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RESUMO

Introducdo e Objetivo: A invasdo de nervos pelo carcinoma da prostata, em biopsias
por agulha, pode ser um preditor independente de extensdo extra-prostatica e pode influenciar
no manejo cirurgico. Nervos sdo, algumas vezes, dificeis de serem visualizados em bidpsias
por agulha da prostata coradas pela técnica da hematoxilina e eosina. E possivel que,
utilizando-se a técnica da imuno-histoquimica com o anticorpo para a proteina S-100, os
nervos e a invasdo de nervos sejam mais facilmente detectados, reduzindo-se a quantidade de
falso-negativos.

Material e Método: Foram examinados 101 exames de bidpsias por agulha,
correspondendo a setenta pacientes, com carcinoma da prostata, através de laminas coradas
pela técnica da hematoxilina e eosina, selecionados a partir de 500 exames consecutivos.
Obtiveram-se novos cortes dos mesmos blocos de parafina que foram corados pela técnica
imuno-histoquimica, utilizando o anticorpo policlonal para a proteina S-100. O numero total
de nervos, o numero de nervos invadidos pelo carcinoma da prostata, 0 nimero de nervos por
area de tecido, o numero de nervos invadidos por area de carcinoma e o didmetro dos nervos
invadidos pelo carcinoma foram determinados por dois investigadores, nas duas técnicas de
coloragéo.

Resultados: Dos 70 pacientes avaliados 31 (44,3%) apresentaram invasao de nervo pelo
carcinoma no HE e 43 (61,4%) apresentaram invasao de nervo com a técnica imuno-
histoquimica da proteina S-100 (p<0,001). Na area de carcinoma foram detectados mais
nervos invadidos no S-100 do que no HE (p<0,001). O diametro do menor nervo invadido
pelo carcinoma foi menor no S-100 do que no HE (p=0,007).

Concluséo: A coloracdo com a técnica imuno-histoquimica com o anticorpo para a
proteina S-100 aumenta a sensibilidade para reconhecer nervos em material de puncao-biopsia
da préstata por agulha. Também, com o S-100 se reconhecem mais invasdes de nervos pelo
carcinoma da prostata, as quais ndo eram visualizadas quando coradas com o0 HE. Desta forma
reduziu-se a quantidade de casos falso-negativos e demonstrou-se que 0 exame criterioso de
espéecimes corados com o0 HE ndo € suficiente para detectar todas as invasdes de nervos pelo
carcinoma da prostata.

PALAVRAS-CHAVE: Carcinoma da prostata; Invasdo de nervo; Imuno-histoquimica;
Proteina S-100.



ABSTRACT

Background: The identification of perineural invasion in prostate needle biopsies may
be an independent predictor of extraprostatic extension of prostatic carcinoma and may also
affect surgical management. Nerves are often difficult to recognize on hematoxylin and eosin
stained prostate needle biopsies. Perhaps using an immunohistochemical stain for S-100
protein, nerves and the presence of perineural invasion, may be more easily detected.

Methods: We examined 101 (70 patients) cases of prostatic carcinoma by routine HE
stain to determine perineural invasion and nerves. Step sections were immunostained for S-
100 protein (polyclonal antibody). The total nunmber of nerves, the number of nerves
showing perineural invasion, the number of nerves per square millimeter of tissue, the number
of nerves showing perineural invasion per square millimeter of prostatic carcinoma and the
diameter of perineural invasion were determined by two investigators on the HE and S-100
stained prostate needle biopsies.

Results: Among the 70 patients, perineural invasion was detected in 31 (44,3%)
patients on HE stained sections and in 43 (61,4%) on S-100 stained sections (p<0,001). The
prostate needle biopsies on median showed more perineural invasion on S-100 stained than on
HE (P<0,001). The minimum diameter of perineural invasion was smaller on S-100 stained
than on HE (p=0,007).

Conclusions: S-100 staining increases the sensivity with which nerves are recognized
in prostate needle biopsies. More significantly, S-100 staining reveals perineural invasion by
prostatic carcinoma that is often unrecognized in HE stained sections. These results support
that careful examination of routine HE-stained specimens is not sufficient to detect all
important nerve invasion.

KEY WORDS: Prostate carcinoma; Perineural invasion; Immunohistochemistry; S-100
protein
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1.1 CONSIDERACOES GERAIS

Desde o final da década de oitenta, 0 conhecimento sobre o carcinoma da prostata,
neoplasia mais comum do 6rgdo, ganhou grande impulso com o auxilio da dosagem sérica do
antigeno prostatico especifico (PSA) e da ultra-sonografia transretal (US), com bidpsia,
guando indicada. O valor preditivo destes testes varia entre os estudos, dependendo da
populacédo de pacientes estudados. Em geral a combinacdo do toque retal, PSA e US alterados
aumentam a probabilidade de diagnostico de carcinoma da préstata na bidpsia, do que apenas

se um destes testes estiver alterado *°.

Magrini E.'° demonstrou em trabalho de Dissertacio de Mestrado, realizado no
Departamento de Anatomia Patoldgica da FCM-UNICAMP, o valor preditivo positivo (VPP)
para presenca de carcinoma da préstata em biopsias transretais, de acordo com os achados do
toque retal (TR), ultra-sonografia (US) e valor de PSA isolados ou combinados entre si (tabela

1).
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Tabela 1: Valor preditivo positivo para presenca de carcinoma
da prostata em bidpsias transretais de acordo com os achados do
toque retal (TR), ultra-sonografia (US) e valor de PSA, isolados
ou combinados entre si *°.

Método VPP (%)
TR “suspeito” 41,9
US “suspeita” 52,3
TR + US “suspeitos” 67,9
US “suspeita” + PSA > 10,0 ng/ml 71,4
PSA > 10,0 ng/ml 76,9
TR “suspeito” + PSA > 10,0 ng/ml 92,3

A Sociedade Americana do Cancer e a Associacdo Americana de Urologia
recomendam, para homens acima de 50 anos e para aqueles com alto risco, acima dos 40
anos, e que tenham 10 anos de expectativa de vida pelo menos, que lhes seja oferecida a
possibilidade de deteccdo precoce desta neoplasia, através da dosagem do PSA sérico total e
do toque retal. Pacientes com alto risco sdo definidos como os de descendéncia afro-
americana e com um ou mais familiares de primeiro grau com carcinoma da prostata. Embora
esta conduta permita a detec¢do precoce em muitos casos, varios individuos serdo testados
desnecessariamente, pois apenas um em cada seis desenvolvera a doenca e somente 3 a 4%

irdo morrer dela'®?,

1.2 EPIDEMIOLOGIA

O carcinoma da prostata é a segunda neoplasia maligna mais frequente em homens nos
Estados Unidos da América do Norte (EUA), logo apés as neoplasias malignas da pele®. Por

ser de evolucdo mais lenta, em comparacdo com outras neoplasias, € a terceira causa mais
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fregliente de débito por cancer, em pacientes acima de 55 anos de idade. O cancer de pulmaéo e
o cancer colorretal sdo mais frequentes. Porém, em homens acima de 75 anos de idade é a
principal causa de oObito. A taxa de mortalidade do carcinoma da prostata € muito baixa no
Japdo e contrasta com as taxas muito altas de paises como Suécia, EUA, Austrélia e Brasil®'®

12 (tabela 2).

Tabela 2: Taxa de mortalidade do carcinoma da prostata por
100.000 habitantes/ano em 2000*.

Pais Taxa bruta de Mortalidade
Trinida e Tobago 32,3
Suécia 27,3
Noruega 26,8
Dinamarca 23,1
Cuba 22,1
Irlanda 21,6
Nova Zelandia 21,2
Holanda 20,0
Chile 19,9
Franca 19,2
Estados Unidos 17,9
Grécia 10,7
Japdo 55

Em 1994, o carcinoma da préstata foi a neoplasia maligna mais freqliientemente
diagnosticada nos EUA, representando 32 % de todos os canceres no sexo masculino®. Entre
1986 e 1992 a incidéncia, ajustada pela idade passou de 86 para 179 por 100.000 por ano nos
EUA, principalmente no grupo abaixo de 65 anos. A idade média de diagnostico foi de 71

anos no EUA e de 77 anos na Inglaterra, no periodo de 1988 a 1990%. A taxa de incidéncia
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nos EUA comecou a cair a partir de 1992, porque carcinomas latentes ja haviam sido

rastreados (tabela 3).

Tabela 3: Taxa anual de incidéncia e mortalidade do
carcinoma da préstata por 100.000 habitantes nos EUA®

Ano Taxa bruta de Taxa bruta de
Incidéncia Mortalidade
2002 189,0 30,2
1994 1440 26,7
1992 190,1 26,7
1990 132,0 26,5
1985 88,0 23,4
1976 73,5 22,1

Ha uma grande variacdo de incidéncia do carcinoma da prdstata com evidéncias
clinicas entre diferentes paises, sendo mais elevada nos EUA, intermediaria na Europa e
considerada baixa na Asia'’. Existem diferencas entre grupos étnicos que vivem em um
mesmo pais, por exemplo: japoneses que vivem nos EUA tém incidéncia intermediaria entre
americanos brancos e japoneses nativos. As alteracdes de incidéncia, nas populacbes que
migram, € de grande interesse, pois apontam para fatores de risco que aumentam a incidéncia

desta neoplasia, assim como para fatores protetores que a reduzem (Figura 1).

O Ministério da Saude estima que, para o ano de 2003, em todo o Brasil ocorrerdo
402.190 casos novos com 126.960 ébitos de neoplasias malignas. Para o sexo masculino séo
esperados 186.155 novos casos e 68.350 dbitos. A principal neoplasia maligna a acometer a
populacdo brasileira sera a de pele ndo-melanoma com 82.155 novos casos; seguidos, no

homem, pelo carcinoma da préstata com 35.240 casos.
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Figura 1: Taxa de incidéncia e mortalidade do carcinoma de prostata por 100.000
habitantes em 2000 21?2

A anélise da mortalidade mostra que, em 2003, o carcinoma de pulmao (com taxa bruta
de 13,00 casos/100.000 habitantes) serd a primeira causa de mortalidade para o sexo
masculino, seguido pelo carcinoma da préstata (9,47 casos/100.000 habitantes). Na regido sul
do Brasil, entre os homens, excluindo-se o neoplasia maligna de pele ndo-melanoma, o
carcinoma da prostata serd o segundo, como causa de mortalidade (12,58 casos/100.000

habitantes), ficando atras apenas da neoplasia de pulméo.

No Rio Grande do Sul, o carcinoma da prostata aparecerd como o0 primeiro em
incidéncia, superando inclusive o cancer de pele ndo-melanoma, com uma taxa bruta de
incidéncia de 48,45 casos/100.000 habitantes (2.500 casos novos) e com taxa de mortalidade

de 15,73 casos/100.000 habitantes (810 casos), vindo logo atras do cancer de pulméo.

Em Porto Alegre, o carcinoma da préstata em 2003 apresentard uma taxa de incidéncia
de 63,92 caso0s/100.000 habitantes (420 casos) e uma taxa de mortalidade de 20,75

casos/100.000 habitantes (140 casos) (tabela 4).
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Tabela 4: Taxa estimada de incidéncia e de mortalidade do carcinoma da

prostata por 100.000 habitantes para 2003 no Brasil %

Local Taxa bruta de Taxa bruta de Mortalidade
Incidéncia (Casos) (Casos)

Brasil 40,49 (35.240) 9,47 (8.230)

Regiéo Sul 38,74 (4.980) 12,58 (1.610)

Rio Grande do Sul 48,45 (2.500) 15,73 (810)

Porto Alegre 63,92 (420) 20,75 (140)

No Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), de acordo com o Servigo de Registro

Hospitalar de Céncer, o carcinoma da prostata, no ano de 2000, foi a neoplasia maligna mais

fregiiente em homens com 228 casos (tabela 5).

Tabela 5: Distribuicdo das sete neoplasias malignas mais
frequentes e das respectivas taxas de ébitos em homens, segundo a
localizacdo topografica no ano de 2000 no HCPA (n=987)

Topografia Casos Obitos
Prostata 228 12
Pele 194 9
Bronquios e Pulméo 121 61
Es6fago 73 30
Estdbmago 67 19
Colorretal 60 18
Boca 24 5

1.3 ETIOLOGIA
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A etiologia do carcinoma da prostata € desconhecida. Os principais fatores
predisponentes derivam de observagdes epidemioldgicas e 0s mais importantes sdo a idade,
raca, fator genético e horménios. Outros fatores como dieta, exposicdo ocupacional e

atividade sexual necessitam de mais investigagao cientifica *®.

1.3.1 Idade

O carcinoma da préstata aumenta de incidéncia com a idade, sendo incomum antes dos

40 anos +8.

A idade é um fator predisponente tanto para o carcinoma clinico como para o carcinoma
latente da préstata. O carcinoma clinico € aquele com sinais e sintomas, correspondendo aos
estagios T2, T3 ou T4 (sistema TNM — Anexo C) e a maioria dos pacientes com carcinoma

clinico esta entre a 72 e 82 décadas de vida *®.

O carcinoma latente é o carcinoma apenas histolégico que ndo evolui para a forma
clinica ou evolui de forma muito mais lenta que o carcinoma clinico. Pode ser encontrado
incidentalmente em autdpsias e em RTU (ressec¢do transuretral) ou em prostatectomia aberta

para tratamento de hiperplasia nodular da préstata *.

Em autopsias, a prevaléncia de carcinoma latente da préstata atinge 80% em pacientes

13,27,29

com 80 anos e 10 a 30% em pacientes com mais de 50 anos indicando que muitos

morreram com carcinoma, mas ndo de carcinoma. Esta neoplasia &, muitas vezes de
crescimento lento e, como consequéncia, o seu diagndstico determina dificuldade na escolha

da terapéutica mais adequada®®*°.
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Comparando-se a frequéncia do carcinoma latente (histoldgico), incidentalmente
encontrado em autopsias com a prevaléncia e a taxa de mortalidade do carcinoma clinico,
nota-se uma grande discrepancia. Um homem com 50 anos de idade e uma expectativa de
vida de mais 25 anos, tem um risco de ter um carcinoma histologico incidentalmente
encontrado de 42% enquanto o risco de ter um céancer clinico é de 10% e de morrer deste
cancer de 3% “**?°. Uma das grandes questdes, ainda ndo resolvida, é saber quais carcinomas
latentes (histoldgico), uma vez detectados, permanecerdo latentes e quais vao evoluir para

manifestacées clinicas % (tabela 6).

Tabela 6: Risco para o desenvolvimento de carcinoma da
préstata em homens com 50 anos de idade e com mais 25
anos de expectativa de vida®

Comportamento Biologico Risco (%)
Carcinoma latente (histologico) 42
Carcinoma clinico 10
Carcinoma fatal 3

1.3.2 Etnia

Nos EUA, homens negros tém risco duas vezes maior de desenvolver e de morrer por
carcinoma da prostata quando comparados com homens brancos. Homens hispanicos, termo
utilizado na literatura americana que significa de origem espanhola, tém risco menor de
desenvolver carcinoma da préstata do que homens caucasianos **2. Alteracdes no gene da
enzima esteroide 5-alfa redutase tipo Il que converte testosterona em dihidrotestosterona e no
gene receptor de andrégeno podem, em parte, explicar a maior susceptibilidade de carcinoma

prostético em descendentes de africanos ® (tabela 7).
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Tabela 7: Incidéncia e taxa de mortalidade do carcinoma da
prostata por 100.000 habitantes/ano no periodo de 1973-1977
nos EUA, conforme a etnia®?.

Taxa bruta de Taxa bruta de
Incidéncia Mortalidade
Brancos 53 18
Negros 90 33

1.3.3 Fator Genético

De acordo com Coffey®* e Montie,® o fator genético seria responsavel por 90% dos
carcinomas da préstata que ocorrem em pacientes com menos de 55 anos de idade. Para
Huncharek® e Gronberg,®* aproximadamente 9% dos carcinomas da préstata podem estar
relacionados com uma predisposicdo genética. Homens, com histéria familiar de carcinoma
da préstata, dependendo da idade de inicio da doenca e do nimero de familiares afetados,
apresentam um risco relativo de duas a sete vezes para desenvolver a doenca®*. No estudo
de Lichtenstein e colaboradores com 44.788 gémeos escandinavos, foi estimado que o risco

da influéncia genética para carcinoma da préstata seria de 42% >’ .

Varios genes tém sido implicados na progressdo do carcinoma da prdstata entre eles:
glutadiona S-transferase (GST-pi), fator homdlogo A de transcricio NK3 (NKX3.1),
homologo da fosfatase e tensina (PTEN), alfa-metil-CoA racemase (AMACR), hepsin, fator

Kruppel-like (KLF-6), EZH2, p27, E-caderina ®.
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1.3.4 Hormonios

1.3.4.1 Andrégenos

Ha evidéncia clinica mostrando que o aumento dos androgenos circulantes sao capazes
de estimular o cancer prostatico e de aumentar a massa tumoral. Eunucos, desde que castrados
antes da puberdade, tém baixo risco para desenvolver o carcinoma da prostata.
Paradoxalmente, os niveis de testosterona diminuem com a idade enquanto a incidéncia do

carcinoma da préstata aumenta®.

1.3.4.2 Estrogenos

A menor incidéncia de carcinoma prostéatico clinico, em pacientes com cirrose alcoolica,
sugere uma possivel participacdo dos estrégenos*®. Estes poderiam atuar inibindo a liberacio
do hormonio luteizante (LH) pela adeno-hipofise (mecanismo de “feedback” negativo),
resultando na diminuicdo dos niveis séricos de andrégenos. Além disso, na senilidade ha um

aumento relativo de estrégenos por diminuicio dos androgenos circulantes®.

1.4 ASPECTOS CLINICOS

Antes do uso do rotineiro do PSA, a maioria dos carcinomas prostaticos eram
assintomaticos, diagnosticados pelo exame do toque retal. Atualmente, com a utilizagdo do
PSA como teste de rastreamento, os carcinomas da prostata tendem a ser diagnosticados em

um estagio mais precoce, com menor volume tumoral e menos sinais e sintomas. Carcinomas
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da prostata com grande volume tumoral podem apresentar obstrucdo vesical, dor pélvica,

sangramento ou obstrucao retal ®5°.

Carcinomas da préstata metastaticos podem apresentar dor Gssea principalmente na
pelve e na medula espinhal. Linfonodos pélvicos, e raramente supraclaviculares ou axilares,
podem estar aumentados de tamanho. Ascite e derrame pleural sdo eventos raros na

apresentacéo da doenca®®.

1.5 TOQUE RETAL

O toque retal (TR) ndo permite fazer muitos diagndsticos de carcinoma da prdstata
devido a sua baixa sensibilidade (elevado falso-negativo). Além disso, tumores estagios T1c

situados na zona de transicéo (anterior) dificilmente sdo palpados devido a sua localizacao®.

O tumor palpéavel e a induracdo do sulco lateral *° se correlacionam com extensdo
extraprostatica. Entretanto, o TR isolado ndo é suficiente para detectar a presenca e a extensdo
do carcinoma da prostata®. Jewett e colaboradores relataram que 50% dos nédulos prostaticos
palpaveis eram benignos*. Além disso, o TR isolado tinha baixa especificidade para predizer
estadiamento patoldgico, especialmente quando o PSA era baixo. Mais de 60% dos tumores
estadiados apenas pelo TR foram subestadiados *2. A acurécia para predizer estadiamento se

eleva pouco quando se combina TR e PSA #*°,

1.6 EXAMES DE IMAGEM

Os resultados da ultra-sonografia transretal (US) dependem em parte do equipamento
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utilizado e em parte do seu operador. Atualmente, a principal fungdo da US ¢é direcionar as
bidpsias transretais e estimar o tamanho da prostata que pode ser utilizado para calcular a
densidade do PSA. Entretanto ndo ha uma boa correlacdo entre o volume estimado pela US e

o volume real da préstata °.

O carcinoma da préstata em 70% dos casos se apresenta como uma lesdo hipoecdica,

porém nem toda a les&o hipoecéica é maligna ®.

A US, a ressonancia nuclear (RN) e a tomografia computadorizada (TC) tém capacidade
moderada para avaliar tumor extraglandular. A sensibilidade é reduzida devido a
impossibilidade dessas técnicas em detectar tumor microscopico extraglandular e visualizar
uniformemente toda a glandula. A especificidade mostra-se reduzida pela impossibilidade de
distinguir entre inflamacéo periprostatica e fibrose tumoral®. A tomografia com emissdo de

positrons (PET) poder4 auxiliar no estadiamento do carcinoma da prostata no futuro ®.

A cintilografia 6ssea é 0 método mais sensivel para deteccéo de metéstase dssea °.

1.7 TESTES LABORATORIAIS

O PSA é sintetizado no epitélio ductal e acinar da prostata. Ele é encontrado no tecido
prostatico normal, hiperplasico ou maligno e apresenta grande utilidade clinica, servindo para
a detecgdo precoce do carcinoma prostatico, para a avaliagdo da extensao da neoplasia, para a
previsdo prognoéstica e para a monitorizacdo da resposta terapéutica, apds tratamento dos

pacientes >°2.

Em geral o nivel sérico do PSA total acima de 4,0 ng/ml é considerado
arbritariamente anormal 8. Quando o nivel sérico varia de 4,0 a 10,0 ng/ml a deteccdo do

carcinoma na bidpsia em homens com TR normal é de 25%. Quando os niveis de PSA sérico
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total estdo acima de 10,0 ng/ml, a deteccdo de carcinoma na biopsia € de 40% com o TR
normal e de 70% com TR alterado. Entretanto, cerca de 20% dos homens com diagnoéstico de

carcinoma da préstata tém niveis séricos de PSA total abaixo de 4,0 ng/ml &2,

Em estudos de rastreamento, cerca de 9% de homens assintomaticos terdo PSA elevado,
mas somente em 30% destes sera detectado carcinoma na avaliacdo inicial *. Outras condicdes
como: toque retal, prostatite, infarto da prostata, ejaculacéo, bidpsia e ressec¢do transuretral
da préstata e cistoscopia também podem elevar os niveis séricos de PSA*#4748 O PSA parece
ndo detectar neoplasia intraepitelial prostatica (NIP) ou mesmo carcinoma incidental,
caracterizado por tumor presente em 5% ou menos de tecido ressecado, que ndo é palpavel ao
toque retal ou visualizado por exames de imagem, estadio pT1a***°. As elevacdes do PSA que
eventualmente sdo observadas nestes casos (estadio pTla), parecem decorrer mais da
concomitancia com a hiperplasia nodular. De acordo com Catalona e Epstein, 31% dos
carcinomas ndo palpaveis ao toque retal e ndo visualizados na ultra-sonografia (estadio T1c),
diagnosticados pela bidpsia e tratados com prostatectomia radical apresentam volume menor

que 0,5 cm® >,

Com o objetivo de melhorar a detecgdo do carcinoma prostatico, utilizando-se o PSA,

algumas variagdes no teste so utilizadas °%:

1) densidade do PSA: a densidade do PSA que reflete a quantidade de PSA produzida
por grama de tecido é calculada dividindo-se o nivel sérico total do PSA pelo
volume glandular estimado atraves da US, este valor ndo deve ultrapassar a 0,1
ng/ml/cm® na préstata sem carcinoma. O inconveniente deste método é que o
volume, estimado através da US, ndo se correlaciona bem com o volume real da

prostata. Além disso, o volume estimado ndo se correlaciona necessariamente com
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2)

3)

4)

0s niveis de PSA, uma vez que o indice epitélio-estroma varia consideravelmente
entre os individuos, e somente o epitélio produz PSA®,

densidade do PSA na zona de transicdo: este método é mais acurado do que a
densidade do PSA para predizer carcinoma da prostata, quando o nivel sérico do
PSA total for menor do que 10 ng/ml®. Valores acima de 0,34 ng/ml/cm® sdo
sugestivos de carcinoma.

PSA livre e combinado: no soro, existem duas formas de PSA: livre e combinado.
Em homens, com hiperplasia da prostata, ocorre aumento da fracdo livre, enquanto
em homens com carcinoma ocorre aumento da fragdo combinada. Quando a fragéo
livre do PSA for superior a 25%, ha baixo risco de carcinoma, quando o valor for
inferior a 10% o risco é alto. Quando o volume da préstata for menor que 40,0 cm®,
a fracdo livre do PSA consegue distinguir entre carcinoma e hiperplasia da prostata.
Entretanto, quando o volume da préstata for maior do que 40,0 cm®a distincdo entre
esses grupos nao é nitida®.

PSA e idade: Com o avan¢o da idade, a prostata aumenta de volume devido a
hiperplasia e, coseqlentemente, o nivel sérico do PSA também. Recomenda-se que
0 PSA sérico total seja ajustado pela idade, pois, desta forma, far-se-do mais
bidpsias em homens jovens com PSA relativamente baixos (aumento da
sensibilidade) e menos bidpsias em homens idosos com PSA discretamente acima

de 4,0 ng/ml (aumento da especificidade)® (tabela 8).

5) velocidade do PSA: a producdo do PSA é maior no carcinoma da prostata do que

em processos benignos da préstata. Quando o aumento médio do PSA total for
superior a 0,75ng/ml ao ano, deve-se suspeitar de carcinoma. Para o teste ter
validade é necessario pelo menos trés medidas do PSA sérico total, num periodo

de um ano e meio a dois anos &,
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Tabela 8: Niveis de PSA sérico total ajustado por
faixa etaria °

Idade PSA serico total (ng/ml)
40-49 2,5
50-59 3,5
60-69 4,5
70-79 6,5

1.8 DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO

1.8.1 Anatomia

A prostata € um 6rgdo, em forma de pirdmide, que envolve a uretra, localizada entre a

bexiga urinaria e o diafragma pélvico, posterior ao 0sso pubico e anterior ao reto *’.

E formada por um conjunto de 30 a 50 glandulas tubuloalveolares ramificadas, cujos
ductos desembocam na uretra prostatica. Essas glandulas sdo revestidas por dupla camada:
uma camada basal de epitélio cubico achatado que, por sua vez, é recoberta por outra camada

de células cilindricas secretantes °”.

O limite da prostata € o préprio estroma glandular, ndo existe uma capsula verdadeira.
Na base da prostata, hd uma continuidade das fibras musculares com o colo vesical e parede
das vesiculas seminais. Nas regifes anteriores, o estroma prostatico confunde-se com a
musculatura pélvica, sendo que, no apice, glandulas prostaticas normais podem ser vistas em

meio a0 musculo esquelético ®°*>*,

Os vasos sanguineos e os feixes nervosos principais que suprem a préstata estendem-se

ao longo da regido postero-lateral da glandula pelo tecido adiposo periprostatico até penetrar o
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6rgdo préximo a base da bexiga, na qual se distribuem por todo o tecido "

1.8.2 Histopatologia

O carcinoma da prdstata tende a ser multifocal e com predilecdo pela zona periférica,
usualmente na regido posterior e lateral. Carcinomas periuretrais, em geral, sdo da variante
ductal ou representam extensdo de neoplasias da zona periférica. Tumores presentes na zona
de transicdo sdo neoplasias com pequeno volume e baixo grau histoldgico, quando
comparadas com as da zona periférica ®® (tabela 9) .

Tabela 9: Localizacdo do carcinoma
da prostata na peca radical *°

Localizacéo %
Zona periférica 70-75
Zona de transicdo 15-20
Zona central 10

1.8.3 Graduacao Histologica

A graduacdo histologica mais utilizada e recomendada pela Organizacdo Mundial da
Sadde (OMS) em 1993, foi proposta por Donald Gleason, originalmente em 1974,%° em
colaboracdo com o Cooperative Urological Research Group (VACURG), apds revisdo de 270
casos de carcinoma prostatico do “Minneapolis Veterans Administration Hospital”. Os
autores se basearam na capacidade de diferenciacdo glandular e padrdes de crescimento da
neoplasia, incluindo a infiltracdo do estroma adjacente e elementos glandulares normais.

Desta maneira, 0s carcinomas foram classificados em cinco padrdes arquiteturais, sem levar
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em conta as caracteristicas citoldgicas do tumor, variando de 1 a 5, do mais diferenciado para

o menos diferenciado °®°’.

Como mais de 50% dos tumores nas prostatectomias radicais mostrou pelo menos trés
padrdes, 0 escore (ou grau) inclui um padrdo priméario predominante e um padréo secundario.
O somatério dos dois padrdes da o escore definitivo de Gleason, que varia de 2 a 10 ®®,
Assim, por exemplo, se o grau histoldgico de 80% da area examinada for 3 e de 20% for 4, o

grau do tecido neoplasico sera 3+4 o que daria uma contagem final de 7.

A classificacdo de Gleason, como todas, tem suas limitacdes. Depende de um método
subjetivo, podendo variar a interpretagdo inter e intraobservador®®®®, Ainda assim, esta
graduacdo é recomendada desde 1979, pelo “National Prostate Cancer Detection Project”

(NPCDP) dos Estados Unidos”.

O Colégio Americano de Patologistas recomenda o uso rotineiro do escore de Gleason
em bidpsias por agulha sem tratamento neoadjuvante®, pois a radioterapia e a
hormonioterapia causam efeitos artefatuais que falsamente elevam o escore de Gleason®. Nas
bidpsias por agulha, em 24 a 60% dos casos, o0s escores encontrados sdo mais baixos e em 5 a
32% sdo mais altos que aqueles verificados nos espécimes cirurgicos de prostatectomia
radical °*®’. Em 1996 a Associacdo de Diretores de Patologia dos Estados Unidos (ADASP)
recomendou que, em casos de bidpsia prostatica por agulha com mais de dois graus de
Gleason presentes, seja usado como primeiro grau, 0 mais extenso e como segundo, 0 grau
menos diferenciado “®°. Assim, por exemplo, se numa biépsia 60% da area examinada for

grau 3, 30% grau 2 e 10% grau 4, a contagem final serd 3+4=7.

Existem outros métodos de graduacdo histolégica do carcinoma da préstata como o
sistema Mostofi , o sistema da Organizacdo Mundial da Saude (OMS - Broders and Mostofi)

e o sistema de Bocking. Os trés sistemas consideram como critérios a diferenciacdo
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histolégica (glandular) e a citoldgica ou nuclear (anaplasia/atipia)*©™®.

O sistema Mostofi que varia do grau 1 ao 3, considera a diferenciagdo glandular e a
nuclear predominantes. Este sistema ndo considera o arranjo cribriforme como um grau

especial, 0 que é feito no sistema de Gleason®.

O sistema de graduacdo adotado pela OMS que € baseado no sistema de Mostofi varia
do grau 2 ao 8. O grau final resulta da soma dos valores da anaplasia nuclear predominante (I,

Il ou 111) e da diferenciacdo glandular predominante (1,2,3,4 ou5)*.

O sistema Bocking varia do grau | (soma dos critérios de 2 a 3) ao grau Ill (soma dos
critérios de 6 a 7). A contagem final é a somatdria do grau histolégico e citolégico mais

indiferenciado e néo o predominante®.

1.8.4 Informacdes Clinicas

Nas informag0es clinicas, devem constar a idade do paciente, os niveis de PSA, achados
do TR e da US, o laudo anatomopatoldgico de bidpsia prévia, eventual irradiacdo prévia e a
vigéncia de hormonioterapia. Estas Gltimas informacdes sdo criticas para a interpretacdo
adequada das lesdes. Irradiacdo e hormonioterapia causam alteracbes morfoldgicas que

dificultam estabelecer o grau histolégico e o préprio diagnéstico de carcinoma **°.

1.8.5 Bidpsia Transretal por Agulha

Os métodos mais utilizados s@o a bidpsia sextante (total de seis fragmentos) ou bidpsia

sextante estendida (total de oito a doze fragmentos) que consistem em bidpsias bilaterais da
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porc¢éo basal, porcdo média e porcdo apical, podendo incluir a zona de transicéo e as vesiculas
seminais. As bidpsias provenientes das diferentes regides devem ser acondicionadas e

identificadas separadamente *°2.

Na presenca de um carcinoma prostatico, o patologista deve fornecer ao médico
assistente, ndo somente o diagndstico de carcinoma, mas também informacdes que permitam
orientar a decisdo sobre o tratamento mais apropriado, até informacdes sobre a estimativa do
grau histoldgico e estadiamento do tumor. Dessa maneira, € importante que o relatério da
biopsia ofereca também a descricdo sumaria da localizacdo das bidpsias, de suas dimensdes,
da presenca ou auséncia de neoplasia intraepitelial prostatica (NIP), da proporcdo da amostra
invadida pelo carcinoma, da presencga eventual de extensdo extraprostatica, da presenca de

invasdo neural e vascular #>%.

A rebidpsia esta indicada em casos de neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau
(NIP) e em casos de “suspeito mas nao diagndstico de carcinoma”. Recomenda-se que nas
rebiopsias, o nimero de fragmentos enviados deva ser ampliado, incluindo-se a zona de
transicdo e, quando for o caso, maior representatividade do local onde o laudo foi “suspeito

mas ndo diagnéstico de carcinoma” *°%,

Na literatura, a freqtiéncia do laudo “suspeito mas ndo diagnostico de carcinoma” varia
de 2,92 7,1% °. As causas mais fregiientes para isto s&o: foco muito pequeno (70%), foco que
desaparece em cortes seriados (61%) e auséncia de critérios citolégicos (55%) ®. Nestes casos

a rebi6psia sera positiva para carcinoma em 21 a 57,1% dos casos .
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1.8.6 Ressecgdo Transuretral (RTU)

O carcinoma da prostata € detectado incidentalmente em 8-10% dos espécimes de RTU
da prostata. Geralmente sdo tumores da zona de transi¢do, mas podem ter origem na zona

periférica principalmente quando forem de grande volume ®°®.

1.8.7 Puncdo Aspirativa com Agulha Fina (PAAF)

A citologia aspirativa por agulha fina ainda € usada em alguns paises, mas foi quase
totalmente substituida pela bidpsia transretal por agulha. As vantagens da PAAF séo a rapidez
da técnica, o menor custo, o baixo risco de complicacbes e pouca dor. Entretanto o
diagndstico diferencial, com a neoplasia intraepitelial prostatica, atipias inflamatorio-
regenerativas e contaminagdo com epitélio da vesicula seminal, é dificil. Além disso, por se
tratar de avaliacdo de células, ndo se pode aplicar a graduacdo histoldgica de Gleason, pois

critérios arquiteturais ndo ficam bem definidos com a utilizacéo desta técnica ®.

1.8.8 Critérios Histopatoldgicos Relevantes para o Diagnostico do Carcinoma Prostatico

O diagndstico histopatolégico do carcinoma da prostata € baseado num conjunto de
critérios arquiteturais, citologicos, citoplasmaticos, nucleares e na presenca de material
intraluminal. Com excecdo de achados incomuns como invasao perineural, micronddulos de
colageno e glomeruloides, todos os outros critérios, embora mais freqiientemente visualizados

no carcinoma, estdo presentes em doengas benignas *%.
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I Arquitetura
Alteracédo arquitetural
Pequenas glandulas amontoadas
Glandulas relativamente uniformes
Glandulas de aspecto diferente das vizinhas
Estruturas glomeruloides
Fendas periglandulares
Critérios indicativos de invasdo estromal
Pequenas glandulas infiltradas em meio a glandulas de aspecto benigno
Desmoplasia
Glandulas orientadas perpendicularmente a outras glandulas
Confluéncia de glandulas, cord@es ou células isoladas
Rompimento de fibras musculares
Invasédo de nervo
Invasao de vaso sanguineo
Disseminacdo extra-prostatica (Ex. tecido adiposo)
Il Auséncia da camada de células basais
111 Citologia
Nucleo
Nucleomegalia (> 1,0 a 1,5 um de didmetro)
Hipercromasia
Irregularidade da carioteca
Figuras de mitose
Nucléolo
Proeminente (> 1/3 de uma hemaécea)
Mudltiplo
Excéntrico
IV Citoplasma
Anfofilico
Palido
Borda luminal sem ondulagdes
V  Contetdo intraluminal
Mucina

Material eosinofilico granular
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Cristaloides

Necrose
VI Outros

Micronddulos de colageno

Neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau
VII Imuno-histoquimica

Antigeno prostatico de membrana (PSMA)

Antigeno prostéatico especifico (PSA)

a-Metil-CoA-racemase (AMACR)

Citoqueratina5e 6

Citoqueratina 7 e 20

Citoqueratina de alto peso molecular (34BE12)

Fosfatase acida prostatica (PAP)

p63

Receptor de andrégeno

Positivo para células
acinares prostaticas
benignas ou malignas
Positivo para células
acinares prostaticas
benignas ou malignas, e
outras neoplasias
Confirma diagnostico de
carcinoma, mas néo é
especifica

marcador de célula basal,
deve ser negativa no
carcinoma

Negativas no carcinoma da
prostata

marcador de célula basal,
deve ser negativa no
carcinoma

Positivo para células
acinares prostaticas
benignas ou malignas, e
outras neoplasias
marcador de célula basal,
deve ser negativa no
carcinoma

Em estudo, néo se
distingue tumores
dependentes de
androgenos
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1.9 COMPORTAMENTO BIOLOGICO

1.9.1 Extensao Local

As estruturas anatdmicas peri-prostaticas como a uretra, as vesiculas seminais, o colo e
o trigono vesicais podem ser atingidos por extensdo local do carcinoma da préstata *. A
parede do reto é rara e tardiamente atingida devido & barreira fisica da fascia de Denovillier ®.
Carcinomas da zona de transi¢do tendem a se estender no sentido da face anterior, enquanto

carcinomas da zona periférica tendem para a regido péstero-lateral .

1.9.2 Extensdo Extraprostatica

Os critérios para extensdo extra-prostatica (EEP) sdo: invasdo do tecido adiposo peri-
prostatico, invasdo do feixe neurovascular e invasdo de musculo esquelético na regido
anterior®®. Em pacientes tratados por prostatectomia radical com tumor localizado (estagio T2
pré-operatério) a frequiéncia de extensdo extraprostatica varia de 23 a 52%'°"°. Ha forte
associagdo entre volume tumoral, extensdo extra-prostética e invasdo de vesicula seminal™.
Pacientes com extensdo extra-prostatica tém pior prognéstico do que aqueles com neoplasia

confinada & glandula ™. A combinacdo de EEP e margens cirdrgicas positivas é um

preditor de pior prognéstico do que apenas a EEP """

Por causa das fibras musculares que se estendem para 0 conjuntivo periprostatico, em
alguns casos, é dificil avaliar a existéncia de extensdo extra-prostatica. A infiltracdo de tecido
adiposo é considerada como evidéncia desta extensdo. Porém, deve-se considerar que o tecido

adiposo esta raramente presente no parénquima prostatico **.
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A sensibilidade dos exames de imagem é reduzida devido a impossibilidade dessas
técnicas em detectar tumor microscépico extraglandular e visualizar uniformemente toda a
glandula. A especificidade mostra-se reduzida pela impossibilidade de distinguir entre

inflamag&o periprostatica e fibrose tumoral®.

Por outro lado, a especificidade da invasdo neural na bidpsia para predizer a extensdo
extraprostatica na peca radical é elevada, variando de 70% a 96%, porém a sensibilidade é
baixa, variando de 27% a 51%. Possiveis explicacGes para a baixa sensibilidade sdo: a
auséncia de nervos em alguns espécimes de bidpsias ou a ndo deteccdo destes pelo método
convencional (coloracdo pela técnica da hematoxilina e eosina) ®#1%, Esses casos seriam
considerados como negativos, elevando a quantidade da casos falso-negativos e reduzindo a

sensibilidade’* (tabela 10).

Tabela 10: Comparacéo entre alguns preditores de extensao extracapsular da prostata”

Teste Sensibilidade  Especificidade VPP VPN
(%) (%) (%) (%)
us 23-91 46-71 50-63 49-90
Doppler 3D * 80 96 90 96
RN “° 13-95 49-97 51-90 63-92
TC“® 2,5-89 25-92 67 59
Invaséo de Nervo "8 27-51 70-96 38-93 37-71

US: ultra-sonografia transretal; Doppler 3D: ecografia tridimensional; RN: ressonancia nuclear;
TC: tomografia computadorizada; VVPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo
# Foi mantido no texto o termo extensao extra-capsular, pois este era usado na referéncia original.

1.9.3 Invasao de Vesicula Seminal

A invasdo da vesicula seminal pelo carcinoma da prostata ocorre em 12% das

prostatectomias radicais®. A IVS ocorre por 3 vias: propagacéo tumoral através dos ductos
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ejaculatorios; extensdo tumoral extra-prostatica com posterior infiltracdo da parede da
vesicula seminal; e implantes tumorais isolados sem continuidade com a neoplasia priméria

na prostata “®%° (tabela 11).

Tabela 11: Comparacdo entre alguns preditores de invasao da vesicula seminal
Sensibilidade  Especificidade VPP VPN

Teste (%) (%) %) (%)
us 22-75 88-100 67-75  86-98
Doppler 3D * - - - -
RN “° 20-83 92-98 40-75  73-98
TC* 5,8-96 36-99 80 76
Invasdo de Nervo "7 55 65 23 88

US: ultra-sonografia transretal; Doppler 3D: ecografia tridimensional; RN: ressonancia nuclear;
TC: tomografia computadorizada; VVPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo

1.9.4 Metéastase Linfatica

O comprometimento de linfonodos atinge em ordem decrescente de frequéncia os
linfonodos obturadores, hipogastricos, iliacos, pré-sacros e para-adrticos ®. A infiltracdo das
vesiculas seminais aumenta a probabilidade de metastase em linfonodo. O carcinoma presente
em mais de 5% do tecido ressecado, ndo palpavel ao toque retal e ndo visualizado em exames

de imagem (estadio pT1b), também pode apresentar metastase em linfonodos pélvicos®.

1.9.5 Metéstase a Distancia

Metastase Ossea atinge, em ordem decrescente de freqliéncia, os 0ssos da pelve,
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vértebras toracicas e lombares, costelas, vértebras cervicais, fémur, cranio, sacro e tmero 8.
Na grande maioria das vezes as metastases sdo osteoblasticas. A fosfatase acida prostatica

esta elevada em quase todos 0s casos com metastase 6ssea”.

Em casos de doenca disseminada, praticamente todo os érgdos podem ser acometidos

>8182 E mais freqiiente o comprometimento dos pulmdes, figado, supra-renais, pleura e rins °.

Ede La Monte e cols. (EUA)
H Saitoh e cols. (Japéo)

Linfonodo
Osso
Pulmé&o

T. Moles
Serosa
Figado
Ureter
Adrenal
Célon
SNC

Figura 2: Os dez sitios mais freglientes (%) de metastase do carcinoma
de préstata em autépsias nos EUA e no Japdo 5%,

1.10 TRATAMENTO

1.10.1 Cirurgico

A prostatectomia radical é o tratamento com intencdo curativa em pacientes com

tumores confinados & prostata (estadios pT1 e pT2) 3 . A preservacéo do feixe neurovascular
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visa manter a poténcia sexual pds-cirurgia, justificando identificar fatores adversos como
extensdo extraprostatica no pré-operatorio, para selecionar pacientes que serdo submetidos a

resseccdo do feixe neurovascular 3%

A invasdo neural na bidpsia ajuda a predizer invasdo da cépsula, portanto permite
planejar a resseccdo do feixe neurovascular durante a prostatectomia radical . Em casos de
invasdo neural na bidpsia, a resseccdo do feixe neurovascular reduz a incidéncia de margens

cirdrgicas positivas na peca radical em 17,5% dos casos 2.

1.10.2 Radioterapico

A radioterapia é uma alternativa para a prostatectomia radical em casos de tumores
confinados a prostata (estadios pT1 e pT2); terapéutica adjuvante em casos de recidiva local
pos prostatectomia radical; e modalidade substitutiva a cirurgia em casos com extenséo local

inoperéavel *2.

1.10.3 Hormonal

Esta indicado em casos de doenca avangada como tumor extraprostatico, metastase em
linfonodo ou metéastase a distancia (pT3, pN ou pM). Em 1941, Huggins recebeu o prémio
Nobel de Medicina, a0 demonstrar que 0 carcinoma prostatico respondia a castracdo ou a
administracdo de estrégenos ®"%. Todos os tratamentos que diminuem a testosterona para

niveis de castracao, apresentam como efeitos colaterais a perda da libido e da poténcia sexual.

A suspensdo hormonal pode ser cirurgica através da castracdo (orquiectomia bilateral)
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ou ser quimica, utilizando-se estrogenos (di-etil-stilbestrol), competidores do hormonio

liberador de LH (LHRH) e antiandrdgenos.

1.10.4 Conservador

Na Europa, principalmente na Escandinavia, o tratamento conservador tem boa

aceitagdo ¥,

De acordo com Thompson, os melhores candidatos para este tipo de conduta
seriam pacientes com mais de 70 anos de idade; com doencas associadas (coronariopatia
aterosclerética), tumores de baixo grau e volume; e com tumores dipléides *°. Nestes casos o
acompanhamento clinico-radioldgico e laboratorial do paciente estaria baseado no fato de que

o0 carcinoma da proéstata evolui lentamente, logo uma intervencao terapéutica poderia ser mais

agressiva ao paciente do que a neoplasia.

1.10.5 Quimioterapico

N&o existe um esquema de quimioterapia eficaz para o tratamento do carcinoma

prostatico °8. Entretanto algumas drogas tém sido testadas.

1.10.6 Imunoterapico

Os urologistas ja utilizam com sucesso a interleucina-2 no tratamento do carcinoma
renal e Bacilos de Calmette-Guérin (BCG) no tratamento do carcinoma da bexiga 2. O
reconhecimento de que o carcinoma da prdstata € um tumor imunogénico e um conjunto de

novos métodos de ativacdo do sistema imunolégico, tem estimulado o desenvolvimento de
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pesquisas na area da imunoterapia para essa neoplasia. As principais linhas de pesquisa

estudam citoquinas, antigenos, vacinas e células dendriticas *.

1.11 FATORES PROGNOSTICOS

Numa reunido de consenso realizada em 1999, o Colégio Americano de Patologistas
classificou os fatores prognosticos em 3 categorias. Na categoria | foram incluidos fatores de
importancia progndstica, comprovada e Util no manejo clinico do paciente; na categoria I,
fatores muito estudados, mas cuja importancia ainda necessita validagéo; e, na categoria Ill,
4,6,8,59

aqueles ainda ndo suficientemente estudados para demonstrar seu valor progndstico

(tabela 12).

Tabela 12: Fatores prognésticos para recidiva do carcinoma da prostata

COLEGIO AMERICANO DE PATOLOGISTAS - CONSENSO 1999

Categoria 1 Estadiamento TNM
Grau histolégico de Gleason
Margens Cirurgicas
PSA pré-operatorio
Categoria 2 Ploidia do DNA
Tipo Histoldgico
Volume Tumoral na Bidpsia
Volume Tumoral na Prostatectomia Radical

Categoria 3 Antigeno Prostatico Especifico de Membrana
Testes bioquimicos (PSM, hK2, IGF)
Invaséo Perineural
Invasdo Angiolinfatica
Densidade Microvascular
Fatores Estromais (TGF-Beta, Integrinas)
Marcadores de Proliferagdo (PCNA, Ki-67)
Marcadores de Apoptose
Morfometria Nuclear
Receptores Androgénicos
Diferenciacdo Neuroenddcrina
Cariometria
p53
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1.11.1 Estadiamento Patologico TNM

Em 95% dos pacientes com carcinoma incidental estddio pTla, a doenca evolui
lentamente. No estadio pT1b, 25% mostram metastase em linfonodos pélvicos e 18% morrem
da doenca **. A sobrevida de 5 anos para pacientes em estadio pT2 é de 20%, quando tratados
apenas com RTU. Cerca de 43% dos pacientes em estddio pT3 e com fosfatase acida
prostatica elevada, desenvolvem metastase dentro de 2 anos. A grande maioria dos pacientes

com metastase n&o tratados morre num periodo de 1 ano * (tabela 13) (Anexo C).

Tabela 13: Distribuicdo histérica do estadiamento no momento do
diagnostico do carcinoma da prostata com taxa de sobrevida e taxa
estimada de cura 2.

Estagio  Pacientes Taxa de sobrevida Taxa de cura

(%) em 10 anos (%) estimada (%)
Tla 10 95 85
T1b-T2 30 80 65
T3-T4 10 60 25
N+ 20 40 <5
M+ 30 10 <1
Todos 100 51 32

1.11.2 Classificacdo do Adenocarcinoma Invasivo da Prostata

A classificacdo de Gleason é um forte preditor da agressividade tumoral e do
estadiamento patoldgico em bidpsias transretais, correlacionando-se positivamente com o
volume tumoral e EEP na peca de prostatectomia radical **°*°". Em 77% dos pacientes com
adenocarcinoma da préstata Gleason 2 a 4, a doenca esté confinada a glandula, por outro lado

isso ocorre em apenas 13% dos pacientes com escores de 8 a 10 . O escore de Gleason na
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biopsia tem um valor preditivo negativo (VPN) nos escores de 2 a 4 e um valor preditivo
positivo (VPP) alto nos escores de 8 a 9 para presenca de metastase ou EEP. Entretanto para
escores de 6 a 7, a grande maioria dos casos, somente o escore de Gleason é um preditor

pobre do estadiamento patolégico ou da presenca de metéstase .

1.11.3 Margem Cirargica

Margem cirdrgica positiva significa que o carcinoma da prostata ndo foi completamente
ressecado e pode ser referida na peca de prostatectomia radical como duvidosa, focal ou
extensa. A combinacdo de EEP e margens cirlrgicas positivas € um preditor de pior

prognéstico do que apenas a EEP 4777,

1.11.4 Antigeno Prostatico Especifico Sérico Total (PSA) Pré-Operatoério

O PSA tem a capacidade de predizer extensdo extra-prostatica (EEP), invasdo de
vesicula seminal (IVS) ou metastase para linfonodo em apenas 50 a 55% dos casos >
Entretanto um PSA elevado ndo distingue entre as contribuicdes do componente benigno e
maligno da glandula, diminuindo a especificidade e o valor preditivo deste teste, pois cerca de
40% dos pacientes com hiperplasia da préstata apresentam PSA elevado ®°. Em um estudo
multi-institucional, envolvendo mais de 4.000 pacientes, houve uma correlacdo linear entre o
nivel do PSA e o estadiamento do tumor. Dos pacientes com nivel de PSA maior que 50
ng/ml, 9% tinham doenca confinada ao 6rgdo e 27% tinham linfonodos positivos. Por outro
lado, dos pacientes com nivel de PSA menor que 4,0 ng/ml, 64% tinham doenca confinada ao

59,99,101

6rgdo e 1% tinham linfonodos positivos *. Assim como este estudo, outros também
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confirmaram que o PSA & um excelente preditor de estadiamento patoldgico, quando se

considera niveis muito elevados ou niveis muito baixos.

Com o diagndstico precoce, 0 nivel sérico médio do PSA tem diminuido, mais de 50%
dos pacientes tém niveis entre 4,0 e 10,0 ng/ml. Nestes niveis o PSA ndo é muito
informativo para predizer EEP, invasdo de vesicula seminal ou metastase para linfonodos.
Com isso, necessita-se de preditores alternativos de estadiamento patoldgico e risco de

progressdo da doenga.

1.11.5 Ploidia do DNA

A quantidade do DNA no carcinoma da prostata tem sido estudada atraves da

hibridizacdo “in situ”, da citometria de fluxo e da analise de imagem.

A ploidia do DNA n&o parece ser um fator prognoéstico independente. A utilidade da
ploidia do DNA como preditor de estadiamento, baseada na analise de puncdo-bidpsias da
prostata é questiondvel, pois a amostragem na bidpsia nem sempre representa areas de

carcinoma com pior grau histolégico ®%.

1.11.6 Tipo Histoldgico

As variantes pseudo-hiperplasica, coldide, anel-de-sinete, oncocitica, mucinosa e
sarcomatdide tendem a ter um comportamento mais agressivo, quando comparadas com 0

carcinoma acinar usual e com a variante atrofica &,
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1.11.7 Volume Tumoral

O volume tumoral na peca de prostatectomia radical correlaciona-se com o grau
histolégico, a extensdo extra-prostatica (EEP), o envolvimento de margens cirdrgicas, a
invasdo de vesicula seminal (IVS), a presenca de metéstase em linfonodos regionais, a taxa de
recorréncia e a taxa de sobrevida ®®. Na analise multivariada (estadiamento, grau histolégico,
margens cirdrgicas), o volume tumoral ndo foi um preditor independente para recidiva
bioguimica. O volume médio do carcinoma da préstata em exames de rastreamento pelo PSA

é de 1,7 cm®.

A estimativa do volume tumoral, através de métodos clinicos e por exames de imagem,
apresenta baixa acuracia. No material de prostatectomia radical tem-se demonstrado que a
configuracdo tri-dimensional do tumor é bastante irregular, portanto sua determinacdo é

complexa e demorada, dificultando sua aplicabilidade na pratica diaria °.

A percentagem de tecido prostatico envolvido por carcinoma na bidpsia pode ser
facilmente relatada pelo patologista. Ndo had uma boa correlacdo entre a quantidade de cancer
relatado em bidpsias e o encontrado em pecas de prostatectomias radicais; carcinomas
extensos na bidpsia, em geral, indicam progndéstico adverso. Entetanto, carcinomas minimos

na bidpsia ndo indicam bom prognéstico devido & limitagdo da amostragem 192294,

Técnicas para quantificar o carcinoma da préstata em biépsias por agulha: ®®
1- nimero de fragmentos positivos;

2 - extensdo em milimetros do carcinoma em todos os fragmentos;

3 - percentagem que o carcinoma ocupa em cada fragmento;

4 - percentagem total de carcinoma na amostra;

5 - fracdo de fragmentos positivos.
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1.11.8 Algoritmos

Em 1987 Oesterling e colaboradores *® demonstraram, através da analise de regressao
logistica, que algumas variaveis pré-operatérias poderiam ser utilizadas para predizer o
estadiamento patoldgico final em pacientes submetidos a prostatectomia radical. Desde ent&o,
outros investigadores tém desenvolvido algoritmos similares, usando diferentes variaveis para
predizer o estadiamento patolégico e envolvimento de linfonodo(s) '%°. Em 1993, Partin e

colaboradores %

introduziram um algoritmo para predizer estadiamento patoldgico. Este
algoritmo avalia a probabilidade de ter uma doenca restrita ao 6rgdo, de extensdo extra-
prostatica, envolvimento da vesicula seminal e envolvimento de linfonodos, baseada no
escore de Gleason, estadiamento clinico e PSA sérico. O método mais acurado para estimar
estadiamento patoldgico utiliza TR, PSA e escore de Gleason na bidpsia. Associando-se estas

trés variaveis, como no algoritmo de Partin, obtém-se uma boa correlagdo de estadiamento

clinico e patolégico %,

ApO6s uma extensa coorte de pacientes submetidos a prostatectomia radical, na Clinica
Mayo, encontrou-se um indice de concordancia de 84% para predizer envolvimento de
linfonodo e de 76% para predizer doenca confinada ao 6rgdo '°’. Na Faculdade de Medicina
de Baylor desenvolveu-se um algoritmo com a capacidade de predizer recidiva bioquimica da
doenca, pela dosagem sérica do PSA (monitorizacdo da resposta terapéutica apos tratamento

dos pacientes), com um indice de concordancia de 79% 1%,

A limitacdo do método é que ndo permite obter informacGes preditivas para um paciente

individualmente 8.
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1.11.9 Invasao de Nervos

A invasdo de nervos por células de carcinoma ja era reconhecida desde 1921 em
neoplasias da glandula salivar *'°. Desde entdo, tem sido observada em varias neoplasias,

inclusive na préstata “**2,

Rodin e colaboradores demostraram que ndo haviam vasos linfaticos dentro do
perineuro e que o crescimento do tumor no espaco perineural refletia a extensdo do
carcinoma, através de planos teciduais de menor resisténcia *****°. Acredita-se que a invasdo
neural seja a principal rota para disseminacao extra-prostatica do carcinoma “**4*°. McNeal
e colaboradores,”® demonstraram que 85% dos casos de penetragdo capsular estdo
relacionados com a invaséo neural. De acordo com estas observagdes Stamey e colaboradores
% demonstraram que 89% da invasdo capsular ocorre na regido dorsolateral da prostata, em

carcinomas de baixo grau e o restante da invas&o capsular ocorre por extenséo direta **°.

Carcinomas volumosos, muito dos quais sdo pouco diferenciados (padrdo 4 ou 5 de
Gleason), podem apresentar extensdo extra-prostatica (EEP) devido & sua agressividade *.
Cerca de 50% dos pacientes com invasdo neural na biopsia apresentam EEP, provavelmente

devido & associagdo entre invasdo neural e maior volume tumoral **’.

A invasdo neural pelo carcinoma da préstata ndo é um efeito somente de volume, pois
carcinomas pequenos também podem apresentar invasdo de nervo. Yang e colaboradores
relataram que o componente neural favorece o crescimento da neoplasia inibindo a apoptose,
o que facilitaria a disseminagdo do carcinoma atraves dos nervos, mesmo em carcinomas

considerados pequenos .
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A identificacdo de invasdao neural em puncdo-bidpsia de tecido prostatico com

carcinoma varia em torno de 20% a 38% e pode ser o Unico critério diagnéstico de carcinoma

78,79,109,119-121

nas bidpsias , mas é muito mais freqiiente em pecas de prostatectomias radicais

112,116

Na andlise univariada, a invasdo neural em bidpsias pré-tratamento foi preditiva para

estadiamento patolégico final, EEP da neoplasia, 1VS, risco de elevacdo do PSA ap0s

78,79,117,120

prostatectomia radical e metastase para linfonodos Entretanto seu valor é

59,79,109,112,116,119,120,122

controverso como fator independente em analises multivariadas, apos

consideracao do grau de Gleason, PSA sérico e quantidade de tumor na bidpsia .

Bastacky, Ohori e Maru demonstaram que o diametro do nervo invadido pelo carcinoma

é preditor independente de progressdo tumoral e de EEP "8128:134,

Além disso, para alguns autores a invasdo neural pode influenciar em escolhas
terapéuticas como seccdo de feixe neurovascular e a disseccéo de linfonodos pélvicos durante

a prostatectomia radical *?* (tabela 14).

Tabela 14: Relacdo entre estadiamento patoldgico e invasdo neural pelo carcinoma da
prostata em bidpsias por agulha e na peca radical: revisao da literatura

Autor Ano Ne° IN Sens. Espec. VPP VPN Comentérios
Bastacky 1993 302 20% 27% 96% 93%  37% Envolvimento de mais de um nervo
e cols. ™ ou nervo maior do que 0,1 mm
' aumenta a especificidade.
Ravery 1994 100 ND ND ND 73% ND  IN relacionada com EEP (p<0,05) e
e cols. 1 progressdo biolégica (p<0,05) na
andlise univaridvel.
Yang 1996 A IN esté associada com a reducéo
E cols. do indice apoptdtico.
Egan 1997 349 38% 51% 70% 49%  71% Relagdo entre IN e EEP na anélise
e cols. ™ univariada (p=0,001), mas ndo na

andlise  multivariada  (p=0,57),
guando foram incluidos no modelo
0 PSA, a proporcdo de carcinoma
na bidpsia e o escore de Gleason.
(continua)
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Tabela 14: Relacdo entre estadiamento patoldgico e invasdo neural pelo carcinoma da
prostata em bidpsias por agulha e na peca radical: revisao da literatura

(continuacdo)

Autor Ano  N° IN Sens. Espec. VPP VPN Comentarios

Ukimura 1998 84  35% ND ND ND ND  Relacdo entre IN e EEP na andlise

e cols. 1 univariada (p>0,031), mas ndo na
anadlise  multivariada  (p=0,4),
quando foram incluidos no modelo
ultrassonografia e PSA.

Vargas 1999 340 17%  32% 88% 42%  82% Relacdo entre IN e EEP na anélise

e cols. % univariada (p=0,0004) e entre IN e
margem cirlrgica (p=0,0361), mas
ndo na analise multivariada, quando
incluido o PSA no modelo.

DelaTaille 1999 319 24% 83% 40% ND ND  Pacientes com IN na bidpsia tinham

e cols. 3,56x mais chances de ter EEP do
que o0s que ndo apresentavam IN.
Relacdo entre IN e EEP (p=0,031)
na analise multivariada (incluindo
PSA), mas ndo foi testado no
modelo a extensdo  tumoral.
Pacientes seguidos em média por
25 meses.

Rubin 2000 632 18% ND ND ND ND  Relacédo entre IN e EEP na anélise

e cols.™*’ univariada (p=0,001), mas ndo na
andlise  multivariada,  quando
incluidos PSA, escore de Gleason e
percentagem de tumor. Ao se
excluir a percentagem de carcinoma
do modelo, a andlise multivariada
apresentou significancia estatistica

Endrizzi 2000 IN foi o mais sensivel preditor de

e cols. ¥ recidiva bioquimica.

Maru 2001 IN > 0,25 mm na peca radical é

e cols. % preditor independente de
progressdo  tumoral.  Pacientes
seguidos, em média, por 48 meses.

Merrick 2001 425 IN ndo foi preditiva de recidiva

e cols. 1 bioquimica em pacientes tratados
por braquiterapia e seguidos em
média por 37 meses.

Ozcan 2001 191 IN, escore de Gleason e PSA no

e cols. espécime de prostatectomia radical
foram preditores de recorréncia .

Sebo 2001 454 23% ND ND ND ND  Relacdo entre IN e EEP na analise

e cols. ¥ univariada (p<0,0001) e na analise
multivariada (p=0,0235).

Sebo 2002 Escore de Gleason, IN e expressdo

e cols. de  MIB-1 sdo preditores

independentes de recidiva
bioguimica ou clinica. Pacientes
seguidos, em média, por 24 meses.
Amostragem das prostatectomias
foi incompleta, tempo de
seguimento  curto, tratamentos
diferentes foram empregados, apds
a cirurgia, analise multivariada
continha muitas variaveis, o que
limita o poder estatistico.

(continua)
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Tabela 14: Relacdo entre estadiamento patoldgico e invasdo neural pelo carcinoma da

prostata em bidpsias por agulha e na peca radical: revisao da literatura
(continuacdo)

Autor Ano  N° IN Sens. Espec. VPP VPN Comentarios

Freedland 2002 190 17% ND ND ND ND IN foi significativa na analise

e cols univariada (p=0,024), mas ndo na
analise  multivariavel,  quando
incluido PSA e percentagem de
carcinoma no modelo.

O Malley 2002 156 NA NA NA NA NA  N&o ha relacdo entre IN e EEP

e cols. # (p=0,09). IN ndo é preditor de
recidiva clinica ou bioquimica.
Pacientes seguidos, em média, por
7 anos ap0s tratamento cirdrgico.

ou 0 0 0 0 0

Zh 2002 80 11% 27% 93% 48% 83% NA

e cols. %

ori 0 resenca e diametro da sd0

Ohori 2002 413 18% ND ND ND ND P o dia da IN sa

e cols. ** preditores de presenca e do lado da
EEP.

Bismar 2002 215 11% 16% 91% 30% 19% Nao ha relacdo entre IN e EEP nos

e cols. ** modelos univariavel e
multivariavel.

N°: nimero de pacientes; IN: invasdo de nervo pelo carcinoma da prdstata; Sens.: sensibilidade; Espec.:
especificidade; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo; EEP: extensdo extra-prostatica;
PSA: antigeno prostatico especifico; ND: ndo disponivel; NA: ndo aplicavel

A literatura mostra que a especificidade da invasdo neural na bidpsia para predizer a
EEP na peca radical ¢ elevada, variando de 70% a 96%, porém a sensibilidade é baixa,
variando de 27% a 51%. O VPP varia de 38-93 %, o VPN varia de 37-71% e acuracia de 49-
63 %. A sensibilidade de IN em bidpsias, como teste diagnostico para predizer 1VS foi de
55%, a especificidade foi 65%, o VPP de 23%, o VPN de 88% e a acurdcia, de 64%
/8791171120 possiveis explicacBes para a baixa sensibilidade sdo: a auséncia de nervos em
alguns espécimes de bidpsias ou a ndo deteccdo destes pelo método convencional (coloragdo

78,79,116

pela técnica da hematoxilina e eosina) Esses casos seriam considerados como

negativos, elevando a quantidade da casos falso-negativos e reduzindo a sensibilidade **°.

1.11.10 Imuno-Histoquimica para Identificacdo de Nervos

Nervos sdo algumas vezes dificeis de serem identificados pelo método de coloracdo da
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hematoxilina e eosina, talvez, por este motivo, o valor preditivo da invasdo neural apresente
baixa sensibilidade em alguns estudos. Com a técnica da imuno-histoquimica usando o
anticorpo para a proteina S-100, é provavel que os nervos e a presenca de invasao neural

sejam mais facilmente detectados, reduzindo-se a quantidade de falso-negativos **#1®,

A proteina S-100 € uma substancia acida de 20-kDa ligada ao célcio, seu nome se deve
a sua propriedade de ser 100% soltvel no sulfato de amonio. Esta proteina é composta por
duas subunidades, o e B, que se combinam para formar trés isotipos. O isotipo a-o €
normalmente encontrado no miocardio, masculo esquelético e em neurdnios; o isotipo a-f

estd presente em melandcitos, células gliais, condrocitos e em anexos cutaneos; e o isotipo -

137 Inicialmente

B € encontrado nas celulas de Langerhans e nas células de Schwann
acreditava-se que a proteina S-100 era produzida pelas células gliais e portanto, seria
especifica para o sistema nervoso 3% A proteina S-100, através da técnica de imuno-
histoquimica, tem sido demonstrada em vérios tecidos, incluindo: alguns neurénios, células
gliais, células de Schwann, melandcitos, células de Langerhans, células reticulares em
linfonodos, condrdcitos, células mioepiteliais, células sustentaculares da medula adrenal, entre

outras 40141,



2 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A maioria dos pacientes com adenocarcinoma da prostata apresenta nivel sérico de PSA
entre 4,0 a 10,0 ng/ml e escore de Gleason entre 6 a 7. Para estes valores, tanto o nivel sérico
de PSA quanto o escore de Gleason sdo pouco informativos para predizer extensdo extra-
prostatica (EEP), invasdo de vesicula seminal (IVS) ou metéstase para linfonodos. Sabe-se
também que ndo ha uma boa correlacdo entre a quantidade de carcinoma da préstata relatado

em biépsias e 0 encontrado em pecas de prostatectomias radicais 31%>1%.

Os exames de imagem apresentam sensibilidade reduzida devido a impossibilidade
dessas técnicas em detectar tumor microscopico extraglandular e visualizar uniformemente
toda a glandula. A especificidade mostra-se reduzida pela impossibilidade de distinguir entre

inflamacAo periprostatica e fibrose tumoral ®.

Com isso, necessita-se de preditores alternativos do estadiamento patoldgico e do risco

de progressdo da doenca %.

A utilidade da imuno-histoquimica deriva de um certo nimero de fatos: alguns
fenotipos teciduais tém uma proteina marcadora identificavel, as proteinas marcadoras séo
quase sempre preservadas em blocos de tecidos incluidos em parafina, a sensibilidade e a

especificidade dos marcadores tém sido razoavelmente boas **.
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A expressdo do marcador, isolada, ndo leva a uma interpretacdo correta. Padrbes
morfolégicos como: a localizacdo da reatividade (membrana citoplasmatica, citoplasma ou
nucleo), a arquitetura da lesdo, o aspecto da célula e do nucleo devem ser integrados com 0s

resultados da imunocoloragéo **.



3 OBJETIVO DO ESTUDO

— Avaliar a frequéncia de invasdo neural, pela técnica da hematoxilina e eosina em

biopsias por agulha da prdstata com carcinoma;

— Comparar em biopsias por agulha da prostata com carcinoma as técnicas da
hematoxilina e eosina com a de imuno-histoquimica pelo anticorpo para a proteina
S-100 atraves da:

a) apresenca de nervos;
b) a presenca de nervos invadidos pelo carcinoma da prostata;

¢) o didmetro dos nervos invadidos.



4 MATERIAL E METODO

4.1 POPULACAO ESTUDADA

O presente estudo avaliou 70 pacientes, submetidos a bidpsias transretais da prdstata
com carcinoma, no periodo de seis meses realizadas no Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
Rio Grande do Sul, Brasil. Estes casos foram selecionados a partir de 500 exames
consecutivos de bidpsias por agulha, dos quais 101 (provenientes de 70 pacientes)
apresentaram carcinoma da prostata. A técnica da bidpsia, incluindo o nimero de fragmentos
obtidos e locais biopsiados, variou de acordo com a indicacdo do médico urologista e/ou
radiologista. N&o foi definido um Unico médico que efetuaria as bidpsias, nem uma

padronizacdo da técnica.

Os fragmentos biopsiados foram encaminhados e processados no Servico de Patologia
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A técnica da imuno-histoquimica foi efetuada no

Centro de Pesquisa Experimental do HCPA.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Todos os casos de bidpsias por agulha da préstata do arquivo do Servico de Patologia
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do Hospital de Clinicas de Porto Alegre no periodo de 26 de abril de 2000 a 15 de setembro

do mesmo ano.

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

— Casos de bidpsias por agulha da préstata sem carcinoma da prostata.
— Casos de bidpsias por agulha da prostata “suspeito, mas ndo diagnostico de

carcinoma”.

44 PARAMETROS CLINICOS

Foram analisados, apds consulta do prontuario médico do paciente, pardametros prévios

a biopsia, como idade do paciente e PSA sérico total.

45 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo transversal contemporaneo de base populacional.

46 PREPARACAO DO MATERIAL

Todas as biopsias foram fixadas em formalina tamponada a 10%, processadas

(desidratacdo em alcool etilico de concentracbes crescentes, clareamento em xilol,
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impregnacéo pela parafina fundida ) e incluidas em parafina. Os blocos de parafina contendo
os tecidos incluidos foram seccionados pela navalha de aco do micrétomo, obtendo-se cortes
com 5 um (5 micrémetros = 0,005 milimetros) de espessura. As ldminas preparadas foram
coradas pela técnica da hematoxilina e eosina (HE). Numa segunda etapa, os mesmos blocos
de parafina foram novamente seccionados no micrétomo, obtendo-se novos cortes com 5um
de espessura. Estes foram corados pela técnica imuno-histoquimica (complexo streptavidina-
biotina-peroxidase), utilizando o anticorpo policlonal para a proteina S-100 (Novocastra,
policlonal liquida, diluicdo de 1:200). Cortes de tecido intestinal (plexo nervoso mioentérico),

incluidos em parafina, serviram de controle positivo para toda a bateria de testes (Anexo A).

4.7 TESTE PADRAO-OURO

O teste considerado como “padrdo-ouro” foi o exame da ldamina com os fragmentos de
bidpsia corados com 0 HE que apresentavam carcinoma, ap6s avaliacdo de consenso de dois

patologistas, com o qual foram comparados 0s achados do exame imuno-histoquimico.

4.8 INSTRUMENTOS DE AFERICAO

4.8.1 Microscopio Optico (MO)

Microscopio Optico de dupla observacdo, da marca Zeiss modelo Standard 20 com

quatro objetivas (2,5, 10, 20 e 100 aumentos) e ocular com aumento de dez vezes (figura 3).
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Standard 20

Figura 3: Microscépio Optico de dupla observacdo com o reticulo de
medida ocular inserido em uma das oculares.

4.8.2 Régua Milimetrada

Régua milimetrada transparente de 30,0 centimetros.

4.8.3 Reticulo de Medida Ocular (RMO)

Instrumento que substitui uma das oculares do microscopio, apresenta ocular propria
com aumento de 12,5x. Esta subdividido em 12 unidades padrdo. Estas unidades foram
transformadas em milimetros com o auxilio da régua microscopica. Em cada objetiva
verificou-se quanto, em milimetros, dez unidades representavam. Esta aferi¢do foi repetida
trés vezes. Com estes valores e efetuando-se a regra de trés, foi montada uma tabela de 0 a 10

unidades nas quatro objetivas (Anexo D).
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O uso do reticulo de medida ocular permitiu uma medida mais precisa da espessura dos

fragmentos e do didmetro dos nervos.

Exemplo:
Objetiva/Unidades 2,5% 10x 20x 40x
10U 1,1818 0,333 0,1666 0,0833

Para objetiva de 10x:

Se 10U ------ 0,333 mm
SU ----- X
X =0,1666 mm

4.8.4 Régua Microscopica

Régua milimetrada transparente de 2,0 centimetros (figura 4 e 5).

Figura 4: Macroscopia de fragmentos Figura 5: Lamina corada pela técnica do
filiformes de bidpsia prostatica HE e régua microscopica
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4.9 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Todas as biopsias foram avaliadas simultaneamente por dois patologistas, em um

microscopio Optico de dupla observacdo e as discordancias, resolvidas por consenso.

Inicialmente foram estudadas todas as bidpsias coradas pelo HE e, numa segunda etapa

com intervalo de trés meses, foram observadas todas as bidpsias coradas pela imuno-

histoquimica para a proteina S-100 (tabela 15).

Tabela 15: Etapas do trabalho

Etapas do Trabalho

Instrumento de Afericéo

Confirmar a presenca de adenocarcinoma
Contar o numero de fragmentos na lamina
Efetuar graduacéo histoldgica de Gleason
Medir a extensdo dos fragmentos (ExF)

Medir a espessura do maior fragmento (EsF)

o o1 A WD

Medir a extensdo do carcinoma nos fragmentos

acometidos (ExCa)

7 Medir a maior espessura do fragmento com carcinoma
(EsCa)

8 Contar o numero de nervos, medir o maoir diametro e
situé-los

9 Contar o numero de nervos invadidos pelo tumor e

medir o maior diametro

MO

MO

Régua milimetrada
MO + RMO

MO + Régua microscépica
MO + RMO

MO + RMO

MO + RMO

MO: microscopio 6ptico; RMO: reticulo de medida ocular; ExF: medida em milimetros da extensdo do
fragmento; EsF: medida em unidades da espessura do maior fragmento; ExCa: medida em milimetros da
extensdo do carcinoma nos fragmentos acometidos; EsCa: medida em unidades da maior espessura do

fragmento com carcinoma.
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4.9.1 Medida da Area dos Fragmentos (AF)

A extensdo dos fragmentos foi medida a olho nu com a régua milimetrada, colocada
sobre a lamina de vidro. A espessura do maior fragmento foi obtida em unidades padrdo do
RMO. Apo6s transformar as unidades em milimetros, somou-se todas as extensdes dos

fragmentos e multiplicou-se pela espessura, como se fosse um retangulo (base x altura).

Exemplo:

| AF = (ExF; + ExF, + ExF3, ..) X EsF

AF, 4rea dos fragmentos em mm?

ExF, medida em milimetros da extensdo do fragmento.

EsF, medida em unidades da espessura do maior fragmento.
Antes do calculo as unidades foram transformadas em milimetros.

4.9.2 Medida da Area de Carcinoma (AC)

A extensdo do carcinoma da prostata foi medida sob microscopia optica com a régua
milimetrada, colocada sobre a lamina de vidro, entre esta e a objetiva. A espessura do maior
carcinoma foi obtida em unidades padrdo do RMO. Apds transformar as unidades em
milimetros, somou-se todos os focos de carcinoma e multiplicou-se pela espessura, como se

fosse um retangulo (base x altura) (figuras 6 e 7).

Exemplo:

| AC = (ExCa; + ExCa, + ExCag, ..) X EsCa |

AC, 4rea de carcinoma em mm?

ExCa, medida em milimetros da extensdo do carcinoma nos fragmentos acometidos.
EsCa, medida em unidades da maior espessura do fragmento com carcinoma.

Antes do calculo as unidades foram transformadas em milimetros.
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Figura 6: Medida da extensdo do carcinoma Figura 7: Medida da extenséo do carcinoma
com régua microscopica (0 ao 1,7 = 0,17 com régua microscépica (6,4 a 9,5 = 0,31
mm).HE, 10x mm). HE, 25x

4.9.3 Proporcao de Carcinoma (PC)

A proporcéo de carcinoma do paciente foi obtida dividindo-se a area total de carcinoma

pela area total de fragmentos.

Exemplo:

| PC=AC/AF \

PC, proporc¢do de carcinoma em %.
AC, 4rea de carcinoma em mm?
AF, 4rea dos fragmentos em mm?

410 NERVO

Os nervos foram definidos como bandas de, pelo menos, trés células de espessura,
paralelas, com configuracdo fascicular. Nao foram considerados nervos qualquer marcagéo

positiva do S-100 em um fasciculo com menos de 3 células paralelas ou menor do que 0,0083
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milimetros de didmetro, pois poderiam representar células dendriticas. A medida sé foi
utilizada como critério, quando houve controvérsia entre os patologistas sobre quantas células
paralelas havia. Esta medida, 0,0083 mm, foi utilizada como limitrofe, pois representava a
menor medida que o RMO permite fazer (1 unidade padrdo) na objetiva de 40x e por

corresponder a aproximadamente, trés células paralelas.

Os nervos foram medidos com o0 RMO nos dois maiores eixos, independentemente da
sua morfologia (o nervo que é tridimensional pode assumir diversos formatos nos preparados
histologicos, em virtude da incidéncia do corte). O menor eixo foi considerado como o
didmetro. Reconheceu-se que um Unico nervo pode aparecer seccionado em Vvarias porcdes,

produzindo uma contagem maior de nimero absoluto de nervos (figura 8).

Figura 8: Medida do didmetro de um nervo invadido pelo
carcinoma com o reticulo de medida ocular (2 ao 5 =0,1 mm).
HE, 10x
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4.11 INVASAO DE NERVO

A invasdo neural foi definida como glandulas de carcinoma da prdéstata circundando
parcial ou totalmente um fasciculo neural ®*’. Também foi considerada invasdo de nervo a
presenca de glandulas ou grupos de células epiteliais atipicas no interior dos nervos. A
distingdo entre invasao e justa-posicdo perineural foi considerada. Justa-posicdo foi definida
como glandulas benignas ou neoplésicas extrinsecas ao espaco perineural que focalmente

comprimem o nervo 4414,

Para a andlise da invasdo de nervos, os casos foram divididos em trés grupos:
| - auséncia de invasdo de nervo no H.E. e no S-100
Il - presenca de invasdo de nervo no H.E. e no S-100

I11 - presenga de invasdo de nervo somente no S-100

4.12 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados quantitativos foram descritos como media e desvio padrdo. Na presenca de
assimetria utilizou-se a mediana e a amplitude interquartil. Nas varidveis categoricas, foi

utilizada a freqiiéncia e o percentual.

A comparacdo dos dois grupos (técnica do HE e técnica imuno-histoquimica) foi
realizada pelo teste t de Student e na assimetria pelo teste t de Wilcoxon. Nos dados

categoricos utilizou-se o teste qui-quadrado de Mc Nemar.



4 MATERIAL E METODO 72

Para a comparacao, quanto a invasdo de nervos (Grupo I: auséncia de invasdo de nervo
no HE e no S-100; Grupo Il: presenca de invasdo de nervo no HE e no S-100 e Grupo IlI:
presenca de invasdo de nervo somente no S-100) foi realizada para as varidveis assimétricas
transformacdo de rank previamente a ANOVA e, apds o teste de Tuckey, nas varidveis com

distribuicdo normal foi realizada a ANOVA.

Em alguns calculos, para varidveis quantitativas, ndo foram utilizados todos os 70
pacientes, pois em avaliagdo prévia, com célculo de tamanho de amostra, p6de se reduzir o

numero de casos avaliados sem perda do poder estatistico.

4.12.1 Programas Estatisticos

SPSS (Statistical Package for Social Science versdo 11.0 - Chicago, IL).

EPI-INFO (verséo 6.04B).

4.12.2 Significancia Estatistica

Um valor de o = 0,05 foi considerado como estatisticamente significativo.

4.13 ASPECTOS BIOETICOS

O projeto foi submetido e aprovado pelo Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacdo do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GPPG-HCPA). Considerando-se que o estudo nédo
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interferiria no tratamento e prognostico dos pacientes, ndo foi necessaria a apresentacdo do

termo de consentimento informado do paciente.

4.14 FINANCIAMENTO

O estudo foi parcialmente financiado pelo FIPE e pelo PPG de Cirurgia.



5 RESULTADOS

Este estudo avaliou amostras de tecido prostatico em 101 procedimentos consecutivos
de bidpsias transretais com carcinoma da prostata de 70 pacientes. A maioria dos pacientes
(85,7%) tinha idade acima de 60 anos. Em 44, 28% dos pacientes o nivel sérico do PSA total
estava entre 4,0 a 10,0 ng/ml. Dos 70 pacientes, 29 (41,4%) tinham escore 7 de Gleason. Em
todos os casos com invasdo de nervo, outros critérios histologicos foram utilizados para
determinar o diagndstico de carcinoma da préstata. As tabelas 16 e 17 descrevem as

caracteristicas clinicas e histopatologicas dos pacientes estudados.

Dos 70 pacientes avaliados 31 (44,3%) apresentaram invasdo de nervo pelo carcinoma
da prostata no HE e 43 (61,4%) apresentaram invasdo de nervo com a técnica imuno-
histoquimica para a proteina S-100 (p<0,001). Na area de carcinoma foram detectados mais

nervos invadidos no S-100 do que no HE (p<0,001) (figura 9, 10, 11 e 12) (tabela 18).

O diametro do maior nervo invadido pelo tumor ndo apresentou diferenca estatistica
guando avaliado pelas duas coloracGes. Entretanto, o didmetro do menor nervo invadido pelo
carcinoma foi menor no S-100 do que no HE (p=0,007), indicando que, com a técnica da

imuno-histoquimica encontram-se mais nervos de menor tamanho invadidos, os quais
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dificilmente sdo encontrados em laminas coradas pela técnica do HE, explicando, em parte, 0s

casos falso-negativos (tabela 18).

Figura 10: Secgéo transversal de nervo
(N) envolto por &cinos neoplasicos.
Proteina S-100, 400x

Figura 9: Seccgéo transversal de nervo
(N) envolto por &cinos neopléasicos. HE,

400x

4

Figra 11: Seccéo transversal de nervo Figura 12: Secca
(N) envolto por acinos neoplasicos. HE,  (N) envolto por &cinos neoplésicos.
1000x Proteina S-100, 1000x

Na comparacdo entre 0s pacientes que ndo apresentaram invasdo de nervo, pacientes
que apresentaram invasdo de nervo somente no S-100 e pacientes que apresentaram invasao
de nervo, tanto no HE, quanto no S-100, ndo houve diferenga estatistica para a variavel idade.

No exame das variaveis escore de Gleason, area de carcinoma, PSA e propor¢do de
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carcinoma, ndo foi detectada diferenca estatistica entre os grupos | e I, mas o grupo Il

atingiu diferenca estatistica (tabela 19).

Tabela 16: Caracteristicas descritivas dos pacientes com
carcinoma de prdstata (n=70)

Caracteristica I\/IediQa_de
sumario
Idade, anos 68,5+8,2
PSA sérico total, ng/ml 8,8 (6,2 — 20,0)
Escore de Gleason 6,8+1,0
Area de fragmentos, mm?, HE 43,2 (30,1 — 64,5)
Area de carcinoma, mm?, HE 13,5 (2,7 - 32,5)
Proporcao da area de carcinoma, HE 0,31 (0,09 - 0,64)

Os dados sédo apresentados como médiat+desvio padrdo ou mediana
(amplitude interquartil: P25 — P75). PSA: antigeno prostatico especifico

Tabela 17: Distribuicdo dos pacientes segundo niveis de risco para
recidiva bioquimica no carcinoma de préstata (n=70) ***

Nivel de risco f %
Baixo: PSA < 10 e Gleason <6 26 37,1
Intermediério: PSA 10 a 20 ou Gleason = 7 35 50,0
Alto: PSA > 20 ou Gleason > 8 9 12,9

PSA: antigeno prostatico especifico (ng/ml)
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Tabela 18: Comparacdo de aspectos relacionados aos nervos observados em biopsias
transrretais da prdstata entre os métodos de coloragcdo hematoxilina-eosina (HE) e imuno-
histoquimica da proteina S-100

Caracteristica HE S-100 P
n=16 n=16
n° total de nervos/area, n%/mm? 0,17+0,11 0,78+0,39 <0,001
n=70 n=70

n° nervzos invadidos/area de carcinoma, 0,0 (0,0-0,07) 0,13 (0,0 - 0,37) <0,001
n%mm

n° nervos invadidos 31 (44,3%) 43 (61,4%) <0,001

n=24 n=24
didmetro maior do nervo invadido, um 0,0 (0,0 — 79,1) 50,0 (0,0 — 66,6) 0,84

n=12 n=12
didmetro menor do nervo invadido, um 33,3 (33,3 -58,3) 16,6 (16,6 — 33,3) 0,007

Os dados sdo apresentados como médiatdesvio padrdo, mediana (amplitude interquartil: P25 — P75) ou
frequéncia (percentual).

Tabela 19: Comparacdo das caracteristicas descritivas dos pacientes com carcinoma de
préstata entre as técnicas de coloragdo e a invasao de nervo

. Grupo | Grupo Il Grupo 111 p
Caracteristica
(n=27) (n=31) (n=12)
Idade, anos 66,148,3 70,048,7 70,345,2 0,15
PSA sérico total, ng/ml 7,7 (5,7-10,8) 17,5 (6,9-39,2) 7,3 (6,3-14,3) 0,03
Escore de Gleason 6,1+0,9 7,440,8 6,6+0,9 <0,001
Area de carcinoma, mm? HE 2,48 (0,95-10,07) 32,35 (21,57-51,34) 5,15 (2,66-19,21) <0,001
Proporcdo da area de 0,08 (0,03-0,30) 0,60 ( 0,33-0,83) 0,14 (0,07-0,44) <0,001

carcinoma, HE

Os dados sdo apresentados como médiatdesvio padrdo ou mediana (amplitude interquartil; P25 — P75).
PSA: antigeno prostatico especifico.

Grupo I: Auséncia de invaséo de nervo no H.E. e no S-100.

Grupo II: Presenca de invasdo de nervo no H.E. e no S-100.

Grupo I1I: Presenca de invasdo de nervo somente no S-100.
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O estadiamento pré-operatorio do carcinoma da prostata € baseado no toque retal, no
PSA sérico, nos achados histopatologicos da biopsia e em exames de imagem. O toque retal,
freglientemente, subestima a extensdo do tumor, e 0s exames de imagem acrescentam pouco
para a acuracia do estadiamento pré-operatorio. A interpretacdo pré-operatdria do PSA sérico
é confundida pela hiperplasia glandular e estromal da prostata e pelo grau de diferenciacdo do
tumor'*. Portanto o PSA sérico néo é suficientemente adequado para predizer estadiamento
patolégico final em um individuo com doenca localizada. O escore de Gleason na bidpsia é
fortemente associado com estadiamento patologico final para pacientes que apresentam
escores extremos (escores de 2 a 4 e de 8 a 10)*. Entretanto, mais de 75% dos pacientes com
carcinoma da préstata apresentam escore de Gleason entre 5 a 7, valores que ndo sdo bons
preditores de estadiamento patolégico. O estadiamento pré-operatério do carcinoma da

prostata necessita de melhorias.

A invasdo neural pelo carcinoma da préstata na bidpsia, como preditor para
estadiamento tumoral, tem sido examinada por varios estudos. Entretanto, o valor preditivo
positivo encontrado é muito variado, uma das explicacdes para este fato € 0 modo como a

peca de prostatectomia radical é examinada: inclusdo parcial versus inclusdo total. Outra
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explicacdo a ser considerada é a quantidade de pacientes com doenca confinada a prostata, o
que também varia entre os estudos, podendo estar relacionada ao modo como a pega radical é
examinada. A frequiéncia de invasdo neural também varia nos estudos de 20 a 38%, logo néo é
surpreendente que havera diferencas entre os estudos quanto a especificidade, sensibilidade,

valor preditivo positivo e valor preditivo negativo **°.

A invasdo neural é um critério diagndstico de carcinoma prostéatico e pode ter valor
preditivo nesta doenca. Entretanto, a detec¢cdo de invasao neural na bidpsia é complicada por

alguns fatores.

Primeiro, a distingdo entre invaséo e justa-posi¢do perineural. Na justa-posicdo ocorre
compressdo focal do nervo por glandulas benignas ou neoplasicas extrinsecas ao espaco
perineural 23, Enquanto na invaso neural o fasciculo nervoso esta circundado parcial ou

78,112

totalmente por glandulas de carcinoma ou grupos de células epiteliais atipicas estdo

presentes no interior dos nervos.

Segundo, a extensdo do carcinoma, medida ndo padronizada pela literatura, também
pode afetar a deteccdo de invasdo neural. Alguns estudos ndo mediram a extensdo de
carcinoma, outros mediram em forma de numero de fragmentos atingidos pelo tumor. O
presente estudo mediu a extensdo tumoral quantitativamente, através de uma régua
milimetrada. Acredita-se que esta forma seja mais adequada para estudos comparativos pois,
tanto a medida subjetiva da extensdo tumoral, quanto a contagem do nimero de fragmentos
envolvidos pelo carcinoma, podem apresentar diferencas. Parece dificil estimar
adequadamente a extensdo de tumores pequenos, principalmente havendo muitos fragmentos.
Quando se determina a extensdo tumoral pela contagem de fragmentos envolvidos ndo se leva
em consideracdo a possibilidade de que alguns destes fragmentos sejam repartidos durante o

processamento, havendo diferencas na quantidade de fragmentos biopsiados, quantidade de
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fragmentos examinados no exame macroscopico e, finalmente, quantidade de fragmentos na

lamina para avaliacdo histoldgica.

Terceiro, nervos sao algumas vezes dificeis de serem detectados pelo método do HE,
constituindo diagnosticos falso-negativos, talvez por este motivo o valor preditivo da invasao

neural apresente baixa sensibilidade em alguns estudos **#*1°.

O presente estudo alocou 70 pacientes e comparou em puncdo-bidpsia da prdstata com
carcinoma, as técnicas da HE com a imuno-histoquimica da proteina S-100, método mais

sensivel para identificar nervos.

Foi detectado, pelo presente estudo, que nos 70 pacientes avaliados 31 (44,3%)
apresentaram invaséo de nervo pelo carcinoma no HE e 43 (61,4%) apresentaram invaséo de
nervo com a técnica imuno-histoquimica para a proteina S-100 (p<0,001). Na éarea de

carcinoma foram detectados mais nervos invadidos no S-100 do que no HE (p<0,001).

Estes achados sdo semelhantes aos encontrados por Aufranc e colaboradores, o qual
avaliou 45 bidpsias de prostata com carcinoma e encontrou 19 casos (42%) com invasdo de

nervo pelo carcinoma no HE e 32 casos (71%) no S-100 % .

A técnica da imuno-histoquimica com S-100 permitiu a deteccdo de nervos invadidos de
menor diametro, os quais dificilmente sdo detectados nas laminas coradas pelo HE. Estes
casos ndo podem ser excluidos quando se quer avaliar a capacidade preditiva da invasao

neural na bidpsia.

O estudo de Zhou **° n&o detectou mais invas&o de nervo na técnica do S-100 do que no
HE, entretanto foram examinadas apenas 27 bidpsias de prdstata com carcinoma em 11

pacientes, e destas apenas 3 apresentaram invasdo de nervo.
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Ao avaliar estudos que apresentam informacges clinicas no momento da bidpsia e de
achados histopatoldgicos na bidpsia corada pelo HE (Tabela 20), deve-se considerar que 0
nimero de pacientes, alocados nestes estudos, varia muito. Considerando como medida de
tendéncia central a mediana, ndo ha grandes diferencas entre os estudos, em relagdo ao escore
de Gleason. Este estudo alocou pacientes mais idosos, com uma proporgdo maior de
carcinoma na bidpsia e encontrou mais nervos invadidos no HE do que os outros estudos.
Inicialmente, pode-se considerar que a maior proporcdo de carcinoma foi determinante para
termos encontrado mais invasdo de nervos. Entretanto, o estudo de Zhou e colaboradores ***
tinha uma proporgdo semelhante de carcinoma e foi encontrada menos invasdo de nervos.
Além disso, os estudos de Sebo e colaboradores ** e o de Freedland e colaboradores **2
tinham uma proporgao relativamente pequena de carcinoma e encontraram mais invaséo de
nervos do que os estudos de Zhou e colaboradores *** e o de Bismar e colaboradores ** . Isso
reforca a idéia de que nervos sdo, algumas vezes, dificeis de serem encontrados na coloracgéo

do HE.

No presente estudo, 0 grupo sem invasdo de nervos apresentou parametros clinicos e
histopatol6gicos semelhantes ao grupo com invasdo de nervos somente no S-100 e estes
grupos foram estatisticamente diferentes do grupo que apresentou invaséo de nervos no HE e
no S-100. Isso permite sugerir que em casos com PSA sérico elevado, escore de Gleason e
proporcdo de carcinoma maior encontrar-se-4 invasdo de nervos, tanto no HE, quanto no S-
100 (tabela 19). Entretanto, casos com PSA sérico, escore de Gleason e proporcdo de
carcinoma menores, justamente 0s que serdo mais diagnosticados com o incremento das

técnicas diagnosticas, o estudo imuno-histoquimico é util na deteccdo de nervos invadidos.
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Tabela 20: Comparacdo de informacgbes clinicas no momento da bidpsia e de achados
histopatolégicos na bidpsia corada pelo método do HE: revisdo da literatura

Autor Ano Ne° Idade PSA sérico, Escore de Extensao do Invasao de
ng/ml Gleason Carcinoma Nervos

(%) (%)

Bastacky 1993 302 ND ND <7 ND 20

e cols. 7

Egan 1997 349 66 9,3 6 ND 38

e cols. ”®

de la Taille 1999 319 61 8,0 6 ND 24

e cols. 1°

Vargas 1999 340 60,4 6,9 6 ND 17

e cols. 1%

Aufranc 2000 ND ND ND ND 42

e cols. 14

Rubin 2000 632 61 6,2 ND ND 18

e cols. 1Y/

Sebho 2001 454 65 6,3 6 8,3 23

e cols. 1%

Fredland 2002 190 62,5 8,7 6,1 12 17

e cols. 1%

Zhou 2002 80 ND 10,2 ND 27 11

e cols. 1%

Bismar 2002 215 64 ND 6 5 11

e cols. 1%

Litvin 2004 70 69 8,8 7 31 44

e cols.

Os dados sdo apresentados como mediana.

ND: néo disponivel.



7 CONCLUSOES

A coloracdo com a técnica imuno-histoquimica para a proteina S-100 aumenta a
sensibilidade para reconhecer nervos em material de puncéo-biopsia de prostata. Alem disso,
com a técnica do S-100 se reconhecem mais invasdes de nervos pelo carcinoma, as quais ndo
eram visualizadas, quando coradas pela técnica do HE. Desta forma reduziu-se a quantidade
de casos falso-negativos e demonstrou-se que o exame criterioso, de material de puncéo-
biopsia de préstata coradas pela técnica do HE, ndo é suficiente para detectar todas as

invasdes de nervos pelo carcinoma da prostata.

N&do se pode, portanto, desprezar esse achado histopatolégico e novos estudos, para
avaliar a capacidade preditiva da invasao neural na bidpsia por agulha, devem ser realizados,

considerando-se 0 exame imuno-histoquimico pelo anticorpo para a proteina S-100.
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RESUMO

Introducdo e Objetivo: A invasdo de nervos pelo carcinoma da prdéstata, em bidpsias
por agulha, pode ser um preditor independente de extensao extra-prostatica e pode influenciar
no manejo cirurgico. Nervos sdo, algumas vezes, dificeis de serem visualizados em biopsias
por agulha da prostata coradas pela técnica da hematoxilina e eosina. E possivel que,
utilizando-se a técnica da imuno-histoquimica com o anticorpo para a proteina S-100, 0s
nervos e a invasao de nervos sejam mais facilmente detectados, reduzindo-se a quantidade de
falso-negativos.

Material e Método: Foram examinados 101 exames de bidpsias por agulha,
correspondendo a setenta pacientes, com carcinoma da prostata, através de laminas coradas
pela técnica da hematoxilina e eosina, selecionados a partir de 500 exames consecutivos.
Obtiveram-se novos cortes dos mesmos blocos de parafina que foram corados pela técnica
imuno-histoquimica, utilizando o anticorpo policlonal para a proteina S-100. O namero total
de nervos, o nimero de nervos invadidos pelo carcinoma da prdstata, 0 nimero de nervos por
area de tecido, o nimero de nervos invadidos por area de carcinoma e o diametro dos nervos
invadidos pelo carcinoma foram determinados por dois investigadores, nas duas técnicas de
coloracéo.

Resultados: Dos 70 pacientes avaliados 31 (44,3%) apresentaram invasao de nervo pelo
carcinoma no HE e 43 (61,4%) apresentaram invasdo de nervo com a técnica imuno-
histoquimica da proteina S-100 (p<0,001). Na area de carcinoma foram detectados mais
nervos invadidos no S-100 do que no HE (p<0,001). O diametro do menor nervo invadido
pelo carcinoma foi menor no S-100 do que no HE (p=0,007).

Conclusdo: A coloracdo com a técnica imuno-histogquimica com o anticorpo para a
proteina S-100 aumenta a sensibilidade para reconhecer nervos em material de pun¢do-bidpsia
da prostata por agulha. Também, com o S-100 se reconhecem mais invasfes de nervos pelo
carcinoma da prostata, as quais ndo eram visualizadas quando coradas com o HE. Desta forma
reduziu-se a quantidade de casos falso-negativos e demonstrou-se que 0 exame criterioso de
espécimes corados com 0 HE ndo é suficiente para detectar todas as invasfes de nervos pelo
carcinoma da prostata.

PALAVRAS-CHAVE: Carcinoma da proéstata; Invasdo de nervo; Imuno-histoquimica;
Proteina S-100.
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SUMMARY

Background: The identification of perineural invasion in prostate needle biopsies may
be an independent predictor of extraprostatic extension of prostatic carcinoma and may also
affect surgical management. Nerves are often difficult to recognize on hematoxylin and eosin
stained prostate needle biopsies. Perhaps using an immunohistochemical stain for S-100
protein, nerves and the presence of perineural invasion, may be more easily detected.

Methods: We examined 101 (70 patients) cases of prostatic carcinoma by routine HE
stain to determine perineural invasion and nerves. Step sections were immunostained for S-
100 protein (polyclonal antibody). The total nunmber of nerves, the number of nerves
showing perineural invasion, the number of nerves per square millimeter of tissue, the number
of nerves showing perineural invasion per square millimeter of prostatic carcinoma and the
diameter of perineural invasion were determined by two investigators on the HE and S-100
stained prostate needle biopsies.

Results: Among the 70 patients, perineural invasion was detected in 31 (44,3%)
patients on HE stained sections and in 43 (61,4%) on S-100 stained sections (p<0,001). The
prostate needle biopsies on median showed more perineural invasion on S-100 stained than on
HE (P<0,001). The minimum diameter of perineural invasion was smaller on S-100 stained
than on HE (p=0,007).

Conclusions: S-100 staining increases the sensivity with which nerves are recognized
in prostate needle biopsies. More significantly, S-100 staining reveals perineural invasion by
prostatic carcinoma that is often unrecognized in HE stained sections. These results support
that careful examination of routine HE-stained specimens is not sufficient to detect all
important nerve invasion.

KEY WORDS: Prostate carcinoma; Perineural invasion; Immunohistochemistry; S-100
protein.
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INTRODUCAO

A invasdo de nervos por células de carcinoma j& era reconhecida desde 1921 em
neoplasias da glandula salivar'. Desde entdo, tem sido observada em vérias neoplasias,

inclusive na préstata 2°.

Rodin e colaboradores demostraram que ndo havia vasos linfaticos dentro do perineuro
e que o crescimento do tumor, no espaco perineural, refletia a extensdo do carcinoma da
prostata, através de planos teciduais de menor resisténcia *°. Acredita-se que a invasio neural
seja a principal rota para disseminagdo extra-prostatica do carcinoma °®°. McNeal e
colaboradores demonstraram que 85% dos casos de penetracdo capsular estdo relacionados
com a invasdo neural °. De acordo com estas observacdes, Stamey e colaboradores™
demonstraram que 89% da invasdo capsular ocorre na regido dorsolateral da préstata, em

carcinomas de baixo grau e o restante da invasdo capsular ocorre por extenséo direta ®”.

Carcinomas volumosos, muitos dos quais sdo, em geral, pouco diferenciados (padréo 4
ou 5 de Gleason), podem apresentar extensio extra-prostatica devido a sua agressividade .
Cerca de 50% dos pacientes com invasdo neural na bidpsia apresentam extensdo extra-

prostatica, provavelmente devido & associacéo entre invasio neural e volume tumoral *°.

A invasdo neural pelo carcinoma da préstata ndo é um efeito somente de volume, pois
carcinomas pequenos também podem apresentar invasdo de nervo. Yang e colaboradores
relataram que o componente neural favorece o crescimento da neoplasia, inibindo a apoptose,
0 que facilitaria a disseminacdo do carcinoma, através de nervos, mesmo em carcinomas

considerados pequenos .
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A identificacdo de invasdao neural em puncdo-bidpsia de tecido prostatico com

adenocarcinoma, varia em torno de 20% a 38% e pode ser o Unico critério diagnostico de

12-17

carcinoma nas bidpsias , mas é muito mais frequiente em pecas de prostatectomias radicais

3,8

Na andlise univariada, a invasdo neural em bidpsias pré-tratamento foi preditiva para
estadiamento patoldgico final, extensdo extraprostatica da neoplasia, invasdo de vesiculas
seminais, risco de elevacdao do PSA, ap0s prostatectomia radical e metastase para linfonodos

10131416 Entretanto, seu valor é controverso como fator independente em anélises

3,8,12,14-16,18,19

multivariadas, apos consideracdo do grau de Gleason, PSA sérico e quantidade

de tumor na bidpsia .

Bastacky '3, Ohori ?°, e Maru ?* demonstraram que o diametro do nervo invadido é um

preditor independente de progressdo tumoral e de extensdo extra-prostatica.

Além disso, para alguns autores, a invasdo neural pode influenciar em escolhas
terapéuticas como secc¢do de feixe neurovascular e a disseccao de linfonodos pélvicos, durante

a prostatectomia radical *2.

A literatura mostra que a especificidade da invasdo neural, na bidpsia, para predizer a
extensdo extraprostatica na peca radical, € elevada, variando de 70% a 96%, porém a
sensibilidade é baixa, variando de 27% a 51%. O valor preditivo positivo varia de 38-93 %, 0
valor preditivo negativo varia de 37-71% e acuracia de 49-63 %. A sensibilidade de invasdo
de nervos, observada nas bidpsias, como teste diagnostico para predizer invasdo de vesicula
seminal, foi de 55%, a especificidade foi 65%, o valor preditivo positivo de 23%, o valor
preditivo negativo de 88% e a acurécia de 64% '°*31° possiveis explicacdes para a baixa
sensibilidade sdo: a auséncia de nervos em alguns espécimes de bidpsias, ou a ndo deteccao

destes pelo método convencional (coloragdo pela técnica da hematoxilina e eosina) 3.
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Esses casos seriam considerados como negativos, elevando a quantidade da casos falso-

negativos e reduzindo a sensibilidade °.

Nervos sdo, algumas vezes, dificeis de serem detectados pelo método da hematoxilina e
eosina, talvez por este motivo, o valor preditivo da invasdo neural apresente baixa
sensibilidade em alguns estudos. E possivel que, utilizando-se a técnica da imuno-
histoquimica com a proteina S-100, nervos e a presenca de invasdo neural sejam mais

facilmente detectados, reduzindo-se a quantidade de falso-negativos *®,

MATERIAL E METODO
Populacéo estudada

O presente estudo avaliou 70 pacientes submetidos a bidpsias transretais da prdstata
com carcinoma, no periodo de seis meses, no ano de 2000, realizadas no Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. Estes casos foram selecionados a partir de 500
exames consecutivos de bidpsias por agulha, dos quais 101 (provenientes de 70 pacientes)
apresentaram carcinoma. A técnica da bidpsia, incluindo o nimero de fragmentos obtidos e
locais biopsiados variou de acordo com a indicagdo do médico urologista e/ou radiologista.
N&o foi definido um Unico médico que efetuaria as bidpsias, nem uma padronizacdo da

técnica.

Os fragmentos biopsiados foram encaminhados e processados no Servigo de Patologia
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A técnica da imuno-histoquimica foi efetuada no

Centro de Pesquisa Experimental do HCPA.
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Critérios de inclusdo

Todos os casos de bidpsias por agulha da préstata do arquivo do Servico de Patologia
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, no periodo de 26 de abril de 2000 até 15 de setembro

do mesmo ano.

Critérios de exclusao

1 - Casos de bidpsias por agulha da préstata sem carcinoma da prostata.

2 - Casos de bidpsias por agulha da prostata “suspeito mas ndo diagndstico de

carcinoma”.

Parametros clinicos

Foram analisados, apds consulta do prontuario médico do paciente, parametros prévios

a bidpsia, como idade do paciente e PSA sérico total.

Delineamento do estudo

Estudo transversal contemporaneo de base populacional

Preparacéo do material

Todas as biopsias foram fixadas em formalina tamponada a 10%, processadas
(desidratacdo em alcool etilico de concentragcdes crescentes, clareamento em xilol,
impregnacéo pela parafina fundida ) e incluidas em parafina. Os blocos de parafina, contendo
os tecidos incluidos, foram seccionados pela navalha de aco do micr6tomo, obtendo-se cortes
com 5um (5 micrdmetros = 0,005 milimetros) de espessura. As laminas preparadas foram
coradas pela técnica da hematoxilina e eosina (HE). Numa segunda etapa, os mesmos blocos

de parafina foram novamente seccionados no micrétomo, obtendo-se novos cortes com 5um
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de espessura. Estes foram corados pela técnica imuno-histoquimica (complexo streptavidina-

biotina-peroxidase), utilizando o anticorpo policlonal para a proteina S-100 (Novocastra,
policlonal liquida, diluicdo de 1:200). Cortes de tecido intestinal (plexo nervoso mioentérico),

incluidos em parafina, serviram de controle positivo para toda a bateria de testes.

Teste padrdo-ouro

O teste considerado como “padrdo-ouro” foi 0 exame da ldamina com os fragmentos de
bidpsia corados pela técnica de HE que apresentavam carcinoma apés avaliacdo de consenso

de dois patologistas.

Inicialmente foram estudadas todas as bidpsias coradas com HE e, numa segunda etapa,
com intervalo de trés meses, foram observadas todas as bidpsias coradas pela imuno-

histoquimica para a proteina S-100.

— Etapas do Trabalho Instrumento de Afericéo
1 Confirmar a presenca de carcinoma MO
2 Contar o numero de fragmentos na lamina
3  Efetuar graduacéo histoldgica de Gleason MO
4 Medir a extensdo dos fragmentos (ExF) Régua milimetrada
5 Medir a espessura do maior fragmento (EsF) MO + RMO
6 Medir a extensdo do carcinoma nos fragmentos acometidos MO + Régua
(ExCa) microscopica
7 Medir a maior espessura do fragmento com carcinoma (EsCa) MO + RMO
8 Contar o nimero de nervos, medir o maior didmetro e situa-los MO + RMO
9 Contar 0 nimero de nervos invadidos pelo tumor e medir o MO + RMO

maior didmetro

MO: microscopio 6ptico; RMO: reticulo de medida ocular.

ExF: medida em milimetros da extensdo do fragmento.

EsF: medida em unidades da espessura do maior fragmento.

ExCa: medida em milimetros da extensdo do carcinoma nos fragmentos acometidos.
EsCa: medida em unidades da maior espessura do fragmento com carcinoma.
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Medida da area dos fragmentos (AF)

A extensdo dos fragmentos foi medida a olho nu com a régua milimetrada, colocada
sobre a lamina de vidro. A espessura do maior fragmento foi obtida em unidades padrdo do
reticulo de medida ocular. Apds transformar as unidades em milimetros, somou-se todas
extensdes dos fragmentos e multiplicou-se pela espessura, como se fosse um retangulo (base x

altura).

Exemplo:

| AF = (ExFy + ExF; + ExFs, ..) X EsF

AF, 4rea dos fragmentos em mm?

ExF, medida em milimetros da extensdo do fragmento.

EsF, medida em unidades da espessura do maior fragmento.
Antes do calculo as unidades foram transformadas em milimetros.

Medida da area de carcinoma (AC)

A extensdo do carcinoma da prostata foi medida sob microscopia optica com a régua
milimetrada, colocada sobre a lamina de vidro, entre esta e a objetiva. A espessura do maior
carcinoma foi obtida em unidades padrdo do reticulo de medida ocular. Apds transformar as
unidades em milimetros, somou-se todos o0s focos de carcinoma e multiplicou-se pela

espessura, como se fosse um retangulo (base x altura).

Exemplo:

| AC = (ExCa; + ExCa, + ExCas, .) X EsCa |

AC, 4rea de carcinoma em mm?

ExCa, medida em milimetros da extenséo do carcinoma nos fragmentos acometidos.
EsCa, medida em unidades da maior espessura do fragmento com carcinoma.

Antes do calculo as unidades foram transformadas em milimetros.
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Proporcéo de carcinoma (PC)

A proporcéo de carcinoma do paciente foi obtida dividindo-se a area total de carcinoma

pela area total de fragmentos.

Exemplo:

| PC=AC/AF |

PC, proporg¢do de carcinoma em %.
AC, 4rea de carcinoma em mm?
AF, 4rea dos fragmentos em mm?

Nervo

Nervos foram definidos como bandas de, pelo menos, trés células de espessura,
paralelas, com configuracdo fascicular. Nao foram considerados nervos qualquer marcacgéo
positiva do S-100, em um fasciculo com menos de 3 células paralelas ou menor do que 0,0083
milimetros de didmetro, pois poderiam representar células dendriticas. A medida sé foi
utilizada como critério, quando houve controvérsia entre os patologistas sobre quantas células
paralelas havia. Esta medida, 0,0083 mm, foi utilizada como limitrofe por dois motivos:
representa a menor medida que o reticulo de medida ocular permite fazer (1 unidade padrao)

na objetiva de 40x e corresponde a, aproximadamente, trés células paralelas.

Os nervos foram medidos com o reticulo de medida ocular nos dois maiores eixos,
independentemente da sua morfologia. O nervo, que € tridimensional, pode assumir diversos
formatos nos preparados histoldgicos, em virtude da incidéncia do corte. O menor eixo foi
considerado como o didametro. Reconhece-se que um Gnico nervo pode aparecer seccionado

em varias porg¢des, produzindo uma contagem maior de nimero absoluto de nervos.
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e o

Figura 1: Seccdo transversal de nervo Figua 2:: ecgéo tr:;\nsversal de nervo
(N) envolto por &cinos neoplasicos. HE,  (N) envolto por acinos neoplasicos.
400x Proteina S-100, 400x

Figura 3: Seccdo transversal de nervo Figura 4: Seccéo transversal de nervo
(N) envolto por acinos neoplasicos. HE,  (N) envolto por &cinos neoplésicos.
1000x Proteina S-100, 1000x
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Invasao de nervo

A invasdo neural foi definida como glandulas de carcinoma da prostata, circundando
parcial ou totalmente um fasciculo neural ***. Também foi considerada invasdo de nervo a
presenca de glandulas ou grupos de células epiteliais atipicas no interior dos nervos A
distingdo entre invasao e justa-posicao perineural foi considerada. Justa-posicdo foi definida
como glandulas benignas ou neoplésicas extrinsecas ao espaco perineural que focalmente

comprimem o nervo %%,

Para a andlise da invasdo de nervos, os casos foram divididos em trés grupos:
1 - Auséncia de invasao de nervo no H.E. e no S-100.
2 - Presenga de invasdo de nervo no H.E. e no S-100.

3 - Presenga de invasao de nervo somente no S-100.

Andlise estatistica dos dados

Os dados quantitativos foram descritos como media e desvio padrdo. Na presenca de
assimetria, utilizou-se a mediana e a amplitude interquartil. Nas variaveis categoricas foram

utilizadas a frequiéncia e o percentual.

A comparacdo dos dois grupos (técnica de HE e técnica imuno-histoquimica) foi
realizada pelo teste t de Student e na assimetria pelo teste t de Wilcoxon. Nos dados

categoricos utilizou-se o teste qui-quadrado de Mc Nemar.

Para a comparacgao quanto a invasao de nervos (Grupo |: auséncia de invasdo de nervo
no HE e no S-100; Grupo II: presenca de invasdo de nervo no HE e no S-100 e Grupo IlI:

presenca de invasdo de nervo somente no S-100) foi realizada para as variaveis assimétricas
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transformacéo de rank préviamente a ANOVA e ap0s o teste de Tuckey, nas variaveis com

distribuicdo normal, foi realizada a ANOVA.

Em alguns calculos, para varidveis quantitativas, ndo foram utilizados todos os 70
pacientes, pois em avaliacdo prévia com calculo de tamanho de amostra, pode se reduzir o

numero de casos avaliados, sem perda do poder estatistico.

Foram utilizados os programas estatisticos SPSS (Statistical Package for Social Science
versdao 11.0 - Chicago, IL) e o EPI-INFO (versdao 6.04B). Um valor de o = 0,05 foi

considerado como estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Este estudo avaliou amostras de tecido prostatico em 101 procedimentos consecutivos
de bidpsias transretais com carcinoma de 70 pacientes. A maioria dos pacientes (85,7%) tinha
idade acima de 60 anos. Em 44, 28% dos pacientes, o nivel sérico do PSA total estava entre
4,0 a 10,0 ng/ml. Dos 70 pacientes, 29 (41,4%) tinham escore 7 de Gleason. Em todos 0s
casos com invasdo de nervo, outros critérios histologicos foram utilizados para determinar o
diagnostico de carcinoma da prostata. As tabelas 1 e 2 descrevem as caracteristicas clinicas e

histopatoldgicas dos pacientes estudados.

Dos 70 pacientes avaliados, 31 (44,3%) apresentaram invasdo de nervo pelo carcinoma
da préstata no HE e 43 (61,4%) apresentaram invasdo de nervo com a técnica imuno-
histoquimica da proteina S-100 (p<0,001). Na area de carcinoma foram detectados mais

nervos invadidos no S-100 do que no HE (p<0,001).
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Tabela 1: Caracteristicas descritivas dos pacientes com
carcinoma de prostata (n=70)
Caracteristica Med@a_de
Ssumario
Idade, anos 68,518,2
PSA serico total, ng/ml 8,8 (6,2 — 20,0)
Escore de Gleason 6,8+1,0
Area de fragmentos, mm? HE 43,2 (30,1 — 64,5)
Area de carcinoma, mm?, HE 13,5 (2,7 - 32,5)
Proporcdo da area de carcinoma, HE 0,31 (0,09 - 0,64)
Os dados sdo apresentados como médiatdesvio padrdo ou mediana
(amplitude interquartil: P25 — P75). PSA: antigeno prostatico especifico
Tabela 2: Comparacdo de aspectos relacionados aos nervos observados em bidpsias
transrretais da prostata entre os métodos de coloracdo hematoxilina-eosina (HE) e imuno-
histoquimica da proteina S-100
Caracteristica HE S-100 P
n=16 n=16
n° total de nervos/area, n%/mm? 0,1740,11 0,78+0,39 <0,001
n=70 n=70
n° nervos invadidos/area de carcinoma, 0,0 (0,0 -0,07) 0,13 (0,0 — 0,37) <0,001
n°/mm?
n° nervos invadidos 31 (44,3%) 43 (61,4%) <0,001
n=24 n=24
didmetro maior do nervo invadido, um 0,0 (0,0 - 79,1) 50,0 (0,0 — 66,6) 0,84
n=12 n=12
didmetro menor do nervo invadido, um 33,3 (33,3 -58,3) 16,6 (16,6 — 33,3) 0,007
Os dados sdo apresentados como médiatdesvio padrdo, mediana (amplitude interquartil: P25 — P75) ou

frequéncia (percentual).
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Os didmetro do maior nervo invadido pelo tumor nédo apresentou diferenca estatistica,

quando avaliado pelas duas coloragcGes. Entretanto, o didmetro do menor nervo invadido pelo
carcinoma foi menor no S-100 do que no HE (p=0,007), indicando que, com a técnica da
imuno-histoquimica, encontram-se mais nervos de menor tamanho invadidos, os quais
dificilmente sdo encontrados em laminas coradas pelo método do HE, devido, em parte, aos

falso-negativos

Tabela 3: Comparacdo das caracteristicas descritivas dos pacientes com carcinoma de
préstata entre as técnicas de coloracdo e a invasao de nervo

. Grupo | Grupo Il Grupo 111 p
Caracteristica
(n=27) (n=31) (n=12)
Idade, anos 66,1+8,3 70,0+8,7 70,345,2 0,15
PSA sérico total, ng/ml 7,7 (5,7-10,8) 17,5 (6,9-39,2) 7,3(6,3-143) 0,03
Escore de Gleason 6,1+0,9 7,4+0,8 6,6+0,9 <0,001
Area de carcinoma, mm? HE 2,48 (0,95-10,07) 32,35 (21,57-51,34) 5,15 (2,66-19,21) <0,001
Proporcdo da area de 0,08 (0,03-0,30) 0,60 ( 0,33-0,83) 0,14 (0,07-0,44) <0,001

carcinoma, HE

Os dados sdo apresentados como médiat+desvio padrdo ou mediana (amplitude interquartil: P25 — P75).
PSA: antigeno prostatico especifico.

Grupo I: Auséncia de invaséo de nervo no H.E. e no S-100.

Grupo II: Presenca de invaséo de nervo no H.E. e no S-100.

Grupo I1l: Presenca de invasdo de nervo somente no S-100.

Na comparagéo entre os pacientes que ndo apresentaram invaséo de nervo, pacientes
gue apresentaram invasdo de nervo somente no S-100 e pacientes que apresentaram invasao
de nervo, tanto no HE, quanto no S-100, ndo houve diferenca estatistica para a variavel idade.
No exame das varidveis escore de Gleason, area de carcinoma, PSA e proporcdo de carcinoma
ndo foi detectada diferenca estatistica entre os grupos | e 111, mas o grupo Il atingiu diferenca

estatistica.
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DISCUSSAO

O estadiamento pré-operatorio do carcinoma da prostata é baseado no toque retal, no
PSA sérico, nos achados histopatoldgicos da bidpsia e em exames de imagem. O toque retal
freqUentemente subestima a extensdo do tumor. A interpretacdo pré-operatoria do PSA sérico
é confundida pela hiperplasia glandular e estromal da préstata e pelo grau de diferenciacdo do

tumor %°.

A maioria dos pacientes com carcinoma da prostata na bidpsia, apresenta nivel sérico de
PSA entre 4,0 a 10,0 ng/ml e escore de Gleason entre 6 a 7. Para estes valores, tanto o nivel
sérico de PSA, quanto o escore de Gleason sdo pouco informativos para predizer extensao
extraprostatica, invasdo de vesicula seminal ou metéstase para linfonodos. Sabe-se também
que ndo ha uma boa correlagcdo entre a quantidade de carcinoma, relatado em bidpsias e 0

encontrado em pecas de prostatectomias radicais *+#%.

Os exames de imagem apresentam sensibilidade reduzida, devido a impossibilidade
dessas técnicas em detectar tumor microscépico extraglandular e visualizar uniformemente
toda a glandula. A especificidade mostra-se reduzida pela impossibilidade de distinguir entre

inflamag&o periprostatica e fibrose tumoral 2.

Com isso, necessita-se de preditores alternativos de estadiamento patolégico e risco de

progressdo da doenca .

A capacidade da invaséo neural na bidpsia para predizer estadiamento tumoral tem sido
examinada por varios estudos. Entretanto, o valor preditivo positivo encontrado é muito
variado, uma das explicacdes para este fato € 0 modo como a peca de prostatectomia radical é
examinada: inclusdo parcial versus inclusdo total. Outra explicacdo a ser considerada é a

quantidade de pacientes com doenca confinada a prostata, o que também varia de estudo para
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estudo e pode estar relacionada ao modo como a peca radical é examinada. A freqgliéncia de
invasdo neural também varia nos estudos de 20 a 38%, logo ndo é surpreendente que havera
diferengas entre os estudos quanto a especificdade, sensibilidade, valor preditivo positivo e

valor preditivo negativo.

A invasdo neural é um critério diagndstico de carcinoma prostéatico e pode ter valor
preditivo nesta doenca. Entretanto, a deteccdo de invasdo neural, na bidpsia, € complicada por

alguns fatores.

Primeiro, a distingdo entre invaséo e justa-posi¢do perineural. Na justa-posicdo ocorre
compressdo focal do nervo, por glandulas benignas ou neoplasicas extrinsecas ao espago
perineural 2", Enquanto na invas&o neural o fasciculo nervoso esta circundando parcial ou

3,

totalmente por glandulas de carcinoma, *** ou grupos de células epiteliais atipicas estio

presentes no interior dos nervos.

Segundo, a extensdo do carcinoma da prdstata, medida ndo padronizada pela literatura,
também pode afetar a deteccdo de invasao neural. Alguns estudos ndo mediram a extensdo de
carcinoma, outras mediram em forma de nimero de fragmentos atingidos pelo tumor. O
presente estudo mediu a extensdo tumoral, através de uma régua milimetrada. Acredita-se que
esta forma seja mais adequada para estudos comparativos, pois tanto a medida subjetiva da
extensdo tumoral, quanto a contagem do nimero de fragmentos, envolvidos pelo carcinoma,
podem apresentar viéses. Parece dificil estimar adequadamente a extensdo de tumores
pequenos, principalmente havendo muitos fragmentos. Quando se determina a extensdo
tumoral pela contagem de fragmentos envolvidos, ndo se leva em consideracdo a
possibilidade de que alguns destes fragmentos sejam repartidos, durante o processamento,

havendo diferencas na quantidade de fragmentos biopsiados, quantidade de fragmentos
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examinados no exame macroscopico e, finalmente, quantidade de fragmentos na lamina para

avaliacdo histoldgica.

Terceiro, nervos sdo algumas vezes dificeis de serem detectados pelo método da

hematoxilina e eosina, constituindo diagnosticos falso-negativos, talvez por este motivo o

valor preditivo da invasdo neural apresente baixa sensibilidade em alguns estudos *%.

Tabela 4: Comparacdo de informacdes clinicas no momento da bidpsia e de achados

histopatolégicos na bidpsia corada pelo método do HE: revisdo da literatura

Autor Ano Ne° Idade PSA sérico, Escore de Extensao do Invasao de
ng/ml Gleason Carcinoma Nervos

(%0) (%)

Bastacky 1993 302 ND ND <7 ND 20

e cols. ¥

Egan 1997 349 66 9,3 6 ND 38

e cols. 4

de la Taille 1999 319 61 8,0 6 ND 24

e cols. ®

Vargas 1999 340 60,4 6,9 6 ND 17

e cols. ®

Aufranc 2000 ND ND ND ND ND 42

e cols. ¥

Rubin . 2000 632 61 6,2 ND ND 18

e cols. !

Sebo 2001 454 65 6,3 6 8,3 23

e cols. ¥

Fredland 2002 190 62,5 8,7 6,1 12 17

e cols. *

Zhou 2002 80 ND 10,2 ND 27 11

e cols. *

Bismar 2002 215 64 ND 6 5 11

e cols. %

Litvin 2004 70 69 8,8 7 31 44

e cols.

Os dados sdo apresentados como mediana.

Foi detectado, pelo presente estudo, nos 70 pacientes avaliados, 31 (44,3%)

apresentaram invasdo de nervo pelo carcinoma da préstata no HE e 43 (61,4%) apresentaram

invasdo de nervo com a técnica imuno-histoquimica da proteina S-100 (p<0,001). Na area de

carcinoma foram detectados mais nervos invadidos no S-100 do que no HE (p<0,001).
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Estes achados sdo semelhantes aos encontrados por Aufranc e colaboradores, o qual

avaliou 45 bidpsias de prostata com carcinoma e encontrou 19 casos (42%) com invasdo de

nervo pelo carcinoma no HE e 32 casos (71%) no S-100 *°.

A técnica da imuno-histoquimica com S-100 permitiu a deteccdo de nervos invadidos de
menor didmetro, os quais dificilmente séo encontrados nas laminas coradas pelo HE. Estes
casos ndo podem ser excluidos, quando se quer avaliar a capacidade preditiva da invasao

neural na bidpsia.

O estudo de Zhou® ndo detectou mais invasdo de nervo no S-100 do que no HE,
entretanto, foram examinadas apenas 27 bidpsias de prdstata com carcinoma, em 11 pacientes,

e destas, apenas 3 apresentaram invasédo de nervo.

Ao avaliar estudos que apresentam informacdes clinicas no momento da bidpsia e de
achados histopatoldgicos na bidpsia corada pelo HE (Tabela 4), deve-se considerar que 0
nimero de pacientes alocados nestes estudos varia muito. Considerando como medida de
tendéncia central a mediana ndo ha grandes diferencas entre os estudos, em relacdo ao escore
de Gleason. O nosso estudo alocou pacientes mais idosos, com uma proporgdo maior de
carcinoma na bidpsia e encontrou mais nervos invadidos no HE do que os outros estudos.
Inicialmente, poder-se-ia considerar que a maior propor¢do de carcinoma foi determinante
para termos encontrado mais invaséo de nervos. Entretanto, o estudo de Zhou e colaboradores
3! tinha uma proporgéo semelhante de carcinoma, e foi encontrada menos invasio de nervos.
Além disso, os estudos de Sebo e colaboradores * e o de Freedland e colaboradores * tinham
uma proporgéo relativamente pequena de carcinoma e encontraram mais invasao de nervos do
que os estudos de Zhou e colaboradores *' e o de Bismar e colaboradores ** . Isso reforca a

idéia de que nervos sdo, algumas vezes, dificeis de serem encontrados na coloragdo do HE.
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No presente estudo, 0 grupo sem invasdo de nervos apresentou parametros clinicos e

histopatologicos semelhantes ao grupo com invasdo de nervos somente no S-100 e estes
grupos foram estatisticamente diferentes do grupo que apresentou invaséo de nervos no HE e
no S-100. Isso permite sugerir que em casos com PSA sérico, escore de Gleason e proporcao
de carcinoma maior, iremos encontrar invasdo de nervos, tanto no HE, quanto no S-100.
Entretanto, casos com PSA sérico, escore de Gleason e propor¢do de carcinoma menores ,
justamente os que serdo mais diagnosticados com o incremento das técnicas diagndsticas, o

estudo imuno-histoquimico é til na deteccdo de nervos invadidos.

CONCLUSAO

A coloracdo com a técnica imuno-histoquimica da proteina S-100 aumenta a
sensibilidade para reconhecer nervos em material de puncdo-bidpsia de prostata. Além disso,
com a técnica do S-100 se reconhecem mais invasfes de nervos pelo carcinoma da prostata,
as quais ndo eram visualizadas, quando coradas pela técnica do HE. Desta forma reduziu-se a
quantidade de casos falso-negativos e demonstrou-se que o0 exame criterioso de material de
punc¢éo-bidpsia de prdstata, coradas pela técnica do HE néo é suficiente para detectar todas as

invasodes de nervos.

N&o se pode, portanto, desprezar esse achado histopatolégico e novos estudos para

avaliar a capacidade preditiva da invasao neural, na bidpsia por agulha, devem ser realizados.



9 ARTIGO: INVASAO DE NERVOS PELO CARCINOMA DA PROSTATA EM BIOPSIAS 122

TRANSRETAIS

REFERENCIAS

=

Shattock SG. Invasion of the nerves in carcinoma of the sublingual salivary gland

associated with carcinoma of the tongue. Proc R Soc Med 1921;15:13-6.

Ballantyne AJ, McCarten AB, Ibanez ML. The extension of cancer of the head and neck

through peripheral nerves. Am J Surg 1963;106:651-67.

Byar DP, Mostofi FK, the VA Cooperative Urological Research Group. Carcinoma of the
prostate: prognostic evaluation of certain pathologic features in 208 radical

prostatectomies. Cancer 1972;30:5-13.

Rodin AE, Larson DL, Roberts DK. Nature of the perineural space invaded by prostatic

carcinoma. Cancer 1967;20:1772-9.

Hassan MO, Maksem J. The prostatic perineural space and its relation to tumor spread.

An ultrastuctural study. Am J Surg Pathol 1980;4:143-8.

Villers A, McNeal JE, Redwine EA, Freiha FS, Stamey TA. The role of perineural space

invasion in the local spread of prostatic adenocarcinoma. J Urol 1989;142:763-8.

Stamey TA, McNeal JE, Freiha FS, Redwine E. Morphometric and clinical studies on 68

consecutive radical prostatectomies. J Urol 1988;139: 1235-41.

Zhou M, Patel A, Rubin MA. Prevalence and location of peripheral nerve found on

prostate needle biopsy. Am J Clin Pathol. 2001;115:39-43.

Rodrigues Netto Jr N. Manual de Urologia, Faculdade de Ciéncias Medicas da

UNICAMP, Campinas, 1981.



9

ARTIGO: INVASAO DE NERVOS PELO CARCINOMA DA PROSTATA EM BIOPSIAS 123
TRANSRETAIS

10

11

12.

13.

14.

15.

16.

. Rubin MA, Bassily N, Sanda M, Montie J, Strawderman MS, Wojno K. Relationship and
significance of greatest percentage of tumor and perineural invasion on needle biopsy in

prostatic adenocarcinoma. Am J Surg Pathol 2000;24:183-9.

. Yang G, Wheeler TM, Kattan MW, Scardino PT, Thompson TC. Perineural invasion of
prostate carcinoma cells is associated with reduced apoptotic index. Cancer

1996;78:1267-71.

Merrick GS, Butler WM, Galbreath RW, Lief JH, Adamovich E. Perineural invasion is
not predictive of biochemical outcome following prostate brachytherapy. Cancer J

2001:7:404-12.

Bastacky SI, Walsh PC, Epstein JI. Relantionship between perineural tumor invasion on
neddle biopsy and radical prostatectomy capsular penetration in clinical stage B

adenocarcinoma of the prostate. Am J Surg Pathol 1993;17:336-41.

Egan AJM , Bostwick DG. Prediction of extraprostatic extension of prostate cancer based
on needle biopsy findings: perineural invasion lacks significance on multivariate analysis.

Am J Surg Pathol 1997;21:1496-500.

de la Taille A, Katz A, Bagiella E, Olsson CA, O’Toole KM, Rubin MA. Perineural
invasion on prostate needle biopsy: an independent predictor of final pathologic stage.

Urol 1999;54:1039-43.

de la Taille A, Rubin MA, Bagiella E, Olsson CA, Buttvan R, Burchardt T, et al. Can
perineural invasion on prostate needle biopsy predict prostate specific antigen recurrence

after radical prostatectomy ? J Urol 1999;162:103-6.



9 ARTIGO: INVASAO DE NERVOS PELO CARCINOMA DA PROSTATA EM BIOPSIAS 124

TRANSRETAIS

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Varma M, Lee MW, Tamboli P, Zarbo RJ, Jimenez RE, Salles PG, Amin MB.
Morphologic criteria for the diagnosis of prostatic adenocarcinoma in needle biopy
specimens. A study of 250 consecutive cases in a routine surgical pathology practice.

Arch Pathol Lab Med 2002; 126:554-61.

Bostwick DG, Grignon DJ, Hammond EH, Amin MB, Cohen M, Crawford D, et al.
Prognostic factors in prostate cancer. College of American Pathologists Consensus

statement 1999. Arch Pathol Lab Med 2000;124: 995-1000.

O’Malley KJ. Influence of biopsy perineural invasion on long-term biochemical disease-

free survival after radical prostatectomy. Urol 2002;59:85-90.

Ohori M, Maru N, Scardino PT. Significance of perineural invasion (PNI) by prostate

cancer in systematic nnedle biopsy [Abstract]. J Urol 2002;167(suppl):229.

Maru N, Ohori M, Kattan MW, Scardino PT, Wheeler TM. Prognostic significance of the
diameter of perineural invasion in radical prostatectomy specimens. Hum Pathol

2001;32:828-33.

Epstein JI. The role of perineural invasion and other biopsy characteristics as prognostic

markers for localized prostate cancer. Semin Urol Oncol 1998;16:124-8.

Eble JN, Sauter G, Epstein JI, Sesterhenn IA (Eds.). World Health Organization
Classification of tumors. Pathology and Genetics of tumours of the urinary system and

male genital organs. Lyon: IARC Press; 2004. p. 159-92.

Stamey TA. Localized prostate cancer. Relantionship of tumor volume to clinical

significance for treatment of prostate cancer. Cancer 1993;71:933-8.



9 ARTIGO: INVASAO DE NERVOS PELO CARCINOMA DA PROSTATA EM BIOPSIAS 125
TRANSRETAIS

25. Cupp MR, Bostwick DG, Myers RP, Oesterling JE. The volume of prostate cancer in the

biopsy specimen cannot reliably predict the quantity of cancer in the radical

prostatectomy specimen on an individual basis. J Urol 1995;153:1543-8.

26. Carter HB, Partin AW. Diagnosis and staging of prostate cancer. In: Walsh PC, Retik
AB, Vaughan ED, Wein AJ, editors. Campbell’s urology. 8™ edition. Philadelphia: WB

Saunders; 2002; 3055-79.

27. Carstens PHB. Perineural glands in normal and hyperplastic prostates. J Urol

1980;123:686-8.

28. Mclntire TL, Franzina DA. The presence of benign prostate glands in perineural spaces. J

Urol 1986;135:507-9.

29. Partin AW, Yoo J, Carter HB, Pearson JD, Chan DW, Epstein JI, Walsh PC. The use of
prostate-specific antigen, clinical stage and Gleason score to predict pathologic stage in

men with localized prostate cancer. J Urol 1993;150:110-4.

30. Aufranc S, Rosen S, Li T, Balks S, Upton M. Unrecognized perineural invasion in
prostate needle biopsies is revealed by staining for S-100 protein[abstract]. Mod Pathol

2000;13:92A.

31. Zhou M, Shah R, Ingold C. Simultaneous evaluation for presence of nerve and perineural
invasion on prostate needle biopsy improve predictability for extraprostatic extension on

radical prostatectomy [Abstract]. Mod Pathol 2002;15:189.

32. Sebo TJ, Cheville JC, Riehle DL, Lohse CM, Pankratz VS, Myers RP. Predicting prostate
carcinoma volume and stage at radical prostatectomy by assessing needle biopsy

specimens for percent surface area and cores positive for carcinoma, perineural invasion,



9 ARTIGO: INVASAO DE NERVOS PELO CARCINOMA DA PROSTATA EM BIOPSIAS 126
TRANSRETAIS

Gleason score, DNA ploidy and proliferation, and preoperative serum prostate specific

antigen: a report of 454 cases. Cancer 2001;91:2196-204.

33. Freedland SJ, Csathy GS, Dorey F, Aronson WJ. Percent prostate needle biopsy tissue
with cancer is more predictive of biochemical failure or adverse pathology after radical

prostatectomy than prostate specific antigen or Gleason score. J Urol 2002;167;516-20.

34. Bismar TA, Lewis JS, Vollmer RT, Humphrey PA. Multiple measures of carcinoma
extent versus perineural invasion in prostate needle biopsy tissue in prediction of

pathologic stage in a screening population. Am J Surg Pathol 2003;27:423-40.

35. Vagas SO, Jiroutek M, Welch WR, Nucci MR, D’Amico AV, Renshaw AA. Perineural
invasion in prostate needle biopsy specimens: correlation with extraprostatic extension at

resection. Am J Clin Pathol 1999;111:223-8.



ANEXOS



ANEXOS 128

ANEXO A: Técnica da imuno-histoquimica

Método da Estreptavidina-biotina-peroxidase (StreptABC), de acordo com principio

proposto por Hsu e colaboradores (1981)

, adaptado as condicGes do laboratério de
patologia do Centro de Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

1) Preparo das laminas:

mergulhar as laminas em solucdo de detergente neutro Extran (Merck 7553) a 0,5%
em agua, por 30 minutos;

- lavar em agua corrrente por 120 minutos para remocao do detergente;

- lavar as laminas em &gua quente;

- secar na estufa;

- guardar as laminas limpas, em caixas, para evitar contaminag0es por poeira.

Nota: manipular laminas com luvas para evitar a contaminagdo das mesmas pela
oleosidade da pele.

2) Sinalizagéo das laminas:

imersdo das laminas em acetona por 2 minutos;

imersdo em 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS) a 4% por 2 minutos;

imersdo em acetona por 4 vezes;

secar em estufa, deixar esfriar e guardar em caixas fechadas.
3) Cortes histoldgicos:

- As fitas de parafina obtidas no processo de corte pela microtomia, sdo cuidadosamente
colocadas em banho-maria histolégico e os cortes depositados em laminas
previamente tratadas com APTS. As laminas com os cortes sdo levadas a estufa, a

60°C e la deixadas por 24 horas, para melhorar a adesao do tecido.
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4)

5)

6)

7)

8)

Preparacao do corte histologico:

xilol 60°C por 15 minutos;

- xilol a temperatura ambiente por 15 minutos;

- etanol a 100% (3x) por 30 segundos cada;

- etanol 95% por 30 segundos;

- etanol 80% por segundos;

- etanol 70% por 30 segundos;

- lavar em agua corrente e destilada.

Bloqueio da Peroxidase Endogena:

- trés banhos de 10 minutos cada com perdxido de hidrogénio a 3% em metanol;

- lavar por trés minutos em agua corrente;

- deixar um minuto em agua destilada.

Recuperacao Antigénica:

- colocar as laminas no forno de microondas, em poténcia maxima, por 9 minutos (2x),
imerso em tampao citrato 10mM pH 6,0 e tampdo EDTA 1mM pH 8,0;

- deixar esfriar por sessenta minutos;

- lavar em agua corrente e dgua destilada.

Bloqueio da Avidina Enddgena:

- colocar por quinze minutos, em solucdo com clara de ovo e agua destilada (clara de
um ovo para duzentos ml de agua destilada);

- lavar em agua corrente e destilada.

Bloqueio das Reac¢des Inespecificas:

- colocar em solucdo de leite desnatado a 5% em tampdo fosfato salino (PBS), durante

30 minutos;

- lavar em agua corrente por 4 minutos e agua destilada por 1 minuto;
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9

colocar no PBS por 5 minutos.

Incubacdo com Anticorpo Primario:

secar cuidadosamente as laminas;

colocé-las em uma camara Umida sobre uma esponja umedecida;

pingar 70-100 microlitros do anticorpo priméario na diluicdo 1:200 a 1:400 , sobre 0s
cortes;

deixar incubando dentro da geladeira a 4°C, por 16 horas;

interromper a reacdo, lavando cada lamina delicadamente com um jato de solucdo
tampéo;

transferir as 1dminas para um recipiente, contendo tampédo PBS, dando 3 banhos, de 5
minutos cada;

secar as laminas.

10) Incubacdo com o Anticorpo Secundario:

incubar com o anticorpo secundario, conjugado com a biotina (anti-lg da espécie
animal em que foi obtido o anticorpo especifico), deixando 30 minutos, a 37°C, na
estufa e em cAmara Umida;

interromper a reacdo, lavando cada lamina delicadamente com um jato de solugéo
tampao;

transferir as laminas para um recipiente, contendo tamp&o PBS, dando trés banhos de

5 minutos cada.

11) Complexo Avidina-Biotina-Peroxidase:

pingar o complexo avidina-biotina-peroxidase, deixando na estufa a 37°C, em camara
Umida, durante 30 minutos;

lavar cada lamina delicadamente com um jato de solucéo tampao;
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- transferir as laminas para um recipiente contendo tampéao PBS, dando 3 banhos de 5
minutos cada.
12) Cromogeno:
- incubar as ldminas em solucdo substrato, o cromégeno (Diaminobenzidina — DAB —
60mg%) por 3 minutos a 37°C no escuro;
- lavar bem com agua corrente e transferir para agua destilada.
13) Contracorar:
- contracorar com hematoxilina de Harris por 2 minutos;
- lavar em agua corrente.
14) Montagem:
- desidratar as laminas em etanol 50%, etanol 80%, etanol 95% , etanol 100% (3x) e
xilol (3x);
- colocar a laminula sobre a lamina com Entellan (Merck 1.07961) para leitura em

microscopia Optica e preservacdo da amostra.
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ANEXO B: Técnicas histoldgicas para visualizagdo de nervos

GERAL Hematoxilina e Eosina
Hematoxilina van Giesen
Reticulina

Tricrdmico de Masson
Alcian blue

Azul de toluidina
COLORACOES PARA MIELINA Luxol

Loyez

Osmio

Acido Periddico de Schiff
Luz polarizada (congelacao)
Marchi

Oil Red O (congelacéo)
IMUNO-HISTOQUIMICA Proteina S-100

Leu-7

Proteina glial fibrilar &cida (GFAP)
Proteina mielinica basica
Neurofilamentos

Antigeno epitelial de membrana (EMA)
CD-34

LN-5

CD-68

Hidalgo CA, Weller RO. In: Sternberg SS (ed), Histology for Pathologists, 2 edition, Lippincott-Raven,
Philadelphia, 1997 %,

A proteina S-100 foi escolhida, porque esta técnica de coloracdo € conhecida e

utilizada no laboratério de Pesquisa Experiemental do HCPA. Além disso, outros trabalhos

feitos com préstata utilizaram este método 6146 .
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ANEXO C: Estadiamento patoldgico

Sistema TNM proposto pela AJCC (American Joint Committee on Cancer)®. O
estadiamento clinico (T, N ou MO se refere a extensdo da moléstia no pré-operatorio,
estabelecida através de exames clinico, radioldgico e laboratorial. O estadiamento patol6gico
(pT, pN ou pM) refere-se a extensdo da doenca estabelecida através do exame
anatomopatoldgico. As categorias pT, pN e pM correspondem as categorias T, N e M. Nao
hé, entretanto, a categoria pT1 (pT1la, pT1b ou pTic) porque o tecido amostrado é insuficiente
para determinar a maior categoria pT.

A partir da versdo de 1992, o sistema TNM introduziu o estadio T1c, que corresponde
a casos de carcinoma diagnosticados em bidpsias de agulha, de pacientes com PSA elevado,
porém ndo palpéveis ao toque retal e ndo visualizados em ultra-sonografia.

Tumor Primério (T)

TX  Tumor priméario ndo pode ser avaliado.

TO  N&o ha evidéncia de tumor primario.

Tl Tumor é um achado histologico incidental, ndo é palpavel ao toque retal ou
visualizado por técnicas de imagem:

Tla  tumor em 5% ou menos do tecido ressecado;

T1b  tumor em mais de 5% do tecido ressecado;

Tlc tumor identificado em bidpsia por agulha (PSA elevado, porém tumor nao

palpavel ao toque retal e ndo visualizado em ultra-sonografia).
T2 Tumor limitado & préstata sem evidéncias de extensio extraprostatica: *
T2a  tumor compromete até metade de 1 lobo, ou menos;
T2b  tumor compromete mais da metade de 1 lobo, porém ndo ambos os lobos;

T2c  tumor compromete ambos os lobos.
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T3

T4

NX

NO

N1

MX

MO

M1

GX

G1

G2

G3-4

Tumor extraprostatico:

T3a  extensdo extra-capsular (unilateral ou bilateral);

T3b  tumor invade vesicula seminal.

Tumor estd fixo ou invade estruturas adjacentes outras que ndo a vesicula seminal,

colo vesical, esfincter externo, reto, masculos elevadores ou parede pélvica. “*

Linfonodos regionais (N)

Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.
Auséncia de metéstase em linfonodos regionais.
Metéstase em linfonodo regional.

N1(mi)micrometéstase de até 0,2 cm.

Metéstase a distancia (M)

Presenca de metéstase a distancia ndo pode ser avaliada.
Auséncia de metastase a distancia.

Presenca de metéstase a distancia:

Mla linfonodo ndo regional;

M1b 0sso;

M1c outra localizagéo.

Graduacdo histopatoldgica (G)

Graduacao ndo pode ser avaliada.

Bem diferenciado (Gleason 2-4).
Moderadamente diferenciado (Gleason 5-6).

Pouco diferenciado/indiferenciado (Gleason 7-10).
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Tabela 21: Estadiamento do carcinoma da prdstata

T N M G
Estagio | Tla NO MO G1
Estagioll  Tla NO MO G2,3-4
Tlb,c NO MO  Qualquer G
T1, T2 NO MO  Qualquer G
Estagio Ill T3 NO MO  Qualquer G
Estagio IV T4 NO MO  Qualquer G
Qualquer T N1 MO  Qualquer G

Qualquer T Qualquer N M1  Qualquer G

# Tumor encontrado em um ou dois lobos, por bidpsia de agulha, mas ndo palpavel ou
visualizado por técnicas de imagem, € classificado como T1c.

## Invasdo do apice prostatico, mas nao extraprostatica é classificado como T2.

### Invasdo microscépica do colo vesical, na prostatectomia radical, é classificado como T3a.
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ANEXO D: Padronizagao das unidades do reticulo de medida ocular

Linhas: unidades do reticulo de medida ocular

Colunas: aumento das objetivas

2,5X 10x 20X 40x
1 0,1181 0,0333 0,0166 0,0083
2 0,2363 0,0666 0,0333 0,0166
3 0,3545 0,1 0,05 0,025
4 0,4727 0,1333 0,0666 0,0333
5 0,5909 0,1666 0,0833 0,04166
6 0,7090 0,2 0,1 0,05
7 0,8272 0,2333 0,1166 0,0583
8 0,9454 0,2666 0,1333 0,0666
9 1,0636 0,3 0,15 0,075
10 1,1818 0,333 0,1666 0,0833
11 1,3 0,3666 0,1833 0,0916
12 1,4181 0,4 0,2 0,1
13 1,5363 0,4333 0,2166 0,1083
14 1,6545 0,4666 0,2333 0,1166




