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RESUMO

Febronio, E. M. Andlise farmacocinética pela Ressonancia magnética (RM) para
deteccao de hipoxia tumoral em neoplasia de prostata. Tese (Doutorado em
medicina) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo preto, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2024.

O cancer de prostata consiste em uma das neoplasias mais comuns em homens,
com aumento de incidéncia nas ultimas décadas. Enquanto a maior parte dos
tumores tem curso indolente, alguns outros apresentam comportamento mais
agressivo, sendo assim, encontrar biomarcadores que possam demonstrar
agressividade de maneira nao invasiva, seria de grande valia. Estudos
demonstraram que a hipdxia esta relacionada a maior agressividade, dessa maneira,
o presente trabalho teve como objetivo investigar a associagdo entre hipdxia
tumoral, avaliada por meio de coloragédo especifica, e a agressividade no céancer de
préstata usando modelos farmacocinético por imagem derivados de Tofts, para
prever a agressividade tumoral. Para essa finalidade, de janeiro de 2019 a abril de
2021, foi realizada busca retrospectiva de pacientes com cancer de prostata
confirmado e exame de ressonancia magnética prévio. Apos exclusdes, 57
pacientes consecutivos foram incluidos. Dados dos pacientes, incluindo variaveis
demograficas, laboratoriais e patoldgicas, foram coletados. A aquisicdo de imagens
de ressonancia magnética (RM) seguiu as diretrizes do PI-RADS, abrangendo
sequéncias ponderadas em T2, difusdo (DWI) e imagens com contraste dindmico
(DCE). Um radiologista abdominal experiente conduziu analises morfologicas e
quantitativas de RM, avaliando parametros como tamanho da lesdo, valores do
Coeficiente de Difusdo Aparente (ADC) e farmacocinética de Tofts. A analise
histopatoldgica incluiu o escores internacionais e a imuno-histoquimica do marcador
de hipdxia. Como resultados, ndo houve diferengas demograficas e de imagem
significativas entre tumores hipoxicos e ndo hipoxicos, exceto pelos niveis elevados
de Antigeno Especifico da Prostata (PSA) nos ultimos e ADC normalizado reduzido
nos primeiros. Avaliagbes morfologicas revelaram lesbes maiores no grupo de
hipéxia. Houve uma associagdo positiva com hipdxia, sem prever entretanto
independentemente lesbes de alto risco, concluindo-se que a analise
farmacocinética pelo modelo de Tofts esteve associada a tumores com hipdxia,
porém nao sendo um parametro preditor independente de tumores mais agressivos.
Estudos futuros, com um maior numero de pacientes, multi-institucionais e
prospectivos, sdo necessarios para verificar essa possivel associacao.

Palavras-chave: Ressonancia Magnética; Hipdxia Tumoral; Cancer de Prostata;
Analise Farmacocinética; Modelos Quantitativos de Perfusdo T1.






ABSTRACT

Febronio, E. M. Pharmacokinetic analysis by Magnetic Resonance Imaging
(MRI) for detection of tumor hypoxia in prostate cancer. Tese (Doutorado em
medicina) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2024.

Prostate cancer is one of the most common neoplasms in men, with an increased
incidence in recent decades. While most tumors have an indolent course, some
others show more aggressive behavior; therefore, finding biomarkers that can
demonstrate aggressiveness in a non-invasive way would be of great value. Studies
have shown that hypoxia is related to worse behavior, and thus, the present work
aimed to investigate the association between tumor hypoxia, evaluated through
specific staining, and aggressiveness in prostate cancer using pharmacokinetic
models derived from Tofts, to predict tumor aggressiveness. For this purpose, from
January 2019 to April 2021, a retrospective search of patients with confirmed
prostate cancer and prior magnetic resonance imaging examination was performed.
After exclusions, 57 consecutive patients were included. Patient data, including
demographic, laboratory, and pathological variables, were collected. The acquisition
of magnetic resonance imaging (MRI) followed PI-RADS guidelines, covering T2-
weighted sequences, diffusion (DWI), and dynamic contrast images (DCE). An
experienced abdominal radiologist conducted morphological and quantitative MRI
analyses, evaluating parameters such as lesion size, Apparent Diffusion Coefficient
values (ADC), and Tofts pharmacokinetics. Histopathological analysis included
international scores and immunohistochemistry for the hypoxia marker. As a result,
there were no significant demographic and imaging differences between hypoxic and
non-hypoxic tumors, except for the elevated levels of Prostate-Specific Antigen
(PSA) in the latter and reduced normalized ADC in the former. Morphological
assessments revealed larger lesions in the hypoxia group. There was a positive
association with hypoxia, without independently predicting high-risk lesions,
concluding that pharmacokinetic analysis by the Tofts model was associated with
hypoxic tumors but not an independent predictor parameter of more aggressive
tumors. Future studies, with a larger number of patients, multi-institutional and
prospective, are necessary to verify this possible association.

Keywords: Magnetic Resonance Imaging; Tumor Hypoxia; Prostate cancer;
Pharmacokinetic Analysis; Quantitative T1 Perfusion Models.
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1 INTRODUGAO

O céncer de préstata (CP) € a neoplasia mais prevalente entre os homens e a
segunda causa de morte por cancer na populagdo masculina no mundo, com
relevantes impactos sociais e econémicos (NACIONAL CANCER INSTITUTE, 2015).
Sua origem ocorre nas ceélulas epiteliais glandulares e seus principais padrdes
histologicos sdo os adenocarcinomas dos tipos acinar usual (HUMPHREY, 2017).

Globalmente, a incidéncia de CP aumentou de cerca de 1,3 milhdo, em 2018,
para cerca de 1,5 milhdo de novos casos relatados, em 2020 (RAWLA, 2019), com
cerca de 375.304 mortes relacionadas ao CP (WANG, 2022). Observa-se maior
prevaléncia de casos no mundo ocidental, sendo que a diferenca na taxa de
incidéncia mundial tem sido principalmente atribuida as diferengas no uso de testes
diagnosticos (RAWLA, 2019). Essa incidéncia ainda é menor em homens brancos
em comparagao a homens afro-americanos, sendo que a mortalidade em homens
afro-americanos € também cerca de o dobro da dos em homens brancos (RAWLA,
2019).

No Brasil, o cancer de prostata € o cancer ndo dermatolégico mais prevalente
em homens, com uma incidéncia de 68.000 casos novos entre 2018 e 2019 e que,
apesar desses numeros, possui a menor taxa de mortalidade entre os paises da
América Latina (ALCANTARA et al., 2012).

No contexto atual, a definicdo do diagndstico desse cancer é estabelecida por
meio do estudo histopatoldgico e, segundo os critérios da sociedade europeia de
urologia, o rastreamento populacional do cancer de prostata € controverso, além de
nao recomendado na maior parte dos paises do globo (MOTTET et al., 2021), uma
vez que se associa ao aumento na taxa de sobrediagnostico, consequentemente de
lesbes mais localizadas e menos avangadas ou agressivas sem, entretanto,
determinar um aumento significativo nas taxas de sobrevida ou de beneficios
associados (MOTTET et al., 2021).

Os padrbes comuns de crescimento do adenocarcinoma prostatico formam a
base da classificacdo de Gleason, atualizada pela Sociedade Internacional de
Patologia Urologica (ISUP) em 2015 (EPSTEIN et al., 2016).

O parémetro patoldgico (escore de Gleason) baseia-se no conceito de que
padrées Gleason 1 e 2 envolvem glandulas malignas unicas, separadas e bem

formadas, ou podem estar aglomeradas ou nodulares e sdo caracteristicamente
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detectadas na zona de transigdo. O padrao de Gleason 3 pode apresentar glandulas
aglomeradas ou em desordem, infiltrando-se no estroma, enquanto que os padrdes
de Gleason 4 e 5 s&do de alto grau e mostram infiltragdo estromal. Ainda com relagéo
aos padrbes mais avangados, o Gleason 4 apresenta glandulas fusiformes mal
formadas, enquanto o padrdo Gleason 5 mostra folhas de tumores, células
individuais, corddes, disposi¢des lineares e ninhos sélidos (EPSTEIN et al., 2016;
GOTTIPATI et al., 2012). Um esquema grafico pode ser observado na Figura 1.

Figura 1 - Padrbes de Gleason

Gleason’s Pattern
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9 glands differentiated
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0
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l
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Fonte: Adaptado de Wikimedia Commons, 2024.

Com base na leitura patoldgica realizada, o escore final de Gleason é definido
pela soma dos dois padrdes mais frequentes observados no material patoldgico,
usualmente obtido por bidpsia ou mesmo em espécimes de prostatectomia e,
seguindo esse conceito, as diretrizes dos consensos, realizados pela ISUP, com a
ultima atualizagdo em 2019 (VAN LEENDERS et al., 2020), estabelecem que as
neoplasias prostaticas podem ser divididas em grupos de risco conforme descritas

na Tabela 1.



23

Tabela 1 - Classificacdo de risco ISUP, com base na escala de Gleason

Graduacgao Caracteristicas
Grau 1 Classificagao de Gleason = 6
Grau 2 Classificacado de Gleason = 7 (3+4)
Grau 3 Classificagao de Gleason = 7 (4+3)
Grau 4 Classificagao de Gleason = 8
Grau 5 Classificacao de Gleason 9 ou 10

Fonte: Braunhut et al., 2018.

Mais recentemente, ainda considerando classificacbes de risco, foi
estabelecida a classificagcdo de grupos de prognodstico de Cambridge (CPG)
(GNANAPRAGASAM et al., 2018). O CPG consiste na divisdo de 5 grupos
estratificados pelo escore de Gleason, valores do antigeno prostatico especifico

(PSA) e/ou estagio tumoral TNM, sendo esses grupos assim descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Classificagdo de grupos prognosticos de Cambridge

CPG Risco Caracteristicas
CPG1 muito baixo ISUP 1 E PSA <10ng/ml E estagio T 1 ou T2
CPG 2 baixo ISUP 2 OU PSA entre 10 e 20 ng/ml E estagio T1 ou T2

ISUP 2 E PSA entre 10 e 20 ng/ml E estagio T1 ou T2;
ou ISUP 3 E estagio T1 ou T2

apenas um dos seguintes fatores positivos: ISUP 4,
PSA > 20 ng/ml, estagio T3

2 ou mais dos seguintes fatores positivos: ISUP 4, PSA
> 20 ng/ml, estagio T3; ou ISUP 5; ou estagio T4

Fonte: Adaptado de Gnanapragasam et al., 2018.

CPG3 intermediario

CPG4 Alto

CPG5 muito alto

Quanto aos marcadores laboratoriais, a dosagem sérica do PSA €& o melhor
fator preditor de doenga, superando ainda o exame digital retal, sendo o PSA um
parametro continuo, que quanto maior o valor, maior a chance de existéncia de
neoplasia (MOTTET et al., 2021).

Ainda em se tratando do diagndstico, a imagem por Ressonancia Magnética
Multiparamétrica transformou-se em uma importante ferramenta de otimizacdo com
sensibilidade e especificidade agregadas, superando a bidpsia aleatoria sistematica
na detecgcdo de neoplasias de mais alto grau (MOTTET et al., 2021), sendo que o
paciente que se enquadre no contexto de alta suspeita para neoplasia deve ser
submetido a um procedimento de biopsia guiada por ultrassonografia, transretal ou
transperineal (USTR) (JOHANSSON et al., 2004). Considerando-se que, atualmente,
a uniao das duas ferramentas, valores de PSA e classificacdo PI-RADS por estudo

de RM, ampliam significativamente a definicdo dos pacientes que realmente devam
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ser submetidos a uma bidpsia, ou seja, pacientes com suspeita para neoplasia
clinicamente significativa (NCS).

Uma vez que o paciente tenha sido submetido a um exame de RM com
suspeita positiva para NCS, encoraja-se atualmente a realizagdo de procedimento
de “biopsia por fusdo”, seja ela realizada por fusdo cognitiva, em que o médico que
realiza o estudo associa os achados de RM a um exame de prostata por ecografia,
ou mesmo por fusdo computadorizada entre as imagens de US e RM (MOTTET et
al., 2021).

Nesse ultimo caso, as imagens obtidas em estudo de RM sao utilizadas para
guiar em tempo real a realizagdo de procedimentos de biopsia dirigida (fragmentos
da area de alteracdo a RM) nos segmentos que foram identificados como suspeitos
para neoplasia clinicamente significativa previamente (MOTTET et al., 2021).

Entende-se, assim, que ocorreu uma importante mudanga no paradigma da
abordagem das neoplasias de prostata clinicamente relevantes, submetendo apenas
0s casos que se beneficiem aos procedimentos mais invasivos, como a
prostatectomia.

A partir do diagnéstico definitivo, a conduta terapéutica é definida pela
histologia obtida por meio da biopsia, conforme ja citado, e pelo estadiamento
clinico, variando entre vigilancia ativa, prostatectomia, hormonioterapia e/ou
radioterapia.

Apesar dos avangos técnicos nas opg¢des de tratamento, aproximadamente
25% dos pacientes desenvolverdo doenga progressiva, justificando a importancia do
melhor conhecimento dos fatores bioldgicos responsaveis pela progressdo ou pela
resposta adequada como pré-requisitos para estabelecer novas estratégias
terapéuticas e melhorar os resultados clinicos (KUBAN et al., 2011).

O fendtipo e o curso da doenga abrangem um amplo espectro que parte
desde um tumor indolente até um carcinoma metastatico agressivo, sendo ja sabido
que, entre os fatores que se relacionam a progndstico ruim, a hipoxia tumoral esta
associada a doenga agressiva e resisténcia ao tratamento, notadamente por
radioterapia (SMITH et al., 2000; BRASSELL et al., 2011) e, desse modo, um
biomarcador confiavel para hipdxia seria de inestimavel valor para a tomada de
deciséo clinica.

Os trabalhos na area de Hipoxia tumoral ainda sdo escassos, uma vez que ha

muitas falhas no conhecimento acerca da relacédo entre hipdxia tumoral e evolugao
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natural do cancer de prostata, o que justifica o interesse constante e crescente no
tema.

Em pacientes com cancer, a hipoxia tem sido identificada como um fator
ambiental de estresse associado a resisténcia a radioterapia e piores progndsticos
(DAl et al., 2011), sendo que, conforme o cancer progride, as células tumorais
adquirem a habilidade de se adaptar a ambientes de hipdxia pela formacédo de novos
vasos, bem como migrando para outros vasos e invadindo-os (CHAN; GIACCIA,
2007; CHAUDARY; HILL, 2007).

Do ponto de vista conceitual, a hipdxia consiste em um déficit de oxigenagao
de tecidos, usualmente ocorrendo em lesdes neoplasicas malignas e isso ocorre, em
geral, quando esses tecidos crescem em uma medida desproporcional ao
suprimento sanguineo local, sendo que, a medida que o tumor cresce, a distancia
entre as células e os vasos sanguineos aumenta, reduzindo a difusdo de oxigénio
para as células com uma estimativa de que tecidos hipdxicos tenham oxigenagao
1% a 2% inferior ao ser observado em tecidos normais correspondentes (MUZ et al.,
2015).

A hipoxia tumoral pode ser aguda ou cronica. A hipdxia cronica, também
conhecida como hipoxia limitada por difusdo, ocorre devido a “distancia” aumentada
entre as células necroticas e os vasos sanguineos, o que leva a falta de oxigénio
(ROCKWELL et al., 2009). Ja a hipoxia aguda consiste em exposi¢cao abrupta e de
curto prazo das células tumorais a oclusdo dos vasos sanguineos, que dura varios
minutos. Também chamada de hipdxia limitada por perfusdo, ela € relacionada ao
extravasamento sanguineo extravascular, o que causa aumento da presséo
intratumoral e pode levar a mudangas subitas e intermitentes de fluxo, resultando em
falta aguda de oxigénio e nutrientes. Esse processo é reversivel e ciclico,
determinando flutuagdes dos niveis de oxigénio (ROCKWELL et al., 2009).

Alguns estudos mostraram que células tumorais conseguem sobreviver
devido a um mecanismo de autofagia, o qual consiste em adaptagao apoptotica e
metabdlica das células, alcangada pela diminuigdo do metabolismo oxidativo (MUZ
et al., 2015). Outros estudos mostraram ainda que a hipdxia ciclica leva a
progressdo do tumor devido a selegdo de células reativas a falta de oxigénio no
ambiente tumoral (MUZ et al., 2015).

E também bem estabelecido que tumores com mais de 1 cm?® fiquem

submetidos a tensdes de oxigénio flutuantes e estejam expostos tanto a hipdxia
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aguda quanto crénica, o que sugere que o tamanho do tumor pode influenciar na
hipéxia tumoral JANSSEN et al., 2005; MOVSAS et al., 2001).

Tanto a hipdxia aguda quanto a crénica aumentam a radio resisténcia do
cancer e a principal via de sinalizagao intracelular induzida pela hipoxia € chamada
de fator induzivel pela hipoxia 1 (HIF-1) (HSIEH et al., 2010; KATO et al., 2011).

Alguns ensaios demonstram ainda que a hipdxia aumenta a habilidade
metastatica (HILL et al., 2009) de algumas neoplasias, sendo que o HIF-1 é um fator
de transcricdo que atua como marcador da oxigenagdo e da resposta tumoral.
Acredita-se ainda que esse marcador tenha papel tanto em ambientes aerdbicos,
como anaerdbicos (GIACCIA et al., 2003).

Em ambientes de hipdxia, a fragdo alfa do HIF-1 rapidamente se estabiliza e
ativa funcionalmente, sendo que ela é mediadora chave de genes envolvidos em
angiogénese, metabolismo, sobrevivéncia e invasividade de células tumorais
(SEMENZA, 2003).

Além de representar um bom marcador prognostico, como ja exposto, o HIF-1
pode servir como um bom alvo para desenvolvimento de drogas especificas
(GIACCIA et al., 2003).

Esse mesmo marcador tem se mostrado ativado em células neoplasicas
prostaticas em comparagéo ao epitélio normal (ZHONG et al., 1999), sugerindo um
papel do HIF-1 como um bom biomarcador para lesbes pré-malignas (KIMBRO;
SIMONS, 2006), sendo que sua sobrerregulagdo € um evento altamente
correlacionado a risco de metastases e menor tempo para progressao (VERGIS et
al., 2008).

Milosevic et al. (2012) realizaram um estudo clinico envolvendo a medicéo
direta dos niveis de oxigénio no tumor de prdstata antes do tratamento e concluiram
que a hipoxia é preditor independente de recidiva bioquimica apds radioterapia
isolada ou em combinagdo com hormonioterapia e que a relacdo entre hipoxia e
recorréncia esta relacionada ao tempo, sendo maior nos 4 primeiros anos pos-
tratamento (MILOSEVIC et al., 2012).

Em outro estudo, publicado por Ragnum et al. (2015), entende-se que a
coloracdo com pimonidazol era associada a um fendtipo hipdxico agressivo da
neoplasia de préstata, caracterizado por regulacdo positiva da proliferagao, reparo

do DNA e genes de resposta a hipoxia.
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O marcador de hipdxia exdgena pimonidazol é um composto de 2-
nitroimidazol, que forma ligagdes covalentes com macromoléculas celulares em
niveis de oxigénio abaixo de 1,3% (GROSS et al., 1995) e visualiza regiées pouco
oxigenadas em sec¢des histoldégicas de tumores (KIZAKA-KONDOH; KONSE-
NAGASAWA, 2009). Apenas dois estudos relataram sobre esse marcador no cancer
de prostata (CARNELL et al., 2006; HOSKIN, 2015), sendo encontrada uma maior
coloracédo de pimonidazol em tumores com alto escore de Gleason (CARNELL et al.,
2006).

Em estudo conduzido por Ragnum et al (2015), verificou-se que o cancer de
prostata que se mostrou positivo para pimonidazol e apresentava caracteristicas
agressivas, incluindo a ativagdo de um programa transcricional que promove a
proliferagao celular (RAGNUM et al., 2015). Ainda pelo mesmo estudo, constatou-se
que a coloragédo imunohistoquimica com pimonidazol correlacionou-se com o escore
de Gleason e teve impacto prognostico independente, mas ndo com o nivel
sanguineo de antigeno especifico da prostata (PSA) (RAGNUM et al., 2015).

Existem, entretanto, dificuldades na padronizagcdo de ensaio para o uso do
pimonidazol na pratica clinica, devido ao fato do teste ser de dificil realizagdo e de
alto custo, além de os reagentes necessarios serem de baixa disponibilidade no
mercado, o que determina baixa reprodutibilidade (CARNELL et al., 2006). Esse fato
suscita a necessidade de alternativas melhores e mais disponiveis para caracterizar
a hipéxia no momento do diagndstico e/ou durante o tratamento. Nesse contexto, a
RM associada a incorporacao de técnicas funcionais seria uma possibilidade a ser
investigada (CARNELL et al., 2006).

Quando se volta para a utilizagdo dos métodos de imagem no CP,
atualmente, a RM multiparamétrica ja é bem estabelecida como o método de
escolha para o diagnostico e o estadiamento do CP, acresce que parametros
semiquantitativos e quantitativos derivados da analise dindmica do meio de
contraste (do inglés Dynamic Contrast-Enhancement — DCE) podem ser utilizados
como ferramenta para avaliar a agressividade do CP (REN et al., 2008; SHAISH et
al., 2017).

A técnica DCE difere das demais técnicas funcionais, por usar um meio de
contraste endovenoso, exdgeno, a base de gadolineo para acessar a angiogénese
tumoral. Como em outras neoplasias, o tumor prostatico mostra realce precoce em

relagdo ao tecido adjacente, o que é relacionado a neongiogénese e aumento da
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densidade de microvasos, consequente a sobrerregulacdo de linhas moleculares
induzida pelas células neoplasicas e que, em ultima analise, levam a producgao de
fatores angiogénicos, aumento de permeabilidade capilar e fatores de proliferagéo
endotelial (VERMA et al., 2012).

O termo “dinédmico” deriva de multiplas séries de imagens, adquiridas apés a
injecdo do meio de contraste por via endovenosa. A aplicagdo da técnica é baseada
em dados que mostram que lesdes de natureza maligna exibem realce precoce e
perda dessa contrastacdo (wash-out) rapida, quando comparadas com tecidos
saudaveis adjacentes (VERMA et al, 2012). A técnica de aquisicdo dessa
sequéncia, assim como o restante do protocolo de estudo especifico encontram-se
pormenorizados na sec¢éo de casuistica e métodos deste trabalho (Capitulo 3).

A analise da cinética do meio de contraste pode ser feita de duas maneiras,
as mais complexas e reprodutiveis utilizam o meétodo quantitativo, dentre eles,
destaca-se o modelo farmacocinético de Tofts et al. (1999). Ja a mais simples e
acessivel consiste no método qualitativo, realizado por meio de avaliagdo visual,
existindo ainda métodos chamados de semi-quantitativos (VERMA et al., 2012), que
por sua vez utilizam curvas de intensidade do realce em funcdo do tempo.

O método qualitativo, ou visual, baseia-se na assung¢ao geral de que os vasos
tumorais tém maior permeabilidade e menor resisténcia, o que determina um realce
mais rapido pelo meio de contraste, ocorrendo ainda uma troca mais rapida desse
meio de contraste entre os capilares e o tecido tumoral. Assim, o padrao esperado é
de um realce precoce seguido por perda de contratagdo igualmente precoce. Essa
técnica tem uma sobreposigédo relevante entre os tecidos benigno e maligno, que
varia ainda entre as diferentes zonas prostaticas, determinando assim uma limitagao
intrinseca do método (VERMA et al., 2012).

Ja os métodos quantitativos baseiam-se em modelos de troca de
concentracdo do meio de contraste, usando técnicas de modelagem
farmacocinética. A maior parte desses modelos consiste em determinar a taxa de
troca do meio de contraste entre o plasma e o espago extracelular, usando taxas
constantes de transferéncia que sdo conhecidas por estarem altas em diferentes

canceres (VERMA et al., 2012), conforme observado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Pardmetros Tofts

constante de transferéncia de volume anterégrado, entre o plasma
sanguineo e o espago extravascular extracelular (EES) — unidade em min™
constante da taxa de refluxo reverso entre o espaco extravascular
extracelular e o plasma sanguineo — unidade em min™

(EESY) volume do espago extravascular extracelular por unidade de volume
tissular

Fonte: Adaptado de VERMA et al., 2012.

ktrans

Ve

O kians determina o fluxo do espaco intravascular para o extracelular e pode
representar a permeabilidade vascular enquanto o volume fracionario do espaco
extravascular extracelular (ve) € utilizado para obtengdo da constante de velocidade
(kep), onde kep = kirans/Ve (VERMA et al., 2012; PADHANI et al., 2000; OTO et al.,
2011), sendo que o kep representa o efluxo do meio de contraste do meio
extracelular de volta para o plasma.

O sinal obtido nas sequéncias DCE deve ainda ser convertido em valores T1,
baseados em um mapa de referéncia, uma vez que a intensidade de sinal ndo tem
relagdo linear com a concentragdo de gadolineo utilizada para a obtenc&do das
curvas de concentragdo, cuja analise € finalmente realizada pelo radiologista
(VERMA et al., 2012). Felizmente, ha inumeros programas e aplicativos que
realizam essa analise de maneira mais simples e pratica, os quais foram aplicados
neste estudo, conforme descritos no terceiro capitulo.

A interpretacdo das imagens ainda considera as diferengas entre a zona
periférica e a zona de transigdo prostaticas, bem como sdo interpretadas em
conjunto com as demais sequéncias do estudo multiparamétrico prostatico (T2,
Difuséo / ADC).

A variavel Kkyans, €m estudos prévios, mostrou-se uma medida bem
reprodutivel da permeabilidade capilar e tem sido descrita como consistentemente
maior no cancer de prostata quando comparado ao tecido prostatico normal,
podendo entdo ser igualmente um instrumento de significativa relevancia para a
definicao de hipoxia (PADHANI et al., 2000; OTO et al., 2011; MUGLIA et al., 2019).

Do exposto, apesar das evidéncias cientificas que ressaltam a importancia da
hipéxia tumoral como fator independente de mal progndstico no cancer de prostata e
a capacidade da RM em detectar areas de baixa oxigenagdo em varios tumores
(exemplo ja bem definido, como o de colo de utero, at¢é o momento) (HOSKIN,

2015), ndo ha relatos de estudos clinicos analisando a capacidade da RM de prever
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a hipoxia tecidual e suas implicagdes progndsticas em pacientes com cancer de
prostata.

Assim, o presente estudo pretende avaliar a capacidade dos modelos de
Tofts, notadamente das variaveis kians € Kep, COMo ferramentas que possam detectar
a presenca de hipOxia em areas suspeitas para neoplasia clinicamente significativa
ao estudo de RM.
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

2.1 PRIMARIO

Avaliar a capacidade da ressonancia magnética em detectar hipoxia tumoral
na neoplasia de préstata, demonstrada por marcadores histolégicos, utilizando

analises quantitativa e semiquantitativa.

2.2 SECUNDARIOS

Descrever independentemente a relacdo entre os achados de imagem
sugestivos de hipoxia tumoral (se existentes), obtidos com a técnica de RM-DCE
(pico de realce, tempo para pico, constante de transferéncia Kans, VOlume
fracionario de espago extravascular extracelular ve € a constante kep) em associagéo
a marcadores histologicos avaliados por imunohistoquimica especifica para o HIF
em espécimes de prostatectomia e/ou biopsia de prostata guiada por USTR.

Descrever a associagao entre o escore de Gleason do cancer de préstata
(marcador amplamente utilizado de agressividade tumoral) aos marcadores de

hipéxia tumoral identificados pela imagem e pela avaliagédo histologica.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo retrospectivo realizado em centro unico — hospital universitario de
nivel terciario regional, Hospital das Cinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de S&o Paulo (HC-FMRP-USP), com demanda populacional

de aproximadamente 3 milhées de habitantes.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram selecionados, consecutivamente, 483 estudos de RM de pacientes
com diagnostico de neoplasia prostatica com classificagdo de risco de D Amico
intermediaria ou alta, confirmados pela analise histopatologica (bidpsia ou
prostatectomia), em acompanhamento nos Ambulatérios de Urologia do Complexo
do HC-FMRP-USP que tiveram exames de RM realizados previamente ao
diagndstico histopatologico.

O intervalo maximo estipulado entre o exame de RM e a realizag&o do estudo

histopatolégico escolhido foi de 180 dias.

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo, exames de pacientes com tratamento prévio para
neoplasia de prostata por hormonioterapia ou radioterapia (n=175), aqueles que
tiveram imagens subotimas que limitassem ou impedissem a analise DCE ou
exames realizados com protocolos de estudo diferentes do proposto (n=45), estudos
com classificagdo PI-RADS 1 ou 2 (n=67), estudos repetidos de mesmo paciente
(n=3) e, finalmente, casos que apresentaram exame histopatolégico incompleto ou

inconclusivo (n=36). O fluxograma de exclusao pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2 — Fluxograma de exclusdo de exames para este estudo

483 estudos de RM

175 estudos
exclusos por
vigilancia ativa/
pacientes
previamente
tratados / estudos
de estadiamento

208 estudos de
RM submetidos

a andlise
115 estudos
exclusos: 45 sem
protocolo apropriado
ou analis DCE / 67
com classificacao PI-
RADS10r2/3
93 estudos estudos repetidos
submetidos a
analise
histopatologica
36 estudos
exclusos por
analise

histopathologica
nao apropriada

57 estudos
incluidos na
analise
estatistica final

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

3.4 QUESTOES ETICAS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HC-
FMRP-USP com parecer consubstanciado do dia 17 de junho de 2019, sob o

protocolo de numero 3.396.213, sem ressalvas ou comentarios.

3.5 ANALISE DOS DADOS

A captacédo de casos foi iniciada em janeiro de 2019 e teve seu encerramento
em julho de 2021.

A analise histopatologica foi realizada no decorrer dos anos de 2022 e 2023,
sendo que o intervalo foi longo, devido a questdes relacionadas a dificuldades
determinadas pela pandemia de Covid-19, assim como pelo falecimento do Prof. Dr.

Alfredo Ribeiro da Silva, o qual havia iniciado a leitura dos estudos de patologia,
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sendo que todos os casos que ja haviam sido avaliados para o momento da
qualificacdo do presente trabalho precisaram ser novamente estudados para evitar
vieses de leitura, com nova analise realizada pelo Prof. Fernando Chahud.

As variaveis selecionadas encontram-se listadas nas subsegbes a seguir.

3.5.1 Dados epidemiolégicos e laboratoriais

Idade do paciente, valores de PSA absoluto e Densidade de PSA — obtida
pelo calculo PSA(ng/m|) / V(m|).

3.5.2 Dados da Ressonéancia Magnética

Os exames foram todos realizados em uma unica instituicdo — HC-FMRP USP
— entre os anos de 2019 e 2021, em aparelhos de 3T (Achieva 3T), fabricado pela
Philips, The Best, Netherlands, com bobina Pélvica Phased-array de 16 canais.

O protocolo incluiu sequéncias morfolégicas, como imagens ponderadas em
T2 de alta resolugdo nos planos axial, coronal e sagital, e imagens quantitativas,
como estudos de difusdo, todas antes da injecdo de contraste. Em seguida, foi
realizada a administracdo do meio de contraste intravenoso e foram obtidas imagens
dindmicas pds-contraste.

Para as imagens de difusédo, foram utilizados os valores b de 0, 50, 100, 150,
250, 500 e 1500 s/mm?, com um mapa de reconstrucdo do coeficiente de difusao
aparente.

As imagens do estudo DCE pods-contraste da prostata foram realizadas apos
a administragdo de 0,1 pmol de gadopentetato de dimeglumina (Magnevist; Bayer
HealthCare) por quilograma de peso corporal, seguido por uma solug¢ao salina de 20
ml a uma taxa de 3 ml/seg. A resolucéo temporal foi ajustada para 6-8 segundos.

Durante e ap6s um bolus intravenoso de 0,1 pmol/kg de Gd-DTPA, os
seguintes parametros foram utilizados: TR = 16 ms; TE = multiplos, comegando em
2,4 ms; angulo de inclinagdo = 7 graus; Fator EPI = 23; supresséo de gordura = Pro
Set; Fator de aceleracdo (SENSE) = 1,9; Matriz = 287 x 287; Espessura de corte = 3

mm.
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Dessa maneira, a aquisicdo de imagens de ressonancia magnética (MRI)
seguiu as diretrizes do PI-RADS, abrangendo sequéncias ponderadas em T2, DWI e
imagens com contraste dindmico (DCE).

Um radiologista abdominal com 12 anos de experiéncia conduziu analises
morfolégicas e quantitativas de MRI, avaliando parametros como tamanho da leséo,

valores do Coeficiente de Difusdo Aparente (ADC) e a farmacocinética de Tofts.

3.5.2.1 Analise sistematica dos exames de RM

Volume da prostata calculado pelo método de elipse segundo os critérios do
manual PI-RADS (V2.1) (BRASSELL et al., 2011). Nele, verifica-se:
a) localizagcdo da lesdo index seguindo o mapa estabelecido pelo manual

citado, conforme Figura 3;

Figura 3 - Diagrama do mapa de setores, verséo 2.1 PI-RADS
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Fonte: Adaptado de Brassell et al., 2011.

b) maior diametro da lesdo (cm);

c) classificagdo pelos critérios PI-RADS (V2.1) (BRASSELL et al., 2011) em
sequéncias T2, de difuséo e a classificagéo final conjunta;

d) valores de ADC obtidos pelo posicionamento de ROI’'s (Region of Interest)

na lesdo suspeita para neoplasia e na zona periférica de referéncia no
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mesmo plano de corte ou no plano de corte mais proximo, assim como a
obtencao de valores ajustados / normalizados de ADC, que correspondem
a relacdo ADC\ess0 / ADCzp;

e) tipo de curva de realce observado ao estudo de perfusdo DCE — com
classificagao tipo 1,2 ou 3;

f) valores aferidos das constantes quantitativas de analise de perfuséo -
Kirans € Kep, Obtidas por meio de calculo automatico fornecido pela
ferramenta “DCE tool”, disponivel no aplicativo de visualizagdo de imagens
(Horos v 3.3.2, 2024).

Analise DCE de lesbes visiveis por RM, conforme a sequéncia de Figuras 4A,
4B e 4C.

Figura 4A - Mapa ADC axial

.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor como resultado original da pesquisa.

Na Figura 4A é possivel verificar a lesdo na zona periférica do lobo esquerdo
da préstata com um ROI vermelho sobre ela. No lobo direito, outro ROI, azul, foi

colocado na Zona Periférica aparentemente normal.
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Figura 4B - Imagem inicial de uma aquisicdo DCE

Fonte: Elaborado pelo proprio autor como resultado original da pesquisa.

Na imagem projetada na Figura 4B, foi inserida uma ROI colocada na area
correspondente a lesao suspeita no mapa ADC.

Figura 4C - Curvas de intensidade temporal
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor como resultado original da pesquisa.

Na Figura 4C verificam-se as curvas de intensidade temporal, de onde foram
calculadas as variaveis Kirans € Kep.
As leituras dos exames seguiram o padrdo acima, sendo que, conforme se

pode observar, as variaveis de valores de ADC, ADC normalizado, tamanho das
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lesdes, padrées de curva e finalmente os valores de Kians € Kep puderam todas ser

obtidas sistematicamente dessa maneira.

3.6 PADRAO DE REFERENCIA

O padréao de referéncia utilizado para este estudo foi a analise histopatoldgica,
seja pela bidpsia ou pelo espécime de prostatectomia radical.

As biopsias prostaticas foram realizadas por um dos residentes do segundo
ano de Radiologia e diagndstico por imagem, as quais foram supervisionados por
médico assistente do HC-FMRP-USP. Utilizou-se a técnica de fusdo cognitiva, pois
os pacientes tinham RM prévia, por via transretal. Para os pacientes que tinham
bidpsia e prostatectomia, priorizou-se a analise pelo espécime cirurgico, por se tratar
do método de maior acuracia em relacdo a localizacdo das lesdes indices. Manteve-
se a analise somente pela bidopsia, pois sua exclusao criaria um viés de selecéao,
uma vez que os pacientes com tumores mais agressivos, em sua maioria, ndo sao
encaminhados para a prostatectomia radical.

A correlagao entre a localizagdo do tumor no espécime cirurgico/biopsia e a
imagem da RM foi realizada pelo pesquisador sénior, com cerca de 20 anos de

imagem abdominal.

3.6.1 Estudos de patologia — biépsia ou cirurgia

Os dados de patologia correspondem a graduagdo de Gleason final e,
consequentemente, a classificacao de risco pelos escores ISUP e pela classificagao

de Cambridge, ja descritos na introdugao do presente trabalho.

3.6.2 Resultado dos marcadores histolégicos para hipdxia tumoral

O marcador exdgeno de hipdxia pimonidazol € um composto de 2-
nitroimidazol, que forma ligagdes covalentes com macromoléculas celulares em
niveis de oxigénio abaixo de 1,3% e visualiza regides pouco oxigenadas em cortes

histologicos de tumores (RAGNUM et al., 2015). As células foram reconhecidas por
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detecgao imuno-histoquimica de pimonidazol utilizando um anticorpo monoclonal de

camundongo, com posterior detecgéo através de método de imunofluorescéncia.

O processo de analise histopatoldgica / imunohistoquimica para hipdxia foi
realizado utilizando os mesmos parametros publicados por Jin Cho e W Pyo, JS
(DA et al., 2011), assim como exemplificado no estudo de Ragnum et al. (2015) —
figura 5A e 5B.

Figura 5A - Coloragao por Pimonidazol, escore imunohistoquimico fraco
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Fonte: Adaptado de Ragnum et al. (2015)

Figura 5B - Coloracéo por Pimonidazol, escore imunohistoquimico forte

Fonte: Adaptado de Ragnum etal (2015)

A intensidade da expressdo de proteinas nas amostras coradas

imunohistoquimicamente foi graduada de 0 a 3, conforme observado na Tabela 4.
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Tabela 4 - Intensidade de expressao imunohistoquimica

Intensidade de expressao Graduacao
0 Negativo
1 Fraco
2 Moderado
3 Forte

Fonte: Adaptado de DAI et al., 2011

Para efeitos de interpretacdo, 0 e 1 foram considerados negativos; 2 e 3,
positivos para marcador de hipdxia.

Finalmente, o “escore imunorreativo” (immunoreactive score — IRS) foi
calculado pela multiplicagdo do grau de intensidade de coloragéo pela porcentagem

de células positivamente coradas, obtendo-se a classificagdo descrita na Tabela 5.

Tabela 5 - Escores imunorreativos
NEGATIVO IRSentre0e4
POSITIVO IRSentre6 e 12

Fonte: Elaborado pelo préprio autor como resultado original da pesquisa.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os estudos estatisticos foram realizados em dezembro de 2023 pela
instituicdo PROESTAT (2023), tendo como responsavel a profissional Estela Cristina
Carneseca.

Inicialmente, os dados foram descritos por meio de frequéncias absolutas e
percentuais (variaveis qualitativas) e de medidas, como média, desvio-padrao,
minimo, mediana e maximo (variaveis quantitativas).

Para analisar a associagcdo das variaveis de interesse com a hipdxia e,
consequentemente, estimar a razdo de prevaléncia bruta e ajustada, foi utilizado o
modelo de regressdo de Poisson com variancia robusta (Zou, 2004), simples e
multiplo. Para analisar a associagao entre hipdxia e agressividade, foi utilizado o
mesmo modelo, sem ajuste por covariaveis. Também foi utilizado o pds-teste de
Tukey (TEAM, 2013) para as comparagdes multiplas no caso de covariaveis
qualitativas com mais de dois niveis, como o PI-RADS e a curva tipo.

Todas as analises foram realizadas utilizando o software SAS (2006), para as

quais se adotou um nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DESCRITIVA DOS DADOS

Apos as exclusdes, 57 pacientes permaneceram no estudo. A média de idade
dos pacientes foi de 65,5 + 7,2 anos, com volume prostatico médio de 45,8 + 22,4
cm® e tamanho médio das lesdes neoplasicas de 1,35 + 0,83 cm. Considerando-se
as variaveis clinico laboratoriais, obteve-se uma média de valores de PSA de 14,93
ng/ml + 18,57, com dPSA média de 0,36 ng/ml* + 0,41, conforme apresentado na
Tabela 6.

Tabela 6 - Dados descritivos por variavel

Variavel n Média (DP) Mediana (Q1-Q3) Min-Max
Idade (anos) 57 64,98 (7,2) 66 (59-70) 50-86
Volume (cm?) 57 45,89 (22,4) 40 (31,03-52,73) 18,53-120,05
Tam. Lesao (cm) 57 1,35 (0,83) 1,2 (0,9-1,6) 0,4-6,1
PSA (ng/ml) 57 14,93 (18,57) 8,1 (5,68-15,7) 1,14-100
dPSA (ng/ml?) 57 0,36 (0,41) 0,2 (0,12-0,42) 0,03-2,01

Fonte: Elaborado pelo préprio autor como resultado original da pesquisa.

Como apenas lesdes detectaveis na ressonéncia magnética foram incluidas
no estudo, a classificagao final PI-RADS incluiu apenas as categorias 3 (n=3, 3,5%),
categoria 4 (n=36, 63,2%) e categoria 5 (n=19, 33,3%) e, dessa mesma amostra,
conforme pormenorizado na Tabela 7, a distribuicdo das curvas de perfusdo DCE
obtidas foi de 14,04% para o tipo 1 (n=8), 70,18% para o tipo 2 (n=40) e 15,79%
para o tipo 3 (n=9).

Tabela 7 - Distribuicdo da amostra por classificacdo PI-RADS e tipo de curva de
perfusao

PI-RADS final n Percentual %
3 2 3,51
4 36 63,16
5 19 33,33
CURVA TIPO n Percentual %
1 8 14,04
2 40 70,18
3 9 15,79

Fonte: Elaborado pelo préprio autor como resultado original da pesquisa.
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Quanto aos achados de imagem, mais especificamente, foram obtidas médias
de valores de ADC das lesdes neoplasicas de 0,68 x 10° mm/s®+ 0,15 e das zonas
periféricas normais de 1,29 x 10° mm/s?+ 0,18, o que conferiu um valor médio de
ADC normalizado de 0,52 + 0,12 mm/s*, e os valores médios das variaveis do
estudo DCE / Tofts com médias de valores Kirans de 0,1 £ 0,14 e kep de 0,16 £ 0,11.

A anadlise histopatoldgica, especificamente com classificagbes de escore de
Gleason e ISUP, encontra-se descrita na Tabela 8, a seguir.

Tabela 8 - Distribuicdo percentual dos achados de patologia por escore
Gleason Percentual ISUP Percentual

6 (3+3) 351 1 3,51
7 (3+4) 59,65 2 59,65
7 (4+3) 21,05 3 21,05
8 (3+5) 1,75
8 (4+4) 175 4 3,51
9 (4+5) 7,02
9 (5+4) 351 5 12,28
10 (5+5) 1,75

Fonte: Elaborado pelo préprio autor como resultado original da pesquisa.

Considerando a classificacdo de progndstico de Cambridge (CPG), optou-se
por estratifica-la em 2 grupos, entendendo por negativos os casos de risco muito
baixo, baixo e intermediario (CPG 1, 2 e 3) com n=41 (71,92%); e positivos, os casos
de risco alto e muito alto (CPG 4 e 5) com n=16 (28,07%).

Ja quanto a avaliacido mais especifica para a presencga de hipdxia em analise
imunohistoquimica, 45,6% dos casos foram classificados como positivos (n=26) e
54,4% negativos (n=31).

4.2 ANALISE DA RELACAO ENTRE VARIAVEIS DE INTERESSE E HIPOXIA

Houve diferenga significativa entre os dois grupos de hipdxia para o tamanho
da les&o (1,15 £ 0,54 cm vs 1,57 £ 1,05 cm), p=0,034, com um valor mais alto para o
grupo de hipdxia positiva. No entanto, em relagao a distribuicdo dos escores ISUP,

entre os dois grupos, ndo houve diferenga significativa, como se verifica na Tabela 9.
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Tabela 9 - Dados patolégicos para ambos 0s grupos

Hipodxia - Hipéxia + Valor —p
Tamanho das les6es (mm) 11,5+£5,3 15,7 £ 10,5 0,034
1-1 1-1
2-19 2-1
ISUP 3-7 3-5 0,162
4-2 4-0
5-2 5-5

Fonte: Elaborado pelo préprio autor como resultado original da pesquisa.

Em relagédo as variaveis demograficas e laboratoriais, conforme a Tabela 10,
a seguir, apenas o PSA total apresentou diferenga significativa entre os grupos com
e sem hipoxia, com valor médio de 16,9 £ 18,7 ng/ml para o primeiro grupo e 12,6 +
18,5 ng/ml para o ultimo grupo, com média mais alta para o grupo sem hipoxia.

Verifica-se que ndo houve diferengas significativas entre os grupos hipdxicos

e ndo hipoxicos em termos de idade e densidade de PSA.

Tabela 10 - Dados demograficos e clinicos para ambos os grupos, com e sem
hipdxia

Hipoéxia - Hipodxia + Valor-p
Idade (anos) 63,7 £ 8,2 66,5 + 5,6 0,125
PSA (ng/ml) 16,9 £ 18,7 12,6 £ 18,4 0,033
dPSA 0,403 + 0,400 0,311 £ 0,431 0,124

Fonte: Elaborado pelo préprio autor como resultado original da pesquisa.

4.3 PARAMETROS DE RESSONANCIA MAGNETICA E HIPOXIA

Variaveis relacionadas a analise de ressonancia magnética ndo apresentaram
diferengas significativas entre os dois grupos para a média do ADC das lesdes
(p=0,53), kirans (p=0,32) e kep (p=0,55). No entanto, foi observada uma diferenca
significativa para o ADC normalizado entre os dois grupos (p=0,048), com valores

mais baixos para o grupo de hipoxia, conforme observado na Tabela 11, a seguir.
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Tabela 11 - Parametros de RM para ambos os grupos, com e sem hipdxia

Hipéxia - Hipoxia + Val'o°r'
3-1 3-1 -
PI-RADS final 4-23 4-13 -
5-7 5-12 -
Volume prostatico (cm®) 47,9 +/- 25,5 43,5 +/- 18,2 0,665
ADC médio (x 10 mm/s?) 0,694 +/-0,73 0,658 +/- 0,128 0,591
. -3
ADC normalizado (x 10 0,540 +/- 0,143 0,489 +/-0,093 0,048
mm/s®)
Kirans 0,134 +/- 0,186 0,066 +/- 0,034 0,328
Kep 0,167 +/- 0,118 0,142 +/-0,097 0,558

Fonte: Elaborado pelo préprio autor como resultado original da pesquisa.

Para analisar a associagao das variaveis de interesse (PSA, dPSA, tamanho
da les&o, ADC, kians € kep) cOM hipOxia e, consequentemente, estimar a razdo de
prevaléncia bruta e ajustada, foi utilizado o modelo de regressdo de Poisson com
variancia robusta, tanto simples quanto multiplo, nesse modelo, a unica variavel

associada a presencga de hipoxia foi kirans, cONnforme observado na Tabela 12.

Tabela 12 - Resultados da analise de regresséo de Poisson

Modelo Bruto Modelo Ajustado
Variavel Odds Ratio val-p Odds Ratio (95% val-p
(95% UC) ucC)

PSA (ng/ml) 0,99 (0,97-1,02) 0,52 - -
dPSA (ng/ml?) 0,70 (0,24-2,09) 0,53 - -
ADC norm. (x 10° mm/s?) 0,92 (0,74-1,13) 0,40 - -
Kirans 0,62 (0,41-0,95) 0,03 0,66 (0,45-0,96) 0,03
Kep 0,88 (0,66-1,16) 0,36 -

Tamanho da lesdo (cm) 1,26 (1,08-1,47) <0,01 1,11 (0.95-1,30) 0,03

Fonte: Elaborado pelo préprio autor como resultado original da pesquisa.

Com relacdo a estratificacdo da amostra proposta pela classificagao de risco
de Cambridge, considerando-se positivos 0os casos com risco alto ou muito alto e
havendo prevaléncia de 11 casos sem hipoxia e 5 casos com hipoxia, ao estudar a
associacdo das mesmas variaveis de interesse com essa classificacdo de risco dos
pacientes, apenas a variavel dPSA foi estatisticamente significativa (p<0,01),

conforme pode ser observado na Tabela 13.
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Tabela 13 - Comparagao entre as variaveis em pacientes com risco alto e muito alto

. Modelo bruto Modelo ajustado

Variavel

RP (1C95%) val-p RP (1C95%) val-p
Hipoxia 1,85 (0,72-4,74) 0,20 1,94 (0,76-4,97) 0,17
PSA (ng/ml) 1,03 (1,02-1,04) <0,01 - -
dPSA
(nglmlz) 3,82 (2,45-5,97) <0,01 3,37 (1,89-5,99) <0,01
Ktrans 0,52 (0,16-1,69) 0,28 0,53 (0,26-1,06) 0,07
Kep 0,99 (0,63-1,55) 0,97 1,09 (0,6-1,98) 0,78

Fonte: Elaborado pelo préprio autor como resultado original da pesquisa.

Ao analisar a capacidade do modelo em diferenciar pacientes com lesdes de
alto e muito alto risco, apesar de a krans Nd0 mostrar uma associagao significativa
com essas lesdes, estimou-se que, em média, a cada aumento de um décimo nos
valores Kirans, @ prevaléncia de risco alto ou muito alto diminui em 62%, conforme se
verifica nas Tabelas 14 e 15.

Tabela 14 - Comparacao das variaveis em pacientes com risco alto e muito alto no
grupo sem hipoxia

Modelo bruto Modelo ajustado
Variavel
RP (95% UC) val-p RP (95% UC) val-p
PSA (ng/ml) 1,02 (1,01-1,04) <0,01 - -
dPSA (ng/ml?) 3,46 (1,81-6,64) <0,01 2,92 (1,49-5,7) <0,01
0,38 (0,15-
Ktrans 0,62 (0,41-0,95) 0,24 0.96) 0,04
1,41 (0,69-
Kep 0,88 (0,66-1,16) 0,67 2.85) 0,34

Fonte: Elaborado pelo préprio autor como resultado original da pesquisa.

Tabela 15 - Comparacao das variaveis em pacientes com risco alto e muito alto no
grupo com hipoxia

Modelo bruto Modelo ajustado
Variavel
RP (95% UC) val-p RP (95% UC) val-p
PSA (ng/ml) 1,03 (1,02-1,05) <0,01 - -
dPSA (ng/ml?) 17,06 (5,21-55,87) <0,01 79,3 (8,39-749,75) :O’O
Ktrans 0,5 (0,06-4,46) 0,54 0,47 (0,01-15,61) 0,67
Kep 1,28 (0,5-3,28) 0,61 0,35 (0,04-3,25) 0,36

Fonte: Elaborado pelo préprio autor como resultado original da pesquisa.
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5 DISCUSSAO

A neoplasia de prostata, por sua alta prevaléncia e incidéncia, representa uma
area de importante atuagcdo dos métodos de imagem na atualidade, justamente
pelos estudos de RM proporcionarem informacdes valiosas, ndo apenas sobre o
diagndstico e estadiamento da neoplasia, mas também para fornecer dados sobre o
comportamento biolégico das lesdes, antes mesmo da realizagdo das biopsias ou
prostatectomia.

Um dos resultados mais relevantes da presente pesquisa, apesar de seu
numero reduzido de amostra, foi a associagcdo demonstrada na Tabela 12 entre o
Kians € a hipoxia tumoral, também observada para o tamanho da lesdo. Na
comparagao entre os grupos, com e sem hipdxia, obteve-se diferenca significativa
para o ADC normalizado, menor no grupo com hipdxia, indicando, talvez, maior
celularidade dessas lesdes, o0 que, em Uultima analise, poderia representar maior
agressividade. Cabe destacar a sobreposicdo observada dos valores absolutos de
ADC, o que ndo permitiu uma associagao estatisticamente significativa conforme
observado na Tabela 11, sendo que a normalizagdo desses valores, realizada
através do ajuste por raz&do com as areas de zona periférica preservada, determina
um ajuste da variavel, o que a torna viavel como um possivel parametro biomarcador
de agressividade.

Esses resultados corroboram os previamente encontrados na literatura. Um
dado discordante, em relagao a literatura, foi o percentual de lesbes com hipdxia,
com 45,6% dos casos positivos (n=26), observando-se uma elevada proporgao do
achado.

Aqui, alguns fatores podem ser aventados para explicar este fato. A instituicdo
de estudo € um centro de referéncia terciario e, para a neoplasia prostatica, € uma
referéncia de uma regido de mais de 3 milhdes de pessoas e um hospital publico,
para onde sao drenados os casos mais complexos € mais avangados. Considerando
que a maioria destes pacientes ndo faz uma busca ativa do diagndstico precoce do
cancer de prostata, é de se esperar que haja uma proporgdo maior de canceres
mais agressivos, devido a este viés de sele¢do. Outro fator importante é que, como
foram selecionados apenas os casos com lesao visivel a RM, isto fez diminuir a

propor¢cao de casos de canceres com melhor diferenciagdo histoldégica e/ou mais
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indolentes. Finalmente, conforme observado nos resultados, apos a realizagcdo de
modelos de regressao, a unica variavel associada a presenga de hipdxia foi Kerans.

Em trabalho recente, publicado por Ogbonnaya et al. (2023), foi observada
uma correlacdo positiva entre caracteristicas de textura radibmica e 3 genes
relacionados a hipdxia, expressados diferentemente. Além dessa correlagdo, foi
possivel demonstrar que esses mesmos genes estdo relacionados a um desfecho
de sobrevida desfavoravel quando presentes no tumor (Ogbonnaya et al., 2023).

Conforme ja desenvolvido na introducdo, em diversos trabalhos ja publicados,
ha uma associagdo conhecida entre hipéxia tumoral e comportamento de maior
agressividade de algumas neoplasias, destacando-se o foco atual para o
adenocarcinoma de prostata, o que justifica o objetivo deste estudo em investigar a
associacdo entre hipdxia, avaliada e quantificada por coloracdo anti-HIF, a
agressividade tumoral em canceres de préstata e os possiveis marcadores de
imagem ao estudo de RM para a presencga de hipdxia.

Biomarcardores s&o definidos como caracteristicas mensuraveis que sejam
indicadores de um comportamento biolégico normal, processos patolégicos ou de
respostas a uma exposicdo ou intervencdo (O'CONNOR et al., 2019). Esses
biomarcadores sdo usados em oncologia para predizer ou estratificar pacientes em
diferentes grupos terapéuticos, ou mesmo para monitorar alguma modalidade
proposta de tratamento (O'CONNOR et al., 2019).

Em estudo publicado em 2008 por Le e Courter, abordaram-se varias formas
ou biomarcadores para avaliar a hipoxia. No entanto, nenhuma dessas abordagens,
por si sO, conseguiu capturar todas as complexidades da hipdxia tumoral e sua
heterogeneidade. Logo, nenhuma delas foi considerada um biomarcador "padr&o-
ouro" para a hipdxia. Os autores (LE; COURTER, 2008) sugerem ainda que uma
combinagao de biomarcadores seria mais robusta do que um unico marcador.

Dessa maneira, a possibilidade de utilizagdo de biomarcadores de imagem
confiaveis e reprodutiveis que pudessem aferir a presencga de hipdxia em tumores de
prostata seria de grande valia para o contexto de cuidados oncoldgicos,
considerando-se ainda a alta disponibilidade de exames de RM multiparamétrica na
atualidade.

Algumas técnicas de RM tém se mostrado uteis na afericdo de hipdxia nos

ultimos anos e sugerem um caminho interessante para atingir esses objetivos, como
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a técnica Blood Oxygenation Level Dependent (BOLD) que demonstra a capacidade
de aferir positivamente a presenga de hipoxia (O'CONNOR et al., 2019).

Em outro trabalho, publicado por Hoskin et al. (2007), foi demonstrada
sensibilidade alta (88%), porém baixa especificidade (36%) da técnica BOLD para a
determinacdo de hipoxia tumoral, com valores preditivos negativos de 70%,
sugerindo a ferramenta como um potencial marcador para hipoxia.

Entretanto, devido a dificuldades em sua aplicagcdo para a pratica diaria, por
questdes de aumento de dificuldade técnica no trabalho médico radiolégico e falta
de evidéncias mais robustas de sua aplicabilidade, surge a necessidade de
encontrar biomarcadores mais simples e reprodutiveis que possam ser obtidos por
meio de estudos de rotina de RM multiparamétrica de préstata, como foi proposto
por este trabalho.

No trabalho realizado por Muglia et al. (2019), foi demonstrada uma
correlagdo positiva inversamente proporcional entre a intensidade de realce das
lesbes e a agressividade dos tumores, porém sem a afericdo de parametros
guantitativos como neste estudo, que procurou avaliar a capacidade de diversas
variaveis obtidas em exames da rotina diaria em diagnostico por imagem da préstata
e notadamente dos parametros Toft, como possiveis biomarcadores para hipdxia
tumoral.

Dessa maneira, a justificativa para a realizagdo do presente estudo, como
uma tentativa de definir esses biomarcadores, encontra ampla fundamentacdo na
literatura. Entretanto, conforme observado na sec¢do de resultados, ndo se
encontraram diferengas significativas entre tumores com e sem hipdxia para
diversas variaveis, incluindo variaveis demograficas, laboratoriais, patologicas e de
imagem, exceto para os valores de PSA, que foram maiores no grupo sem hipoxia, e
para o ADC normalizado, que foi menor no grupo com hipdxia.

Em alguns trabalhos, como o de Oto et al. (2011), pdde ser demonstrada uma
associacao positiva moderada entre valores de ADC e escores de Gleason, assim
como valores de kep € densidade da microvasculatura da neoplasia, poréem sem
forca de correlagdo para sugerir a utilizagdo desses marcadores na pratica
diagnostica. Sugeria-se ainda que estudos com maior numero de pacientes
pudessem caminhar para a demonstracdo das técnicas de difusdo, como
biomarcadores para a presenca de hipdxia com relacdo inversamente proporcional,

o que igualmente foi observado neste trabalho.
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Ainda seguindo esse conceito, em outro trabalho publicado por Chen et al.
(2020), a utilizagdo de técnicas de Imagem ponderada em difusdo por movimento
incoerente intravoxel (IVIM) demonstrou correlagdo positiva com a agressividade dos
tumores de proéstata, o que encoraja a progressdo de novos estudos nessa mesma
linha de investigacao pelos métodos de difuséo.

Com relacdo aos parametros Tofts, houve neste trabalho ainda uma
associacao positiva entre os valores de kians derivados da analise farmacocinética,
mas destacando-se que o kirans NA0 foi um preditor independente de lesbes de maior
risco (alto e muito alto risco — CPG 4 e 5).

Ainda sobre esses resultados, os dados obtidos ndo apoiam descobertas
anteriores na literatura, como o trabalho de Hoskin et al. (2015), que indicou uma
predominéncia de tumores de grau histolégico mais alto em pacientes com tumores
de prostata na presenca de hipdxia tumoral. Varias hipéteses podem ser discutidas
para explicar essa falta de associacgao.

Primeiro, o método de quantificagdo da hipoxia tumoral em alguns estudos
anteriores nao utilizou o pimonidazol, como no estudo de Hoskin et al. (2015),
justificando-se a ideia de padronizagdo mais homogénea da forma de afericdo do
padrdao de referéncia histopatoldgico / imunohistoquimico. Além disto, supde-se
ainda que a associacao pode nao ter sido detectada devido ao numero limitado de
pacientes nesta amostra, devendo-se considerar que, apesar do universo inicial de
pacientes bastante significativo, houve muitas exclusdes devido a rigorosidade dos
critérios utilizados.

Por ultimo, como os pacientes ndo foram seguidos longitudinalmente, n&o é
possivel descartar uma associagdo entre hipoxia e tumores mais agressivos. Se
esse acompanhamento tivesse sido realizado a médio ou longo prazo, o desfecho
clinico (recidiva e/ou 6bito pela doenga) seria 0 marcador de agressividade tumoral,
em vez de histologia ou classificagdo de risco (CARNELL et al., 2006; MIYAZAWA et
al., 2014).

No estudo realizado por Vergis et al. (2008) foram positivas essas
associagdes nessa mesma linha de raciocinio, o que justifica a interpretacao aqui
sugerida. Ainda nesse mesmo trabalho (Vergis et al., 2008), os autores consideram
que, apesar do longo tempo de captagéo de pacientes e do desenho dessa captacéo
de maneira prospectiva, sua amostra nao foi tdo grande quanto o esperado (n=289),

de maneira semelhante ao ocorrido no atual estudo.
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Buscou-se, nesta pesquisa, estudar a utilizacdo de técnicas quantitativas e
semiquantitativas em ressonancia magnética (RM) (OTO et al., 2011) para a
caracterizagdo de hipdxia, sendo que, inicialmente, foi realizada uma avaliagéo
morfolégica das lesdes e encontrada uma diferenca significativa no tamanho dessas
com a presenga ou ndo de hipdxia, sendo as ultimas significativamente maiores,
como esperado em tumores mais agressivos (KUNDER et al., 2021).

Na analise quantitativa, por meio de sequéncias de difusdo, foram utilizados
dois parédmetros: a ADC média das lesbes e a ADC normalizada. Nesses
parametros, foi encontrada uma diferenga significativa para a ADC normalizada, com
valores no grupo com hipoxia menores do que no grupo sem hipoxia, o que também
seria esperado em tumores mais agressivos com maior proliferagdo celular e,
portanto, maior restricdo ao movimento de moléculas de agua, conforme ja
discorrido nesta secédo (WALLER et al., 2020).

Em relacdo aos achados da DWI, os resultados aqui obtidos sdo suportados
por outros estudos disponiveis na literatura que também encontraram valores
menores ADC médio e ADC normalizada em tumores mais agressivos (SHAISH et
al., 2017; TAMADA et al., 2017).

A analise cinética mostrou que o keans €stava associado a hipoxia, mas nao
foi um preditor independente de tumores de alto e intermediario risco. As variaveis
kep € Ve Ndo foram associadas a hipoxia e n&o foram, portanto, consideradas
preditoras de lesbes mais agressivas da mesma forma.

Em estudos anteriores, o modelo de Tofts foi eficiente em demonstrar
perfusdo reduzida em diferentes situagdes, incluindo hipdxia tumoral (VOS et al.,
2013). A hipodxia foi identificada como um fator ambiental de estresse associado a
resisténcia a radioterapia e piores prognésticos (BROWN; WILSON, 2004). Sendo
assim, foi demonstrado que, a medida que o cancer progride, as células tumorais
adquirem a capacidade de se adaptar a ambientes hipoxicos, formando novos vasos
(neoangiogénese) e aumentando a capacidade de invas&o vascular.

Em outro trabalho publicado por Feng et al. (2015), foram comparados os
parametros Tofts a radio resisténcia de tumores cerebrais, mais especificamente o
glioblastoma multiforme (GBM), foi observada uma correlagdo positiva entre os
valores de Kirans, Ktrans relativo e kep relativo a sensibilidade a terapia dos tumores. O
estudo ainda sugere que o estabelecimento de valores de corte de 0,022 para o

kirans relativo apresentou sensibilidade de 100% e especificidade de 91,7%, como
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preditores de resposta, sem obtencdo de outros resultados semelhantes para as
demais variaveis, o que é coerente aos achados no atual estudo. E possivel que
este perfil esteja relacionado ao fato de que neoplasias gliais de alto grau
apresentem taxas de crescimento mais alta e por consequéncia, maiores
componentes de necrose, o0 que em contrapartida, nao € frequentemente observado
em neoplasias prostaticas, cujo crescimento, conforme ja discorrido, costuma ser
mais lento e indolente.

Neste mesmo estudo, dentre os parametros Tofts avaliados, houve
associagao positiva apenas para 0 kians COM hipoxia. Ao analisar o significado
fisiologico desses parametros, considerando-se que 0 Kkgans cOrresponde
especificamente a transferéncia de volume de sangue do espacgo intravascular para
o extravascular extracelular e que os ambientes de hipdxia transitoria determinam
maior extravasamento sanguineo no ambiente tumoral e aumento da permeabilidade
capilar, além do estimulo a angiogénese, conforme previamente relatado, é coerente
gue essa correlagao tenha sido positiva.

Essa suposicdo ndo é valida para tecido necrotico e fibroso, em que a
densidade de capilares funcionais pode ser extremamente baixa e as distancias de
difusdo no espaco extravascular extracelular, grandes (GAUSTAD et al., 2020).

Ja com relagdo ao kep, que por sua vez corresponde ao regresso dos
componentes sanguineos ao plasma e é obtido pelas variaveis Kians € Ve (Volume
fracionario do espago extracelular onde kep = Kirans/Ve), @0 Se considerar que o0s
ambientes tumorais com hipdxia tenham perda de arquitetura tissular com redugao
de grupamentos acinares usuais, alta densidade celular (MUGLIA et al., 2019),
presenca de componentes necréticos e fibrosos, em que a densidade de capilares
funcionais pode ser extremamente baixa e as distancias de difusdo no espaco
extravascular extracelular, grandes (GAUSTAD et al., 2020). além das demais
alteracbes ja sugeridas, possivelmente essa variavel n&o tenha apresentado
correlacdo positiva com a hipéxia devido a variagdes proporcionais do ve em relagao
ao Kirans-

No trabalho publicado por Kickingereder et al. (2014), foi observada uma
diferenca significativa de manifestacdo de dois tumores diferentes cerebrais, o
linfoma primario do sistema nervoso central (LPSNC) e o GBM, sendo que o LPSNC
exibiu valores significativamente mais altos de kians € kep quando comparado ao

GBM, sugerindo maior permeabilidade vascular no primeiro, relacionada no contexto
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do trabalho a diferengas histopatologicas entre os tumores. Esse fato deve ser
considerado para a interpretacdo dos resultados obtidos neste trabalho, conforme
discutido previamente.

Foram ainda observadas outras associagdes positivas sugerindo maior
agressividade tumoral na presenca de hipoxia, como o tamanho maior dessas
lesbes e uma ADC normalizada mais baixa. Isso pode indicar que, com maior
numero de lesdes, poderia ter sido obtida uma associacdo do modelo
farmacocinético de Tofts com a hipoxia e, portanto, ter um biomarcador n&o invasivo
por RM para tumores de maior risco merecendo uma abordagem mais agressiva no
tratamento inicial desses pacientes.

Este estudo teve algumas limitacbes importantes que merecem atengéo.
Inicialmente, sua natureza retrospectiva com vieses inerentes, principalmente o viés
de selecdo. Procurou-se reduzir esses riscos com critérios rigorosos de incluséo e
exclusdo. Conforme disposto ao longo desta discussdo, pequeno numero da
amostra de pacientes também pode ter impactado os resultados, potencialmente
mascarando uma associagido mais robusta entre os parametros do modelo de Tofts
e a hipoxia.

Outra limitagdo do estudo foi a analise por apenas um radiologista. Como se
trata de um estudo retrospectivo e na instituicdo de estudo todos os exames sao
revisados por dois radiologistas, reduz-se a chance de terem havido exames com
lesbes focais nao incluidos. A utilizagdo de ROI’s para a afericdo dos parametros
utilizados, igualmente, pode ter determinando impacto, uma vez que, nessa
modalidade de afericdo, se deve escolher um corte de interesse para a aplicagao
das medidas. Acredita-se que o processo de segmentagdo, no entanto, seja muito
mais reprodutivel e menos suscetivel a variacbes de interpretagcdo, sendo uma

opc¢ao a ser aplicada em eventuais novos estudos.
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6 CONCLUSOES

Conforme exposto, o presente estudo se propds a avaliar a viabilidade de
biomarcadores de imagem, nao invasivos, para detecgdo de caracteristicas de
agressividade de tumores prostaticos, notadamente avaliando a possibilidade de
aferigdo de hipoxia tumoral, que consiste em uma caracteristica ja correlacionada
em estudos anteriores com comportamento de maior agressividade.

N&o foram obtidas diferengas significativas entre tumores com e sem hipdxia
para diversas variaveis, incluindo variaveis demograficas, laboratoriais, patolégicas e
de imagem, exceto para os valores de PSA, que foram maiores no grupo sem
hipdxia, e para o ADC normalizado, que foi menor no grupo com hipoxia.

Em resumo, mostrou-se que um parametro da analise farmacocinética pelo
modelo de Tofts, o0 kians €steve associado a tumores com hipdxia, sem entretanto,
esse parametro corresponder a um preditor independente de tumores mais
agressivos. Acresce que as limitagcbes do trabalho devem ser consideradas,
destacando-se a amostra reduzida, o desenho retrospectivo e a realizagdo em
centro unico.

Considera-se ainda que, em vista da pequena quantidade de trabalhos
disponiveis sobre o tema e dos dados aqui obtidos, sejam necessarios estudos
adicionais, que abranja maior numero de pacientes e com desenhos multi-
institucionais e prospectivos. Esses recursos potencialmente podem legitimar a
utilizagdo dos parametros estudados, que sao de facil aquisicao e teoricamente bem
reprodutiveis, = como  biomarcadores confiaveis de  hipoxia  tumoral,
consequentemente sugerindo tumores com comportamentos mais agressivos e

piores desfechos ou respostas terapéuticas desfavoraveis.
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Apéndice 01 — Parecer Consubstanciado — CEP — HC-FMRP-USP

0] USP - HOSPITAL DAS

CEP CLINICAS DA FACULDADE DE W““‘
MEDICINA DE RIBEIRAO

HCRF -EMRP-USP
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Ressonancia Magnética (RM) para detecgao de hipoxia tumoral em neoplasia de
prostata e sua correlagdo com desfecho clinico.

Pesquisador: EDUARDO MIGUEL FEBRONIO

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 14152918.6.0000.5440

Instituicao Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto da USP -
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.396.213

Apresentacao do Projeto:

O presente estudo pretende avaliar a capacidade da Ressonancia Magnética (RM) como método néao
invasivo para detecgdo de hipéxia em neoplasia maligna da prostata, considerando esse fator como um
aspecto relacionado a comportamento mais agressivo da neoplasia e consequentemente com um
prognostico clinico desfavoravel. Sera realizado um estudo prospectivo incluindo pacientes do Hospital das
Clinicas da FMRP-USP que realizarao RM de prostata com protocolo especifico e bidpsia prostatica para o
diagnostico de neoplasia maligna.Os achados de RM serao correlacionados com a andlise histopatolégica
para avaliar a capacidade do método de imagem na detecgao de hipoxia tumoral comprovada
histologicamente

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a capacidade da ressonancia magnética de detectar hipoxia tumoral em neoplasia de prostata,
demonstrada por marcadores histologicos e correlacionar com a evolugao clinica.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Nao apresenta riscos adicionais. Os pacientes serdo submetidos aos exames de RM e biopsia,
assim como ao tratamento invariavelmente.

Beneficios: Aumentar a capacidade de detec¢ao de um estudo néo invasivo - RM - como preditor de
neoplasias de alta agressividade, possibilitando abordagens terapéuticas dirigidas e especificas a condigao
desses pacientes.
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Continuacgao do Parecer: 3.396.213

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Consiste em estudo prospectivo onde serdo selecionados pacientes com diagnoéstico de neoplasia maligna
prostatica e classificagdo de risco intermediaria ou alta, confirmado pela analise histopatologica, em
acompanhamento no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da Universidade de

Séao Paulo. O intervalo maximo entre a realizacdo do exame histopatologico e a RM seréa de 30 dias.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Documentos devidamente apresentados.

Recomendacoes:

nao se aplica

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Diante do exposto e a luz da Resolugao CNS 466/2012, o projeto de pesquisa, assim como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido versdao 2 - 04/06/2019, podem ser enquadrados na categoria
APROVADO.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Projeto Aprovado: Tendo em vista a legislagao vigente, devem ser encaminhados ao CEP, relatérios parciais
anuais referentes ao andamento da pesquisa e relatério final ao término do trabalho. Qualquer modificagao
do projeto original deve ser apresentada a este CEP em nova versao, de forma objetiva e com justificativas,
para nova apreciagao.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Bésicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 04/06/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1273458.pdf 10:00:13
Outros cartaCEP.pdf 04/06/2019 |EDUARDO MIGUEL | Aceito

09:58:02 |FEBRONIO
TCLE / Termos de |tclecorrigido.pdf 04/06/2019 |EDUARDO MIGUEL | Aceito
Assentimento / 09:46:03 |FEBRONIO
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | projetocompleto.docx 20/05/2019 |EDUARDO MIGUEL | Aceito
Brochura 16:21:00 |FEBRONIO
Investigador
Outros upcaprovado.pdf 17/05/2019 |EDUARDO MIGUEL | Aceito
19:57:53 [FEBRONIO
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Folha de Rosto folhaderosto.pdf 17/05/2019 |EDUARDO MIGUEL | Aceito
19:55:51 |FEBRONIO

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao
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(Coordenador(a))
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