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RESUMO

HENRIQUES, L. G. T. M. Avaliagao imunohistoquimica com marcador de
citoqueratina de alto peso molecular (34BE12) na caracterizagcao de
benignidade em lesdes da préstata. Recife, 2002. Dissertagao (Mestrado) —

Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco.

Os carcinomas da prostata s&o as neoplasias malignas de maior
prevaléncia no sexo masculino. Na ultima década os progressos na tecnologia
de imagem, através da pungao-biopsia sob controle ultra-sonografico e a
utiizacdo dos exames bioquimicos para deteccdo do antigeno prostatico
especifico, tornaram possivel o diagndstico de lesbes iniciais, muitas em
pacientes mais jovens. Como consequéncia, para o patologista vieram as
dificuldades de interpretacdo de lesbes muito pequenas ou histologicamente
mal definidas, como a diferenciacdo entre hiperplasia adenomatosa atipica e
adenocarcinoma bem diferenciado. Termos como proliferagcdo de pequenas
glandulas de significado incerto passaram a ser utilizados para as lesdes
duvidosas, requerendo progredir na investigacdo. A literatura tem demonstrado

que a imunomarcacgao pelo anticorpo monoclonal anti-citoqueratina de alto peso



molecular (34BE12) € util na confirmagao de benignidade pela demonstragao da
camada de células basais. Em nosso meio esse marcador tem sido pouco
utilizado. O estudo em tela visa analisar os primeiros resultados do método no
Departamento de Patologia do Hospital de Cancer de Pernambuco. A partir dos
arquivos deste servigo, foram selecionados 20 casos de um total de 172
registrados entre junho de 1997 e margo de 2002. Esses casos constituiram
dois grupos, o primeiro formado por dez casos com diagndstico de hiperplasia
nodular benigna da préstata e o segundo por dez casos de adenocarcinoma
prostatico. Cada grupo incluiu 20 espécimes, dez obtidos por pungéo-bidpsia e
dez por ressecgao cirurgica, constituindo 40 amostras para revisao histolégica e
realizacdo do exame imunohistoquimico. A imunomarcacdo demonstrou a
camada de células basais em todas as lesdes benignas tanto no material de
pungdo-bidpsia (10/10), como nas pegas cirurgicas (10/10) revelando 100% de
positividade. Nos casos de adenocarcinoma, ndo houve demonstragdo da
camada de células basais, tanto no material de pungao-biopsia (10/10) quanto
no de prostatectomia (10/10), resultando em 100% de negatividade. Os
resultados confirmam os dados da literatura quanto a acuracia do método na
confirmagéo da existéncia da camada de células basais, sendo recomendavel

no esclarecimento de lesdes duvidosas para exclusdo de malignidade.



ABSTRACT

HENRIQUES, L. G. T. M. Immunohistochemical evaluation with a marker of
high molecular weight cytokeratine (34BE12) in the characterization of

benignity in prostate {esions. Recife, 2002.

The prostate carcinomas are the malignant neoplasias with the biggest
prevalence in males. In the last decade the progress on image technoiogy
frough punciure-biopsy under ulira-sonographic confrol and the utilization of
biochemical exams for the detection of specific prostatic antigens, made
possible the diagnosis of initial lesions, many n young patients. As a
consequence, for the pathologist difficulties arose in the interpretation of very
small lesions or histologicaly not well defined, like the differentiation between
atypical adenomatous hyperplasia and well differentiated adenocarcinoma.
Terms such as atypical small acinar profiferation started to be utilized for
doubtful lesions, requiring further investigation. The literature has showed that
immunomarking by the antibody monoclonal anti-citokeratine of high molecular
weight (34RE12) is useful on the canfirmation of benignity by the demanstration
of the layer of basal cells. In our city this marker has been litfle utilized. This

study has the purpose to analyze the first results of this method in the Pathology



Department of the Cancer Hospital of Pernambuco. From the archives of this
hospital, were seiected 20 cases from a fotal of 727 registered cases from June
1997 to March 2002. These cases consiituted iwo groups, the first one was
formed by ten cases with diagnosis of benign nodular hyperplasia of prostate
and the second for ten cases of prostate adenocarcinoma. Each group included
20 specimens, ten obtained trough puncture-biopsy and ten trough surgical
resection, making 40 samples for histological review and to do the
immunohistochemical exam. The immunomarking showed a layer of basal cells
in all benign lesions, both in the puncture biopsy material (10/10) and in surgical
samples (10/10) revealing 100% of posilivity. In the adenocarcinoma cases,
there was not any display of the layer of basal cells, either in the puncture-
biopsy material (10/10) or in the prostatectomy (10/10), resulting in a 100% of
negativity. The results confirmed the data found in the literature for the accuracy
of this method in the confirmation of the existence of the layer of basal cells,
being recommended in the clarification of doubtful lesions to the exclusion of

malignancy.
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1. INTRODUGAO

1.1. ASPECTOS GERAIS

Os tumores da prostata sao entidades muito prevalentes em todo o
mundo, sendo cada vez mais diagnosticados precocemente e tratados em vista
dos avangos tecnolégicos e campanhas de conscientizagcdo do publico
masculino quanto a necessidade de exames periddicos, tanto clinico (toque
retal), quanto bioquimico (anticorpo prostatico especifico — PSA) elou de
imagem (ultra-sonografia)®’.

Os carcinomas da prostata sdao o primeiro tipo de cancer em

182382 sendo prevalentes a partir dos 50 anos de idade'®. Nos Estados

homens
Unidos, estimativas de 2001 indicaram 198.100 novos casos, com
aproximadamente 31.500 6bitos®’.

Tém mortalidade ainda alta, com mais de 41.000 6bitos registrados nos
Estados Unidos em 1996’, sendo atualmente uma das trés maiores causas de

morte em homens, juntamente com o cancer de pulmdo e as doencgas

cardiacas, e a segunda causa de morte por cancer’. O carcinoma prostatico



metastatico, por sua vez, resulta no 6bito de cerca de 30.000 homens por ano
naquele pais®.

No Brasil, o cancer de prostata representa um sério problema de saude
publica. E o segundo mais comum em homens, s6 sendo superado pelo de pele
ndo melanoma, e, ao final de 2002, deveréo ter ocorrido cerca de 25.600 casos
novos. Ainda, aparece como o quarto tipo mais mortal, tendo sido considerado
responsavel por 7.223 ébitos em 19993,

Entretanto, a importancia clinica do carcinoma prostatico ndo esta
apenas nos seus altos indices de morbidade e mortalidade, mas também no
impacto sobre o progndstico. Assim, a busca por diagndstico precoce e fatores
prognosticos tornou-se um dos principais alvos das investigacdes cientificas®.

Ha algumas décadas, o diagndstico histologico se limitava aos estudos
morfolégicos de pecgas de ressecgao cirurgica ou de biopsias guiadas por toque
retal, as cegas. Apos 1987, a radiologia intervencionista comecgou a desenvolver
técnicas e equipamentos para pungao-biopsia prostatica, com obtencado de
fragmentos do centro da lesdo’. A abordagem com transdutor ultra-sonografico
endocavitario, acoplado a agulha para pungao-bidpsia transretal, foi um grande

10,45,77 Mais

avango na programacgao diagnostica, terapéutica e progndstica
recentemente, a puncgdo-bidpsia guiada por ultra-sonografia com
dopplerfluxometria aumentou a representatividade de provaveis lesdes
tumorais, e o patologista tem melhores condigbes de esclarecimento

diagnéstico®®. Com essas tecnologias associadas aos avancos do

conhecimento no campo da anatomia patolégica e da oncologia, tornou-se



necessaria uma classificacdo de impacto progndstico para apoiar as decisdes
terapéuticas®.

A indicacao de procedimentos cirurgicos radicais (prostatectomia radical)
e/ou de alternativas terapéuticas complementares (quimioterapia, radioterapia e
hormonioterapia) modificou sobremaneira a qualidade de vida dos pacientes, e
a sobrevida?'®®"2. Essas medidas terapéuticas sdo baseadas na classificagdo
histolégica do tumor, sendo a determinagdo do seu carater benigno ou maligno,
bem como do estadiamento em caso de adenocarcinoma, os pilares mestres
dessa definigao*"".

A classificacdo, bem como o diagndstico diferencial de malignidade, sao
basicamente  determinados por critérios morfoléogicos ao exame
anatomopatolégico”’>. Esses critérios estdo descritos na literatura, e sdo do

conhecimento dos especialistas®’186373,

1.2. DIAGNOSTICO HISTOLOGICO DO CARCINOMA DA
PROSTATA, GRADUAGAO DE GLEASON E ESTADIAMENTO

CLINICO

Alguns parametros sao considerados indispensaveis para a definicao de

adenocarcinoma prostatico’®. A auséncia de qualquer um deles torna duvidoso



o diagnodstico, ndo sendo o anatomopatologista autorizado a definir o caso

como maligno.

Tais critérios sao:

Desarranjo arquitetural: Os &cinos perdem a disposicdo normal.
Distribuem-se irregularmente em todas as direcbes e geralmente mostram
diferentes diametros, formas e espagamento entre si. Podem sofrer
angulacdes. O carater infiltrativo nem sempre é perceptivel em canceres
mais bem diferenciados, e quando presente define malignidade®7:?12%:364251
Achados citologicos: A atipia celular é caracterizada por perda da relagao
nucleo-citoplasmatica, quando se encontram nucleos aumentados de
tamanho e ovalados, com nucléolos proeminentes (acima de 1,6
micrémetro), de localizagao tendendo a excéntrica, e cromatina distribuida
na periferia. Cerca de 8% dos carcinomas podem nao apresentar o aumento
nucleolar. O citoplasma pode ser claro ou acidéfilo. Nao é frequente a
presenca de figuras de mitose, e € muito raro se observarem células
neoplasicas volumosas e bizarras. O tamanho dos nucléolos é de grande
valor diagnostico®8:21:32:36.4043

Auséncia da camada de células basais: Os acinos neoplasicos malignos
nao apresentam a dupla populagdo celular normal, ou seja, ndo tém as
células da camada basal, portanto sua presenca confirma benignidade.

Porém, em algumas situacbes pode-se ter interpretacdo errbnea dos

achados morfolégicos, visto que amostras de tecido normal podem se



apresentar sem células basais por fragmentagdo e, por outro lado, a
compressao dos fibroblastos estromais podem mimetizar células basais na
periferia do acino maligno®’?"%2,

Outros achados morfologicos também sao considerados importantes na
avaliagao do carater benigno ou maligno da lesao. Dentre eles, pode-se citar:

e Cristaldides: Sao estruturas eosindfilicas, birrefringentes a luz polarizada,
podendo ter formato triangular, retangular, hexagonal, irregular ou acicular.
Provavelmente resultam de metabolismo anormal mineral e protéico das
células neoplasicas malignas, sendo raramente encontrados em lesdes
benigna35’7’21’36'39.

e Mucina Iluminal: A mucina &cida sulfatada ou ndo-sulfatada esta
freqientemente presente em acinos neoplasicos malignos (em 34% das
amostras de biépsia de cancer e em 60% dos tecidos obtidos por ressecgao
transuretral e prostatectomia), e raramente em glandulas normais ou
hiperplasicas. Apresenta-se como secrecdo amorfa, basofilica no lumen
glandular, e sua presenga em neoplasias muito diferenciadas, juntamente
com os cristaldides, ajuda no diagndstico de adenocarcinoma®’?1:36:59.62.68

e Micronédulos colagenosos: Sao massas com estroma paucicelular, fibrilar
e eosinofilico, que resultam do extravasamento da mucina acida para o
estroma. Este achado ¢é especifico do adenocarcinoma, porém

infreqiiente” %",



Assim, definido o carater maligno da lesdo, a partir dos achados
morfoldgicos, varios autores preconizaram diferentes graduacgdes histologicas,
sendo a mais utilizada atualmente a de Gleason, recentemente reconhecida
pela OMS. Foi descrita em 1992, e se baseia na diferenciagao glandular e no
seu padrdo de crescimento®®"3°.

O sistema de Gleason define um escore pelos padrées mais frequentes
na amostra, somado ao achado mais anaplasico de todo o material
encaminhado, tanto obtido por puncdo-bidpsia, como por ressecgao
cirargica®”%. Assim, constitui-se em:

e Gleason 1: Nao ha carater infiltrativo. A neoplasia € bem delimitada, sendo
diagnosticada pelo desarranjo arquitetural. As margens sdo precisas e ha
pouco espaco entre 0s acinos neoplasicos.

e Gleason 2: Também nao ha carater infiltrativo, sendo o diagnéstico feito
pelo desarranjo arquitetural. A neoplasia ndo é tdo bem delimitada como no
grau 1 e ha maior distancia entre os acinos neoplasicos.

e Gleason 3: Ha nitido carater infiltrativo, podendo ocorrer arranjo cribriforme,
e, quando presente, determina que a neoplasia seja, no minimo, grau 3.

e Gleason 4: Além do carater infiltrativo ha proximidade entre os acinos,
conferindo a neoplasia carater medular e/ou tendéncia de fusdo dos acinos.

e Gleason 5: O arranjo da neoplasia é sélido, ndo raro observando-se células
neoplasicas isoladas ou em arranjo trabecular. Inclui-se neste grau

histolégico o aspecto em comedocarcinoma.



e Escore = Gleason mais frequente + Gleason mais anaplasico da amostra.

52336 o mostra boa

Esta classificagdo tem grande valor progndstico
reprodutibilidade entre diferentes observadores (62,58% segundo alguns
autores e 80% nas méos do préprio Gleason), além da evidente relagcéo entre o
achado de linfonodos comprometidos no exame de pega de cirurgia radical e o
escore final (93% em escore 8-10; 31% em 5-7; nenhum em 2-4)°.

Embasado nesse escore, os adenocarcinomas também podem ser
divididos de acordo com seu grau de diferenciagao, apesar do proprio Gleason
criticar a relacdo direta entre este parametro histologico e a agressividade
clinica. Ainda, outras discordancias ocorrem em relacdo a divisdao em dois ou
trés graus, e quais escores estariam em cada um deles®.

Assim, alguns trabalhos agrupam em baixo grau os escore de Gleason
de dois a quatro (graus de Gleason um e dois), em grau intermediario os escore
de cinco a sete, e em alto grau os de oito a dez’. Outros autores, baseados no
fato de que a maioria dos tumores com escore igual ou maior que sete terem,
em alguns estudos, tumor agressivo, enquanto escore de cinco tem baixo
potencial de agressividade, classificam os trés graus com escores finais
respectivamente de dois a cinco, seis, e sete a dez’. Entretanto, o  préprio
Gleason prefere, em estudos com pequenas casuisticas, dividir em dois grupos,
sendo as contagens de dois a seis considerados de baixo grau, e as com sete a
dez de alto grau de diferenciacdo®®. Apesar destas opinides divergentes, essa
classificagdo mantém-se importante visto que os carcinomas bem diferenciados

(baixo grau; graus de Gleason um e dois) devem sempre ser criteriosamente



distinguidos de lesbes benignas com proliferacdo de pequenas glandulas, como

discutido adiante

5,7,25

O estadiamento oncolégico, por sua vez, deve ser feito tanto com base

em exames complementares (ultra-sonografia, tomografia, cintilografia), como

por exame anatomopatoldgico da pecga cirurgica, e baseia-se em achados de

tumor localizado ou n&o™*®.

Estadio A: Carcinoma encontrado incidentalmente em material de necrépsia

ou durante exame histopatologico de material retirado cirurgicamente

(resseccgao transuretral ou prostatectomia aberta).

» A.1: Até 3 fragmentos positivos; ou até 5% dos fragmentos com
positividade; ou Escore de Gleason 2-6.

» A.2: Mais de 3 fragmentos positivos; ou mais de 5% dos fragmentos com
positividade; ou Escore de Gleason 7-10.

Estadio B: Carcinoma clinicamente evidente em forma de um ndodulo

palpado ao toque retal e limitado a prostata.

» B.1: Envolve um unico lobo.

» B.2: Envolve ambos os lobos.

Estadio C: Carcinoma ultrapassa a capsula prostatica estendendo-se aos

tecidos periprostaticos, com maior frequéncia para as vesiculas seminais.

» C.1: Extensao extracapsular uni ou bilateral.

» C.2: Invasdo de uma ou ambas as vesiculas seminais.



e Estadio D: Ha metastases. Sdo mais frequentes para os ganglios regionais,
0s 0ssos da pelve e da coluna vertebral.
» D.1: Metastases em ganglios linfaticos regionais.
» D.2: Metastases a distancia.
Quanto mais localizado e mais bem diferenciado € o cancer, baseado
nas classificacbes acima descritas, maior a chance de cura, e melhor o

progndstico. O contrario é verdadeiro para as formas mais agressivas*'’.

1.3. LESOES DUVIDOSAS SIMULADORAS DO

ADENOCARCINOMA PROSTATICO

Lesbes de dificil diagndstico de malignidade sdo um grande problema
para os profissionais, sejam patologistas, clinicos ou cirurgides, e para o
paciente, sujeito a duvidas quanto a real gravidade de sua doenca®®. Dentre as
lesdes prostaticas de precéria definicdo ao exame anatomopatoldgico de pega
de resseccgdo cirurgica, a que mais chama a atencdo é a distingdo entre
adenocarcinoma bem diferenciado e hiperplasia adenomatosa atipica*>"°.
Os adenocarcinomas bem diferenciados da préstata sdo definidos como

tumores que apresenta proliferacédo acinar relativamente uniforme (graus de

Gleason 1 e 2), com glandulas pequenas, em camada unica de revestimento e



algumas células apresentando nucléolos proeminentes'®**®. Sua importancia
clinica baseia-se no fato de que, em algumas situag¢des, duvidas podem ocorrer
quanto a real natureza maligna da amostra examinada, podendo-se confundir
com lesbes benignas, com proliferagcdo de pequenos acinos, por exemplo na
hiperplasia adenomatosa atipica®’?°. Essa definicdo deve ser dada, visto que,
apesar da maioria daqueles tumores serem estadiados como A no momento do
diagndstico, até 27% dos pacientes definidos como A.1 e cerca de 35% dos
estadiados como A.2 tém probabilidade de progredir para carcinoma clinico, e
aproximadamente 25% dos casos A.2 ja apresentam metastases linfonodais
apos linfadenectomia pélvica, modificando seu estadiamento para D°. Assim,
contrariamente aos portadores de lesao prostatica benigna, os pacientes com
adenocarcinoma bem diferenciado, mesmo jovens, limitados a glandula
prostatica devem ser tratados pela prostatectomia radical*"’2. Esta terapéutica
proporciona até 85% de sobrevida de quinze anos, livres de metastases, porém
ainda leva a percentuais varidveis de complicacdes®, dentre elas a disfungéo

44465485 "que pode ocorrer em até 80% das prostatectomias retropubicas?®,

ereti
e a incontinéncia urinaria’®, em até 30%?2®, apesar de técnicas que tentam
preservar ao maximo a integridade do sistema urogenital'>**.

A hiperplasia adenomatosa atipica, também chamada de hiperplasia
acinar atipica e adenose, € uma alteragdo benigna da préstata, que se
caracteriza por proliferacdo de pequenos acinos, com dupla camada epitelial e

nucléolos inconspicuos’?>®”. Apesar da auséncia de alteragdes anaplasicas,

algumas amostras sem evidéncia clara da membrana basal (que por vezes fica



fragmentada), com nudcleos de tamanhos variados e, raramente, com
visualizacdo de mucina e cristaldides’, podem sugerir o diagndstico de
adenocarcinoma bem diferenciado®7:242%3133.37.67

Essa aparente semelhanga ndo determina a HAA como lesdo pré-
maligna, apesar de alguns autores questionarem essa crenca’“®. Trabalhos
mostraram que o cancer de préstata aparece em 6,4% de portadores de HAA,
enquanto que em apenas 3,7% dos individuos sem essa lesdo (sem
significancia estatistica)'’. Outros demonstraram uma alta freqiiéncia de HAA
em pacientes com cancer em relagdo aqueles sem doenca maligna®? e que
HAA esta presente em 31% das prostatas com cancer a autdpsia, enquanto que
aparece apenas em 15% das prostatas sem malignidade’. Dessa forma, a
importancia clinica da HAA ¢é evidente, e o diagndstico diferencial de
malignidade € imprescindivel visto que a conduta nos portadores dessa leséo
benigna é conservadora, com acompanhamento clinico e anatomopatologico
através de bidpsias por agulha’.

Estudo de reprodutibilidade por sete uropatologistas, revisando 54
amostras de tecido prostatico com lesdo de pequenos acinos de dificil
diferenciacéo entre HAA e ACBD, mostrou um indice geral de acerto de 80,7%°.
Os achados morfolégicos ressaltados pelos patologistas como mais importantes
no diagndstico diferencial foram: variagdo do tamanho do nudcleo, tamanho
nucleolar, presenca de cristaléides, mucina basofilica e células da camada

basal®. Outros autores descordam da importancia dada ao achado de mucina



acida, ja que presenca focal dessa secregao ja foi descrita em até 63% das
amostras de HAA®.

Em 1993, foram definidos importantes critérios morfolégicos para essa
diferenciagado, no estudo de tecido prostatico obtido por resseccéo transuretral®,

que hoje sdo aceitos internacionalmente. S&o eles’:

Parametros Morfolégicos HAA ACBD
Cristaldides Pouco frequentes (16%) Frequentes (75%)
Mucina Basofilica Pouco frequiente Frequente
Nucléolos Inconspicuos Proeminentes
Células Basais Presentes Ausentes

Alguns centros, particularmente os norte-americanos consideram o
estudo morfolégico isoladamente como insuficiente para essa definigcdo, pois
estudos de reprodutibilidade usando apenas esses critérios mostraram
discordancia em cerca de 60% dos casos entre os diferentes observadores®.
Estes casos, entdo, sdo chamados por muitos de “proliferagdo de pequenas
glandulas de significado incerto” (PPGSI)*>"%3'. Em relacdo as lesdes duvidosas
encontradas em amostras obtidas por pungao-bidpsia, o diagndstico diferencial
fica ainda mais dificil devido a escassez de material inerente ao proprio método
de coleta®. Nestes casos, até a definicdo de HAA é desaconselhada, sendo a

descrigdo de PPGSI a mais utilizada’.



A PPGSI nao se constitui em uma entidade especifica e representa uma
categoria que inclui outras lesdes, (como HAA e ACBD), e que nao apresenta
um padrao morfolégico suficientemente claro para o diagnéstico. Assim, nao
define terapéutica e sugere continuidade na investigagao, visto que autores
mostraram até 48,9% de casos de carcinoma em rebiépsias16. Baseado nisso, e
no fato de que alguns carcinomas podem simular a presenca de camada basal
ao exame microscopico de amostra corada pelo HE, sobretudo dada a retragao
do tecido conjuntivo sub-glandular’, alguns autores defendem a confirmagao
imunohistoquimica da presenca de tais células através de anticorpos
anticitoqueratinas de alto peso como método mais fidedigno na determinagao

do carater benigno daquelas lesdes duvidosas®’:8:303:5%,

1.4. APLICAGAO IMUNOHISTOQUIMICA DOS ANTICORPOS
ANTI-CITOQUERATINAS NO DIAGNOSTICO DAS NEOPLASIAS

MALIGNAS

Os filamentos intermediarios de queratina fazem parte do citoesqueleto
das células epiteliais normais. Na composi¢cdo do citoesqueleto associam-se
duas unidades, os microflamentos e o0s microtubulos contendo,

respectivamente, actina e tubulina'’. As mutacdes nos genes responsaveis por



sua produgao, geram células epiteliais fragilizadas como consequéncia da
expressao da proteina por gens mutados. A maior parte das doencgas
resultantes s&o desordens autossGmicas dominantes, conhecidas como
genodermatoses®’.

Dentre os seis tipos de filamentos intermediarios existentes, os de
queratina sao os mais complexos e compreendem os filamentos tipo | e Il, que
por sua vez sao separados em vinte subtipos designados de um a 20. Incluem
queratinas de baixo e alto peso molecular e sdo divididas quanto ao ponto
isoelétrico em acidas e basicas. Durante os estagios do desenvolvimento
embrionario, diferentes subtipos de queratina sao evidenciadas, como também
tipos distintos sdo expressos, nos diferentes epitélios*’.

Certos tipos sao caracteristicos de alguns tecidos epiteliais normais, nao
aparecendo em outros, por exemplo os epitélios simples (a maior parte das
células secretérias e parenquimatosas, os epitélios que revestem ductos -
biliares, pancreaticos, renais etc - o epitélio gastro-intestinal, as células de
Merkel da pele, papilas gustativas, etc) expressam as queratinas simples 7, 18,
19 e 20; enquanto epitélios complexos (escamoso estratificado) mostram
queratinas complexas, cinco, seis, 10, 14 e 15*'.

Quando ocorre transformagdo maligna dos epitélios, o perfil de
expressao das citoqueratinas tipicas daquele epitélio tende a permanecer
constante, desta forma os anticorpos anti-citoqueratina poderiam ser usados
nao apenas para determinacédo da origem epitelial da neoplasia, mas também

para subclassificacdo’’. Numa etapa inicial do desenvolvimento da



imunohistoquimica aplicada a oncologia, a maior parte dos anticorpos
produzidos eram cocktails de pancitoqueratinas, ndo especificos, que reagiam a
varios tipos de citoqueratinas. Nesse contexto, eram wusados para
estabelecimento da histogénese epitelial de uma neoplasia maligna mal
diferenciada e na identificacdo de tumores metastaticos de sitio primario
desconhecido, particularmente para exclusdo de origem mesenquimal,
hematolinféide ou da crista neural”.

Atualmente, ja estdo em uso anticorpos para os vinte tipos de
citoqueratinas conhecidas e podem ser aplicados na diferenciacdo da
histogénese dos carcinomas. Em alguns tipos de neoplasias o perfil de
expressao das citoqueratinas € muito especifico, sendo a imunohistoquimica
um poderoso aliado para definicdo do diagndéstico. Podemos tomar como
exemplo os adenocarcinomas do colon e os carcinomas de células de Merkel
da pele, ambos positivos para citoqueratina 20 em 90% e 86% dos casos,
respectivamente’’. Em outras circunstancias, a imunomarcacdo pode ser
usada para limitar as hipoteses diagndsticas, excluindo esta ou aquela

possibilidade, baseada no perfil de imunoexpressao das citoqueratinas'”.



1.5. UTILIZACAO DA IMUNOHISTOQUIMICA NO DIAGNOSTICO

DAS LESOES PROSTATICAS

Tradicionalmente a imunohistoquimica tem sido aplicada para
identificacdo de origem prostatica dos adenocarcinomas metastaticos de sitio
primario desconhecido, principalmente através do anticorpo anti-antigeno
prostatico especifico (PSA) e menos comumente pelo anticorpo anti-fosfatase
prostatica alcalina. Embora o adenocarcinoma prostatico possua, na sua grande
maioria, um perfil de citoqueratinas expressa por positividade para os subtipos
sete, 20 e 18, em geral, dada a alta especificidade do anticorpo anti-antigeno
prostatico especifico (PSA), as citoqueratinas n&do sao utilizadas para esse
fim'”.

Mais recentemente, o reconhecimento da camada de células basais®,
passou a ser muito valorizado como adjuvante ao exame histopatoldgico
convencional, para confirmagdo da auséncia de invasao e consequentemente
na exclusdo do diagnostico de adenocarcinoma, em lesdes duvidosas. O
anticorpo anti-citoqueratina mais utilizado para este fim tem sido o clone
34BE12 que reconhece as queratinas de alto peso molecular designadas um,
cinco, dez e 14", Essas costumam expressarem-se em epitélios complexos

como o malpighiano, em células basais com aplicagéo na prostata e em células

mioepiteliais, utilizadas principalmente no esclarecimento de lesdes



mamarias'’. Na prostata a imunocoloragdo pela 34BE12 expressa-se apenas
nas células ndo secretdrias da camada basal (células mioepiteliais), afastando

7.17.29.30.5355  Entretanto, um

quando positiva, o diagndstico de malignidade
exame imunohistoquimico com citoqueratina negativo ndo confirma a
malignidade do tecido, visto que falsos negativos podem ocorrer, devido
principalmente a fragmentagdo da camada basal. Nestes casos, a definicdo de
malignidade devera ser determinada pela correlagdo entre os achados clinicos
e morfolégicos’%°*%° Apesar deste fato, a demonstracdo da camada de
células basais elimina um percentual significativo de casos suspeitos,
contribuindo substancialmente para o manuseio do paciente. No nosso meio a
utilizacdo do anticorpo anti-citoqueratina de alto peso molecular, no
esclarecimento de lesdes duvidosas, ainda ndo ¢é frequente havendo
necessidade de desenvolvimento de experiéncia com o método. Considerando
a importancia do seu emprego, principalmente no esclarecimento das PPGSI

em material de puncdo biopsia, pelo impacto dessa decisdo no

acompanhamento clinico dos pacientes € que foi realizado este estudo.



2. OBJETIVOS



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar os primeiros resultados do exame imunohistoquimico com
marcador de citoqueratina de alto peso molecular (antigeno 34BE12)
realizado no Departamento de Patologia do Hospital de Céancer de
Pernambuco, como método auxiliar ao exame histopatolégico de rotina na
determinagao de benignidade de lesbes prostaticas, utilizando-se amostras
de lesdes diagnosticadas como benignas e malignas, no estudo

histopatolégico de rotina.



2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Confirmar, em nosso meio, o padrdo esperado de imunorreatividade do
marcador citoqueratina de alto peso molecular (antigeno 34BE12) descrito
na literatura, isto €, imunomarcacdo de camada de células basais em
condi¢cdes benignas e auséncia de imunomarcagao de camada de células
basais em condicbes malignas, através de sua utilizagdo em casos de
hiperplasia nodular benigna da préstata e de adenocarcinoma prostatico em

material de pungao-bidpsia e de pega cirurgica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. SELEGAO DOS CASOS E OBTENGAO DOS FRAGMENTOS

A partir do arquivo de blocos e laminas no Departamento de Patologia do
Hospital de Cancer de Pernambuco, foram selecionados de um total de 727
lesbes prostaticas examinadas no periodo de junho de 1997 a marco de 2002,
40 casos correspondentes a 20 pacientes, dos quais dez tiveram o diagnéstico
de hiperplasia nodular benigna da prostata e dez de adenocarcinoma, feitos
inicialmente em material de pungao-bidpsia e confirmados em peca cirurgica.

Constituiram-se assim, neste estudo de série de casos’®*"*® dois
grupos: um fprmado por dez casos de hiperplasia nodular benigna da préstata,
correspondente a dez pungdes-bidpsias e dez prostatectomias, e o outro grupo
representado por dez casos de adenocarcinoma, consistindo em dez puncgoes-
biépsias e dez prostatectomias. O material corresponde, portanto, a 40
amostras prostaticas para revisao histopatolégica e exame imunohistoquimico.

Foram utilizados como critérios para selecgao:

e A existéncia de pega cirurgica confirmando o diagndstico obtido pela

pungao-bidpsia;



e A presenga de material residual no bloco de parafina suficiente para
realizagcao de exame imunohistoquimico;

e O achado de glandulas benignas adjacentes as lesdes diagnosticadas como
adenocarcinoma, para controle interno da imunomarcacao.

e Auséncia de artefatos atribuiveis a fixagc&o.(retracdo de glandulas malignas

ou benignas e autolise).

3.2. PROCESSAMENTO IMUNOHISTOQUIMICO, AVALIAGAO

DOS ESPECIMES E ANALISE ESTATISTICA

As reacdes imunohistoquimicas foram realizadas no Departamento de
Patologia do Hospital de Cancer de Pernambuco pelo Professor Luciano
Montenegro, sem conhecimento do diagnodstico morfolégico prévio das
amostras encaminhadas (HNBP ou ACP). Todas as preparagdes histolégicas
foram também analisadas e revisadas em conjunto pela autora e professora-
orientadora. Utilizou-se o método peroxidase-antiperoxidase (PAP)** com o
anticorpo monoclonal citoqueratina de alto peso molecular (34BE12 — M630;
DAKO Co., Califérnia, USA) apds recuperagdao antigénica em forno de

52,71

microondas””’’. Foram utilizadas como controle areas de tecido prostatico

normal incluidas nas amostras selecionadas. Os casos foram considerados



positivos quando se identificava imunoexpressdao dada pela cor castanha no
citoplasma das células nao secretdrias (mioepiteliais) da camada basal,
contornando as estruturas glandulares, nas areas em estudo, e portanto
comprovadamente benignas’?"3%34936175 " A negatividade foi estabelecida pela
nao visualizacdo da mesma camada com positividade no controle interno
(glandulas normais incluidas nas amostras). Um resultado negativo apenas
sugere, mas ndo confirma, o diagnostico de malignidade’ 273034536175

A localizagao da area a ser analisada na lamina (area de HNBP ou ACP)
foi determinada por superposi¢cao de ambas as laminas estudadas (coradas por
HE e pelo marcador 34BE12), facilitando a determinacao do local exato e ser
analisado.

A ocorréncia ocasional de auséncia de imunomarcacdo em glandulas
nao neoplasicas foi ignorada quando a maior parte da amostra demonstrava
positividade.

Uma vez efetivado o exame imunohistoquimico nas amostras de tecido
prostatico estudados, verificou-se o percentual de casos positivos para o
marcador de citoqueratina de alto peso molecular (34BE12) no grupo com

diagnostico histoldgico de hiperplasia nodular benigna da prostata e de casos

negativos no grupo com diagndstico de adenocarcinoma.
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4. RESULTADOS

A faixa etaria dos vinte pacientes, dos quais os tecidos prostaticos foram
analisados, variou de 45 a 96 anos, com média de 75,4 + 16,7 anos.

As amostras de tecido de pungao prostatica com lesdes benignas
(hiperplasia nodular benigna da prostata, figuras 1 e 2), mostraram
imunomarcacgao positiva para 34BE12 em todos os casos, tanto nos fragmentos
de puncdo-bidépsia (tabela 1), quanto nas pegas cirurgicas (tabela 2),
confirmando o diagnéstico da condigdo benigna e a eficacia da técnica na
demonstracdo da camada de células basais, mioepiteliais.

Em relaggo aos tecidos com lesdo sabidamente maligna
(adenocarcinoma da préstata; figuras 3 e 4), nenhuma reagdo com o anticorpo
34BE12 foi evidenciada nos acinos neoplasicos, tanto nos fragmentos de

puncdo-bidpsia (tabela 1), quanto nas pegas cirurgicas (tabela 2).



TABELA 1

Resultado da imunomarcagao para citoqueratina de alto peso
molecular (34BE12) de 20 amostras obtidas por pungao-bidpsia transretal
da proéstata.

Lesao Benigna Lesao Maligna Total
(HNBP) (ACP)
IHQ positiva 10 - 10
IHQ negativa - 10 10
Total 10 10 20

Percentual de positividade das les6es benignas = 100%;
Percentual de negatividade das les6es malignas = 100%.

FIGURA 1: Exame histopatolégico de tecido obtido por pungdo-bidpsia da
prostata, corada pela hematoxilina-eosina, com aumento de 100X:
Hiperplasia nodular benigna da prostata.



FIGURA 2: Exame imunohistoquimico com marcador de citoqueratina de alto
peso molecular (34BE12), com aumento de 100X:
Hiperplasia nodular benigna da prostata.
Nota-se células da camada basal marcadas com coloracéo

acastanhada (imunohistoquimica positiva).



TABELA 02

Resultado da imunomarcagao para citoqueratina de alto peso
molecular (34BE12) de 20 pegas de prostatectomia.

Lesao Benigna Lesao Maligna Total
(HNBP) (ACP)
IHQ positiva 10 - 10
IHQ negativa - 10 10
Total 10 10 20

Percentual de positividade das les6es benignas = 100%;
Percentual de negatividade das les6es malignas = 100%.

FIGURA 3: Exame histopatologico de tecido obtido por prostatectomia, corada
pela hematoxilina-eosina, com aumento de 100X:

Adenocarcinoma da préstata.



FIGURA 4: Exame imunohistoquimico com marcador de citoqueratina de alto
peso molecular (34BE12), com aumento de 100X:
Adenocarcinoma da proéstata.
Nota-se auséncia da coloragdo acastanhada pela inexisténcia de
células da camada basal dos acinos neoplasicos, a direita da foto

(imunohistoquimica negativa).



A tabela 3 analisa os resultados em conjunto, isto €, agrupando os

achados da imunomarcacao na pungéo-biopsia com os vistos na pega cirurgica.

TABELA 03

Resultado da imunomarcagao para citoqueratina de alto peso
molecular (343E12) de 40 amostras obtidas por pungao-bidpsia transretal
da préstata e prostatectomia.

Lesao Benigna Lesao Maligna Total
(HNBP) (ACP)
IHQ positiva 20 - 20
IHQ negativa - 20 20
Total 20 20 40

Percentual de positividade das les6es benignas = 100%;
Percentual de negatividade das les6es malignas = 100%.

Tanto nas amostras obtidas por pungao-biopsia (tabela 1), quanto no
tecido prostatico ressecado cirurgicamente (tabela 2) e no grupo em conjunto
(tabela 3), foram observados 100% de positividade para citoqueratina de alto
peso molecular (34BE12) em todas as lesdes benignas e 100% de negatividade
em todas as lesdes malignas.

Em todas as amostras de prostatectomia e em algumas de pungao-
bidpsia observou-se ocasional auséncia de imunomarcagdo em glandulas nao
neoplasicas, todavia em relagdo aos adenocarcinomas nao ocorreram casos de

positividade nas estruturas glanduliformes neoplasicas.
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O termo proliferagdo de pequenas glandulas de significado incerto
(PPGSI) foi definido com o objetivo de descrever lesbes prostaticas que néo
apresentavam elementos morfolégicos suficientes para diagndstico conclusivo

de benignidade ou malignidade®’>".

Como essa definicdo tem grande
importancia clinica e progndstica, visto que os casos de lesdes benignas séo,
na sua maioria, tratados por métodos conservadores, enquanto os de
malignidade sao submetidos a tratamentos agressivos, como cirurgia radical
e/ou radioterapia, em muitos centros especialmente os norte-americanos, tem
sido utilizada a imunohistoquimica para citoqueratina de alto peso molecular
nos casos em que tenha havido dificuldade em avaliar a ocorréncia de
invas&o’ %,

Os casos com imunoexpressdo positiva sao confirmados como
verdadeiramente benignos’>%%3.

As amostras prostaticas com imunoexpressao negativa, ou seja, sem
camada de células basais detectada ao método, ndo tém sua benignidade
assegurada, estando o diagndéstico de malignidade a cargo da intensidade das

alteragdes morfologicas, sobretudo aspecto do nucleo e nucléolo, do quadro

clinico (idade, consisténcia prostatica ao toque retal) e complementar (PSA



livre/total, aspecto ultra-sonografico) do paciente. Isto decorre do fato de que a
camada de células basais em lesbes nao neoplasicas pode, em algumas
circunstancias, ficar fragmentada, dificultando a coloragdo da mesma pelo

marcador’ %23

, como pode acontecer em acinos comprometidos por processo
inflamatdrio, ou na hiperplasia adenomatosa atipica. Outra causa de auséncia
de imunoexpressao da camada de células basais, que pode produzir falhas na
interpretacdo das PPGSI, resulta da ma preservagao antigénica por artefatos de
fixagcao.

Em nosso meio, ndo tem sido freqiente a utilizagdo da
imunohistoquimica com o anticorpo anti-citoqueratina de alto peso molecular
(34BE12) para o esclarecimento de casos duvidosos. Para a utilizagdo desse
exame na pratica clinica é necessario que se adquira experiéncia, visto que
falsas interpretacbes poderiam levar a erros diagndsticos, imperdoaveis dentro
do contexto de tratamento e progndstico esperados.

Em ambito hospitalar, a imunohistoquimica foi iniciada em Pernambuco
em 1993'", no Departamento de Patologia do Hospital do Cancer de
Pernambuco. Inicialmente, foi instalada com apenas cinco marcadores,
contando no momento com 52 anticorpos. O marcador de citoqueratina de alto
peso molecular (34BE12) foi adquirido em 2000, ainda n&o havendo, até entéo,
experiéncia prévia com a sua utilizacdo em lesdes prostaticas. No nosso meio,

acredita-se ser de grande importancia o desenvolvimento do método, que pode

auxiliar no esclarecimento da inquietante duvida que acompanha o diagnéstico



de proliferacdo de pequenas glandulas de significado incerto, evitando
procedimentos de rebidpsia.

Vale ainda chamar atencdo para sua realizagdo dentro do contexto de
minimizar possiveis erros diagnésticos®, que poderiam originar processos por
ma pratica da Medicina. Dados do The Doctors Company, dos Estados Unidos
da Ameérica, obtidos a partir da revisao de denuncias de ma pratica no periodo
de 1995 a 1997, demonstraram que em 54% dos casos as falhas ocorreram em
seis tipos especificos de espécimes que foram considerados de “alto risco”.
Incluiam espécimes de bidpsias mamarias (14%), diagnéstico de melanoma
(11%), linfoma (7%), pungao aspirativa por agulha fina (geral 7%, de lesées de
mama 6%), bidpsia intraoperatoria (5%) e bidpsias por pungcdo de proéstata
(4%). Nessas ultimas, 78% das falhas ocorreram como falso positivo, em lesdes
que simulam adenocarcinoma da prostata, tais como atrofia, hiperplasia pos-
atréfica, adenose e neoplasia intra-epitelial da prostata®.

Nesse estudo procurou-se validar a técnica no servigo onde foi realizada.
Embora seja relativamente pequeno o numero de casos, acredita-se que a
experiéncia prévia de nove anos no uso da imunohistoquimica e os resultados
obtidos com o uso de anticorpo anti-citoqueratina 343E12 permitem a utilizagao
do método em nosso meio.

Os testes imunohistoquimicos sdo usados em todo o mundo para
diagndsticos anatomopatolodgicos. No que toca a sua aplicagdo em oncologia,

tem sido utillizada principalmente para esclarecimento da histogénese de



neoplasia, subtipagem de linfomas e determinacdo de fatores progndsticos e
preditivos da terapéutica®.

Os reagentes utilizados sao anticorpos contra componentes celulares
especificos, incluindo oncogenes, substancias do tecido normal, hormdnios,
enzimas ou outras proteinas. Sdo necessarios profissionais experientes para a
realizacdo correta da técnica, e patologistas treinados para a adequada
interpretacédo dos resultados®.

Na prostata, € pouco usada, sendo os marcadores mais conhecidos os
anticorpos anti-antigeno especifico prostatico (PSA) e anti-fosfatase acida
especifica prostatica (PAP), que sao, em geral, utilizados para definir a origem
prostatica de tumores metastaticos de sitio primario ndo determinado™.

A imunohistoquimica com marcador de citoqueratina de alto peso
molecular (34BE12) reage com as células mioepiteliais (ndo-secretorias) da
camada basal dos acinos prostaticos. Como essa estrutura s6 esta presente em
lesdes prostaticas benignas, esse método € hoje frequentemente utilizado como
suporte no diagnéstico diferencial de carcinoma prostatico, inclusive em
amostras de tecido obtidas por puncdo-biopsia’?"0345381.75  Alguns autores'®*?
chamam atencao para as limitagdes do exame. Uma delas esta no fato de que
amostras colhidas por puncio transretal podem fornecer pouco material para
exame, sobretudo em lesbes muito pequenas. Outra estd na perda de

expressdo antigénica por artefatos atribuiveis a ma fixagdo, que pode ser



minimizada pela utilizacdo de técnicas especificas com aquecimento em

microondas®>""

, método utilizado neste estudo.

Dado ao pequeno tamanho dos fragmentos, em geral, em material de
puncao-bidpsia, ndo ha problemas relacionados a fixagdo incompleta e sim ao
excesso de fixacdo’'. A técnica de recuperagdo da imunorreatividade com
aquecimento com microondas, acima mencionamos, s60 nao tem efeito
satisfatério quando o tempo em formalina for superior a uma semana’’, o que é
desnecessario e geralmente nao acontece com amostras de pungao-biopsia.

Ja em material de prostatectomia, pelo grande volume de tecido, os
artefatos atribuiveis a fixacao insuficiente sdo mais comuns. No material em
estudo, o achado de ocasional auséncia de imunomarcacdo da camada de
células basais em glandulas nao neoplasicas € atribuivel a possiveis artefatos
de fixacdo, apesar da tentativa de excluir os casos mal fixados, na fase de
selecao do material, pela utilizacdo de critérios histopatologicos. Esse € um
problema comum nos laboratérios de patologia, dada a dificuldade de controle
do tempo de fixagdo na etapa que precede a chegada do tecido ao patologista.
Uma é6tima fixacdo € aquela em que o material € colocado em formalina neutra,
tamponada a 10%, logo apds a retirada, em volume de até 10 vezes ao do
tecido'*. Considera-se como tempo padrdo, oito horas para um milimetro de
espessura do tecido. Assim, dependendo do volume do material, a fixagao
devera ser processada entre oito a 48 horas®. Para assegurar uma 6tima
preservagao antigénica e consequentemente, uma boa imunomarcacgao,

recomenda-se que o tempo de fixacdo nao ultrapasse oito horas e 24 horas



para pequenas bidpsias e espécimes grandes, respectivamente’®. Essas
recomendagdes permanecem validas apesar das novas técnicas de
recuperacgao antigénica minimizarem essa necessidade. Em geral, uma fixagcao
deficiente, resultando em autdlise € mais prejudicial que a super-fixagao para a
realizagcao do exame imunohistoquimico.

Em relacdo a quantidade de material disponivel para analise apos
puncao-bidpsia por agulha, quando nao for suficiente para fazer diferentes
ldaminas para coloragdo com o HE e imunohistoquimica, trabalhos mostram que
€ possivel a imunomarcagao utilizando a mesma lamina, apds técnica de
descoloragdo do HE'. Outro aspecto enfatizado como causa da falha da
imunomarcagao sao os artefatos atribuiveis a cauterizagdo, sobretudo em
material obtido por RTU.

Alguns autores alertaram para a rara possibilidade de uma reacéao
positiva com tecido maligno®. Em um desses estudos foi realizado
imunohistoquimica em tecido metastatico de carcinoma prostatico, que
demonstrou positividade em dois casos (menos de 0,2% das células tumorais
estudadas), de um total de 100 casos, e nado tendo sido estas células,
seguramente identificaveis as da camada basal’®. No material em estudo nao
foi observado imunomarcacao nos casos de adenocarcinoma, todavia chama-
se a atencao para o fato de que foram utilizados tecidos diferentes do acima
mencionado em uma série menor de casos®’**"7°,

No presente estudo, a imunohistoquimica com marcador de citoqueratina de

alto peso molecular demostrou presenga de camada de células basais em todos



os casos de HNPB e auséncia da mesma em todos os casos de ACP,
confirmando os dados da literatura.

Pode-se afirmar que esses resultados dao seguranca para o inicio da
utilizacdo da imunohistoquimica em nosso meio, em tecido obtido por puncao
bidpsia transretal da prostata, como importante método auxilliar de
esclarecimento de lesbes duvidosas ao exame histopatoldgico, evitando novos

procedimentos invasivos.
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6. CONCLUSOES

Utilizando-se o anticorpo anti-citoqueratina de alto peso molecular
(34BE12) em hiperplasia nodular benigna e adenocarcinoma da préstata,
diagnosticados em material de puncdo-biépsia e de prostatectomia,
confirmaram-se os achados descritos na literatura:

1) Imunomarcagao positiva com demonstragdo da camada de células
basais na hiperplasia nodular benigna;

2) Imunomarcagao negativa pela auséncia da camada de células basais
no adenocarcinoma;

3) Em consequéncia, € recomendada a sua utilizagdo nos casos de
proliferagdo de pequenas glandulas de significado incerto e outras condi¢des
simuladoras do adenocarcinoma prostatico, como adjunto aos exames
histopatoldgicos de rotina, que permanece como importante critério para
definicdo de malignidade. O exame imunohistoquimico com marcador de
citoqueratina de alto peso molecular (34BE12) deve ser rotineiramente utilizado
para exclusdo de malignidade de amostras de tecido prostatico com leséo
caracterizada a morfologia como proliferacdo de pequenas glandulas de

significado incerto.
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