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da próstata, corada pela hematoxilina-eosina, com 

aumento de 100X: 

Hiperplasia nodular benigna da próstata. 
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FIGURA 2 Exame imunohistoquímico com marcador de citoqueratina 

de alto peso molecular (34βE12), com aumento de 100X: 

Hiperplasia nodular benigna da próstata. 

Nota-se células da camada basal marcadas com coloração 

acastanhada (imunohistoquímica positiva). 
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FIGURA 3 Exame histopatológico de tecido obtido por prostatectomia, 

corada pela hematoxilina-eosina, com aumento de 100X: 

Adenocarcinoma da próstata. 
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FIGURA 4 Exame imunohistoquímico com marcador de citoqueratina 

de alto peso molecular (34βE12), com aumento de 100X: 

Adenocarcinoma da próstata. 

Nota-se ausência da coloração acastanhada pela 

inexistência de células da camada basal nos ácinos 

neoplásicos, a direita da foto (imunohistoquímica negativa). 
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RREESSUUMMOO  

 

 

 

HENRIQUES, L. G. T. M. Avaliação imunohistoquímica com marcador de 

citoqueratina de alto peso molecular (34βE12) na caracterização de 

benignidade em lesões da próstata. Recife, 2002. Dissertação (Mestrado) – 

Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal de Pernambuco. 

 

 

Os carcinomas da próstata são as neoplasias malignas de maior 

prevalância no sexo masculino. Na última década os progressos na tecnologia 

de imagem, através da punção-biópsia sob controle ultra-sonográfico e a 

utilização dos exames bioquímicos para detecção do antígeno prostático 

específico, tornaram possível o diagnóstico de lesões iniciais, muitas em 

pacientes mais jovens. Como conseqüência, para o patologista vieram as 

dificuldades de interpretação de lesões muito pequenas ou histologicamente 

mal definidas, como a diferenciação entre hiperplasia adenomatosa atípica e 

adenocarcinoma bem diferenciado. Termos como proliferação de pequenas 

glândulas de significado incerto passaram a ser utilizados para as lesões 

duvidosas, requerendo progredir na investigação. A literatura tem demonstrado 

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



 

molecular (34βE12) é útil na confirmação de benignidade pela demonstração 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 Câncer de Pernambuco. A partir dos 

arquivos deste serviço, foram selecionados 20 casos de um total de 172 

registrados entre junho de 1997 e março de 2002. Esses casos constituiram 

dois grupos, o primeiro formado por dez casos com diagnóstico de hiperplasia 

nodular benigna da próstata e o segundo por dez casos de adenocarcinoma 

prostático. Cada grupo incluiu 20 espécimes, dez obtidos por punção-biópsia e 

dez por ressecção cirúrgica, constituindo 40 amostras para revisão histológica e 

realização do exame imunohistoquímico. A imunomarcação demonstrou a 

camada de células basais em todas as lesòes benignas tanto no material de 

punção-biópsia (10/10), como nas peças cirúrgicas (10/10) revelando 100% de 

positividade. Nos casos de adenocarcinoma, não houve demonstração da 

camada de células basais, tanto no material de punção-biópsia (10/10) quanto 

no de prostatectomia (10/10), resultando em 100% de negatividade. Os 

resultados confirmam os dados da literatura quanto à acurácia do método na 

confirmação da existência da camada de células basais, sendo recomendável 

no esclarecimento de lesões duvidosas para exclusão de malignidade.  
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11..    IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  



 

11..    IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  

 

 

 

1.1.  ASPECTOS GERAIS 

 

 

 Os tumores da próstata são entidades muito prevalentes em todo o 

mundo, sendo cada vez mais diagnosticados precocemente e tratados em vista 

dos avanços tecnológicos e campanhas de conscientização do público 

masculino quanto à necessidade de exames periódicos, tanto clínico (toque 

retal), quanto bioquímico (anticorpo prostático específico – PSA) e/ou de 

imagem (ultra-sonografia)5,7. 

 Os carcinomas da próstata são o primeiro tipo de câncer em 

homens18,23,62, sendo prevalentes a partir dos 50 anos de idade18. Nos Estados 

Unidos, estimativas de 2001 indicaram 198.100 novos casos, com 

aproximadamente 31.500 óbitos41. 

Têm mortalidade ainda alta, com mais de 41.000 óbitos registrados nos 

Estados Unidos em 19967, sendo atualmente uma das três maiores causas de 

morte em homens, juntamente com o câncer de pulmão e as doenças 

cardíacas, e a segunda causa de morte por câncer7. O carcinoma prostático 



 

metastático, por sua vez,  resulta no óbito de cerca de 30.000 homens por ano 

naquele país60. 

No Brasil, o câncer de próstata representa um sério problema de saúde 

pública. É o segundo mais comum em homens, só sendo superado pelo de pele 

não melanoma, e, ao final de 2002, deverão ter ocorrido cerca de 25.600 casos 

novos.  Ainda, aparece como o quarto tipo mais mortal, tendo sido considerado 

responsável por 7.223 óbitos em 199938. 

Entretanto, a importância clínica do carcinoma prostático não está 

apenas nos seus altos índices de morbidade e mortalidade, mas também no 

impacto sobre o prognóstico. Assim, a busca por diagnóstico precoce e fatores 

prognósticos tornou-se um dos principais alvos das investigações científicas60. 

Há algumas décadas, o diagnóstico histológico se limitava aos estudos 

morfológicos de peças de ressecção cirúrgica ou de biópsias guiadas por toque 

retal, às cegas. Após 1987, a radiologia intervencionista começou a desenvolver 

técnicas e equipamentos para punção-biópsia prostática, com obtenção de 

fragmentos do centro da lesão1. A abordagem com transdutor ultra-sonográfico 

endocavitário, acoplado a agulha para punção-biópsia transretal, foi um grande 

avanço na programação diagnóstica, terapêutica e prognóstica10,45,77. Mais 

recentemente, a punção-biópsia guiada por ultra-sonografia com 

dopplerfluxometria aumentou a representatividade de prováveis lesões 

tumorais, e o patologista tem melhores condições de esclarecimento 

diagnóstico45. Com essas tecnologias associadas aos avanços do 

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



 

necessária uma classificação de impacto prognóstico para apoiar as decisões 

terapêuticas2. 

 A indicação de procedimentos cirúrgicos radicais (prostatectomia radical) 

e/ou de alternativas terapêuticas complementares (quimioterapia, radioterapia e 

hormonioterapia) modificou sobremaneira a qualidade de vida dos pacientes, e 

a sobrevida41,66,72. Essas medidas terapêuticas são baseadas na classificação 

histológica do tumor, sendo a determinação do seu caráter benigno ou maligno, 

bem como do estadiamento em caso de adenocarcinoma, os pilares mestres 

dessa definição41,72. 

 A classificação, bem como o diagnóstico diferencial de malignidade, são 

basicamente determinados por critérios morfológicos ao exame 

anatomopatológico7,73. Esses critérios estão descritos na literatura, e são do 

conhecimento dos especialistas5,7,18,63,73. 

 

 

1.2. DIAGNÓSTICO HISTOLÓGICO DO CARCINOMA DA 

PRÓSTATA, GRADUAÇÃO DE GLEASON E ESTADIAMENTO 

CLÍNICO 

 

 

 Alguns parâmetros são considerados indispensáveis para a definição de 

adenocarcinoma prostático73. A ausência de qualquer um deles torna duvidoso 



 

o diagnóstico, não sendo o anatomopatologista autorizado a definir o caso 

como maligno. 

 Tais critérios são: 

• Desarranjo arquitetural: Os ácinos perdem a disposição normal. 

Distribuem-se irregularmente em todas as direções e geralmente mostram 

diferentes diâmetros, formas e espaçamento entre si. Podem sofrer 

angulações. O caráter infiltrativo nem sempre é perceptível em cânceres 

mais bem diferenciados, e quando presente define malignidade5,7,21,25,36,42,51. 

• Achados citológicos: A atipia celular é caracterizada por perda da relação 

núcleo-citoplasmática, quando se encontram núcleos aumentados de 

tamanho e ovalados, com nucléolos proeminentes (acima de 1,6 

micrômetro), de localização tendendo a excêntrica, e  cromatina distribuída 

na periferia. Cerca de 8% dos carcinomas podem não apresentar o aumento 

nucleolar. O citoplasma pode ser claro ou acidófilo. Não é freqüente a 

presença de figuras de mitose, e é muito raro se observarem células 

neoplásicas volumosas e bizarras. O tamanho dos nucléolos é de grande 

valor diagnóstico5,7,8,21,32,36,40,43. 

• Ausência da camada de células basais: Os ácinos neoplásicos malignos 

não apresentam a dupla população celular normal, ou seja, não têm as 

células da camada basal, portanto sua presença confirma benignidade. 

Porém, em algumas situações pode-se ter interpretação errônea dos 

achados morfológicos, visto que amostras de tecido normal podem se 



 

apresentar sem células basais por fragmentação e, por outro lado, a 

compressão dos fibroblastos estromais podem mimetizar células basais na 

periferia do ácino maligno5,7,21,22. 

  Outros achados morfológicos também são considerados importantes na 

avaliação do caráter benigno ou maligno da lesão. Dentre eles, pode-se citar: 

• Cristalóides: São estruturas eosinofílicas, birrefringentes à luz polarizada, 

podendo ter formato triangular, retangular, hexagonal, irregular ou acicular. 

Provavelmente resultam de metabolismo anormal mineral e protéico das 

células neoplásicas malignas, sendo raramente encontrados em lesões 

benignas5,7,21,36,39. 

• Mucina luminal: A mucina ácida sulfatada ou não-sulfatada está 

freqüentemente presente em ácinos neoplásicos malignos (em 34% das 

amostras de biópsia de câncer e em 60% dos tecidos obtidos por ressecção 

transuretral e prostatectomia), e raramente em glândulas normais ou 

hiperplásicas. Apresenta-se como secreção amorfa, basofílica no lúmen 

glandular, e sua presença em neoplasias muito diferenciadas, juntamente 

com os cristalóides, ajuda no diagnóstico de adenocarcinoma5,7,21,36,59,62,68. 

• Micronódulos colagenosos: São massas com estroma paucicelular, fibrilar 

e eosinofílico, que resultam do extravasamento da mucina ácida para o 

estroma. Este achado é específico do adenocarcinoma, porém 

infreqüente7,9,21. 



 

Assim, definido o caráter maligno da lesão, a partir dos achados 

morfológicos, vários autores preconizaram diferentes graduações histológicas, 

sendo a mais utilizada atualmente a de Gleason, recentemente reconhecida 

pela OMS. Foi descrita em 1992, e se baseia  na diferenciação glandular e no 

seu padrão de crescimento4,5,7,36. 

O sistema de Gleason define um escore pelos padrões mais freqüentes 

na amostra, somado ao achado mais anaplásico de todo o material 

encaminhado, tanto obtido por punção-biópsia, como por ressecção 

cirúrgica4,7,36. Assim, constitui-se em: 

• Gleason 1: Não há caráter infiltrativo. A neoplasia é bem delimitada, sendo 

diagnosticada pelo desarranjo arquitetural. As margens são precisas e há 

pouco espaço entre os ácinos neoplásicos. 

• Gleason 2: Também não há caráter infiltrativo, sendo o diagnóstico feito 

pelo desarranjo arquitetural. A neoplasia não é tão bem delimitada como no 

grau 1 e há maior distância entre os ácinos neoplásicos. 

• Gleason 3: Há nítido caráter infiltrativo, podendo ocorrer arranjo cribriforme, 

e, quando presente, determina que a neoplasia seja, no mínimo, grau 3. 

• Gleason 4: Além do caráter infiltrativo há proximidade entre os ácinos, 

conferindo à neoplasia caráter medular e/ou tendência de fusão dos ácinos. 

• Gleason 5: O arranjo da neoplasia é sólido, não raro observando-se células 

neoplásicas isoladas ou em arranjo trabecular. Inclui-se neste grau 

histológico o aspecto em comedocarcinoma. 



 

• Escore = Gleason mais freqüente + Gleason mais anaplásico da amostra. 

  Esta classificação tem grande valor prognóstico5,23,36 e mostra boa 

reprodutibilidade entre diferentes observadores (62,58% segundo alguns 

autores e 80% nas mãos do próprio Gleason), além da evidente relação entre o 

achado de linfonodos comprometidos no exame de peça de cirurgia radical e o 

escore final (93% em escore 8-10; 31% em 5-7; nenhum em 2-4)5. 

  Embasado nesse escore, os adenocarcinomas também podem ser 

divididos de acordo com seu grau de diferenciação, apesar do próprio Gleason 

criticar a relação direta entre este parâmetro histológico e a agressividade 

clínica. Ainda, outras discordâncias ocorrem em relação à divisão em dois ou 

três graus, e quais escores estariam em cada um deles5. 

Assim, alguns trabalhos agrupam em baixo grau os escore de Gleason 

de dois a quatro (graus de Gleason um e dois), em grau intermediário os escore 

de cinco a sete, e em alto grau os de oito a dez5. 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 três graus com escores finais 

respectivamente de dois a cinco, seis, e sete a dez5. Entretanto, o próprio 

Gleason prefere, em estudos com pequenas casuísticas, 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 diferenciação4,5. Apesar destas opiniões divergentes, essa 

classificação mantém-se importante visto que os carcinomas bem diferenciados 

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



 

distinguidos de lesões benignas com proliferação de pequenas glândulas, como 

discutido adiante5,7,25. 

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

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

por exame anatomopatológico da peça cirúrgica, e baseia-se em achados de 

tumor localizado ou não4,5. 

• Estádio A: Carcinoma encontrado incidentalmente em material de necrópsia 

ou durante exame histopatológico de material retirado cirurgicamente 

(ressecção transuretral ou prostatectomia aberta). 

¾ A.1: Até 3 fragmentos positivos; ou até 5% dos fragmentos com 

positividade; ou Escore de Gleason 2-6. 

¾ A.2: Mais de 3 fragmentos positivos; ou mais de 5% dos fragmentos com 

positividade; ou Escore de Gleason 7-10. 

• Estádio B: Carcinoma clinicamente evidente em forma de um nódulo 

palpado ao toque retal e limitado à próstata. 

¾ B.1: Envolve um único lobo. 

¾ B.2: Envolve ambos os lobos. 

• Estádio C: Carcinoma ultrapassa a cápsula prostática estendendo-se aos 

tecidos periprostáticos, com maior freqüência para as vesículas seminais. 

¾ C.1: Extensão extracapsular uni ou bilateral. 

¾ C.2: Invasão de uma ou ambas as vesículas seminais. 



 

• Estádio D: Há metástases. São mais freqüentes para os gânglios regionais, 

os ossos da pelve e da coluna vertebral. 

¾ D.1: Metástases em gânglios linfáticos regionais. 

¾ D.2: Metástases à distância. 

Quanto mais localizado e mais bem diferenciado é o câncer, baseado 

nas classificações acima descritas, maior a chance de cura, e melhor o 

prognóstico. O contrário  é verdadeiro para as formas mais agressivas41,72. 

 

 

1.3. LESÕES DUVIDOSAS SIMULADORAS DO 

ADENOCARCINOMA PROSTÁTICO 

  

 

Lesões de difícil diagnóstico de malignidade são um grande problema 

para os profissionais, sejam patologistas, clínicos ou cirurgiões, e para o 

paciente, sujeito a dúvidas quanto a real gravidade de sua doença49. Dentre as 

lesões prostáticas de precária definição ao exame anatomopatológico de peça 

de ressecção cirúrgica, a que mais chama a atenção é a distinção entre 

adenocarcinoma bem diferenciado e hiperplasia adenomatosa atípica4,5,7,25. 

 Os adenocarcinomas bem diferenciados da próstata são definidos como 

tumores que apresenta proliferação acinar relativamente uniforme (graus de 

Gleason 1 e 2), com glândulas pequenas, em camada única de revestimento e 



 

algumas células apresentando nucléolos proeminentes18,25,63. Sua importância 

clínica baseia-se no fato de que, em algumas situações, dúvidas podem ocorrer 

quanto à real natureza maligna da amostra examinada, podendo-se confundir 

com lesões benignas, com proliferação de pequenos ácinos, por exemplo na 

hiperplasia adenomatosa atípica5,7,25. Essa definição deve ser dada, visto que, 

apesar da maioria daqueles tumores serem estadiados como A no momento do 

diagnóstico, até 27% dos pacientes definidos como A.1 e cerca de 35% dos 

estadiados como A.2 têm probabilidade de progredir para carcinoma clínico, e 

aproximadamente 25% dos casos A.2 já apresentam metástases linfonodais 

após linfadenectomia pélvica, modificando seu estadiamento para D5. Assim, 

contrariamente aos portadores de lesão prostática benigna, os pacientes com 

adenocarcinoma bem diferenciado, mesmo jovens, limitados à glândula 

prostática devem ser tratados pela prostatectomia radical41,72. Esta terapêutica 

proporciona até 85% de sobrevida de quinze anos, livres de metástases, porém 

ainda leva a percentuais variáveis de complicações65, dentre elas a disfunção 

erétil44,46,54,65, que pode ocorrer em até 80% das prostatectomias retropúbicas28, 

e a incontinência urinária13,65, em até 30%28, apesar de técnicas que tentam 

preservar ao máximo a integridade do sistema urogenital12,44. 

 A hiperplasia adenomatosa atípica, também chamada de hiperplasia 

acinar atípica e adenose, é uma alteração benigna da próstata, que se 

caracteriza por proliferação de pequenos ácinos, com dupla camada epitelial e 

nucléolos inconspícuos7,25,67. Apesar da ausência de alterações anaplásicas, 

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



 

fragmentada), com núcleos de tamanhos variados e, raramente, com 

visualização de mucina e cristalóides7, podem sugerir o diagnóstico de 

adenocarcinoma bem diferenciado5,7,24,25,31,33,37,67. 

 Essa aparente semelhança não determina a HAA como lesão pré-

maligna, apesar de alguns autores questionarem essa crença7,48. Trabalhos 

mostraram que o câncer de próstata aparece em 6,4% de portadores de HAA, 

enquanto que em apenas 3,7% dos indivíduos sem essa lesão (sem 

significância estatística)11. Outros demonstraram uma alta freqüência de HAA 

em pacientes com câncer em relação àqueles sem doença maligna62 e que 

HAA está presente em 31% das próstatas com câncer à autópsia, enquanto que 

aparece apenas em 15% das próstatas sem malignidade7. Dessa forma, a 

importância clínica da HAA é evidente, e o diagnóstico diferencial de 

malignidade é imprescindível visto que a conduta nos portadores dessa lesão 

benigna é conservadora, com acompanhamento clínico e anatomopatológico 

através de biópsias por agulha7.  

Estudo de reprodutibilidade por sete uropatologistas, revisando 54 

amostras de tecido prostático com lesão de pequenos ácinos de difícil 

diferenciação entre HAA e ACBD, mostrou um índice geral de acerto de 80,7%8. 

Os achados morfológicos ressaltados pelos patologistas como mais importantes 

no diagnóstico diferencial foram: variação do tamanho do núcleo, tamanho 

nucleolar,  presença de cristalóides, mucina basofílica e células da camada 

basal8. Outros autores descordam da importância dada ao achado de mucina 



 

ácida, já que presença focal dessa secreção já foi descrita em até 63% das 

amostras de HAA26. 

 Em 1993, foram definidos importantes critérios morfológicos para essa 

diferenciação, no estudo de tecido prostático obtido por ressecção transuretral8, 

que hoje são aceitos internacionalmente. São eles5: 

 

Parâmetros Morfológicos HAA ACBD 

Cristalóides Pouco freqüentes (16%) Freqüentes (75%) 

Mucina Basofílica Pouco freqüente Freqüente 

Nucléolos Inconspícuos Proeminentes 

Células Basais Presentes Ausentes 

 

  Alguns centros, particularmente os norte-americanos consideram o 

estudo morfológico isoladamente como insuficiente para essa definição, pois 

estudos de reprodutibilidade usando apenas esses critérios mostraram 

discordância em cerca de 60% dos casos entre os diferentes observadores5. 

Estes casos, então, são chamados por muitos de “proliferação de pequenas 

glândulas de significado incerto” (PPGSI)5,7,8,31. Em relação às lesões duvidosas 

encontradas em amostras obtidas por punção-biópsia, o diagnóstico diferencial 

fica ainda mais difícil devido à escassez de material inerente ao próprio método 

de coleta35. Nestes casos, até a definição de HAA é desaconselhada, sendo a 

descrição de PPGSI a mais utilizada7. 



 

A PPGSI não se constitui em uma entidade específica e  representa uma 

categoria que inclui outras lesões, (como HAA e ACBD), e que não apresenta 

um padrão morfológico suficientemente claro para o diagnóstico. Assim, não 

define terapêutica e sugere continuidade na investigação, visto que autores 

mostraram até 48,9% de casos de carcinoma em rebiópsias16. Baseado nisso, e 

no fato de que alguns carcinomas podem simular a presença de camada basal 

ao exame microscópico de amostra corada pelo HE, sobretudo dada a retração 

do tecido conjuntivo sub-glandular7, alguns autores defendem a confirmação 

imunohistoquímica da presença de tais células através de anticorpos 

anticitoqueratinas de alto peso como método mais fidedigno na determinação 

do caráter benigno daquelas lesões duvidosas5,7,8,30,53,55. 

 

 

1.4. APLICAÇÃO IMUNOHISTOQUÍMICA DOS ANTICORPOS 

ANTI-CITOQUERATINAS NO DIAGNÓSTICO DAS NEOPLASIAS 

MALIGNAS 

 

 

 Os filamentos intermediários de queratina fazem parte do citoesqueleto 

das células epiteliais normais. Na composição do citoesqueleto associam-se 

duas unidades, os microfilamentos e os microtúbulos contendo, 

respectivamente, actina e tubulina17. As mutações nos genes responsáveis por 



 

sua produção, geram células epiteliais fragilizadas como conseqüência da 

expressão da proteína por gens mutados. A maior parte das doenças 

resultantes são desordens autossômicas dominantes, conhecidas como 

genodermatoses47. 

 Dentre os seis tipos de filamentos intermediários existentes, os de 

queratina são os mais complexos e compreendem os filamentos tipo I e II, que 

por sua vez são separados em vinte subtipos designados de um a 20. Incluem 

queratinas de baixo e alto peso molecular e são divididas quanto ao ponto 

isoelétrico em ácidas e básicas. Durante os estágios do desenvolvimento 

embrionário, diferentes subtipos de queratina são evidenciadas, como também 

tipos distintos são expressos, nos diferentes epitélios47. 

 Certos tipos são característicos de alguns tecidos epiteliais normais, não 

aparecendo em outros, por exemplo os epitélios simples (a maior parte das 

células secretórias e parenquimatosas, os epitélios que revestem ductos - 

biliares, pancreáticos, 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 1547. 

 Quando ocorre transformação maligna dos epitélios, o perfil de 

expressão das citoqueratinas típicas daquele epitélio tende a permanecer 

constante, desta forma os anticorpos anti-citoqueratina poderiam ser usados 

não apenas para determinação da origem epitelial da neoplasia, mas também 

para subclassificação17. Numa etapa inicial do desenvolvimento da 



 

imunohistoquímica aplicada a oncologia, a maior parte dos anticorpos 

produzidos eram cocktails de pancitoqueratinas, não específicos, que reagiam a 

vários tipos de citoqueratinas. Nesse contexto, eram usados para 

estabelecimento da histogênese epitelial de uma neoplasia maligna mal 

diferenciada e na identificação de tumores metastáticos de sítio primário 

desconhecido, particularmente para exclusão de origem mesenquimal, 

hematolinfóide ou da crista neural17. 

 Atualmente, já estão em uso anticorpos para os vinte tipos de 

citoqueratinas conhecidas e podem ser aplicados na diferenciação da 

histogênese dos carcinomas. Em alguns tipos de neoplasias o perfil de 

expressão das citoqueratinas é muito específico, sendo a imunohistoquímica 

um poderoso aliado para definição do diagnóstico. Podemos tomar como 

exemplo os adenocarcinomas do cólon e os carcinomas de células de Merkel 

da pele, ambos positivos para citoqueratina 20 em 90% e 86% dos casos, 

respectivamente17. Em outras circunstâncias,  a imunomarcação pode ser 

usada para limitar as hipóteses diagnósticas, excluindo esta ou aquela 

possibilidade, baseada no perfil de imunoexpressão das citoqueratinas17. 

 

 

 

 

 



 

1.5.  UTILIZAÇÃO DA IMUNOHISTOQUÍMICA NO DIAGNÓSTICO 

DAS LESÕES PROSTÁTICAS 

 

 

 Tradicionalmente a imunohistoquímica tem sido aplicada para 

identificação de origem prostática dos adenocarcinomas metastáticos de sítio 

primário desconhecido, principalmente através do anticorpo anti-antígeno 

prostático específico (PSA) e menos comumente pelo anticorpo anti-fosfatase 

prostática alcalina. Embora o adenocarcinoma prostático 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-antígeno 

prostático específico (PSA), as citoqueratinas não são utilizadas para esse 

fim17.  

 Mais recentemente, o reconhecimento da camada de células basais56, 

passou a ser muito valorizado como adjuvante ao exame histopatológico 

convencional, para confirmação da ausência de invasão e consequentemente 

na exclusão do diagnóstico de adenocarcinoma, em lesões duvidosas. O 

anticorpo anti-citoqueratina mais utilizado para este fim tem sido o clone 

34βE12 que reconhece as queratinas de alto peso molecular designadas um, 

cinco, dez e 1417. Essas costumam expressarem-se em epitélios complexos 

como o malpighiano, em células basais com aplicação na próstata e em células 

mioepiteliais, utilizadas principalmente no esclarecimento de lesões 



 

mamárias17. Na próstata a imunocoloração pela 34βE12 expressa-se apenas 

nas células não secretórias da camada basal (células mioepiteliais), afastando 

quando positiva, o diagnóstico de malignidade7,17,29,30,53,55.   Entretanto, um 

exame imunohistoquímico com citoqueratina negativo não confirma a 

malignidade do tecido, visto que falsos negativos podem ocorrer, devido 

principalmente à fragmentação da camada basal. Nestes casos, a definição de 

malignidade deverá ser determinada pela correlação entre os achados clínicos 

e morfológicos7,30,53,55. Apesar deste fato, a demonstração da camada de 

células basais elimina um percentual significativo de casos suspeitos, 

contribuindo substancialmente para o manuseio do paciente. No nosso meio a 

utilização do anticorpo anti-citoqueratina de alto peso molecular, no 

esclarecimento de lesões duvidosas, ainda não é freqüente havendo 

necessidade de desenvolvimento de experiência com o método. Considerando 

a importância do seu emprego, principalmente no esclarecimento das PPGSI 

em material de punção biópsia, pelo impacto dessa decisão no 

acompanhamento clínico dos pacientes é que foi realizado este estudo.   

  

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

  

  

22..    OOBBJJEETTIIVVOOSS  
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2.1.  OBJETIVO GERAL 

 

 

• Analisar os primeiros resultados do exame imunohistoquímico com 

marcador de citoqueratina de alto peso molecular (antígeno 34βE12) 

realizado no Departamento de Patologia do Hospital de Câncer de 

Pernambuco, como método auxiliar ao exame histopatológico de rotina na 

determinação de benignidade de lesões prostáticas, utilizando-se amostras 

de lesões diagnosticadas como benignas e malignas, no estudo 

histopatológico de rotina.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2.2.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

• Confirmar, em nosso meio, o padrão esperado de imunorreatividade do 

marcador citoqueratina de alto peso molecular (antígeno 34βE12) descrito 

na literatura, isto é, imunomarcação de camada de células basais em 

condições benignas e ausência de imunomarcação  de camada de células 

basais em condições malignas, através de sua utilização em casos de 

hiperplasia nodular benigna da próstata e de adenocarcinoma prostático em 

material de punção-biópsia e de peça cirúrgica. 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

  



 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

33..  MMAATTEERRIIAALL  EE  MMÉÉTTOODDOOSS  

  



 

33..    MMAATTEERRIIAALL  EE  MMÉÉTTOODDOOSS  

 

 

 

3.1. SELEÇÃO DOS CASOS E OBTENÇÃO DOS FRAGMENTOS 

 

 

A partir do arquivo de blocos e lâminas no Departamento de Patologia do 

Hospital de Câncer de Pernambuco, foram selecionados de um total de 727 

lesões prostáticas examinadas no período de junho de 1997 a março de 2002, 

40 casos correspondentes a 20 pacientes, dos quais dez tiveram o diagnóstico 

de hiperplasia nodular benigna da próstata e dez de adenocarcinoma, feitos 

inicialmente em material de punção-biópsia e confirmados em peça cirúrgica. 

Constituíram-se assim, neste estudo de série de casos20,57,58, dois 

grupos: um fprmado por dez casos de hiperplasia nodular benigna da próstata, 

correspondente a dez punções-biópsias e dez prostatectomias, e o outro grupo 

representado por dez casos de adenocarcinoma, consistindo em dez punções-

biópsias e dez prostatectomias. O material corresponde, portanto, a 40 

amostras prostáticas para revisão histopatológica e exame imunohistoquímico. 

Foram utilizados como critérios para seleção: 

• A existência de peça cirúrgica confirmando o diagnóstico obtido pela 

punção-biópsia; 



 

• A presença de material residual no bloco de parafina suficiente para 

realização de exame imunohistoquímico; 

• O achado de glândulas benignas adjacentes às lesões diagnosticadas como 

adenocarcinoma, para controle interno da imunomarcação. 

• Ausência de artefatos atribuíveis à fixação.(retração de glândulas malignas 

ou benignas e autólise). 

 

 

3.2.  PROCESSAMENTO IMUNOHISTOQUÍMICO, AVALIAÇÃO 

DOS ESPÉCIMES E ANÁLISE ESTATÍSTICA 

   

  

As reações imunohistoquímicas foram realizadas no Departamento de 

Patologia do Hospital de Câncer de Pernambuco pelo Professor Luciano 

Montenegro, sem conhecimento do diagnóstico morfológico prévio das 

amostras encaminhadas (HNBP ou ACP). Todas as preparações histológicas 

foram também analisadas e revisadas em conjunto pela autora e professora-

orientadora. Utilizou-se o método peroxidase-antiperoxidase (PAP)64 com o 

anticorpo monoclonal citoqueratina de alto peso molecular (34βE12 – M630; 

DAKO Co., Califórnia, USA) após recuperação antigênica em forno de 

microondas52,71. Foram utilizadas como controle áreas de tecido prostático 

normal incluídas nas amostras selecionadas. Os casos foram considerados 



 

positivos quando se identificava imunoexpressão dada pela cor castanha no 

citoplasma das células não secretórias (mioepiteliais) da camada basal, 

contornando as estruturas glandulares, nas áreas em estudo, e portanto 

comprovadamente benignas7,27,30,34,53,61,75. A negatividade foi estabelecida pela 

não visualização da mesma camada com positividade no controle interno 

(glândulas normais incluídas nas amostras). Um resultado negativo apenas 

sugere, mas não confirma, o diagnóstico de malignidade7,27,30,34,53,61,75. 

 A localização da área a ser analisada na lâmina (área de HNBP ou ACP) 

foi determinada por superposição de ambas as lâminas estudadas (coradas por 

HE e pelo marcador 34βE12), facilitando a determinação do local exato e ser 

analisado. 

 A ocorrência ocasional de ausência de imunomarcação em glândulas 

não neoplásicas foi ignorada quando a maior parte da amostra demonstrava 

positividade. 

Uma vez efetivado o exame imunohistoquímico nas amostras de tecido 

prostático estudados, verificou-se o percentual de casos positivos para o 

marcador de citoqueratina de alto peso molecular (34βE12) no grupo com 

diagnóstico histológico de hiperplasia nodular benigna da próstata e de casos 

negativos no grupo com diagnóstico de adenocarcinoma. 

 

  

  



 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

44..    RREESSUULLTTAADDOOSS  
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 A faixa etária dos vinte pacientes, dos quais os tecidos prostáticos foram 

analisados, variou de 45 a 96 anos, com média de 75,4 ± 16,7 anos. 

As amostras de tecido de punção prostática com lesões benignas 

(hiperplasia nodular benigna da próstata, figuras 1 e 2), mostraram 

imunomarcação positiva para 34βE12 em todos os casos, tanto nos fragmentos 

de punção-biópsia (tabela 1), quanto nas peças cirúrgicas (tabela 2), 

confirmando o diagnóstico da condição benigna e a eficácia da técnica na 

demonstração da camada de células basais, mioepiteliais. 

 Em relação aos tecidos com lesão sabidamente maligna 

(adenocarcinoma da próstata; figuras 3 e 4), nenhuma reação com o anticorpo 

34βE12 foi evidenciada nos ácinos neoplásicos, tanto nos fragmentos de 

punção-biópsia (tabela 1), quanto nas peças cirúrgicas (tabela 2).  

 

 

 

 

 

 



 

TABELA 1 

  Resultado da imunomarcação para citoqueratina de alto peso 
molecular (34βE12) de 20 amostras obtidas por punção-biópsia transretal 
da próstata. 
 
 Lesão Benigna 

(HNBP) 
Lesão Maligna 

(ACP) 
Total 

IHQ positiva 10 - 10 
IHQ negativa - 10 10 

Total 10 10 20 
 
Percentual de positividade das lesões benignas = 100%; 
Percentual de negatividade das lesões malignas = 100%. 
 
 
 
 
 

 
 
FIGURA 1: Exame histopatológico de tecido obtido por punção-biópsia da 

próstata, corada pela hematoxilina-eosina, com aumento de 100X: 

Hiperplasia nodular benigna da próstata. 



 

 

FIGURA 2: Exame imunohistoquímico com marcador de citoqueratina de alto 

peso molecular (34βE12), com aumento de 100X: 

Hiperplasia nodular benigna da próstata. 

Nota-se células da camada basal marcadas com coloração 

acastanhada (imunohistoquímica positiva). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

TABELA 02 

  Resultado da imunomarcação para citoqueratina de alto peso 
molecular (34βE12) de 20 peças de prostatectomia. 
 
 Lesão Benigna 

(HNBP) 
Lesão Maligna 

(ACP) 
Total 

IHQ positiva 10 - 10 
IHQ negativa - 10 10 

Total 10 10 20 
 
Percentual de positividade das lesões benignas = 100%; 
Percentual de negatividade das lesões malignas = 100%. 
 

 

 

FIGURA 3: Exame histopatológico de tecido obtido por prostatectomia, corada 

pela hematoxilina-eosina, com aumento de 100X: 

Adenocarcinoma da próstata. 

 

 

 



 

 

FIGURA 4: Exame imunohistoquímico com marcador de citoqueratina de alto 

peso molecular (34βE12), com aumento de 100X: 

Adenocarcinoma da próstata. 

Nota-se ausência da coloração acastanhada pela inexistência de 

células da camada basal dos ácinos neoplásicos, a direita da foto 

(imunohistoquímica negativa). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

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

achados da imunomarcação na punção-biópsia com os vistos na peça cirúrgica. 

 

 

TABELA 03 

  Resultado da imunomarcação para citoqueratina de alto peso 
molecular (34βE12) de 40 amostras obtidas por punção-biópsia transretal 
da próstata e prostatectomia. 
 
 Lesão Benigna 

(HNBP) 
Lesão Maligna 

(ACP) 
Total 

IHQ positiva 20 - 20 
IHQ negativa - 20 20 

Total 20 20 40 
 
Percentual de positividade das lesões benignas = 100%; 
Percentual de negatividade das lesões malignas = 100%. 
 

 

Tanto nas amostras obtidas por punção-biópsia (tabela 1), quanto no 

tecido prostático ressecado cirurgicamente (tabela 2) e no grupo em conjunto 

(tabela 3), foram observados 100% de positividade para citoqueratina de alto 

peso molecular (34βE12) em todas as lesões benignas e 100% de negatividade 

em todas as lesões malignas. 

Em todas as amostras de prostatectomia e em algumas de punção-

biópsia observou-se ocasional ausência de imunomarcação em glândulas não 

neoplásicas, todavia em relação aos adenocarcinomas não ocorreram casos de 

positividade nas estruturas glanduliformes neoplásicas.  



 

 

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

55..  DDIISSCCUUSSSSÃÃOO  

  



 

55..    DDIISSCCUUSSSSÃÃOO  

 

 

 

 O termo proliferação de pequenas glândulas de significado incerto 

(PPGSI) foi definido com o objetivo de descrever lesões prostáticas que não 

apresentavam elementos morfológicos suficientes para diagnóstico conclusivo 

de benignidade ou malignidade5,7,8,31. Como essa definição tem grande 

importância clínica e prognóstica, visto que os casos de lesões benignas são, 

na sua maioria, tratados por métodos conservadores, enquanto os de 

malignidade são submetidos a tratamentos agressivos, como cirurgia radical 

e/ou radioterapia, em muitos centros especialmente os norte-americanos, tem 

sido utilizada a imunohistoquímica para citoqueratina de alto peso molecular 

nos casos em que tenha havido dificuldade em avaliar a ocorrência de 

invasão7,30,53. 

 Os casos com imunoexpressão positiva são confirmados como 

verdadeiramente benignos7,30,53. 

  As amostras prostáticas com imunoexpressão negativa, ou seja, sem 

camada de células basais detectada ao método, não têm sua benignidade 

assegurada, estando o diagnóstico de malignidade a cargo da intensidade das 

alterações morfológicas, sobretudo aspecto do núcleo e nucléolo, do quadro 

clínico (idade, consistência prostática ao toque retal) e complementar (PSA 



 

livre/total, aspecto ultra-sonográfico) do paciente. Isto decorre do fato de que a 

camada de células basais em lesões não neoplásicas pode, em algumas 

circunstâncias, ficar fragmentada, dificultando a coloração da mesma pelo 

marcador7,30,53, como pode acontecer em ácinos comprometidos por processo 

inflamatório, ou na hiperplasia adenomatosa atípica. Outra causa de ausência 

de imunoexpressão da camada de células basais, que pode produzir falhas na 

interpretação das PPGSI, resulta da má preservação antigênica por artefatos de 

fixação. 

 Em nosso meio, não tem sido freqüente a utilização da 

imunohistoquímica com o anticorpo anti-citoqueratina de alto peso molecular 

(34βE12) para o esclarecimento de casos duvidosos.  Para a utilização desse 

exame na prática clínica é necessário que se adquira experiência, visto que 

falsas interpretações poderiam levar a erros diagnósticos, imperdoáveis dentro 

do contexto de tratamento e prognóstico esperados. 

Em âmbito hospitalar, a imunohistoquímica foi iniciada em Pernambuco 

em 199315, no Departamento de Patologia do Hospital do Câncer de 

Pernambuco. Inicialmente, foi instalada com apenas cinco marcadores, 

contando no momento com 52 anticorpos. O marcador de citoqueratina de alto 

peso molecular (34βE12) foi adquirido em 2000, ainda não havendo, até então, 

experiência prévia com a sua utilização em lesões prostáticas. No nosso meio, 

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

auxiliar no esclarecimento da inquietante dúvida que acompanha o diagnóstico 



 

de proliferação de pequenas glândulas de significado incerto, evitando 

procedimentos de rebiópsia. 

Vale ainda chamar atenção para sua realização dentro do contexto de 

minimizar possíveis erros diagnósticos6, que poderiam originar processos por 

má prática da Medicina. Dados do The Doctors Company, dos Estados Unidos 

da América, obtidos a partir da revisão de denúncias de má prática no período 

de 1995 a 1997, demonstraram que em 54% dos casos as falhas ocorreram em 

seis tipos específicos de espécimes que foram considerados de “alto risco”. 

Incluíam espécimes de biópsias mamárias (14%), diagnóstico de melanoma 

(11%), linfoma (7%), punção aspirativa por agulha fina (geral 7%, de lesões de 

mama 6%), biópsia intraoperatória (5%) e biópsias por punção de próstata 

(4%). Nessas últimas, 78% das falhas ocorreram como falso positivo, em lesões 

que simulam adenocarcinoma da próstata, tais como atrofia, hiperplasia pós-

atrófica, adenose e neoplasia intra-epitelial da próstata69. 

Nesse estudo procurou-se validar a técnica no serviço onde foi realizada. 

Embora seja relativamente pequeno o número de casos, acredita-se que a 

experiência prévia de nove anos no uso da imunohistoquímica e os resultados 

obtidos com o uso de anticorpo anti-citoqueratina 34βE12 permitem a utilização 

do método em nosso meio.  

 Os testes imunohistoquímicos são usados em todo o mundo para 

diagnósticos anatomopatológicos. No que toca a sua aplicação em oncologia, 

tem sido utillizada principalmente para esclarecimento da histogênese de 



 

neoplasia, subtipagem de linfomas e determinação de fatores prognósticos e 

preditivos da terapêutica29. 

 Os reagentes utilizados são anticorpos contra componentes celulares 

específicos, incluindo oncogenes, substâncias do tecido normal, hormônios, 

enzimas ou outras proteínas. São necessários profissionais experientes para a 

realização correta da técnica, e patologistas treinados para a adequada 

interpretação dos resultados29. 

 Na próstata, é pouco usada, sendo os marcadores mais conhecidos os 

anticorpos anti-antígeno específico prostático (PSA) e anti-fosfatase ácida 

específica prostática (PAP), que são, em geral, utilizados para definir a origem 

prostática de tumores metastáticos de sítio primário não determinado40.  

A imunohistoquímica com marcador de citoqueratina de alto peso 

molecular (34βE12) reage com as células mioepiteliais (não-secretórias) da 

camada basal dos ácinos prostáticos. Como essa estrutura só está presente em 

lesões prostáticas benignas, esse método é hoje freqüentemente utilizado como 

suporte no diagnóstico diferencial de carcinoma prostático, inclusive em 

amostras de tecido obtidas por punção-biópsia7,27,30,34,53,61,75. Alguns autores19,52 

chamam atenção para as limitações do exame. Uma delas está no fato de que 

amostras colhidas por punção transretal podem fornecer pouco material para 

exame, sobretudo em lesões muito pequenas. Outra está na perda de 

expressão antigênica por artefatos atribuíveis à má fixação, que pode ser 



 

minimizada pela utilização de técnicas específicas com aquecimento em 

microondas52,71, método utilizado neste estudo. 

Dado ao pequeno tamanho dos fragmentos, em geral, em material de 

punção-biópsia, não há problemas relacionados à fixação incompleta e sim ao 

excesso de fixação71. A técnica de recuperação da imunorreatividade com 

aquecimento com microondas, acima mencionamos, só não tem efeito 

satisfatório quando o tempo em formalina for superior a uma semana71, o que é 

desnecessário e geralmente não acontece com amostras de punção-biópsia. 

 Já em material de prostatectomia, pelo grande volume de tecido, os 

artefatos atribuíveis à fixação insuficiente são mais comuns. No material em 

estudo, o achado de ocasional ausência de imunomarcação da camada de 

células basais em glândulas não neoplásicas é atribuível a possíveis artefatos 

de fixação, apesar da tentativa de excluir os casos mal fixados, na fase de 

seleção do material, pela utilização de critérios histopatológicos. Esse é um 

problema comum nos laboratórios de patologia, dada a dificuldade de controle 

do tempo de fixação na etapa que precede à chegada do tecido ao patologista. 

Uma ótima fixação é aquela em que o material é colocado em formalina neutra, 

tamponada a 10%, logo após a retirada, em volume de até 10 vezes ao do 

tecido14. Considera-se como tempo padrão, oito horas para um milímetro de 

espessura do tecido. Assim, dependendo do volume do material, a fixação 

deverá ser processada entre oito a 48 horas50. Para assegurar uma ótima 

preservação antigênica e consequentemente, uma boa imunomarcação, 

recomenda-se que o tempo de fixação não ultrapasse oito horas e 24 horas 



 

para pequenas biópsias e espécimes grandes, respectivamente74. Essas 

recomendações permanecem válidas apesar das novas técnicas de 

recuperação antigênica minimizarem essa necessidade. Em geral, uma fixação 

deficiente, resultando em autólise é mais prejudicial que a super-fixação para a 

realização do exame imunohistoquímico. 

Em relação á quantidade de material disponível para análise após 

punção-biópsia por agulha, quando não for suficiente para fazer diferentes 

lâminas para coloração com o HE e imunohistoquímica, trabalhos mostram que 

é possível a imunomarcação utilizando a mesma lâmina, após técnica de 

descoloração do HE19. Outro aspecto enfatizado como causa da falha da 

imunomarcação são os artefatos atribuíveis à cauterização, sobretudo em 

material obtido por RTU. 

Alguns autores alertaram para a rara possibilidade de uma reação 

positiva com tecido maligno76. Em um desses estudos foi realizado 

imunohistoquímica em tecido metastático de carcinoma prostático, que 

demonstrou positividade em dois casos (menos de 0,2% das células tumorais 

estudadas), de um total de 100 casos, e não tendo sido estas células, 

seguramente identificáveis às da camada basal76. No material em estudo não 

foi observado imunomarcação nos casos de adenocarcinoma, todavia chama-

se a atenção para o fato de que foram utilizados tecidos diferentes do acima 

mencionado em uma série menor de casos27,34,61,75. 

No presente estudo, a imunohistoquímica com marcador de citoqueratina de 

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



 

os casos de HNPB e ausência da mesma em todos os casos de ACP, 

confirmando os dados da literatura.  

Pode-se afirmar que esses resultados dão segurança para o início da 

utilização da imunohistoquímica em nosso meio, em tecido obtido por punção 

biópsia transretal da próstata, como importante método auxilliar de 

esclarecimento de lesões duvidosas ao exame histopatológico, evitando novos 

procedimentos invasivos. 
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Utilizando-se o anticorpo anti-citoqueratina de alto peso molecular 

(34βE12) em hiperplasia nodular benigna e adenocarcinoma da próstata, 

diagnosticados em material de punção-biópsia e de prostatectomia, 

confirmaram-se os achados descritos na literatura: 

1) Imunomarcação positiva com demonstração da camada de células 

basais na hiperplasia nodular benigna; 

2) Imunomarcação negativa pela ausência da camada de células basais 

no adenocarcinoma; 

3) Em conseqüência, é recomendada a sua utilização nos casos de 

proliferação de pequenas glândulas de significado incerto e outras condições 

simuladoras do adenocarcinoma prostático, como adjunto aos exames 

histopatológicos de rotina, que permanece como importante critério para 

definição de malignidade. O exame imunohistoquímico com marcador de 

citoqueratina de alto peso molecular (34βE12) deve ser rotineiramente utilizado 

para exclusão de malignidade de amostras de tecido prostático com lesão 

caracterizada à morfologia como proliferação de pequenas glândulas de 

significado incerto. 
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