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"Toda a nossa ciéncia, comparada a realidade, é primitiva e infantil

e, no entanto, é a coisa mais preciosa que temos."”

Albert Einstein (1879-1955)



"Identificar tumores ao microscopio € mais complexo que procurar
coincidir um padrdo com um nome. Utilizamos o termo “feio” para caracterizar
células malignas e fazemos isto porque o julgamento de atipia e pleomorfismo
requer certo grau de julgamento estético e, nisto, o diagndstico é impregnado
pela personalidade do observador. Por isso que a patologia, assim como a
medicina, é arte além de ciéncia. Estudantes de medicina tradicionalmente se
angustiam diante do diagndstico dos tumores: quanto de atipia é preciso para o
veredicto de malignidade? Apenas a experiéncia pode dizer. Patologistas
também se angustiam frente a certos tumores...O patologista preocupado que
estuda estas ldminas sente-se como contemplando os anjos e demdnios
entrelagados de Escher...

Anjos e demdnios entrelagados.
Gravura de M.C. Escher, artista
holandés (1941).

...Felizmente, para aperfeigoar a fidelidade do diagndstico histoldgico, existem
diretrizes especificas para o estudo de cada tipo de tumor, baseadas na
estatistica e na experiéncia. Um exemplo de autoridade internacionalmente
reconhecida em patologia é representado pelos fasciculos publicados pelo
Instituto de Patologia das Forgas Armadas dos Estados Unidos (AFIP), que
tem sido um dos mais importantes, efetivos, pacificos e bem vindos

embaixadores dos Estados Unidos.”
Majno 6, Joris I.
Anatomy and Biology of Tumors.
In: Cells, Tissues, and Disease.
Principles of General Pathology.
Blackwell Science; 1996.
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RESUMO

Introducéo e Objetivo: o0 gene TP53 ¢ o0 alvo isoladamente mais comum de mutagéo
em tumores humanos. Estd envolvido no bloqueio do ciclo celular, reparo ao DNA,
diferenciacdo celular e apoptose, em resposta ao dano genético. O exame de imuno-
histoquimica (IHQ) pode detectar o acumulo da proteina p53 no nucleo celular, indicando
mutagdo. Esta mutacdo tem sido associada a comportamento agressivo nos carcinomas
prostaticos. O conhecimento das caracteristicas histolégicas deste carcinoma permite o0
estabelecimento de critérios diagnosticos anatomopatoldgicos e de graduacfes histologicas
que visam a um melhor atendimento dos pacientes com a doenga. O estudo da relacdo entre
os achados de biologia molecular e as caracteristicas histoldgicas desta neoplasia leva a um
maior conhecimento de mecanismos que produzem as alteracbes morfoldgicas teciduais,
auxiliando na identificacdo de novas variaveis promissoras na determinacdo do
comportamento biologico da doenca.

Material e Método: foram examinadas amostras de 101 exames de biopsias por
agulha da prostata, de setenta pacientes com carcinoma, através de laminas coradas pelo
HE, selecionados de 500 exames consecutivos. Obtiveram-se novos cortes dos mesmos
blocos de parafina, sendo estes corados pela técnica de IHQ, utilizando o anticorpo
monoclonal DO7 para p53, em 69 dos pacientes. Foram anotados, para estudo de
associagdo, os achados morfoldgicos de carcinoma, o padréo da coloracdo IHQ para p53, a
presenca de invasdo de nervos (IN) pelas coloracdes HE e de IHQ para proteina S100 e
algumas caracteristicas clinico-laboratoriais dos pacientes com carcinoma prostatico.

Resultados: dentre as formas de aferir a positividade IHQ da p53, a
imunorreatividade em grupamento foi o padrdo que melhor se correlacionou com o0s
achados clinico-patoldgicos examinados: PSA sérico, escore de Gleason, quantidade de
tumor na amostra (p<0,01) e presenca de invasao de nervo. Dentre os critérios diagndsticos
estudados, houve associagdo estatisticamente significativa da imunorreatividade em
grupamento para p53 com as presencas de micronodulos de colageno e mais de um
nucléolo proeminente no mesmo nucleo de célula neoplasica. Quanto a IN, apenas quando
a mesma foi identificada com a técnica de IHQ (proteina S100), houve associacao
estatisticamente significativa.

Conclusdo: o padrdo de imunorreatividade em grupamento mostra-se superior aos
demais quando comparado aos achados anatomopatoldgicos com valor preditivo em
biopsias e com o valor do PSA seérico. A associacdo estatisticamente significativa entre a
imunorreatividade em grupamento para p53 e a presenca de IN detectada com a utilizagéo
da proteina S100 contrasta com a auséncia de significancia quando a IN ¢ identificada na
histologia convencional (HE). Estes achados recomendam novos estudos para verificar a
utilidade da determinacdo IHQ da IN no prognéstico da doenga e para identificar o
mecanismo molecular de invasdo de nervos de pequeno tamanho que ndo sdo facilmente
identificados no HE. A presenca da associacdo da positividade IHQ para p53 com
micronddulos de colageno igualmente recomenda novos estudos clinicos e moleculares
para esclarecimento da relagcdo deste achado histolégico com o comportamento bioldgico
do carcinoma prostatico.

Palavras-chave: carcinoma da prostata, TP53, S100, imuno-histoquimica, histologia,
histopatologia, critérios diagnosticos, biopsia transretal.
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ABSTRACT

Background: TP53 is the single most common target of mutation in human tumors. It is
involved in the blockage of the cell cycle, DNA repair, cell differentiation and apoptosis, in
response to genetic damage. Immunohistochemistry (IHC) can detect the accumulation of
the p53 protein in the cell nucleus, indicating mutation. This finding has been associated
with aggressive behavior in prostatic carcinomas. Knowing the histological characteristics
of this carcinoma allows pathologic diagnostic criteria and grading systems to provide
better care to patients who have this disease. The study of the relationship between
molecular biology findings and the histological characteristics of this neoplasm leads to
greater knowledge of the mechanisms that produce morphological changes in tissue,
helping to identify promising new variables to determine the biological behavior of the
disease.

Methods: samples of 101 needle biopsies of the prostate were examined, from seventy
patients with prostatic carcinoma, in sections stained with hematoxilin and eosin (HE),
selected from 500 consecutive examinations. New sections were obtained from the same
paraffin blocks and were immunostained using the monoclonal antibody DO7 for p53, in
69 of the patients. For purposes of the association analysis, the morphological findings, the
pattern of immunostaining for p53, the presence of perineural invasion (by HE and IHC
staining for S100 protein) and some clinical and laboratory characteristics of patients with
prostatic carcinoma were noted.

Results: among the ways used to measure IHC positivity for the p53, clustered
immunostainig was best correlated with the clinicopathologic findings examined: serum
PSA, Gleason score, amount of tumor in the sample (p<0.01) and the presence of perineural
invasion (PNI). Of the diagnostic criteria, there was a statistically significant association of
clustered p53 immunostaining with the presence of collagen micronodules and the finding
of more than one prominent nucleolus in the same nucleus of neoplastic cell. Statistically
significant association also occurred when PNI was identified with S100 protein.
Conclusion: clustered p53 immunostaing was best correlated than others staining patterns,
when compared to the pathologic findings with prognostic value in biopsies and with the
serum PSA. The statistically significant association of clustered p53 immunostainig and the
presence of PNI detected with the use of S100 protein contrasts with the absence of
significance when PNI was identified in conventional histology (HE). New studies are
recommended to verify the usefulness of IHC detection of PNI in the prognosis of the
disease and to identify the molecular mechanism of invasion of small nerves that are not
easily identified in HE stained slides. The presence of the association of IHC positivity for
p53 with collagen micronodules also recommends new clinical and molecular studies to
account for the relationship between this histological finding and the biological behavior of
prostatic carcinoma.

Key words: prostatic carcinoma, TP53, S100, immunohistochemistry, histology,
histopathology, diagnostic criteria, needle biopsy.
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1 INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 FUNDAMENTOS MOLECULARES DO CANCER

O DNA de uma célula nao ¢ uma molécula estatica. Freqiientemente suas bases
estdo expostas a agentes, naturais ou artificiais, que provocam modificagdes na sua
estrutura e na sua composi¢io quimica.'” Modificagdes stibitas ou hereditarias no material
genético sao denominadas mutagdes. Uma mutagdo de ponto envolve modificagdo em um
unico par de bases (substitui¢do, adicdo ou delecdo) e pode ser o resultado do mau
funcionamento do sistema celular que replica ou repara o DNA.' As mutagdes podem
ocorrer em qualquer célula e em qualquer estagio do ciclo celular. No entanto, somente
aquelas que ocorrerem em células germinativas é que serdo transmitidas & descendéncia.'”
Mutacdes em células somaticas sdo perpetuadas apenas nas células que descenderem da
célula original na qual a mutagdo ocorreu e podem ndo afetar o organismo inteiro.

O dano nao letal ao DNA ¢ o cerne da carcinogénese. Este dano pode ser adquirido
através da acdo de agentes quimicos, fisicos (p.ex. radiacdo) e/ou biologicos (p.ex.
virus)."** A hipétese genética do céncer tem na sua fundamentagio a premissa de que os
tumores” sdo expansdes clonais de uma tnica célula que sofreu dano ao seu material

genético.?

" A palavra tumor nio necessariamente significa cancer ou mesmo neoplasia, e pode ser traduzida literalmente
por um aumento de volume de qualquer etiologia. Entretanto, atualmente, este termo ¢é utilizado como
sinénimo de neoplasia. Sendo assim, este Gltimo significado, ja consagrado pelo uso, ¢ o que lhe deve ser
atribuido na leitura do presente texto.



Trés classes de genes reguladores sdao os principais alvos do dano relacionado ao

cancer: os proto-oncogenes’

ou genes promotores da multiplicacdo celular, os anti-
oncogenes (genes de supressdo tumoral) e os genes que se associam ao processo de morte
celular programada ou apoptose. Os alelos mutantes dos proto-oncogenes costumam ser
dominantes enquanto que os dos anti-oncogenes recessivos. Os genes relacionados a
apoptose podem se comportar das duas formas. Uma quarta categoria importante na
carcinogénese inclui genes que se associam a fun¢do de reparo do DNA lesado. Estes estao
implicados na multiplicagdo e na sobrevivéncia celular indiretamente, na medida em que
habilitam o organismo a reparar o dano ndo letal a outros genes (incluindo os proto-
oncogenes, anti-oncogenes e genes que regulam a apoptose). Ambos os alelos dos genes
reguladores do reparo ao DNA devem ser inativados para que seja induzida instabilidade
gendmica.’

Apesar das fungdes dos genes relacionados ao ciclo celular, a apoptose e ao reparo a
danos ao DNA, inicialmente, parecerem suficientes para o desenvolvimento do cancer,
atualmente tem-se a nogdo de que para o desenvolvimento de todas as caracteristicas de
uma neoplasia maligna, ¢ importante que ocorram cinco ou seis etapas independentes que
incluem: a) inativacdo de anti-oncogenes e/ou genes de reparo ao DNA e/ou genes
associados a apoptose, b) mutacdo com hiperfuncdo de proto-oncogenes, ¢) surgimento de
alteragdes relacionadas a adesividade intercelular, d) aquisicdo de capacidade de infiltrar
outros tecidos, €) estimular a angiogénese e f) desenvolver habilidade para sobreviver na
corrente sangiiinea.”” A presenca de disfungio em genes que previnem ocorréncia ou

perpetuagdo de mutagdes no DNA desempenha papel central no processo.

" Dos quais derivam os oncogenes.



1.1.1 TPS3

O gene p53 ou TP53 ¢ um dos genes relacionados ao cancer mais estudados.
Codifica uma proteina de 53kD com o mesmo nome, a P53, que € responsavel pela sua
fungio biologica.” Esta localizado no cromossomo 17p13.1 e é o alvo isoladamente mais
comum de muta¢io em tumores humanos.>®” Mais de 70% dos tumores humanos contém
algum defeito neste gene e grande parte dos que ndo apresentam este defeito t€ém outros em
genes que influenciam na sua expressdo.’ Suas atividades normais compreendem: a) parar
temporariamente o ciclo celular prolongando a fase G1, entre a mitose e a fase de sintese,
promovendo tempo extra para reparo a dano no DNA; b) desencadear o processo de
apoptose na célula também em resposta a dano no DNA; ¢) estimular a transcri¢do de genes
relacionados com a diferenciagdo dos tecidos, encaminhando a célula a um sentido oposto
ao da carcinogénese.>>"1?

A explicacdo para esta multiplicidade de fungdes pode ser obtida no fato de que a
proteina codificada por este gene tem sitios de ligagdo em varios pontos da cadeia do DNA,
promovendo controle da expressdo de varios outros genes.*'* A falta da fungio normal do
TP53 priva a célula de um importante mecanismo de prote¢ao contra o desenvolvimento ou
aumento da agressividade de uma neoplasia.’

Na maioria dos casos, as mutagdes que afetam ambos os alelos ocorrem em células
somaticas e, menos comumente, alguns individuos herdam mutagdo em uma das copias.
Estes individuos, conhecidos como portadores da sindrome de Li-Fraumeni, tém chance 25

vezes maior do que a populacdo geral de desenvolver um tumor maligno até os 50 anos de

. 3,14
idade.™



O fato desta mutacdo ser encontrada em varios tipos de cancer sugere que a acdo da
proteina p53 seja comparada a de um guardido contra a formagao de neoplasia, exercendo
funcdes anti-proliferativas e, ndo menos importantes, reguladoras da apoptose, prevenindo
a propagacio de células geneticamente prejudicadas.'®'

A p53 ¢ produzida para agir em situagdes onde o DNA ¢ danificado. Apds um dano
causado por agentes mutagénicos, por mecanismos ainda nao bem identificados, acontecem
modificagdes na produgio desta proteina.”” O bloqueio do ciclo celular ocorre tardiamente
na fase G1 e é causado pela transcri¢do do gene P21.>'" A proteina p21 é responsavel pela
inibicdo da kinase dependente de ciclina (CDK), através do bloqueio da formacao do
complexo ciclina/CDK, prevenindo, conseqiientemente a fosforilagdo da RDb, necessaria
para que as células entrem na fase S do ciclo.>'"'® A p53 ainda auxilia neste processo
induzindo diretamente a transcricdo da gadd45, uma proteina envolvida no reparo do
DNA.? Se o DNA lesado é reparado, a p53 ativa o gene MDM2, cujo produto se liga ao
TP53 ¢ o regula para um estado de menor atividade, aliviando o bloqueio do ciclo celular.'’
Se, durante a pausa, o DNA ndo puder ser reparado, a p53 induz a ativacao de genes
promotores da apoptose, como o BAX, e antagoniza o gene inibidor da apoptose BCL-2.° E
importante enfatizar que a ativagao de genes como o P21, GADD45 e BAX ¢ crucial para o
funcionamento normal do TP53.

Além das situagdes ja expostas, o TP53 pode ainda ser ativado em momentos de
hipoxia 6, nestes casos, quando hd mutacdo do mesmo, células de tumores tornam-se
resistentes 4 apoptose mediada pela isquemia.>® O TP53 parece também inibir a
angiogénese '* induzindo a produgdo da molécula trombospondina-1, que tem efeito anti-
angiogénico.” Adicionalmente a mutagdes herdadas e/ou somaticas, as fun¢des do TP53

podem ser inativadas por proteinas de varios virus de DNA, como a proteina E6 do virus do



papiloma humano (HPV) que pode ligar-se ao TP53 e degrada-lo.'® A habilidade do TP53
em controlar a apoptose desencadeada pelo dano ao DNA tem também implicagdes
terap€uticas na medida em que duas das formas mais utilizadas de tratamento para o cancer
(quimioterapia e radioterapia) tém seus efeitos induzidos por dano ao DNA e conseqiiente
apoptose.lé’lg'21

Hoje sabe-se que o TP53 ¢, na verdade, um membro de uma familia de genes
multiplos. O gene P73, um outro membro desta familia, esta localizado no 1p36 e codifica
uma proteina que é 60% homologa a p53. O membro mais novo da familia é o P63. E

provavel que, pelo menos em alguns tecidos, a deficiéncia de pS3 possa ser compensada

~ i 22
pela expressao dos outros genes da familia.

1.2 CARCINOMA DA PROSTATA

O carcinoma prostatico tem participagdo significativa na incidéncia de cancer no
mundo, principalmente em paises ocidentais, onde ¢ a neoplasia maligna mais freqiiente em
homens, excluindo-se os cinceres cutdneos ndo-melanociticos.”>** O numero de novos
casos tem aumentado continuamente nas ultimas décadas, em parte devido ao aumento da
expectativa de vida, em parte devido aos programas de rastreamento. Fatores adicionais,
nos paises industrializados, sdo o alto valor caldérico da dieta e a pouca atividade fisica.
Dados epidemiologicos indicam que negros sao mais suscetiveis, seguidos pelos brancos, e

~ . s C 23252627
que a populagdo de origem asiatica tem o menor risco.”>""



O diagnostico e a graduagdo histologicos desempenham um papel importante na
assisténcia aos pacientes com esta doencga. O tipo histologico mais freqiliente e que responde
pela quase totalidade dos casos diagnosticados é o carcinoma do tipo acinar.”

O carcinoma prostatico, em relacdo ao comportamento biologico, pode ser dividido
em clinico e histologico.”” O primeiro é o carcinoma com manifestagdes clinicas,
correspondendo aos estagios T2, T3 e T4 (ver anexo 1). Histologico (ou latente) ¢ o
carcinoma que nao evolui para a forma clinica ou que progride de forma muito mais lenta
que o carcinoma clinico.”> Grande parte dos estudos na area de cancer da prostata visa a
identificar fatores prognosticos e preditivos* nesta neoplasia para definir quais lesdes se
enquadram no grupo dos carcinomas latentes e quais os casos em que a lesdo pode ser
biologicamente agressiva. Alguns parametros clinico-laboratoriais e histologicos ja sdo

utilizados com este fim, mas ainda espera-se uma contribui¢do mais efetiva da biologia

molecular.

1.2.1 EPIDEMIOLOGIA

O cancer de prostata ¢ atualmente o sexto tipo de cancer mais comum no mundo
(em termos de niimero de novos casos).” O namero estimado de casos foi de 543 mil no
ano de 2000 Isto representa 9,7% dos cénceres em homens (15,3% em paises
desenvolvidos e 4,3% em paises subdesenvolvidos).” Entretanto, ¢ uma causa menos

importante de morte por cancer quando comparada a incidéncia, com 201.000 mortes (5,6%

' Os termos “fator prognostico” e “fator preditivo” tém sido utilizados com bastante freqiiéncia na literatura
médica. Fator prognostico refere-se essencialmente aos achados que prevéem eventos relacionados a historia

natural da neoplasia. Fator preditivo ¢ o que visa a prever eventos que ndo sdo produzidos tnica ou
diretamente pela biologia tumoral (p.ex. a probabilidade de resposta satisfatéria a determinada terapéutica) **.



das mortes em homens e 3,6% de todas as mortes por cancer).”> A baixa letalidade significa
que muitos homens permanecem vivos apds o diagnostico de cancer prostatico. Em tempos
recentes, as taxas de incidéncia ndo refletem apenas as diferencas de risco da doenca nos
diferentes locais, mas também a expansao de diagnosticos de casos latentes secundarios a
triagem em individuos assintomaticos e aos casos de diagnostico em material de cirurgia
prostatica indicada por outros motivos ou provenientes de necropsia.”*> O Ministério da
Saude (tabela 1) estima para o ano de 2005 a ocorréncia em todo o Brasil de 467.440 casos
novos de cancer. Para o sexo masculino sdo estimados 229.610 novos casos. A principal
neoplasia maligna a acometer a populagdo brasileira ¢ a de pele ndo-melanocitica com
113.020 novos casos. No homem, esta mesma neoplasia apresentara cerca de 56.420 novos
casos, seguida pela da prostata com 46.330.

Na mesma estimativa *°, para o Rio Grande do Sul, o carcinoma prostatico aparece
como uma taxa bruta de incidéncia de 83,48 casos/100.000 habitantes (4.440 casos novos).
Em Porto Alegre, o carcinoma da préstata apresentard uma taxa de incidéncia de 107,28
casos /100.000 habitantes (730 casos).

A andlise da estimativa de mortalidade por cancer mostra que, para o Brasil, em
2003, o carcinoma de pulmdo (com taxa bruta de 13 casos/100.000 habitantes) foi a
primeira causa de mortalidade para o sexo masculino, seguido pelo carcinoma da prostata
(9,47 casos/100.000 habitantes). No Rio Grande do Sul, o carcinoma da prostata, para o
mesmo periodo, apresentou taxa de mortalidade de 15,73 casos/100.000 habitantes (810

casos), vindo logo atras do cancer de pulmao.



Tabela l:zlgncidéncia estimada para 2005 de algumas neoplasias malignas em homens
no Brasil

Neoplasias NUmero de novos Taxa bruta de
malignas casos incidéncia*
Total Brasil 229.610 253,24
RS 25.630 482,01
POA 3.870 572,35
Prostata Brasil 46.330 51,12
RS 4.440 83,48
POA 730 107,28
Pulméo Brasil 17.110 18,88
RS 2.760 51,87
POA 390 57,04
Pele nao- Brasil 56.420 62,22
melanocitica RS 4.940 92,97
POA 520 76,26

* nimero de novos casos por 100.000 habitantes. RS: Rio Grande do Sul. POA: Porto Alegre.

1.2.2 ETIOLOGIA

O risco de cancer de prostata aumenta progressivamente com a idade. A incidéncia
de doenga clinicamente relevante ¢ baixa antes dos 50 anos. Cerca de trés quartos dos casos
- 23,25,26

no mundo ocorrem em homens com mais de 65 anos.
As marcadas diferencas étnicas no risco de carcinoma prostatico sugerem que
fatores genéticos possam ser pelo menos em parte responsaveis pela origem do mesmo. Um
estudo de coorte com profissionais de satide nos Estados Unidos evidenciou que as

possiveis diferencas de dieta e estilo de vida nao explicam o maior risco (RR 1,81) de

cancer de prostata em negros comparados com brancos.”’ De maneira similar, em Sio



Paulo o risco de cancer de prostata em negros ¢ de 1,8 (I.C. 95% 1,4-2,3) vezes maior que
31
em brancos.

A histéria familiar também fala a favor da participacao de fatores genéticos, pois ha
um risco de 5-11 vezes maior para o desenvolvimento do cancer prostatico em pessoas com
d . . . . 32

ois ou mais parentes de primeiro grau com a doenca.
As alteragdes com o tempo nas populagdes migrantes também sugere que os fatores
. . . . 23
ambientais sejam importantes.

Evidéncias de estudos ecoldgicos, de casos e controles e de coorte associam o
consumo de gorduras com a etiologia do cancer de prostata, principalmente através da
constatacdo da associagdo entre a quantidade de consumo calérico e esta neoplasia. Ha
também uma associagdo fortemente positiva com o consumo de produtos de origem animal,
especialmente carne vermelha.” Parece existir um efeito protetor do licopeno presente nos
tomates na génese do cancer da prostata.™

Billis e colaboradores, em necropsias, ndo demonstraram diferenga significativa
entre brancos e negros na prevaléncia de carcinoma latente. E possivel que ndo haja a
mesma diferenga étnica de risco para carcinomas latentes, sendo os ultimos influenciados
por fatores ambientais distribuidos difusamente. *°

E evidente também que os androgénios desempenham papel importante, pois seu
metabolito mais ativo, a di-hidrotestosterona (DHT), age ativando genes ligados a divisao

r 2 £ . A s N .
celular na prostata.”® Varios polimorfismos® do gene do receptor androgénico tém sido

estudadas. Ha a hipdtese de que com alguns destes polimorfismos, o cancer de prostata

possa crescer mesmo com baixos niveis séricos de androgénios. O dominio amino-terminal

¥ Os polimorfismos constituem-se de ocorréncia em uma populagdo de varias formas fenotipicas associadas
com alelos de um gene ou homélogos de um cromossomo. O polimorfismo ¢ um tipo de variagdo onde
individuos distintos co-existem como normais.
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codificado pelo exon 1 demonstra uma alta proporcao de repeti¢des polimorficas CAG. A
quantidade destas repeticdes tem sido associada com um risco aumentado para
desenvolvimento de carcinoma prostatico e com progressio da doenca.”

Fatores ambientais como exposi¢cdes ocupacionais e habito sexual estdo sob
investigacao.

A lista de genes em estudo possivelmente relacionados a etiologia do carcinoma
prostatico € grande e as maiores vias que estdo sob investigagcdo sdo as envolvidas na agao
androgénica, no reparo ao DNA, no metabolismo de carcindgenos e na inflamagdo.”"*

Assume-se que combinagdes especificas destas, em circunstancias ambientais favoraveis,

podem propiciar o desenvolvimento do carcinoma prostatico.

1.2.3 LOCALIZACAO NA GLANDULA

A maioria dos casos de carcinoma prostatico diagnosticados por puncao-bidpsia
transretal e clinicamente relevantes originam-se na zona periférica > (fig.1), situada nas
regides posterior e postero-lateral da glandula.??%*"**?>** Mesmo carcinomas néo-
palpéaveis detectados na puncdo-biopsia transretal sdo originados principalmente na zona
periférica.’” Os tumores diagnosticados em ressecgdes trans-uretrais da prostata sdo mais
freqlientemente originados na zona de transicdo. Em poucos casos, tumores grandes
localizados na zona de transicdo podem estender-se para a zona periférica e se tornarem
palpaveis. Tumores grandes podem, também, estender-se para a zona central, enquanto que
tumores originados nesta regido sao incomuns. Carcinomas multifocais estdo presentes em

mais de 85% das prostatas.*®
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ZONA DE TRANSICAO

ZONA CENTRAL

ESTROMA FIBROMUSCULAR

Bayior Coliege of Medicine 1980

Fig. 1: Esquema de McNeal * que divide anatomicamente e funcionalmente a prostata.

A: zona de transicao e representacdo da uretra, com flexdo formando angulo de 45 graus, e
dos ductos ejaculatorios. Na zona de transi¢do costuma ocorrer a hiperplasia nodular. B:
zona central. Conjunto de glandulas na forma de uma pirdmide invertida. Nao ¢ local
comum de origem de doengas da glandula. C: zona periférica. Estende-se desde o tergo
superior até o apice da prostata, respondendo por grande parte do tecido das regides
posterior e laterais da glandula. Local de origem da maioria dos carcinomas prostaticos. D:
modelo tedrico da glandula considerando-se as trés zonas, a uretra prostatica, os ductos
ejaculatorios e o estroma fibromuscular anterior.
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1.2.4 DIAGNOSTICO

Pelo fato da maioria dos carcinomas originarem-se na zona periférica, um aumento
na regido da zona de transi¢do que cause sintomas obstrutivos mais provavelmente significa
hiperplasia nodular. Raramente, obstrugdo urinaria ¢ resultado de tumores grandes que
infiltram a zona de transi¢do. Doenga localmente avangada com extensao suficiente para
provocar dor pélvica e sangramento ou obstrucao retal ¢, nos dias de hoje, bastante menos
freqiiente do que no passado.” Carcinomas com metéastases podem apresentar dor Ossea,
principalmente na pelve e na coluna vertebral.”’

O PSA ¢ uma enzima proteolitica de 33 kD produzida pelo epitélio prostatico
normal ou neoplésico. E secretado em grande quantidade nos lamens dos acinos prostaticos
e no sistema ductal e, conseqilientemente, no fluido seminal, onde aumenta a motilidade dos
espermatozoides e mantém o sémen em estado liquido.’ Ele ¢ encontrado no tecido
prostatico normal, hiperplasico ou maligno e apresenta grande utilidade clinica, servindo
para a deteccdo do carcinoma prostatico, para a avaliacdo da extensdo da neoplasia, para a
determinagdo do prognostico e para o monitoramento da resposta terapéutica.”” Em geral, o
nivel sérico do PSA total acima de 4,0 ng/ml é considerado anormal.”® Formas diferentes de
PSA existem no soro, sendo resultantes de associa¢des entre o PSA livre e dois importantes
inibidores de proteases produzidos pelo figado. O PSA estd aumentado em niveis maiores
que 4,0ng/ml na maioria dos carcinomas prostaticos, mas pode atingir estes niveis em
doengas benignas como hiperplasia nodular e inflamagdes. Carcinomas prostaticos podem
acontecer sem elevagdo significativa dos niveis do PSA.*

O toque retal ¢ muito importante na avaliagdo de doenca prostatica e deve ser

associado a dosagem do PSA para a deteccdo do carcinoma da prostata. Um trabalho
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realizado na UNICAMP por Magrini e colaboradores >° mostrou o valor preditivo positivo
(VPP) do PSA para a presenca de adenocarcinoma em biopsias transretais da prostata de
acordo com os achados de toque retal e ultra-som (tabela 2). Este estudo demonstrou que
quando o PSA e o exame fisico (toque retal) sdo simultaneamente anormais, a chance de

carcinoma prostatico ser encontrado em bidpsia da glandula é bastante grande.

Tabela 2: 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.%°

Meétodo 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

1.2.4.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE TECIDO

O método utilizado atualmente para diagnodstico do carcinoma prostatico ¢ a bidpsia
transretal guiada por US. Biodpsias direcionadas por achados clinicos ou de US devem ser

adicionadas de biopsias sistematicas de acordo com um protocolo padronizado.
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O protocolo chamado sextante inclui bidpsias do centro de cada lado da zona
periférica no apice, ter¢o intermedidrio e base da glandula. Varias modificagdes foram
propostas neste protocolo, sendo adicionados novos locais com mais ampla amostragem.
Uma maior acuracia se relaciona com a amostragem de regides mais laterais da zona
periférica (bidpsias lateralmente dirigidas), onde alguns tumores se localizam.”

Quando material de resseccao transuretral (RTU) da prostata € retirado sem suspeita
clinica de cancer, carcinomas prostaticos sdo diagnosticados em cerca de 10% dos
espécimes.” Carcinomas detectados nestes materiais sdo freqiientemente originados na
zona de transi¢io, mas podem também corresponder a tumores grandes da zona periférica.*’
E recomendavel que a quantidade de tumor seja mencionada no diagnéstico na forma de
percentagem.”>%*’ Se a lesdo ocupar menos que 5% do volume do material, o estagio é
Tla, se em mais de 5%, T1b. Se o escore de Gleason (ver item 1.2.4.5) ¢ de 7 ou mais, o
caso deve ser tratado como TI1b independentemente da quantidade de lesdo.” A
amostragem de tecido da resseccao trans-uretral pelo patologista, para exame histoldgico,
deve obedecer sistematicamente a algum protocolo, pois os carcinomas, quando presentes,

~ o~ o, . 26
nao sao Vvisivels macroscopicamente.

1.2.4.2. HISTOLOGIA

As glandulas prostaticas sdo constituidas por acinos e ductos. Tanto os acinos
quanto os ductos possuem uma camada de células secretoras, ctibicas ou cilindricas altas,
’ . 2 . r
com nucleos situados basalmente.”> A camada basal, situada entre as células secretoras e a

A . ~ . . , 36 y .
lamina basal, tem a funcdo principal de armazenar células de reserva.” Ao contrario da
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mama onde as células nesta localizagao tém caracteristicas mioepiteliais, as células basais
da prostata ndo tém fungdo contratil. Esta fungdo ¢ exercida pelo estroma chamado de

fibromuscular.>®

1.2.4.3 HISTOPATOLOGIA

Adenocarcinomas prostaticos variam desde cinceres que formam &cinos — ou
glandulas bem diferenciadas, onde eventualmente pode ser dificil de defini-los como
carcinomas, até tumores pobremente diferenciados, onde pode ser dificil determinar que a
origem do cancer seja prostatica. Uma caracteristica comum ¢ a auséncia de células basais,
em contraste com o epitélio prostatico benigno.”***’ O reconhecimento destas células
basais nem sempre ¢ simples em laminas coradas pelo método da hematoxilina e eosina
(HE).*** O diagnéstico do carcinoma prostatico depende do reconhecimento de uma
quantidade grande de caracteristicas teciduais que podem ser arquiteturais, nucleares,
citoplasmaticas ou intraluminares dos 4acinos neoplasicos.”?%*"*** O estudo de critérios
diagndsticos no carcinoma da prostata € importante, pois cada vez mais os patologistas se
deparam com quantidades menores de lesdes nos procedimentos de bidpsia transretal.***
Alguns achados sdo mais caracteristicos dos carcinomas prostaticos do que do tecido

benigno e podem ser uteis no diagnostico diferencial. Alguns destes estdo listados nas

tabela 3 e 4.

" A palavra 4cino refere-se a unidade secretora funcional histologica de algumas glandulas exdcrinas, sendo
representada freqiientemente por um grupamento de células organizadas em torno de um espago (limen) que
recebera o produto da secre¢do das mesmas. Na histologia e principalmente em histopatologia, estas
estruturas sdo chamadas também de glandulas quando descritas ao microscopio optico. Sendo assim, neste
texto, se podera encontrar a palavra glandula como sindnimo de &cino, quando o contexto for de exame
histologico com microscopia optica.
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Tabela 3: Critérios diagndsticos uteis na diferenciagdo do carcinoma prostatico das
doencas benignas da glandula.

Auséncia de células basais

Citologia
Nucleo Nucleomegalia
Hipercromasia
Figuras de mitose
Nucléolo Proeminente (>3-4um)
Multiplo
Excéntrico
Citoplasma
Anfofilico
Palido

Borda luminar sem ondulagdes
Conteudo intraluminar
Mucina
Material eosinofilico granular
Cristaloides
Necrose
Outros
Micronddulos de coldgeno (fibroplasia mucinosa)

Neoplasia intraepitelial prostatica associada
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Tabela 4: Critérios diagndsticos relacionados a arquitetura tecidual, tteis na diferenciagdo
do carcinoma prostatico das doengas benignas da glandula.

Arquitetura tecidual

Arquitetura glandular

Indicativos de invasio

Pequenas glandulas amontoadas

Glandulas relativamente uniformes

Glandulas de aspecto diferente das vizinhas
Estruturas (formagdes) glomeruloides

Pequenas glandulas infiltradas em meio a glandulas benignas
Desmoplasia

Glandulas orientadas perpendicularmente entre si
Confluéncia de glandulas, corddes ou células isoladas
Rompimento de fibras musculares

Invasdo de nervo

Invasao de vaso sangiiineo

Extensdo extra-prostatica (invasao de tecido adiposo)

Os achados de formagdes glomeruloides, fibroplasia mucinosa (ou micronddulos de

colageno) e a invasao de nervos sdo considerados especificos para carcinoma por ndo serem

. A . 45,46,48 ~ . 5 g
descritos em glandulas benignas.”™™ As formagdes glomeruldides sdo acinos com

proliferagdes luminares de células em conformagdo cribriforme aparentemente aderidas a

um ponto da “parede” deste mesmo acino, lembrando a estrutura de um glomérulo (fig. 2).
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Fig. 2: Formagao glomeruloide
(HE 400x).

A fibroplasia mucinosa caracteriza-se por um tecido fibroso pouco celular em forma
de pequenos nddulos possivelmente correspondendo a uma reagdo estromal, classicamente
atribuida ao extravasamento de contetido luminar mucoéide dos acinos malignos. O estudo
de Arangelovich e colaboradores * que analisou estas estruturas ultra-estruturalmente,
refere que as mesmas sdo constituidas por bandas de coldgeno fragmentadas envoltas por
material semelhante a membrana basal. No referido estudo, ndo foi encontrado resquicio de
muco nestas estruturas. A invasao de nervos ¢ um achado especifico desde que diferenciada
de justa-posicdo de nervos por glandulas benignas, fator que pode confundir o

4748
observador 2744347

1.2..4.4 PERFIL IMUNO-HISTOQUIMICO
Alguns marcadores podem se mostrar Uteis na defini¢do de casos dificeis *2%%,
onde o diagnodstico diferencial pode ser entre carcinoma prostatico e tecido prostatico

benigno, e carcinoma prostatico e neoplasias ndo prostaticas (Tabela 5).
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Tabela 5: Alguns marcadores imuno-histoquimicos mais utilizados em patologia prostatica
para o diagnostico diferencial.

Marcador de imuno-histoquimica Utilidade

Antigeno prostatico especifico (PSA) Positivo para células prostaticas
benignas ou malignas.

a-Metil-CoA-racemase (AMACR) Auxilia na confirmagao do
diagnostico de carcinoma,
principalmente quando associada a
um marcador de células basais.

Citoqueratina de alto peso molecular (clone 34BE12)  Marcador de célula basal,deve ser
negativo no carcinoma.

Fosfatase 4cida prostatica (PAP) Semelhante ao PSA.

p63 Marcador de célula basal,deve ser
negativo no carcinoma.

1.2.4.5 GRADUACAO HISTOLOGICA

Virios sistemas de graduacdo histoldgica ja foram propostos. O sistema de Gleason

23,26, o .
32627 sendo recomendado pela Organizagio Mundial

¢ atualmente o sistema predominante
da Satide (OMS).” Este sistema define 5 padrdes histologicos, ou graus'’, representando
diferenciagdo histoldgica decrescente (figura 3 e tabela 6).

Nos padrdes de Gleason 1 a 3 as células retém sua polaridade em torno do limen

em virtualmente todas as glandulas. No padrao 4 ha uma perda parcial desta polarizagdo e

no padrao 5, hd uma perda quase total da mesma. O carcinoma prostatico caracteriza-se por

* Serdo preferidos, neste texto, para evitar problemas no entendimento do mesmo, as palavras escore e
padrao para se designar, respectivamente, a graduagdo final ou “soma” (variando de 2-10) e os “graus”
histologicos ou descri¢do dos padroes originais de D.F.Gleason (variando de 1-5).
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uma pronunciada heterogeneidade morfologica e usualmente mais de um padrio ¢é

encontrado no mesmo caso.

PROSTATIC ADENOCARCINOMA
( Histological Patterns)

OISR
B
o2

o '

C i Glessen M D

Fig. 3: Desenho original de D. F. Gleason com a
morfologia dos padrdes para  graduagdo
histologica.?’

O padrao mais freqiiente e o segundo mais comumente encontrado na amostra sao

somados para se obter uma soma ou escore. Se o tumor apresentar apenas um padrdo, este ¢

duplicado para gerar o escore. Os escores 2 e 3 sdo vistos muito raramente, porque o

padrdao 1 € pouco usual. O escore 4 também ¢ relativamente raro, pois ¢ freqiiente que o

padrao 2 apare¢a combinado com o padrao 3, resultando em um escore 5. Os escores de 2 a

4 podem ser vistos em lesdes diagnosticadas por ressec¢do transuretral, método que

amostra predominantemente a zona de transicdo onde mais freqlientemente encontram-se

~ . 2327 o , = ~
lesdes de baixo grau.””’ Em biopsias por agulha, ha a recomendagdo de que nao se

J 50 ~ . . .
utilizem estes escores (2 a 4).” Os escores 6 ¢ 7 sao 0s mais comuns ¢ incluem a maioria

dos escores na maioria dos estudos.
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Tabela 6: Critérios Histologicos para a Graduagdo de Gleason *’

Padréo Descri¢do da morfologia*
1 Glandulas isoladas, separadas e uniformes, amontoadas.
Lesao com bordas bem definidas
2 Glandulas isoladas, separadas e uniformes, menos
amontoadas. Lesdao com irregularidade nas bordas.
3A Glandulas isoladas, separadas e uniformes, dispersas
3B Glandulas isoladas, separadas e de tamanho muito
pequeno, dispersas
3C Massas papilares e cribriformes, circunscritas
4A Glandulas fusionadas, acentuadamente infiltrativas
4B Idéntico ao 4A, mas com células claras (hipernefroide)
5A Grupamentos quase solidos, massas arredondadas de
células, necrose (“‘comedocarcinoma’)
5B Anaplasico, acentuadamente infiltrativo

*Traduzida para a lingua portuguesa.

. . . 1-
Muitos estudos compararam bidpsia e prostatectomia quanto ao escore.’'™?

Correlacdo exata foi observada em 28,2 a 67,9% dos casos. As biopsias foram
subgraduadas em 24,5 a 60% dos casos e graduadas com escores maiores em 5,2 a 32,2%.
Causas para as discrepancias sdo problemas de amostragem, tumores com morfologia
limitrofe entre os padrdes e interpretacio errada dos mesmos pelo patologista.”® Felizmente,
a concordancia entre biopsia e prostatectomia, considerando-se uma tolerancia de uma
unidade do escore, ocorre em mais de 90% dos casos.>

Diversos estudos ja demonstraram que o escore de Gleason ¢ um indicador de
progndstico muito til em amostras de tecido prostatico. Isto inclui a previsdo da historia
natural dos carcinomas prostaticos bem como a predi¢do do risco de recorréncia apos a
prostatectomia radical ou radioterapia.>***’ Escores de 2 a 4 comportam-se de maneira
semelhante e podem ser agrupados, assim como escores de 8 a 10. Ha evidéncias de que o
escore 7 ¢ diferente em prognosticar os casos de carcinoma quando comparado com os

grupos de escores 5-6 ¢ 8-10.>*
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1.2.5 DISSEMINACAO TUMORAL E ESTADIAMENTO

A extensdo extra-prostatica local tipicamente ocorre na face anterior da glandula

para os carcinomas da zona de transi¢do e em localizagdo poéstero-lateral para os mais
. . Cpp e 55 . cpr e

freqiientes carcinomas da zona periférica.” Os carcinomas da zona periférica crescem para

35

os tecidos periprostaticos através da invasdo dos nervos ~° ou por infiltragdo direta da

»if

“capsula”**. A extensdo extra-prostatica superior leva a infiltragdo do colo vesical, o que
pode ocasionar obstrug¢do urindria. A invasdao das vesiculas seminais pode ocorrer por
invasdo direta ou pelos ductos ejaculatérios. Metastases iniciam quando o carcinoma invade
vasos sanguineos ou linfaticos. Os locais mais comuns de metastases sao os linfonodos

regionais da pelve e os ossos do esqueleto axial. O sistema TNM (anexo 1) ¢ o preferido

atualmente para estadiamento clinico e patologico.”

1.2.6 TRATAMENTO

1.2.6.1 CIRURGICO

A prostatectomia radical pode ser curativa em tumores confinados a glandula

(estagios T1 e T2). Nesta cirurgia, a via de acesso preferida pelos urologistas ¢ a

" A prostata ndo apresenta uma capsula verdadeira®’, logo, uma melhor caracterizagdo das lesdes que se
estendem além dos limites da glandula ndo é o termo extensdo extra-capsular, mas sim, extensdo extra-
prostatica. Como o tecido adiposo ¢ muito infreqiiente dentro da prostata, sendo encontrado em cerca de
0,66% dos casos®, o mesmo serve como indicador de extensdo extra-prostatica de lesdes malignas. O termo
capsula ¢ bastante utilizado para se referir, macroscopicamente, ao tecido fibroso que se forma por
compressdo e que pode ser nitido separando as zonas descritas. Eventualmente a expressdo capsula sera
utilizada para manter a nomenclatura originalmente utilizada nos trabalhos citados.



23

retropubica, com preservagdo dos feixes vasculonervosos para evitar a perda da poténcia

~ , .. . . .2
sexual. Ndo havendo metéstase, estaria indicada a cirurgia.”

1.2.6.2 RADIOTERAPICO

A radioterapia ¢ uma alternativa a prostatectomia radical em casos confinados a
I / At . , s qe p . . 2
prostata ou ¢ terapéutica adjuvante quando ha recidiva apds prostatectomia radical.”> Pode

. . . . . 23
ser modalidade substitutiva da cirurgia em casos localmente avangados.

1.2.6.3 HORMONAL

E utilizado em casos de doenga avangada, pois o carcinoma prostatico reage

. - . . ~ . 25
favoravelmente a restri¢do de androgenos e administragcdo de estrogenos.” Este tratamento
tem efeito paliativo. Pode ser feito na forma de castracdo, administracdo de estrégenos,
administragdo de inibidores do hormonio liberador do LH ou de competidores pelos

receptores de androgenos.

1.2.6.4 CONSERVADOR

Ha trabalhos mostrando que pacientes com carcinomas prostaticos em estagios T1
ou mesmo T2 e que ndo foram submetidos a prostatectomia tiveram sobrevida semelhante a
da populagdo da mesma idade sem carcinoma.”” De acordo com Thompson °, os melhores
candidatos para este tipo de conduta seriam pacientes com mais de 70 anos de idade, com

outros problemas médicos importantes como cardiopatia isquémica, com tumores de baixo
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grau, de volume pequeno ou diploides. Na Europa e, principalmente, na Escandinavia, o

tratamento conservador’® tem ampla aceitacdo.’’

1.2.6.5 QUIMIOTERAPICO

Ainda ndo existe esquema de quimioterapia eficaz para o tratamento do carcinoma

L. 2 . . . . . ~ 2
prostatico >, embora existam algumas drogas consideradas promissoras em investigagdo.*’

1.2.7 FATORES PROGNOSTICOS E PREDITIVOS NO CARCINOMA PROSTATICO

O Colégio Americano de Patologistas classifica os fatores prognosticos e preditivos
no carcinoma prostatico em trés categorias: >

Categoria I: fatores de comprovadas importancia e utilidade no manejo do paciente
com a doenga. Incluem o PSA pré-operatorio, grau histologico (escore de Gleason),
estadiamento (TNM) e o estado dos limites cirurgicos quando o paciente ¢ submetido a
prostatectomia radical.

Categoria II: fatores que foram extensamente estudados clinica e biologicamente e
que necessitam de estudos epidemiologicos mais robustos para serem validados. Incluem
estimativas do volume tumoral, tipo histolégico do carcinoma e ploidia do DNA.

Categoria III: todos os outros fatores ndo suficientemente estudados para

demonstrar seu valor no progndstico. Incluem invasdo de nervos, presenca de diferenciagdo

neuroendocrina, densidade de microvasos (angiogénese), caracteristicas nucleares que nao

% Conhecido, em inglés, como watchful waiting
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incluem ploidia, marcadores de proliferagdo celular e toda a variedade de marcadores
moleculares como oncogenes e anti-oncogenes.

A importancia do PSA sérico e da graduacao histologica de Gleason foram expostas
previamente no item que trata do diagnostico.

Da categoria III, alguns serdo melhor detalhados a seguir por poderem ser relatados
em biopsias, alguns sendo facilmente acessados no exame histologico rotineiro das

mesmas, e/ou por serem importantes na parte experimental desta dissertacao.

1.2.7.1 INVASAO DE NERVOS

Acredita-se que a invasdo neural seja via de disseminagdo extra-prostatica do
carcinoma prostatico.”” McNeal e colaboradores *> demonstraram que 85% dos casos de
penetragdo capsular estdo relacionados com a invasdo neural. A invasdo neural pelo
carcinoma da prostata ndo ¢ um efeito somente de volume, pois carcinomas pequenos
também podem apresentar invasio de nervo.”’ Yang e colaboradores ®' relataram que o
componente neural favorece o crescimento da neoplasia inibindo a apoptose, o que
facilitaria a disseminacdo do carcinoma através dos nervos, mesmo em carcinomas
considerados pequenos. O valor da identificagdo de invasdo de nervos é controverso como

58,62-65

fator preditivo independente em analises multivariadas , apos consideracao do grau de

Gleason, PSA sérico pré-operatério e quantidade de tumor na bidpsia.



26

1.2.7.2 MARCADORES MOLECULARES

Diversos estudos demonstram a expressao aumentada de determinados marcadores
(p53, bcl2, p21, etc.) e baixa expressio de outros como Rb, e a sua relagdo com
comportamento bioldgico mais agressivo nos carcinomas prostaticos, entretanto,
confirmagio destes achados é necessaria antes que possam ser utilizados clinicamente.*

Existem estudos conflitantes quanto a utilizagdo das medidas de densidade de
microvasos (angiogénese) e marcadores de proliferagdo (ki67), de diferenciagdo
neuroenddcrina (cromogranina), p27, Her2/neu (ou c-erb-B2), E-Caderina e CD44.%

As mutacdes do TP53 sido consideradas um evento tardio *® e tendem a ocorrer em
casos avancados, sobretudo nos casos com metéastases ®’, entretanto, esta opinido ndo é
unanime. Downing e colaboradores argumentam que as mutagdes do TP53 também sao
freqiientes em carcinomas de estagios iniciais (cerca de um tergo destes casos)."® Um
estudo que avaliou espécimes de tumores primarios e respectivas metastases encontrou a
mutagdo do TP53 com mais freqiiéncia nas metastases, sugerindo que as metastases sejam
expansdes clonais de células com a mutagdo."!

Avancgos tecnoldgicos recentes sugerem que “assinaturas” moleculares podem
auxiliar no diagnostico, na determinagdo do prognodstico e para definir subtipos
molecularmente estabelecidos da doenga para estudos mais detalhados. Muitos dos
trabalhos nesta area utilizam técnicas de microrrearranjos de DNA para caracterizar o perfil

. 23
dos carcinomas prostaticos.
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1.3 AVALIACAO POR IMUNO-HISTOQUIMICA DA SUPEREXPRESSAO DA p53

NO CARCINOMA PROSTATICO

O gene de supressdao tumoral TP53 esta com freqii€éncia implicado em varios tipos
de neoplasias humanas. A proteina p53 anormal, resultante desta mutagdo, ¢ muito mais
estavel podendo ser detectada por imuno-histoquimica utilizando-se anticorpos
monoclonais. Em condi¢des fisiologicas, a proteina p53 tem uma meia vida curta, de cerca
de 20 minutos. Quando mutante, a sua meia-vida ¢ de 3 a 4 vezes maior que a proteina
normal. Logo, para que a mutagcdo do TP53 possa ser estudada por imuno-histoquimica, €
necessario que se estabeleca uma quantificagdo de positividade como ponto de corte para
casos positivos que vise a eliminar a expressdo normal da proteina como fator de
confusdo.’®

Anormalidades em outros genes relacionados as fungdes do TP53 podem influenciar
na expressdo da proteina p53, resultando em superexpressdo imuno-histoquimica sem a
presenca da mutagdo.'” Outra limitagdo da imuno-histoquimica neste tipo de avaliagio é a
ocorréncia de certos tipos de mutagdo do TP53 que resultam em expressdo de proteina
andmala sem o sitio antigénico reconhecido pelo anticorpo utilizado na técnica."”

Apesar destas limitagdes, a imunorreatividade para p53 correlaciona-se bem com a
mutacdo do gene nos casos de carcinoma prostatico.”"

Existe grande variabilidade nos dados da literatura no que se refere a metodologia,
sendo encontrados trabalhos que estudam a positividade para p53 em material de biopsia

7,19,71-73 5 10 - .1 59,12,74-77
»77 de ressecgdo trans-uretral - e pegas de prostatectomia radical "

, € alguns
que analisam simultaneamente material de mais de um tipo de coleta diferente.*’*” Os

estudos variam consideravelmente também quanto ao método de aferir a positividade para
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p53, sendo encontrados alguns que consideram qualquer tipo de imunorreatividade como
indicador da presenca da mutacdo *, muitos que utilizam propor¢io de niicleos positivos
dentro da amostra examinada, estabelecendo pontos de corte em determinada percentagem

, 5,7,9,10,19,74,77-79
de células

, € outros que utilizam escores complexos levando em consideracao
mais de um pardmetro para definir quais sdo os casos positivos.'” O estudo de Yang e
colaboradores * foi o primeiro a utilizar um padrio de categoriza¢do de imunorreatividade
chamado de em grupamento™, considerando um determinado numero de nucleos corados
em um campo microscopico de grande aumento. Este estudo mostrou 63% de recorréncia
pos-prostatectomia no grupo com imunorreatividade por este critério e 21% no grupo sem
este tipo de expressao imuno-histoquimica (p<0,01).

A maior parte dos trabalhos aponta a superexpressao imuno-histoquimica da p53
como indicador de mau progndstico no carcinoma prostatico e como tendo relagdo com o
escore de Gleason. Este tltimo tem sido dividido, nestas publica¢des, em categorias como
<7 e >7 %777 2.4, 57 e 8-10 P17 e 2.4, 5.6, 7 ¢ 8-10 >, ou sendo analisado
através da média.”*

Os estudos divergem em apontar a superexpressao da pS3 como fator prognostico

5,10,12,77 71,75,81

independente ou ndo em modelos estatisticos multivariaveis, sendo incluida

uma quantidade ampla e variavel de outros fatores nestas andlises, desde os consagrados

5,9,10,12,71,74,76,71,78

L 12,71,74 . S
PSA sérico 2467 o escore de Gleason até combinagdes de

- = 1
marcadores moleculares como os de proliferagdo celular '*"”"°, de apoptose ”°, oncogenes
107279 6 outros.®

Shurbaji e colaboradores ® , em 1995, estudaram a possivel relagio da proteina p53

com a progressao do carcinoma prostatico em 109 pacientes. Observaram que em casos de

" A expressio, em inglés, clustered p53 immunostaining foi originalmente utilizada.
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imunorreatividade negativa para p53 houve 14% de progressdo enquanto que a propor¢ao
foi de 30% nos casos positivos. Na andlise multivariavel, incluindo escore de Gleason e
estadiamento, apenas o p53 mostrou significancia quando foram considerados os casos com
escores entre 2 e 7. Também em 1995, Bauer e colaboradores 9, em analise multivariavel
(controlada para escore de Gleason, idade, raga e estdgio), encontraram na
imunorreatividade para p53 um marcador prognostico independente. Um estudo com 263
pacientes submetidos & prostatectomia radical publicado por Quinn e colaboradores '
mostrou que a positividade para p53, por THQ, em pecas de prostatectomia radical,
correlacionou-se positivamente com recorréncia da doenga, sendo que todos os pacientes
que morreram no seguimento médio de 55 meses foram positivos para o marcador. Em
analise multivariavel, que incluiu valor do PSA pré-operatorio, estadiamento e escore de
Gleason, 0 mesmo estudo apontou a superexpressao IHQ da pS3 como fator independente.
Mostrou ainda, que todos os casos positivos para p53 em mais de 2% das células (com
contagem objetiva de 500 nucleos) também apresentaram positividade em grupamento.
Esta ultima forma de imunorreatividade seria um bom parametro de positividade nos casos
com menos de 2% de células marcadas, em pecas de prostatectomia radical. Outro estudo
com uma quantidade consideravel de pacientes foi o de Leibovich e colaboradores > que
acompanhou 392 com carcinoma prostatico com doenga localmente avangada submetidos a
prostatectomia radical em média por 5,4 anos. Os casos com mais de 10% de nucleos
positivos na amostra examinada correlacionaram-se positivamente com recidiva bioquimica
e com recidiva clinica quando utilizada analise multivariavel que incluiu medida da area de
extensdo extra-prostatica, volume tumoral, escore de Gleason e valor do PSA. No estudo de

10

Borre e colaboradores °, 221 pacientes foram apenas acompanhados (tratamento

conservador). A determinagdo da p53 correlacionou-se independentemente com morte,
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incluindo na analise multivariavel a determinagdo do indice de proliferagdo celular (Ki67) e
expressao do BCL-2. O material estudado foi de ressec¢do trans-uretral.

Estudos com bidpsias sdo mais conflitantes no que se refere a capacidade da
imunorreatividade para p53 de determinar prognostico previamente ao tratamento. No
estudo de Stackhouse ’, com 199 pacientes submetidos & prostatectomia, a imuno-
histoquimica para p53 mostrou correlagdo com as recidivas quando estudada nas pegas
cirirgicas, entretanto, no mesmo estudo, quando o marcador foi avaliado nas bidpsias, nao
houve correlacio estatisticamente significativa. Oxley e colaboradores ’', em seu estudo de
73 pacientes submetidos a prostatectomia radical, identificaram a positividade para p53
como variavel preditora de recorréncia quando a determinagdo foi feita nas biopsias, mas,
devido a baixa especificidade, questionam a sua utilizagdo clinica. Grignon e colaboradores
¥ em um estudo com materiais de biopsia e ressec¢do trans-uretral obtidos previamente a
tratamentos com radioterapia e hormonioterapia, encontraram associa¢ao independente da
determinagdo da p53 (foram incluidos o escore de Gleason e estadiamento na anélise) com
presenca de metastases, sobrevida livre de doenga e sobrevida, indicando que os casos com
mutagdo do TP53, por mecanismos de inibi¢do da apoptose, t€ém piores resultados apos

tratamento radio e hormonioterapico.
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A descoberta de marcadores moleculares relacionados as neoplasias faz com que se
questionem quais destes eventos (moleculares) acontecem paralelamente as alteracdes
morfologicas classicamente descritas como tipicas dos tumores (que também geram as
classificacdes histologicas), e se estes marcadores conseguem discriminar grupos
progndsticos independentes das graduagdes usuais. A estreita correlagdo entre os achados
de biologia molecular, como a mutagdao do TP53 no carcinoma prostatico, € os achados que
representam as caracteristicas histologicas desta neoplasia, incluindo os que sao utilizados
na graduacdo histoldgica, ¢ importante para que se agregue base tedrica a estes parametros.
Deste modo, ¢ possivel auxiliar na identificagdo de quais destas caracteristicas merecem
estudos mais detalhados visando a posiciond-los como elementos importantes no

conhecimento da biologia tumoral e/ou como possiveis fatores progndsticos ou preditivos.
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3. OBJETIVOS DO ESTUDO

1. Identificar e quantificar possiveis associagdes da superexpressiao da p53 no

carcinoma prostatico com achados morfolégicos em biopsias.

2. Identificar e quantificar possiveis associagdes da imunorreatividade para p53 com

a determinacao imuno-histoquimica da invasdo de nervos com a proteina S100 em bidpsias.

3. Comparar, em bidpsias da prostata com carcinoma, critérios de determinagao de

imunorreatividade da p53.
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4. MATERIAL E METODO

4.1 POPULACAO ESTUDADA

O presente estudo avaliou amostras de tecido de 70 pacientes, submetidos a biopsia
transretal da prdstata, com carcinoma, em um periodo de seis meses, realizadas pelo
Servigo de Urologia do 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) T apresentaram carcinoma da prostata. A
técnica da biopsia, incluindo o numero de fragmentos obtidos e locais biopsiados, variou de
acordo com a indica¢ao do médico que efetuou cada procedimento. Nao foi definido pelo
presente estudo um unico médico que efetuaria as bidpsias, nem uma padroniza¢do 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 Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Todos os casos de biopsias por agulha da prostata do arquivo do Servigo de Patologia

nimero de exames anatomopatologicos gerados foi superior ao numero de pacientes biopsiados
(respectivamente, 101 e 70, referentes aos exames anatomopatologicos e pacientes com diagnostico de
carcinoma). Ndo foi examinado material de mais de uma amostragem do mesmo paciente em momentos
diferentes.
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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 biopsias por agulha da prostata sem carcinoma.

— Casos de bidpsias por agulha da prostata “suspeitos, mas ndo diagnosticos de
carcinoma’.

— Casos diagnosticados como carcinoma no exame histologico pela coloracao HE,
que apresentaram perda de tecido nos novos cortes realizados para a técnica de
imuno-histoquimica em quantidade suficiente para que o tumor ndo fosse

identificado morfologicamente nestes novos cortes.

4.4 PARAMETROS CLINICOS

Foram analisados, apds consulta do prontuario médico dos pacientes, parametros

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

4.5 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo transversal contemporaneo.
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4.6 PREPARACAO DO MATERIAL

Todas as biopsias foram fixadas em formalina tamponada a 10%, processadas
(desidratagdo em 4lcool etilico de concentragdes crescentes, clareamento em xilol,
impregnacao por parafina fundida) e incluidas em blocos de parafina. Os blocos de parafina
contendo os tecidos incluidos foram seccionados pela navalha de ago do micrétomo,
obtendo-se cortes com cerca de 5 um (5 micrémetros = 0,005 milimetros) de espessura. As
laminas preparadas foram coradas pelo método da hematoxilina e eosina. Numa segunda
etapa, os mesmos blocos de parafina foram novamente seccionados no micrétomo,
obtendo-se novos cortes com cerca de Sum de espessura. Estes foram corados pela técnica
de imuno-histoquimica (complexo streptavidina-biotina-peroxidase), utilizando o anticorpo
para a proteina p53 (Dako®, mouse anti-human, monoclonal, clone DO-7, dilui¢do: 1:100)
que reconhece tanto as formas mutantes quanto a forma normal ou “selvagem”™* da
proteina p53 (ver Anexo 2). Cortes de tecido de tumores mamarios reconhecidamente

positivos para a reacdo serviram de controle positivo para toda a bateria de testes.

4.7 INSTRUMENTOS DE AFERICAO

4.7.1 Microscopio Optico (MO)

H Do inglés: wild type.
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Fig.4: Microscopio oOptico de dupla
observagao, da marca Zeiss modelo Standard
20 com quatro objetivas (2,5, 20, 40 e 100
aumentos) e ocular com aumento de dez
vezes. Didmetro do campo de microscopia
com objetiva de 400 = 0,4 mm.

4.7.2 Regua Milimetrada

Régua milimetrada transparente de 30,0 centimetros.

4.7.3 Reticulo de Medida Ocular (RMO)

Instrumento que substitui uma das oculares do microscopio. Apresenta ocular propria
com aumento de 12,5x. Estd subdividido em 12 unidades padrdo. Estas unidades foram

transformadas em milimetros com o auxilio da régua microscopica (ver item 4.7.4). Em
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cada objetiva verificou-se quanto, em milimetros, dez unidades representavam. Esta
afericdo 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 4).

Fig.5: Microscopio oOptico de dupla
observacdo com o reticulo de medida
inserido em uma das oculares (circulo).

O uso do reticulo de medida ocular permitiu uma medida mais precisa da estimativa

da espessura dos fragmentos.

Exemplo:

Objetiva\Unidades 2,5x 10x 20x 40x
10U 1,1818 0,333 0,1666 0,0833
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Para objetiva de 10x:

Se 10U -—---- 0,333 mm
5U ---- X
x =0,1666 mm

4.7.4 Régua Microscépica

Régua milimetrada transparente de 2,0 centimetros.

4.8 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

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

microscopio optico de dupla observagao e as discordancias resolvidas por consenso.

O escore de Gleason foi padronizado de acordo com a descrigao original de Donald F.
Gleason *’, com auxilio de orientagdes de como proceder na graduacio de biopsias®®
(Anexo 3).

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

etapa, com intervalo minimo de seis meses, foram observadas todas as bidpsias coradas

pela imuno-histoquimica para a proteina S-100 e para pS3 (tabela 7).

¥ Isnard Elman Litvin e Guilherme Portela Coelho.
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Tabela 7: Etapas do trabalho™

Etapas do Trabalho Instrumento de Afericéo
1 Confirmar a presenc¢a de adenocarcinoma MO
2 Contar o numero de fragmentos na lamina MO
3 Efetuar graduagao histoldgica de Gleason MO
4 Identificar os aspectos morfologicos da lesao MO
5  Determinar subjetivamente a quantidade (percentual) MO

de carcinoma no total de tecido de cada caso

6  Medir a extensdao (comprimento) dos fragmentos (ExF) Régua milimetrada

7  Medir a largura (estimativa da espessura) do maior MO + RMO
fragmento (EsF)
8  Medir a extensao (comprimento) do tumor (ExCa) MO + Régua microscopica
9  Medir a maior largura (estimativa de espessura) do MO + RMO
fragmento com carcinoma (EsCa)
10 Avaliar a positividade nuclear para p53 e descrever o MO

seu padrao

MO: microscopio optico; 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.

4.8.1 Medida da Area dos Fragmentos (AF)

A extensdo (comprimento) dos fragmentos foi medida a olho nu com a régua
milimetrada, colocada sobre a lamina de vidro. A largura (estimativa de espessura) do
maior fragmento foi obtida em unidades padrao do RMO. Apds transformar as unidades em
milimetros, somaram-se todas as extensdes dos fragmentos e multiplicou-se o resultado

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

"™ Ver anexo 4 para metodologia da avaliagio de nervos pela coloragio THQ para S100.
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Exemplo:

| AF = (ExFy + ExFy + ExFs...) X EsF |

AF, 4rea dos fragmentos em mm’

ExF, medida em milimetros da extensdo (comprimento) do fragmento.

EsF, medida em unidades da largura (estimativa de espessura) do maior fragmento.
Antes do calculo as unidades foram transformadas em milimetros.

4.8.2 Medida da Area de Carcinoma (AC)

A extensdo (comprimento) do carcinoma da préstata foi medida sob microscopia
optica com a régua milimetrada, colocada sobre a lamina de vidro, entre esta e a objetiva.
A maior largura (estimativa de espessura) do carcinoma entre todos os fragmentos
envolvidos por tumor foi obtida em unidades padrdo do RMO. Apos transformarem-se as
unidades em milimetros, somaram-se todos os focos de carcinoma e multiplicou-se o
resultado pela largura (estimativa de espessura), como se fosse um retdngulo (base x

altura).

Exemplo:

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

AC, 4rea de carcinoma em mm-

ExCa, medida em milimetros do comprimento do carcinoma nos fragmentos acometidos.
EsCa, medida em unidades da maior largura (estimativa de espessura) de carcinoma.
Antes do célculo as unidades foram transformadas em milimetros.

4.8.3 Proporc¢ao Objetiva de Carcinoma (POC)

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

carcinoma pela area total de fragmentos nos cortes histologicos.
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Exemplo:

|POC=AC/AF |

POC, proporgdo de carcinoma em %.
AC, area de carcinoma em mm?

AF, area dos fragmentos em mm”

4.9 AFERICAO DA POSITIVIDADE PARA p53 POR IMUNO-HISTOQUIMICA

Foram inicialmente considerados como positivos para a reagdo imuno-histoquimica,
todos os casos com marcacao nuclear no tumor, em qualquer quantidade e intensidade,
desde que esta marcagdo ndo fosse interpretada como defeito técnico, sendo para isto
utilizados como auxiliares os exames de controle mencionados no item 4.6. Este tipo de
marcagdo foi identificada como “p53”. Dos casos positivos para “p53”°, foram ainda
coletadas informagdes referentes a quantidade de ntcleos positivos dentre o total de nucleos
de carcinoma, na forma de percentagem, avaliada subjetivamente e identificada como
“p53prop”, podendo variar teoricamente entre 0 (zero)% e 100%, e intensidade da reacao
(“p53int’”), em escore de 0 (zero) a 3, sendo assinalado o valor 3 para os casos com ntcleos
corados com maior intensidade e 0 (zero) para os casos sem marca¢ao (ou negativos). A
avaliacdo da intensidade também utilizou os controles como parametro. Nos casos onde
foram encontrados, em um mesmo campo microscopico de 400x, 15 ou mais nucleos
positivos, em qualquer intensidade, foi utilizada a designag@o de positividade para p53 em

grupamento (“p53g”), conforme estudo de Yang e colaboradores. *
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410 BASE DE DADOS

Foi utilizado, como banco de dados, o software Access® para Windows® XP da
Microsoft®. Os dados obtidos pela técnica de imuno-histoquimica para proteina S100 sao
provenientes do trabalho da dissertagio de mestrado de Litvin, LE. ® (ver anexo 4). Tanto
estes, quanto os dados do presente estudo, encontram-se no mesmo banco de dados ja
mencionado e foram coletados pelos mesmos patologistas ja citados no primeiro paragrafo

do item 4.8.

4.11 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados quantitativos foram descritos como média e desvio padrdo. Na presenca de
assimetria utilizaram-se a mediana e a amplitude interquartil. Nas varidveis categoricas,
foram utilizadas a freqiiéncia e o percentual.

A comparagdo entre as modalidades de aferi¢do da positividade imuno-histoquimica
para p53 e os achados histologicos, PSA sérico e idade dos pacientes foi efetuada através da
obtencdo do coeficiente de correlagdo de Spearman. Quando comparadas duas variaveis
nominais dicotomicas, foi utilizado também o coeficiente phi. O teste de significancia, nas

variaveis medidas em escala ordinal, foi feito através da afericdo da significancia da

correlacdo de Spearman (I's), que € feita através do teste “t” de Student, pois a amostra ¢é

tt

considerada grande e a estatistica gerada por este coeficiente, nestas situagdes, se

11" Estatisticamente, para este fim, sdo consideradas grandes as amostras maiores que 20.%
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comporta de maneira adequada para a utilizacdo deste teste. A significancia do coeficiente
phi é calculada a partir do teste do qui-quadrado de Pearson. Um valor de o < 0,05 foi
considerado como estatisticamente significativo. Para qualificar a magnitude das
associagdes, utilizaram-se tabelas que agrupam os valores obtidos em categorias que variam

desde associacdes ausentes até perfeitas (anexo 5).

4.11.1 Programa Estatistico

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

412 ASPECTOS BIOETICOS

O projeto foi submetido ao Comité de Etica do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagao
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GPPG-HCPA), tendo sido aprovado.
Considerando-se que o estudo ndo interferiria no tratamento e progndstico destes pacientes,

nao foi necessaria a apresentacao do termo de consentimento informado aos pacientes.

413 FINANCIAMENTO

O estudo foi parcialmente financiado pelo FIPE / HCPA.
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5. RESULTADOS

Este estudo avaliou amostras de tecido prostatico em 101 procedimentos consecutivos
de biodpsias 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. Foi excluido um caso devido a falta de carcinoma no corte histoldégico onde foi
realizada a técnica de imuno-histoquimica para p53. As tabelas 8 e 9 descrevem as

caracteristicas clinicas e histopatoldgicas dos pacientes estudados.

Tabela 8: Caracteristicas descritivas dos pacientes com carcinoma
de prostata (n=69)

Caracteristica Medi@a_de
sumario
Idade, anos 69,1+9,0
PSA sérico total, ng/ml 8,8 (6,4 —20,1)
Escore de Gleason 6,610,7
Propor¢ao de Carcinoma no total de tecido amostrado, 27,3 (6,1 —51,3)
%
Medida do maior eixo de tumor, mm 5,9 (2,5-10,0)

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

Dos 69 pacientes estudados, 47,8% apresentaram positividade para p53 e 26,1%
foram positivos para o mesmo marcador quando foi utilizado o critério de positividade em

grupamento (fig. 6). Quando, além da positividade para p53, foi avaliada a proporg¢ao de
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Tabela 9: Distribui¢do dos pacientes segundo niveis de risco
para recidiva bioquimica no carcinoma de prostata (n=69) **

Nivel de risco f %
Baixo: PSA <10 e Gleason < 6 25 36,2
Intermediario: PSA 10 a 20 ou Gleason =7 35 50,7
Alto: PSA > 20 ou Gleason > 8 9 13,1

PSA: antigeno prostatico especifico (ng/ml)

nucleos positivos para p53, os casos variaram entre nenhum nucleo positivo (0%) e 60% de
nucleos positivos. Quanto a intensidade da positividade, os casos estudados obtiveram
valores de zero a 3 (fig. 7, 8 e 9) A tabela 10 mostra as caracteristicas descritivas das

técnicas utilizadas para aferir a positividade imuno-histoquimica para p53.
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Fig. 6: Positividade em grupamento (15 ou mais nticleos
corados — marrom — em campo de 400x) para p53.
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Tabela 10: Caracteristicas descritivas das modalidades de aferi¢ao da
imunorreatividade para pS3 (n=69)

Modalidade de afericdo da Medida de Sumario
imunorreatividade para p53
p53 em grupamento 26,1%
p53 47,8%
p53,intensidade da reacgéo 0(0-1)
p53,percentagem de nucleos positivos 0(0,0-17,5)

Os dados sdo apresentados como percentual de casos positivos na amostra ou mediana
(amplitude interquartil: P25 — P75).

Intensidade da positividade para p53: O=negativo, 1=positivo em intensidade fraca, 2=positivo
em intensidade intermediaria, 3=positivo em intensidade forte.

Dos 69 casos avaliados, 89,9% obtiveram escores de Gleason 6 ou 7. A tabela 11
mostra a distribuicdo dos escores de Gleason nos pacientes nos quais foi estudada a

expressao da p53.

Tabela 11: Distribuigdo dos Escores de Gleason dos pacientes com carcinoma

(n=69)
Escore de Gleason
6 7 8 9 Total
n 32 30 6 1 69

% 46,4 43,5 8,7 1,4 100




47

Entre as modalidades de determinagdo da imunorreatividade para p53, a positividade
em grupamento (p53g) apresentou os maiores valores de coeficiente de correlagdo
(correlacdo positiva) quando testada frente ao valor do PSA e a caracteristicas histologicas
freqlientemente estudadas como fatores prognosticos e/ou preditivos no carcinoma
prostatico. Estes dados sdo apresentados na tabela 12. As correlagdes variaram entre muito

fracas e moderadas, conforme padronizagao para coeficientes de correlagao (anexo 5).

Tabela 12: Coeficiente de Correlagao entre os métodos de aferi¢do da imunorreatividade
para p53 e achados clinicos e histologicos dos pacientes com carcinoma prostatico

Método de Caracteristicas
Afericéo Clinicas n=68 Histologicas n=69
Idade PSA POC >Eixo de tumor IN (HE) Gleason
p53prop 0,13 0,18 0,13 0,20 0,11 0,18
0,29) (0,14 (0,30) (0,10) (0,35) (0,14)
p53int 0,07 0,11 0,15 0,18 -0,17 0,17
0,54)  (0,39) (0,21) (0,13) (0,16) (0,15)
p53 0,03 0,18 0,18 0,19 -0,13 0,13
(0,80)  (0,19) (0,15) (0,11) (0,27) (0,28)
p53g 0,04 0,23 0,20 0,34 0,11 0,23
0,76)  (0,06) (0,09) (<0,01) (0,37) (0,06)

Os dados estdo apresentados como Coeficiente I's de Spearman (valor p). Ver anexo 5 — magnitude das
associagoes.

PSA: antigeno prostatico especifico. p53prop: propor¢do(%) de células positivas. p53int: intensidade da
positividade. p53: positividade em qualquer padrio. p53g: positividade em grupamento. POC: propor¢ao(%)
objetiva de carcinoma. > Eixo de tumor: maior eixo de tumor na amostra. IN: invasdo de nervo. HE: método
da hematoxilina e eosina. Gleason: escore de Gleason.

Quando estudada a relacdo entre presenga de invasdo de nervos (fig. 10) e a
positividade em grupamento para p53, encontrou-se associacdo ténue, sem significancia
estatistica, quando a invasao de nervo(s) foi aferida pelo exame histolégico convencional
(HE). Utilizada a determinagdo de invasdo de nervo(s) com o auxilio da reatividade para a

proteina S100 por imuno-histoquimica (fig. 11 e 12), houve significancia estatistica e um
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aumento da faixa de magnitude no coeficiente phi (0,33; p<0,01). Dos casos com invasido

de nervo detectada no HE, 14,5% apresentaram positividade em grupamento para p53,

contrastando com 23,2% de positividade para p53 em grupamento nos casos com invasao

de nervos detectada com a utilizagdo da demonstragdo imuno-histoquimica da proteina

3100 (tabela 13).
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Fig. 10: Invasdo de nervo por carcinoma
(HE, 400x).

carcinoma (S100, 400x).

Fig. 12: Invasao de nervo por

carcinoma (S100, 1000x).
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Tabela 13: Coeficiente de concordancia (phi) entre a imunorreatividade em
grupamento para p53 e presenca de invasdo neural por carcinoma prostatico nos
métodos HE e de imuno-histoquimica para a proteina S100. n=69

n (%) Presenca de p53  phi*¥ p*
em grupamento
Invasao de nervo - HE 32 (46,4) 10 (14,5) 0,11 0,36
Invasdo de nervo - S100 43 (62,3) 16 (23,2) 0,33 <0,01

Os valores da coluna p53 em grupamento sdo apresentados como nimero de casos com presenca
concomitante da positividade para p53 em grupamento e presenga de invasdo de nervo (%). tVer
anexo 5— magnitude das associagdes.

Em relacdo aos critérios morfologicos utilizados para o diagnostico de carcinoma
prostatico, encontraram-se associagdes estatisticamente significativas entre a positividade
em grupamento para p53 e a presenga de fibroplasia mucinosa (micronodulos de colageno)
(fig. 13) e presenca de mais de um nucléolo proeminente em um mesmo nucleo (fig. 14)
das células de carcinoma (p<0,01). Os dados relativos aos critérios morfologicos estao

apresentados nas tabelas 14 e 15.

Tabela 14: Freqiiéncia de critérios diagnosticos nos carcinomas prostaticos (n=69) e
relacdo com a imunorreatividade em grupamento para p53. Parte 1.

Critérios FreqUéncia  p53 em grupamento phi *t p*
relativa -% n (%)

Nucleares

Nucléolos Proeminentes 97,1 18(26,1) 0,10 0,40

Mais de um (1) Nucléolo 55,1 16(23,2) 0,40 <0,01

Proeminente em um

Nicleo

Aumento do Tamanho 73,1 13(19,4) 0,04 0,72

Nuclear (n=67)7

Hipercromasia Nuclear 58,2 12(17,9) 0,15 0,23

(n=67)7

continua...
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continuagio...

Critérios Freqiéncia  p53 em grupamento phi *t p*
relativa -% n (%)

Citoplasmaticos

Anfofilia 53,6 11(15,9) 0,09 0,46

Citoplasma Amplo? 28,4 7(10,4) 0,17 0,17

Secrecéo Intraluminar

Eosinofilica

Grumosa 91,3 16(23,2) -0,05 0,67

Concéntrica 18,8 4(5,8) 0,05 0,67

Sem outra especificagdo 8,7 3(4,3) 0,17 0,16

Cristaldides 31,9 7(10,1) 0,09 0,46

Basofilica

Mucinosa 72,5 15(21,7) 0,14 0,23

Os valores da coluna p53 em grupamento sdo apresentados como numero de casos com presenca
concomitante da positividade para p53 em grupamento e o achado morfologico — critério — indicado na
primeira coluna(%).

7Foram excluidos casos onde ndo houve célula epitelial benigna na amostra para comparagao.

Phi: medida de associag@o para duas variaveis dicotomicas. TVer anexo 5 — magnitude das associagdes.

& . ‘{ e

Fig. 14: Mais de um nucléolo

Fig. 13: Fibroplasia mucinosa
(micronddulos de colageno) proeminente por nticleo de célula de
(HE 400x). carcinoma (HE 1000x).
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Tabela 15: Freqiiéncia de critérios diagnosticos nos carcinomas prostaticos (n=69) e
relacdo com a imunorreatividade em grupamento para p53 — Parte I1.

Critérios Frequéncia p53 em phi*t p*

relativa (%) grupamento

n (%)

Arquiteturais
e Estromais 2
Glandulas orientadas em 88,4 15(83,3) -0,09 0,43
eixos perpendiculares
entre si
Acinos pequenos e 84,1 16(23,2) 0,08 0,51
regulares em meio a
acinos normais
Desmoplasia 21,7 6(8,7) 0,17 0,16
Outros
Figura(s) de mitose 43 2(2,9) 0,20 0,10
Fibroplasia Mucinosa®? 7,2 4(5,8) 0,34 <0,01
Extensdo Extra- 5,8 1(1,4) 0,00 0,96
Prostatica¥
Formagoes Glomeruloides 18,8 5(27,8) 0,14 0,26
NIP de Alto Grau 31,9 8(11,6) 0,16 0,18
associada

Os valores da coluna p53 em grupamento sdo apresentados como nimero(%) de casos com presenca
concomitante da positividade para p53 em grupamento e o achado morfologico — critério — indicado na

primeira coluna.
# Exceto invasdo de nervos.
4 Micronddulos de colageno.

Y Identificada através do achado de infiltra¢do de tecido adiposo.
Phi: medida de associagdo para duas variaveis dicotomicas. TVer anexo 5 — magnitude das associagdes.

NIP: neoplasia intraepitelial prostatica.
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6. DISCUSSAO

A determina¢do imuno-histoquimica da superexpressdo da p53 associa-se a mau
progndstico em carcinomas prostaticos. Tem sido associada com o escore de Gleason,
principalmente quando os escores sdo agrupados em categorias (p.ex.: 2-4, 5-7 ¢ 8-10 ou <7
versus >7), com o valor do PSA sérico, com doen¢a metastatica, com recorréncia da doenga

pos-prostatectomia € com ma resposta a tratamento radioterapico em muitos estudos.

A presenga da superexpressdo imuno-histoquimica para p53 ¢ mais freqiiente em
carcinomas originados na zona periférica do que nos da zona de transigdo. Estes ultimos

. . . 83
costumam apresentar escores de Gleason mais baixos serem menos agressivos.

No nosso estudo, encontramos 47,8% de positividade para p53 sem outras
especificacdes e 26% de positividade em grupamento para o mesmo marcador. A literatura
apresenta freqiiéncias entre 6%, nos carcinomas de baixo grau ", e 80%, quando qualquer
quantidade de positividade é encontrada em pegas cirurgicas %, sendo evidente uma grande
variabilidade dependente de tipo de material examinado e método de afericio de
positividade para a mutagdo. Em bidpsias, encontramos na literatura freqiiéncias entre 18%

e 66%.%7!

A determinag@o em grupamento da expressao imuno-histoquimica da p53 mostrou-se,
no presente estudo, superior as demais formas de categorizar como positiva a
imunorreatividade para o produto do gene. Mesmo com uma magnitude ndo muito superior,
relacionou-se com mais for¢a com o valor do PSA e com os achados freqiientemente

mencionados nos laudos anatomopatologicos que tém valor preditivo, independente ou nao,
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para eventos adversos no seguimento dos pacientes com carcinoma prostatico. Houve
significancia estatistica da correlagdo com o maior eixo de tumor nas amostras (p<0,01) e
uma tendéncia a significancia estatistica quando estudados o escore de Gleason (p=0,06) e

o valor do PSA sérico (p=0,06).

Pelos resultados deste estudo, pela ndo alteragao nos custos do exame e por ndo haver
aumento significativo no tempo e na dificuldade relacionados especificamente com este
tipo de afericdo quando comparado aos outros métodos testados, ndo hesitamos em
recomenda-lo como um dos métodos de escolha em bidpsias. Estes achados estio em
concordancia com os de Yang e colaboradores * que, de forma pioneira, sugerem esta
modalidade para o estudo imuno-histoquimico desta mutacdo no cancer de prostata. Uma
explicagdo para esta provavel especificidade maior para identificar a mutagdo reside no fato
de que € muito pouco provavel que a expressdao de uma proteina, que em situagdes normais
tem uma meia vida curta, seja detectada simultaneamente em 15 ntcleos dentro de um

mesmo campo de grande aumento de microscopia (400x).

O estadiamento pré-operatorio do carcinoma da proéstata € baseado no toque retal, no
PSA sérico, nos achados histopatoldgicos da bidpsia e em exames de imagem. O toque
retal, freqiientemente, subestima a extensdo do tumor, e os exames de imagem acrescentam
pouco para a acuracia do estadiamento pré-operatério. A interpretagdo pré-operatoria do
PSA sérico ¢ confundida pela hiperplasia nodular da prostata e pelo grau de diferenciagdo
do tumor®™. Portanto o PSA sérico ndo ¢ suficientemente adequado para predizer
estadiamento patoldgico final em um individuo com doenca localizada. O escore de
Gleason na bidpsia ¢ fortemente associado com estadiamento patoldgico final para

pacientes que apresentam escores extremos (escores de 2 a 4 e de 8 a 10) *®. Entretanto,
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grande parte dos pacientes com carcinoma da prostata apresenta escores de Gleason 6 e 7,
valores que ndo sao bons preditores de estadiamento patoldgico. Na nossa amostra, de 69

pacientes, 89,9% apresentaram escores de Gleason 6 e 7.

Com relagdo ao TP53, ha virtualmente um consenso ao afirmar que o funcionamento
defeituoso do mesmo, que pode ser expresso na demonstragdo imuno-histoquimica da
superexpressao da proteina p53, correlaciona-se com perfil mais agressivo da doenca. A
controvérsia € se a determinagdo da mutagdo por imuno-histoquimica tem poder preditivo
independente, principalmente se examinada em biopsias, quando comparada a fatores
prognosticos cldssicos como, por exemplo, o escore de Gleason e valor do PSA sérico.
Novos estudos, incluindo também outros métodos de estudo do gene, ainda sdao necessarios.
A falta de uma padroniza¢do que seja universalmente utilizada para o ponto de corte na
quantificacdo de nucleos positivos que representaria melhor a presenca da mutagdo ou que
indique os casos de pior progndstico pode ser em parte responsavel pela controvérsia. Em
algumas situagdes especificas, como a que se refere ao tratamento radioterapico, parece
haver uma possibilidade mais forte de utilizagdo clinica, uma vez que casos com a mutagao

responderiam menos ao efeito pro-apoptose deste tratamento. !

A invasdao neural pelo carcinoma da préstata na bidpsia, como preditor para
estadiamento tumoral, tem sido examinada por varios estudos. Entretanto, o valor preditivo
positivo encontrado € muito variado. A freqiiéncia de invasao neural varia nos estudos entre
11 e 38%, logo ndo ¢ surpreendente que existirdo diferengas entre 0os mesmos quanto a
especificidade, sensibilidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo.”® A
invasdo neural ¢ um critério diagndstico de carcinoma prostatico e pode ter valor preditivo

nesta doenga. A técnica da imuno-histoquimica com S-100 permite a deteccdo de nervos
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invadidos de menor didmetro, os quais dificilmente sdo detectados nas laminas coradas pelo
HE. O estudo de Litvin e colaboradores ®, com amostragem de tecido de 70 pacientes,
comparou, em pun¢ao-bidpsia da prdstata com carcinoma, as técnicas da HE com a imuno-

histoquimica da proteina S-100, método mais sensivel para identificar nervos.

O presente estudo utilizou os mesmos casos do estudo de Litvin, exceto por um, que
foi excluido devido ao desaparecimento do carcinoma prostatico no corte histologico
destinado a realizagdo da técnica de imuno-histoquimica para p53. Esta perda deve-se ao
fato de que, com o aprofundamento do nivel de sec¢do do bloco de parafina para se obter
mais um corte histologico, foi obtida uma amostra de tecido (novo corte) sem neoplasia.

Este evento ndo ¢ infreqiiente na rotina diagnostica da anatomia patoldgica.

Litvin, nos 70 pacientes avaliados, encontrou 31 (44,3%) pacientes com invasao de
nervo pelo carcinoma no HE e 43 (61,4%) com invasdo de nervo com a técnica imuno-
histoquimica para a proteina S-100 (p<0,001). Estes achados sdo expressivos, pois diferem
consideravelmente das informacdes encontradas na literatura. Esta diferenca
estatisticamente significativa manteve-se na amostra do presente estudo (com um paciente a
menos), que para os mesmos achados, apresentou freqiiéncias semelhantes

(respectivamente 46,4% versus 62,3%).

A associacao do achado de positividade imuno-histoquimica em grupamento para p5S3
com a invasdo de nervos, quando esta ¢ identificada com o auxilio da imuno-histoquimica
para a proteina S100, contrasta com a associagdo fraca, sem significancia estatistica,
quando a presenca de invasdo de nervos ¢ determinada pelo exame histologico

convencional (HE).
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Como, de acordo com o estudo de Litvin, os nervos invadidos que sdo detectados
apenas na técnica da S100 sdo os de menor tamanho, pode-se concluir que a invasdo destes
nervos de menor tamanho ¢ responsavel pelas diferengas encontradas quando a
comparamos (técnica da S100) com o HE, no que se refere a imunorreatividade para p53,
ou seja, quando ha invasdo de nervos pequenos que normalmente passam despercebidos na
histologia convencional, ha uma maior chance de estarmos frente a um caso com
positividade imuno-histoquimica para a proteina p53 e a uma provavel mutacdo do gene

TP53.

O mecanismo classicamente proposto para a invasdo de nervos por carcinoma ¢ que,
. . .~ x 6,59,85,86 .
nos trajetos de nervos, existe uma condi¢do de menor pressao , logo, os carcinomas
teriam uma via de crescimento e disseminacdo facilitada. E possivel que, nos nervos
pequenos, a infiltracdo por carcinoma nao seja facilitada da mesma maneira por este

mecanismo.

Algumas evidéncias apontam que invasdo neural pelo carcinoma da prostata nao
parece ser um efeito somente de volume tumoral e pressao reduzida no trajeto de nervos,
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 disseminagcdo do carcinoma através dos nervos,

mesmo em carcinomas considerados pequenos.

Como o TP53 normal tem multiplas funcdes conhecidas na protegdo ao
desenvolvimento de tumores e na progressao destes, ¢ possivel que os subclones onde

exista mutagdo deste no carcinoma prostatico obtenham favorecimento para o
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desenvolvimento de outras mutagdes, entre estas, alguma(s) que favoreca(m) maior
potencial de infiltragdo da neoplasia, permitindo a invasdo de nervos por mecanismo(s)
diverso(s) da facilidade concedida por ambiente de menor pressdao presente no trajeto dos
mesmos. Além disto, um dos mecanismos de inibicdo da apoptose em tumores ¢ a

disfungao do TP53.

Estes achados estimulam o estudo da invasdo de nervos como fator
progndstico/preditivo no nosso meio, devido a sua alta freqiiéncia nos casos estudados tanto
com a histologia convencional (HE), quanto no exame com a proteina S100, onde a
freqiiéncia ¢ ainda maior e sdo encontrados nervos de menor tamanho. Reforcam também o
estimulo a pesquisa de outros fatores relacionados diretamente com a invasividade dos
tumores, como moléculas de adesdo intercelular e moléculas relacionadas com a digestao
do estroma, para explicar um possivel mecanismo particular responsavel pela invasdo de
nervos pequenos, conforme sugerido pela mais alta freqliéncia de superexpressdao da p53

nas lesdes com este achado.

Outras associacdes estatisticamente significativas com a imunorreatividade em
grupamento para p53 encontradas no nosso trabalho foram as presencas de mais de um
nucléolo proeminente em um mesmo nucleo de célula de carcinoma (magnitude

relativamente forte) e de micronodulos de colageno (magnitude moderada).

Mais de um nucléolo proeminente por nicleo foi um achado identificado em 55,1%
da nossa amostra. No estudo de Varma e colaboradores que estudou critérios morfologicos
diagndsticos em carcinomas prostaticos, este achado apareceu em 64% dos casos. Como

r . ’ e 87 ~
nucléolos relacionam-se com sintese protéica ', logo, casos com mutagdo de um gene
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(TP53) que suprime tumores pelos mecanismos anteriormente expostos, apresentariam uma

atividade de sintese protéica aumentada.

Os micronodulos de colageno sdo classicamente definidos como uma reagdo do

" = - . 42,88
estroma prostatico ao extravasamento de secre¢do mucosa dos acinos malignos.”™ Este
achado (micronddulos de colageno) ¢ infreqiiente no carcinoma prostatico (0,1-2%)

45,46,48 49,88 : A . . . ,
R sendo considerado patognomoénico do tumor, pois o tecido benigno da prostata,

46,48,88,89 =~ . ~ .
AHERT ndo apresentou este tipo de alteragdo. No nosso estudo, foi

nas séries estudadas
identificada uma freqiiéncia maior deste achado (7,2%). O motivo da maior freqiiéncia e da

associagdo encontrada carece de um modelo tedrico que a explique, sendo necessarios

novos estudos para confirmagao e melhor esclarecimento deste achado.
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7. CONCLUSOES

Respondendo aos objetivos propostos:

1. Os achados morfoldgicos associados a superexpressao da p53 em bidpsias
transretais de carcinomas prostaticos sao micronddulos de colageno e mais de um nucléolo
proeminente no mesmo nucleo de célula de carcinoma prostatico, sendo estas associagdes

de magnitude moderada.

2. A invasao de nervos, apenas quando detectada com o auxilio da técnica de imuno-
histoquimica para a proteina S100, associa-se positivamente com a determinagdo imuno-
histoquimica de superexpressao da p53, sendo também esta associacdo de magnitude

moderada.

3. A afericdo da positividade imuno-histoquimica para p53, com padrdo em
grupamento apresentou maiores valores de medidas de correlacio com o valor do PSA
sérico, propor¢ao de tumor no total de tecido amostrado, medida do maior eixo de tumor
nas amostras, escore de Gleason e presenca de invasdo de nervos nos carcinomas
prostaticos diagnosticados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, quando comparada as
demais modalidades testadas em material de puncdo-biopsia transretal, havendo
significancia estatistica entre a imunorreatividade em grupamento e a medida do maior eixo

de tumor nas amostras.
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8. PERSPECTIVAS

Os micronddulos de colageno e a presenca de mais de um nucléolo em um nucleo de
célula de carcinoma em bidpsias prostaticas transretais mostram-se como variaveis

histologicas promissoras para estudos de determinag@o de prognostico nesta doenga.

A invasao de nervos, quando detectada com a utilizagcdo da imunorreatividade para a
proteina S100, constitui-se em um modelo experimental interessante para estudar

caracteristicas bioldgicas e clinicas dos tumores prostaticos.
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Anexo 1: estadiamento patologico do carcinoma prostatico.

(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.)

Sistema TNM proposto pela AJCC (American Joint Committee on Cancer). O
estadiamento clinico (T, N ou MO se refere a extensdo da doenga no pré-operatorio,
estabelecida através de exames clinico, radioldgico e laboratorial. O estadiamento
patologico (pT, pN ou pM) refere-se a extensdo da doenga estabelecida através do exame

anatomopatologico. As categorias pT, pN e pM correspondem as categorias T, N e M.

Tumor Primaério (T)
TX  Tumor primério ndo pode ser avaliado.
TO  Nao ha evidéncia de tumor primario.
T1 Tumor ¢ um achado histologico incidental, ndo ¢ 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 biopsia por agulha (PSA elevado, porém tumor nao
palpavel ao toque retal e ndo visualizado em ultra-sonografia).
T2 Tumor limitado & prostata sem evidéncia de extensdo extra-prostatica*+:

T2a  tumor compromete até metade de 1 lobo, ou menos;

T2b  tumor compromete mais da metade de 1 lobo, porém nao ambos os lobos;

HE Tumor encontrado em um ou dois lobos, por bidpsia de agulha, mas ndo palpavel ou

visualizado por técnicas de imagem, ¢ classificado como Tlc.



T3

T4
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N1
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MO
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T2¢c  tumor compromete ambos os lobos.
Tumor extra-prostético§§§§:

T3a  extensdo extra-capsular (unilateral ou bilateral);

T3b  tumor invade vesicula seminal.

Tumor esta fixo ou invade estruturas adjacentes outras que nao a vesicula seminal,

EE T

. 7 7 . okl
colo vesical, esfincter externo, reto, musculos elevadores ou parede pélvica

Linfonodos regionais (N)

Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.
Auséncia de metastase em linfonodos regionais.
Metastase em linfonodo regional.

N1 (mi) micrometastase de até 0,2 cm.

Metéstase a distancia (M)

Presenga de metastase a distancia ndo pode ser avaliada.
Auséncia de metastase a distancia.

Presenca de metastase a distancia:

Mla em linfonodo ndo regional;

Ml1b Ossea;

Mlc outra localizagdo.

§8§§

sk

Invasdo do 4pice prostatico, mas ndo extra-prostatica é classificado como T2.
Tumor com invasdo microscopica do colo vesical, na prostatectomia radical, ¢ classificado como T3a.



Graduagao histopatolégica (G)

GX  Graduagdo ndo pode ser avaliada.

Gl Bem diferenciado (Gleason 2-4).

G2 Moderadamente diferenciado (Gleason 5-6).

G3-4 Pouco diferenciado/indiferenciado (Gleason 7-10).

Tabela 16: Estadiamento do carcinoma da prostata
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T N M G
Estagio | Tla NO MO Gl
Estagio 11 Tla NO MO G2,3-4
Tlb,c NO MO Qualquer G
T1, T2 NO MO Qualquer G
Estagio III 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
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Anexo 2: técnica da imuno-histoquimica

(Hsu SM, Raine L, Fanger H. Use of avidin-biotin-peroxidase complex (ABC) in immunoperoxidase
techniques: a comparison between ABC and unlabeled antibody (PAP) procedures. J Histochem
Cytochem 1981;29:577)

Meétodo da Estreptavidina-biotina-peroxidase (StreptABC), de acordo com principio
proposto por Hsu e colaboradores (1981), adaptado as condigdes do laboratorio de
patologia do Centro de Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

1) Preparo das laminas:

mergulhar as laminas em solugdo de detergente neutro Extran (Merck 7553) a 0,5%
em agua, por 30 minutos;
- lavar em 4gua corrente por 120 minutos para remoc¢ao do detergente;
- lavar as laminas em agua quente;
- secar na estufa;
- guardar as laminas limpas, em caixas, para evitar contaminagdes por poeira.
Nota: manipular laminas com luvas para evitar a contaminagdo das mesmas pela
oleosidade da pele.
2) Sinalizac¢ao das laminas:

imersao das laminas em acetona por 2 minutos;

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

imersao em acetona por 4 vezes;

secar em estufa, deixar esfriar e guardar em caixas fechadas.
3) Cortes histologicos:
- As fitas de parafina obtidas no processo de corte pela microtomia, sdo

cuidadosamente colocadas em banho-maria histologico e os cortes depositados em



4)

5)

6)

7)
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laminas previamente tratadas com APTS. As laminas com os cortes sdo levadas a
estufa, a 60°C e 1a deixadas por 24 horas, para melhorar a adesao do tecido.

Preparagao 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 30 segundos;

- etanol 70% por 30 segundos;

lavar em 4gua corrente e destilada.

Bloqueio da Peroxidase Enddgena:

- 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 tampao EDTA 1mM pH 8§,0;

- deixar esfriar por sessenta minutos;

- lavar em agua corrente e agua destilada.

Bloqueio da Avidina Enddgena:

- colocar por quinze minutos, em solu¢do com clara de ovo e dgua destilada (clara de

um ovo para duzentos ml de dgua destilada);

- lavar em agua corrente e destilada.
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8) Bloqueio das Reagdes Inespecificas:

- colocar em solucdo de leite desnatado a 5% em tampao fosfato salino (PBS),
durante 30 minutos;

- lavar em 4gua corrente por 4 minutos e dgua destilada por 1 minuto;

- colocar no PBS por 5 minutos.

9) Incubagdo com Anticorpo Primario:

- secar cuidadosamente as laminas;

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

- pingar 70-100 microlitros do anticorpo primdrio na dilui¢@o 1:100, sobre os cortes;

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

- interromper a reagdo, lavando cada lamina delicadamente com um jato de solugdo
tampao;

- transferir as ldminas para um recipiente, contendo tampao PBS, dando 3 banhos, de
5 minutos cada;

- secar as laminas.

10) Incubagdo com o Anticorpo Secundario:

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

- interromper a reagdo, lavando cada lamina delicadamente com um jato de solugdo
tampao;

- transferir as laminas para um recipiente, contendo tampao PBS, dando trés banhos

de 5 minutos cada.
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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 solugdo tampao;
- transferir as laminas para um recipiente contendo tampao PBS, dando 3 banhos de 5
minutos cada.
12) Cromogeno:
- incubar as laminas em solugdo substrato, o cromégeno (Diaminobenzidina — DAB
— 60mg%) por 3 minutos a 37°C no escuro;
- lavar bem com &gua 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 preservacao da amostra.
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Anexo 3: graduacao de Gleason em biopsias
(Bostwick DG, Dundore PA: Grading. In: Biopsy pathology of the prostate. Bostwick DG, Dundore PA
(eds.). London ; New York, Chapman & Hall Medical, 1997, pp. 146-147.)

Tabela 17: Treze dicas para a graduagdo histologica de Gleason em biopsias por agulha.
Escore (ou soma) de Gleason = soma dos graus (ou padrdes) primario e secundario (p.ex.:
Gleason 3 +4 =7).

Dica n° 1: pequenos focos de carcinoma ndo necessariamente significam carcinoma
de baixo grau.

Com o advento da dosagem sérica de PSA e da bidpsia em sestante, pequenos focos de carcinoma
sdo frequentemente encontrados em bidpsias por agulha. Entretanto, estes focos pequenos nio sdo
necessariamente lesdes de baixo grau somente por serem pequenos. Carcinomas de alto grau (com
padrdes de Gleason 4 e 5) freqlientemente infiltram-se como faixas irregulares de células
imediatamente abaixo do limite da prdstata e uma pequena por¢ao pode ser amostrada na bidpsia,
resultando em muito poucos acinos no espécime. Em raras situagdes, a Unica evidéncia de cancer
pode ser alguns acinos circundando alguns nervos; estes pequenos focos sdo normalmente de
padrao 3 ou 4 de Gleason na nossa experiéncia.

Dica n° 2: provavelmente néo se trata do padréo 1 de Gleason.

Os padroes 1 ¢ 5 de Gleason sdo os menos comuns em qualquer tipo de espécime prostatico,
incluindo prostatectomias radicais e bidpsias. O padrdo 1 ¢ normalmente visto na zona de
transi¢do, uma area infreqiientemente amostrada em biopsias por agulha. Além disso, estes tumores
normalmente sdo pequenos. Em um estudo de 300 bidpsias na Clinica Mayo com bidpsias por
agulha, apenas 1 caso tinha o padrdo 1(padrao secundario 1; padrdo primario 2).

Dica n° 3: para identificar o padréo 1, o cancer deve ser circunscrito.

A principal diferenca entre os padrdes 1 e 2 é a presenga e auséncia de circunscricdo,
respectivamente. As biopsias por agulha dificilmente amostram toda a lesdo, virtualmente
impossibilitando a avaliacdo completa das bordas da lesdo para avaliar a circunscri¢ao.
Consequentemente o grau padronizado para os carcinomas de baixo grau que se apresentam como
glandulas uniformes em bidpsias é 2.

Dica n° 4: o padrao 2 de Gleason deve satisfazer os 3 erres nas glandulas:
arredondadas (rounded), regularmente espacadas e relativamente uniformes em
forma.

O padrao 2 de Gleason consiste basicamente de glandulas arredondadas, sem bordas anguladas ou
de tamanhos distorcidos. Quase tdo importante quanto a regularidade é o espagamento — 0s acinos
do padrdo 2 costumam ser regularmente espagados por toda a extensdo do foco de lesdo, ao
contrario dos do padrdo 3 que sdo irregularmente espacados.

Dica n 5: os &cinos do padréo 2 podem estar proximos uns aos outros, mas devem ter
estroma interveniente e auséncia de distorcéao significativa na forma.

Se um amontoamento acinar significativo com alguma perda de estroma interacinar for presente,
isto deve mais acuradamente ser categorizado como padrao 3. Qualquer distor¢do significativa da
forma dos acinos constitui o padrao 3.

Dica n° 6: trata-se provavelmente do padrao 3.

O padrdo “standard” para o carcinoma prostatico ¢ 3, reconhecendo-se que a maioria dos focos de
tumor ¢ deste padrdo que ocupa o centro da curva normal. Mais de 80% dos casos da série original
de Gleason eram padrao 3. Nao hesite em diagnosticar um escore 6 (3 + 3) em bidpsias por agulha
simplesmente porque os cinco casos anteriores de carcinoma tiveram o mesmo padrao.
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Dica n° 7: se ha uma variabilidade de 2 vezes no tamanho de acinos, provavelmente ¢é
0 padrao 3 ao invés de 2.

Quando os 4cinos sdo regularmente espacados, uma variagdo de 2 vezes em tamanho entre acinos
distingue o padrdo 3 do padrio 2. Qualquer variagdo menor que isto pode representar o padrao 2
(excegoes existem — ver dica 8)

Dica n° 8: mesmo com uma uniformidade relativa de tamanho de acinos,
extremidade anguladas destes ou distor¢cao da forma indica o padréo 3 e ndo o 2.
Angulacdo acinar significativa viola a regra numero 4, desrecomendando o padrdo 2. Algumas
areas do padrao 3 podem apresentar acinos relativamente regulares com ou sem amontoamento
acinar. Este aspecto freqiientemente tem &acinos menores que os do padrio 2. A perda do
arredondamento dos acinos indica que se trata do padréo 3 ao invés do 2.

Dica n® 9: “fuséo e fusdo ¢é fusdo” (padréo 4 de Gleason).

Fusdo acinar diferencia a maioria dos casos de padrao 4 do padrdo 3. Este ¢ um ponto de corte
critico na graduagdo do carcinoma prostatico, pois indica cancer pouco diferenciado. Felizmente,
este ¢ um dos pontos de corte mais reprodutiveis, devido a necessidade de fusdo de acinos para o
diagnostico de padrdo 4. Se uma linha puder ser tracada ao redor dos acinos, ndao ha fusdo, entdo,
trata-se de padrdo 3 (ver dica namero 10).

Dica n° 10: se uma linha puder ser tracada entre &cinos sem estroma interveniente
(fusdo) por uma extensdo superior a 4 vezes a espessura do acino, constitui-se de
padréo 4.

Acinos tubulares tortuosos do padrio 3 cortados tangencialmente podem mimetizar o padrio 4 e
esta expansdo acinar deve ser desconsiderada. Em casos dificeis, se a extensao da fusdo for inferior
a 4 vezes a espessura do acino, nos consideramos como padrao 3.

Dica n° 11: se for cribriforme ou quase sélido, provavelmente é padréo 4.

Acinos cribriformes sio usualmente padrio 3 (com comedonecrose, padrio 5). Entretanto, quando
os lumens perdem seu formato arredondado e rigido e tornam-se colapsados ou quase solidos, ¢
melhor considerar a possibilidade de padrio 4. Da mesma maneira, quando os grupamentos
cribriformes perdem seus contornos regulares, isto indica progressdo para padrio 4.

Dica n°® 12: a perda da maioria dos lUmens acinares nas glandulas fusionadas indica
padrao 5.

A maioria dos lumens acinares deve estar obliterada para que se prefira o padrio 5 ao 4.
Tangenciamento do corte e artefatos de esmagamento podem obscurecer os limens. Entretanto, se
a maioria dos acinos nao tiver limen, trata-se de padrao 5.

Dica n° 13: na duvida, duplique o padrao para gerar o escore.

Em focos pequenos de cancer, ¢ freqiientemente melhor duplicar o padrio para gerar o escore. NOs
invariavelmente fazemos isto quando hd menos de 5% do total de tecido da bidpsia envolvido por
cancer, a menos que exista nitidamente um padrio secundario (isto quase nunca ocorre).
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Anexo 4: etapas do trabalho de dissertacdo de mestrado de
Litvin relevantes para o entendimento dos metodos de avaliagéo
de invasdo de nervos no carcinoma prostatico.

(Litvin IE: Invasédo de nervos pelo carcinoma da préstata em bidpsias transretais [Dissertacdo de
Mestrado]. Programa de pés-graduacdo em medicina - Cirurgia. Porto Alegre, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, 2004.)

A tabela 18 apresenta a ordem cronoldgica da coleta de dados referentes aos nervos.

Tabela 18: Etapas do trabalho de Litvin e colaboradores

Etapas do Trabalho Instrumento de Afericéo

Contar o numero de nervos, medir o maior MO + RMO
diametro e situa-los na coloracao pelo HE
Contar o numero de nervos invadidos pelo MO + RMO
tumor e medir o maior didmetro na coloracgao
pelo HE
Contar o nimero de nervos, medir o maior MO + RMO
diametro e situa-los na coloracao pelo S100
Contar o niumero de nervos, medir o maior MO + RMO

diametro e situa-los na coloragao pelo S100

MO: microscopio optico; RMO: reticulo de medida ocular.

Os nervos foram definidos como bandas de, pelo menos, trés células de espessura,
paralelas, com configuracao fascicular. Nao foram considerados nervos qualquer marcagao
positiva do S-100 em um fasciculo com menos de 3 células paralelas ou menor do que
0,0083 milimetros de diametro, pois poderiam representar células dendriticas. A medida s6
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

40 vezes (tabela 19) e por corresponder a aproximadamente, trés células paralelas (fig. 15).



Fig. 15: Marcagdo de nervo (seta maior) pela proteina
S100 — 400x — e marcacao de estruturas pelo mesmo

anticorpo menores que o tamanho minimo considerado
como nervo (setas menores)

Tabela 19: Padroniza¢do das unidades (mm) do reticulo de medida ocular
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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
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Os nervos foram medidos com 0 RMO nos dois maiores eixos, independentemente da
sua morfologia (o nervo que ¢ 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 varias

porg¢des, produzindo uma contagem maior de numero absoluto de nervos.

A invasdo neural foi definida como glandulas de carcinoma da proéstata 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 invasdo e justa-posi¢do perineural foi considerada. Justa-posicdo foi
definida como glandulas benignas ou neoplésicas extrinsecas ao espago perineural que

focalmente comprimem o nervo.

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.

Para a comparacdo, quanto a invasdao de nervos (Grupo I: auséncia de invasdo de
nervo no HE e no S-100; Grupo II: presenca de invasdao de nervo no HE e no S-100 e
Grupo III: presenga de invasdo de nervo somente no S-100) foi realizada, para as variaveis
assimétricas, transformagao de rank previamente a ANOVA e, ap6s o teste de Tuckey. Nas

variaveis com distribui¢do normal foi realizada a ANOVA.

Em alguns calculos, para variaveis 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.
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Anexo 5: coeficientes de correlacdo e associagdo — padronizagao

de tamanho de efeito.

(Kotrlik JW, Williams HA. The Incorporation of Effect Size in Information Technology, Learning, and
Performance Research. Information Technology, Learning and Performance Journal, 2003; 21(1): 1-7.)

Tabela 20: Alguns parametros para interpretagdo de tamanho de efeito

FONTE ESTATISTICA VALOR INTERPRETACAO
Rea & Parker, 1992  phi ou “V” 0,0 1—0,1 Associagao Insignificante
de Cramer 0,11—0,2 Associacao Fraca
0,21—0,4 Associacdo Moderada
0,41—0,6 Associacdo Relativamente Forte
0,6 1—0,8 Associacdo Forte
0,81—1,0 Associacao Muito Forte
Davis, 1971 Coeficientes de >7 Associacao Muito Forte
Correlagaot 0,5-0,69 Associacao Substancial
0,3-0,49 Associacdo Moderada
0,1-0,29 Associagao Fraca
0,01 — 0,09  Associagdo Insignificante
Hinkle, Wiersma &  Coeficientes de 0,9-1,0 Correlagdo Muito Alta
Jurs 1979 Correlacaof 0,7-0,9 Correlacao Alta
0,5-0,7 Correlagdo Moderada
0,3-0,5 Correlacdo Baixa
0,0-0,3 Correlacao Pequena ou Ausente
Hopkins 1997 Coeficientes de 0,9-1,0 Correlagdao Quase Perfeita
Correlacaof 0,7-0,9 Correlagao Muito Grande
0,5-0,7 Correlacao Grande
0,3-0.,5 Correlacdo Moderada
0,3-0,1 Correlagdo Pequena
0,0-0,1 Correlagdo Praticamente Ausente

+ Produto-momento de Pearson e Spearman (I's)
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RESUMO

Introducéo e Objetivo: o gene TP53 ¢ o alvo isoladamente mais comum de mutagdo
em tumores humanos. Estd envolvido no bloqueio do ciclo celular, reparo ao DNA,
diferenciacdo celular e apoptose, em resposta ao dano genético. O exame de imuno-
histoquimica (IHQ) pode detectar o acimulo da proteina p53 no nucleo celular, indicando
mutacdo. Esta mutagdo tem sido associada a comportamento agressivo nos carcinomas
prostaticos. O conhecimento das caracteristicas histoldgicas deste carcinoma permite o
estabelecimento de critérios diagnosticos anatomopatoldgicos e de graduagdes histoldgicas
que visam a um melhor atendimento dos pacientes com a doenca. O estudo da relagdo entre
os achados de biologia molecular e as caracteristicas histologicas desta neoplasia leva a um
maior conhecimento de mecanismos que produzem as alteragdes morfologicas teciduais,
auxiliando na identificacdo de novas variaveis promissoras na determinagdo do
comportamento bioldgico da doenca.

Material e Método: foram examinadas amostras de 101 exames de bidpsias por
agulha da prostata, de setenta pacientes com carcinoma, através de laminas coradas pelo
HE, selecionados de 500 exames consecutivos. Obtiveram-se novos cortes dos mesmos
blocos de parafina, sendo estes corados pela técnica de ITHQ, utilizando o anticorpo
monoclonal DO7 para p53, em 69 dos pacientes. Foram anotados, para estudo de
associagdo, os achados morfologicos, o padrao da coloragdo IHQ para p53, a presenca de
invasdo de nervos (IN) pelas coloragdoes HE e de IHQ para proteina S100 e algumas
caracteristicas clinico-laboratoriais dos pacientes com carcinoma prostatico.

Resultados: dentre as formas de aferir a positividade IHQ p53, a imunorreatividade
em grupamento foi o padrao que melhor se correlacionou com os achados clinico-
patologicos examinados: PSA sérico, escore de Gleason, quantidade de tumor na amostra
(p<0,01) e presenca de invasao de nervo. Dentre os critérios diagnosticos estudados, houve
associacdo estatisticamente significativa da imunorreatividade em grupamento para p53
com as presengas de micronddulos de colageno e mais de um nucléolo proeminente no
mesmo nucleo de célula neoplasica. Quanto a IN, apenas quando a mesma foi identificada
com a técnica de IHQ (proteina S100), houve associacdo estatisticamente significativa.

Conclusdo: o padrdo de imunorreatividade em grupamento mostra-se superior aos
demais quando comparado aos achados anatomopatoldgicos com valor preditivo em
biopsias e com o valor do PSA sérico. A associacao estatisticamente significativa entre a
imunorreatividade em grupamento para p53 e a presenca de IN detectada com a utilizagado
da proteina S100 contrasta com a auséncia de significancia quando a IN ¢ identificada na
histologia convencional (HE). Estes achados recomendam novos estudos para verificar a
utilidade da determinacdo IHQ da IN no prognostico da doenca e para identificar o
mecanismo molecular de invasdo de nervos de pequeno tamanho que ndo sdo facilmente
identificados no HE. A presenca da associagdo da positividade ITHQ para p53 com
micronodulos de colageno igualmente recomenda novos estudos clinicos e moleculares
para esclarecimento da relacdo deste achado histoldgico com o comportamento bioldgico
do carcinoma prostatico.

Palavras-chave: carcinoma da prostata, TP53, S100, imuno-histoquimica, histologia,
histopatologia, critérios diagnosticos, bidpsia transretal.
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ABSTRACT

Background: TP53 is the single most common target of mutation in human tumors. It is
involved in the blockage of the cell cycle, DNA repair, cell differentiation and apoptosis, in
response to genetic damage. Immunohistochemistry (IHC) can detect the accumulation of
the p53 protein in the cell nucleus, indicating mutation. This finding has been associated
with aggressive behavior in prostatic carcinomas. Knowing the histological characteristics
of this carcinoma allows pathologic diagnostic criteria and grading systems to provide
better care to patients who have this disease. The study of the relationship between
molecular biology findings and the histological characteristics of this neoplasm leads to
greater knowledge of the mechanisms that produce morphological changes in tissue,
helping to identify promising new variables to determine the biological behavior of the
disease.

Methods: samples of 101 needle biopsies of the prostate were examined, from seventy
patients with prostatic carcinoma, in sections stained with hematoxilin and eosin (HE),
selected from 500 consecutive examinations. New sections were obtained from the same
paraffin blocks and were immunostained using the monoclonal antibody DO7 for p53, in
69 of the patients. For purposes of the association analysis, the morphological findings, the
pattern of immunostaining for pS3, the presence of perineural invasion (by HE and THC
staining for S100 protein) and some clinical and laboratory characteristics of patients with
prostatic carcinoma were noted.

Results: among the ways used to measure ITHC positivity for the p53, clustered
immunostainig was best correlated with the clinicopathologic findings examined: serum
PSA, Gleason score, amount of tumor in the sample (p<0.01) and the presence of perineural
invasion (PNI). Of the diagnostic criteria, there was a statistically significant association of
clustered pS3 immunostaining with the presence of collagen micronodules and the finding
of more than one prominent nucleolus in the same nucleus of neoplastic cell. Statistically
significant association also occurred when PNI was identified with S100 protein.
Conclusion: clustered p53 immunostaing was best correlated than others staining patterns,
when compared to the pathologic findings with prognostic value in biopsies and with the
serum PSA. The statistically significant association of clustered p53 immunostainig and the
presence of PNI detected with the use of S100 protein contrasts with the absence of
significance when PNI was identified in conventional histology (HE). New studies are
recommended to verify the usefulness of IHC detection of PNI in the prognosis of the
disease and to identify the molecular mechanism of invasion of small nerves that are not
easily identified in HE stained slides. The presence of the association of IHC positivity for
p53 with collagen micronodules also recommends new clinical and molecular studies to
account for the relationship between this histological finding and the biological behavior of
prostatic carcinoma.

Key words: prostatic carcinoma, TP53, S100, immunohistochemistry, histology,
histopathology, diagnostic criteria, needle biopsy.
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INTRODUCAO

O dano nao letal ao DNA ¢ o cerne da carcinogénese. Este dano pode ser adquirido
através da acdio de agentes quimicos, fisicos e/ou bioldgicos.'™ A hipdtese genética do
cancer tem na sua fundamentacdo a premissa de que os tumores sdo expansodes clonais de
uma Ginica célula que sofreu dano ao seu material genético.”

O gene p53 ou TP53 ¢ um dos genes relacionados ao cancer mais estudados.
Codifica uma proteina de 53kD com o mesmo nome, a proteina p53, que ¢ responsavel pela
sua fungdo bioldgica.” Esta localizado no cromossomo 17p13.1 e é o alvo isoladamente
mais comum de mutacdo em tumores humanos.**® Mais de 70% dos tumores humanos
contém algum defeito neste gene e grande parte dos que ndo apresentam este defeito tém
outros em genes que influenciam na sua expressdo.’ Suas atividades normais
compreendem: a) parar temporariamente o ciclo celular prolongando a fase GI, entre a
mitose ¢ a fase de sintese, promovendo tempo extra para reparo a dano no DNA; b)
desencadear o processo de apoptose na célula também em resposta a dano no DNA; c)
estimular a transcricdo de genes relacionados com a diferenciagdo dos tecidos,
encaminhando a célula a um sentido oposto ao da carcinogénese.*>’” ">

Adenocarcinomas prostaticos variam desde canceres que formam glandulas bem
diferenciadas, onde eventualmente pode ser dificil de defini-los como carcinomas, até
tumores pobremente diferenciados, onde pode ser dificil determinar que a origem do cancer
seja prostatica. Uma caracteristica comum ¢ a auséncia de células basais, em contraste com
o epitélio prostatico benigno."* "

O diagnoéstico do carcinoma prostatico depende do reconhecimento de uma
quantidade grande de caracteristicas teciduais que podem ser arquiteturais, nucleares,

. L. . . , . , . 13-1
citoplasmaticas ou intraluminares dos 4cinos neoplasicos.'*
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Os achados de formacdes glomerulodides, fibroplasia mucinosa (ou micronddulos de
colageno) e a invasao de nervos sao considerados especificos para carcinoma por ndo terem
sido descritos em glandulas benignas.'”?' As formacdes glomeruldides sdo 4cinos com
proliferagdes luminares de células em conformagdo cribriforme aparentemente aderidas a
um ponto da “parede” deste mesmo &cino, lembrando a estrutura de um glomérulo. A
fibroplasia mucinosa caracteriza-se por um tecido fibroso pouco celular em forma de
pequenos nddulos possivelmente correspondendo a uma reagdo estromal, classicamente
atribuida ao extravasamento de contetido luminar mucoéide dos acinos malignos. O estudo
de Arangelovich e colaboradores ** que analisou estas estruturas ultra-estruturalmente,
refere que as mesmas sdo constituidas por bandas de coldgeno fragmentadas envoltas por
material semelhante a membrana basal. No referido estudo, ndo foi encontrado resquicio de
muco nestas estruturas. A invasao de nervos ¢ um achado especifico desde que diferenciada
de justa-posicao de nervos por glandulas benignas ou malignas, fator que pode confundir o
observador.'>'71%

Acredita-se que a invasdao neural seja via para disseminagdo extra-prostatica do
carcinoma.”* McNeal e colaboradores ° demonstraram que 85% dos casos de penetragdo
capsular estdo relacionados com a invasdo neural. A invasdo neural pelo carcinoma da
prostata ndo € um efeito somente de volume, pois carcinomas pequenos também podem
apresentar invasio de nervo.”® Yang e colaboradores *’ relataram que o componente neural
favorece o crescimento da neoplasia inibindo a apoptose, o que facilitaria a disseminacao
do carcinoma através dos nervos, mesmo em carcinomas considerados pequenos. O valor
da identifica¢do de invasdo de nervos ¢ controverso como fator preditivo independente em

28-32

analises multivariadas , apos consideragdo do grau de Gleason, PSA sérico pré-

operatorio e quantidade de tumor na biopsia.
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A demonstracao da expressao imuno-histoquimica de marcadores moleculares como
fatores prognosticos ou preditivos ainda ndo se mostrou comprovadamente TUtil na
assisténcia aos pacientes com carcinoma prostatico. Estudos com bidpsias transretais sao
conflitantes no que se refere a capacidade da imunorreatividade para pS3 em determinar
prognostico previamente ao tratamento.””>° Neste tipo de material, muitos trabalhos
mostram correlagdo positiva entre a superexpressao desta proteina e o comportamento
bioloégico do carcinoma prostatico, algumas vezes independentemente de fatores
prognosticos classicos.”'®'**7 No entanto, muito provavelmente devido a4 sua baixa
especificidade * e as questdes metodoldgicas envolvidas na determinacio indireta da

mutacao do TP53, este achado ainda ndo se apresenta util no atendimento aos pacientes.

MATERIAL E METODO

O presente estudo avaliou amostras de tecido de 70 pacientes, submetidos a biopsia
transretal da prostata, com carcinoma, em um periodo de seis meses, realizadas pelo
Servigo de Urologia do 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. Nao foi definido pelo presente

estudo um unico médico que efetuaria as biopsias, nem uma padronizacao 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 Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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Foram excluidos casos de biopsias por agulha da prostata sem carcinoma, casos
“suspeitos, mas nao diagnosticos de carcinoma” e casos diagnosticados como carcinoma no
exame histologico pela coloragdo HE, que apresentaram perda de tecido nos novos cortes
realizados para a técnica de imuno-histoquimica em quantidade suficiente para que o tumor
ndo fosse morfologicamente identificado nestes novos cortes.

Foram analisados, apds consulta do prontuario médico dos pacientes, parametros
prévios a bidpsia, como idade do paciente e PSA sérico total.

Todas as bidpsias foram fixadas em formalina tamponada a 10%, processadas
(desidratagdo em alcool etilico de concentragdes crescentes, clareamento em xilol,
impregnacao por parafina fundida) e incluidas em blocos de parafina. Os blocos de parafina
contendo os tecidos incluidos foram seccionados pela navalha de aco do microétomo,
obtendo-se cortes com cerca de 5 um (5 micrometros = 0,005 milimetros) de espessura. As
laminas preparadas foram coradas pelo método da hematoxilina e eosina (HE). Numa
segunda etapa, os mesmos blocos de parafina foram novamente seccionados no micrétomo,
obtendo-se novos cortes com cerca de Sum de espessura. Estes foram corados pela técnica
imuno-histoquimica (complexo streptavidina-biotina-peroxidase), utilizando o anticorpo
para a proteina p53 (Dako®, mouse anti-human, monoclonal, clone DO-7, dilui¢do: 1:100)
que reconhece tanto as formas mutantes quanto a forma normal ou “selvagem” da proteina
p53. Cortes de tecido de tumores mamarios reconhecidamente positivos para a reacao
serviram de controle positivo para toda a bateria de testes. Para estudo da invasdo de
nervos, cortes histologicos foram corados também pela técnica imuno-histoquimica,

utilizando o anticorpo policlonal para a proteina S-100 (Novocastra®, policlonal liquida,
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diluicao de 1:200). Cortes de tecido intestinal (plexo nervoso mioentérico), incluidos em
parafina, serviram de controle positivo para toda a bateria de testes.

Todas as bidpsias foram avaliadas simultaneamente por dois patologistas, em um
microscopio optico de dupla observagao e as discordancias resolvidas por consenso.

Inicialmente foram estudadas todas as bidpsias coradas pelo HE e, numa segunda
etapa, com intervalo minimo de seis meses, foram observadas todas as bidpsias coradas
pela imuno-histoquimica para a proteina S-100 e para p53.

Foi utilizado um microscopio Optico de dupla observacdo, da marca Zeiss, modelo
Standard 20, com quatro objetivas (2,5, 20, 40 e 100 aumentos) e ocular com aumento de
dez vezes. O didmetro do campo de microscopia com objetiva de 400 aumentos ¢ 0,4 mm.

A extensao 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 padrao de
um instrumento chamado de reticulo de medida ocular (RMO), acoplado a uma das
oculares do microscopio. Apds transformar as unidades em milimetros, somaram-se todas
as extensdes dos fragmentos e multiplicou-se o resultado pela espessura, como se fosse um
retangulo.

A extensdo do carcinoma da prostata foi medida sob microscopia 6ptica com régua
milimetrada propria para uso em microscopia optica, colocada sobre a lamina de vidro,
entre esta e a objetiva. A maior espessura do carcinoma entre todos os fragmentos
envolvidos por tumor foi obtida em unidades padrao do RMO. Apos transformarem-se as
unidades em milimetros, somaram-se todos os focos de carcinoma e multiplicou-se o
resultado pela espessura, como se fosse um retangulo.

A proporcao de carcinoma de cada paciente foi obtida dividindo-se a area total de

carcinoma pela area total de fragmentos nos cortes histologicos.
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Os nervos foram definidos como bandas de, pelo menos, trés células de espessura,
paralelas, com configuragdo fascicular. Nao foi considerada nervo qualquer marcagao
positiva do S-100 em um fasciculo com menos de 3 células paralelas ou menor do que
0,0083 milimetros de diametro, pois poderiam representar células dendriticas (fig.1). A
medida s6 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 padrao) na objetiva de

40x e por corresponder a aproximadamente, trés células paralelas.

Fig. 1. Marcagédo de nervo (seta maior) pela proteina S100 — 400x
— e marcagdo de estruturas pelo mesmo anticorpo menores que o
tamanho minimo considerado como nervo (setas menores).

A invasao 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 invasdo e justa-posi¢do perineural foi considerada. Justa-posicdo foi
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definida como glandulas benignas ou neoplésicas extrinsecas ao espago perineural que
focalmente comprimem o nervo.

Foram inicialmente considerados como positivos para a reagdo imuno-histoquimica,
todos os casos com marcagdo nuclear no tumor, em qualquer quantidade e intensidade,
desde que esta marcagdo ndo fosse interpretada como defeito técnico, sendo para isto
utilizados como auxiliares os exames de controle. Este tipo de marcacao foi identificada
como “p53”. Dos casos positivos para “p53”°, foram ainda coletadas informagdes referentes
a quantidade de nucleos positivos dentre o total de nucleos de carcinoma, na forma de
percentagem, avaliada subjetivamente e identificada como “p53prop”, podendo variar
teoricamente entre 0 (zero)% e 100%, e intensidade da reag¢ao (“p53int’), em escore de 0
(zero) a 3, sendo assinalado o valor 3 para os casos com nucleos corados com maior
intensidade e 0 (zero) para os casos sem marcagao (ou negativos). A avaliagdo da
intensidade também utilizou os controles como pardmetro. Nos casos onde foram
encontrados, em um mesmo campo microscopico de 400x, 15 ou mais nucleos positivos,
em qualquer intensidade, foi utilizada a designagdo de positividade para p5S3 em
grupamento (“p53g™).

A comparacao entre as modalidades de aferi¢do da positividade imuno-histoquimica
para p53 e os achados histologicos, PSA sérico e idade dos pacientes foi efetuada através da
obtencdo do coeficiente de correlagdo de Spearman. Quando comparadas duas varidveis
nominais dicotdmicas, foi utilizado também o coeficiente phi. O teste de significancia, nas
variaveis medidas em escala ordinal, foi feito através da afericdo da significancia da

“t”

correlacdo de Spearman (I's), que ¢ feita através do teste “t” de Student. A significancia do

coeficiente phi é calculada a partir do teste do qui-quadrado de Pearson. Para qualificar a
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magnitude das associagdes, utilizaram-se tabelas que agrupam os valores obtidos em

categorias que variam desde associagdes ausentes até perfeitas (tabela 1).

Tabela 1 - Alguns pardmetros para interpretacio de tamanho de efeito **

FONTE ESTATISTICA VALOR INTERPRETACAO
Rea & Parker, 1992  phi ou “V” 0,0 1—0,1  Associagdo Insignificante
de Cramer 0,1 1—0,2  Associagdo Fraca

0,21—0,4 Associagdo Moderada
0,41—0,6  Associagdo Relativamente Forte
0,6 —0,8  Associagdo Forte
0,8 1—1,0  Associagdo Muito Forte
Davis, 1971 Coeficientes de >7 Associacao Muito Forte
Correlacao 0,5-0,69  Associagdo Substancial
0,3-0,49 Associacdo Moderada
0,1 -0,29  Associacgdo Fraca
0,01 — 0,09 Associacao Insignificante
Hinkle, Wiersma &  Coeficientes de 09-1,0 Correlagdao Muito Alta
Jurs 1979 Correlagao 0,7-0,9  Correlagao Alta
0,5-0,7 Correlagdo Moderada
0,3-0,5 Correlagao Baixa
Hopkins 1997 Coeficientes de 0,9-1,0 Correlagao Quase Perfeita
Correlagao 0,7—-0,9  Correlagdo Muito Grande
0,5-0,7 Correla¢ao Grande
0,3-0,5 Correlagao Moderada
0,3-0,1 Correlagao Pequena
0,0-0,1 Correlagdo Praticamente
Ausente

RESULTADOS

Este estudo avaliou amostras de tecido prostatico em 101 procedimentos consecutivos
de biodpsias 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. Foi excluido um caso devido a falta de carcinoma no corte histoldégico onde foi
realizada a técnica de imuno-histoquimica para p53. As tabelas 2 e 3 descrevem as

caracteristicas clinicas e histopatoldgicas dos pacientes estudados.
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Tabela 2 - Caracteristicas descritivas dos pacientes com carcinoma
de prostata (n=69)

Caracteristica MediQa_de
sumario
Idade, anos 69,1+£9,0
PSA sérico total, ng/ml 8,8 (6,4 —20,1)
Escore de Gleason 6,6+0,7

Propor¢ao de Carcinoma no total de tecido amostrado, % 27,3 (6,1 —51,3)

Medida do maior eixo de tumor, mm 5,9 (2,5-10,0)

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

Dos 69 pacientes estudados, 47,8% apresentaram positividade para p53 e 26,1%
foram positivos para o0 mesmo marcador quando foi utilizado o critério de positividade em
grupamento (fig. 2). Quando, além da positividade para p53, foi avaliada a propor¢ao de
nucleos positivos para p53, os casos variaram entre nenhum nucleo positivo (0%) e 60% de
nucleos positivos. Quanto a intensidade da positividade, os casos estudados obtiveram
valores de zero a 3 (fig. 3, 4 e 5) A tabela 4 mostra as caracteristicas descritivas das

técnicas utilizadas para aferir a positividade imuno-histoquimica para p53.

Tabela 3 - Distribuigdo dos pacientes segundo niveis de risco
para recidiva bioquimica no carcinoma de préstata (n=69) **

Nivel de risco f %
Baixo: PSA <10 e Gleason < 6 25 36,2
Intermediario: PSA 10 a 20 ou Gleason = 7 35 50,7
Alto: PSA > 20 ou Gleason > 8 9 13,1

PSA: antigeno prostatico especifico (ng/ml).
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Flg. 3. p53+, 1nten31dade 1. Fig. 4. p53+, intensidade 2. Flg 5. p53+, intensidade 3.

Tabela 4 - Caracteristicas descritivas das modalidades de afericdo da
imunorreatividade para p53 (n=69)
Medida da expressdo IHQ do p53 Medida de Sumario
p53 em grupamento 26,1%
p53 47,8%
p53,intensidade da reacgéo 0(0-1)
p53,percentagem de ndcleos positivos 0(0,0-17,5)

Os dados sdo apresentados como percentual de casos positivos na amostra ou mediana
(amplitude interquartil: P25 — P75).

Intensidade da positividade para p53: O=negativo, 1=positivo em intensidade fraca, 2=positivo
em intensidade intermediaria, 3=positivo em intensidade forte.

Dos 69 casos avaliados, 89,9% obtiveram escores de Gleason 6 ou 7. A tabela 5
mostra a distribuicdo dos escores de Gleason nos pacientes nos quais foi estudada a

expressao da p53.
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Entre as modalidades de determinag@o da imunorreatividade para p53, a positividade
em grupamento (p53g) apresentou os maiores valores de coeficiente de correlagdo
(correlagao positiva) quando testada frente ao valor do PSA e a caracteristicas histologicas
freqiientemente estudadas como fatores prognosticos e/ou preditivos no carcinoma
prostatico. Estes dados sdo apresentados na tabela 6. As correlagdes variaram entre muito

fracas e moderadas.

Tabela 5 - Distribuigao dos Escores de Gleason dos pacientes com carcinoma

(n=69)
Escore de Gleason
6 7 8 9 Total
n 32 30 6 1 69
% 46,4 435 8,7 1,4 100

Tabela 6 - Coeficiente de Correlagdo entre os métodos de afericdo da imunorreatividade
para p53 e achados clinicos e histologicos dos pacientes com carcinoma prostatico

Método de Caracteristicas
Afericdo Clinicas n=68 Histologicas n=69
Idade PSA POC >Eixo de tumor IN (HE) Gleason
p53prop 0,13 0,18 0,13 0,20 -0,11 0,18
(0,29)  (0,14) (0,30) (0,10) (0,35) (0,14)
p53int 0,07 0,11 0,15 0,18 -0,17 0,17
(0,54)  (0,39) (0,21) (0,13) (0,16) (0,15)
p53 0,03 0,18 0,18 0,19 -0,13 0,13
(0,80)  (0,19) (0,15) (0,11) (0,27) (0,28)
p53g 0,04 0,23 0,20 0,34 0,11 0,23
(0,76)  (0,06) (0,09) (<0,01) (0,37) (0,06)

Os dados estdo apresentados como Coeficiente I's de Spearman (valor p). PSA: antigeno prostatico especifico.
p53prop: propor¢do(%) de células positivas. p53int: intensidade da positividade. p53: positividade em
qualquer padrdo. p53g: positividade em grupamento. POC: proporc¢do(%) objetiva de carcinoma. > Eixo de
tumor: maior eixo de tumor na amostra. IN: invasdo de nervo. HE: método da hematoxilina e eosina. Gleason:
escore de Gleason.
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Quando estudada a relagdo entre presenga de invasdao de nervos (fig. 6) e a
positividade em grupamento para p53, encontrou-se associagdo ténue, sem significancia
estatistica, quando a invasdao de nervo(s) foi aferida pelo exame histolégico convencional
(HE). Utilizada a determinacao de invasdo de nervo(s) com o auxilio da reatividade para a
proteina S100 por imuno-histoquimica (fig. 7 e 8), houve significancia estatistica e um
aumento da faixa de magnitude no coeficiente phi (0,33; p<0,01). Dos casos com invasdo
de nervo detectada no HE, 14,5% apresentaram positividade em grupamento para p53,
contrastando com 23,2% de positividade para p53 em grupamento nos casos com invasao

de nervos detectada com a utilizagdo da demonstragdo imuno-histoquimica da proteina

S100 (tabela 7).

Fig. 6. Invasdo de nervo por carcinoma
(H.E., 400x%).

Tabela 7 - Coeficiente de concordancia (phi) entre a imunorreatividade em
grupamento para p53 e presenga de invasdo neural por carcinoma prostatico nos
métodos HE e de imuno-histoquimica para a proteina S100. n=69

n (%) Presenca de p53  phi*t p*
em grupamento
Invasdo de nervo - HE 32 (46,4) 10 (14,5) 0,11 0,36
Invasao de nervo - S100 43 (62,3) 16 (23,2) 0,33 <0,01

Os valores da coluna p53 em grupamento sdo apresentados como niimero de casos com presenga
concomitante da positividade para p53 em grupamento e presenga de invasdo de nervo (%). TVer
anexo 5 — magnitude das associagdes.
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Fig. 7. Invasdo de nervo por carcinoma Fig. 8. Invasdo de nervo por carcinoma
(S100, 400x). (S100, 1000x).

Em relagdo aos critérios morfologicos utilizados para o diagnéstico de carcinoma
prostatico, encontraram-se associacdes estatisticamente significativas entre a positividade
em grupamento para p53 e a presenca de fibroplasia mucinosa (micronodulos de colageno)
(fig. 9) e presenga de mais de um nucléolo proeminente em um mesmo nucleo (fig. 10) das
células de carcinoma (p<0,01). Os dados relativos aos critérios morfologicos estdo

apresentados nas tabelas 8 € 9.

Tabela 8 - Freqiiéncia de critérios diagnosticos nos carcinomas prostaticos (n=69) e relagdo
com a imunorreatividade em grupamento para p53, parte [

Critérios Frequéncia  p53 em grupamento phi* p*
relativa -% n (%)

Nucleares

Nucléolos Proeminentes 97,1 18(26,1) 0,10 0,40

Mais de um (1) Nucléolo 55,1 16(23,2) 0,40 <0,01

Proeminente em um

Ncleo

Aumento do Tamanho 73,1 13(19,4) 0,04 0,72

Nuclear (n=67)7

Hipercromasia Nuclear 58,2 12(17.,9) 0,15 0,23

(n=67)7

continua...
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continuagio...

Critérios Frequéncia  p53 em grupamento phi* p*
relativa -% n (%)

Citoplasmaticos

Anfofilia 53,6 11(15,9) 0,09 0,46

Citoplasma Amplo? 284 7(10,4) 0,17 0,17

Secrecdo Intraluminar

Eosinofilicas

Grumosa 91,3 16(23,2) -0,05 0,67

Concéntrica 18,8 4(5,8) 0,05 0,67

Sem outra especificagdo 8,7 3(4,3) 0,17 0,16

Cristaloides 31,9 7(10,1) 0,09 0,46

Basofilica

Mucinosa 72,5 15(21,7) 0,14 0,23

Os valores da coluna p53 em grupamento sdo apresentados como numero de casos com presenga
concomitante da positividade para p53 em grupamento e o achado morfologico — critério — indicado na

primeira coluna(%).

7Foram excluidos casos onde ndo houve célula epitelial benigna na amostra para comparagao.

Phi: medida de associagdo para duas variaveis dicotomicas.

Fig. 9. Fibroplasia mucinosa (micronddulos de
colageno)(H.E. 400x).

Fig. 10. Mais de um nucléolo proeminente por
nucleo de célula de carcinoma (H.E. 1000x).
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Tabela 9: Freqiiéncia de critérios diagnosticos nos carcinomas prostaticos (n=69) e relagdo
com a imunorreatividade em grupamento para p53, parte 11

Critérios Frequéncia p53 em phi* p*
relativa (%) grupamento
n (%)

Arquiteturais
e Estromais @

Glandulas orientadas em 88,4 15(83,3) -0,09 0,43
eixos perpendiculares

entre si

Acinos pequenos e 84,1 16(23,2) 0,08 0,51

regulares em meio a
acinos normais

Desmoplasia 21,7 6(8,7) 0,17 0,16
Outros

Figura(s) de mitose 43 2(2,9) 0,20 0,10
Fibroplasia Mucinosa? 7,2 4(5,8) 0,34 <0,01
Extensao Extra- 5.8 1(1,4) 0,00 0,96
Prostatica¥

Formagoes Glomeruloides 18,8 5(27.,8) 0,14 0,26
NIP de Alto Grau 31,9 8(11,6) 0,16 0,18
associada

Os valores da coluna p53 em grupamento sdo apresentados como numero(%) de casos com presenca
concomitante da positividade para p53 em grupamento e o achado morfoldgico — critério — indicado na
primeira coluna.

* Exceto invasdo de nervos.

4 Micronddulos de colageno.

Y Identificada através do achado de infiltra¢ao de tecido adiposo.

Phi: medida de associagdo para duas variaveis dicotomicas.

NIP: neoplasia intraepitelial prostatica.

DISCUSSAO
A determinagdo imuno-histoquimica da superexpressdo da p53 associa-se a mau

progndstico em carcinomas prostaticos.
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A presencga da superexpressao imuno-histoquimica para p5S3 ¢ mais freqliente em
carcinomas originados na zona periférica do que nos da zona de transi¢do. Estes ultimos

. . . 40
costumam apresentar escores de Gleason mais baixos e serem menos agressivos.

No nosso estudo, encontramos 47,8% de positividade para pS3 sem outras
especificacdes e 26% de positividade grupamento para o mesmo marcador. A literatura
apresenta freqiiéncias entre 6%, nos carcinomas de baixo grau *', e 80%, quando qualquer
quantidade de positividade é encontrada em pegas cirurgicas **, sendo evidente uma grande
variabilidade dependente de tipo de material examinado e método de afericdo da
imunorreatividade. Em bidpsias, encontramos na literatura freqiiéncias entre 18% e

66%.333¢

A determinagao em grupamento da expressao imuno-histoquimica da p53 mostrou-se,
no presente estudo, superior as demais formas de categorizar como positiva a
imunorreatividade para o produto do gene. Mesmo com uma magnitude ndo muito superior,
relacionou-se com mais forca com o valor do PSA e com os achados freqiientemente
mencionados nos laudos anatomopatologicos que tém valor preditivo, independente ou nao,
para eventos adversos no seguimento dos pacientes com carcinoma prostatico. Houve
significancia estatistica da correlagdo com o maior eixo de tumor nas amostras (p<0,01) e
uma tendéncia a significancia estatistica quando estudados o escore de Gleason (p=0,06) e

o valor do PSA sérico (p=0,06).

Pelos resultados deste estudo, pela ndo alteracdo nos custos do exame e por ndo haver
aumento significativo no tempo e na dificuldade relacionados especificamente com este

tipo de afericdo quando comparado aos outros métodos testados, nao hesitamos em
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recomenda-lo como um dos métodos de escolha em bidpsias. Estes achados estdo em
concorddncia com os de Yang e colaboradores ** que, de forma pioneira, sugerem esta
modalidade para o estudo imuno-histoquimico da mutagdo do TP53 no cancer de prostata.
Uma explicagdo para esta provavel especificidade maior para identificar a mutagdo reside
no fato de que é muito pouco provavel que a expressao de uma proteina, que em situagdes
normais tem uma meia vida curta, seja detectada simultaneamente em 15 nucleos dentro de

um mesmo campo de grande aumento de microscopia (400x).

O estadiamento pré-operatério do carcinoma da prostata ¢ baseado no toque retal, no
PSA sérico, nos achados histopatoldgicos da biopsia e em exames de imagem. O toque
retal, freqiientemente, subestima a extensdao do tumor e os exames de imagem acrescentam
pouco para a acuracia do estadiamento pré-operatorio. A interpretacdo pré-operatoria do
PSA sérico ¢ confundida pela hiperplasia nodular da prostata e pelo grau de diferenciagado
do tumor.*® Portanto o PSA sérico ndo ¢ suficientemente adequado para predizer
estadiamento patoldgico final em um individuo com doenga localizada. O escore de
Gleason na biopsia ¢ fortemente associado com estadiamento patologico final para
pacientes que apresentam escores extremos (escores de 2 a 4 e de 8 a 10) **. Entretanto,
grande parte dos pacientes com carcinoma da prostata apresenta escores de Gleason 6 € 7,
valores que ndo sdo bons preditores de estadiamento patologico. Na nossa amostra, de 69

pacientes, 89,9% apresentaram escores de Gleason 6 e 7.

Com relagdo ao TP53, ha virtualmente um consenso ao afirmar que o funcionamento
defeituoso do mesmo, que pode ser expresso na demonstracdo imuno-histoquimica da
superexpressao da proteina p53, correlaciona-se com perfil mais agressivo da doenga. A

controvérsia ¢ se a determinagdo da mutagdo por este método tem poder preditivo
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independente, principalmente se examinada em bidpsias, quando comparada a fatores
progndsticos classicos como, por exemplo, o escore de Gleason e valor do PSA sérico.
Novos estudos, incluindo também outros métodos de estudo do gene, ainda sdo necessarios.
A falta de padronizacdo que seja universalmente utilizada para o ponto de corte na
quantificagdo de nucleos positivos que representaria melhor a presenca da mutagdo, ou que
indique os casos de pior prognostico, pode ser em parte responsavel pela controvérsia. Em
algumas situagdes especificas, como a que se refere ao tratamento radioterdpico, parece
haver uma possibilidade mais forte de utilizagdo clinica, uma vez que casos com a mutagao

. . , 36,44,45
responderiam menos ao efeito pro-apoptose deste tratamento.”™ "

A invasdo neural pelo carcinoma da prostata na bidpsia, como variavel preditora para
estadiamento tumoral, tem sido examinada por varios estudos. Entretanto, o valor preditivo
positivo encontrado ¢ muito variado. A freqiiéncia de invasdo neural varia nos estudos entre
11 e 38%, logo ndo ¢ surpreendente que existirdo diferengas entre os mesmos quanto a
especificidade, sensibilidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo.”® A
invasao neural ¢ um critério diagnostico de carcinoma prostatico e pode ter valor preditivo
nesta doenca. A técnica da imuno-histoquimica com S-100 permite a deteccdo de nervos
invadidos de menor didmetro, os quais dificilmente sdo detectados nas laminas coradas pelo
HE. O estudo de Litvin e colaboradores *°, com amostragem de casos 70 pacientes,
comparou, em pun¢ao-bidpsia da prostata com carcinoma, a técnica do HE com a imuno-

histoquimica da proteina S-100, método mais sensivel para identificar nervos.

O presente estudo utilizou os mesmos casos do estudo de Litvin, exceto por um, que
foi excluido devido ao desaparecimento do carcinoma prostatico no corte histologico

destinado a realizagdo da técnica de imuno-histoquimica para o produto p53. Esta perda
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deve-se ao fato de que, com o aprofundamento do nivel de sec¢ao do bloco de parafina para
se obter mais um corte histologico, foi obtida uma amostra de tecido (novo corte) sem

neoplasia. Este evento ndo ¢ infreqiiente na rotina diagnodstica da anatomia patologica.

Litvin, nos 70 pacientes avaliados, encontrou 31 (44,3%) pacientes com invasdo de
nervo pelo carcinoma no HE e 43 (61,4%) com invasdo de nervo com a técnica imuno-
histoquimica para a proteina S-100 (p<0,001). Estes achados sdo expressivos, pois diferem
consideravelmente das informagdes encontradas na literatura. Esta diferenca
estatisticamente significativa manteve-se na amostra do presente estudo (com um paciente a
menos), que para os mesmos achados, apresentou freqiiéncias semelhantes

(respectivamente 46,4% versus 62,3%).

A associacdo moderada dos achados de imunorreatividade em grupamento para p53
com a invasdo de nervos, quando esta ¢ identificada com o auxilio da imuno-histoquimica
para a proteina S100, contrasta com a associacdo fraca, sem significdncia estatistica,
quando a presenca de invasdo de nervos ¢ determinada pelo exame histolégico

convencional (HE).

Como, de acordo com o estudo de Litvin, os nervos invadidos que sdo detectados
apenas na técnica do S100 sdo os de menor tamanho, pode-se concluir que a invasao destes
nervos de menor tamanho ¢ responsavel pelas diferengas encontradas quando a
comparamos (técnica da S100) com o HE, no que se refere a imunorreatividade para p53,
ou seja, quando ha invasdo de nervos pequenos que normalmente passam despercebidos na

histologia convencional, h4 uma maior chance de estarmos frente a um caso com



107

positividade imuno-histoquimica para a proteina p53 e a uma provavel mutacdo do gene

TP53.

O mecanismo classicamente proposto para a invasdo de nervos por carcinoma ¢ que,
. . 5 5 6,24.46,47 .
nos trajetos de nervos, existe uma condi¢do de menor pressao , logo, os carcinomas
teriam uma via de crescimento e disseminacdo facilitada. E possivel que, nos nervos
pequenos, a infiltracdo por carcinoma nao seja facilitada da mesma maneira por este

mecanismo.

Algumas evidéncias apontam que invasdo neural pelo carcinoma da prostata nao
parece ser um efeito somente de volume tumoral e pressao reduzida no trajeto de nervos,
pois carcinomas pequenos também podem apresentar invasdo de nervo. Yang e

27 . .
colaboradores “* relataram que o componente neural favorece o crescimento da neoplasia
inibindo a apoptose, o que facilitaria a disseminacdo do carcinoma através dos nervos,

mesmo em carcinomas considerados pequenos.

Como o TP53 normal tem multiplas fungdes conhecidas na protecdo ao
desenvolvimento de tumores e na progressao destes, ¢ possivel que os subclones onde
exista mutagdo deste no carcinoma prostitico obtenham favorecimento para o
desenvolvimento de outras mutacdes, entre estas, alguma(s) que favoreca(m) maior
potencial de infiltragdo da neoplasia, permitindo a invasdao de nervos por mecanismo(s)
diverso(s) da facilidade concedida por ambiente de menor pressao presente no trajeto dos
mesmos. Além disto, um dos mecanismos de inibi¢do da apoptose em tumores € a

disfuncdo do TP53.
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Estes achados estimulam o estudo da invasdo de nervos como fator
progndstico/preditivo no nosso meio, devido a alta freqiiéncia deste evento nos casos
estudados tanto com a histologia convencional (HE), quanto nos casos examinados com a
proteina S100, onde a freqiiéncia ¢ ainda maior e sdo encontrados nervos de menor
tamanho. Reforcam também o estimulo a pesquisa de outros fatores relacionados
diretamente com a invasividade dos tumores, como moléculas de adesdo intercelular e
moléculas relacionadas com a digestdo do estroma para explicar um possivel mecanismo
particular responsavel pela invasao de nervos pequenos, conforme sugerido pela mais alta

freqiiéncia de superexpressdo imuno-histoquimica da pS3 nas lesdes com este achado.

Outras associagdes estatisticamente significativas com a imunorreatividade em
grupamento para pS3 foram as presencas de mais de um nucléolo proeminente em um
mesmo nucleo de célula de carcinoma (magnitude relativamente forte) e de micronddulos

de colageno (magnitude moderada).

Mais de um nucléolo proeminente por nicleo foi um achado identificado em 55,1%
da nossa amostra. No estudo de Varma e colaboradores que estudou critérios morfoldgicos
diagndsticos em carcinomas prostaticos, este achado apareceu em 64% dos casos. Como
nucléolos relacionam-se com sintese protéica **, logo, casos com mutagdo de um gene
(TP53) que suprime tumores pelos mecanismos anteriormente expostos, apresentariam uma

atividade de sintese protéica aumentada.

Os micronodulos de colageno sdo classicamente definidos como uma reagdao do
i 5 - . 16,49
estroma prostatico ao extravasamento de secre¢do mucosa dos acinos malignos. " No

referido estudo, ndo foi encontrado resquicio de muco nestas estruturas. Este achado
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19-22,49

micronodulos de colageno) € infreqiiente no carcinoma prostatico (0,1-2% , sendo
g q p

considerado patognomodnico do tumor, pois o tecido benigno da prostata, nas séries

19,21,49,50 : ~ .
“0) nunca apresentou este tipo de alteragdo. No nosso estudo, foi

estudadas
identificada uma freqiiéncia maior deste achado (7,2%). O motivo da maior freqiiéncia e da

associagdo encontrada carece de um modelo tedrico que a explique, sendo necessarios

novos estudos para confirmagao e melhor esclarecimento deste achado.

CONCLUSOES

Achados morfologicos associados a superexpressao da p53: micronodulos de
colageno e mais de um nucléolo proeminente no mesmo nucleo de célula de carcinoma
prostatico, em bidpsias, mostram-se como variaveis histologicas promissoras para estudos

de determinagdo de prognostico nesta doenca.

A invasao de nervos, apenas quando detectada com o auxilio da técnica de imuno-
histoquimica para a proteina S100, associa-se positivamente com a determinagdo imuno-

histoquimica de superexpressao da p53.

A invasdo de nervos detectada pelo S100, principalmente quando de pequeno
tamanho, constitui-se em um modelo experimental interessante para estudar caracteristicas

biolodgicas e clinicas dos tumores prostaticos.

A afericdo da positividade imuno-histoquimica para p53, de padrdao em grupamento,
apresentou maiores valores de medidas de correlagdo e associacdo com o valor do PSA
sérico, propor¢ao de tumor no total de tecido amostrado, medida do maior eixo de tumor

nas amostras, escore de Gleason e presenca de invasdo de nervos nos carcinomas
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prostaticos diagnosticados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, quando comparada as

demais modalidades testadas, em material de puncao-bidpsia transretal.
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ABSTRACT

Background: TP53 is the single most common target of mutation in human tumors. It is
involved in the blockage of the cell cycle, DNA repair, cell differentiation and apoptosis, in
response to genetic damage. Immunohistochemistry (IHC) can detect the accumulation of
the p53 protein in the cell nucleus, indicating mutation. This finding has been associated
with aggressive behavior in prostatic carcinomas. Knowing the histological characteristics
of this carcinoma allows pathologic diagnostic criteria and grading systems to provide
better care to patients who have this disease. The study of the relationship between
molecular biology findings and the histological characteristics of this neoplasm leads to
greater knowledge of the mechanisms that produce morphological changes in tissue,
helping to identify promising new variables to determine the biological behavior of the
disease.

Methods: samples of 101 needle biopsies of the prostate were examined, from seventy
patients with prostatic carcinoma, in sections stained with hematoxilin and eosin (HE),
selected from 500 consecutive examinations. New sections were obtained from the same
paraffin blocks and were immunostained using the monoclonal antibody DO7 for p53, in
69 of the patients. For purposes of the association analysis, the morphological findings, the
pattern of immunostaining for pS3, the presence of perineural invasion (by HE and THC
staining for S100 protein) and some clinical and laboratory characteristics of patients with
prostatic carcinoma were noted.

Results: among the ways used to measure ITHC positivity for the p53, clustered
immunostaining was best correlated with the clinicopathologic findings examined: serum
PSA, Gleason score, amount of tumor in the sample (p<0.01) and the presence of perineural
invasion (PNI). Of the diagnostic criteria, there was a statistically significant association of
clustered pS3 immunostaining with the presence of collagen micronodules and the finding
of more than one prominent nucleolus in the same nucleus of neoplastic cell. Statistically
significant association also occurred when PNI was identified with S100 protein.
Conclusion: clustered p53 immunostaining was better correlated than other staining
patterns, when compared to the pathologic findings with prognostic value in biopsies and
with the serum PSA. The statistically significant association of clustered p53
immunostaining and the presence of PNI detected with the use of S100 protein contrasts
with the absence of significance when PNI was identified in conventional histology (HE).
New studies are recommended to verify the usefulness of IHC detection of PNI in the
prognosis of the disease and to identify the molecular mechanism of invasion of small
nerves that are not easily identified in HE. The presence of the association of IHC positivity
for p53 with collagen micronodules also recommends new clinical and molecular studies to
account for the relationship between this histological finding and the biological behavior of
prostatic carcinoma.

Key words: prostatic carcinoma, TP53, S100, immunohistochemistry, histology,
histopathology, diagnostic criteria, needle biopsy.
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BACKGROUND

Non-lethal damage to DNA is at the heart of carcinogenesis. This damage may be
acquired through the action of chemical, physical and/or biological agents.'” The genetic
hypothesis is founded on the premise that tumors are clonal expansion of a single cell that
has suffered damage to its genetic material.*

Gene p53 or TP53 is one of the most studied cancer-related genes. It codifies a
53kD protein with the same name, protein p53, which is responsible for its biological
function.” It is located in chromosome 17p13.1 and it is the single most common target of
mutation in human tumors.*®® More than 70% of human tumors contain some defect in this
gene and a large part of those who do not present this defect have others in genes that
influence its expression. Its normal activities include: a) temporarily stopping the cell
cycle prolonging G1, between mitosis and the synthesis, promoting additional time for to
DNA repair; b) triggering apoptosis in the cell also in response to DNA damage; c)
stimulating the transcription of genes related to tissue differentiation, sending the cell in the
direction opposite of carcinogenesis.*>"*'?

Prostatic adenocarcinomas vary from cancers forming well-differentiated glands,
which may be difficult to define as carcinoma, to poorly differentiated tumors, in which it
may be difficult to determine that the cancer is prostatic in origin. A common characteristic
is the absence of basal cells contrasting with benign prostatic epithelium."*™">

The diagnosis of prostatic carcinoma depends on recognizing a large amount of
tissue characteristics which may be architectural, nuclear, cytoplasmatic or intraluminal.'>
18

The findings of glomerulations, mucinous fibroplasia (or collagen micronodules)

and perineural invasion are considered specific for carcinoma because they have not been
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described in benign glands."*!

Glomerulations are acini with luminal proliferations of cells
in a cribriform conformation, apparently adhering to a point of the “wall” of the same
acinus, recalling a glomerular (renal) structure. Mucinous fibroplasia is characterized by
fibrous tissue with low celularity, in the form of small nodules, possibly corresponding to a
stromal reaction classically attributed to extravasation of mucoid luminal content from
malignant acini. The study by Arangelovich et. al. ** which analyzed these structures ultra-
structurally, mentions that they are constituted by fragmented collagen bands enveloped in
material similar to the basal membrane. In the aforementioned study, no mucus residue was
found in these structures. Perineural invasion is a specific finding as long as it is
differentiated from the indentation of nerves by benign or malignant glands, a factor which
may confound the observer.'> 7%

It is believed that perineural invasion is the pathway for the extraprostatic
dissemination of carcinoma®. McNeal et. al. * demonstrated that 85% of the cases of
capsular penetration are related to perineural invasion. Neural invasion by prostatic
carcinoma is not only an effect of tumor volume, since small carcinomas may also present
neural invasion *°. Yang et. al. >’ report that the neural component favors neoplasm growth
inhibiting apoptosis, which would make it easier for the carcinoma to be disseminated
through the nerves, even in lesions considered small. The value of identifying neural
invasion is controversial as an independent predictive factor in multivariate analyses **7%
after considering the Gleason score, preoperative serum PSA and amount of tumor found at
biopsy.

The demonstration of immunohistochemical expression of molecular markers as

prognostic factors has not yet proved clearly useful in helping patients with prostatic

carcinoma. Studies with needle biopsies are conflicting as regards the capacity of
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immunoreactivity for p53 to determine a prognosis before treatment.”>*>¢ In this kind of
material, many studies show a positive correlation between the overexpression of this
protein and the biological behavior of prostatic carcinoma, sometimes independently of
classical prognostic factors.”'*'**” However, very probably due to its low specificity ** and
to the methodological issues involved in the indirect determination of TP53 mutation, this

finding does not yet appear useful in patient care.

METHODS

The present study evaluated 70 patients with carcinoma submitted to transrectal
needle biopsy of the prostate during a six-month period, performed by the Urology Service
at Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil. These cases were
selected from 500 consecutive needle biopsies, 101 of which (from 70 patients) presented
prostatic carcinoma. This study did not define a single physician to perform the biopsies,

nor a standardized technique.

The fragments biopsied were sent to the Pathology Service at Hospital de Clinicas de
Porto Alegre and processed. The immunohistochemical technique was performed at the
Center of Experimental Research at Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

The following were excluded: cases of needle biopsy without carcinoma, atypical
small acinar proliferations (ASAP), and cases diagnosed as carcinoma at histological
examination by HE staining, which presented loss of tissue in the new sections made for
the immunohistochemistry technique in an amount sufficient for the tumor not to be

morphologically identified in these new sections.
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After consulting the medical history of the patients, parameters before the biopsy,
such as age of the patient and total serum PSA were analyzed.

All the biopsies were fixed in 10% buffered formalin and paraffin embedded. The
paraffin blocks containing the embedded tissues were cut with the steel blade of the
microtome, obtaining sections about 5 um (5 micrometers = 0.005 millimeters) thick. The
slides prepared were stained using the hematoxilin-eosin (HE) method. In a second stage,
the same paraffin blocks were once again cut in the microtome, obtaining new sections
about Sum thick. These were stained using the immunohistochemical technique
(streptavidin-biotin-peroxidase complex), with the antibody for protein p53 (Dako®, mouse
anti-human, monoclonal, DO-7 clone, dilution: 1:100), which recognizes both the mutant
forms and the normal or “wild-type” form of p53. Sections of breast tumor tissue, known to
be positive to the reaction were used as a positive control for the entire battery of tests. In
order to study perineural invasion, histological sections were also immunohistochemically
stained using the polyclonal antibody for S100 protein (Novocastra®, liquid polyclonal,
dilution: 1:200). Sections of intestinal tissue (myoenteric nervous plexus) were used as
positive control for the battery of tests.

All of the biopsies were evaluated simultaneously by two pathologists and
disagreements were resolved by consensus.

Initially all biopsies stained with HE were studied, and in a second stage, at a
minimum interval of six months, all the biopsies stained by immunohistochemistry for

S100 and for pS3 were observed.
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A Zeiss optical microscope, Standard 20 model, with four objective lenses (2.5x,
20x, 40x and 100x) and a 10x magnification ocular was used. The microscopy field
diameter with the 400 objective lens is 0.4 mm.

The extent of the fragments was measured with the naked eye using a millimetered
ruler placed on the glass slide. The thickness of the largest fragment was obtained in
standard units of an instrument called Ocular Measurement Reticulum (OMR) attached to
one of the microscope eyepieces. After converting the units into millimeters, all carcinoma
foci were added up and the result was multiplied by thickness, as though it were a
rectangle.

The extent of the prostatic carcinoma was measured under optical microscopy using a
milllimetered ruler appropriate for use in optical microscopy placed on a glass slide,
between this and the lens. The greatest thickness of the carcinoma among all fragments of
tumor were obtained in OMR units. After the units were transformed into millimeters, all
the carcinoma foci were added up and the result was multiplied by thickness, as though it
were a rectangle.

The proportion of carcinoma in each patient was obtained dividing the total area of
carcinoma by the total area of fragments in the histological sections.

The nerves were defined as bands at least three cells thick, parallel, with a fascicular
configuration. No positive marking of S100 in a fascicle with less than 3 parallel cells or
less than 0.0083 millimeters in diameter was considered a nerve, since they could be
dendritic cells (fig. 1). The measure was only used as a criterion when there was
controversy among the pathologists about the number of parallel cells. This measure,

0.0083 mm, was used as cut point, since it represented the smallest measure that can be
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performed by OMR (1 standard unit) under the objective 40x lens and because it

corresponds to approximately three parallel cells.

Fig. 1. Nerve (large arrow) S100 — 400x —
| and S100 staining in structures not
1 considered nerves (small arrows).

Neural invasion was defined as carcinoma glands in the prostate partially or fully
surrounding a nerve. Perineural invasion was also considered the presence of glands or
groups of atypical epithelial cells inside the nerves. The distinction between invasion and
perineural indentation was considered. Indentation was defined as benign or neoplastic
glands extrinsic to the perineural space that compress the nerve focally.

For p53 THC interpretation, all cases with nuclear marking in the tumor, at any
amount and intensity, were initially considered positive for the immunohistochemical
reaction, as long as this marking was not interpreted as a technical defect, and the control
tests were used to assist in doing so. This type of marking was identified as “p53”. Of the
cases positive for “p53”, information was also collected concerning the amount of positive
nuclei among the total number of carcinoma nuclei, in percentage form, evaluated
subjectively and identified as “p53prop”, and may vary theoretically from 0 (zero)% to

100%, and reaction intensity (“p53int™), in a score from 0 (zero) to 3, the value of 3 being
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assigned to cases with nuclei stained with a greater intensity and 0 (zero) for cases without
marking (or negative). The evaluation of intensity also used the controls as a parameter. In
cases where were founded in a same 400x microscopic field 15 or more positive nuclei, at
any intensity, the designation of clustered p53 immunostainig was used (“p53cl™).

The comparison between ways of measuring the immunohistochemical positivity for
p53 and the histological findings, serum PSA and age of the patients was performed by
obtaining the Spearman correlation coefficient (Rho). When two dichotomic nominal
variables were compared, coefficient phi was also used. The significance test in variables
measured on an ordinal scale was performed by measuring the significance of the
Spearman Rho correlation, which is done with the Student t test. The significance of
coefficient phi is calculated based on Pearson’s chi-sqare test. In order to qualify the effect
size, tables were used grouping the values obtained in categories that vary from absent to

perfect associations (table 1).

Table 1 - Several parameters for effect size interpretation **

SOURCE STATISTIC VALUE INTERPRETATION
Rea & Parker, 1992 phi or 0.0 I—0.1  Negligible Association
Cramer’s “V” 0.11—0.2  Weak Association

0.21—0.4  Moderate Association
0.41—0.6  Relatively Strong Association
0.6 I—0.8  Strong Association

0.8 1—1.0  Very Strong Association

Davis, 1971 Correlation >7 Very Strong Association
Coefficients 0.5-0.69  Substantial Association
0.3-0.49 Moderate Association
0.1-0.29 Low Association
0.01 —0.09 Negligible Association

Hinkle, Wiersma &  Correlation 0.9-1.0  Very High Correlation

Jurs 1979 Coefficients 0.7—-0.9  High Correlation
0.5-0.7  Moderate Correlation
0.3-0.5 Low Correlation
0.0-0.3  Little if Any Correlation

cont...
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...continuation
Hopkins 1997 Correlation 0.9-1.0  Almost Perfect Correlation
Coefficients 0.7—-0.9  Very Large Correlation

0.5-0.7  Large Correlation
0.3-0.5  Moderate Correlation
0.3-0.1 Small Correlation
0.0-0.1 Insubstantial Correlation

RESULTS

This study evaluated prostate tissue specimens from 101 consecutive procedures of
transrectal needle biopsies with prostatic carcinoma of 70 patients. Most patients (85.7%)
were over 60 years of age. In 44, 28% of the patients, the serum PSA was between 4.0 and
10.0 ng/ml. Of the 70 patients, 29 (41.4%) had a Gleason score of 7. One case was
excluded due to the lack of carcinoma in the histological section on which the
immunohistochemistry for p53 was performed. Tables 2 and 3 describe the clinical and

histopathological characteristics of the patients studied.

Table 2 - Descriptive characteristics of patients with prostatic
carcinoma (n=69)

Characteristic Measure of Summary
Age, years 69.1£9.0

Total serum PSA, ng/ml 8.8 (6.4 —20.1)
Gleason Score 6.6x0,7
Proportion of Carcinoma in total tissue sampled, % 27.3 (6.1 -51.3)
Measure of the largest length of tumor, mm 5.9(2,5-10.0)

The data are presented as meant standard deviation or median (interquartile amplitude: P25 —
P75). PSA: Prostatic specific antigen.
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.*| Fig. 2. Clustered immunostaining (15 or
= y»» | more stained nuclei — brown — in a 400x

Of the 69 patients studied, 47.8% presented positivity for p53 and 26.1% were positive for

the same marker when the criterion of clustered imunnostaining was used (fig. 2). When,

besides the positivity for p53, the proportion of nuclei positive for p53 was evaluated, the

cases varied from no positive nucleus (0%) to 60% of positive nuclei. As to the intensity of

positivity, the cases studied obtained values from zero to 3 (fig. 3, 4 and 5). Table 4 shows

the descriptive characteristics of the techniques used to measure immunohistochemical

positivity for p53.

Table 3 - Distribution of patients according to levels of risk for

biochemical recurrence in prostatic carcinoma (n=69) *°

Level of risk f %

Low: PSA <10 and Gleason < 6 25 36.2
Intermediate: PSA 10 to 20 or Gleason = 7 35 50.7
High: PSA > 20 or Gleason > 8 9 13.1

PSA: Prostatic specific antigen (ng/ml).
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Fig. 3. p53+, intensity 1.

Fig. 4. p53+, intensity 2.

Fig. 5. p53+, intensity 3.

Table 4 - Descriptive characteristics of ways to measure immunoreactivity for p53 (n=69)

Type of IHQ staining for p53

Measure of Summary

Clustered p53

p53

p53,reaction intensity
p53,percentage of positive nuclei

26,1%

47.8%

0(0-1)
0(0.0-7.5)

The data are presented as percentage of positive cases in the sample or median (interquartile

range: P25 — P75).

Intensity of positivity for p53: O=negative, 1=positive at weak intensity, 2=positive at
intermediate intensity, 3=positive at strong intensity.

Of the 69 cases evaluated, 89.9% had Gleason scores 6 or 7. Table 5 shows the

distribution of Gleason scores in patients in whom the expression of p53 was studied.

Among the ways to determine immunoreactivity for p53, clustered immunostaining

(p53cl) presented the highest correlation coefficient values (positive correlation) when

compared to the PSA value and the histological characteristics frequently studied as

prognostic factors in prostatic carcinoma. These data are presented in table 6. The

correlations varied from very weak to moderate.
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Table 5 - Distribution of the Gleason scores of patients with carcinoma

(n=69)
Gleason Score
6 7 8 9 Total
n 32 30 6 1 69
% 46.4 43.5 8.7 1.4 100

Table 6 - Correlation Coefficient between the methods to measure immunoreactivity for
p53 and clinical and histological findings of patients with prostatic carcinoma

Method Characteristics
Clinical n=68 Histological n=69
Age PSA OPC >Tumor Length PNI (HE) Gleason
p53prop 0,13 0.18 0.13 0.20 -0.11 0.18
(0.29)  (0.14) (0.30) (0.10) (0.35) (0.14)
p53int 0,07 0.11 0.15 0.18 -0.17 0.17
(0.54)  (0.39) (0.21) (0.13) (0.16) (0.15)
p53 0,03 0.18 0.18 0.19 -0.13 0.13
(0.80)  (0.19) (0.15) (0.11) (0.27) (0.28)
p53cl 0,04 0.23 0.20 0.34 0.11 0.23
(0.76)  (0.06) (0.09) (<0.01) (0.37) (0.06)

The data are presented as Spearman Rho (p value). PSA: prostatic specific antigen. p53prop: proportion(%) of
positive cells. p53int: intensity of positivity. p53: positivity in any pattern. p53cl: clustered staining. OPC:
objective proportion (%) of carcinoma. > Tumor length: largest length of tumor (mm) in the specimen. PNI:
perineural invasion. HE: hematoxilin and eosin method. Gleason: Gleason score.

When the relationship between the presence of perineural invasion (fig.6) and
clustered p53 immunostaining was studied, a tenuous association was found, without
statistical significance if perineural invasion was measured by the conventional histological
examination (HE). Once perineural invasion was determined with the help of reactivity for
S100 protein by immunohistochemistry (fig.7 and 8) there was statistical significance and
an increased range of magnitude in coefficient phi (0.33; p<0.01). Of the cases of

perineural invasion detected by HE, 14.5% presented clustered p53 immunostaining,
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contrasting with 23.2% in cases with perineural invasion detected using the

immunohistochemical demonstration of protein S100 (table 7).
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Fig. 6. Perineural invasion by carcinoma (HE, 400x).

Table 7 - Coefficient of agreement (phi) between clustered p53 immunostaining and
the presence of perineural invasion by a prostatic carcinoma in the HE and
immunohistochemistry method for S100 protein. n=69

n (%) clustered p53 phi* p*
Perineural invasion -HE 32 (46.4) 10 (14.5) 0.11 0.36
Perineural invasion -S100 43 (62.3) 16 (23.2) 0.33 <0.01

The values in clustered p53 column are presented as number of cases with concurrent presence of
positivity for clustered p53 immunostaining and presence of neural invasion (%).
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Fig. 7. Perineural invasion Fig. 8. Perineural invasion
(S100, 400x). (S100, 1000x).

Of the morphological criteria used to diagnose prostatic carcinoma, statistically
significant associations were found between clustered p53 immunostaining and the
presence of mucinous fibroplasia (collagen micronodules) (fig.9) and the presence of more
than one prominent nucleolus in a same nucleus (fig. 10) of a carcinoma cell (p<0.01).

Data concerning morphological criteria are shown in tables 8 and 9.

Table 8 - Frequency of diagnostic criteria in prostatic carcinomas (n=69) and relationship
with clustered p53 immunostaining, part |

Criteria Frequency Clustered p53 phi * p*
(%) n (%)

Nuclear

Prominent Nucleoli 97.1 18(26.1) 0.10 0.40

More than one (1) 55.1 16(23.2) 0.40 <0.01

Prominent Nucleolus in a

Nucleus

Increased Nuclear Size 73.1 13(19.4) 0.04 0.72

(n=67)7

Nuclear Hyperchromasia 58.2 12(17.9) 0.15 0.23

(n=67)7

cont...
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...continuation

Criteria Frequency Clustered p53 phi * p*
(%) n (%)

Cytoplasmatic

Amphophilia 53.6 11(15.9) 0.09 0.46

Broad Cytoplasm? 284 7(10.4) 0.17 0.17

Intraluminal Secretion

Eosinophilic

Grumous 91.3 16(23.2) -0.05 0.67

Concentric 18.8 4(5.8) 0.05 0.67

Without any other 8.7 3(4.3) 0.17 0.16

specification 31.9 7(10.1) 0.09 0.46

Chrystalloid

Basophilic

Mucinous 72.5 15(21.7) 0.14 0.23

The values of clustered p53 column are presented as number of cases with concurrent presence of clustered

p53 immunostaining and the morphological finding — criterion indicated in the first column (%).
7 Cases where there was no benign epithelium in the specimen for comparison were excluded.
Phi: measure of association for two dichotomic variables.

Fig. 9. Mucinous fibroplasia
(collagenous micronodules)
(H.E. 400x).

Fig. 10. More than one prominent
nucleolus in a nucleus
(H.E. 1000x).
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Table 9 - Frequency of diagnostic criteria in prostatic carcinoma (n=69) and relationship
with clustered p53 immunostaining, part II

Criteria Frequency Clustered p53 phi* p*
(%) n (%)

Architectural and

Stromal @

Glands oriented in axes 88.4 15(83.3) -0.09 0.43

that are at right angles to

each other

Small and regular acini 84.1 16(23.2) 0.08 0.51

between normal acini

Desmoplasia 21.7 6(8.7) 0.17 0.16

Others

Figure(s) of mitosis 4.3 2(2.9) 0.20 0.10

Mucinous Fibroplasia? 7.2 4(5.8) 0.34 <0.01

Extraprostatic Extension¥ 5.8 1(1.4) 0.00 0.96

Glomerulations 18.8 5(27.8) 0.14 0.26

High Grade PIN 31.9 8(11.6) 0.16 0.18

associated

The values of clustered p53 column are presented as number (%) of cases with the concurrent presence of
clustered p53 immunostaining and the morphological finding — criterion — indicated in the first column.

* Except nerve invasion.

4 Collagen micronodules.

Y Identified by the finding of infiltration of adipose tissue.

Phi: measure of association for two dichotomic variables.

PIN: prostatic intraepithelial neopasia.

DISCUSSION

The immunohistochemical determination of p53 overexpression is associated with a
bad prognosis in prostatic carcinomas..

The presence of immunohistochemical overexpression for p53 is more frequent in
carcinomas originating in the peripheral zone than in the transition zone. The latter usually

.40
present lower Gleason scores and are less agressive.
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In our study we found 47.8% positivity for p53 without other specifications and 26%
of clustered immunostaining for the same marker. The literature presents frequencies
between 6%, in low grade carcinomas*', and 80%, when any amount of positivity is found
in the surgical specimens **, and there is clearly great variability depending on the type of
material examined and method of measuring immunoreactivity. In the literature we find

frequencies between 18% and 66% in biopsies.”*°

The determination of clustered p53 immunostaining, in the present study, showed
itself superior to the other forms of classifying immunoreactivity for the gene product as
positive. Even at a magnitude which was not much higher, it was more strongly related to
PSA value and to the findings frequently mentioned in the pathological examinations that
have predictive value, independent or not, for adverse events in following patients with
prostatic carcinoma. There was statistical significance in the correlation with the larger
length of the tumor in the samples (p<0,01) and a tendency to statistical significance when

the Gleason score (p=0.06) and serum PSA value (p=0.06) were studied.

Considering the results of this study, the lack of change in test costs and because
there is no significant increase in the time and difficulty specifically related to this type of
measurement when compared to the other methods tested, we do not hesitate to recommend
it as one of the methods of choice in biopsies. These findings agree with those of Yang et.
al. ¥ who were pioneers in suggesting this way of performing the immunohistochemical
study of the TP53 mutation in prostate cancer. An explanation for this probably higher
specificity to identify the mutation lies in the fact that it is very unlikely that the expression
of a protein which in normal circumstances has a short half life, will be detected

simultaneously in 15 nuclei inside a same large magnification field (400x) in microscopy.
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The preoperative staging of prostatic carcinoma is based on digital rectal
examination, serum PSA, histological findings of the biopsy and imaging exams. The
digital rectal examination often underestimates the extent of the tumor and the imaging
exams add little to the accuracy of preoperative staging. The preoperative interpretation of
serum PSA is confounded by nodular hyperplasia of the prostate, and by the degree of
tumor differentiation.” Therefore the serum PSA is not sufficiently adequate to predict
final pathological staging in an individual with localized disease. The Gleason score at
biopsy is strongly associated with final pathological staging for patients who present
extreme scores (scores of 2 to 4 and 8 to 10).”* However, most patients with prostatic
carcinoma present Gleason scores 6 and 7, values that are not good predictors of

pathological staging. In our sample of 69 patients, 89,9% presented Gleason 6 and 7 scores.

As to TP53, there is virtually a consensus in saying that its defective functioning,
which may be expressed in the immunohistochemical demonstration of overexpression of
protein p53, is correlated with the more aggressive profile of the disease. The controversy is
whether the determination of mutation by this method has independent predictive power,
especially if examined in biopsies, compared to the classical prognostic factors such as, for
instance, the Gleason score and value of serum PSA. New studies including also other
methods to study the gene are still necessary. The lack of standardization that is universally
used for the cutoff point in quantifying positive nuclei which would best represent the
presence of mutation or which would indicate the cases with a worse prognosis may be
partly responsible for the controversy. In some specific situations, such as those referring to
radiation therapy, there appears to be a stronger possibility of clinical use, since cases with

the mutation would respond less to the pro-apoptosis effect of this treatment.’****
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Perineural invasion by prostatic carcinoma at biopsy, as a predictive variable for
tumor staging, has been examined by several studies. However the positive predictive value
found is very variable. The frequency of neural invasion varies in the studies from 11 to
38%, therefore it is not surprising that there will be differences between them as to
specificity, sensitivity, positive predictive value and negative predictive value.*® Perineural
invasion is a diagnostic criterion for prostatic carcinoma and may have predictive value in
this disease. The immunohistochemistry technique with S100 allows the detection of
smaller diameter invaded nerves, which are difficult to detect in the HE stained slides. The
study by Litvin et. al. ® , with a sampling of tissue of 70 patients with prostate cancer by
needle biopsy, compared the HE method to immunohistochemistry for S100 protein, a

more sensitive method to identify nerves.

The present study used the same cases as the Litvin study, except one that was
excluded because the prostatic carcinoma disappeared in the histological section that was to
be used in the immunohistochemical technique for p53. This loss occurred because, when
the level of sectioning of the paraffin block was deepened to obtain one more histological
section, a tissue specimen (new section) was obtained without neoplasm. This event is not

rare in the diagnostic routine of diagnostic surgical pathology.

Litvin, in the 70 patients evaluated, found 31 (44.3%) patients with perineural
invasion by carcinoma in HE and 43 (61.4%) with perineural invasion using the
immunohistochemical technique for protein S100 (p<0.001). These findings are significant,
because they differ considerably from information found in the literature. This statistically
significant difference was maintained in the the present study (with 69 patients) that

presented similar frequencies for the same findings (respectively 46.4% versus 62.3%).
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The association of clustered p53 immunostaining with perineural invasion, when the
latter is identified using immunohistochemistry for protein S100, contrasts with the weak
association, without statistical significance, when the presence of perineural invasion is

determined by a conventional histological examination (HE).

As, according to Litvin’s study, the invaded nerves that are detected only in the S100
technique are the smallest, it may be concluded that the invasion of these smaller nerves is
responsible for the differences found when we compare it (S100 technique) to HE, as
regards clustered p53 immunostaining, i.e., when there is invasion of small nerves that
would usually go unnoticed in conventional histology, there is a greater chance that we are
dealing with a case of immunohistochemical positivity for protein pS3, and a probable

mutation of gene TP53.

The mechanism that is classically proposed for perineural invasion by carcinoma is

. . .. . 24.46.4
that, in the nerve, there is a condition of less tissue pressure 6244647

, therefore the
carcinomas would have an easier pathway for growth and dissemination. It is possible that

in the small nerves carcinoma infiltration is not made easier in the same way by this

mechanism.

Some evidence indicates that neural invasion by prostatic carcinoma does not appear
to be an effect only of tumor volume and lower pressure on nerves, because small
carcinomas may also present neural invasion. Yang et. al. *’ reported that the neural
component favors neoplasm growth inhibiting apoptosis, which would make it easier for

the carcinoma to be disseminated in nerves, even in carcinomas considered small.
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Since normal TP53 has multiple known functions to protect tumor development and
their progression, it is possible that subclones in which there is a mutation of this in
prostatic carcinoma will be favored for the development of other mutations, including one
(some) that favors (favor) a greater potential for neoplasm infiltration, allowing neural
invasion by mechanism(s) different from the easy way provided by a lower pressure
environment present in these structures. Furthermore, one of the apoptosis inhibition

mechanisms in tumors is TP53 dysfunction.

These findings stimulate the study of perineural invasion as a prognostic factor due to
the high frequency of this event in the cases studied both with conventional histology (HE)
and in cases examined with protein S100, where the frequency is even higher and smaller-
sized nerves are found. They also reinforce the incentive to research other factors related
directly to tumor invasiveness, such a intercellular adhesion molecules and molecules
related to stromal digestion, to account for a possible specific mechanism responsible for
small nerve invasion, as suggested by the higher frequency of immunohistochemical

overexpression of p53 in lesions with this finding.

Other statistically significant associations with clustered p53 immunostaining were
the presence of more than one prominent nucleoli in a same nucleus of a carcinoma cell and

collagen micronodules (mucinous fibroplasia).

More than one prominent nucleolus per nucleus was a finding identified in 55.1% of
our sample. In the study by Varma et. al., who studied diagnostic morphological criteria in

prostatic carcinomas, this finding appeared in 64% of the cases. Since nucleoli are related
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8

to protein synthesis *, cases with the mutation of a gene (TP53) that suppresses tumors by

mechanisms discussed previously would present increased protein synthesis activity.

Collagen micronodules are classically defined as a reaction of the prostatic stroma to
the extravasation of mucous secretion from the malignant acini.'®* This finding (collagen

19-22,49

micronodules) is infrequent in prostatic carcinoma (0.1-2%) , and is considered

pathognomonic for the tumor, since the benign prostate tissue in the series studied '**'**°

never presented this finding. In our study a greater frequency of this finding was identified
(7.2%). The reason for the greater frequency and the association found lacks a theoretical

model to explain it, and new studies are needed to confirm and provide a further

explanation for this.

CONCLUSIONS

Morphological findings associated with the overexpression of p53: collagen
micronodules and more than one prominent nucleolus in the same nucleus of prostatic
carcinoma cell, in biopsies, are promising histological variables for studies to determine the

prognosis of this disease.

Perineural invasion, only when detected with the help of the immunohistochemical
technique for protein S100, is positively associated with the immunohistochemical

determination of p53 overexpression.

Perineural invasion detected by S100, especially when it is small, constitutes an
interesting experimental model to study the biological and clinical characteristics of

prostatic tumors.
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The measurement of positivity for p53 with clustered pattern presented higher values
of correlation measures and association with the value of serum PSA, amount of tumor in
the total tissue sampled, measure of the largest length of tumor in the samples, Gleason
score and presence of perineural invasion in prostatic carcinomas diagnosed at Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, compared to other modalities tested in material from a transrectal

needle biopsy.
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