quer a incidéncia quer a
mortalidade, devido ao cancro da prostata, aumentam exponencialmente [21,30] (Figura
6). Autdpsias revelaram que homens com idade superior a cinquenta anos apresentam
uma prevaléncia da doenca de 30%, sendo que esta aumenta para 70% em homens com

idades superiores a oitenta anos [30,31].
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Figura 6.
Evolugéo da incidéncia / mortalidade por cancro na préstata, com a idade, numa
extrapolagao para 100.000 individuos (Glocoban 2008, IARC [21]).
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Para além da idade, outro fator de risco importante € a histdria familiar do doente
[20]. Este fator contribui em cerca de 9% dos casos para que 0 cancro da prostata que
esteja associado a manifestacbes precoces da doenca, quando na historia familiar existam
trés ou mais individuos que foram afetados [32,33]. Assim, um individuo que pertence a
uma familia em que um parente de primeiro grau possua a doenca, o risco de poder vir a
contrai-la é duas vezes superior a um individuo sem antecedentes familiares [34,35]

(Tabela 1).

Tabela 1.
Avaliacao do fator familiar (hist6ria familiar) no risco e propensao para contrair o
cancro da prostata [34].

Histéria familiar Risco Risco absoluto
relativo (%)
Sem antecedentes 1 8
Familiares de 1° grau (Pai ou irm&o) 2 15
Familiares de 1° grau, com idade inferior a
3 20
60 anos
Cancro da préstata hereditéario 5 35-45

Outros fatores de risco associados a doenca sdo, por exemplo: o ambiente
(contaminacdo atmosférica, a poluicdo, a exposicdo a substancias quimicas e
fertilizantes), o estilo de vida (tipo de alimentacéo, a falta de exercicio fisico), os fatores
hormonais e alteracdes na prostata [36-38].

Provavelmente, o risco de cancro da préstata estara associado ao consumo de
gorduras saturadas, que é maior entre os Afro-Americanos, onde esta neoplasia é mais
frequente do que em paises onde a alimentacdo é mais pobre em gordura. Contudo, esta
associacdo entre o tipo de alimentacdo praticada e risco da doenca ndo esta devidamente
esclarecida [39-42].

1.2.4 Bioquimica do cancro da prostata

O gene antigen prostatic-specific (APS) é o gene que codifica 0 PSA, localiza-se
no cromossoma 19 e tem cerca de 6kb [43]. A sintese de PSA é regulada pelos
androgénios. A regido do promotor do gene APS contém elementos de resposta a
androgenios, os AREs, que regulam a sua atividade. Trés ARE’s estdo identificados: o
ARE I, ARE Il e 0 ARE Ill. O ARE | e 0 ARE I, os quais estdo localizados na regido
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proximal do promotor do gene APS, encontrando-se, a -170 e a -394 bp do local de
iniciacdo da transcricdo. O gene ARE Il encontra-se na regiao 5’ do enhancer, a -4200
bp do local de inicio da transcrigdo [44].

O gene AR localiza-se no cromossoma X e possui mais de 90kb [45], tendo por
funcdo ativar a expressao dos genes dependentes de androgénios, como o gene APS, e
transportar as hormonas androgénicas. Os androgenios sdo fortes promotores
cancerigenos. Alguns estudos comprovam que a administracao de testosterona induz ao
aparecimento de cancro da prostata em ratos e, os dados revelam que este carcinoma

ocorre raramente em homens com vasectomia [45].

1.2.4.1 Fosfatase acida prostatica (FAP)

Durante muito tempo a fosfatase acida prostatica (FAP) foi o Unico marcador
tumoral utilizado pelos urologistas na detecdo e monitorizacao de doentes com cancro da
prostata [46]. Contudo, os niveis de FAP séricos também aparecem elevados em
sarcomas, mieloma multiplo, metastases dsseas, entre outros cancros. Igualmente podera
ser elevada em algumas condi¢cdes benignas como a HBP, a osteoporose e o
hipertiroidismo. O uso clinico de FAP foi entdo substituido pelo antigénio especifico da
préstata (PSA) uma vez que a FAP ndo é um teste tdo sensivel quanto o PSA no rastreio
e detecdo do cancro, numa fase inicial. O uso clinico de FAP encontra-se restringido a
confirmacdo do cancro da préstata metastatico e do desenvolvimento do cancro da
préstata [47].

1.2.4.2 Antigénio especifico da prostata (PSA)

O antigénio especifico da préstata (PSA), em uso clinico desde 1986, é atualmente
um marcador tumoral imprescindivel em oncologia urologica. Alguns autores
consideram-no como o marcador tumoral mais amplamente utilizado na pratica clinica,
sendo produzido tanto pelo epitélio prostatico maligno como pelo epitélio prostatico
benigno [48,49]. O PSA desempenha um papel importante na detecéo precoce do cancro
da prostata, embora ainda exista alguma controvérsia quanto a sua utilizagdo, em virtude
das suas limitagdes e na sensibilidade e especificidade que apresenta, mesmo que auxilie
na reducdo da morbidade e mortalidade [50].

O PSA foi purificado, pela primeira vez, em 1979, a partir do tecido prostatico

humano e representa uma glicoproteina, com massa molecular entre os 30 e 33 kDa. O
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PSA é normalmente secretado no sémen ou excretado na urina, estando presente no
sangue em teores muito reduzidos [51].

Do ponto de vista funcional, o PSA é uma enzima, a proteinase serina, com
atividade semelhante a quimiotripsina, fazendo parte da familia das Calicreinas, pelo que
pode ser também designado por Calicreina Humana 3. Esta enzima tem por funcéo
liqguefazer o codgulo seminal apds a ejaculacdo, através da proteodlise das proteinas
seminogelina e fibronectina [52].

O PSA atinge a circulacdo por difusdo, através do estroma prostatico e pode ser
encontrado em concentragdes que variam entre os 0,2 e 5,0 ng/mL [53,54]. Estas
concentracdes sdo aproximadamente, um milhdo de vezes superiores as que normalmente,
sdo encontradas no soro sanguineo, onde variam entre 0,1 a 4,0 ng/mL [55,56]. Os niveis
de PSA aumentam no soro dos individuos com patologia prostatica, pelo que o seu
doseamento esté a ser utilizado como marcador tumoral, ajudando na dete¢do do cancro
da préstata numa fase inicial, bem como na avaliacdo da progressdo da doenca e da

resposta terapéutica [57-59].

1.2.4.2.1 Doseamento do PSA

Uma quantidade de PSA igual ou superior a 4,0 ng/mL ¢é utilizada como valor de
referéncia médica para a realizacdo de uma bidpsia a prostata, sendo que apenas em 25%
dos homens com estes niveis de PSA e toque retal normal é diagnosticado cancro da
préstata apds bidpsia. Por outro lado, cerca de 20% dos casos de cancro da préstata sao
detetados em individuos com niveis de PSA inferior a 4,0 ng/mL [74]. De qualquer forma,
ndo estdo definidos valores de referéncia de PSA na circulacdo sanguinea que garantam
a detecdo especifica de formas clinicamente significativas do cancro da prostata [66].

No sentido de aumentar a especificidade do PSA no diagndstico do cancro, tém sido
levados a cabo estudos que permitem o ajuste dos valores de PSA a idade, baseando-se
no facto destes niveis aumentarem progressivamente com a idade. A concentragdo de
PSA esta associada com varios fatores, entre eles o0 tamanho da prdstata que aumenta com
a idade, provocando o aumento da producdo de PSA plasmatico [51,66].

A utilizagdo do PSA no rastreio de cancro da préstata tem permitido diminuir a
idade média de diagndstico desta patologia, dos 72,0 para 69,2 anos nos caucasianos e
dos 70,1 para 67,3 anos nos afro-americanos [55,56].

Estudos realizados, quer em individuos saudaveis quer com patologia prostéatica,

indicam que os niveis séricos de PSA nédo se submetem aos ciclos circadianos (com a

30



“Estudo da incidéncia do cancro da prostata na RAM e avaliagado da sua detecéo precoce, 2014
através da associacédo do marcador [-2] proPSA ao PSA e PSA livre.”

duracéo aproximada de um dia ou vinte e quatro horas, em que se baseia o ritmo bioldgico
do corpo humano). Néo obstante, observam-se certas oscilacdes de dificil explicacéo.
Stamey et al. [75] observou um decréscimo do PSA nas primeiras vinte e quatro horas de
internamento, o que poderé estar relacionado com a posi¢do supina (posi¢éo plana de
barriga para cima). Estes dados levam a sugerir o doseamento do PSA aquando do
internamento. Entre os fatores pré-analiticos devem ser incluidas as manipulacdes que
podem alterar a glandula prostatica, entre as quais o0 toque rectal, a massagem prostatica,
realizacdo de bidpsias, etc. (Tabela 2).

Tabela 2.
Influéncia das diversas manipulacdes da prostata nos niveis de PSA sérico [75].

PSA Elevado Observacbes

Toque Retal Escasso
Massagem Significativo Aguardar 3 dias para realizar o doseamento
Prostatica g do PSA
L Aguardar 6 semanas para realizar o
Biopsia Importante

doseamento do PSA

Exercicio Fisico
Citoscopia Escasso

Ejaculacéo Inconclusivo

A estabilidade do PSA no soro é elevada, visto que se observam poucas variagdes
de concentracdo, quando deixada num tubo a temperatura ambiente, durante 24 horas,
sendo igualmente estdvel quando a amostra é submetida a congelamento e

descongelamento.

1.2.4.2.2 PSAlivre (fPSA)

O PSA existe em duas formas distintas [60-62], a forma ndo complexada — livre
(fPSA) e a forma complexada (cPSA). O PSA circula maioritariamente ligado a proteinas
inibidoras das proteases (alfa 1-antiquimotripsina e alfa 2-macroglobulina) [63,64].

Estudos demonstram que a fracdo de fPSA € distinta no cancro da prostata e na
HBP, sugerindo que a sua dete¢éo especifica tem interesse diagndstico.

Em condig¢Bes normais, o PSA é produzido pelas células epiteliais da prostata e

libertado para o liquido seminal, onde atinge uma elevada concentra¢do. Apenas uma
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pequena quantidade de PSA entra na circulagdo sanguinea, devido a barreira que envolve
as células epiteliais e a membrana basal. O PSA permanece, assim, em contacto com uma
série de enzimas no liquido seminal que atuam inativando parcialmente a sua atividade
proteolitica. No cancro ocorre uma série de erupcGes na barreira que impede a circulagdo
sanguinea do PSA. Por este motivo, a acdo das enzimas proteoliticas € menor, resultando
numa menor inativacdo de PSA. A percentagem de PSA que pode circular na forma livre
em pacientes com cancro, é consequentemente menor que em controlos saudaveis e em
pacientes com HBP. O primeiro fator a considerar é a estabilidade do fPSA que € muito
inferior a do PSA total [65]. A percentagem de PSA livre é calculada através da formula
[(Concentracdo de PSA livre / Concentracdo de PSA total) x 100%] [66]. O calculo das
percentagens de fPSA no soro melhora de forma significativa a distin¢do dos pacientes
com cancro dos portadores de hiperplasia benigna, em especial nos individuos com PSA
na faixa > 4,0 e < 10,0 ng/mL. ConcentracOes elevadas de fPSA no soro refletem um
menor risco de cancro da préstata, pelo que a utilizacdo do racio (%fPSA) permite

melhorar a interpretacdo dos resultados [63-66].

Tabela 3.
Percentagens de fPSA em homens com valores de PSA total [2,0 — 4,0] ng/ml [43].

%fPSA  Sensibilidade ngmis
<10% 47% 10%
<15% 71% 34%
<20% 94% 66%

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos para diferentes percentagens de fPSA,
observando-se um maior valor preditivo positivo para cut off de 10% que corresponde a
47% de sensibilidade e a 90% de especificidade. A sele¢do de um cut off maior implica
aumentar a sensibilidade e diminuir a especificidade. Cut off de 20% permite diagnosticar
94% dos cancros (especificidade de 34%). A sobreposicao de resultados de %fPSA entre
homens com HBP e cancro podera ser explicada pela coexisténcia da mesma glandula
prostatica na area da neoplasia e do adenoma [69]. Homens com cancro e HBP
significativos, podera se encontrar uma %fPSA no soro semelhante a valores de homens
sem cancro. Este facto é explicavel pela elevada sensibilidade de % fPSA observada nos

homens com cancro que possuem uma proéstata de volume reduzido [43,69]. A %fPSA
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pode ser mais Util para diagnosticar o CP em homens mais jovens que possuem préstata
com tamanho normal. A selecdo de um valor cut off mais adequado para a realizacdo de
bidpsia é ainda um tema controverso. Acredita-se que o nimero de bidpsias negativas
com diagndstico precoce sao fatores fundamentais a considerar, se bem que dificeis de
satisfazer o conjunto. A eleicdo de cut off de 20% para valores de PSA total na zona [4,0—
10,0] ng/ml é apoiada por varios autores, com a finalidade de se diagnosticar um maior
namero de casos de cancro [43].

O PSA livre é formado por diferentes fracdes, entre elas o proPSA e BPSA que
apresentam uma maior associacdo as patologias da prostata, comparado com o0 PSA, PSA
livre e PSA na forma complexada [63,64].

O proPSA encontra-se mais elevado nas zonas periféricas do tecido canceroso que
nos tecidos com hiperplasia benigna da préstata [67]. Este apresenta-se na forma nativa
de proPSA contendo um propéptido lider com sete aminoacidos (aa) ([-7] proPSA) ou na
forma de propéptidos lideres fragmentados [68]. Os fragmentos de proPSA consistem,
principalmente, em proPSA com um propéptido lider de cinco aa ([-5] proPSA), de quatro
aa ([-4] proPSA) ou de dois aa ([-2] proPSA) [69,70].

1.2.4.2.3 [-2] proPSA

O [-2] proPSA tem sido alvo de atencdo, dado que é a forma principal de PSA
detetada em extratos tumorais e por mostrar uma maior imunocolora¢do no tumor da
préstata que nos tecidos benignos [69,71]. Para além disso, o [-2] proPSA é a forma mais
estavel in vitro das cinco formas de proPSA identificadas [72]. Estudos realizados por
Benson et al. [73] em homens com cancro da prostata confirmado através de biopsia, com
PSA na faixa de > 2,0 a < 10,0 ng/mL, demonstram que o [-2] proPSA aumenta a
especificidade de detecdo do cancro em relacdo a %fPSA [73]. A utilidade da
determinacdo do [-2] proPSA em homens com niveis de PSA inferiores a 4,0 ng/mL é de
particular interesse dado que muitos cancros sdo diagnosticados em individuos com

valores de PSA detetados neste intervalo [72].
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1.2.5 Diagnéstico do cancro da préstata

1.2.5.1 Rastreio

O prognostico do cancro da prostata depende da fase em que a doenca é
diagnosticada, pelo que o rastreio deste tipo de cancro permite que o seu diagndstico seja
realizado precocemente, o que podera conduzir a uma melhoria da esperanca de vida dos
individuos. As fases avancadas do carcinoma da prostata ndo tém tratamento, pelo que a
diminuicdo da mortalidade ou da morbidade causadas por esta patologia s6 pode ser
alcancada através da detegdo precoce e tratamento radical do cancro [66]. Individuos com
tumores confinados a glandula e que séo tratados ao realizar uma prostatectomia radical
tém uma esperanca de vida equiparavel aos individuos saudaveis com igual idade.

Cerca de 40% dos homens na faixa etaria compreendida entre os sessenta e setenta
anos possuem focos microscopicos de carcinomas bem diferenciados. Tumores bem
diferenciados de tamanho inferior a 0,2-0,5 mm sdo considerados inofensivos [76]. O
rastreio é feito de modo a detetar carcinomas que possam vir a constituir um perigo para
o individuo e ndo detetar propriamente um tumor da prostata. O intervalo de tempo de
diagndstico de tumores com grande probabilidade de cura é pequeno, dai a importancia
de estes serem diagnosticados com antecedéncia [66].

Alguns estudos, como o de Catalona et al. [67], concluem que os valores do PSA,
juntamente com o toque rectal e a ecografia, sdo ferramentas Gteis no diagnéstico do
cancro da préstata, sendo dos trés testes o que oferece resultados mais fiaveis.

O marcador PSA apresenta elevada sensibilidade no rastreio ao cancro da prostata,
contudo, apresenta baixa especificidade. De modo a melhorar a sua especificidade, bem
como a diminuir o numero de biopsias desnecessarias, foram propostos valores de
referéncia (cut-offs) alternativos na faixa de 4,0 a 10,0 ng/mL [77], de densidade da PSA
(razdo entre o valor absoluto de PSA e volume da prostata) [78,82], de velocidade de PSA
(alteracBes da concentracdo de PSA ao longo do tempo) [79,80], etarios da PSA (aumento
dos valores de PSA com a idade) [81], etc. (Tabela 4).

Tabela 4.
Valores de PSA ajustados a faixa etéria [81].

Idade (anos) PSA Sérico (ng/ml)

<50 2,5
50-59 3,5
60-69 4,5
>70 6,5
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Apesar da utilidade comprovada do PSA na detecdo precoce e monitorizagdo do
carcinoma da prostata, 0 seu uso generalizado em programas de rastreio continua alvo de
debate e investigacdo [66]. Uma das questdes é o receio da detecdo de falsos positivos e
tratamento desnecessario dos individuos, com os efeitos adversos ou complicacfes
associadas [76], ou mesmo falsos negativos, devido a existéncia de componentes pouco
diferenciados no tumor, o que resulta na producédo de pouca quantidade de PSA, podendo
levar a que os tumores nao sejam detetados com a antecedéncia necessaria [66].

Outros estudos defendem que o tempo de duplicacdo dos valores de PSA podera
estar relacionado com a progressao da doenca apds tratamento cirargico [83].

Vaughan et al. [51] num estudo detetaram uma diminuicdo de doentes com
carcinomas avancados de 6,5 para 2%. Por outro lado, a percentagem de carcinomas
avancados em doentes submetidos a cirurgia diminuiu de 11 para 6% [66].

1.2.5.2 Diagndstico do cancro da prostata

Um diagnostico suficientemente precoce do cancro da préstata é o principal
objetivo do doseamento do PSA pelos servicos clinicos. A sensibilidade do teste de PSA
estd associada a extensdo da doenca, diminuindo & medida que avanca a sua fase de
desenvolvimento. A combinacdo de varios exames (niveis séricos PSA, togue rectal,

ecografia e bidpsia da prdstata) permite um bom diagnoéstico da doenca [80,85] (Figura 7).

L

4,0-10,0 ng/ml
% fPSA
Biopsia
Controlo
Anual

Figura 7.
Esquema de diagnéstico do cancro da Prostata [43].

PSA-Antigénio Especifico da Préstata; TR- Toque retal; %fPSA-Réacio (fFPSA/PSA total).
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Niveis de PSA superiores a 4,0 ng/ml sdo indicativos da possibilidade de cancro da
préstata. Muitos clinicos utilizam o esquema da Figura 7 para estabelecer uma primeira
abordagem diagnostica com base na determinacdo do PSA e %fPSA para além do toque
retal. Assim, a bidpsia € realizada quando o toque retal é positivo, quando o PSA ¢
superior a 10,0 ng/ml ou quando para valores de PSA total de 4,0 a 10,0 ng/ml com
%fPSA menor a 20. Homens com prostatite aguda constituem a excecdo, pois estes
individuos apresentam valores elevados de PSA e valores baixos de %fPSA. A %fPSA
até ao momento é determinada para decidir a necessidade ou ndo de avancgar para a
realizacdo de biopsia quando o PSA estd compreendido entre 4,0 e 10,0 ng/ml.
Igualmente, alguns autores preconizam a sua utilizacdo para decidir a realizacdo de
bidpsia quando o PSA é superior a 10,0 ng/ml, bem como, doentes com HBP ou doentes
com grande volume prostatico com PSA superior a 10,0 ng/ml. Por outro lado, ndo se
pode descartar que no futuro existam resultados concluintes que aconselham a
determinacéo de % fPSA quando o PSA ¢ inferior a 4,0 ng/ml [43].

Outras doengas como a prostatite, HBP, infeces do trato urinario podem levar ao
aumento do PSA no soro. Fatores como a idade, tamanho da prostata, tempo de aumento
do PSA, relacédo entre o PSA total e o PSA livre, devem ser avaliados pelo urologista. O
toque retal € um exame realizado normalmente pelo médico urologista que através da
palpacdo da préstata pode detetar massas suspeitas de cancro. A ecografia prostatica é
outro exame fundamental para avaliar o tamanho, forma e caracteristicas internas do
0rgao, sendo fundamental na determinacdo do esvaziamento completo ou ndo da bexiga.
A bidpsia prostatica € um exame invasivo no diagnostico final do cancro da proéstata,
porque sdo recolhidas amostras do érgdo para analise microscopica. Durante a fase de
diagnéstico da doenca, ainda podera ser necessario realizar outras avaliagbes com recurso
a ressonancia magnética, TAC, Urofluxometria e Cintigrafia [80,85].

As caracteristicas do tumor como o tamanho (volume), o tipo histoldgico
(classificagdo de Gleason) e a metastizagdo sdo determinantes no estabelecimento da
agressividade da doenca. O volume tumoral é um fator de sobrevivéncia, no entanto é de
dificil avaliacdo antes da cirurgia. O valor de PSA no soro correlaciona-se com o volume
do tumor, ou seja, quanto maior o valor de PSA maior é a probabilidade de doenca
metastatica [85].

A concentracdo de PSA em conjunto com a fase da doenca e a classificagdo de
Gleason permitem decidir a fase patologica do tumor [86,87]. A classificacdo de Gleason,
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Tabela 5, ha muito desenvolvida, continua a ser, desde 1993 por recomendacdo da OMS,
o indicador de prognostico mais utilizado a nivel clinico e de investigagdo em todo o
mundo [88]. A classificacdo de Gleason avalia o estado de diferenciacdo glandular, bem
como o crescimento do tumor em relagcdo ao estroma prostatico. Inicialmente, os dois
tipos celulares mais comuns séo classificados de um a cinco, onde em um verifica-se que
as células sdo muito diferenciadas e mais semelhantes as células saudaveis (forma menos
agressiva) e em cinco visualiza-se células pouco diferenciadas (forma mais agressiva).
Esta caracterizagdo é feita através de observacdo microscdpica. A classificagao final de
Gleason resulta da soma dos dois graus, que varia de dois a dez, determinando assim o
prognostico do utente. Quanto mais baixo for o resultado da soma, melhor sera o

prognostico. [89,90]

Tabela 5.
Classificacéo de Gleason utilizada para determinar o estado e grau de
diferenciagdo do tumor da préstata [89,90].

Classificagéo de Gleason Grau de Diferenciagao
1 Muito Raro
2,3e4 Presenca de Tumor bem diferenciado
5e6 Presenca de Tumor moderadamente diferenciado
7 Presenca de Tumor mais agressivo
8,9e10 Presenca de Tumor pouco diferenciado

Totais de dois a quatro significam que o tumor é bem diferenciado e de crescimento
lento. Contudo nestes tumores existem cerca de 25% de probabilidades de propagacéo,
causando lesdes noutros 6rgdos. Valores entre cinco e sete podem significar a presenca
de um tumor moderadamente diferenciado ou mais agressivo, dependendo do tempo da
sua origem. Neste tipo de tumores, as probabilidades de propagacdo causando lesdes
noutros drgdos sdo de 50%. Valores entre oito e dez correspondem a presencga de um
tumor pouco diferenciado. Quanto a este tipo de tumores existem cerca de 75% de
probabilidade de se propagacéo, causando lesdes noutros 6rgaos. Assim, de acordo com
a Tabela 5, conclui-se que quanto maior é a classificacdo de Gleason num tumor, maior

é a probabilidade deste apresentar um comportamento agressivo.
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A determinacdo da fase juntamente com o diagndstico é importante na classificacdo
da doenca oncoldgica [90].

A prostatite aguda e a HBP sdo responsaveis pelos falsos positivos detetados pelo
PSA. Estes falsos positivos tém maior incidéncia entre os individuos com HBP do que
em individuos com prostatite aguda, visto que, neste ultimo caso, os valores de PSA
descem até a normalizacdo ao fim de seis a oito semanas, 0 que explica a utilizacao por
muitos clinicos do valor de cut-off de 10,0 ng/mL no diagnostico.

O aumento do volume prostatico esta diretamente relacionado com o aumento deste
antigénio especifico da prostata, bem como com outros mecanismos, incluindo a
libertacdo do antigénio pelas células destruidas, a baixa vascularizacdo associada a
inflamacdo e a rutura da barreira fisioldgica que geralmente dificulta a circulacdo
sanguinea da PSA. Valores de PSA superiores a 4,0 ng/mL podem estar associados a
prostatite, a hiperplasia benigna da prostata, etc. [91-93]

Tradicionalmente, o toque retal é usado no diagnostico do cancro da prostata, sendo
que em 8% dos individuos o cancro é diagnosticado por toque retal positivo, apesar do
valor do PSA ser inferior a 4,0 ng/mL. A bidpsia permite detetar a presenca de cancro da
préstata em 40 a 50% dos pacientes com toque retal positivo [93]. Por outro lado, existem
estudos que defendem que a eficacia do PSA no diagnostico do cancro é superior ao toque
retal.

Assim, o diagndstico precoce do cancro da prostata devera requerer a utilizacao de
valores de cut-off de PSA suficientemente baixos para detetar o maior nimero possivel
de tumores ou para detetar potenciais portadores de tumores. A defini¢do dos valores de
cut-off de PSA origina um dilema sem resolu¢do que envolve 0 compromisso entre um
grau de sensibilidade suficiente e a especificidade elevada do método. A “zona cinzenta”
para estes valores situa-se entre os 4,0 e 10,0 ng/mL, dando origem a inimeros falsos
positivos.

Carter et al. [49] realcou a importancia da monitorizacdo temporal da concentracéo
do PSA no soro, dado que o aumento crescente de PSA permite distinguir a HBP do
cancro da prostata, com maior eficacia que o doseamento pontual de PSA. Diversos
estudos descrevem a importancia da velocidade de aumento do PSA [94]. Um dos estudos
de Xavier et al. [94] compreende uma avaliacdo retrospetiva de cinquenta e quatro
homens com seguimento clinico minimo de sete anos, antes do aparecimento de HBP ou

cancro da préstata, em que um aumento anual superior a 0,75 ng/mL € indicativo de

38



“Estudo da incidéncia do cancro da prostata na RAM e avaliagado da sua detecéo precoce, 2014
através da associacédo do marcador [-2] proPSA ao PSA e PSA livre.”

neoplasia. Com percentagens de sensibilidade elevadas (75%), 10% das analises sao
dadas como falsos positivos com HBP [94].

A existéncia de uma correlacdo positiva entre o volume da prostata e a concentracdo
de PSA no soro é frequentemente a causa de falsos positivos deste marcador tumoral em
pacientes com elevado volume glandular. A introducdo do quociente que relaciona a
concentracdo de PSA com o volume da préstata pretende diminuir o nimero de falsos
positivos detetados pelo rastreio com base apenas no PSA. Segundo Veneziano et al. [95],
deteta-se um racio maior entre o PSA e o volume prostatico em pacientes com cancro da
préstata do que em pacientes com HBP ou mesmo nos individuos saudaveis.

Por sua vez, Benson et al [73,96] introduziu o conceito de densidade de PSA no
diagndstico de cancro da préstata, que quando aplicado define o grupo de individuos a
ser excluidos do tratamento cirdrgico radical [64]. Inicialmente foi usado 0,1 ng/mL como
valor de cut-off com a finalidade de distinguir a HBP do cancro da proéstata, tendo sido
obtidos valores de 80% para a sensibilidade e 95% para a especificidade. Posteriormente,
alguns investigadores usaram a densidade de PSA com valores de cut-off de 0,15 ng/mL,
com a finalidade de distinguir os dois grupos de individuos que se encontravam na zona
cinzenta (zona compreendida entre os 4,0 e 10,0 ng/mL). Nem sempre a interpretacéo da
densidade de PSA ¢ linear. Alguns fatores dificultam a interpretacdo dos resultados,
nomeadamente a propria variabilidade da medicdo do volume prostatico durante a
ecografia transretal, bem como a existéncia de falsos positivos devido a complicagdes

associadas a HBP.

1.2.6 Tratamento do cancro da préstata

O tipo de tratamento a adotar difere consoante a fase em que o tumor se encontra,
inicial ou avancada. Quando o tumor encontra-se na sua fase inicial sdo adotados
tratamentos como a cirurgia e a radioterapia interna ou externa. A cirurgia é realizada no
local afetado com remoc¢éo completa da préstata e das vesiculas seminais. Esta técnica é
utilizada quando o tumor encontra-se limitado a prostata, sendo removido com fins
curativos. Esta intervencdo podera causar disfuncdo eréctil (impoténcia), incontinéncia
urinaria, assim como complicacdes habituais pos-operatorias, como por exemplo infe¢des
e hemorragias.

A radioterapia consiste na aplicagdo de radiagédo de elevada energia no local
afetado, com o objetivo de matar as células cancerigenas funcionando como uma terapia
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localizada. Este tratamento pode ser realizado antes ou depois da cirurgia, com a
finalidade de eliminar células cancerigenas, que se encontrem em redor do tumor. A
radioterapia pode ser de dois tipos: interna ou externa. Na radioterapia externa, a radiacao
é emitida por um dispositivo em ambiente hospitalar, sendo o paciente submetido a este
tratamento durante cerca de cinco dias por semana, ao longo de varias semanas. Na
radioterapia interna, a radiacdo atinge o tumor ou as células em seu redor, emanado por
um material contido em agulhas ou tubos de plastico, que sdo colocados diretamente no
local do tumor ou ao redor deste [95]. Apos realizagdo dos tratamentos, o paciente é
seguido e controlado pelo seu médico urologista.

Atualmente encontra-se em investigacdo a aplicacdo de técnicas de Criocirurgia,
Ultrasons de Alta Intensidade e Radioterapia de protfes ou de neutrdes, cujos resultados
e eficacia sdo desconhecidos.

Quando o tumor encontra-se na fase avancada, ou seja, quando ja se verifica invasdo
de células cancerigenas em outros 6rgdos, ndo sao aconselhados os tratamentos
anteriormente mencionados pois 0s mesmos sao tratamentos curativos. Nesta fase €
determinante controlar a doenga de modo a que esta ndo progrida e o paciente tenha um
resto de vida sem dor. Assim, sdo realizados tratamentos como hormonoterapia,
orquidetomia ou quimioterapia. A hormonoterapia pretende inibir a acdo das hormonas
masculinas, como a testosterona, responsaveis pelo crescimento e proliferacao das células
cancerigenas. O tratamento é realizado sob a forma de comprimido (toma diaria) ou de
injecdo (administrada mensalmente ou trimestral). Estes dois tipos de medicamentos tém
a funcdo de bloquear totalmente a acdo das hormonas. A orquidetomia é um tipo de
cirurgia que consiste na remoc¢do da polpa testicular de modo a reduzir a producédo da
maior parte das hormonas masculinas como a testosterona. Este tipo de tratamento pode
ser suficiente para controlar a doenca ndo sendo necessario outro tipo de tratamento. A
quimioterapia é o tipo de tratamento que é usado nos casos em que o doente ndo responde
ou deixa de responder aos tratamentos acima mencionados [95]. Nesta fase da doenca
muitos pacientes recorrem a medicamentos para aliviar sintomas de dor, de fraqueza, de
queixas do trato urinério, bem como consequéncias da doenga como insuficiéncia renal,
anemia e fraturas dsseas. Todos estes tratamentos tém complicaces e efeitos secundarios
e ndo tém capacidade para controlar ou curar por completo a doenca. Este facto vem
reafirmar a importancia e a necessidade de realizacdo de um diagnéstico precoce com
vista a uma atuacdo cada vez mais precoce sobre a doenga.
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1.3 Imunoensaio quimiluminescente

1.3.1 Quimiluminescéncia

A quimiluminescéncia é definida como uma reagdo quimica em que um dos
produtos finais é a emissdo de luz. A luz gerada durante uma reacéo é medida em unidades
relativas de luz (RLUS) [96].

1.3.1.1 Principio do teste

O teste Access Hybritech é um imunoensaio enzimatico (EIA) de dois sitios tipo
“sandwich”. Na realizacdo do teste, uma amostra € adicionada ao recipiente de reagédo
com um conjugado anticorpo monoclonal de rato anti-PSA-fosfatase alcalina, particulas
paramagnéticas revestidas com anticorpo monoclonal de rato anti-[2] proPSA e um
reagente bloqueador. O [-2] proPSA da amostra liga-se ao anticorpo monoclonal anti-[-
2] proPSA imobilizado na fase sélida, ao mesmo tempo, o conjugado anticorpo
monoclonal anti-PSA-fosfatase alcalina reage com locais antigénicos diferentes na
molécula de [-2] proPSA. Apds incubagdo no recipiente de reacdo, os materiais ligados a
fase solida sdo mantidos, enquanto os restantes materiais ndo ligados sdo lavados e
eliminados. Por fim, o substrato quimiluminescente Lumi-Phos 530 é adicionado ao
recipiente e a luz gerada pela reacdo ¢ medida com um luminémetro (Figura 8).

A producdo de luz é diretamente proporcional a concentragdo de [-2] proPSA na
amostra. A quantidade de analito presente na amostra é calculada a partir duma curva de
calibracdo multiponto armazenada no sistema [97].

Immunoassay Theory

The Access EIA Chemistry Process

Pipetting of Washing ina
Sample, magnetic field Adding Incubation
Particles, Incubation to remove substrate to promote Detection
and to promote unbound to create light of
Reagents binding materials signal generation light

- - -

% N

Figura 8.
Principio do teste de EIA, técnica de quimiluminescéncia [98].
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1.4 Curva ROC

A curva ROC é um grafico que apresenta a especificidade do teste (marcadores),
através do indice de verdadeiros positivos em relagio ao indice de falsos positivos. E uma
ferramenta muito importante, pois quantifica de forma especifica os problemas a nivel de
desempenho de diagndstico em medicina e analisa a variacdo da sensibilidade e
especificidade para diferentes valores de corte [102]. O teste perfeito correspondera a uma
linha horizontal no topo do grafico, porém esta nunca sera alcangada [102]. Na pratica
sdo consideradas boas curvas, as que se encontram entre a linha diagonal e a linha perfeita,
0u seja, a curva que estiver mais longe da linha diagonal [102]. De modo a determinar se
duas ou mais curvas ROC sao significativamente diferentes, a avaliacdo é feita através da
determinacdo da area sob a curva (AUC) (indice de exatiddo do teste), sendo possivel
quantificar a exatiddo do teste de diagnostico, assim como comparar testes diagnosticos
[102]. Assim, um valor de 0,5 de area sob a curva corresponde a um valor nulo. Um valor
acima de 0,7 é considerado como um valor de desempenho satisfatério.

A sensibilidade (também chamada de taxa de verdadeiros positivos) refere-se a
capacidade de um teste para identificar positivos corretamente e a especificidade (também
chamada de taxa de verdadeiros negativos) a capacidade de um teste para identificar

negativos corretamente.
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2. Metodologia Experimental

2.1 Aprovacéao pela comissao de ética

A realizacao do projeto “Estudo da incidéncia do cancro da prostata na RAM e
avaliacdo da sua detecdo precoce, através da associa¢do do marcador [-2] proPSA ao PSA
e PSA livre” no periodo compreendido entre maio de 2011 e abril de 2012 teve a
aprovacgédo do Conselho de Administragdo do Servico de Salde da Regido Autonoma da
Madeira (SESARAM, E.P.E), ap6s parecer favoravel da Comisséo de Etica para a Satde
(CES) do SESARAM, E.P.E. (Anexo N°1).

2.2 Amostragem

O estudo transversal envolveu uma amostra da populagdo da Regido Auténoma da
Madeira, entre maio de 2011 e abril de 2012. Este estudo incidiu sobre os individuos que
realizaram andlises clinicas com despistagem dos marcadores seroldgicos para o cancro
da prostata no Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital Dr. Nélio Mendonga. Os
pedidos das analises provieram dos servigos de Consulta Externa (10,23%), servico de
Urologia (0,53%), Medicinas (1,02%) e outros servigcos do Hospital Dr. Nélio Mendonca
e Hospital dos Marmeleiros (8,84%), bem como de todos os centros de salde da Regido
(79,39%), incluindo o do Porto Santo. A dimensdo da amostragem foi de quinze mil
trezentos e sessenta e nove (15.369) individuos despistados em relacdo aos marcadores

serologicos para o cancro da prostata.

2.2.1 ldentificacdo das amostras

As amostras de sangue, requisitadas por Servicos de Consulta Externa, servico de
Urologia, Medicinas e outros servicos do Hospital Dr. Nélio Mendonca e Hospital dos
Marmeleiros bem como de todos centros de saude de toda a Regido, dos individuos
dadores, de seguida referidos como utentes, foram registados no sistema informatico do
laboratorio, através da abertura de uma ficha e posterior atribuicdo de um numero de

identificacéo.
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2.2.2 Colheita e preparacao das amostras

As amostras de sangue foram colhidas pelos técnicos de analises clinicas.

Antes de iniciar a colheita, a identificacdo do utente foi confirmada, enquanto foi
preparado o material de colheita e colocadas as etiquetas nos tubos com a identificacao
do utente. A etiqueta, com o0 nome do utente, idade e servigo requisitante da analise e
respetivo cddigo de barras, foi processada pelo sistema informético, sendo a sua leitura
efetuada pelos equipamentos. A zona da punc¢do foi desinfetada com uma compressao
impregnada de antisséptico (Skin Prep® (Vycon®)). A garrotagem foi efetuada com
cuidado, sendo selecionada a veia mais proeminente por visualizagdo ou por palpagéo. A
agulha foi inserida no local da puncéo e aliviado o garrote logo que o sangue comecou a
correr para os tubos, com a ajuda do sistema de vacuo. Apoés a colheita, foi feita pressdo
sobre o local da puncdo até parar a hemorragia. O material utilizado foi descartado para
contentores préprios de produtos biologicos.

O soro foi obtido utilizando-se tubos da BD Vacutainer® SS Il Advance® para a
sua colheita, de acordo com as recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). Os referidos tubos contém um ativador de codgulo adsorvido nas
paredes, cujo objetivo é acelerar o processo de coagulacgdo, possuindo igualmente um gel-
separador no fundo do tubo que auxilia na obtencéo do soro sanguineo, proporcionando
assim uma maior eficiéncia de todo o processo laboratorial [101].

Apds o processo de triagem, as amostras foram encaminhadas para o aparelho DXI
800 da Beckman Coulter. Este aparelho processou as amostras e permitiu a obtencédo do
soro, através da centrifugacao dos tubos, a 3000 r.p.m., durante oito minutos.

As amostras enviadas por outros postos de colheita foram transportadas em caixas
refrigeradas (5°C a 12°C), sendo identificadas e processadas da mesma forma.
Seguidamente, foram processadas no equipamento de quimioluminescéncia DXI 800 que
executa a determinagdo de PSA, fPSA e -2proPSA.

2.2.3 Recolha de dados

A recolha dos dados foi efetuada com recurso aos dois softwares ModuLab e PAT-
Win do Laboratorio de Patologia Clinica e Laborat6rio de Anatomia Patoldgica.
Numa primeira fase, foi aplicado um filtro no ModuLab, entre 1 de maio de 2011 e

30 de abril de 2012, para detetar o numero de individuos com valores de PSA, e
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posteriormente outro filtro para selecionar o nimero de individuos com valores de PSA
igual ou superior a 4,0 ng/mL.

As amostras foram descodificadas, sendo conhecidos o nome e a idade do utente,
os dados clinicos, laboratoriais, a data do pedido, 0 servico requisitante, o resultado do
marcador serologico (PSA) e por vezes diagndstico. Os dados foram transferidos para o
programa Microsoft Office Excel, para posterior tratamento estatistico.

Por cada pedido selecionado foi separada uma quantidade de soro em aliquotas
devidamente etiquetados e armazenados a temperatura de -20°C, para posterior
doseamento do [-2] proPSA.

Posteriormente, um filtro foi aplicado ao software PAT-Win, no mesmo periodo
atrds mencionado, dos pacientes com relatério anatomopatoldgico. Por cada pedido, foi
recolhido o nome do utente, 0 nimero e a data da analise, os dados clinicos, o servigo
requisitante e o relatorio anatomopatoldgico.

Apdbs tratamento, os dados foram cruzados, verificando-se os utentes com 0s
marcadores oncoldgicos positivos para o cancro da prdstata, o respetivo relatério
anatomopatoldgico igualmente positivo e analise do [-2] proPSA realizado.

2.3 Metodologia

A determinacdo dos marcadores serologicos PSA, PSA livre e [-2] proPSA foi
realizada seguindo a mesma metodologia nos trés analitos, com recurso ao analisador

automatico UniCel DxI 800 (Figura 9).

Figura 9.
Analisador automatico UniCel DxI 800 [97].
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O DXI 800 é um equipamento automatizado, concebido para realizar o diagnostico
laboratorial de parametros bioquimicos e hormonais. E um analisador de grande eficécia,
com um rendimento m&ximo de quatrocentas analises por hora.

Este ensaio utiliza a técnica do Imunoensaio Quimiluminescente, com particulas
paramagneéticas para determinacgédo quantitativa dos niveis totais dos antigénios em estudo
(PSA, PSA livre e [-2] proPSA) no soro humano (Figura 10).

A integridade dos reagentes foi testada recorrendo a um controlo de qualidade
analitica quer interno quer externo, composto por uma matriz humana onde foram
previamente feitas determinacdes em condi¢des consideradas ideais. Os valores obtidos
enguadravam-se dentro do intervalo de confianca recomendados por westgard, dai termos
avancado, com completa confianca para a determinacdo dos respetivos analitos nas
amostras dos utentes objeto do nosso estudo (Anexo N° 2 e N° 3). As regras de Westgard
baseiam-se em métodos estatisticos para analisar os dados do Controlo de Qualidade.
Estas definem limites de aplicabilidade do método e podem usar-se para detetar erros
sistematicos e/ou casuais. Existe seis regras: trés de aviso e trés atuacdo. A violacdo das
regras de aviso deve levar a revisdo de todo o procedimento bem como da qualidade dos
reagentes e calibracdo do teste. A violacdo das regras de atuacao deve resultar na rejeicao
dos resultados.

As amostras de soro foram adicionadas individualmente no recipiente de reacao,
contendo o conjugado anticorpo monoclonal de rato anti-PSA-fosfatase alcalina e
particulas paramagnéticas revestidas com o anticorpo monoclonal de rato anti-(analito em
estudo). A reacdo foi terminada com a adicdo de reagente STOP (Figura 10).

Apo0s incubacdo sob agitacdo durante dez minutos, a temperatura de 36,5°C, na
cuvete de reacdo, 0os materiais que se encontravam ligados a fase sélida ficaram retidos
num campo magnético, enquanto os materiais nao ligados foram removidos por trés
lavagens sucessivas.

De seguida, o substrato quimiluminescente, Lumi-Phos 530, foi adicionado a
cuvete, com a mistura do reagente, e a luz gerada pela reacdo foi medida com um
luminémetro. A emissao de luz é diretamente proporcional a concentracdo de analito na

amostra (Anexo N° 2).
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Figura 10.

Principio de funcionamento do teste de PSA no UniCel DxI 800 técnica
(“sandwich”) [98].

Os resultados dos testes dos doentes foram calculados automaticamente pelo
software do sistema, utilizando um modelo matematico de curva logistica ponderada de

quatro parametros (4PLC).

2.3.1 Avaliacao dos testes

As amostras foram consideradas positivas quando os valores de absorvancia foram
superiores aos de cut-off e negativas quando os valores de absorvancia foram inferiores
aos de cut-off [98].

Os valores de [-2] proPSA isolados ndo demonstram eficacia na discriminacao
(gestdo) dos pacientes, pelo que as concentracdes de PSA, fPSA e [-2] proPSA devem ser

determinadas na mesma amostra de soro e com o mesmo analisador, para calcular o
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Beckman Coulter Prostate Health Index (Phi). Os resultados do Beckman Coulter Phi,
assim, podem ser utilizados na gestéo dos pacientes. O Beckman Coulter Phi é calculado
automaticamente pelos Sistemas de Imunoensaio Access, sendo calculado, somente se 0s

resultados PSA e fPSA foram obtidos com o mesmo tipo de calibragdo (Hybritech ou

WHO), aplicando a formula: phi = [_Z]fi% x /PSA [98].

2.4 Andlise estatistica dos dados

As determinacGes dos utentes foram organizadas por tabelas em funcdo dos
parametros, com recurso ao programa Excel 2007, do Microsoft Office e posteriormente
analisados com o auxilio do programa estatistico SPSS versdo IBM SPSS Statistics 22.

O tratamento dos resultados consistiu na analise estatistica robusta, com o célculo
da média, minimo, maximo e mediana (estatistica descritiva) para as variaveis
quantitativas. A estatistica descritiva foi utilizada com o objetivo de organizar e
simplificar a andlise dos resultados, com a utilizacdo de gréficos e tabelas. Para as
variaveis qualitativas foram calculadas também a frequéncia e correlagfes entre variaveis.

A fim de comprovar a nossa hipotese de trabalho foi determinado o valor preditivo
dos diferentes marcadores (parametros) utilizados na detecdo do CP, através da obtencéo
e analise da curva ROC. Para além da curva ROC foi calculado o indice de exatiddo do
teste.

A sensibilidade e especificidade dos marcadores foram calculadas em funcédo do

padrdo de diagnostico de CP, a bidpsia.
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3. Resultados

No presente capitulo sdo apresentados os resultados obtidos sobre a incidéncia do
cancro da prostata, utilizando-se uma amostragem de individuos do sexo masculino da
populacdo da RAM. Também ¢ feita a avaliacdo sobre as perspetivas da sua detecdo
precoce, através da introducdo e associacdo do marcador [-2] proPSA aos marcadores
usuais PSA e PSA livre.

Os resultados encontram-se agrupados e apresentados tendo em consideragéo trés
niveis de caracterizacdo e analise da amostragem:

a. Amostra inicial
b. Subamostra dos individuos da zona cinzenta de diagndstico

c. Subamostra dos individuos submetidos a biopsia

3.1 Caracterizagcao da amostra inicial

No Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital Dr. Nélio Mendonga E.P.E. do
Funchal entraram vinte e um mil cento e cinquenta e trés (21.153) pedidos para analise
de marcadores seroldgicos da doenca da prostata PSA e/ou PSA livre. Na Tabela 6 é
apresentado o numero de pedidos de analise emitidos no periodo entre maio de 2011 a
abril de 2012. Foram selecionados o0s processos repetidos. A segunda linha indica que
quinze mil trezentos e sessenta e nove (15.369) individuos distintos realizaram estes
testes, sendo que quinze mil trezentos e sessenta e nove (15.369) realizaram o teste do

PSA e dois mil cento e dezasseis (2.116) realizaram o teste do PSA e PSA Livre.

Tabela 6.
Numero de pedidos dos marcadores serolégicos.

PSA e/ou PSA e PSA

Pedidos/Marcadores PSA Livre Livre

Numero de pedidos de andlise

realizados 21.153 18.489 2.664

NUmero de individuos distintos

- . 15.369 15.369 2.116
sujeitos a analises

Entre os quinze mil trezentos e sessenta e nove (15.369) individuos submetidos a
analise do PSA encontraram-se trezentos e setenta e quatro (374) com o valor minimo
0,1ng/mL, tendo apenas um (1) apresentado o valor maximo de 1.210,81ng/mL.
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Relativamente ao PSA e PSA livre, de um total de (2.116) individuos sujeitos a esta prova,
foram trés (3) os que revelaram o valor minimo de 0,07ng/mL e um (1) demonstrou o
valor maximo de 6,25ng/mL. As quantidades médias foram 2,13ng/mL e 0,77ng/mL para
0 PSA e para 0 PSA e PSA Livre, respetivamente (Tabela 7).

Tabela 7.
Valor minimo, maximo e média registada para os marcadores serolégicos PSA e
PSA Livre.

PSA 0,10 1.210,81 2,13
PSA Livre 0,07 6,25 0,77

3.1.1 Entidade requisitante

Os pedidos de analises dos marcadores seroldgicos de CP foram submetidos pelos
servicos do SESARAM. Os centros de salde, com 79,39%, e a consulta externa, com
10,23%, foram os servicos que solicitaram maior nimero de analises. Outros servigos que
contribuiram com pedidos foram o das Medicinas (1,02%) e o da Urologia (0,53%)
(Figura 11).
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Figura 11.
Distribuicdo dos pedidos de analises para marcadores oncoldgicos da doenca da
Préstata por servico requisitante.

CDS - Centros de Saude, HCC-C - Consulta Externa, OUT - Outros Servi¢os, URO — Servigo de
Urologia, MED - Servico de Medicinas (1,11,111).
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3.1.2 Pedido de diagnéstico

A Tabela 8 e a Figura 12 permitem-nos constatar que, na maioria das vezes, 0
diagndstico médico ou ndo era conhecido ou ndo era explicito. A maioria dos pedidos,
treze mil quinhentos e nove pedidos (87,89%) foram realizados como forma de controlo,
de rotina, por outro diagndstico ou até sem diagndstico estabelecido. Os restantes pedidos,
mil oitocentos e sessenta (12,10%), tinham diagndstico ndo relacionado com o CP,
nomeadamente diabetes, mil e sessenta e oito (6,95%) e hipertensdo arterial, setecentos e
noventa e dois (5,15%).

Tabela 8.
Distribuicéo dos pedidos de analise aos marcadores oncoldgicos de acordo com 0
diagnéstico clinico associado.

Diagnéstico N° Pedidos Diagnéstico N° Pedidos
Prost 14 Cont. 1283
Neop 92 O.D. 2800

HP 91 S.D. 3111
HA 792 Rot. 6118
Diabetes 1068 - -

Neop — Neoplasia; HP — Hiperplasia da Préstata; Prost — Prostatite; Cont — Controlo;
HA — Hipertenséao Arterial; OD — Outro Diagnéstico; Rot — Rotina; SD — Sem Diagndstico.

A Figura 12 apresenta a distribuicdo percentual dos pedidos de acordo com o
diagnostico clinico estabelecido.

Diagnostico associado aos pedidos de analises
sorologicas para Cancro Préstata

_ ¥ HP;0,59
* Prost.; 0,09 — " Neop.; 0,60 )
\ _* HA;515
—
gl | \ * Diabetes; 6,95

J

* Cont.; 8,35
¥ Rotina; 39,81 _ .

0.D.; 18,22

S.D.; 20,24

Figura 12.
Diagnéstico associado aos pedidos de analises oncolégicas para Cancro da
Préstata.

Neop — Neoplasia; HP — Hiperplasia da Prostata; Prost — Prostatite; Cont — Controlo; HA — Hipertensao
Arterial; OD — Outro Diagnostico; SD — Sem Diagnostico.
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3.1.3 Origem geogréfica

A distribuicdo geografica dos pedidos de analise dos marcadores oncoldgicos e dos

individuos do sexo masculino é apresentada na Tabela 9 e Figura 13 — Figura 14.

Tabela 9.
Estimativa da populagdo masculina residente na Regido Autonoma da Madeira e
por concelho em 31 de dezembro de 2012 [116] e quantidade de individuos por

concelho.
Cade .
Concelho Funchal Santa Cruz Santana Ribeira Brava

Lobos
Populagdo masculina 123.139 50.378 21.024 16.757 3.358 5.884
Individuos masculinos 15.369 8.556 1.462 1.442
Populagdo masculina 10.302 2.551 4.014 5.113 2.650 1.108
Individuos masculinos 557 494 474 384 352 125

Ao analisar a origem geogréafica dos pedidos, verifica-se que nas zonas urbanas
(Funchal, Camara de Lobos e Santa Cruz) concentram-se 74,57% dos quinze mil
trezentos e sessenta e nove individuos analisados, enquanto as zonas rurais (Calheta,
Machico, Porto Moniz, Porto Santo, Ponta do Sol, Ribeira Brava, S&o Vicente e Santana)

registam 25,43% de pedidos.

Porto Santa

Madeira

Figura 13.
Distribuicdo geogréfica de pedidos de anéalise dos marcadores seroldgicos. A
verde estdo os concelhos com maior quantidade de pedidos (> 800) e a azul os
concelhos com menor quantidade de pedidos (< 800) ao longo do ano em estudo.
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Contudo, atendendo a distribuicdo da popula¢do masculina por concelho, pode-se

constatar que foi em Santana que se registou a maior percentagem de pedidos (27,6%).

Origem Geografica dos pedidos de analises serolégicas

Figura 14.
Origem geografica dos pedidos de andlises seroldgicas para Cancro da Préstata.

3.1.4 Idade
Os utentes da nossa amostra foram agrupados em faixas etérias, de acordo com as

recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (Tabela 10).

Tabela 10.
Relagdo do PSA e % fPSA segundo a faixa etéria dos utentes.

%f PSA — Racio (PSA livre/PSA total)

Idade N° Individuos Frequéncia % N° Individuos Racio %
<50 anos 3.250 21,15 83 3,92
250 e <60 anos 4.252 27,67 310 14,65
260 e <70 anos 3.930 25,57 640 30,25
270 anos 3.937 25,62 1083 51,18
Total 15.369 100 2.116 100

A andlise da Tabela 10 e Figura 15 permite constatar que em todas as faixas etarias
foram realizados na mesma proporcao a analise do PSA. Verifica-se que com 0 aumento
da idade aumenta o nimero de determinagfes de PSA. A faixa etaria em que se realizou

mais pedidos de PSA total foi entre os cinquenta e 0s sessenta anos (27,67%), mantendo-
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se relativamente constante com o aumento da idade. Quanto ao racio [(concentracao de
PSA livre / concentracdo de PSA total) x 100], pode-se constatar que de acordo com o
que seria de esperar, este € proporcional ao aumento da idade, sendo que para idades
inferiores aos cinquenta anos (3,92%) o valor é considerado baixo para o numero de
analises efetuadas em comparacdo com individuos de idade superior a setenta anos
(51,18%), em que 0 numero de analises & muito maior, resultando num valor de racio
mais elevado (menor a agressividade do tumor).

Os individuos com idade até cinquenta e nove anos possuem valores de récio
comprometidos a realizacdo de bidpsia (o racio é menor em doentes com cancro) [66],

pelo que é de salientar que o valor de racio depende do valor de PSA livre.

Faixa Etaria
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>=50 e <60 anos >=60 e <70 anos

» Frequéncia% PSA * Ratio

Figura 15.
Distribuicéo por faixas etérias dos individuos com pedidos de andlises oncoldgicas
para detecdo do Cancro da Préstata.

Colunas laranja-representa a frequéncia de PSA; Colunas azuis-representa o valor
de Ré&cio (fPSA/PSA).

3.1.4.1 PSA erécio (% PSA livre)

Os individuos a quem foi solicitado o teste de PSA livre (n=2116) foram agrupados
por valores de referéncia de PSA (Tabela 11).
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Tabela 11.
Distribuic&o de individuos por valores de referéncia de PSA e relacdo com o racio.

Total individuos  Média PSA Média racio (PSA Média

(n=2116) (ng/ml) livre/PSA) % idade

0,0-1,99 51 1,25 84,58 66,21
2,0-3,99 1107 3,09 19,47 67,7
4,0-10,0 914 5,92 16,51 70,99
>10,1 44 25,21 8,77 73,34

A andlise da Tabela 11 permite verificar que com o aumento da idade aumenta o
PSA e menor é o valor do racio. A faixa do PSA com mais individuos é entre os 2,0 e 0s
4,0 ng/ml (1107 individuos) ndo sendo muito disparo da faixa de 4,0 a 10,0 ng/ml (914
individuos). Quanto ao racio, pode-se constatar que s6 na faixa do PSA de 0,0 a 1,99
ng/ml (51 individuos) ndo seriam indiciados a realiza¢éo de bidpsia, visto que a media do
racio (84,58%) é elevada (valor racio >20,0%).

O valor de racio mais baixo (maior probabilidade de realizacdo de bidpsia) incide
sobre individuos com valores de PSA superior a 10,0 ng/ml, que corresponde a quarenta
e trés individuos com uma média de idade de 73,34 anos.

3.2 Caracterizacao da subamostra de individuos na zona
cinzenta

Uma vez que o diagndstico precoce do cancro da prdstata devera requerer a
utilizacdo de valores de cut-off de PSA suficientemente baixos para detetar o maior
namero possivel de tumores ou potenciais portadores de tumores, estes valores originam
um dilema sem resolugéo que envolve o compromisso entre um grau de sensibilidade
suficiente e a especificidade elevada do método. A “zona cinzenta” para estes valores
situa-se entre 0s 4,0 e 10,0 ng/mL.

Do total de individuos sujeitos a analise quantitativa de PSA (15.369), mil e dez
apresentaram valores situados dentro do intervalo da zona cinzenta, correspondendo a
6,6%.
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3.2.1 Idade

De acordo com as recomendagdes da OMS, os individuos dentro dos valores de
referéncia de PSA ajustados a idade sdo apresentados na tabela seguinte (Tabela 12).

Tabela 12.
Distribuicéo de individuos por valores de referéncia de PSA ajustados a idade.

Numero de individuos

Total de

A 130,
individuos  Frequéncia% com valf)re_s, e AT
referéncia
<50 anos e PSA 22,5 ng/mL 2,47 25 4,81
250 e <60 anos e
PSA 23,5 ng/mL o0 10,69 108 20,77
260 e <70 anos e
PSA 24,5 ng/mL 19,80 200 38,46
270 anos e PSA 26,5 ng/mL 18,51 187 35,96
Total 51,48 520 100,00

Assim, pode-se constatar que ndo € possivel selecionar os dados consoante a idade
e valores de PSA total, de acordo com as recomendacdes estipuladas pela OMS. Caso se
aplicasse estas recomendacBes estariamos perante uma situacdo em que haveria a
exclusdo de muitos falsos negativos (48,52%), pelo que se optou por ndo fazer qualquer

analise mais aprofundada a esta subamostra.

3.3 Caracterizacao da subamostra de individuos submetidos a

bidpsia.

No periodo em estudo, entre as vinte e um mil cento e cinquenta e trés analises de
PSA e/ou PSA livre solicitadas foram realizadas no Laboratério de Anatomia Patoldgica
do Hospital Dr. Nélio Ferraz Mendonga cento e vinte e trés bidpsias a individuos com
suspeita de CP. Deste total de bidpsias, trinta e oito foram positivas, confirmando o CP e
oitenta e cinco foram negativas. Entre os quinze mil trezentos e sessenta e nove individuos
gue constituiam a nossa amostra, oitenta e dois (0,53%) foram submetidos a biopsia, nesta
vinte e sete apresentaram valores positivos (33%) e cinquenta e cinco apresentaram
valores negativos (67%) (Tabela 13).

A discrepancia no total de bidpsias realizadas deve-se ao fato de ndo se possuir

amostra para dosear, pois aquando do inicio do estudo ja havia bidpsias em curso.
Tabela 13.
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2014

Amostra dos individuos analisados ao PSA com apresentacdo do nimero de
biépsias realizadas.

Bidpsias

Realizadas Total de Individuos (n=15.369)

PSA Total

Bi6psias Bi6psias

Positivas Negativas
<4,0 ng/ml 8 34
4,0-10,0 ng/ml 82 6 13
>10,0 ng/ml 13 8
Total 27 55

3.3.1 Entidade requisitante

Os centros de satde foram 0s servicos que se destacaram nos pedidos deste tipo
de teste de diagndstico, provindo destes 69,51% do total de bidpsias requeridas. Os
restantes servicos solicitantes foram a consulta externa do hospital (16,51%), a urologia
(7,31%) e outros servigos (3,66%), pelo que se deduz que esta patologia tera interesse
clinico em outras areas de salde (Figura 16).

Entidade Requisitante

Frequéncia%

Figura 16.

Distribuicdo dos pedidos de bidpsias pelos diferentes servigos requisitantes. CDS -
Centros de salde, HCC-C - Consulta externa, OUT - Outros Servigos.

3.3.2 Origem geogréfica dos pedidos de bidpsia
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De acordo com a Tabela 14 e Figura 17, verifica-se que foi no concelho do Funchal
que houve uma maior quantidade de pedidos de bidpsia, contudo, pode-se constatar que
a maior percentagem de pedidos de bidpsia, relativamente a populagcdo masculina, teve
origem na Calheta (0,78%).

Tabela 14.
Quantidade de pedidos de bidpsia por concelho da Regido Auténoma da Madeira
em relacdo aos pedidos de andlise a marcadores.

Santa C.de Ponta

Concelho Total Funchal Cruz Lobos do Sol Calheta
Pedidos de 82 62 5 5 3 3
Biopsia
Bidpsia Positiva 27 18 2 2 2 1
Bi6psia Negativa 55 44 3 3 1 2
Pedidos de
analise a 15.369 8.556 1.462 1.442
marcadores
Sao Ribeira Porto Porto
Pedidos de
Biopsia
Biopsia Positiva 1 0 1 0 0 0
Biopsia Negativa 1 1 0 0 0 0
Pedidos de
analise a 557 926 494 597 352 125
marcadores

O concelho de Santa Cruz e Camara de Lobos, bem como, a Ponta do Sol e a Calheta
tiveram a mesma quantidade de pedidos de bidpsia. A Ribeira Brava, o Porto Moniz e o
Porto Santo ndo tiveram qualquer pedido de bidpsia.
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Distribuicio geogrifica

Figura 17.
Percentagem de pedidos de bidpsias relativamente a populagédo total de cada
concelho e a quantidade de pedidos de analise de PSA.

Em relacdo aos resultados das bidpsias (positivo ou negativo), Tabela 14 e Figura
18 verifica-se que apenas em Sao Vicente, as bidpsias com resultado positivo foram
superiores as negativas. Em Machico, a quantidade de bidpsias positivas foi igual a de
bidpsias negativas. Nos concelhos de Camara de Lobos e de Santa Cruz verifica-se que

quer o pedido de biopsias positivas quer o de negativas foi idéntico nos dois concelhos.

Distribuicio geografica

Figura 18.
Frequéncia de biopsias positivas (+) e negativas (-) por concelho, em relacéo ao
namero total de bidpsias.
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3.3.3 ldade

Na Tabela 15 é apresentada a distribuicdo de biopsias por faixas etarias, de acordo

com as recomendacdes da OMS.

Tabela 15.
Distribuicédo dos individuos submetidos a biépsia por faixas etarias e respetiva
percentagem em relacédo a quantidade de individuos sujeitos a analises do PSA.

Faixas etarias in-l;ic?;[/?liggs Frequéncia% de biépsias
<50 anos 2 2,44
250 e <60 anos 13 15,85
260 e <70 anos 26 31,71
270 anos 41 50,00
Total 82 100,00

A Tabela 16, ilustra que com o aumento da idade do utente, aumenta também a

quantidade de bidpsias realizadas.

Tabela 16.
Resultados das bidpsias realizadas aos individuos e frequéncia, por faixa etaria.

Biopsias Positivas Biopsias Negativas

Faixas etarias
N° Individuos Frequéncia (%) N° Individuos  Frequéncia (%)

<50 anos 0 0,00 2 3,64
>=50 e <60 anos 5 18,52 8 14,55
>=60 e <70 anos 9 33,33 17 30,91

>=70 anos 13 48,15 28 50,91
Total 27 100,00 55 100,00

A media etéria dos utentes com diagndstico positivo de CP por bidpsia positiva foi
de 68,2 anos e de utentes com diagndstico negativo (bidpsia negativa) foi 68,8 anos.

Pelos dados da Tabela 16 e da Figura 19 podemos observar que a percentagem de
bidpsias positivas e negativas mantém-se relativamente constante nas 3 faixas etarias
mais elevadas, com uma tendéncia de diminuicdo de bidpsias positivas com 0 aumento
da idade. E de salientar que nos individuos com idade inferior a cinquenta anos n&o se

detetaram biopsias positivas.
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Figura 19.
Distribuicdo de bidpsias positivas e negativas por faixas etarias.

3.4 Utilizacdo de marcadores seroldgicos na classificacdo dos
individuos, segundo o risco e diagnostico do cancro da
préstata

3.4.1 PSA total

Os intervalos de PSA total, clinicamente importantes, foram analisados. Estes
intervalos incorporam os valores de PSA Total entre 2,0 a 4,0 ng/mL, 4,1 a 10,0 ng/mL e
superior a 10,1 ng/mL (Tabela 17). Assim, a amostra utilizada nesta fase do estudo é
composta pelos vinte e cinco individuos submetidos a biopsia, com valores de PSA total
superior a 2,0 ng/mL (cujos resultados variaram de 2,88 a 29,16 ng/mL).

Tabela 17.
Distribuicdo de bidpsias positivas e negativas, segundo os intervalos de PSA.

T T o % cut off Réacio (%) ®
PSA (ng/mL) Total Bidpsias Biopsias Positivas PSA PSA I/PSA % de CP
4 2

2,0-4,0 50,00 18,14 18,18
4,1-10,0 12 3 25,00 12,92 27,27
210,1 9 6 67,00 15,27 54,55
Total Bidpsias 25 11 44,00 46,33 100
Siopsias e s
2,0-4,0 2 50,00 27,25 14,29
4,1-10,0 9 75,00 19,13 64,29
210,1 3 33,00 24,84 21,43
Total Bidpsias 14 56,00 71,22 100
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A idade média dos vinte e cinco individuos de raca caucasiana utilizados nesta parte
do estudo é de 71,3 anos (53-89 anos). Destes vinte e cinco individuos, 56% néo
apresentava cancro da prostata e 44 % apresentava (Tabela 18 e Figura 20).

Tabela 18.
Resultado das bidpsias por faixa etaria dos individuos com PSA Total superior a
2,0 ng/mL.
Faixa Etéaria Biopsias negativas Biopsias positivas
<50 anos 0 0 0
250 <60 anos 3 2 5
260 <70 anos 3 2 5
270 anos 8 7 15
Total 14 11 25

No geral, pode-se constatar que o grupo de individuos com cancro da prostata e sem
cancro da prostata sdo equivalentes em relacdo a média de idades (individuos doentes =
70,7 anos; individuos sem doenca = 71,8 anos). E de salientar que foram detetados dois
casos, homens com idade superior a setenta anos, com valores de PSA total menor ou

igual a 4,0 ng/mL, com cancro da préstata.

Faixa Etaria

* Bidpsias positivas  * Biopsias negativas

Figura 20.
Frequéncia do resultado das bidpsias por faixa etaria dos individuos com PSA
Total superior a 2,0 ng/mL.
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3.4.2 Cancro da préstata e PSA livre

No que respeita a percentagem de PSA livre, nos individuos com bidpsia positiva,
a maioria apresentava valores baixos de PSA livre em circulagéo (72,73% com PSA livre
menor que 20%). Da mesma forma, dos individuos com doenca, apenas 27,27%,

apresentavam um PSA livre maior que 20% (Tabela 19 e Figura 21).

Tabela 19.
Distribuicdo das bidpsias positivas, segundo os cut offs de PSA livre.

Biopsias Positivas ‘

Cut off PSA livre <20% >20% Total
NUumero de individuos 8 3 11
% Cancro Prostata 72,73 27,27 100

Média racio 12,73 21,61 34,34

Ao analisar cada cut off, separadamente, verificamos que sdo nos valores mais
baixos de %PSA livre, que encontramos a maior percentagem de individuos que
contrairam cancro da Prostata (72,73%). Nos individuos com %PSA livre mais elevado

observa-se uma diminuicdo na percentagem de cancro da prostata.

Biopsias Positivas vs cut off PSA livre

Figura 21.
Frequéncia do resultado de biépsias positivas segundo os cut off de PSA livre.

3.4.3 Correlacéo entre marcadores serologicos

Neste estudo os valores de [-2] proPSA variaram de 0,79 ng/ml a 118,37 ng/ml. Os
valores obtidos para o PSA total foram utilizados para analisar a existéncia de correlagdes
com os valores de PSA livre e de [-2] proPSA. Apesar do PSA ser o marcador seroldgico

mais usado no despiste de CP, este demostrou ser pouco robusto, como se pode verificar
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pela Figura 22 e Figura 23, pois a correlacdo entre este e 0s outros marcadores em estudo
(PSA livre e [-2] proPSA) revelou-se ser baixa (r?=0,2397 e r>=0,2462, respetivamente).
De igual modo, a Tabela 20 ilustra a diferenca entre a média de valores de PSA total em

individuos com bidpsia positiva e bidpsia negativa € pequena.

PSA Total vs PSA livre

PSA livre

0

PSA TOTAL

Figura 22.
Variacdo do PSA Total em funcéo do PSA Livre e céalculo da respetiva correlagéo,
para os 25 individuos submetidos a biépsia.

PSA Total vs [-2] proPSA

Figura 23.
Variacdo do PSA Total em funcao do [-2] proPSA e célculo da respetiva
correlacao, para os 25 individuos submetidos a bidpsia.
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Tabela 20.
Comparacao de valores médios de utentes com Patologia da prdstata e sem
patologia.

Presenca de Cancro (N=11) Auséncia de Cancro (N=14)

Média

Mediana Min Max Média Mediana

PSA (ng/mL) 10,56 10,57 2,88 29,18 7,96 5,83 3,12 | 25,22

PSALIVI® 439 114 042 305 1,63 119 031 514
(ng/mL)
[-2] proPSA 51 18 10,33 4,88 11837 1049 693 0,79 59,27
(pg/mL)

Idade (Anos) 70,73 73,00 55 88 71,79 73,50 53 89

3.4.4 Calculo do Beckman Coulter Phi

Como anteriormente referido (Tabela 17), cerca de 18% dos homens com cancro
da prostata, analisados neste estudo, possuiam um valor de PSA total <4 ng/mL, resultado
este que coincide com varios estudos ja efetuados, nomeadamente o de Thompson [103].

O Beckman Coulter Phi foi projetado para ajudar a identificar e a avaliar os utentes
que manifestam maior risco de vir a contrair CP, sendo, assim, um indice que resulta da
combinacdo de trés testes sanguineos automatizados, que avalia a probabilidade de um
individuo ter CP detetado por biopsia. O BC Phi é um valor calculado a partir do PSA,
PSA livre e pelo novo ensaio p2PSA, que mede a isoforma [-2] proPSA. E calculado com

base na formula matemaética [98]:

B [—2] proPSA

| = XV
Phi =5 aTivre P54
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A Tabela 21 apresenta a relacdo do Phi com o risco de um homem vir a contrair CP.

Tabela 21.
Variacao dos valores de Phi e o risco do individuo contrair CP [98].

Beckman Coulter Prostate
phiRange Cancer Probability
(Hybritech Calibration Risk of/Canger
of PSA, free PSA) Category
0-209 Low 4% |
21-399 Moderate 2A0% |
40+ Significant 44.0% '

O Phi facilita, consideravelmente, o diagndstico, tanto em termos de sensibilidade
(capacidade de detecdo de cancro) como de especificidade (capacidade de evitar um
resultado falso positivo). Além disso, ajuda na tomada de uma decisdo ponderada e
equilibrada do diagnostico e na realizagdo do pedido de bidpsia.

No célculo do Phi foram utilizados os individuos sujeitos a biopsia, com valores de

PSA superiores a 2,0 ng/mL (Tabela 22).

Tabela 22.
Variacéo dos valores do Beckman Coulter Phi na subamostra com 25 individuos.
Bidpsia positiva (B+); Biépsia negativa (B-).

Coeficiente Percentagem Percentagem
BC Phi %
0-20,9 Baixo 11 2 18,18 9 81,82
21-39,9 Moderado 9 5 55,56 4 44,44
240 Significativo 5 4 80,00 1 20,00

Pela analise da Tabela 22 referente aos pacientes com biopsia positiva, pode-se
observar que em relacdo ao valor de Phi houve mais pacientes que apresentaram risco
moderado (5 doentes) do que risco significativo (4 doentes), embora a diferenga néo seja

consideravel.
Relativamente aos pacientes com bidpsia negativa, na Tabela 23 é apresentado o

diagnostico associado, bem como a classificacdo do Phi e racio.
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2014

Doente Phi

10

11

12

13

14

Baixo

Moderado

Elevado

Racio

38,14

43,71

39,00

19,97

18,20

29,96

19,40

19,71

16,36

7,65

7,14

14,16

12,19

15,58

Tabela 23.
Diagnéstico anatomo-patolégico dos pacientes com bidpsia negativa.

Diagndstico

HBP

HBP

HBP de grande volume.

HBP e Prostatite

HBP de grande volume e Prostatite Cronica

HBP
HBP e Prostatite Cronica ligeira a
moderada agudizada.

HBP e Prostatite Cronica ligeira a
moderada agudizada.

HBP e Prostatite Cronica ligeira a
moderada agudizada.

HBP e Prostatite Cronica ligeira a
moderada agudizada.

HBP e Prostatite Cronica ligeira a
moderada agudizada.

HBP e Prostatite Cronica ligeira a
moderada agudizada.

HBP e Prostatite Cronica ligeira a
moderada agudizada.

HBP e Prostatite Cronica ligeira a
moderada agudizada.

Com base na Tabela 23, constata-se que o diagnostico de Hiperplasia Benigna da

Prostata e prostatite predomina entre os doentes com bidpsia negativa. De assinalar que

dos doentes com Phi baixo, cinco apresentavam um récio<20 (bidpsia negativa), sendo

explicado pelo fato destes sofrerem de prostatite, patologia que eleva os valores de PSA

total e diminui a %PSA livre. Nos doentes com Phi moderado e elevado, verificou-se que

todos possuiam racio<20 e HBP e Prostatite Cronica ligeira a moderada agudizada.
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3.4.5 Teste ROC

A possibilidade de utilizar o novo marcador serolégico [-2] proPSA como
alternativa para diminuir o nimero de biopsias e falsos positivos no diagnostico do CP

foi analisada atraves do teste de ROC.
Num primeiro estudo, utilizou-se como amostra todos 0s pacientes submetidos a

biopsias com PSA > 2,0 ng/mL (Figura 24).

Curva ROC

Crigem da curva

—Psa
—— PSALivre

ProPSA

0,5 —Phi
Linha de referéncia

0,64

Sensibilidade

0,4+

0,29 |

0p T T T
0,0 02 0.4 06 0,3 10

1 - Especificidade

Os segmentos diagonais sdo produzidos por vinculos.

Figura 24.
Célculo da curva ROC para os marcadores serolégicos PSA, PSA livre, [-2]
proPSA e Phi, utilizando a amostra dos 25 individuos submetidos a biépsia, com o
programa SPSS.

Entre as isoformas do PSA Total, o [-2] proPSA obteve a maior area sob a curva
(AUC) de 0,721 (sensibilidade de 90,9% e especificidade de 28,6%), sendo considerado
como o melhor preditor e melhor marcador. Quando o PSA, o PSA Livre e o [-2] proPSA
foram avaliados em conjunto para a determinacdo do Phi, pode-se verificar que tem um
valor de AUC semelhante ao do [-2] proPSA, sendo um valor de discriminacéo
significativo para o diagnostico do cancro da prostata, ou seja, um bom preditor para o
cancro da prostata. O pior preditor com valor de AUC significativo é o PSA, AUC=0,623

(Tabela 24).
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Tabela 24.
Valores obtidos no céalculo da area sob a curva ROC para os marcadores
seroldgicos (intervalo de PSA >2,0 ng/mL).

Intervalo de Confianca 95%

Variavel(eis) de resultado de Assintotico
teste Limite inferior Limite superior

PSA 0,623 0,391 0,856
PSA Livre 0,471 0,237 0,705
[-2] proPSA 0,721 0,519 0,922
Phi 0,734 0,533 0,935

De acordo com os critérios de interpretacdo do teste de ROC, nenhuma das curvas
é boa, pois os valores de AUC sdo inferiores ao intervalo ideal de 0,8 a 0,9. As variaveis
[-2] proPSA e Phi tém curvas com caracteristicas medianas (AUC de 0,7 a 0,8) e 0 PSA
tem uma curva com caracteristicas mas (AUC de 0,6).

Na avaliacdo da sensibilidade e especificidade dos testes tém de ser consideradas
as coordenadas da curva de modo a comparar diferentes pontos de corte (cut-off) (Anexo
Ne° 5).

Para o ponto de corte (cut-off) do [-2] proPSA (teste positivo se o valor de [-2]
proPSA for maior que 5,105) a sensibilidade do marcador é de 90%, significando que em
apenas 10% dos casos ha a possibilidade de se detetar falsos negativos, ou seja, do
paciente ser considerado erroneamente como ndo sendo CP doente (valores de cut-off
inferiores a 5,1). No entanto, a especificidade do [-2] proPSA ¢ inferior, existindo apenas
28,6% de hipdteses de ser diagnosticado um individuo como ndo doente, pelo que, esta
situacdo implica a existéncia de uma probabilidade de, em 71,4% de casos, 0s individuos
serem falsos positivos.

Na gama de valores de PSA total de 2,0 a 10,0 ng/mL, o [-2] proPSA €, novamente,

a isoforma do PSA que apresenta maior AUC de 0,758 (Figura 25 e Tabela 25).
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Figura 25.
Célculo da curva ROC para os marcadores serolégicos (intervalo de PSA 2,0 a
10,0 ng/mL), utilizando o programa SPSS.

De acordo com o ja referido, na analise do PSA, PSA livre e [-2] proPSA em
conjunto com a determinagdo do Phi observa-se que os valores de AUC do [-2] proPSA
e Phi sdo similares, o que faz destes marcadores os melhores preditores. O PSA, por
possuir um valor de AUC considerado como baixo (AUC 0,53), é pior preditor do que o
[-2] proPSA, apresentando o PSA livre o valor de AUC mais baixo de todos, sendo assim
0 PSA livre € o preditor que permite obter piores resultados no diagnostico do CP.

Tabela 25.
Valores obtidos no célculo da area sob a curva ROC para os marcadores
serolégicos (intervalo de PSA 2,0 a 10,0ng/mL).

Intervalo de Confianca 95%
Assintotico

Variavel(eis) de resultado de
teste Limite

Limite superior

inferior
PSA 0,530 0,209 0,852
PSA Livre 0,417 0,109 0,724
[-2] proPSA 0,758 0,528 0,988
Phi 0,758 0,522 0,993
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3.5 Classificacao de Gleason

A classificacdo de Gleason avalia o estado de diferenciacdo glandular, bem como o
crescimento do tumor em relacdo ao estroma prostatico. Quanto menor o seu valor,
melhor o progndstico do paciente [89,90].

No grupo dos individuos com a doenca, 63,6% dos homens apresentavam uma
classificacdo de Gleason superior a sete e 36,36% inferior a sete (Tabela 26), pelo que a

maior parte j& apresentavam um tumor menos diferenciado, logo mais agressivo.

Tabela 26.
Classifica¢@o de Gleason dos doentes com patologia da prdstata.

Classificacédo de Gleason Numero de doentes Percentagem (%)
<7 4 36,36
>7 7 63,64
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4. Discusséao

O cancro da prostata é uma das principais causas de morte na populagdo do sexo
masculino, prevendo-se um aumento progressivo da mortalidade devido a este cancro
[19,22]. Assim, um diagndstico precoce € imprescindivel para melhorar a esperanca de
vida destes individuos, pela diminuicdo da morbilidade e da mortalidade [66].

Desde de 1990, a descoberta da presenca do PSA no soro, tanto na forma livre como
na forma ligada a inibidores de proteases, particularmente a alfa-1-antiquimiotripsina e
as suas diferentes proporcbes no soro de individuos com e sem cancro da prostata,
originou o desenvolvimento de estudos e ensaios, com o objetivo de melhorar a
especificidade do diagnéstico do CP com os marcadores tumorais [48, 49].

Este estudo foi realizado com o proposito de caraterizar a amostra populacional
sujeita a analises de marcadores tumorais para o CP e estudar a incidéncia e prevaléncia
do CP na RAM, bem como avaliar a eficacia dos marcadores no diagnostico da doenca,
estimando-se o grau de concordancia entre os marcadores e as biopsias realizadas.

Os resultados obtidos mostram que a idade média dos individuos que realizaram
bidpsia a prostata situa-se nos setenta e um anos, sendo que 56% destas sdo negativas.
Comparando a idade dos individuos do estudo com as bidpsias realizadas, verificou-se
que a maior percentagem de CP depara-se na faixa etaria acima dos setenta anos. No que
respeita a relacdo do valor de PSA e a patologia associada, verificou-se que dos individuos
com CP, 18,18% apresentavam um valor de PSA total inferior a 4,0 ng/ml, o que significa
que, na auséncia de biopsia a prostata, a doenca nestes individuos passava despercebida
ao rastreio por PSA. 50% dos individuos com PSA<4,0 ng/ml apresentavam CP, um valor
considerado elevado, ndo espectavel, visto que, valores inferiores a este cut off sdo
considerados normais. Neste estudo foi possivel confirmar que quanto mais elevado é o
valor de PSA total maior, também, sdo as percentagens de bidpsias positivas. Para valores
de PSA> 10,0 ng/ml, 67% dos individuos apresentaram CP. Individuos com valores de
PSA total localizados na dita zona cinzenta (4,0 a 10,0 ng/ml) registaram uma menor
percentagem de CP (25%), contrariamente ao que seria de esperar.

Os resultados do estudo assemelham-se aos obtidos por Thompson et al. (2005)
[117] pois estes demonstram uma relevancia de cancro mais elevada entre dois mil
novecentos e cinquenta individuos aparentemente saudaveis [117]. Todos os homens
tinham niveis de PSA<3,0 ng/ml no inicio do estudo e no final, apds sete anos, todos
também possuiam niveis de PSA<4,0ng/ml. Os individuos com PSA <0.5ng/ml (0,6%)
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tinham CP e 26,9% dos individuos com niveis de PSA compreendidos de 3,1 a 4,0 ng/ml
também tinham a patologia [117]. Assim, destes individuos cujo valor de PSA era
considerado como um valor normal, 15%, apresentavam doenca. Estas situagoes
apresentam um paradoxo dificil. Uma proporcdo significativa de homens com um
pequeno foco de doenca latente estd destinada a nunca desenvolver um estado
clinicamente significativo. O uso do PSA no rastreio pode ser responsavel por um
possivel sobrediagnostico da patologia (capacidade do teste de rastreio identificar uma
situacdo patoldgica).

Relacionado a esta sobredetecdo encontra-se um tratamento, quer de cirurgia, quer
de radioterapia, quer outros, que em alguns casos é responsavel por uma deterioracdo
significativa e desnecesséaria da qualidade de vida dos individuos [117]. Draisma et. al
(2003) estimaram que aos 55 anos o teste do PSA resulta numa taxa de sobrediagnostico
de 27%, sendo que com o aumento da idade essa taxa sobe para os 56% [117]. Fatores
como o stress do diagnostico, nunca podem ser colocados de parte, pois a maior parte da
morbidade associada ao PSA estéa relacionada com os tratamentos que atualmente sdo
propostos aos doentes. Os homens com patologia num estado mais avangado aumentam
a probabilidade de complicacBes associadas ao tratamento (incontinéncia urinaria,
disfuncdo erétil, ansiedade) [117].

O centro Prostate, Lung, Colorectal and Ovarian Cancer realizou um ensaio nos
Estados Unidos da América (EUA), no qual ficou determinado o efeito do rastreio anual
do PSA na reducdo da mortalidade por CP [117]. O estudo incluia setecentos e sessenta
e seis mil novecentos e trinta e um (766931) individuos de dez centros de controlo
diferentes no periodo de 1993 a 2001. A populacéo foi dividida em dois grupos: um fazia
o controlo com o PSA e o outro ndo. No final, ndo houve diferengas significativas na
reducdo da mortalidade especifica por cancro entre os dois grupos de estudo [117].

A European Randomized Study of Screening for Prostate Cancer realizou um
estudo que vem contradizer o anterior. Este estudo incluiu 162243 individuos de sete
paises diferentes, num periodo de nove anos. O grupo em que o rastreio foi feito com o
PSA foram detetados cerca do dobro de casos da patologia. Do grupo que néo fez rastreio
com o PSA faleceram trezentos e vinte e seis individuos com CP e duzentos e catorze do
grupo que fez rastreio [117]. Douglas et al. (2005) verificaram que houve alterac6es na
pratica da biopsia da prostata, em termos de técnica e de tecnologia, 0 que leva a
alteracdes do valor preditivo do PSA em relacdo ao CP. Nos anos 90, a correlacdo entre
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0 PSA e o diagnostico de cancro por bidpsia era realizada de uma maneia diferente da
atual, pelo que essa correlacdo ja nao existe [117].

No estudo de Douglas et. al (2005) constata-se que a taxa de bidpsias positivas e
niveis de PSA<4,0ng/ml igualavam ou ultrapassavam os resultados positivos em
individuos com niveis mais elevados de PSA. Ora os resultados obtidos no presente
estudo, relativo ao Hospital Dr. Nélio Mendonca, em individuos com PSA<4,0ng/ml
também apresentam uma percentagem de CP superior a dos individuos com valores de
PSA na zona cinzenta (4,0 a 10,0ng/ml).

Segundo estes estudos, 0 PSA ja ndo se correlaciona da mesma maneira com as
biopsias positivas como ja acontecia no passado. Visando aumentar a especificidade da
analise, vérias investigacdes foram feitas com base nas diferentes isoformas do PSA
[117]. O doseamento do PSA livre surge como o segundo marcador mais estudado para
a detecdo de CP. A %PSA livre € menor em individuos com CP por razfes ainda ndo
encontradas [117]. Neste estudo e nesta populacdo em especifico, verifica-se que existe
uma relagdo entre o diagnostico do CP e o valor de PSA livre. Dos individuos
diagnosticados com CP, mais de metade (72,73%) aponta %PSA livre <20, pelo que,
antes da realizacdo da biopsia, permitiria prever o cendrio de patologia como provavel.
Verifica-se que cerca de 27,27% dos individuos com patologia, apresentava uma %PSA
livre >20, 0 que seria de esperar, visto que com o0 aumento da %PSA livre, decresce 0
ndmero de doentes por CP. O uso do PSA livre é cada vez maior , pois aumenta a
especificidade do PSA total no diagnéstico de CP. Estudos recentes vém comprovar que
o valor da %PSA livre reduz a taxa de bidpsias desnecessarias em 47%, em individuos
com PSA>4,0ng/ml. Em média, o uso da %PSA livre, elimina de 20 a 40% de bidpsias
desnecessarias, aumentando assim a especificidade do PSA. O uso do PSA livre é viavel
para aumentar a acuidade diagndstica do PSA total[117].

Considerando a amostra inicial, verifica-se que a maior parte (79,39%) dos pedidos
de analise de marcadores serologicos tiveram origem em Centros de Saude, seguidos
pelos da Consulta Externa (10,23%) e pelos servigos de Medicina (1,02%) e Urologia
(0,53%) do Hospital Dr. Nélio Mendonga. Poder-se-a inferir que a elevada percentagem
de pedidos que provieram dos Centros de Saude tém origem em analises pedidas em
consultas de rotina, uma deducao que pode ser evidenciada pela elevada percentagem de
pedidos com esta descricdo (39,08%), e por seguimento posterior do paciente com
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suspeita de CP. Esta ultima situacéo é corroborada pela elevada percentagem (a maior —
60%) de pedidos de biopsia provenientes destes espagos.

O facto de haver uma grande percentagem de anélises de rotina permite-nos deduzir
a opgdo correta dos clinicos, pois como anteriormente referido o diagndstico precoce da
patologia € a melhor forma de incrementar a qualidade de vida de um paciente afetado
por CP ou mesmo por outra patologia [66].

Relativamente a origem geogréfica dos pedidos, foi um dos concelhos mais
pequenos da RAM em termos demograficos (Santana), que apresentou, percentualmente,
a maior quantidade de pedidos, relativos a populacdo masculina existente nesse concelho.
Novamente, esta elevada quantidade de pedidos podera estar relacionada com analises
rotineiras, uma vez que, de entre 0s novecentos e vinte e seis pedidos, foi apenas um
individuo com suspeita de CP submetidos a bidpsia, verificando-se ser um caso negativo.

Uma vez que os niveis de PSA aumentam com a idade, devido ao aumento do
tamanho da prostata [51,66], é importante efetuar uma distincdo entre grupos etarios,
assim, ao agrupar os individuos submetidos a analises de marcadores serolégicos de
acordo com as recomendagdes da OMS, verifica-se que a quantidade de pedidos para
analise de PSA mantém-se relativamente constante ao longo das quatro faixas etarias
consideradas (<50, >50 e <60, >60 e <70 ¢ >70 anos). Da mesma forma, era expectavel
um aumento dos pedidos de bidpsias ao longo das faixas etarias recomendadas pela OMS,
tal como se veio a confirmar. O facto de haver uma ligeira diminuicdo na percentagem de
casos positivos no grupo etario mais elevado possivelmente podera denotar que houve
um maior cuidado em detetar a patologia no seu estado inicial ou podera ainda resultar
das alteracOes a nivel do ambiente e do estilo de vida.

Saliente-se que esses fatores podem ser 0s responsaveis pelo surgimento cada vez
mais precoce do CP [36,37,38].

As varias formas truncadas e de comprimento completo do proPSA [-2], [-4], [-5],
[-7], bem como a soma destas formas, tém vindo a ser utilizadas para a detecdo e o
diagnostico do cancro da prostata, sendo que no geral, a forma [-2] proPSA demonstra
um maior valor. O [-2] proPSA é o candidato mais promissor na busca de marcador
serolégico com maior especificidade e sensibilidade no diagnéstico desta patologia
[104,105,106,107,108]. Num estudo de Catalona et.al (2004) [106], que envolveu mil e
noventa e um homens, determinou-se que o [-2] proPSA foi o marcador com maior

especificidade na detecdo do cancro da prostata [106]. A percentagem de detecdo da
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patologia e os valores de score de Gleason maior ou igual a sete aumentam com o0 aumento
dos niveis de [-2] proPSA, sugerindo-se assim, que o marcador pode melhorar de forma
significativa o diagndstico clinico do cancro [106]. Em 2010, Sokol et.al (2008) [105],
conduziram um estudo de validagéo, patrocinado pelo Instituto Nacional de Cancro, que
avaliou a especificidade e sensibilidade do PSA, PSA Livre e [-2] proPSA, usando para
esse, amostras de soro de cento e vinte e trés homens. Os autores comprovaram que o [-
2] proPSA foi o preditor mais preciso para 0 cancro da prostata, especialmente em
individuos com teores de PSA no intervalo de [2,0-10,0 ng/mL] [105].0O presente estudo,
vem corroborar essa constatacdo contudo, ndo € possivel efetuar comparacdo de valores,
uma vez que o estudo de Sokol et.al (2008) [105], fundamentou-se num ndmero muito
superior de amostras.

Esta pesquisa adiciona informag&o sobre a utilidade clinica do [-2] proPSA como
um marcador de cancro da prostata, em virtude de ser a primeira avaliacdo da sua
potencial utilidade na triagem da populacdo e por fornecer comparacgdes da sua eficacia
com a do PSA total e livre,

Embora estudos anteriores mostrem a potencial utilidade clinica do [-2] proPSA a
partir de amostras armazenadas, até ao momento nenhum avaliou a variacdo do [-2]
proPSA, numa amostra que resulte da pratica clinica real. Refira-se que os estudos
prospetivos sdo vantajosos na avaliacdo de marcadores tumorais, minimizando a
inviabilidade de dados, o armazenamento das amostras e a interpretacdo dos dados
[109,110]. No que diz respeito a generalizacdo de resultados, a distribuicdo de PSA e de
bidpsias realizadas sdo equiparados a outros estudos ja feitos. A taxa global de detecdo
de cancro da préstata em 45,4% na populacdo, com niveis de PSA entre [2,0-10,0 ng/mL]
é consistente com a literatura [111,112,113].

A proporcdo de 40% dos cancros com score de Gleason maior ou igual a sete
também é comparavel com outros estudos [105,106,114]. Apesar do pequeno namero de
individuos utilizados, os dados a nivel da populagdo sdo representativos de homens
submetidos a rastreio de cancro da prostata.

Os resultados confirmam que a utilizagdo dos valores do PSA livre juntamente com
0 [-2] proPSA podem melhorar significativamente a precisdo global do diagnéstico em
individuos, com uma concentracao de PSA total de [2,0-10,0 ng/mL] [105,106,108,115].
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Apesar dos valores de PSA total dos individuos serem similares, o uso do [-2]
proPSA permitiu discrimina-los entre individuos com cancro da prostata e sem cancro,
sendo esta distingdo confirmada por bidpsia.

A combinagdo do PSA livre e [-2] proPSA poderé levar a uma maior discriminacéo
entre casos benignos e o cancro do que em qualquer um dos outros parametros. Neste
ambito, constata-se que o Phi pode ser utilizado para avaliar o risco de forma mais precisa
para uma bidpsia positiva. O Phi é um indice matematico que quando combinado com o
PSA total, livre e [-2] proPSA nos d& maior precisdo a nivel do diagndstico, com
vantagem de ser adequado no diagnéstico individual dos testes. Devido ao baixo nimero
de amostras recolhidas de individuos com biopsia da prostata e as limitacdes no nimero
de anélises de [-2] proPSA disponiveis (mé&ximo), estes resultados, apesar de promissores,
exigem validagdo com a utilizagdo de um numero superior de individuos. Neste estudo é
digno de registo o caso excecional de dois homens com valores de PSA total inferior a
4,0 ng/mL, com idade superior a setenta anos, com biopsia realizada, apds varias queixas
(com um valor de Phi calculado posteriormente e considerado um valor de risco
moderado), onde se confirmou cancro da prdstata, quando todos os demais marcadores
indicavam a auséncia de patologia. Uma vez que na avaliacdo da sensibilidade e
especificidade dos marcadores serologicos foram utilizadas amostras de individuos que
realizaram bidpsia com valores de PSA total superiores a 4,0 ng/mL, alguns pacientes
podem ter sido aconselhados pelo seu médico a nédo realizacdo imediata da bidpsia visto
ndo haver dados que levassem a manifestacdo da doenca, podendo estes casos afetar os
resultados do estudo.

Na anélise ROC, os valores de AUC foram maiores e mais robustos para o [-2]
proPSA em relacdo ao PSA total e PSA livre, sugerindo que este marcador pode ser Util
para melhorar o diagnostico, reduzindo a morbilidade e os custos relacionados com a
realizacdo de bidpsias a prostata consideradas desnecessarias. Neste estudo, o [-2]
proPSA foi a isoforma do PSA com maior apresentacdo, com melhor utilizacéo a nivel
de diagndstico na gama de [4,0-10 ng/mL] e de [2,0-10 ng/mL]. Em valores de PSA no
intervalo de [4,0-10 ng/mL], a area sob a curva ROC do [-2] proPSA foi de 0,734, em
comparacdo com o PSA que foi de 0,623, com uma sensibilidade de 90,9% e uma
especificidade de 28,6%. Num rastreio com homens cujos niveis de PSA encontravam-se

na gama dos [4,0-10 ng/mL] foi obtida uma curva AUC de 0,69 para o [-2] proPSA, com
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sensibilidade de 95% e especificidade de 19%, o que foi superior a todas a outras formas
de PSA [85].

Mais estudos séo necessarios para validar o uso do [-2] proPSA e quaisquer outros
indices associados como ferramentas de triagem e definicdo dos valores de corte clinicos
(cut-off). Neste sentido a United States Food and Drug, esta a desenvolver um estudo com
0 objetivo de aprovar o [-2] proPSA como auxiliar na detecdo precoce do cancro da

prostata.
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Conclusao

Pela analise dos dados obtidos, verifica-se que existe uma grande preocupacao por
parte dos clinicos em efetuar uma detecdo precoce do Cancro da Prdstata, visivel no
elevado numero de pedidos de analise a marcadores serologicos, comparativamente a
quantidade de biopsias efetuadas.

A percentagem de doentes assistidos no Hospital Dr. Nélio Mendonca com CP
diagnosticados por bidpsia ndo é muito elevada para niveis de PSA total <4,0ng/ml (dois
€asos).

A %PSA livre representa uma ferramenta muito Util no que concerne ao aumento
da sensibilidade e especificidade do PSA. Nos doentes estudados, observou-se uma
relacdo entre os valores baixos de PSA livre e CP.

Embora atualmente persista alguma controvérsia nas linhas de orientacdo, compete
ao médico adotar a melhor forma de em cada caso informar o doente do seu estado clinico.
Compete-lhe por um lado aconselhar e encorajar o doente e por outro lado informar-lhe
da patologia, para que em equipa possam estabelecer a melhor forma de combate-la.

A maior percentagem de CP confirmado foi encontrada na faixa etaria maior ou
igual a setenta anos. O uso de [-2] proPSA em combinacdo com PSA total e PSA livre,
com célculo do indice matematico Phi, proporciona uma maior eficacia na discriminacéo
entre a doenca benigna e a patoldgica, em homens com niveis de PSA total entre os [2,0-
10,0 ng/ml]. Contudo, estudos de validagdo s&o necessarios para determinar a

incorporacdo deste marcador na pratica clinica.
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Anexo N° 1 — Pedido de autorizacao e autorizacdo a Comissao de ética do
SESARAM.

Documento N° 1 — Proposta

Centro Hospitalar do Funchal, Projeto 1
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UNIVERSIDADE da MADEIRA

PROPOSTA PARA PROJECTO DE MESTRADO 2010/2011
BIOQUIMICA, ESPECIALIDADE EM BIOQUIMICA APLICADA

TITULO: Estudo da incidéncia do cancro da prostata na RAM e avaliagio da sua detecgio precoce,
através da associacdo do marcador -2 proPSA ao PSA e PSA livre.

SUPERVISAO: Miguel Angelo Carvalho, CCCV/ UMa.

CO-SUPERVISAOQ: llidio Rodrigues Ornelas, Servico de patologia clinica, CHF. LOCAL DE

EXECUCAO DOS TRABALHOS: Laboratério de Patologia Clinica, Hospital Dr. Nélio Mendonga.

DESCRICAO DO TRABALHO. Backgroud O cancro da prostata afeta os homens, sendo lider em
individuos, com idade avancada (acima dos 40 anos), mas quando detetado atempadamente (confinado
ao 6rgdo), é potencialmente curavel por prostatectomia radical. A determinacdo da incidéncia da
doenca é essencial para se delinearem estratégias de abordagem, recursos a programar e impacto quer
social, econémico e/ou legislativo, dado o enorme impacto social e para a salde publica que este tipo
de patologias implica. Por sua vez o diagnostico atempado do cancro permite evitar ou retardar as
taxas de mortalidade. Pelo que a dete¢do deste cancro realiza-se, através do exame clinico rectal ou de
anélises clinicas, com a dete¢do dos marcadores PSA e PSA livre. O antigénio especifico da Préstata
(PSA) é um dos poucos marcadores tumorais organo-especifico que permite diagnosticar o cancro,
dependendo a eficacia da sua dete¢do e a despistagem falsos positivos e/ou negativos, de varios
fatores, como sejam os valores dos marcadores no sangue, da idade, etc.. Nas situacdes de divida do
diagndstico o recurso a bidpsia, com as consequéncias traumatica e financeiras decorrentes afigura-se
como a decisdo de recurso para confirmar o diagnostico clinico. O desenvolvimento e validagéo de
novos testes de diagnostico adquirem enorme importancia. Dado ndo existir nenhum estudo sobre o
tema proposto na Regido da Madeira, torna-se pertinente abordagem e realizacéo do projeto proposto.
Objetivo Determinar a incidéncia dos doentes com cancro na prostata na Regido da Madeira, através
de marcadores seroldgicos entre 2011-2012 e avaliar o rigor do diagnoéstico clinico.

Metodologia: Efetuar um levantamento dos doentes existentes, através da analise dos marcadores
seroldgicos positivos, PSA, PSA livre, -2 proPSA, durante o periodo de 1 ano. Determinar a incidéncia
do cancro entre os individuos do sexo masculino na Madeira. Utilizar o teste de diagndstico -2 proPSA
na confirmag&o dos casos considerados positivos com base nos valores de PSA, do teste rectal ou da
bidpsia. Comparar métodos e ver os melhores marcadores de rastreio da doenga. Serdo aplicados
métodos estatisticos adequados para a analise dos dados.

Bibliografia:

Gjertson, CK, Albertsen, PC. (2011). Use and assessment of PSA in prostate cancer. Med Clin
North Am 95(1):191-200.Catalona, WJ, Smith, DS, Ratliff, TL, Dodds, KM, Coplen, DE, Yuan,
JJ, (1991).Measurement of prostate-specific antigen in serum as a screening test for prostate
cancer.N Engl J Med 324(17):1156-61.

90



“Estudo da incidéncia do cancro da prostata na RAM e avaliagado da sua detecéo precoce, 2014
através da associacédo do marcador [-2] proPSA ao PSA e PSA livre.”

Documento N° 2 — Formalizacao de projeto de mestrado, CHF.

Esclarecimentos adicionais

Miguel Angelo Almeida Pinheiro Carvalho

Universidade da Madeira

Campus da Penteada Ex.mo Sr.

9020-105 Funchal Presidente do Conselho Administrativo
Servico de Saude da RAM, EPE
Avenida Luis de Camdes, n° 57
9004-514 Funchal

Sua Comunicacéo de S/Ref.: N/Ref.: Data:
96a.CCCV.0OP1107-10-2011

Assunto: Formalizacéo de projecto de mestrado, CHF. Esclarecimentos adicionais

Exmo. Sr. Presidente,

No seguimento do nosso requerimento 96.CCCV.OP11, datado de 05 de Agosto ultimo
foram solicitados, pela Comissdo de Etica esclarecimentos, adicionais sobre o projecto
de mestrado de Dulce Helena Fernandes da Silva sob o tema “Estudo da incidéncia do
cancro da préstata na RAM e avaliacéo da sua deteccao precoce, através da associacao

do marcador -2 proPSA ao PSA e PSA livre”, os quais remetemos em anexo.
Ciente da atencdo que nos sera dispensada, subscrevo-me com a maior atengao.

Com os melhores cumprimentos,

@M‘MM‘ (Miguel

Angelo Carvalho
Professor Associado Agregado)
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Resumo do Projecto

Contextualizacao

O projecto tem por finalidade o estudo da incidéncia do cancro da préstata na Regido
Auténoma da Madeira. E, a avaliacdo da sua deteccdo precoce, através da analise e
associacao dos marcadores soroldgicos -2 pro-PSA, PSA e PSA livre.

O trabalho sera realizado pela Dulce Helena Fernandes Silva, adiante referida como
investigadora, no ambito do projecto de mestrado do 2° ciclo de Bioquimica,
especialidade em Bioquimica Aplicada da Universidade da Madeira, sob orientac&o e co-
orientacéo do Professor Doutor Miguel Angelo Carvalho, Universidade da Madeira, e do
Dr. Ilidio Rodrigues Ornelas, Servico de Patologia Clinica do Hospital Dr. Nélio
Mendonca.

O projecto tem por natureza um estudo clinico, que sera realizado no laboratério de
Patologia Clinica do Hospital Dr. Nélio Mendonca, sob a supervisdo da Dra. Graca
Andrade, Directora de Servico.

Este tipo de investigacdo ja foi testado anteriormente noutros paises, em Portugal e na
Regido Autonoma da Madeira, sera realizada pela primeira vez o que € inovador, uma
vez que ao comprovar a hipétese em estudo, sera relevante para todos os pacientes, hdo

sendo violada a privacidade destes.

1. Sumario

Remetido em conjunto com o requerimento a 05 de Agosto Gltimo.

2. Metodologia
2.1 Objetivo:
Estudar a possibilidade de reduzir o nimero de bidpsias, recorrendo ao uso de novos
marcadores tumorais, [-2] pro-PSA, comprovando uma técnica menos invasiva de
rastreio do cancro da prostata nos pacientes.
2.2 Desenho
O estudo proposto e a respetiva investigacdo séo constituidos por trés etapas:
Etapa |
i) Detecgédo de pacientes com valores de PSA compreendidos entre os 4,0 e 10,0

ng/ml (denominada de zona cinzenta dos cut-off de diagndstico), que serdo
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seleccionados para figurar num grupo de estudo, ao qual sera aposto um grupo
controlo de igual dimens&o de pacientes, com valores normais de PSA.

i) Analise e tratamento estatistico da amostra, segundo as guidelines recomendadas
pela Organizagdo Mundial de Saude.

iii) Doseamento do [-2] pro-PSA em todos os pacientes da amostra e calculo do PHi
Score ([-2] pro-PSA / PSA Livre x PSA ?),

iv) Analise da eficacia dos novos marcadores, através da comparacao dos valores do
PHi Score com os resultados das bidpsias efectuadas aos pacientes de grupo

estudo.

Etapa Il

i)  Os pacientes serdo classificados, de acordo com nimero 2.2, etapa |, alinea i), e
as amostras serdo seleccionadas para separacdo de uma quantidade de soro em
aliquotas etiquetadas com o n° do paciente/utente, idade, niUmero de processo e
Servigo requisitante.

i) As amostras serdo conservadas a -20°C para posterior doseamento do [-2]
proPSA.

iii) Doseamento do marcador tumoral [-2] pro-PSA nas amostras, através de
electroquimioluminescéncia.

iv) Terminada a fase experimental proceder-se-a, a determinagdo do PHi Score,

através da formula mencionada anteriormente.

Etapa Il

i)  Tratamento estatistico dos resultados, utilizando ferramentas estatisticas rubostas
e teste paramétricos e ndo paramétricos para deteccdo de correlagdes entre 0s
diferentes parametros em estudo;

i) Elaboracdo de tese de mestrado, a qual sera alvo de discusséo publica, de acordo
com as regras do regulamento dos 2% Ciclos da Universidade da Madeira.

Amostra

A dimensdo da amostra estara dependente da populacdo de utentes pacientes sob
seguimento clinico no periodo entre Setembro de 2011 e Marco de 2012. No entanto, a
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dimensdo minima recomendada para a amostra € de 100 a 200 pacientes por grupo de

estudo e controlo.

Procedimentos de recolha de amostras e dados

A metodologia utilizada na recolha e processamento das amostras e dos dados associados,

relativos aos pacientes sera a seguinte:

D)

No final do periodo laboral, a investigadora consultara, diariamente o sistema
informéatico ModLab, seleccionando todas as analises, com os valores referidos
no numero 2.2, alinea i). No sistema informatico, a investigadora tera acesso
apenas ao nome do utente, nimero de analise, niUmero de processo, data de
colheita, servico requisitante e por vezes o diagnostico.

i) Consulta de todos os Processos Clinicos para obtencdo de dados clinicos
relativos a realizacdo de biopsia e diagnostico clinico do cancro da prostata sera
realizado por via indirecta a partir do portal VIA RED MED pela Directora de
Servico. E de salientar que a investigadora ndo tem acesso a este tipo de portal o

que preserva qualquer dado do utente.

Condic¢des materiais

A realizacdo do presente estudo ndo acarreta custos adicionais paro o SESARAM, dado

que:

i)

Os pacientes que integrardo a amostra sdo utentes da CHF, que sdo submetidos a
analises clinicas de rastreio do cancro da prospata por requisi¢ao dos servicos;

A investigadora realizara os trabalhos relativos ao presente estudo em periodo
pos-laboral,

As andlises suplementares utilizardo um kit fornecido gratuitamente por uma casa
comercial, devido ao elevado interesse cientifico no projecto e a necessidade de
validar a utilizacdo do marcador tumoral [-2] pro-PSA, como um novo teste de

diagnostico ndo evasivo e mais eficaz.
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Documento N° 3 — Autorizag&do da comisséo de Etica do SESARAM ao

pedido de projeto de mestrado.

N\

¢

REGIAO AUTONOMA DA MADEIRA
SERVICO DE SAUDE DA REGIAO AUTONOMA DA MADEIRA, E.P.E.

Comissao de Etica para a Satde 7
do

SESARAM,EPE /

Parecer n° 49/2011

0 Pedido:

Recebido do Conselho de Administracdo do SESARAM E.P.E.
para parecer, pedido de autorizacdo de Miguel Angelo cCarvalho,
Professor Associado Agregado da Universidade da Madeira, na
qualidade de orientador da Tese de mestrado de Dulce Helena
Fernades da Silva, funciondria do SESARAM, E.P.E., para que
esta aceda e utilize dados no dmbito do desenvolvimento da sua
Tese de Mestrado “Estudo da incidéncia do cancro da préstata
na RAM e avaliacdo da sua detecgdo precoce, através da
associagdo do marcador - 2 proPSA ao PSA e PSA Tivre”.

Parecer:

A CES/SESARAM,EPE, organizada e a funcionar de acordo com os
requisitos das Normas da Boa Pratica Clinica (ICHGCP
Guidelines) e da Tegislacdo nacional em vigor (Dec. Lei n°
97/95, de 10 de Maio), composta por Dr. Ricardo Santos, Médico
e Presidente, Dr.2® Raquel Tranquada, Médica, Enfermeira Isabel
Santos, Dr.? Joana Dias, Juiza,e, Dr. José Manuel Freitas,
Teélogo, na sua reunido de 13 de Setembro de 2011, decidiu,
por unanimidade, emitir Parecer Favordvel ao pedido acima
identificado, nos precisos termos em que o mesmo foi
apresentado, por ndo levantar quaisquer prob1emas de
ordem ética.

Funchal, 25 de Outubro de 2011

0 Presigente da CES

Ricardo Santos)

[=] Avenida Lufs de Camdes - 9004-514 Funchal ~ ®291 705612 (2291 743783
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Anexo N° 2 — Calibracdo do Access Hybritech p2PSA

SESARAM EPE

Lab Patologia Clinica
Calibracion Data Report

UniCel DxI 800, Access Immunoassay System

S/N 602159, Version 4.4

Test Name:

Reagent Lot:

Calibrated:
Expiracion:
Comment:
Stated
pg/mL
SO0 0.00
SO0 0.00
Mean
S1 9.93
S1 9.93
Mean
S2 20.00
S2 20.00
Mean
S3 48.49
S3 48.49
Mean
S4 102.79
S4 102.79
Mean
S5 498.99
S5 498.99
Mean
S6 4953.98
S6 4953.98
Mean

Conc.

p2PSA
230190

11/10/13 13:30
08/11/13 13:30

RLU
7610
7393
7501.50
27589
26518
27053.50
44800
45921
45360.50
104214
103524
103869.00
199511
191890
195700.50
944885
943951
944418.00
9118248
8875206
8996727.00

1SD

153.44

757.31

792.67

487.90

5388.86

660.44

171856.65

96

Status:
Reason:
Cal Lot:

Last Run; Active

Passed
324617

Calculated

%CVpg/mL

2.05

2.80

1.75

0.47

2.75

0.07

191

0.05

No Value
0.05
10.53
9.97
10.25
19.57
20.16
19.86
50.90
50.53
50.72
101.66
97.59
99.63
500.63
500.13
500.38
No Value
4885.12
4885.12

Conc.
Flags
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Anexo N° 3 — Controlos do Access Hybritech p2PSA
Controlo nivel 1

SESARAM EPE

Lab Patologia Clinica
QC Data Report
UniCel DxI 800, Access
Immunoassay  System  S/N
602159, Version 4.4

Test: p2PSA Start Date:  10/10/13
Control: p2PSA-1 End Date:  16/10/13
Control Lot: 326815 Points:1
Expiréacion: 30/04/14 Mean: 19.461
Stated Mean: ~ 20.6100 SD: No Value
Stated SD: 1.5500 %CV: No Value
Des. Pipettor:  N/A Units:  pg/mL
Value SDI QC Rules  Comment Reagent Lot
Completion Omit Pipettor
19.46 pg/mL -0.7  11/10/13 230190 2
13:54
QC Rules: 1=1-2s; 2=2-2s; 3=1-3s; 4=4-1s; X=10x
Pagel of
1

TechnologistPrinted 24/02/14 14:37
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Controlo nivel 2

SESARAM EPE

Lab Patologia Clinica
QC Data Report
UniCel DxI 800, Access
Immunoassay  System  S/N
602159, Version 4.4

Test: p2PSA Start Date:  10/10/13
Control: p2PSA-2 End Date:  16/10/13
Control Lot: 3268152 Points:2
Expiracion: 30/04/14 Mean: 158.587
Stated Mean:  187.7000 SD: 2.349 1.48
Stated SD: 14.0800 %CV:  pg/mL
Des. Pipettor:  N/A Units:  Comment Reagent Lot
Value SDI Completion QC Rules Omit Pipettor
160.25 pg/mL -1.9 11/10/13 230190 2
13:54
-2.2 14/10/13 *1* 230190 3
156.93 pg/mL 17:28
QC Rules: 1=1-2s; 2=2-2s; 3=1-3s; 4=4-1s; X=10x
Pagel of
1

TechnologistPrinted 24/02/14 14:37
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Controlo nivel 3

SESARAM EPE

Lab Patologia Clinica
QC Data Report
UniCel DxI 800, Access
Immunoassay  System  S/N
602159, Version 4.4

Test: p2PSA Start Date:  10/10/13
Control: p2PSA-3 End Date:  16/10/13
Control Lot: 3268153 Points:1
Expiracion: 30/04/14 Mean: 995.398
Stated Mean:  965.5000 SD: No Value
Stated SD: 72.4500 %CV: No Value
Des. Pipettor:  N/A Units:  pg/mL
Value SDI QC Rules  Comment Reagent Lot
Completion Omit Pipettor
995.40 pg/mL 0.4 11/10/13 230190 2
13:55
QC Rules: 1=1-2s; 2=2-2s; 3=1-3s; 4=4-1s; X=10x
Pagel of
1

TechnologistPrinted 24/02/14 14:38
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Anexo N° 4 — Valores médios de doentes com CP e doentes sem CP para
valores de PSA Total de 2,0 - 10,0 ng/mL e de 4,0 a 10,0 ng/mL.

total de 2-10 ng/mL.

Comparacdo de valores médios de doentes com CP e sem CP para valores de PSA

Cancro Auséncia de Cancro
Média Mediana |N| Média Mediana | N
PSA (ng/mL) 5,27 4,63 5| 5,56 4,69 11
PSA Livre (ng/mL) 0,75 0,61 5| 1,04 0,98 11
[-2]ProPSA (ng/mL) 10,59 7,87 5| 6,12 6,12 11
Idade (Anos) 71,00 73,00 5| 71,36 73,00 11

total de 4-10 ng/mL.

Comparacdo de valores médios de doentes com CP e sem CP para valores de PSA

Cancro Auséncia de Cancro
Média Mediana |N| Média Mediana | N
PSA (ng/mL) 6,66 6,01 3| 6,08 4,74 9
PSA Livre (ng/mL) 0,87 1,05 3| 1,07 0,98 9
[-2] proPSA (ng/mL) 12,78 10,74 3| 7,01 7,11 9
Idade (Anos) 67,00 73,00 3| 72,22 73,00 9
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Anexo N°5 — Coordenadas da curva ROC (Bidpsias positivas e negativas)

Coordenadas da curva

102

Variavel(eis) de resultado de | Positivo se maior ou Sensibilidad 1-
teste igual a® ensibiiidade Especificidade
1,8800 1,000 1,000
3,0000 ,909 1,000
3,2100 ,909 ,929
3,3900 ,909 ,857
3,8000 ,818 ,857
4,1650 ,818 , 786
4,2750 ,818 714
4,4850 ,818 ,643
4,6600 127 643
4,7150 A27 571
5,3750 127 ,500
6,4650 ,636 ,500
7,3250 ,636 429
PSA 7,9850 ,636 ,357
8,7850 ,636 ,286
9,5450 ,545 ,286
10,1650 945 214
10,9250 ,455 214
11,4150 ,364 214
11,7100 273 214
12,2600 273 ,143
12,9150 ,182 ,143
13,8850 ,182 ,071
19,9050 ,091 ,071
27,1900 ,091 ,000
30,1600 ,000 ,000
-,6900 1,000 1,000
,3650 1,000 ,929
,4800 ,909 ,929
,5750 ,818 ,857
,6200 727 ,857
,6850 127 ,786
PSALivre ,7450 ,636 ,786
,7900 ,636 714
,9050 ,636 ,643
1,0150 ,636 571
1,0950 ,545 571
1,1650 ,455 571
1,3000 ,455 429
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2014

ProPSA

Phi

1,4150
1,4600
1,5150
1,7900
2,1000
2,2600
2,5150
2,8550
3,4900
4,5350
6,1400
-,2100
1,8400
3,3050
4,1000
4,6800
5,1050
5,7250
6,4300
6,9100
7,0950
7,3100
7,6650
7,8450
8,1900
8,7450
9,6550
10,5350
10,7600
10,7950
11,6300
13,2150
16,8550
21,6450
41,4150
88,8200
119,3700
,172620350319160

2,112822824478490
4,607307214878448
6,887798725054424
8,705998235978342
10,961265304698543
12,586067509754780
13,771079695957052
15,057612976203474
16,598582754493194
19,082264396638550
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,364
,364
,364
273
273
,182
,182
,091
,000
,000
,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
,909
,909
,909
,909
,818
,818
127
127
,636
,636
,545
,455
,364
,364
,364
,364
273
,182
,091
,091
,000
1,000

1,000
1,000
,909
,909
,909
,909
,909
,909
,818
,818

429
,357
,286
,286
214
214
,143
,143
,143
071
,000
1,000
,929
,857
, 786
, 714
, 714
,643
971
,500
,500
429
429
,357
,357
,286
,286
,286
,286
214
,143
,071
071
,071
071
,000
,000
1,000

,929
,857
,857
,786
, 714
,643
571
,500
,500
429
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21,116277608352647 ,818 ,357
21,648142420137372 127 ,357
22,626702519518357 ,636 ,357
23,943666424943594 ,545 ,357
24,642439914741230 ,545 ,286
25,037425538236910 ,545 214
27,046330748148490 ,455 214
30,757668669395470 ,455 ,143
32,591618670092146 ,364 ,143
36,502242324199070 ,364 071
46,591971805229090 273 071
64,301279327113680 ,182 ,071
111,989785490689230 ,182 ,000
160,082853010975780 ,091 ,000
172,924324324324320 ,000 ,000
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Anexo N° 6 - Coordenadas da curva ROC (PSA Total de 2,0-10,0ng/mL)

Coordenadas da curva

105

Variavel(eis) de resultado Positi\{o se maior ou Sensibilidade 1 _
de teste igual a* Especificidade

1,8800 1,000 1,000

3,0000 ,833 1,000

3,2100 ,833 ,909

3,3900 ,833 ,818

3,8000 ,667 ,818

4,1650 ,667 727

4,2750 ,667 ,636

4,4850 ,667 ,545

4,6600 ,500 ,545

PSA

4,7150 ,500 ,455

5,3750 ,500 ,364

6,4650 ,333 ,364

7,3250 ,333 273

7,9850 ,333 ,182

8,7850 ,333 ,091

9,5450 ,167 ,091

10,1650 ,167 ,000

11,5700 ,000 ,000

-,6900 1,000 1,000

,3650 1,000 ,909

,4800 ,833 ,909

,5750 ,667 ,818

,6200 ,500 ,818

,6900 ,500 127

,7900 ,500 ,636

: ,9050 ,500 ,545

PSALIvre 1,0150 500 455

1,0950 ,333 ,455

1,1650 ,167 ,455

1,3050 ,167 273

1,4600 ,167 ,182

1,7750 ,167 ,091

2,1000 ,167 ,000

3,1500 ,000 ,000
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2014

ProPSA

Phi

-,2100
1,8400
3,3050
4,1000
4,9050
5,7250
6,6000
7,0950
7,3100
7,6650
7,8450
8,1900
9,4200
10,5350
10,7750
11,6300
16,0900
20,7300
,172620350319160
2,112822824478490
7,588783877533996
12,586067509754780
13,771079695957052
15,057612976203474
16,598582754493194
19,082264396638550
21,119887219647666
22,626702519518357
23,943666424943594
24,642439914741230
25,037425538236910
27,046330748148490
30,850960407719413
36,502242324199070
46,591971805229090
53,864369370476130

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
,833
,833
,667
,667
,500
,500
,333
,167
,167
,167
,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
,833
,833
,833
,667
,500
,500
,500
,333
,333
,333
,167
,000

1,000
909
818
727
636
545
455
455
364
364
273
273
182
182
182
091
000
000

1,000
909
818
727
636
545
545
455
364
364
364
273
182
182
091
000
000
000
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