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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer de Prostata

1.1.1 Epidemiologia

O cancer de prostata (CaP) € reconhecido atualmente como um dos problemas de
saude mais importantes que afetam a populacdo masculina. A incidéncia do CaP tem
aumentado na maioria dos paises ocidentais durante os ultimos quinze anos (1). Dentre os
fatores responsdveis por esse aumento estdo o grande numero de bidpsias prostéticas
realizadas, o aumento do nimero de fragmentos coletados em cada bidpsia, o aumento da
expectativa de vida da populacdo e o uso do antigeno prostédtico especifico (PSA) como
forma de rastreamento de tumores assintomaticos (2).

No mundo, o CaP € a segundo cancer mais diagnosticado em homens, com cerca de
903.000 novos casos e 258.000 mortes por ano (3). Nos Estados Unidos da América sao
estimados 217.000 novos casos de CaP em 2010, sendo responsavel por 32.000 mortes. O
CaP ¢é a neoplasia sélida mais comum em homens, excetuando-se tumores de pele nao-

melanoma, e a segunda causa de morte por cancer, estando atrds somente do cancer de
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pulmao (4). Considerando-se os casos detectados entre 1999 e 2005, cerca de 90% dos
casos de CaP sdo diagnosticados em estdgios locais ou regionais, e somente 10%
apresentam lesodes a distancia (4). No Brasil, sdo estimados 52.000 novos casos de CaP para
o ano de 2010, o que corresponde a um risco estimado de 54 casos novos a cada 100 mil
homens. Excluindo-se os tumores de pele ndo-melanoma € o cAncer com a maior incidéncia
em homens. O CaP € a segunda causa de mortalidade por cincer no pais, sendo superado

somente pelo cancer de pulmao (5).

1.1.2 Tratamento

O tratamento do CaP depende do grau de extensdo da neoplasia, sendo diferenciado
para pacientes com doenga localizada ou avancada. Em pacientes com CaP localizado as
alternativas de tratamento sdo vigilancia ativa, prostatectomia radical, radioterapia externa e
braquiterapia. Em uma coorte recente em que foram estudados 7.538 homens, a
prostatectomia radical (PR) foi associada a uma significativa diminui¢do da mortalidade
quando comparada a radioterapia externa (6). Além disso, a PR € o tnico tratamento para
CaP localizado que demonstrou beneficio na sobrevida cancer-especifica quando
comparada ao manejo conservador em ensaio clinico prospectivo randomizado (7).
Entretanto, ndo € possivel afirmar categoricamente que uma terapia é claramente superior a
outra, visto que ndo foram publicados estudos contemporaneos com pacientes

randomizados para as diferentes modalidades terap€uticas existentes.



12

Tumores que apresentam clinicamente invasdo extracapsular apresentam um risco
maior de metéstases linfonodais, margens cirtrgicas positivas e recidiva de doencga apds o
tratamento inicial (8). Embora ainda tema de discussdo, evidéncias recentes té€m
demonstrado que a PR apresenta bons resultados mesmo em pacientes com doenca
localmente avangada, quando inserida como parte de uma estratégia terapéutica
multimodal, com sobrevida cancer-especifica de 95%, 90% e 79% aos 5, 10 e 15 anos,
respectivamente (9, 10).

Para pacientes que apresentam CaP avancado ou metastatico o tratamento € baseado
na deprivacdo ou bloqueio androgénico (BA). O BA pode ser obtido através da
orquiectomia bilateral, andlogos do agonista de liberacdo do hormonio luteinizante
(LHRH), anti-androgénicos esterdides e nao esterdides ou estrogénios. Apesar de
apresentar resultados iniciais satisfatérios, com considerdvel periodo de remissdo, a grande
maioria dos pacientes tratados com BA acaba progredindo para um estdgio de resisténcia ao

tratamento hormonal, denominado cancer de préstata resistente a castragdo (11, 12).

1.1.3 Cancer de préstata resistente a castragdo

O termo cancer de prostata resistente a castragdo (CaPRC) tem sido utilizado como
sindbnimo de cancer de prdstata andrégeno-independente e cancer de prostata hormonio-

refratdrio. Atualmente a denominacdo CaPRC é preferida pelo fato de alguns pacientes
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nesse estdgio de doenca ainda responderem a tratamentos que bloqueiam o crescimento
tumoral estimulado por andrégenos (11, 13). O CaPRC ¢ definido pela presenca de trés ou
mais aumentos sucessivos do PSA sobre o seu nadir, com testosterona em niveis de
castracdo e apds suspensdo do anti-androgénico por pelo menos quatro semanas, e/ou
progressado radioldgica (14).

Conforme recente revisdo de Bonkhoff (13), os mecanismos envolvidos no
desenvolvimento do CaPRC sdo multifatoriais e heterogéneos, podendo-se citar dentre eles:
- aumento da expressdo e da sensibilidade do receptor androgénico (RA) nas células
prostéticas tumorais, mantendo assim a atividade do RA mesmo com baixas concentra¢des
de andrégenos durante o BA;

- ativacdo do RA por testosterona e dihidrotestosterona produzidas pelas préprias células
tumorais a partir do colesterol;

- mutacdes no RA permitindo sua ativacdo através de esterdides como estrogenos e
progestdgenos; essas mutacdes permitiriam inclusive a conversdo de antagonistas, como
bicalutamida e flutamida, em agonistas, constituindo a base molecular que justifica a
melhora clinica observada em alguns pacientes com a retirada dos anti-androgénicos;

- aumento continuo da populagdo de células neoplasicas, mesmo durante o BA, pela agdo
de células-tronco prostaticas;

- acdo de mecanismos de sobrevivéncia e proliferacdo celular independentes da atividade
do RA, como o aumento da expressdo da proteina BCL-2, acdo de agentes promotores da
inflamacdo, como a enzima cicloxigenase 2 (COX-2), diferenciacdo neuroenddcrina, entre

outros.
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As alternativas terapéuticas nos casos de CaPRC sao limitadas. Mitoxantrona (15),
isotopos radioativos (16) e acido zoledronico (17) t€m sido utilizados para melhora
sintomadtica. Apenas o quimioterdpico docetaxel demonstrou melhora na sobrevida nesses
pacientes, com um aumento mediano de 2,4 meses em comparacdo com a mitoxantrona
(18, 19). Mais recentemente, o emprego de imunoterapia celular autéloga também
demonstrou pequeno aumento (4,1 meses) na sobrevida mediana de pacientes com CaPRC
(20).

Desse modo, torna-se necessario o desenvolvimento de novas alternativas
terapéuticas para pacientes nesse estigio avancado de doenca. Dentre as terapias em estudo
estdio os agentes direcionados a combater a diferenciacdo neuroenddcrina (DNE),
destacando-se os andlogos da somatostatina e os agentes citotoxicos conjugados a
somatostatina (21-23). Entretanto, um pré-requisito essencial para a acdo de terapias
direcionadas a receptores especificos € a propria presenca desses receptores no tecido alvo,

tornando-se necessdria a sua detec¢do no tecido tumoral prostdtico do paciente.

1.2 Componente neuroenddcrino na prostata normal

A glandula prostdtica apresenta um epitélio glandular rodeado por estroma
fibromuscular. O epitélio glandular pode ser subdividido em células secretoras e células
basais. Um terceiro tipo de célula epitelial foi descrito inicialmente por Pretl em 1944,

caracterizada por apresentar propriedades de células enddcrinas e neurdnios, sendo
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denominada de célula neuroendécrina (NE) (24). A origem das células NE na préstata
ainda ndo estd completamente estabelecida. Alguns estudos sugerem que as células
secretoras, basais e NE se originariam a partir de uma célula-tronco endodérmica comum
(25), enquanto outros mostraram evidéncias de que as células NE representariam uma
linhagem prépria, de origem neurogénica e distinta das células secretoras e basais (26).

As células NE sdo pds-mitéticas e ndo apresentam atividade proliferativa, sendo,
portanto, negativas ao antigeno de proliferacdo celular Ki-67. Além disso, ndo expressam
receptor androgénico, indicando que sdo células insensiveis aos androgenos (23, 27). No
citoplasma das células NE prostiticas sao encontrados granulos de armazenagem de
hormoénios peptideos e pré-hormodnios. Dentre esses produtos estdo a cromogranina A
(CgA), enolase neurdnio-especifica, cromogranina B e somatostatina. O papel fisiolégico
das células NE na préstata ainda ndo € completamente conhecido. Estudos apontam que
essas células estariam envolvidas na regulacdo do crescimento e diferenciacdo celular,
homeostasia e secrecdo prostatica (28). Sua atividade seria exercida através da acgdo
parécrina, autdcrina e enddcrina de seus produtos.

O principal produto das células NE prostaticas é a CgA, proteina 4cida encontrada
em granulos secretdrios de uma grande variedade de células enddcrinas e neurdnios (28). O
papel fisiolégico da CgA ainda nio é completamente conhecido, podendo agir como um
precursor de peptideos ativos como vasostatina, pancreastina € cromostatina ou também
como um agente regulatério dos processos de secrecdo desses produtos. A CgA ¢€
fisiologicamente liberada por exocitose, podendo ser detectada e dosada no sangue por

imunoensaio (29-31).



16

Outro produto das células NE € a somatostatina (SST), peptideo composto por
14 ou 28 aminoacidos, descrito inicialmente como um hormdnio hipotalamico (32) e
posteriormente detectado também no sistema nervoso periférico, pancreas, tiredide,
adrenais, figado, cdlon, intestino delgado, estdbmago e prostata. A SST inibe a secrecdo de
vdrios hormonios, glandulas exdcrinas e a motilidade intestinal. Na célula prostdtica a SST
apresenta efeito antiproliferativo, induzindo a parada no ciclo de reprodugdo celular e
apoptose (33). A acdo da SST nos diferentes 6rgdos e tecidos ocorre através da ativagdo de
receptores especificos divididos em cinco subtipos (SSTR1-5) (34), sendo que a presenca

desses receptores foi detectada no tecido prostdtico normal e neoplasico (35).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Diferenciacido neuroenddcrina no cancer de prostata

2.1.1 Introdugdo

A diferenciacdo neuroendécrina (DNE) no cancer de préstata (CaP) vem atraindo
atencdo em funcdo do seu potencial papel como marcador diagndstico, progndstico e
também como possivel alvo para o desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas.
Ainda ndo existe um conceito plenamente aceito sobre a DNE no CaP. Normalmente a
DNE ¢ caracterizada pela presenca de grupamentos de células apresentando caracteristicas
NE dispersas em uma populagdo predominante de células tipicas do adenocarcinoma
prostatico (23). Essa situacdo se diferencia do tumor carcindide e do carcinoma de

pequenas células da prostata (carcinoma neuroenddcrino), tumores raros e de alta
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agressividade, nos quais a quase totalidade das células tumorais apresenta caracteristicas

NE (36).

2.1.2 Metodologia

Foi realizado levantamento bibliografico ndo-sistemdtico no Medline de artigos

publicados em lingua inglesa de 1990 até 2010.

2.1.3 Origem e caracteristicas das células neuroendocrinas no cdncer de prostata

Assim como na préstata normal, a origem das células com DNE no CaP ainda nao
estd claramente determinada. As células NE no CaP sdo morfologicamente diferentes das
encontradas no tecido prostatico benigno e algumas vezes apresentam co-expressdo de
marcadores epiteliais (PSA) e neuroenddcrinos (CgA) (24). Desse modo, acredita-se que as
células com DNE no CaP sejam originadas a partir da transdiferenciacdo de células
epiteliais malignas, que passam a apresentar o fenotipo de células NE, e ndo a partir da
transformac¢dao maligna de células NE do tecido prostdtico normal (37).

As células NE apresentam algumas caracteristicas que poderiam contribuir para uma
maior agressividade ao tumor apresentando DNE. Expressam potentes neuropeptideos que
atuam como mediadores em diversos processos bioldgicos, como crescimento celular,
diferenciacdo, transformacdo e invasdo. Jongsma (38) demonstrou que a proliferacdo de

linhagens celulares de CaP em condicdes de privagdo androgénica pode ser modulada por
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z

neuropeptideos produzidos por células NE. O marcador de células-tronco CD44 ¢
encontrado nas células NE do CaP, indicando que essas células apresentam também
algumas das caracteristicas presentes nas células-tronco (39). Além disso, as células NE
apresentam a capacidade de escapar a morte celular programada (apoptose), representando
uma populacido de células neopldsicas potencialmente mais resistentes (40). Como nao
apresentam receptor androgénico, podem servir como fonte de fatores pardcrinos
envolvidos no crescimento e progressdo do CaP mesmo durante o BA, contribuindo para o

desenvolvimento do CaPRC (41).

2.1.4 Detecgdo da diferenciagcdo neuroendocrina

As células malignas com DNE podem ser detectadas através de analise
imunohistoquimica (IH) no tecido prostdtico tumoral utilizando-se anticorpos especificos
contra seus produtos. Além disso, alguns desses produtos sdo liberados na corrente
sanguinea, permitindo sua dosagem sérica por imunoensaio (28). A cromogranina A (CgA)
€ o principal produto das células NE e tem sido utilizada como marcador da DNE no CaP
através da sua deteccao no tecido tumoral prostatico por IH (t-CgA) ou dosagem sérica (s-
CgA) (23, 24, 28). O uso de marcador sérico ou tecidual para caracterizar a DNE ainda €
objeto de discussdo na literatura. A detec¢do IH dos produtos NE indicaria depdsito, mas
ndo necessariamente producdo ou secre¢do desses produtos. Além disso, existe a
dificuldade em se obter amostra tecidual que represente adequadamente todo o tecido

neoplésico, especialmente em pacientes previamente submetidos a prostatectomia radical.
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Por outro lado, a utilizacdo de marcadores séricos poderia representar melhor a DNE de
todo o tumor e também de suas metdstases. Entretanto, a presenca de produtos NE na
corrente sanguinea pode nio representar exatamente a atividade NE, visto que para a agcao
desses produtos € necessdria a presenga de receptores especificos no tecido prostético (28,
42).

Uma modalidade relativamente nova utilizada na deteccao in vivo de tumores com
DNE ¢ a cintilografia para receptores da somatostatina (Octreoscan), que utiliza o andlogo
da somatostatina octreotide marcado com indio-111 (43, 44). Através desse método, a
presenca de DNE tanto na prdstata como em possiveis metastases poderia ser detectada.
Sé@o poucos os estudos avaliando o uso do Octreoscan no CaPRC. Nilsson (45) encontrou
resultados positivos em 94% de 31 pacientes, mas somente 37% das metdstases Osseas
detectadas na cintilografia convencional apresentaram captacdo ao Octreoscan. Novos
estudos apresentaram um percentual menor de positividade ao Octreoscan: 85% em uma
série de 20 pacientes, todos com baixa captacdo (46), e apenas 37% de 20 casos (47). Mais
recentemente, a tomografia por emissdo de poésitrons associada a tomografia
computadorizada (PET/CT) utilizando o farmaco DOTATOC, que apresenta afinidade ao
receptor tipo 2 da somatostatina, foi avaliada em um pequeno grupo de pacientes com CaP
metastatico, apresentando resultados iniciais pouco promissores (48).

A prevaléncia de DNE no CaP relatada na literatura varia de 10 a 100%,
dependendo da definicdo para DNE utilizada, método e populacdo estudada (49-59).
Analisando tecido prostdtico obtido por bidpsia em uma populacdo de pacientes com CaP
predominantemente localizado ou localmente avangado, Berruti relatou a presenca de t-

CgA em 46% dos casos. Ishida (60) detectou a presenca de células com DNE em 36% dos
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pacientes analisando tecido obtido em prostatectomia radical. Considerando somente
pacientes com CaPRC, Cabrespine (58) e Berruti (61) encontraram um aumento da s-CgA
em 45% e 43% dos pacientes, respectivamente; enquanto que examinando tecido de
autopsia em um subgrupo de 15 pacientes, Casella (50) demonstrou a presenca de células

positivas para CgA no tecido prostatico tumoral em 80% dos casos.

2.1.5 Relagdo entre diferenciagdo neuroenddcrina e caracteristicas clinicas

Alguns estudos investigaram a associagdo de marcadores séricos e teciduais de DNE
entre si e com varidveis clinicas no CaP. Angelsen (51) relatou associagc@o positiva entre a
s-CgA e o nimero de células positivas para t-CgA ao exame IH. Entretanto, nessa série
estudou-se um numero limitado de pacientes, apenas 22, sendo que apenas nove pacientes
estavam em tratamento hormonal. Além disso, a amostra de tecido prostético analisada foi
obtida através de ressec¢do transuretral, e ndo bidpsia prostitica. Do mesmo modo, em uma
série maior de pacientes com CaP em diferentes estdgios, Bollito (56) encontrou uma
relacdo positiva entre a s-CgA e o achado IH de t-CgA em tecido de bidpsia prostatica.
Nesse mesmo estudo, encontrou-se também uma associacdo entre a presenca de t-CgA e
um escore de Gleason mais elevado. Sciarra (53) também relatou associag@o positiva entre
a s-CgA e o escore de Gleason em pacientes com CaP localizado ou metastatico.
Analisando tecido de bidpsia prostatica de pacientes com CaP recém-diagnosticado em
diferentes estdgios, Berruti (59) encontrou associacdo positiva entre t-CgA, escore de

Gleason e estagio de doencga, ndo sendo encontrada relagdo entre t-CgA e PSA. Por outro
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lado, estudo conduzido por Yamada (62), avaliando bidpsia prostitica de pacientes com
CaP metastatico, ndo encontrou relacao entre a presenca de t-CgA e escore de Gleason ou
PSA. Sasaki (63) também nao encontrou relacdo entre s-CgA e PSA, demonstrando em seu
estudo que durante o bloqueio androgénico (BA) elevagdo da s-CgA antecede a elevacdo do
PSA. Considerando a relacdo entre DNE e BA, Hirano (52) comparou a presenca de t-
CgA em tecido prostitico obtido em necropsia de pacientes apresentando CaPRC com
tecido obtido em prostatectoma radical de pacientes com CaP localizado. A prevaléncia de
DNE, representada pela t-CgA, foi significativamente maior nos pacientes com CaPRC e
com maior tempo de BA. Achados semelhantes foram relatados por Sasaki (63) em uma
coorte de pacientes com CaP metastatico em tratamento com BA. Nesse estudo, a s-CgA
foi utilizada como marcador da DNE, verificando-se um aumento significativo em seus
niveis a medida que o tempo de BA se tornava mais longo, principalmente quando o
paciente chegava ao estigio de CaPRC. Além do tempo, a modalidade de BA utilizado
também parece estar relacionada ao surgimento de DNE. Sciarra (64) verificou que em
pacientes com recidiva bioquimica de CaP pds-prostatectomia radical, a elevacdo da s-CgA
foi significativamente maior nos pacientes tratados com castracdo quimica quando
comparados aos pacientes tratados com o anti-andrégeno nao-esterdide bicalutamida. Deve-
se salientar que nesse estudo ndo foram incluidos pacientes com CaPRC. Em outro estudo
conduzido por Sciarra (65) verificou-se que a elevacdo da s-CgA foi menor no grupo de
pacientes tratado com BA total intermitente em comparacao ao grupo tratado com BA total
continuo, contribuindo com mais uma evidéncia da influéncia do BA no desenvolvimento

da DNE.
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2.1.6 Valor progndstico da diferenciagcdo neuroendocrina

Dados relatados na literatura apresentam resultados conflitantes em relagdo ao valor
prognéstico da DNE. Estudando pacientes com CaPRC, Taplin (66) verificou que niveis
elevados de s-CgA estavam associados a uma reducao significativa da sobrevida global. Do
mesmo modo, estudos conduzidos por Berruti (61, 67) também relacionaram niveis
elevados de s-CgA a um pior progdstico nesses pacientes. Por outro lado, Cabrespine (58)
ndo encontrou associacdo entre a s-CgA e pior prognéstico examinando pacientes com
CaPRC.

Enquanto s-CgA tem sido associada a um pior progndstico na maioria dos estudos,
o valor prognoéstico do marcador tecidual (t-CgA) apresenta resultados mais discordantes.
Berruti (59) examinou a expressdo de t-CgA, avaliada em bidpsia prostatica, em pacientes
com CaP recém-diagnosticado em diferentes estidgios, apontando uma relacdo direta entre a
t-CgA e uma menor sobrevida. Também avaliando bidpsia prostitica, mas somente em
pacientes com CaP metastdtico, Kokubo (57) relatou um menor tempo para recorréncia nos
pacientes que apresentavam uma maior expressdo de t-CgA. Em contraste, examinando
tecido obtido em prostatectomia radical, Ishida (60), Veltri (68) e Ahlegren (69) ndo
encontraram associacdo entre a presenca de t-CgA e pior progndstico. Do mesmo modo,
mas examinando tecido obtido a partir de bidpsia prostatica, Casella (50) e Yamada (62)
ndo associaram a presenca de t-CgA a um pior progndstico em pacientes com CaP sem
tratamento ou metastético, respectivamente. Esses resultados conflitantes em relacdo ao uso
do marcador tecidual da DNE podem ser explicados, em parte, pelas populacdes

heterogéneas de pacientes estudados, diferentes métodos de coleta do tecido prostético,
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amostra limitada de tecido tumoral e a distribuicdo desigual das células NE no tecido
prostatico (24). Cabe ressaltar ainda que nenhum dos estudos publicados avaliando a
t-CgA como marcador progndstico examinou apenas pacientes com CaPRC, populagcdo

para a qual esses resultados podem ter maior valor e aplicabilidade.

2.1.7 Possibilidades terapéuticas

A partir do momento em que se verifica a associacdo da DNE com o
desenvolvimento do CaPRC surge inevitavelmente o questionamento da possibilidade do
emprego de terapia direcionada a DNE no CaP. Como as células apresentando DNE podem
expressar receptores para somatostatina, uma das possibilidades seria o emprego de seus
andlogos, como octreotide e lanreotide. Os andlogos da somatostatina exerceriam sua
atividade através de um efeito citotoxico direto e também indiretamente, pela inibi¢do da
liberacao de fatores envolvidos no crescimento tumoral (70, 71). Estudo in vitro, utilizando
células neopldsicas prostaticas positivas para SSTR2, demonstrou uma inibicdo da
migracdo e capacidade de invasdo celular com o uso de octreotide (72). Entretando, estudos
clinicos iniciais considerando o uso de andlogos da somatostatina como monoterapia no
CaPRC ndo obtiveram bons resultados (73). Estudos utilizando terapia combinada
apresentam melhores resultados. Avaliando o uso de octreotide em conjunto com
dexametasona, Koutsilieris (74) relatou declinio do PSA igual ou maior que 50% em 60%
dos pacientes, além de melhora sintomdtica, com poucos efeitos adversos. Utilizando

lanreotide em conjunto com etinilestradiol, Di Silverio relatou redu¢dao do PSA e melhora
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sintomdtica em 90% dos pacientes (75). Em estudo utilizando linhagens de células tumorais
hormonio-refratarias, Erten (76) relatou que a combinag¢do de docetaxel com octreotide
resultou em uma significativa acdo sinérgica em relacdo a efeitos citotéxicos e indugdo de
apoptose, efeito atribuido ndo somente pela inibi¢do direta da proliferacdo celular, mas
também pela inibicdo da secrecdo de fatores de crescimento. Os receptores para
somatostatina presentes nas células neopldsicas também podem servir como alvo de
andlogos associados a agentes citotoxicos (21). Utilizando essse principio, Nagy (77)
associou o andlogo da somatostatina RC-121 ao derivado da doxorrubicina AN-201,
criando o agente citotéxico com afinidade para os receptores da somatostatina AN-238.
Utilizado em estudos experimentais em animais com CaPRC, o AN-238 apresentou uma
importante inibicdo do crescimento e redu¢do do volume tumoral (77). Como os receptores
da somatostatina sdo encontrados especialmente em células com rédpida proliferacio do
trato gastrintestinal, alguns efeitos colaterais com o tratamento utilizando andlogos
citotéxicos podem ocorrer. Entretando, no estudo experimental acima mencionado ndo
foram relatados efeitos colaterais graves, indicando que o possivel dano causado pelo AN-

238 aos tecidos normais expressando receptores para somatostatina possa ser limitado.

2.1.8 Conclusdo

A diferenciacdo neuroenddcrina (DNE) € um dos fatores envolvidos no
desenvolvimento do CaPRC. A DNE pode ser detectada através de marcadores séricos e

teciduais, sendo que a cromogranina A sérica (s-CgA) e tissular (t-CgA) sdo os marcadores
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mais utilizados. Como ndo existe uma defini¢do precisa da DNE, sua prevaléncia na
literatura em pacientes com CaP apresenta grande variabilidade. Na maioria dos estudos, a
presenca de DNE estd associada a tumores mais agressivos e de pior progndstico, entretanto
alguns resultados ainda sdo conflitantes, principalmente em relacio ao seu marcador
tecidual (t-CgA). Novas modalidades terapéuticas para pacientes com CaPRC, direcionadas
a DNE, estdo em desenvolvimento e apresentam resultados iniciais animadores. Mais
estudos ainda sdo necessarios, objetivando definir de uma maneira mais precisa a presencga
e o papel da DNE, especialmente em pacientes com CaPRC, onde o desenvolvimento de

novas terapias € essencial.
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3 OBJETIVOS:

O objetivo principal deste estudo foi avaliar a presenca de diferenciacdo
neuroenddcrina em uma populacdo de pacientes com cancer de prOstata resistente a
castracdo, determinada pela cromogranina A sérica, expressdo imunohistoquimica da
cromogranina A e receptor para somatostatina subtipo 2 e cintilografia para receptores da
somatostatina.

Os objetivos secunddrios deste estudo foram avaliar a associagdo entre os
marcadores de diferenciagdo neuroenddcrina com caracteristicas clinicas; o valor
progndstico desses marcadores; a expressao imunohistoquimica do receptor androgénico e

do indice de proliferacdo celular Ki-67.
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RESUMO ESTRUTURADO

INTRODUCAO: a diferenciacio neuroendécrina (DNE) tem sido associada com o
desenvolvimento do cancer de préstata resistente a castracdo (CaPRC). Estudos prévios
tentando caracterizar a DNE no CaPRC apresentaram resultados controversos. O objetivo
desse estudo foi melhor estabelecer a presenca e o significado prognéstico da DNE no
CaPRC.

METODOS: quarenta e sete pacientes com CaPRC participaram do estudo. A expressao
tecidual de CgA (t-CgA), indice de proliferacdo celular Ki-67, receptor androgénico (RA) e
receptor da somatostatina subtipo 2 (SSTR2) foi avaliada por andlise imunohistoquimica
em bidpsias prostaticas. A CgA sérica (s-CgA) foi avaliada por imunoensaio. Vinte e seis
pacientes foram submetidos a cintilografia para receptores da somatostatina (Octreoscan).
RESULTADOS: s-CgA estava elevada em 25 (54%) pacientes, t-CgA presente em 26
(67% dos pacientes com bidpsia positiva) e SSTR2 em 22 (58% dos pacientes com bidpsia
positiva). Octreoscan foi positiva em 4 (15%) pacientes. O RA foi positivo em 20 (51%)
dos pacientes. Houve uma tendéncia de associacdo entre t-CgA e s-CgA elevada (p=0.09).
Cromogranina A sérica foi associada com PSA elevado no momento da avaliacdo da DNE
(p=0.04) e t-CgA com o escore de Gleason inicial (p=0.03). A presen¢a de SSTR2 nao foi
associada com nenhum dos parametros estudados. Em andlise multivariada, s-CgA > 36 U/l
foi associada a uma reduc¢do na sobrevida global (HR 1.8, 95% IC 1.3-2.5, P=0.004). CgA
tecidual foi associada com uma reducao na sobrevida sem significancia estatistica (p=0.31),
enquanto que o SSTR2 foi associado a uma melhor sobrevida, também sem significancia

estatistica (HR 0.69, 95% IC 0.3-1.52).
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CONCLUSOES: Foi encontrada uma prevaléncia elevada de DNE nessa populacio de
pacientes com CaPRC. Em nossa série os marcadores de DNE foram associados com um
PSA elevado, escore de Gleason elevado e uma diminui¢do na sobrevida global. Esses
achados necessitam ser confirmados em estudos com maior nimero de pacientes.

PALAVRAS-CHAVE: cancer de prostata resistente a castracdo; diferenciacio

neuroenddcrina; cromogranina A; detec¢do; progndstico
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Introducgao: O cancer de prostata (CaP) € a neoplasia solida diagnosticada com maior
frequéncia entre homens nos Estados Unidos da América e Europa Ocidental (1, 2).
Embora terapias locais apresentem alta eficidcia no tratamento do CaP localizado e o
bloqueio androgénico (BA) produza resultados inicias satisfatorios em casos de doenga
avancada, a neoplasia prostatica pode progredir para um estdgio de resisténcia a castracao.
A diferencia¢do neuroenddcrina (DNE) e a hiperativacao das células neuroenddcrinas (NE)
poderiam estar envolvidas na patogénese do CaPRC através da producdo e secrecdo de
neuropeptideos bioativos (3), tornando as possiveis implicagdes progndsticas e terapéuticas
da DNE no CaP temas importantes e atuais.

As células NE apresentam-se geralmente distribuidas focalmente em uma populacao
de células predominantemente de adenocarcinoma, sendo que niveis séricos ou teciduais de
produtos neuroenddcrinos poderiam refletir sua atividade (4, 5). A cromogranina A (CgA) é
o principal produto das células NE e o marcador sérico e tecidual de DNE mais utilizado
(6). A prevaléncia de DNE em pacientes com CaP reportada na literatura varia de 10 a
100%, dependendo da defini¢do, método e populacdo estudada (7-12). Considerando
somente pacientes com cancer de prostata resistente a castracdo (CaPRC), Cabrespine (13)
relatou a presenca de CgA elevada em 45% dos casos, ja Casella (14) demonstrou a
presenca de CgA tecidual em 80% dos casos examinando tecido de necropsia em um
subgrupo de 15 pacientes.

Como o tratamento quimioterdpico (15) ou imunolégico (16) proporciona apenas
uma pequena melhora na sobrevida dos pacientes com CaPRC, existe um grande interesse
no desenvolvimento de novas terapias. Agentes terapéuticos baseados em andlogos da

somatostatina isolados ou associados a agentes citotoxicos estdo em desenvolvimento (17-
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19). Desse modo, a cuidadosa determinacdo da presenca de DNE, com a identificacdo de
subgrupos potencialmente responsivos a determinada terapia, apresenta-se como objetivo
importante.

A utilizagdo de marcadores de DNE como indicadores de prognéstico no CaP
apresenta resultados controversos. Alguns autores encontraram associacdo entre a presenca
de DNE e pior prognoéstico (20-22), enquanto outros ndo encontraram essa relagao (13, 23).
Os estudos previamente realizados para caracterizar a DNE em CaP geralmente apresentam
algumas limitagdes metodoldgicas, como inclusdo de pacientes em estdgios diferentes de
doenca, diferentes métodos de coleta do material prostético (ressec¢do transuretral, bidpsia,
prostatectomia radical, necropsia) e uso de diferentes marcadores de DNE. Desse modo,
seus resultados ndo podem ser plenamente aplicados para pacientes com CaPRC. O
objetivo deste estudo foi melhor estabelecer a presencga e o significado progndstico da DNE
no CaPRC utilizando anélise imunohistoquimica de bidpsia prostética, nivel sérico de CgA
e cintilografia para receptores da somatostatina (Octreoscan) em um grupo homogéneo de

pacientes com CaPRC.

Pacientes e métodos: Entre janeiro de 2003 e dezembro de 2006, 47 pacientes
apresentando CaPRC e sem historia pregressa de prostatectomia radical, acompanhados no
Instituto Europeu de Oncologia, Mildo, Itdlia, foram submetidos a bidpsia prostdtica
transperineal guiada por ecografia e coleta de amostra de sangue. O CaPRC foi definido
pela presenca de trés ou mais aumentos sucessivos do PSA sobre o seu nadir, com
testosterona em niveis de castragdo e apds suspensdo do anti-androgénico por pelo menos

quatro semanas, e/ou progressao radioldgica (24). Todos os pacientes foram mantidos em
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deprivacdo androgénica com andlogos do agonista de liberagdo do hormodnio luteinizante
(LHRH) e, a exce¢ao de trés pacientes, todos os demais estavam em tratamento oral com
estramustina e etoposide no inicio do estudo como parte de um estudo de fase 2 (25). Vinte
e seis pacientes foram submetidos a cintilografia para receptores da somatostatina
(Octreoscan). Apds a realizagdo dos exames, um subgrupo de 16 pacientes apresentando
progressdo bioquimica e/ou clinica iniciou tratamento com andlogo da somatostatina
associado a estrégeno via oral. Laboratério: a CgA sérica foi medida utilizando teste
imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) (DAKO SA, Dinamarca). Patologia: a amostra
de tecido prostético foi obtida com agulha de bidpsia tipo “tru-cut” de 16 gauge, fixada em
formalina e embebida em parafina. Para cada caso, laminas coradas com hematoxilina e
eosina e blocos de parafina arquivados foram recuperados. Hematoxilina e eosina foram
utilizadas para determinar a presenca de células tumorais, tipo histoldgico e escore de
Gleason. Imunohistoquimica: a andlise imunohistoquimica foi realizada em tecidos de
bidpsias positivas embebidos em parafina. Foi utilizado um painel de anticorpos
monoclonais disponiveis comercialmente: cromogranina A (Laboratérios Signet, Dedham,
EUA), antigeno Ki-67 (MIB-1) (Immunotech, Marselha, Franga), receptor androgénico
(Oncogene Science, Cambridge, EUA) e receptor da somatostatina (Bio Trend, Koln,
Alemanha). Apds bloquear a peroxidase endégena com peréxido de hidrogénio a 5% por 12
minutos, seccdes desparafinadas foram colocadas em contato com os anticorpos priméarios
por 30 minutos em temperatura ambiente utilizando-se imunomarcador automatico (Dako
Autostainer, Glostrup, Dinamarca). A seguir, foram incubadas com kit de deteccdo de alta
sensibilidade de acordo com as instru¢des do fabricante (Dako En Vision Plus-HRP,

Glostrup, Dinamarca). A especificidade de todas as imunorreacdes foi controlada
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duplamente substituindo-se o anticorpo primario por uma imunoglobulina de camundongo
isotipica em uma dilui¢do compardvel ou com soro normal. Controles internos apropriados
também foram verificados em todas as reacdes. A porcentagem de células tumorais
positivas para cada imunomarcador foi avaliada de maneira independente, contando-se
(quando presente) pelo menos 1000 células tumorais em campos representativos de
imunorreacdo  utilizando-se  microscépio  Optico  convencional. A  avaliagdo
imunohistoquimica foi realizada de maneira independente por dois patologistas cegados
para os casos, contando cada amostra trés vezes, assim o escore mais alto para cada
anticorpo entre os dois observadores foi relatado. Cromogranina estromal foi reportada
como ausente ou presente. A presenca da cromogranina citoplasmdtica nas céluas
neoplasicas foi reportada como: O células positivas, 1 — 5 células positivas e > 5 células
positivas. A porcentagem de células positivas também foi avaliada de maneira semi-
quantitativa em uma escala de 0 a 3, onde 0 corresponde a imunorreacdo ausente ou
observada em menos de 5% das células tumorais, 1 imunorreacio em 5 a 25%, 2
imunorreacdo em 26 a 50% e 3 imunorreacdo em mais de 50% das células tumorais. O
receptor da somatostatina subtipo 2 (SSTR2) foi reportado como positivo nos casos em que
foi verificada imunorreacdo no citoplasma ou membrana de células tumorais e a
porcentagem de células positivas foi reportada com um ponto de corte de 10%. Também
foi verificada a imunorreagc@o para SSTR2 na 4rea estromal. Cintilografia para receptores
da somatostatina: cintilografia com 111-In-DTPA-octreotide (Octreoscan) foi realizada
em 26 pacientes (55%). A preparacdo do marcador foi realizada de acordo com as intrug¢des
do fabricante (Mallinckrodt, Petten, Holanda). Imagens de corpo inteiro foram obtidas 4 e

24 horas ap6s a aplicacdo de 110 a 150 MBq de pentetreotida de indio (111-In-DTPA-
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octreotide). Foi utilizada camera gama equipada com colimador de média energia (Infinia,
GE Healthcare). A coleta de dados para as imagens de tomografia por emissdo de féton
unico (SPECT) foi realizada através de 64 rotacdes de 360°, com energia de 171 e 245 keV
+ 20%. O tempo de coleta para cada angulo foi de 60 segundos, com um montante de
40.000 contagens/angulo. Para a reconstru¢do das imagens SPECT um filtro Butterworth
foi aplicado aos dados originais.

O estudo foi aprovado pelo comité revisor do hospital e todos os pacientes

forneceram consentimento informado por escrito.

Estatistica: Os testes qui-quadrado, exato de Fisher ou qui-quadrado de Mantel-Haenszel
para varidveis ordinais foram usados para comparar porcentagens entre grupos. As
comparagdes entre medianas foram realizadas com testes ndo-paramétricos. Quando
apropriado, foi realizada transformacado logaritmica dos valores nos modelos de regressao
linear. Sobrevida global foi definida como o intervalo entre o diagnostico de CaPRC e
morte por qualquer causa e foi calculada utilizando o método de Kaplan-Meier. Pacientes
vivos foram censurados na dltima consulta de seguimento ambulatorial. O teste log rank foi
utilizado para calcular diferencas de sobrevida entre grupos na andlise univariada. Modelos
multivariados de regressdo de Cox foram usados para identificar caracteristicas clinico-
patolégicas independentes associadas com sobrevida. Todos os testes foram bicaudais. As

andlises foram realizadas utilizando o programa SAS (SAS Institute, Cary, EUA).

Resultados: As caracteristicas clinicas dos pacientes estdo apresentadas na Tabela 1. A

mediana da duracdo do periodo de resposta ao tratamento hormonal foi de 16,5 meses e o
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tempo mediano entre o diagnostico de CaPRC e a andlise da DNE 8 meses. A bidpsia
prostatica demonstrou células tumorais em 39 pacientes (83%).

Prevaléncia: vinte cinco pacientes (54%) foram considerados como apresentando DNE
considerando-se apenas a s-Cga. Com relacdo aos resultados da andlise imunohistoquimica,
26 pacientes (67% dos pacientes com bidpsia positiva) apresentaram células tumorais
positivas para CgA (t-CgA), enquanto 22 (58% dos pacientes com bidpsia positiva)
demonstraram presenca tecidual do SSTR2. O receptor androgénico foi positivo nas células
tumorais em 20 pacientes (51% dos pacientes com bidpsia positiva) e a mediana do indice
de proliferacdo celular Ki-67 foi 10% (intervalo 1-80).

Relacdo entre marcadores de DNE e parametros clinicos: como demonstrado na Tabela II,

cromogranina A sérica (s-CgA) elevada foi associada com maior valor de PSA no momento
da avaliacdo da DNE, com um PSA mediano de 25ng/ml para s-CgA < 20 U/l e 50ng/ml
para s-CgA > 20 U/1 (p=0.04). Entretanto, a s-Cga ndo foi associada ao PSA ou escore de
Gleason no momento do diagndstico do CaP, tratamento inicial utilizado, presenca de
metéstases ou duraciao do bloqueio androgénico (BA). A presenca de CgA no citoplasma de
células tumorais (t-CgA) foi associada a um escore de Gleason mais elevado no momento
do diagnéstico do CaP, 50% dos pacientes com t-CgA positiva tinham um escore de
Gleason > 8, versus 11% no grupo com t-CgA negativa (p=0.03). A mediana da duracio do
BA foi de 36 meses nos pacientes que nao apresentavam células positivas para t-CgA, 18
nos pacientes com 1-5 células positivas e 23 nos pacientes que apresentavam mais que 5
células positivas (p=0.02 comparando nenhuma célula positiva com > 1 célula positiva). A
mediana do intervalo entre o diagndstico de CaPRC até a avaliacio da DNE foi de 13

meses para pacientes com auséncia de células positivas para t-CgA, 4 para pacientes com 1-



48

5 células positivas e 7 para aqueles com mais de 5 células positivas (p=0.05 comparando
nenhuma célula positiva com > 1 célula positiva). A t-CgA nao foi associada com o PSA no
momento do diagndstico do CaP, presenca de metastases ou PSA atual. A presenca de
células neopldsicas positivas para SSTR2 ndo foi associada com nenhum dos parametros
clinicos avaliados.

Relacdo entre marcadores séricos e teciduais de DNE: a relagcdo entre s-CgA e parametros

imunohistoquimicos € apresentada na Tabela III. Houve uma tendéncia de associagdo entre
a presenca de céulas neopldasicas positivas para t-CgA e s-CgA elevada (=20 U/1) (p=0.09).
A porcentagem de células positivas para CgA citoplasmdtica (densidade da CgA
citoplasmatica) ndo foi associada com a s-CgA. Do mesmo modo, ndo foi encontrada
associacdo entre a presenca de SSTR2 e s-CgA. Houve uma tendéncia de associacdo entre a
s-CgA e a presenca de células neoplésicas positivas para o receptor androgénico (p=0.064)
(figura 1).

Relacdo entre marcadores de DNE e progndstico: a mediana do periodo de seguimento foi

de 32 meses (5-72) ap6ds o diagnostico de CaPRC. A sobrevida global (SG) em cinco anos
foi de 50% se considerada a partir do inicio do BA e 15% se considerada a partir do
CaPRC. Considerando um ponto de corte de 20 U/l para a s-CgA, a diferenca na SG de
pacientes com s-CgA elevada ou normal ndo apresentou diferenca estatistica. Estratificando
os pacientes em quartis do seguinte modo Q1: s-CgA<14; Q2: 14<s-CgA<24; Q3: 24<s-
CgA<36; Q4: s-CgA>36, valores de s-CgA >36 U/l foram associados a uma modesta
reduc¢do da SG (figura 2), mesmo quando ajustado para idade, PSA, presenca de metastases,
escore de Gleason e tratamento com anédlogo da somatostatina (HR Q4 versus os demais

1.8, 95% 1IC 1.3-2.5). A presenca de t-CgA foi associada com redug¢do na SG apds o
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diagnostico de CaPRC, mas esta diferenga ndo foi estatisticamente significativa (figura 3).
Em andlise univariada, a presenca de SSTR2 foi associada a uma melhora na SG, entretanto
este achado perde sua significancia estatistica quando os resultados sdo ajustados para
idade, PSA, escore de Gleason e presenca de metéstases (HR 0.69, 95% CI 0.3-1.52)

(figura 4).

Avaliagdo in vivo da DNE: dos 26 pacientes submetidos a cintilografia para receptores da
somatostatina (Octreoscan), 4 (15%) apresentaram resultados positivos, correspondendo
com local de metdstase dssea e linfonodal em 3 e 1 paciente, respectivamente. Todos os
pacientes com Octreoscan positivo apresentaram expressdao imunohistoquimica do SSTR2

no tecido tumoral prostético, com 20, 40, 40 e 90% das células tumorais positivas.

Discussao: A deteccdo da atividade neuroenddcrina e a defini¢do da presenca de DNE nos
pacientes com CaP ainda € uma questao controversa na literatura. A prevaléncia de DNE no
CaP € resultado direto da definicdo de DNE utilizada. Como resultado, sua prevaléncia na
literatura varia de 10% a 100% (7-10, 14). Em nosso conhecimento, esse € o primeiro
estudo a considerar um painel de exames incluindo amostra saguinea, bidpsia prostatica e
Octreoscan avaliando a presenca de DNE e sua implicacdo progndstica em um grupo
homogéneo de pacientes com CaPRC. De acordo com esse painel, a prevaléncia de DNE
foi de 54% baseada na presenca de s-CgA elevada, 67% considerando a presenca de t-CgA
e 58% considerando a presenca de SSTR2 nas células neoplésicas. Independentemente da
definicdo utilizada, encontramos uma prevaléncia elevada de DNE nessa populagdo
especifica de CaPRC. Essa informacdo pode ser util no desenvolvimento de novas

modalidades terapéuticas para esse estagio avancado de doenca.
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Em nossa série s-CgA elevada foi associada a niveis mais altos de PSA no momento
da avaliacdo da DNE. Estudos prévios com pacientes em diferentes estdgios de doenga nao
encontraram essa relagdo (11, 26). Conforme relatado por Sasaki (27), durante a terapia
enddcrina a elevacdo da s-CgA precede o aumento do PSA. Em nosso estudo a s-CgA e o
PSA foram dosados em um estigio final de doenca, quando o PSA jd estava em niveis
elevados. Considerando isso, encontramos os dois marcadores elevados a0 mesmo tempo,
justificando essa relacdo. Encontramos também uma associagdo positiva entre a presenga de
t-Cga e um escore de Gleason inicial mais elevado, confirmando dados de estudos
previamente publicados que incluiram pacientes em diferentes estagios de doenca (10, 11,
22, 23). Essa relacdo poderia indicar que tumores exibindo inicialmente um padrdo mais
agressivo seriam mais propensos a desenvolver DNE no decorrer do seu curso.

A presenga da t-CgA ndo foi associada a um tempo maior de BA ou de doenca
resistente a castracdo. Trabalhos anteriores reportaram uma associagdo positiva entre DNE
e terapia hormonal (8, 13, 27, 28). De fato, um periodo maior de BA poderia induzir a
DNE, mas provavelmente ndo em todos os pacientes. Em pacientes apresentando CaPRC,
como € o caso da nossa série, o potencial papel de um periodo longo de BA na promocgado
da DNE ainda ndo € claro. Ndo é possivel diferenciar se o aumento da presenca de DNE ¢é
atribuido a condi¢do de resisténcia a castracdo ou ao BA prolongado (8). Além disso,
neoplasias rapidamente progredindo para o estdgio de resisténcia a castragdo poderiam
expressar caracteristicas de DNE de maneira mais importante € mais precocemente, mesmo
com um tempo menor de BA.

Encontramos uma tendéncia de associac@o entre a presenca de células neopldsicas

positivas para t-CgA e s-CgA elevada, ndo atingindo significincia estatistica (p=0.09).



51

Angelsen (7) demonstrou associagdo entre marcadores séricos e teciduais de DNE
estudando um pequeno nimero de pacientes, com menos da metade deles em tratamento
com BA. Analisando bidpsia prostitica de pacientes com CaP de diagnéstico recente,
Bollito (11) encontrou uma relacdo entre s-CgA e t-CgA, particularmente em casos
metastaticos. Em nossos pacientes a presenca de células neoplasicas positivas para SSTR2
ndo foi associada aos niveis de s-CgA ou a presenca de t-CgA, sugerindo que esses
marcadores apontam diferentes células e, provavelmente, revelam aspectos diferentes do
fenétipo de DNE no CaP.

As células neuroenddcrinas (NE) prostaticas sdo diferenciadas e pds-mitdticas, sem
atividade proliferativa e, portanto, negativas para o Ki-67 (5). Apesar disso, o indice de
proliferacdo celular Ki-67 foi elevado (10%) em nossa série. Como ja relatado em prévios
estudos (11, 28), o indice de proliferacdo das células neoplasicas adjacentes a células NE €
aumentado. Jongsma (29) demonstrou que a proliferacdo de linhagens celulares de CaP em
condi¢cdes de privacdo androgénica pode ser modulada por neuropeptideos com efeitos
mitogénicos produzidos pelas células NE, justificando esse alto indice de proliferaciao
verificado. Grobholz (30) encontrou uma associa¢do positiva entre Ki-67 e a DNE em
espécimes de prostatectomia radical. Ao contrario, Ishida (23) e Casella (14) ndo
encontraram tal associagdo examinando espécimes de prostatectomia radical e bidpsia
prostatica de pacientes sem tratamento, respectivamente.

Estudos imunohistoquimicos demonstram que o receptor androgénico (RA) ndo é
expresso nas células NE prostaticas (31) e assim a DNE tem sido proposta como um dos
fatores contribuindo para o desenvolvimento do CaPRC. Adicionalmente, niveis elevados

de expressdo do RA e o desenvolvimento de receptores com maior sensibilidade também
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sdo reconhecidos como caracteristicas associadas com o surgimento do CaPRC (3). A
prevaléncia de células positivas para o RA em nossa série foi elevada (53%), corroborando
com a teoria da hiperexpressdao/hipersensibilidade do RA no CaPRC. De maneira
interessante, encontramos uma relacdo positiva entre a s-CgA e a presenca do RA nas
células neoplésicas. Isso poderia refletir a acdo proliferativa de fatores produzidos pelas
células com DNE nas células tumorais exdcrinas (positivas para o RA) adjacentes, aliada ao
aumento da expressdao do RA caracteristica do CaPRC.

Os dados publicados sobre o impacto progndstico da DNE no CaP sdo conflitantes.
Em pacientes com CaPRC, s-CgA elevada foi associada a um pior progndstico nos estudos
conduzidos por Taplin (20) e Berruti (21, 32). Entretanto, esses achados ndo foram
confirmados por Cabrespine (13). Em nossa série, niveis elevados de s-CgA foram
associados a uma modesta reducio na sobrevida global dos pacientes. Um curso de doenca
mais agressivo em pacientes apresentando DNE poderia ser determinado pela capacidade
das células com DNE escaparem a apoptose (33), assim essas células poderiam sobreviver e
continuar sua a¢do mesmo em uma situacdo de privacdo androgénica (34), produzindo e
secretando potentes neuropeptideos que estimulariam o crescimento, diferenciagao,
transformag@o e invasdo celular.

O valor progndstico de marcadores teciduais de DNE € mais controverso. Esses
resultados conflitantes podem atribuidos a populacdo heterogénea de pacientes estudada, o
volume limitado das amostras de tecido tumoral e a distribui¢do desigual das células com
DNE no parénquima prostatico (6). Alguns autores ndo encontraram associacdo entre a
presenca tecidual de CgA e pior progndstico examinando espécimes de prostatectomia

radical (23, 35, 36) ou bidpsia prostatica em pacients ndo tratados (14) ou metastaticos (37).
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Ao contrério, outros estudos demonstraram um pior progndstico associado a presenga de t-
CgA analisando bidpsia prostitica de pacientes com CaP metastitico (12) ou recém-
diagnosticado (22, 28). Em nossos pacientes a presenca de t-CgA foi associada a um pior
progndstico, entretanto sem alcancar significancia estatistica. Por outro lado, a presenca
tecidual de SSTR2 foi associada a uma maior sobrevida (sem alcancar significancia
estatistica), sugerindo novamente que esses dois marcadores revelam aspectos diferentes do
fenétipo da DNE no CaPRC. Nesse sentido, nosso estudo € o primeiro avaliando o impacto
prognéstico da t-CgA e do SSTR2 em um grupo composto somente por pacientes com
CaPRC.

Imagens cintilogréficas com andlogos da somatostatina radiomarcados, como o In
111-DTPA octreotide (Octreoscan), sdo usadas clinicamente para a localizagdo de tumores
que expressam receptores para a somatostatina (38). Sao poucos os estudos avaliando o uso
do Octreoscan em pacientes com CaPRC. Nilsson (39) encontrou algum resultado positivo
no Octreoscan em 94% de 31 pacientes com CaPRC, mas apenas 37% das metastases
detectadas em cintilografia 6ssea com Tc-99 apresentaram captacdo ao Octreoscan. Séries
mais recentes apresentaram taxas menores de positividade do Octreoscan: 85% de 20 casos,
todos com baixa captacdo (40), e apenas 37% de 20 casos (41). Encontramos uma baixa
positividade para o Octreoscan, apenas 15%, ressaltando-se que todos os pacientes com
resultado positivo apresentaram uma expressao importante do SSTR2 no tecido tumoral.
Esse fato poderia indiretamente indicar que para um Octreoscan positivo seria necessaria
uma presenca elevada de células apresentanto o SSTR2.

A expressdo imunohistoquimica de produtos NE no tecido tumoral indica

armazenagem, mas ndo necessariamente producdo ou secrecdo desses produtos (4); além
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disso, existe a dificuldade em se obter amostras teciduais que adequadamente representem a
DNE em toda a préstata (42). Isso € especialmente importante em pacientes previamente
submetidos a prostatectomia radical. Por outro lado, niveis séricos de marcadores de DNE
(s-CgA) poderiam melhor representar a DNE de todo o tumor e também de suas possiveis
metéstases. Entretanto, a presenca de produtos séricos pode ndo refletir exatamente a
atividade NE na prostata, visto que a presenga de receptores teciduais € necessdria para que
a acdo desses produtos aconteca (4). Sendo assim, a andlise conjunta de marcadores séricos
e teciduais poderia melhor definir o padrao de DNE em uma base individual.

Nosso estudo apresenta algumas limitacdes. O nimero pequeno de pacientes e a
limitada amostra de tecido obtido em bidpsia prostitica fazem com que os resultados
obtidos devam ser interpretados com cautela. Diferentes marcadores de DNE, como enolase
neurdnio-especifica, sinaptofisina ou cromogranina B, assim como outros subtipos de
receptores da somatostatina, ndo foram incluidos em nosso painel. Como era necessdrio
tecido prostdtico para a andlise imunohistoquimica, pacientes previamente submetidos a

prostatectomia radical nao foram incluidos, possivelmente induzindo algum viés de sele¢ao.

Conclusoes: Em um grupo homogéneo de pacientes com CaPRC encontramos uma alta
prevaléncia de DNE definida pela presenca de marcador sérico ou tecidual. Marcadores de
DNE foram associados com PSA elevado, escore de Gleason mais alto e diminui¢do na
sobrevida global. Nao foi encontrada relacdo dos diferentes marcadores entre si, sugerindo
que cada marcador reflita um aspecto diferente do fendtipo de DNE. Desse modo,
propomos um painel para caracterizar a DNE no CaPRC utilizando a cromogranina A

sérica (s-CgA), andlise imunohistoquimica da expressdo tecidual da cromogranina A (t-
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CgA), do receptor da somatostatina subtipo 2 (SSTR2) e do indice de prolifera¢do Ki-67 no
tecido tumoral prostético. A cintilografia para receptores da somatostatina (Octreoscan) foi
positiva em um pequeno numero de pacientes, sendo a sua aplicacdo nesse cendrio
questiondvel. Esses achados necessitam ser confirmados em estudos com maior nimero de
pacientes e podem estabelecer a DNE como um importante fator progndstico e alvo para o

desenvolvimento de novas terapias para pacientes com CaPRC.
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Tabela I. Caracteristicas dos pacientes estudados

Total (No.) 47
Mediana 66
Idade (anos)
(intervalo) (53-87)
Mediana 52
PSA inicial (ng/ml)
(intervalo) (4-2.500)
<6 (%) 11 31
Escore de Gleason * 7 (%) 10 (29)
>8 (%) 14 (40)
RT+BA (%) | 15 (32)
Tratamento inicial
BA (%) 32 (68)
Mediana 29
Duragdo do BA (meses)
(intervalo) (9-198)
Duragdo do CaPRC até a avaliacio DNE | Mediana 8
(meses) (intervalo) (0-37)
Metastases Sim (%) 41 87)
Mediana 36
PSA atual (ng/ml)
(intervalo) (2-5580)

* Um ou mais pacientes com dados incompletos; PSA, antigeno

prostético

especifico; RT, radioterapia externa; BA, bloqueio androgénico; CaPRC, céancer de
prostata resistente a castragdo; DNE, diferencia¢do neuroenddcrina.
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Tabela II. Caracteristicas clinicas e sua relacdo com andlise sérica e imunohistoquimica de DNE

CeA sérica Células neopldsicas com CgA SSTR2 “°
citoplasmadtica positiva
<20 | >20 0 1-5 >5
Paramet lini - P P - P
Arametros cinicos un un células | células | células *
. 40 | 56 53 40 | 50
PSA inicial | Mediana . 49 30 | 090 07
(ng/ml) ntervaloy | 4 | 3| (11- (42100 | (2-108) | 0.65¢ |+ | (L
1280) | 2500) 2287) : 2100) | 2287)
6 5 4 5
<
<6 (%) (35) 29) 5 (56) 1(9) 3 (33) o | a6
0.26
E d
scorede gy | Y1 10| 36y | 3@ | 36 > 13 1080
Gleason 24) (29) 0.03° (36) @1
7 7 5 6
>
>8 (%) ) @) 1(11) 7 (64) 3(33) 36) “3)
RT+BA 7 7 7 6
% 33 28 3 () 429 6 G0 0.16 44 27
Tratamento (%) G3) 28) . (44) (27)
inicial 0.70 0.29
14 | 18 034° [ 9 16
BA (%) 6N 2 10 (77) | 10 (71) 6 (50) 56) 73
Duracio do | Mediana 28 29 36 18 23 0.05 27 25
§40 do 0.87 0.89
BA (meses) | . (13- (- ’ c | - (11- ’
(intervalo) | 5) 198) (12-82) (9-95) (11-75) | 0.02 82) 05)
Duragdo do
CaPRCaté | Mediana | 9 | 8 13 4 7 o4 | 7T | g
a avaliagdo 0.55 0 0.82
DNE (intervalo) | (0-24) | (0-37) (4-37) (0-24) (2-21) 0.05° ; 5') (0-37)
(meses)
0.24
Metdstases | Sim (%) | 2 | 22 | 10 | 12092 | 1266) | 905 131191467
pSA atgql | Mediana | 2| 20 37 31 18 | 083 | 30 | 28
(ng/ml) (intervalo) | & - oo (8-1175) | (10-570) | (2-5580) | 0.65° @ - L
1175) | 5580) : 5580) | 1175)

* Um ou mais pacientes com dados incompletos; ° Calculado nos 39 pacientes com biépsia positiva;
¢ 0 células neopldsicas positivas versus >1células. DNE, diferenciacdo neuroenddcrina; CgA,
cromogranina A; SSTR2, receptor da somatostatina subtipo 2; PSA, antigeno prostatico especifico;

RT, radioterapia externa; BA, bloqueio androgénico; CaPRC, cincer de préstata resistente a
castragao.




Tabela III. Cromogranina A sérica e parametros imunohistoquimicos
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Total CgA sérica CgA sérica
Parametros ota <20 UN >20 U/l P
imunohistoquimicos N=47
B N=21 N=25
Ausente 42 (89) 19 (90) 22 (88)
CgA estromal (%) 1.0
Presente 51 2 (10) 3(12)
Células neopldsicas 0 células 13 (33) 9 @7) 4 (21)
positivas CgA 1-5 células 14 (36) 6 (32) 8 (42) 0.10
citoplasmatica® (%) 0.09°¢
>5 células 12 31 4 (21) 7 (37)
0 13 (33) 9 47) 4 (21)
Densidade da CgA 1 17 ¢4 3 (26) 118
tonl .. b % 0.21
citoplasmatica (%) 2 615 526 16)
3 38) 0 (0) 316)
- 16 42) 7 (37) 8 (44)
SSTR2" (%) 0.74
+ 22 (58) 12 (63) 10 (56)
0 16 42) 7 (37) 8 (44)
Células neopldsicas positivas <10% oo 5 26 e 042
SSTR2 * (%) o (29) (26) (33) .
>10% 11 (29) 7 37 4 (22)
- 32 (84) 15 (79) 16 (89)
SSTR2 estromal * (%) 0.66
+ 6 (16) 4 (21) 2 (11)
Medi
Ki-67 (%) ediana 10 (1-80) 10 (1-31) 15 (1-80) 0.75
(intervalo)

* Um ou mais pacientes com dados incompletos; ” Calculado nos 39 pacientes com bidpisa positiva;

¢ Primeira categoria versus as demais. CgA, cromogranina A; SSTR2, receptor da somatostatina subtipo 2.




65

Figura I. CgA sérica e presenca do receptor androgénico nas células

neopldsicas
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Coeficiente linear P = 0.064 RA positivo
[:',[:' T T T T
0 20 40 &0 &l 100

s-CgA, cromogranina A sérica; RA, receptor androgénico.
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Figura II. Sobrevida global ap6s o diagnostico de CaPRC de acordo com a
cromogranina A sérica

100

80
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40

20

Log rank p: 0.037

Log rank p Q,vs. Q, vs. Qs: 0.771

Log rank p Q4 vs. demais: 0.004

HR O.vs.demais: 1.8 (95% C.1. 1.3-2.5)

Q4

Valores da CgA sérica estratificados em quartis: Q;: CgA<l14; Q,: 14<CgA<24; Q;:
24<CgA<36; Q,: CgA>36. Hazard ratios ajustados para idade, PSA inicial, PSA atual, escore
de Gleason e presenca de metéstases; ' Calculado excluindo os pacientes que receberam analogo
da somatostatina. CgA, cromogranina A; CaPRC, cancer de prostata resistente a castracao; HR,
hazard ratio.
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Figura III. Sobrevida global apds o diagnostico de CaPRC de acordo com a
presenca de células neopldsicas positivas para CgA *
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* Calculado nos 39 pacientes com bidpsia positiva. CgA, cromogranina A; CaPRC, cancer de
prostata resistente a castracao.
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Figura IV. Sobrevida global ap6s o diagnostico de CaPRC de acordo com a
presenca de células neopldsicas positivas para SSTR2 *

100
I_ -1 HR SSTR2+ vs. SSTR2-: HR 0.69, 95% CI 0.3-1.52
80
SSTR2 +
60
40
|
L
I
20 |
e e e — -
I
| Anos
0 I
[ I I I I
0 1 2 3 4

* Calculado nos 39 pacientes com biépsia positiva. Hazard Ratios ajustados para idade, PSA
inicial, PSA atual, escore de Gleason e presenga de metastases. SSTR2, receptor da somatostatina
subtipo 2; HR, hazard ratio.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Neuroendocrine differentiation (NED) is associated with development
of castration-resistant prostate cancer (CRPCa). Previous studies reported to characterize
NED in CRPCa have controversial results. The aim of this study was to better establish
presence and prognostic significance of NED in CRPCa.

METHODS: Forty-seven patients with CRPCa entered the study. Tissue expression of
CgA (t-CgA), somatostatin receptor 2 (SSTR2), proliferation index Ki-67 and androgen
receptor (AR) were evaluated immunohistochemically in prostate cancer needle biopsies.
Serum CgA (s-CgA) was measured using immunoassay. Twenty-six patients underwent
somatostatin receptor scintigraphy (Octreoscan).

RESULTS: s-CgA was elevated in 25 (54%) patients, t-CgA present in 26 (67% of biopsy
positive patients) and SSTR2 in 22 (58% of biopsy positive patients). Octreoscan resulted
positive in 4 (15%) patients. AR was positive in 20 (51%) patients. There was a trend of
association between t-CgA and elevated s-CgA (p=0.09). Serum CgA was associated with
PSA at NED evaluation (p=0.04) and t-CgA with Gleason score at diagnosis (p=0.03).
SSTR2 was not associated with any clinical parameter studied. In multivariate analysis, s-
CgA > 36 U/l was associated with reduction in overall survival (HR 1.8, 95% CI 1.3-2.5,
P=0.004). Tissue CgA was associated with a reduction in survival not significant (p=0.31)
and SSTR2 with better survival, while not statistical significant (HR 0.69, 95% CI 0.3-

1.52).
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CONCLUSIONS: We have found an elevated prevalence of NED in CRPCa patients. In
our series NED markers were associated with an elevated PSA, higher Gleason scores and
decrease in overall survival. These findings must be confirmed in larger studies.

KEYWORDS: castration-resistant prostate cancer; neuroendocrine differentiation;

chromogranin A; detection; prognosis
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Introduction: Prostate cancer (PCa) is the most frequently diagnosed solid malignant
tumour among men in the United States and Western Europe (1, 2). Although local
therapies are very effective in treating localized PCa and androgen deprivation therapy
(ADT) induces initially good results in advanced cases, disease may progress to a
castration-resistant state. Neuroendocrine differentiation (NED) and neuroendocrine (NE)
cell hyperactivation might play a key role in the pathogenesis of castration-resistant
prostate cancer (CRPCa) through bioactive neuropeptide production and secretion (3),
rendering the potential prognostic and therapeutic implications of NED in PCa an important
and timely topic.

NE cells have generally a focal distribution in a population of predominantly
adenocarcinoma cells and serum or tissue levels of NE cell products might reflect their
activity (4, 5). Chromogranin A (CgA) is the main product of NE cells and the most
utilized serum and tissue marker of NED (6). The reported detection rate of NED in PCa
patients was found to be 10-100%, depending on the definition, method and population
studied (7-12). Considering only CRPCa, Cabrespine (13) reported an increased serum
CgA in 45% of patients and examining autopsy tissue in a subgroup of 15 patients, Casella
(14) demonstrated presence of tissue CgA in 80% of his series.

As chemotherapy (15) or immunotherapy (16) minimally improve survival of
CRPCa patients, there is an increasing interest in the development of other therapies. In this
way, new targeted chemotherapy agents based on somatostatin analogues and cytotoxic
somatostatin conjugates are under development (17-19). As a result, careful determination
of NED presence, with identification of subgroups of potentially responders to a given

therapy, seems a very important goal.
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Results of NED markers as prognostic indicators in PCa are controversial. Some
authors have found an association between NED and a worse prognosis (20-22), while
others failed to find this relation (13, 23). Previous studies trying to characterize NED in
PCa generally have some methodological limitations: heterogeneous disease stage,
heterogeneous specimen method of collection (transurethral resection, core biopsy, radical
prostatectomy, autopsy) and heterogeneous NED markers panel. As a result, it is difficult to
simply transfer their conclusions to CRPCa population. The objective of this study was to
better establish the prevalence, relation with clinical parameters and prognostic significance
of NED in a homogeneous group of patients with CRPCa, using a simple panel of specific
immunostaining of biopsy specimens, serum levels of CgA and somatostatin receptor
scintigraphy (Octreoscan).

Patients and methods: From January 2003 to December 2006, 47 patients with CRPCa not
previously submitted to radical prostatectomy, treated at the European Institute of
Oncology, Milan, Italy, underwent transperineal US-guided sextant prostate biopsies and
blood sample collection. CRPCa was defined as three or more successive PSA rising over
nadir with castrate testosterone levels and after antiandrogen withdrawal for at least four
weeks and/or radiological progression (24). All patients were maintained in ADT with
LHRH analogue and in all but three patients oral estramustine plus etoposide based
chemotherapy was ongoing at the moment of enrolling in the study as part of a phase II trial
(25). Twenty-six patients underwent in vivo somatostatin receptor scintigraphy
(Octreoscan). After NED evaluation a subgroup of 16 patients in biochemical and/or
clinical progression underwent somatostatin analogue plus oral estradiol therapy.

Laboratory: Serum CgA (s-CgA) was measured by means of an enzyme-linked
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immunoadsorbent assay (ELISA) kit (Dako, Glostrup, Denmark). Pathology: Tissue
specimens were obtained with a 16 Gauge Tru-Cut biopsy needle, formalin-fixed and
paraffin-embedded. For each case, archival hematoxylin and eosin sections and paraffin
blocks were retrieved. Hematoxylin and eosin staining was used to determine the presence
of prostate cancer cells, histological type and Gleason score. Immunohistochemistry:
Immunohistochemical study was performed on paraffin-embedded tissues of positive core
biopsies. It was utilized a panel of commercially available primary monoclonal antibodies:
chromogranin A (Signet Laboratories, Dedham, USA), Ki-67 antigen (MIB-1)
(Immunotech, Marseille, France), androgen receptor (Oncogene Science, Cambridge, USA)
and somatostatin receptor (Bio Trend, Koln, Germany). After blocking endogenous
peroxidase with 5% hydrogen peroxide for 12 minutes, dewaxed sections were reacted with
the primary antibodies for 30 minutes at room temperature using an automatic
immunostainer (Dako Autostainer, Dako, Glostrup, Denmark) and then incubated with a
high-sensitivity detection kit according to the manufacturer’s instructions (Dako En Vision
Plus-HRP, Dako, Glostrup, Denmark). The specificity of all immunoreactions was double-
checked by substituting the primary antibody with a nonrelated, isotypic mouse
immunoglobulin at a comparable dilution or with normal serum alone. Appropriate internal
positive controls were also checked in all reactions. The percentage of immunoreactive
tumour cells for each marker (labeling index) was evaluated by counting (where present) at
least 1000 tumour cells in representative fields of immunostaining using a standard light
microscope. Evaluations of immunohistochemical staining were reviewed independently
and blindly by two pathologists, counting each sample three times; thus, the highest score

for each antibody and the highest score between the two observers were reported. Stromal
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chromogranin was reported as absent or present. The presence of cytoplasmic
chromogranin on neoplastic cells was reported as O cells positive, 1-5 cells positive and > 5
cells positive. The percentages of positive cells was also evaluated semi-quantitatively on a
scale from O to 3 (0 = staining absent or observed in less than 5% of neoplastic cells, 1 =5
to 25%, 2 = 26 to 50% and 3 = more than 51%). The somatostatin receptor subtype 2
(SSTR2) was recorded as positive if staining was identified in the cytoplasm or membrane
of tumour cells and the percentages of positive cells were reported with a cut-off of 10%.
We have also verified the staining for SSTR2 within the stromal area. Somatostatin
receptor scintigraphy: scintigraphy with In 111-DTPA-octreotide (Octreoscan) was
performed in 26 patients (55%). The labelling of the Octreoscan was performed according
to instructions provided by the manufacturer (Mallinckrodt, Petten, NL). Whole
body images were performed at 4 and 24 h after injection of 110-150MBq of In 111-
DTPA-octreotide. A double headed gamma camera, equipped with a medium-energy
collimator, was used (Infinia, GE Healthcare). The collection of original data for single
photon emission computed tomography (SPECT) images was performed by means of a 64
step rotation 360° in a 64x64 word matrix. Energy windows of 171 and 245 keV + 20%
were used. The collection time for each angle was 60s, amounting for approximately
40.000 counts/angle. For reconstruction of SPECT images a Butterworth filter was applied
to the original data.

The study was approved by the institutional review board of the hospital and all

patients gave written informed consent.
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Statistics: The chi-square test, Fisher exact test or Mantel-Haenszel chi-square test for
ordinal variables were used to compare percentages between groups. Medians were
compared using the non-parametric two-sample median test. If appropriate, log
transformation of values was performed in linear regression models. Overall survival was
defined as the time interval from the date of castration-resistant disease to death from any
cause. Patients alive were censored at last follow-up visit. Survival was plotted using the
Kaplan-Meier method. The log rank test was used to assess survival differences between
groups in the univariate analysis. Multivariate Cox proportional hazards regression models
were used to identify the prognostic independent clinicopathological features associated
with survival. All tests were two sided. All analyses were performed with the SAS software

(SAS Institute, Cary, USA).

Results: Patients clinical characteristics are shown in Table I. Median duration of hormone
sensitivity period was 16.5 months while median time from castration-resistant status to
NED evaluation was 8 months. Biopsy specimen showed tumour in 39 patients (83%).
Prevalence: if s-CgA was considered alone, 25 (54%) patients could be defined as having
NED. Considering immunohistochemical findings, 26 patients (67% of biopsy positive
patients) had positive tissue CgA (t-CgA), while 22 patients (58% of biopsy positive
patients) showed tissue presence of SSTR2. The androgen receptor (AR) was positive in
neoplastic cells in 20 patients (51% of biopsy positive patients) and median observed
proliferation rate index Ki-67 was 10% (range 1-80).

Relation between NED markers and clinical parameters: as outlined in Table 11, elevated s-

CgA was associated with high PSA value at time of NED evaluation (actual PSA), with a
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median PSA of 25ng/ml for patients with s-CgA < 20 U/l and 50ng/ml for those with s-
CgA > 20 U/l (p=0.04). Nevertheless, s-CgA was not associated with PSA and Gleason
score at diagnosis, initial treatment, presence of metastasis or duration of ADT.

Presence of cytoplasmic CgA positive neoplastic cells (t-CgA) was associated with
higher Gleason scores at diagnosis, 50% of patients with positive t-CgA cells had Gleason
score > 8, versus 11% in the negative group (p=0.03). Median duration of ADT was 36
months for patients with no t-CgA positive cells, 18 for patients with 1-5 positive cells and
23 for those with more than 5 positive cells (p=0.02, comparing no cells versus > 1 positive
cells). Median duration of castration-resistant disease till NED valuation was 13 months for
patients with no t-CgA positive cells, 4 for patients with 1-5 positive cells and 7 for those
with more than 5 positive cells (p=0.05, comparing no cells versus > 1 positive cells). The
t-CgA was not associated with PSA at diagnosis, initial treatment, presence of metastasis or
actual PSA. Presence of SSTR2 on neoplastic cells was not associated with any of the
clinical parameters evaluated.

Relation between NED markers: association between s-CgA and immunohistochemical

parameters is summarized in Table III. There was a trend of association between presence
of cytoplasmic positive neoplastic cells (t-CgA) and elevated (> 20 U/l) s-CgA (p=0.09).
Percentage of positive t-CgA cells (cytoplasmic CgA density) was not associated with s-
CgA. In the same way there was no association between presence of SSTR2 and s-CgA.
There was a trend of positive relation involving s-CgA and percentage of AR positive
neoplastic cells (p=0.064) (figure 1).

Relation between NED markers and clinical course: median follow up after diagnosis of

CRPCa was 32 months (5-72). Five year overall survival (OS) was 50% if considered from
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the day of beginning of ADT and 15% from the onset of CRPCa. Considering a cut-off
level of 20 U/l for s-CgA, difference in OS after diagnosis of CRPCa didn’t reached
statistical significance. Stratifying patients in quartiles accordingly to s-CgA: Ql: s-
CgA<l14; Q2: 14<s-CgA<24; Q3: 24<s-CgA<36; Q4: s-CgA>36, values of s-CgA > 36 U/l
were associated with a modest decrease in OS (figure 2), even when adjusted for age, PSA,
metastatic status, Gleason score and treatment with somatostatin analogue (HR Q4 vs.
others 1.8 (95% CI 1.3-2.5). Presence of cytoplasmic CgA positive cells (t-CgA) was
associated with a reduction in OS after CRPCa diagnosis, but this difference didn’t reach
statistical significance (figure 3). Tissue evidence of SSTR2 was associated to a better
survival on univariate analysis. This tendency looses its statistical significance when data
are adjusted for age, PSA, Gleason score and metastatic status (HR 0.69, 95% CI 0.3-1.52)
(figure 4).

In vivo NED evaluation: of the 26 patients submitted to somatostatin receptor scintigraphy

(Octreoscan) four (15%) showed in vivo presence of SSTR, matching with bone and lymph
node metastases in three and one patient respectively. All patients with a positive
Octreoscan had a rather good expression of SSTR2 in the neoplastic tissue (20, 40, 40 and

90% of neoplastic cells positive).

Discussion: Detection of NE activity and definition of NED presence in PCa patients
remains a controversial issue in literature. Prevalence of NED in PCa seems to be a result
of NED definition assumed. As a result, in the literature it varies from 10% to 100% (7-10,
14). To our knowledge, this is the first study to consider a composite panel of examinations

including blood sample, prostate biopsy and Octreoscan to define NED presence and its
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prognostic implications in a homogeneous group of CRPCa patients. According to this
panel, prevalence of NED was 54%, if based on s-CgA level, 67% considering presence of
t-CgA and 58% taken into account presence of SSTR2 positive neoplastic cells.
Independently of definition assumed, we have found a high prevalence of NED in this
specific population of CRPCa. This information might be useful for the development of
new treatment modalities and strategies for this advanced stage disease.

In our series an elevated s-CgA was associated with higher PSA values at moment
of NED evaluation. Previous studies with patients at different disease stages didn’t find this
association (11, 26). Moreover, as reported by Sasaki et al. (27), during endocrine therapy
s-CgA elevation precedes PSA increase. In our study s-CgA and PSA were measured at an
end stage disease, when PSA level was already high. Considering this, we had the two
markers elevated at the same time, justifying this relation. We have found a positive
relation between positive t-CgA and higher initial Gleason score, confirming data from
previous studies that included patients at different disease stages (10, 11, 22, 23). This
relation might indicate that tumours exhibiting a more aggressive pattern at the beginning
of its course are supposed to develop NED more frequently.

The presence of t-CgA was not associated with a longer period of ADT or
castration-resistant disease in the present series. Previous studies reported a positive
association between NED and hormonal therapy (8, 13, 27, 28). In fact, a longer period of
ADT might induce NED, but probably not in all patients. In a CRPCa population, as the
case of our series, the potential role of long lasting ADT in promoting NED is not clear. It’s
not possible to differentiate whether the increase of NED is attributable to condition of

castration-resistant or long-term ADT (8). Besides this, diseases rapidly progressing
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towards castration-resistant may majorly express NE features, even with a short period of
ADT.

We have found a trend of association between the presence of t-CgA positive
neoplastic cells and an elevated s-CgA that not reached statistical significance (p=0.09).
Angelsen (7) have demonstrated an association between serum and tissue NED markers in
a small series, with less than a half under ADT. Analyzing core biopsies from newly
diagnosed PCa patients, Bollito (11) found a relation between s-CgA and t-CgA,
particulary in metastatic cases. In our patients presence of SSTR2 positive neoplastic cells
was not associated with s-CgA levels or t-CgA presence, suggesting that these markers
stain different cells and probably reveal different aspects of NED phenotype in CRPCa.

Prostatic NE cells are fully differentiated postmitotic cells with no proliferative
activity and are negative for Ki-67 (5). Proliferation index Ki-67 of cancer cells resulted
however rather high (10%) in our series. As demonstrated in previous reports (11, 28),
proliferation index of neoplastic cells adjacent to NE cells is increased. Jongsma (29)
showed that proliferation of PCa cell lines in conditions of androgen depletion can be
modulated by neuropeptides with mitogenic effects produced by NE cells, justifying this
high proliferation index. Grobholz (30) found a positive association between Ki-67 index
and NED in radical prostatectomy specimens. Contrarily, Ishida (23) and Casella (14)
didn’t find this association in tissue obtained from radical prostatectomies and core biopsies
of untreated patients, respectively.

Immunohistochemical studies show that AR is not expressed in prostatic NE cells
(31) and NED has been proposed as one contributing factor for the development of CRPCa.

Besides this, high levels of AR expression and development of hypersensitive receptors has
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been recognized as another feature associated with the development of CRPCa (3). The
prevalence of AR positive cells in our series is high (53%), confirming the
hypersensitive/overexpression pathway for the development of CRPCa. Interestingly, we
have found a positive relation between s-CgA and presence of AR, possibly reflecting the
action of proliferative factors produced by NED cells on adjacent exocrine (AR
positive/overexpressed) neoplastic cells.

Data on prognostic impact of NED in PCa are conflicting. In patients presenting
with CRPCa, elevated levels of s-CgA were associated with a poorer prognosis, as
demonstrated by Taplin (20) and Berruti (21, 32). However this finding was not confirmed
by Cabrespine (13). Our results show that high levels of s-CgA were associated with a
modest reduction on overall survival with statistical significance. More aggressive course
of disease in patients presenting NED could be determined by the capacity of NE
differentiated PCa cells to escape apoptosis (33), NED cells can survive and continue acting
in the androgen-deprived environment (34), producing and secreting potent neuropeptides
that stimulate cell growth, differentiation, transformation and invasion .

Prognostic value of NED tissue markers is more controversial. These conflicting
results may be due to the heterogeneous population studied, the limited amount of tissue
samples or the unequal distribution on NED tumour cells on prostate (6). Some authors
didn’t find an association between tissue evidence of CgA and worse prognosis examining
tissues obtained from radical prostatectomies (23, 35, 36) or core biopsies in untreated (14)
or metastatic (37) patients. On the contrary, others studies have demonstrated a worse
outcome associated with t-CgA presence analysing prostate biopsy specimens of stage D2

(12) or newly diagnosed patients (22, 28). We have found that presence of t-CgA was
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associated with a worse prognosis, while not statistical significant. On the other hand,
tissue evidence of SSTR2 was associated with a better survival (without statistical
significance), suggesting once more that these markers reveal different aspects of NED
phenotype in PCa. In this regard, our study is the first valuating prognostic value of t-CgA
and SSTR2 in a group compost of only CRPCa patients.

Scintigraphic imaging with radiolabeled analogues of somatostatin, such as In 111-
DTPA-octreotide (Octreoscan), are used clinically for localization of tumours expressing
receptors for somatostatin (38). Studies on the use of Octreoscan in CRPCa are rather
scarce. Nilsson (39) found some positive Octreoscan result in 94% of 31 patients with
CRPCa, but only 37% of all bone metastases detected by 99 Tc-labeled bone scan
presented some Octreoscan uptake. More recently, series of CRPCa presented lower rates
of Octreoscan positivity: 85% of 20 cases, all with low intensity uptake (40), and only 37%
of 20 cases (41). We have found a low rate of Octreoscan positivity, but it has to be noted
that all patients with a positive result had a rather good expression of SSTR2 in the
neoplastic tissue. This fact could indirectly indicate that for a positive scan an elevated
presence of SSTR2 is required.

Immunohistochemical staining for NE products on neoplastic tissue indicates
storage, but not necessarily production or secretion of these products (4); besides this, it
may be difficult to obtain tissue samples that adequately represent NED of entire prostate
tumour (42). This is especially true in patients previously submitted to radical
prostatectomy. On the other hand, serum levels of NE markers (CgA) could better represent
NED of entire tumour and its metastasis. However, the presence of serum products may not

reflect exactly the NE activity on prostate, because tissue receptors are needed for its action
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(4). Considering this, analysis of both serum and tissue markers could better define NED
pattern in an individual basis.

Our study has some limitations. The small patient sample size and limited amount
of tissue obtained from core biopsies make that our findings must be interpreted with
caution. Different NED markers, as neurone-specific enolase, synaptophysin or
chromogranin B, and others subtypes of SSTR family, were not included in our panel. As
prostatic tissue was needed for immunohistochemical analysis, patients previously
submitted to radical prostatectomy were not included, possibly inducing some selection

bias.

Conclusions: In a homogenous group of CRPCa patients we have found a high prevalence
of NED defined by presence of serum or tissue markers. NED markers were associated
with high PSA, high initial Gleason score and a decrease on overall survival. No relation
was found between these markers, probably due to the different aspects of NED phenotype
reflected by each one. In this way we propose a multi-indicator panel of NED in CRPCa
utilizing serum chromogranin A and immunohistochemical staining for CgA, somatostatin
receptor subtype 2 and proliferation index Ki-67 in the neoplastic tissue. Somatostatin
receptor scintigraphy (Octreoscan) was positive in a very small subgroup of patients, so its
application in this setting is questionable. These findings must be confirmed in larger
studies and may establish NED as an important prognostic indicator and target for

development of new therapies for CRPCa patients.
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Table I. Patients characteristics

Total (No.) 47
Median 66
Age (years)
(Range) (53-87)
PSA at PCa diagnosis Median 32
(ne/mD (Range) (4-2.500)
<6 (%) 1131
Gleason score” 7 (%) 10 29
28 (%) 14 40)

RT+ADT (%) 15 32)
Initial treatment

ADT (%) 32 (68)
Duration of Median 29
ADT (months) (Range) (9-198)
Duration of CRPCa till .
NED valuation Median 8
R 0-37
(months) (Range) ©-37)
Metastasis Yes (%) 41 (87)
PSA at NED valuation Median 36
(ng/mD) (Range) (2-5580)

“ One or more than one patient had missing data. PSA, prostate-specific antigen;
PCa, prostate cancer; RT, external radiotherapy; ADT, androgen deprivation
therapy; CRPCa, castration-resistant prostate cancer; NED, neuroendocrine

differentiation.
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Table II. Clinical characteristics and relation with serum and immunohistochemical NED analysis

Cytoplasmic CgA
Serum CgA SSTR2 *°
positive neoplastic cells”
.. 1-5 >5
Clinical parameters <2001 | >20U01 | P 0 cells P - + P
cells cells
Median 40 36 53 49 301090 | 40 50
PSA at PCa 0.17 0.74
diagnosis (ng/ml) (13- ’ (12- ¢ | @ '
(Range) (4-1280) 2500) (11-2287) | (4-2100) 108) 0.65 2100) (11-2287)
<6 (%) 6 (35) 5 (29) 5 (56) 1(9) 3(33) 4 (29) 5 (36)
0.26
Gleason score 7 (%) 4 (24) 509 | 10 3(33) 3027 | 333 0.03¢ 566) | 3@ | 080
>8 (%) 7 (41) 7 (41) 1(11) 7 (64) 3(33) 5 (36) 6 (43)
RT+ADT (%) 7 (33) 7 (28) 3(23) 4 (29) 650 | 0.16 | 744 6 (27
Initial treatment 0.70 0.29
ADT (%) | 1401 | 1872 0@ | 100y 660 | %3* [96e | 1673
Duration of Median 28 29 36 18 23 0.05 27 25
0.87 0.89
ADT (months) (Range) (13-95) (9-198) (12-82) (9-95) | (11-75) | 0.02° | (9-82) | (11-95)
Duration of Median 9 8 13 4 7 0.14 | 7 8
CRPCa till NED 0.55 0.82
valuation (months) (Range) (0-24) (0-37) (4-37) (0-24) (2-21) | 0.05° | (0-25) (0-37)
0.24 13
Metastasis Yes (%) 19 (90) 22 (88) 1.0 12 (92) 12.(86) | 9 (75 o1 19 86) | 0.67
0.35¢ | ®V
PSA at NED Median 25 I O 31| 18 Joss | 30| o3 o
valuation (ng/ml) ) (- c - '
(Range) (6-1175) | (4-5580) (8-1175) (10-570) 5580) 0.65 5580) (4-1175)

* One or more than one patient had missing data;

® Calculated on 39 patients with positive biopsy; ¢ 0 cells versus

>1cells. NED, neuroendocrine differentiation; CgA, chromogranin A; SSTR2, somatostatin receptor subtype 2;
PSA, prostate-specific antigen; PCa, prostate cancer; RT, external radiotherapy; ADT, androgen deprivation
therapy; CRPCa, castration-resistant prostate cancer.




Table III. Serum CgA and immunohistochemical parameters
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. . Serum CgA Serum CgA
1 histoch 1
mmunonistochemica Total 520 U/l >20 U/l p
P t =
arameters N=47 N=21 N=25
Absent 42 (89) 19 (90) 22 (88)
Stromal CgA (%) 1.0
Present 51 2 (10) 312
Cytoplasmic CgA 0 cells 13 (33) 9 @47 4 2y
0.10
positive cells® (%) 1-5 cells 14 (36) 6 (32 8 (42)
0.09°¢
>5 cells 12 31) 4 21 7 (37
0 13 (33) 9 47) 421)
Cytoplasmic CgA densityb 1 1744 3 (26) 118 021
(%) 2 6 (15) 5 (26) 15
3 3 0(0) 316)
- 16 42) 7 (37) 8 (44)
SSTR2* (%) 0.74
+ 22 (58) 12 (63) 10 (56)
0 16 (42) 7 (37 8 (44)
SSTR2 positive cells” (%) <10% 11 29) 5 (26) 6 (33) 0.42
>10% 11 (29) 7 (37 4 (22)
- 32 (84) 15 (79) 16 (89)
Stromal SSTR2" (%) 0.66
+ 6 (16) 4 21 2 (11)
Ki 67 (%) Median (range) 10 (1-80) 10 (1-31) 15 (1-80) 0.75

* One or more than one patient had missing data; * Calculated on 39 patients with positive biopsy; ¢ First
category versus others. CgA, chromogranin A; SSTR2, somatostatin receptor subtype 2.




93

Figure I. Serum CgA and androgen receptor in neoplastic cells

Log(s-Cg A)
7.0
&,0 4
»
5.0
I .
4.0 ‘ .
20 M * * »
' * e * e
* 3 +
2.0
* % of positive
1,0 AR neoplastic
Linear coefficient P-value: 0.064 cells
[:',[:' T T T T
a 20 40 Gl 10| 100

S-CgA, serum chromogranin A; AR, androgen receptor.
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Figure II. Overall survival after CRPCa diagnosis according to serum CgA levels
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Values of serum CgA are stratified in quartiles: Q;: CgA<14; Q,: 14<CgA<24; Q;: 24<CgA<36;
Q,: CgA>36. Hazard ratios are adjusted for age, initial PSA, actual PSA, Gleason score and
metastatic status; ' Calculated excluding the subgroup of patients who received somatostatin
analogue. CgA, chromogranin A; CRPCa, castration-resistant prostate cancer; HR, hazard ratio.



Figure III. Overall survival after CRPCa diagnosis according to presence of
CgA positive neoplastic cells *
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* Calculated on 39 patients with positive biopsy. CgA, chromogranin A; CRPCa, castration-
resistant prostate cancer.
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Figure IV. Overall survival after CRPCa diagnosis according to the
presence of SSTR2 positive neoplastic cells *
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* Calculated on 39 patients with positive biopsy. Hazard Ratios are adjusted for age, initial PSA,
actual PSA, Gleason score and metastatic status. SSTR2, somatostatin receptor subtype 2; HR,
hazard ratio.



