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Podemos usar a expressao de Ki67 para prever a agressividade do
cancer de prostata?

Can we use Ki67 expression to predict prostate cancer aggressiveness?
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RESUMDO

Introducao: especialistas precisam biomarcadores que podem discriminar o cancer de préstata indolente de tumores agressivos. Ki67
é um marcador de proliferacao, e sua expressao esta associada a agressividade de varios tumores. Objetivo: analisar a expressao do
Ki67 em amostras de cancer de préstata correlacionando com a agressividade da doenca. Métodos: os niveis de mRNA de Ki67 foram
determinados utilizando dados de uma coorte de TCGA (Tumor(n)=492 e controle(n)=52). A expressao da proteina foi determinada
em 94 bidpsias de pacientes por ensaio imuno-histoquimica. Resultados: no mRNA, a superexpressao Ki67 esté associada ao tecido
canceroso (p<0,0001) e a pior sobrevida livre de doenca (p=0,035). A superexpressao proteica esta associada ao aumento do escore
ISUP (p<0,0001), estagio de cancer (p=0,05), recorréncia bioquimica (p=0,0006) e metastase (p<0,0001). Também mostramos uma
correlacdo positiva entre a expressdo Ki67 e o escore ISUP (r=0,5112, p<0,0001) e a estratificacao de risco de doenca (r=0,3388,
p=0,0009). A expressao Ki67 é um fator independentemente associado a recorréncia bioquimica (p=0,002) e metastase (p<0,0001).
Finalmente, os pacientes com alta expressao de Ki67 expression mostram melhor sobrevivéncia em relacdo a recorréncia bioquimica
(p=0,008) e metastase (p=0,056). Os pacientes com alta expressao de Ki67 sdo 2,62 vezes mais propensos a desenvolver recorréncia
bioquimica (p=0,036). Conclusao: a superexpressao Ki67 esta associada a agressividade do cancer de préstata.

Palavras-chave: Biomarcadores Tumorais. Imuno-Histoquimica. Prognéstico.

A proteina Ki67, amplamente utilizada como
marcadora de proliferacdo, é expressa em todas as
fases do ciclo celular, exceto GO e G1%. Por isso, o seu
potencial como biomarcador prognostico é avaliado

INTRODUCAO

Océncer de prostata (CP) é um dos canceres mais
prevalentes no mundo e causa a morte de milhares

de homens todos os anos'. Embora a prostatectomia
radical (o tratamento mais comum para CP) tenha
bons resultados em geral, ela apresenta alguns efeitos
colaterais, como disfuncao erétil e incontinéncia urinaria.

Como o tratamento excessivo é um desafio
no CP, é fundamental prever quais pacientes precisam
de tratamento invasivo, uma vez que abrigam tumores
agressivos, e quais teriam doenca indolente. Devido a
significativa heterogeneidade do cancer de proéstata,
fatores prognoésticos classicos, como PSA sérico,
estadiamento patoldgico e escore de Gleason nao sao
suficientemente precisos para discriminar, de forma
confidvel, os canceres indolentes dos agressivos®. Nesse
sentido, biomarcadores de prognéstico molecular podem

ser ferramentas essenciais no manejo clinico do CP.

em diversos tipos de cancer, como de mama, pulmao,
bexiga, gastrico e de prostata®®. Além disso, o uso da
Ki67 é potencialmente aplicavel, pois é tecnicamente
acessivel e de facil interpretacao’.

Considerando que ha necessidade de novos
biomarcadores moleculares para classificar o CP, neste
trabalho avaliamos se a expressdo de Ki67 pode predizer
a agressividade da doenca.

METODO

Etica

Este estudo foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

1 - Hospital Aleméao Oswaldo Cruz, Center for Robotic Surgery - Sdo Paulo - SP - Brasil 2 - Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP),
Urologia - Séo Paulo - SP - Brasil 3 - D'Or Institute for Research and Education (IDOR) - Sdo Paulo - SP - Brasil 4 - Hospital Moriah - Sdo Paulo - SP - Brasil

5 - Universidade do Estado de Minas Gerais (UEMG) - Passos - MG - Brasil
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Medicina da Universidade de Sdo Paulo, sob o numero
3.407.345. Todos os participantes assinaram termo de
consentimento livre e esclarecido e foram informados
sobre seguranca em termos de integridade.

Grupo TCGA

Usamos dados de RNA-seq dos conjuntos de
dados de CP do The Cancer Genome Atlas (TCGA). A
coorte consistiu de 492 amostras de adenocarcinoma de
prostata e 52 amostras pareadas de tecido normal.

Todas as andlises foram feitas usando o banco
de dados online Gene Expression Profiling Interactive
Analysis (GEPIA)'". A unidade de expressdao génica foi
Transcricdes por Milhdo. Todas as imagens sdo originais
da GEPIA, com pequenos ajustes de estilo.

Pacientes

Utilizamos 94 bidpsias de pacientes com cancer
de prostata, tratados cirurgicamente em 1998, 1999,
2006 e 2007 no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo. Para obtencéo
dos dados clinicos e etioldgicos, avaliamos os prontuarios
eletrdnicos. As caracteristicas dos pacientes estao

resumidas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas dos Pacientes.

Idade (anos) 62,88 (+6,95)

PSA (ng/ml) 10,19 (+13,12)
ISUP (n)

1 23
2 16
3 20
4 23
5 12
Estagio (n)

pT2 50
pT3 44
Recidiva bioquimica (n)

Nao 58
Sim 25

Sem registro 11

Idade (anos) 62,88 (+6,95)

Metastase (n)

Nao 64
Sim 12
Sem registro 18
Estratificacdo de Risco (n)

Muito baixo 0
Baixo 15
Intermediério favoravel 8
Intermediario desfavoravel 11
Alto 60

Ensaio imuno-histoquimico

A expressao proteica foi avaliada por imuno-
histoquimica, com a construgao de um Tissue Microarray.

O ensaio imuno-histoquimico foi realizado
simultaneamente em cinco laminas contendo as amostras
de CP, permitindo homogeneidade nas avaliaces.
Primeiramente, a desparafinizacdo das laminas do Tissue
Microarray foi realizada em estufa a 60-65°C por uma
hora e lavada com Xilol e diluicdes decrescentes de
alcool, seguida de lavagem com &gua destilada. Em
seguida, o antigeno foi recuperado por aquecimento
em tampao universal de recuperacdo de antigeno Diva
(1:100) e aquecido por 10 minutos a 110° C em panela
de pressao elétrica (Decloacker).

Em seguida, as laminas foram resfriadas em
temperatura ambiente por 20 minutos e incubadas
durante a noite a 4°C com o anticorpo monoclonal
Ki67 (Orb7758, Biobyt). O sistema LSAB foi usado para
imunocoloracdo (LSAB; Dako Cytomation, CA, EUA).
A coloracdo foi realizada utilizando uma solucdo de
substrato 3,3’-diaminobenzidina-cromogénio, seguida
de contracoloracdo com hematoxilina de Harris. As
laminas foram entdo desidratadas, montadas com
laminulas e observadas em microscépio 6ptico por um
patologista experiente.

Andlise de resultados

Os graficos e a andlise estatistica foram
realizados no software GraphPad Prism 8 SPSS (23.0).
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Para o teste de hipdteses, utilizamos o teste t de Student
para dois grupos e o ANOVA one-way com correcdo de
Bonferroni para trés ou mais grupos.

A analise de correlacdo utilizou o teste r de
Pearson para o teste de hipdteses. Aplicamos regressao
logistica para avaliar se a expressao de Ki67 esta
independentemente associada a fatores progndsticos.
Para todas as analises estatisticas, estabelecemos um
nivel de significancia de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

A sobre-expressao do mRNA Ki67 esta associada ao
inicio e progressao do cancer de prostata

Para analisar a transcricdo de Ki67 no cancer de
préstata, utilizamos conjuntos de dados de CP do TCGA.
Quando comparamos a expresséo do mRNA de Ki67 entre
cancer e tecido normal, observamos uma sobre-expressao
significativa (p<0,01) na doenca (Figura 1A).

Em seguida, separamos os tumores de acordo
com a expressao de mRNA e observamos que pacientes
com a pior sobrevida livre de doenca apresentavam super-
expressao de Ki67 (HR=1,6, p=0,035) (Figura 1B).
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Figura 1. Niveis de mRNA de Ki67 no cancer de prostata. A: sobre-ex-
pressdo de Ki67 no cancer (Limiar Log 2 Fold Change = 0,9); B: sobre-
-expressdo de Ki67 associada a pior sobrevida livre de doenca. *p<0,01;
HR= Relacdo de Risco.

A sobre-expressao da proteina Ki67 esta associada a
agressividade do cancer de prostata

Em seguida, por meio de ensaio imuno-
histoquimico, verificamos se os niveis da proteina Ki67
estavam associados a agressividade do CP primério em

amostras clinicas da doenca. O aumento progressivo de
Ki67 esta associado ao aumento do escore da International
Society of Urological Pathology (ISUP) (p<0,0001) (Figura
2A). Em particular, os tumores ISUP 4 e ISUP 5 apresentam
a maior expressdo, com diferencas significativas entre
ISUP 1 e ISUP 4 (p=0,0009) e entre ISUP 5 e ISUP 1, 2 e 3
(p<0,0001, p=0,0046 e p= 0,0027, respectivamente).

A sobre-expressao de Ki67 também foi associada
a doenca nao confinada (Figura 2B) e a presenca de
recidiva bioguimica (Figura 2C) e metastase (Figura 2D)
(p=0,05, p=0,0006 e p<0,0001, respectivamente). Nao foi
encontrada associacdo entre os niveis de PSA e a expressao
de Ki67 (dados nao apresentados).
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Figura 2. Associacdo entre a expressdo da proteina Ki67 e a agressi-
vidade do cancer de prostata. A: aumento progressivo de Ki67 com o
aumento do escore ISUP; B: sobre-expressao de Ki67 associada a doenca
extraprostatica, C e D: sobre-expressao de Ki67 associada a presenca de
recidiva bioquimica e metastase, respectivamente. **p<0,001, *p<0,01.

A analise quantitativa mostrou que a sobre-expressao
de Ki67 se correlaciona com um pior prognéstico para
o cancer de prostata

Para uma possivel aplicacdo da expressao
de Ki67 na pratica clinica do CP, precisamos avalia-
la quantitativamente. Para isso, categorizamos nossos
pacientes levando em consideracdo o escore ISUP e a
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estratificacdo de risco para cancer de préstata (Diretriz AUA/
ASTRO/SUQ3?'?), e realizamos uma andlise de correlacdo. O
aumento de Ki67 correlacionou-se positivamente com o

Tabela 2 - Correlacéo entre expresséo de Ki67 e fatores progndsticos.

pior prognostico da doenca, considerando tanto o escore
ISUP (r=0,5112, p<0,0001) quanto a estratificacdo de risco
(r=0,3388, p=0,0009) (Tabela 2).

Pearson r ISUP Estratificacdo de risco
R 0,5112 0,3388
Intervalo de confianca de 95% 0,3433 20,6475 0,1451 a 0,5075
p-valor <0,0001 0,0009

Além disso, realizamos uma regressao  Tabela 3 - Andlise de Cox.

logistica para identificar se a expressao de Ki67 estd
independentemente associada a fatores progndsticos.
Neste resultado, observamos que a expressdao de Ki67
foi um fator independentemente associado a recidiva
bioguimica (p=0,002) e metastase (p<0,0001).

Por fim, categorizamos a expressdo de Ki67 em
sua mediana. Em seguida, realizamos curvas de sobrevida
de Kaplan-Meier e analise de Cox para analisar se valores
acima da mediana estéo relacionados a recidiva bioguimica
e metastase. Pacientes com menor expressdo de Ki67
apresentaram melhor curva de sobrevida considerando a
recidiva biogquimica (Figura 3A, p=0,0008). Em relacdo a
metastase, a alta expressao de Ki67 foi associada a pior
curva de sobrevida, mas com p-valor marginal, o que
indica uma tendéncia (Figura 3B, p=0,056).

a bioquimica

p=0.008 p=0.056

Scbrevida percentual sem recidv
‘Sobrevida percentual sem metistase

150
Meses Moses

Figura 3. Curvas de Sobrevida. A: associacdo entre a expressao de Ki67
e o periodo sem recidiva bioquimica, B: associacao entre a expressao de
Ki67 e o periodo sem metastase.

Em seguida, mostramos que a categorizagdo da
expressaode PSAeKi67 poderiaprever arecidiva bioquimica
(Tabela 3, p=0,006 e p=0,036, respectivamente). Nenhuma
das variaveis analisadas pode predizer metastase com
significancia estatistica.

Recidiva bioguimica

Relacdo de risco  p-valor IC 95%
PSA 3.475 0,006 1,442-8,378
Ki67 2,62 0,036 1,066-6,438
Estagio 1.469 0,413 0,585-3,693
ISUP 1.032 0,845 0,751-1,418

Metastase

Relacdo de risco  p-valor IC 95%
PSA 3.238 0,063 0,936-11,2
Ki67 2.966 0,178 0,61-14,412
Estagio 2.632 0,194 0,612-11,327
ISUP 1.121 0,629 0,704-1,785

DISCUSSAO

Normalmente, a deteccdo precoce do cancer
esta associada a melhores resultados, mas para pacientes
com CP, isso também pode resultar em sobrediagnéstico
e sobretratamento, reforcando a necessidade de novos
biomarcadores que possam predizer a agressividade
da doenca™. Nesse sentido, o uso de marcadores
moleculares pode aprimorar a medicina personalizada,
melhorando o manejo clinico de pacientes com CP™.
Neste trabalho, analisamos se a expressao de Ki67, um
classico marcador de proliferacdo de cancer, pode ser
usada para predizer a agressividade do CP.

Um estudo recente reavaliou o uso de fatores
prognosticos classicos do CP (escore de Gleason, PSA etc)
para o estadiamento da neoplasia e, apesar de demonstrar
resultados importantes, apontou como limitacdo a
nao utilizacdo de biomarcadores moleculares'™. A mais
recente diretrizda ASCO para biomarcadores moleculares

Rev Col Bras Cir 49:e20223200
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em cancer de proéstata localizado afirma que, embora a
expressao de Ki67 possa oferecer informagdes sobre o
diagnéstico/prognéstico da doencga, atualmente nao ha
evidéncias suficientes para apoiar seu uso clinico'.

Considerando os niveis de mRNA, analisamos
os conjuntos de dados do TCGA e mostramos que a
sobre-expressao de Ki67 esta associada a tecido maligno
e pior sobrevida livre de doenca. Isto sugere que a Ki67
tem um papel no inicio da carcinogénese e na progressao
do cancer.

Embora o TCGA ja tenha fornecido dados
criticos sobre a biogénese do CP, na rotina, os ensaios
imuno-histoquimicos sdo mais acessiveis, pois mostram
a expressao proteica do biomarcador e ja sao utilizados
pela maioria dos patologistas'. Usando esta técnica,
descobrimos que a sobre-expressao de Ki67 esta
associada a escore ISUP mais alto, doenca extraprostatica,
recidiva bioquimica e metastase. Curiosamente, nado
encontramos associacdo entre os niveis de PSA e a
expressao de Ki67; alguns autores discutem que, embora
0 PSA seja importante para o rastreamento da doenca,
o valor prognéstico dos niveis de PSA é baixo e tem
sido associado a uma alta taxa de sobrediagnéstico/
sobretratamento em ensaios clinicos™®?°. O uso da
expressdo de Ki67 pode ajudar a discriminar quando o
aumento do PSA ¢é clinicamente significativo.

Em uma abordagem mais quantitativa,
demonstramos correlagdo positiva entre a
expressdo de Ki67 e o escore ISUP e a estratificacao
de risco da doenca. Isso é importante porque ambas
as classificacbes sao recentes e consideram curvas de
sobrevida doenca-especifica®?'. Existe um consenso

uma

ABSTRACT

entre os urologistas de que a recidiva bioquimica esta
associada a prognéstico ruim e metastase, com pior
evolucao do CP (e potencialmente fatal). Mostramos que
a regulacao positiva de Ki67 é um preditor independente
desses dois fatores??. Pacientes com alta expressao
de Ki67 apresentam as piores curvas de sobrevida em
relacdo a recidiva bioguimica e metastase. Além disso,
em nossa coorte, os pacientes com alta expressao de
Ki67 tiveram 2,62 vezes mais chances de desenvolver
recidiva biogquimica, sugerindo que essa proteina pode
ser um preditor de agressividade.

A expressdo de Ki67 ndo mostrou associacdo
com o prognéstico do CP em um estudo relativamente
antigo?. Apesar disso, estudos mais recentes geralmente
concordam que a sobre-expressao de Ki67 esta associada
ao agravamento da doenca. Um artigo mostrou que a
expressao de Ki67 prediz recidiva bioquimica e morte por
CP?4, Ademais, um estudo multicéntrico confirmou que a
Ki67 é um preditor independente de recidiva bioquimica
apos prostatectomia radical®®. Por fim, um artigo com
mais de 1.000 pecas cirtrgicas de CP concluiu que a alta
expressao de Ki67 esteve fortemente associada a maior
escore de Gleason, estagio do cancer, invasdo da vesicula
seminal, extensao extracapsular e maior probabilidade
de recidiva da doenca®.

Em resumo, pelos niveis de mRNA e proteina,
mostramos que a sobre-expressao de Ki67 esta associada
a agressividade do CP. Nossos resultados corroboram
observacoes semelhantes na literatura e, com isso,
propomos que o ensaio imuno-histoquimico Ki67 seja
incorporado a avaliagdo prognéstica do cancer de
prostata®27-3°,

Introduction: specialists have an urge for biomarkers that can discriminate indolent prostate cancer from aggressive tumors. Ki67 is
a proliferation marker, and its expression is associated with the aggressiveness of several cancers. Objective: analyze the expression
of Ki67 in prostate cancer samples correlating with the aggressiveness of the disease. Methods: Ki67 mRNA levels were determined
utilizing data from a TCGA cohort (Tumor(n)=492 and control(n)=52). The protein expression was determined on 94 biopsies from
patients by immunohistochemical assay. Results: in mRNA, the Ki67 upregulation is associated with cancer tissue (p<0.0001) and worst
disease-free survival (p=0.035). The protein upregulation is associated with increase of the ISUP score (p<0.0001), cancer stage (p=0.05),
biochemical recurrence (p=0.0006) and metastasis (p<0.0001). We also show a positive correlation between Ki67 expression and ISUP
score (r=0.5112, p<0.0001) and disease risk stratification (r=0.3388, p=0.0009). Ki67 expression is a factor independently associated
with biochemical recurrence (p=0.002) and metastasis (p<0.0001). Finally, the patients with high Ki67expression shows better survival
regarding biochemical recurrence (p=0.008) and metastasis (p=0.056). Patients with high Ki67 expression are 2.62 times more likely to
develop biochemical recurrence (p=0.036). Conclusion: Ki67 upregulation is associated with prostate cancer aggressiveness.

Keywords: Biomarkers, Tumor. Prognosis. Immunoassay.
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