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RESUMO



A atrofia prostdtica (AP) ¢ uma das lesdes que mais se confunde com carcinoma. AP
aumenta com a idade e sua etiopatogénese € desconhecida. Isquemia local é um fator que
pode ter papel na patogénese da les@o. O presente trabalho teve como objetivos estudar o
fluxo sangiiineo, pelo Doppler colorido, de ndédulos e/ou dreas suspeitas cujas bidpsias
tenham mostrado AP como tnica lesdo e comparar a expressdao imunoistoquimica dos
marcadores de hipéxia tecidual HIF-1a e VEGF entre areas com AP e dreas de infarto
agudo da préstata. O material obtido corresponde a bidpsias prostdticas por agulha de 33
pacientes entre 43 e 86 anos (média: 69) com lesdes suspeitas ao ultra-som, correspondendo
a 40 areas nodulares. Estudaram-se também 8 pacientes com dreas de infarto agudo em
hiperplasia nodular da préstata. A expressdo imunoistoquimica do HIF-1a e do VEGF foi
quantificada e comparada entre os grupos. AP foi a tnica lesdo presente nas 40 areas
biopsiadas. O fluxo estava ausente em 24/40 (60%), presente em 12/40 (30%) e aumentado
em 4/40 (10%). A quantidade de células expressando o HIF-la e o VEGF foi
significativamente maior nas areas de infarto agudo (p<0,001). Concluimos que a auséncia
de fluxo em 60% das lesOes estudadas e a menor expressdo dos marcadores de isquemia
tecidual (HIF-1o e VEGF) nas dreas de AP parecem apoiar a isquemia local cronica como

um dos importantes fatores na etiopatogénese desta lesdo.

Resumo
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ABSTRACT



Prostatic atrophy (PA) is one of the most frequent mimics of prostatic adenocarcinoma. The
frequency of PA increases with age and its etiopathogenesis is unknown. Local ischemia
seems to be a potential factor for its pathogenesis. The aims of this study were to study
prostatic blood flow on color Doppler transrectal ultrasound examination of nodules and /
or suspicious areas that showed prostatic atrophy as the only diagnosis on biopsy and
compare the imunnohistochemical expression of hypoxia induced factors such as hypoxia-
inducible factor-lalpha (HIF-1a) and vascular endothelial growth factor (VEGF). between
areas of prostatic atrophy and areas of prostatic infarcts. The material was obtained from
transrectal prostatic core biopsies of 33 men whose age ranged from 43 to 86 (average 69)
years with suspicious lesions on transrectal ultrasound, corresponding to 40 areas. We have
also studied 8 patients with prostatic nodular hyperplasia and areas of acute ischemia on
biopsy. The expression of HIF-1oo and VEGF was analysed and compared between the
groups. PA was the only lesion present in all 40 suspicious lesions biopsied at ultrasound.
On color Doppler the suspicious areas showed absent flow in 24/40 (60%), present flow in
12/40 (30%), and increased flow in 4/40 (10%) of the lesions. HIF-1o. and VEGF were
strongly expressed in areas of prostatic infarcts. In contrast, less frequently staining was
observed in areas of PA (p<0,001). Absent flow in the majority of the lesions studied (60%)
and the weaker expression of HIF-1lo. and VEGF in atrophic areas may be a further
evidence for a possible role of local chronic ischemia in the etiopathogenesis of prostatic

atrophy.

Abstract
xli



1. INTRODUCAO

=-_ EREVISAO DA

” LITERATURA



1.1- HISTORICO E NOMENCLATURA

A atrofia prostitica (AP) € uma das lesdes que mais freqiientemente sao
confundidas com adenocarcinoma. Os 4cinos prostiticos apresentam-se atréficos,
simulando um adenocarcinoma microacinar (CHEVILLE e BOSTWICK, 1995). AP ocorre
com maior freqiiéncia no lobo posterior ou zona periférica e ganhou importancia maior com

0 aumento do uso das bidpsias por agulha na detec¢do do carcinoma prostatico.

MOORE (1936) foi um dos primeiros autores a descrever a atrofia prostatica
em um estudo sistematico em autépsias. Ele observou que havia uma forte correlagdo com
a idade e, de acordo com o seu estudo, a atrofia prostética inicia-se na 5* década e continua
como um processo progressivo até a 8 década. MOORE (1936) classificou a AP em
atrofia acinar simples e atrofia esclerosante. A atrofia acinar simples geralmente
envolvia o 16bulo inteiro embora 4cinos isolados também pudessem ser afetados. O estroma
circunjacente ndo mostrava fibrose e as fibras musculares eram abundantes envolvendo os
acinos na maneira usual. A atrofia esclerosante foi descrita como um processo muito mais
complexo. As lesdes mais iniciais podiam resultar da atrofia simultdnea do epitélio com
uma proliferacdo de fibroblastos junto ao dcino. Progressivamente havia hialinizacdo do
coldgeno e dilatacdo, ndo raro acentuada, dos dcinos ou ductos. Em fases mais avancgadas, o
tecido fibroso hialinizado substituia o 4cino original resultando uma lesdo de contornos

pregueados. O epitélio tornava-se extremamente achatado podendo, inclusive, desaparecer.

FRANKS (1954) acrescentou a atrofia simples e atrofia esclerosante uma lesao
a qual deu o nome de hiperplasia pods-atréfica. Em alguns casos, o epitélio prostatico
atréfico sofria alteracdo hiperpldsica. De acordo com este autor, a hiperplasia podia
comprometer dreas de atrofia simples (hiperplasia lobular) ou esclerosante (hiperplasia
pos-esclerosante). Em ambos os casos, havia proliferacdo do epitélio dos acinos ou ductos
atréficos. A hiperplasia lobular seguia-se a atrofia simples e, em geral, comprometia todo o
16bulo glandular. Um ducto ou alvéolo central, geralmente alongado e freqiientemente
mostrando alguma alteragdo cistica, era rodeado por dcinos neoformados. A atrofia
esclerosante com hiperplasia era semelhante a hiperplasia lobular, porém, mais irregular e,
como regra, comprometia o dcino terminal. A hiperplasia envolvia, também, o epitélio do

acino atréfico central. Em alguns casos, os 4cinos hiperpldsicos podiam mostrar as
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caracteristicas morfoldgicas do carcinoma de pequenos acinos, porém, conservavam O

arranjo relativamente ordenado da hiperplasia pds-esclerosante.

A nomenclatura da AP € problematica e confusa. Desde os primeiros trabalhos,
os autores descreveram entidades morfoldgicas semelhantes com nomes diferentes. Apesar
de ndo usar o termo hiperplasia, a figura 14 do trabalho de MOORE (1936) € idéntica a
lesdo mostrada na figura 8 do trabalho de FRANKS (1954). MOORE (1936) denomina esta
lesdo atrofia acinar simples , enquanto que FRANKS (1954), a chama de hiperplasia

lobular.

Atrofia prostdtica € um termo genérico para uma lesdo que pode ser subtipada
histologicamente, de acordo com BILLIS (1998), em simples, hiperpldsica e esclerosante.
A denominacdo hiperplasia pés-atréfica (HPA) de FRANKS (1954) é a utilizada por
autores americanos e corresponde ao subtipo denominado de atrofia hiperplasica. BILLIS
(1998) prefere esta tltima denominagao porque se trata de um termo puramente descritivo,
enquanto que a hiperplasia pés-atréfica tem conotagdo patogenética. Nao ha evidéncias de
que a hiperplasia, cronologicamente, ocorra apds a atrofia. Os dois processos (atrofia e

hiperplasia) poderiam ocorrer concomitantemente.

1.2- MORFOLOGIA

A AP pode ser classificada em trés subtipos histoldgicos: simples, hiperplasica
(ou hiperplasia pos-atréfica) e esclerosante (BILLIS, 1998). Fibrose do estroma pode
estar presente ou ndo na atrofia simples e hiperpldsica. A atrofia hiperplasica corresponde a
hiperplasia pés-atréfica de FRANKS (1954) e € a lesdo que, quando associada a fibrose,
mais freqlientemente se confunde com o adenocarcinoma. Na atrofia esclerosante, ha

sempre fibrose do estroma (vide esquema 1).
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ATROFIA PROSTATICA: Tipos histoldgicos

mples Hiperplé

Fibrose '

Esclerosante

Billis,A. Mod Pathol 11:47,1998

ESQUEMA 1- Subtipos histolégicos de atrofia prostitica: simples,
hiperplasica (ou hiperplasia pés-atréfica) ¢ esclerosante
(BILLIS, 1998). Notar que as atrofias simples e hiperplasica
podem apresentar ou ndo fibrose, enquanto que a atrofia
esclerosante sempre apresenta fibrose (representada em

amarelo).

z

A atrofia hiperplédsica associada com fibrose € a que mais freqiientemente
simula o adenocarcinoma (EPSTEIN, 1989). O diagndstico histolégico diferencial com
adenocarcinoma € feito com base em aspectos microscopicos proprios da AP (BILLIS,

1997):

a) apesar do cardter aparentemente infiltrativo dos d&cinos atréficos, sua
disposicdo conserva a arquitetura lobular da glandula prostatica, isto é,
nota-se a tendéncia de os 4cinos se disporem ao redor de um ducto ou acino
que, em geral, estd dilatado. Este aspecto deve ser observado em pequeno

aumento;

b) aspecto simulando infiltracio em bloco e, ndo, glandulas individuais se

infiltrando de permeio a glandulas benignas maiores;
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c) aspecto basoéfilo das glandulas atréficas devido a escassez de citoplasma e

predominio de células basais;

d) nucleos irregularmente dispostos, ao contrdrio da tendéncia de ordenacao

em fila no adenocarcinoma;

e) na AP, nota-se a ausé€ncia de atipias celulares, particularmente a auséncia
de nucléolos proeminentes. Nao raro, os 4cinos atréficos podem mostrar
nucleos hipercromdticos e citoplasma escasso, indicando apenas uma

alteracdo regressiva;

f) a presenca de camada de células basais € o critério mais importante para o
diagnostico diferencial. As células secretoras atréficas podem ficar com a
mesma altura das células basais e, em alguns casos, confundem-se com
estas ultimas. Nesta eventualidade, a pesquisa imunoistoquimica de
anticorpos monoclonais, particularmente de citoqueratinas de alto peso
molecular como 34BE12, que coram células basais, pode ser de grande

valia (WOJNO e EPSTEIN, 1995).
g) freqiiente elastose do estroma (BILLIS e MAGNA, 2000).

A presenca de elastose caracterizada por uma tonalidade basoéfila do estroma €
um achado freqiiente em &4reas de atrofia, sendo um achado util e muito pritico para o
diagnostico diferencial, nao sendo necessdria a realizagdo de coloracdes especiais. Foi
descrita por BILLIS e MAGNA (2000) e observada em 64/85 (75,29%) das prostatas com

atrofia estudadas em autdpsias.

A atrofia parcial ¢ uma variante de atrofia que particularmente também traz
dificuldades no diagndstico diferencial com o adenocarcinoma (CINA e EPSTEIN, 1997).
A semelhanca da atrofia convencional, na parcial, hd preservacio da estrutura lobular,
porém, ndo se nota o aspecto de basofilia porque os nucleos estdo mais espacados e,
caracteristicamente, o citoplasma estd relativamente preservado, conferindo aos acinos
aspecto claro que se confunde com o adenocarcinoma. Nesta variante, o emprego de
imunoistoquimica para a confirmacdo da presenga de células basais é também de grande

utilidade.
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De acordo com EPSTEIN e YANG (2002), algum grau de atipia pode ser
observado em glandulas atréficas, sendo interpretado como de natureza degenerativa. Nada
impede, entretanto, que em glandulas atréficas haja concomitancia de NIP.

De acordo com CINA e EPSTEIN (1997) e EGAN et al. (1997), a variante
atréfica do adenocarcinoma da préstata pode ser confundida com atrofia. Frente a esta
possibilidade, deve-se atentar para eventual presenca de adenocarcinoma com feigdes
usuais na vizinhanca. Na auséncia deste achado a pesquisa imunoistoquimica de células

basais € imprescindivel para o diagnéstico diferencial.

Adenocarcinoma pode infiltrar &dreas de atrofia prostdtica. Esta é uma
possibilidade que requer atengdo para que os dcinos neopldsicos possam ser identificados
de permeio aos atréficos. A presenca de nucleos ordenados e vesiculosos com nucléolos
proeminentes € de &4cinos de aspecto claro deve fazer suspeitar de adenocarcinoma

infiltrando &rea de atrofia. A imunoistoquimica também € de grande valia nesta

eventualidade.

CHEVILLE e BOSTWICK (1995) identificaram hiperplasia poés-atréfica em
18 (18%) espécimes cirdrgicos totalmente processados de prostatectomias radicais, sendo
que 10 casos eram unicéntricos e 8 multicéntricos. HPA estava presente na zona periférica
de todos os casos exceto em dois, 0s quais mostravam comprometimento adicional da zona
de transi¢do. De acordo com os autores, a hiperplasia pds-atrofica corresponde ao extremo
de um continuo morfolégico de atrofia acinar, sendo a lesdo que mais se confunde com
adenocarcinoma. Eles questionam a idéia de que HPA seja uma entidade distinta,
argumentando que ndo ha uma separacdo nitida neste continuo entre atrofia e HPA.
Também preferem ndo subtipar a HPA. Consideram que a divisdo da HPA em subtipos
lobular e pos-esclerosante € titil apenas para permitir o reconhecimento de HPA e fazer a

distin¢ao desta lesdo com outras que a simulam.

1.3- COMPORTAMENTO E SIGNIFICADO BIOLOGICOS

Ha controvérsias no que se refere ao eventual potencial da HPA como lesdo
pré-cancerosa. A relacdo da AP com neoplasia € instigante e foi estudada por muitos
autores (AMIN et al., 1999; ANTON, 1999; MOORE, 1935; O’MALLEY et al., 1990;

OERTEL, 1926; OPPENHEIMER et al., 1998).
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OERTEL (1926) descreveu evidéncia de uma relagdo entre atrofia e neoplasia
na prostata e mama feminina. O autor observou que havia regressdo de 6rgdos e tecidos
com o aumento da idade, um declinio estrutural e funcional e perda associada com

"proliferacao e regressao" celular.

MOORE (1935) acreditava que o carcinoma da prdstata, na maioria dos casos,

resultava da estimulacdo e proliferacdo autdbnoma do epitélio previamente atréfico.

RICH (1935) sugeriu que localizacdes preferenciais do carcinoma latente da
prostata eram o tecido senil ndo hipertrofiado e as glandulas atréficas comprimidas que

margeavam nddulos hiperplésicos.

De acordo com FRANKS (1954) , a hiperplasia pds-esclerosante era um
processo irregular e, histologicamente, parecia existir evidéncia satisfatoria de que o

carcinoma de pequenos acinos poderia se originar dela.

LIAVAG (1968) sugeriu que a atrofia dava origem as pequenas proliferacdes
alveolares, as quais poderiam evoluir para carcinoma. Estas pequenas proliferacdes na
atrofia prostitica poderiam representar um mecanismo de regeneracdo: seriam um
"crescimento de substituicdo" que ocorreria a partir das células "sobreviventes" nas
glandulas atroficas. De acordo com os achados deste autor, havia uma correlagdo

significante entre atrofia, proliferacdo de pequenos 4cinos e carcinoma.

HPA € considerada por alguns autores como lesdo potencialmente precursora
do adenocarcinoma, devido as semelhancas morfoldgicas entre estas duas lesdes e a sua
maior atividade proliferativa em comparacdo a AP simples (TSUJIMOTO et al., 2002).
Estudos imunoistoquimicos com marcador de proliferacdo celular, Ki-67, antigeno nuclear
(MIB-1), demonstraram atividade proliferativa consideravelmente maior na HPA em
relacio a AP simples e os acinos normais (FENELEY et al.,, 1996). Estudos com o
anticorpo p53 demonstraram mutacdo presente em 5,3% das HPA e em 4,2% das NIP de
alto grau, enquanto que em glandulas normais a mutagdo estava ausente. Segundo
TSUJIMOTO et al. (2002), estes achados sugerem que a HPA possa ser uma lesdo pré-
maligna e precursora do adenocarcinoma.

Outros trabalhos, entretanto, ndo apdiam estas hipdteses (AMIN et al., 1999;
BILLIS, 1998; BILLIS e MAGNA, 2000; CHEVILLE e BOSTWICK, 1995; KOVI, 1985;
MOSTOFI e PRICE, 1973; TOTTEN et al., 1953). Um ano antes do trabalho de FRANKS
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(1954), TOTTEN et al. (1953) descreveram uma lesdo semelhante a qual foi chamada de
hiperplasia lobular prostatica com esclerose variavel. Estes autores ndo observaram em
seu estudo nenhuma evidéncia definitiva de que a hiperplasia lobular pudesse se comportar
como lesao maligna. Em pelo menos 4 instancias, uma quantidade moderada de hiperplasia
lobular foi vista juntamente com carcinoma. Porém, em nenhum caso foi possivel

demonstrar continuidade entre estas lesoes.

KOVI (1985), estudando cortes seriados de 173 préstatas com carcinoma, nao
observou nenhuma glandula atréfica mostrando evidéncia inequivoca de transi¢do para um
carcinoma de pequenos 4cinos. O autor sugeriu que o carcinoma da prostata se origina do

epitélio glandular, provavelmente como resultado de mutacao.

CHEVILLE e BOSTWICK (1995) estudaram a relacdo topogrifica entre a
neoplasia intraepitelial prostatica (NIP) de alto grau e adenocarcinoma com HPA em 100
espécimes consecutivos de prostatectomia radical, os quais foram totalmente processados
para histologia. Estes autores nido consideram que a HPA seja uma lesdo pré-maligna.
Concordam com TOTTEN et al. (1953) e SEMENZA et al. (2000) que a presenca de

adenocarcinoma no interior ou adjacente a HPA seja um epifendmeno.

Em estudo realizado no Brasil com autdpsias, BILLIS (1998) testou a possivel
relacdo da atrofia prostdtica com o carcinoma histolégico (incidental) e NIP de alto grau. A
andlise estatistica demonstrou ndo haver diferenca significante quanto a freqiiéncia do
carcinoma histolégico (incidental) em pacientes com e sem atrofia prostdtica. Carcinoma
histolégico estava presente em 5 (33,33%) pacientes sem AP e em 24 (28,23%) pacientes
com AP (0,95<p<0,99). Nao se observou também diferenca significante quanto a
freqiiéncia de NIP de alto grau. Esta lesdo atipica estava presente em 12 (80%) pacientes
sem AP e em 72 (84,70%) pacientes com AP (0,50<p<0,95). Estes resultados ndo apdiam a

hipétese de a atrofia prostética ser uma lesdo pré-maligna.

AMIN et al. (1999) e ANTON et al. (1999) também nao encontraram
correlacdo entre atrofia prostatica e cancer. ANTON et al. (1999), em estudo com
prostatectomias radicais, ndo encontraram correlacdo entre a presenca de HPA e

carcinogénese e também nao observaram associagdo topografica entre HPA e focos de
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carcinoma prostatico. Os autores concluiram que a HPA € uma lesao freqiiente, encontrada

em cerca de 1/3 das prostatas, com ou sem carcinoma associado.

BAKSHI et al. (2000) realizaram estudo prospectivo com bidpsias de prostata,
tendo encontrado lesdes benignas em 54% das bidpsias iniciais. Carcinoma estava presente
em 42% destas bidpsias e NIP de alto grau ou atipia, em 4%. HPA foi observada em 17%
das bidpsias iniciais com lesdes benignas, das quais 75% apresentavam inflamacgdo
associada. No seguimento dos pacientes, ndo se observou diferenca significante entre o
surgimento de carcinoma e a presenca prévia de HPA, atrofia parcial ou atrofia. Os autores,
consideram, portanto, que os subtipos de atrofia ndo estdo associados com maior risco de

desenvolvimento de carcinoma.

DE MARZO et al. (1999), entretanto, admitem a possibilidade de a atrofia
prostdtica associada a inflamagdo (atrofia inflamatéria) ter um papel na carcinogénese

prostatica.

Inflamagao cronica de longa data e proliferacao celular sdo fatores associados a
carcinogénese em varios orgaos, como figado, intestino grosso, bexiga urindria e estdmago.
O mecanismo de carcinogénese proposto envolve o dano tecidual continuo e conseqiiente
regeneracdo na presenca de moléculas reativas de oxigénio e compostos de nitrogénio
(WEITZMAN e GORDON, 1990). Moléculas reativas, como o perdéxido de hidrogénio
(H20,) e oxido nitrico (NO) sdo liberadas pelas células inflamatorias e podem, entdo,
interagir com o DNA no epitélio em proliferacio, o que pode ocasionar alteragdes
genOmicas irreversiveis como mutacdes em ponto, delecdes e rearranjos. Esta seqiiéncia:
inflamacdo cronica — carcinoma ja foi considerada como potencial mecanismo na

carcinogénese da prostata (LIAVAG, 1968).

No epitélio normal da prdstata, a maioria das divisdes celulares ocorre na
por¢do basal das glandulas, onde provavelmente estdo localizadas células totipotentes
("stem cells”). As células apicais secretoras sdo consideradas como produtos da
diferenciacdo das células basais (BONKHOFF et al., 1994; DE MARZO et al., 1999;
MCNEAL et al., 1995). Sao estas células maduras que, sob regulacdo dos andrégenos,
exercem as funcOes glandulares da préstata e também produzem e secretam o PSA

("prostate-specific antigen"”). Tanto a NIP de alto grau como o carcinoma prostitico

Introdugdo e Revisdo da Literatura

52



apresentam caracteristicas fenotipicas e morfoldgicas de células secretoras, assim como,
tém propriedades bioldgicas semelhantes as das "stem cells”, como capacidade de
replicacdo do DNA, imortalidade e expressdo da telomerase (SOMMERFELD et al., 1996;
KOENEMAN et al., 1998). Com base nestes achados, considera-se que células prostaticas
intermedidrias, ou seja, com caracteristicas génicas e morfoldgicas de células basais e de
células secretoras, sejam o alvo inicial da transformacdo neoplédsica (DE MARZO et al.,

1998).

Na prostata, a inflamagdo cronica estd associada com HPA e com AP simples
focal. DE MARZO et al. (1999) propuseram agrupar estas lesdes em uma Unica categoria,
denominada atrofia proliferativa inflamatéria (API). Segundo os autores, a API precisa
ser diferenciada da atrofia da prostata difusa de causa hormonal (DE MARZO et al., 2001).
Ao contrario da API, esta ocorre de forma homogénea na glandula e mostra alto indice de
apoptose. A API, por sua vez, representa um dos espectros de lesdes focais da prdstata, nao
estando associada ao decréscimo dos niveis de andrégenos e também ndo apresentando
apoptose freqilente. MCNEAL (1997) se referiu a esta lesdio como atrofia pos-
inflamatoria. Mais recentemente, RUSKA et al. (1998) dividiram as lesdes atréficas focais
em dois tipos, a atrofia simples e a hiperplasia pods-atrofica. A API estd, em geral,
associada a inflamacdo cronica e, as vezes, a inflamac¢do aguda. Observa-se ruptura do
epitélio, em geral, em dreas adjacentes a corpos amildceos, com infiltrado inflamatério
composto por linfécitos e macréfagos no limen como também na espessura do epitélio

glandular e no estroma.

HPA apresenta caracteristicas morfoldgicas que, com freqiiéncia, se sobrepdem
as do adenocarcinoma prostitico, como a proliferacdo de pequenos 4cinos com ntcleos
aumentados e nucléolos proeminentes, podendo causar dificuldades no diagndstico
diferencial destas lesdes, principalmente nas bidpsias por agulha. Por outro lado, HPA
distingue-se histologicamente da AP simples, a qual apresenta glandulas de tamanho
intermedidrio, escasso citoplasma e nucléolos inconspicuos. Apesar das semelhancas
morfoldgicas entre a HPA e o adenocarcinoma prostatico, a NIP de alto grau € atualmente
considerada como a Unica lesdo pré-maligna e precursora do adenocarcinoma (SHAH et al.,

2001).
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As enzimas do grupo das Glutationa-S-transferases (GSTs) catalizam a
destruicdo de moléculas reativas e oxidantes, protegendo as células da transformagdo
neopldsica (PARSONS et al., 2001). Descrevem-se alteracdes na atividade destas enzimas,
particularmente da enzima glutationa-S-transferase Pi (GSTP1) no adenocarcinoma da
prostata e na NIP de alto grau, o que parece estar associado a metilagdo do seu gene
promotor, uma alteracdo somdtica considerada, entdo, como etapa critica no processo de
carcinogénese da proéstata. Na atrofia simples e na HPA associadas a inflamacao cronica,
demonstraram-se elevados niveis de GSTPI, indicando provdvel resposta celular ao

estresse oxidativo aumentado.

PUTZI e DE MARZO (2000) consideram que a API seja uma lesdo precursora
do adenocarcinoma e que se observam alteracdes morfoldgicas de transicao entre NIP e
API dentro do mesmo 4cino/ducto, o que apdia a idéia de que a API possa sofrer
transformacgao para NIP. DE MARZO et al. (1999) e PUTZI e DE MARZO (2000) sugerem
que a API possa dar origem ao carcinoma diretamente ou através de sua transformagao

para NIP. De acordo com estes autores, esta hipotese € baseada em diferentes achados :

1) em comparacio com o epitélio normal, a API tem maior atividade

proliferativa;

2) API contém muitas células luminais em proliferacdo, o que também se
observa na NIP;

3) muitas das células luminais na API tém redugdo da expressdo do inibidor da

Kipl

enzima quinase ciclina-dependente (p27™""), que parece estar envolvida no

inicio e progressao do carcinoma prostatico;

4) o fendtipo de varias células na API € compativel com o de células

secretoras imaturas, semelhante ao das células da NIP;

5) na API ha poucas células que sofrem apoptose, enquanto muitas das células

luminais expressam bcl-2;

6) na maioria das células na API ha maior expressdo da enzima GSTP1, que
tem ac¢do anti-carcinogénica. Isto indica uma resposta celular ao estresse

oxidativo aumentado;
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7) freqiiente sobreposi¢do das caracteristicas morfolégicas com transicao entre

API e NIP;

8) API, NIP e carcinoma ocorrem com maior prevaléncia na zona periférica e

tém baixa prevaléncia na zona central da prdstata em humanos.

Irregularidades na expressao do gene p63 no epitélio da préstata podem estar
associadas com a carcinogé€nese neste oOrgdo (WEINSTEIN et al., 2002). Estudo
imunoistoquimico com a pesquisa do p63 em diferentes lesdes da prdstata demonstrou
intensa positividade para este marcador em células epiteliais basais no epitélio glandular
normal, hiperplasia nodular da préstata (HNP), API e NIP de alto grau. As células basais na
API expressaram o p63 com distribuicao mais esparsa em relacdo ao epitélio normal. As
células luminais na API foram negativas para o p63. Estes achados sugerem que o p63
tenha acao anti-carcinogénica, protegendo as células epiteliais da transformacao neoplésica.
De acordo com WEINSTEIN et al. (2002), as células diferenciadas e de localizacdo luminal

na API, por ndo expressarem o p63, constituem o alvo inicial da carcinogénese na préstata.

BILLIS e MAGNA (2003), em estudo realizado em autdpsias, encontraram
atrofia associada a inflamacdo cronica (ou atrofia inflamatdria) em 65% das prostatas
examinadas e atrofia sem inflamacao, em 22%. Nao observaram diferencas estatisticamente
significantes entre AP com inflamacdo e AP sem inflamacdo em relacdo a idade, raca,
presenca de carcinoma histologico (incidental) carcinoma extenso ou NIP de alto grau.
Quanto aos subtipos histologicos da AP, o esclerosante (puro ou combinado) foi o tnico
que se associou, com maior freqiiéncia, a inflamacdo, sendo um achado morfolégico
marcante a presenca de infiltrado inflamatério em éareas de atrofia esclerosante com erosao
do epitélio. Estes achados ndo apdiam os resultados de DE MARZO et al. (1999). Os
autores sugerem que o processo inflamatdrio seja secunddrio ao extravasamento da
secrecdo prostitica em dreas onde o epitélio sofreu erosdo, achado este freqiiente na
variante esclerosante da atrofia. Os demais subtipos histolégicos da AP ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significantes quanto a presenga ou auséncia de inflamacdo. A
atrofia prostdtica inflamatodria, segundo BILLIS e MAGNA (2003), ndo estd associada com

o carcinoma histolégico incidental ou com a NIP de alto grau.
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1.4- ETIOPATOGENESE

A etiopatogénese da AP € desconhecida. Compressdao devida a nddulos
hiperplasicos, inflama¢do, hormonios, deficiéncia nutricional e isquemia sistémica ou local,
sdo fatores que podem ter papel na patogénese da lesdo (FRANKS, 1954; LIAVAG, 1968;
MOORE, 1936; RICH, 1935). AP relacionada ao envelhecimento da glandula €, em geral,
difusa e acomete principalmente a zona periférica. AP focal envolvendo as zonas periférica

e de transi¢do também pode ser observada.

MOORE (1936) mostrou que a lesdo tinha relacio com a idade. Segundo o
autor, a involu¢do da pristata teria inicio na 5* década da vida e continuaria como um
processo progressivo até a 8" década. As evidéncias eram de que a involucdo era o
resultado da reducdo e parada de producio de uma secrecdo interna produzida no testiculo
sob estimulacdo da glandula pituitdria. Quanto ao subtipo esclerosante, em particular, o
fator etiol6gico ndo ficou claro para o autor. Ele especulou que a lesdo poderia ser andloga
a atrofia e fibrose que ocorrem no coragdo, rins e outros 6rgaos como resultado de doenca
vascular. Como este espessamento vascular ndo estava associado com aterosclerose
generalizada e hipertensdo arterial, o autor concluiu que poderia corresponder a uma

esclerose por involugdo, semelhante a que ocorre no dtero apds a menopausa.

FRANKS (1954) admitiu que a atrofia esclerosante poderia ser secunddria a um

aumento relativo (pela reducdo de andrégenos) ou absoluto de estrégenos circulantes.

BILLIS (1998) demonstrou, em trabalho com autdpsias, aumento da freqiiéncia
de AP com a idade. Quase a metade dos homens (44,70%) com AP tinham mais de 65 anos
de idade e somente 16,47% estavam na faixa de 40-50 anos (p<0,001). Isto foi enfatizado
por MOORE (1936) e estd de acordo, também, com LIAVAG (1968).

Em seu trabalho realizado em autépsias, BILLIS (1998) observou AP em 85 de
um total de 100 prostatas examinadas. Na maioria das vezes (76,47%), os subtipos estavam
combinados, apoiando a hipétese de que representam um continuo morfolégico de uma
unica lesdo. Nao houve correlagdo da AP com carcinoma histologico, NIP, prostatite,
hiperplasia nodular da préstata (HNP), aterosclerose generalizada e nefrosclerose. Houve,

entretanto, correlacio estatisticamente significante com arteriosclerose local de artérias
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situadas no interior do parénquima prostatico ou nos tecidos moles que rodeiam a glandula,

sugerindo um possivel efeito da isquemia cronica local na etiopatogénese da AP.

Elastose da prostata pode ser observada em bidpsias por agulha ou em material
de prostatectomia radical, porém, seu significado é desconhecido. Em outros 6rgdos, ha
evidéncias de que a elastose seja secunddria a isquemia. Elastina € o principal componente
das fibras elasticas e é produzida por fibroblastos em cultura de células (STARCHER e
MECHAM, 1981). A elastina é uma proteina altamente hidrofébica, ndo-glicosilada, rica
em prolina e glicina. E excretada nos espacos intercelulares, onde forma filamentos e
bainhas, nos quais as moléculas se ligam umas as outras por ligagdes cruzadas transversais
semelhantes as existentes no coldgeno. Estudos com infarto do miocardio demonstraram
que a necrose isquémica causa ruptura da matriz extracelular com conseqiiente estimulo a
producdo de coldgeno e elastina (CAMICI e LORENZONI, 1994; TYAGI et al., 1996).
Isquemia também estd relacionada a neoplasias pulmonares com origem em cicatrizes

fibréticas (KOULIN e KOUTOULAKIS, 1988).

Cicatrizes centrais, pigmentadas e ricas em fibras eldsticas sdo encontradas,
com maior freqiiéncia, em adenocarcinomas com padrdo de disseminacdo intra-alveolar
predominante. Em seu trabalho em autdpsias, BILLIS e MAGNA (2000) observaram
correlacdo estatisticamente significante entre elastose, atrofia prostitica e aumento da
idade. Arteriosclerose local intensa (artérias com reducdo de 75% ou mais do diametro do
lume) também apresentou forte correlagdo com a atrofia prostitica e elastose, o que,
segundo os autores, favorece o possivel papel da isquemia local cronica na sua
etiopatogénese. Nao houve correlacio entre a elastose e lesdes pré-neopldsicas e
neopldsicas da prostata, o que confere a elastose importancia no diagnoéstico diferencial

entre estas lesdes e a atrofia prostatica.

Uma célula submetida a hipdéxia apresenta modificagdes metabdlicas
progressivas, que incluem a transcricdo de genes envolvidos em processos adaptativos,
como glicélise, eritropoese, alteracoes do metabolismo energético e angiogénese. A
concentracdo de oxigénio deve ser finamente regulada para garantir substrato adequado a
fosforilagdo oxidativa e a outras reacdes metabdlicas essenciais. Em mamiferos, ha

sistemas intracelulares altamente sensiveis as concentragdes de oxigénio e que regulam a
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expressdo de diversos grupos de genes cujas proteinas promovem maior aporte celular de
oxigénio ou facilitam a adaptacdo metabolica a hipéxia. Muitos destes genes tém sua
expressdo aumentada em neoplasias malignas (SEMENZA, 2000; TALKS et al., 2000;
ZHONG et al., 1999).

Fator induzido por hipéxia 1 (HIF-1) € um fator de transcricdo génica que
desempenha papel fundamental no desenvolvimento e fisiologia dos mamiferos, regulando
as respostas celulares adaptativas as baixas concentracdes de oxigénio. HIF-1 € um
heterodimero composto por duas subunidades, HIF-1alfa (HIF-1a) e HIF-1beta (HIF-1[3).
A expressdo e a atividade da subunidade HIF-lo s@o rigorosamente controladas pelas
concentracdes de oxigénio na célula, enquanto a subunidade HIF-1B faz parte da
constituicdo da molécula (SEMENZA, 2000). Esta proteina tem importante papel na
resposta celular a hipdxia, através de varios mecanismos de adaptagdo celulares e

sist€émicos, em situacdes como hipertensdo pulmonar, isquemia miocdrdica e cancer

(SEMENZA et al., 2000).

Em condicdes de hipoxia, o HIF-1 ativa a transcricdo de genes que regulam a
sintese de eritropoetina, transportadores de glicose, enzimas glicoliticas, fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF), transferrina, heme-oxigenase, 6xido nitrico
sintetase e de outras proteinas que promovem maior aporte celular de oxigénio ou facilitam
a adaptacdo metabdlica as suas baixas concentracdoes. A atividade do HIF-1 também ¢€
modulada pelas concentragdes de mondxido de carbono e de 6xido nitrico (SEMENZA,

2000).

Os mecanismos celulares de deteccao da reducdo das concentragdes de oxigénio
e a transdugdo deste sinal com ativacao do HIF-1 ndo s3o ainda bem conhecidos. De acordo
com SEMENZA (2000), baixas concentragdes de oxigénio poderiam resultar na produgdo
de superéxido e/ou peréxido de hidrogénio, os quais alterariam as vias normais de

transdugdo celular e induziriam, entdo, a ativagao do HIF-1.

A inducdo de genes regulados pelo HIF-1 parece estar aumentada como
conseqiiéncia de alteracdes genéticas ou do microambiente, tendo importante papel no
crescimento de tumores experimentais (TALKS et al., 2000). H4 uma hiperexpressdo do

HIF-1a em neoplasias malignas em humanos e em suas metdstases, devida a condic¢des de
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hipdéxia intratumoral e como resultado de mutagdes em genes que determinam a sintese de

oncoproteinas e de supressores tumorais (TALKS et al., 2000; ZHONG et al., 1999).

Estudos imunoistoquimicos envolvendo a pesquisa destas proteinas em tumores
cerebrais (glioblastomas e hemangioblastomas) demonstraram estar a expressao do HIF-1
correlacionada com o grau de neovascularizacdo, sendo a meia-vida da proteina aumentada
na hipéxia (ZAGZAG et al., 2000). Em condi¢des de hipoxia aguda, as proteinas HIF-1a e
HIF-200 se acumulam rapidamente no nicleo e suas concentracdes decrescem apds a
reoxigenacdo. Os niveis destas proteinas sdao regulados principalmente pela velocidade de

sua degradacdo nos proteossomos (SEMENZA et al ., 2000).

CHAVEZ et al. (2000), através de analises em Western blot e
imunoistoquimica, demonstraram que ha aumento rapido das concentracdes de HIF-1a no
inicio da hipdxia, permanecendo estes niveis aumentados no tecido por cerca de 14 dias,
porém, decrescendo e retornando as concentragdes basais apds a terceira semana, apesar da
manutencdo das condi¢des de hipdxia. Os autores sugerem que ocorram alteracoes
metabodlicas e de remodelacdo vascular que sejam capazes de promover a adaptacdo a

isquemia tecidual.

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) € um mitégeno endotelial
especifico que desempenha importante papel no processo de angiogénese, promovendo
tanto a proliferacdo de células endoteliais como aumento da permeabilidade vascular. O
VEGEF se liga a receptores especificos do tipo tirosina-quinase (VEGFR-1 e VEGFR-2)
expressos por células endoteliais durante o seu desenvolvimento normal e em processos de
cicatrizag¢do. Estudos experimentais prévios demonstraram aumento da expressao do VEGF
e de seus receptores em modelos de infarto agudo do miocardio em ratos (LI et al., 1996).
O VEGF parece promover neovascularizacdo miocédrdica durante a isquemia aguda e
cronica (BANAI et al., 1994). A expressao de seu RNA mensageiro, analisada pela técnica
de PCR, assim como de sua proteina, analisada por Western blot, mostrou-se aumentada

apo6s isquemia aguda do miocardio em humanos (XU et al., 2001).

A angiogénese consiste na formacdo de novos vasos a partir de brotamentos de
vasos preexistentes nos tecidos adjacentes. Para algumas neoplasias malignas (p. ex.,

melanoma, carcinoma de mama), quanto maior o grau de vascularizagdao do tumor, pior € o
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prognoéstico. Além disso, a neoformagdo vascular é obviamente importante para a
disseminac¢do das células malignas. A neoformacao de vasos nos tumores € controlada pela
acdo de fatores angiogénicos e antiangiogénicos liberados pelas proprias células
neoplésicas, por leucécitos (sobretudo macréfagos) ou por mastdcitos nas proximidades ou
na intimidade do tumor (FILHO et al., 2000). Os principais fatores angiogé€nicos sao o fator
de crescimento de fibroblastos basico (FGFb), o fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF), interleucina-8 (IL-8), fator de necrose tumoral alfa (TNFo) e o fator de
crescimento tumoral beta (TGFB). O VEGF, mitogénico para células endoteliais, €
produzido por estimulos variados como hipdxia, deficiéncia de glicose, estrégenos e
citocinas. O FGFb € quimiotatico e mitogénico para células endoteliais, além de induzir a
liberac@o de enzimas hidroliticas que favorecem a penetracdo de brotamentos endoteliais no
estroma. O TGFp atua sobretudo por sua acdo quimiotatica sobre macréfagos. A IL-8 induz
proliferacdo, migracdo e “invasdao” das células endoteliais. O TNFa, por sua vez, atrai

macréfagos e células endoteliais.

O crescimento e a disseminacdo de tumores sélidos estdo diretamente
relacionados ao processo de angiogénese. Em neoplasias malignas, a hipdxia parece estar
associada tanto a um pior progndstico como a maior risco de desenvolvimento de
metéstases. Em uma série de tumores em humanos, incluindo mama, trato gastrintestinal e
bexiga, demonstrou-se correlacio entre o aumento da densidade microvascular e maior
agressividade tumoral (WEIDNER, 1995). Em carcinomas da préstata, tanto a expressao do
VEGF como a densidade microvascular t€ém correlacio com menor sobrevida (WEIDNER
et al.,, 1993; JACKSON et al., 2002). De acordo com SILBERMAN et al. (1997), a
densidade microvascular estd associada a progressdo do carcinoma de prostata apds
prostatectomia radical, descrevendo-se, inclusive, aumento dos niveis plasmdticos de

VEGF em pacientes com metéstases (DUQUE et al., 1999).

As células neoplésicas se adaptam a hipdxia através da sintese de proteinas

angiogénicas em resposta a ativacdo do HIF-1 (ZHONG et al., 1999).

O VEGF ¢é um fator promotor de neovascularizacdo sintetizado em vérias
células tumorais por ativacdo do HIF-1. FERRER et al. (1997) e JACKSON et al. (2002)

demonstraram a expressdao imunoistoquimica do VEGF em células epiteliais malignas de
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carcinomas de prdstata, em contraste com sua pouca ou nenhuma expressao em dareas de

hiperplasia nodular da préstata (HNP).

HARPER et al. (1996) demonstraram associagdo entre o aumento da expressao
imunoistoquimica do VEGF e da desdiferenciacdo tumoral. FERRER et al. (1998) também

observaram correlacdo entre esta e o aumento da expressao de IL-8.

FERRER et al. (1999) e JACKSON et al. (2002) detectaram a expressdo de
receptores do VEGF células de carcinoma prostitico em humanos, sugerindo um possivel

mecanismo de estimulagdo pardcrina das células endoteliais no interior da neoplasia.

De acordo com CVETKOVIC et al. (2001), a andlise comparativa entre os
niveis de oxigénio tecidual (pO2), medidos por microeletrodos, € a expressao
imunoistoquimica do VEGF em carcinomas de prostata demonstrou associacao
estatisticamente significante entre o grau de hipoxia tecidual e o aumento da expressao

deste marcador na neoplasia.

KOZLOWSKI et al. (2001), em estudo experimental com isquemia cronica da
prostata em coelhos, demonstraram altera¢des histoldgicas como espessamento e fibrose do
estroma do 6rgdo e atrofia do epitélio. As alteracdes estruturais apresentaram correlagdao
direta com reducdo da expressdo do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e
aumento do fator de crescimento tumoral 1 beta (TGF-1). Os autores sugerem que, neste
modelo, em condicdes de hipdxia cronica, a redugdo dos niveis de VEGF possa ter algum

papel na atrofia do epitélio e no espessamento fibroso do estroma.

O fluxo sangiiineo para a prdstata ventral em ratos sofre acentuada reducao logo
ap6s a sua castracdo, o que coincide com o surgimento de alteracdes vasculares
degenerativas marcadas na préstata destes animais. Os efeitos precoces destas alteracoes
parecem estar vinculados a regressdo da prOstata ventral em resposta a castracdo

(BURCHARDT et al., 2000).
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A etiopatogénese da AP é desconhecida. Em trabalho baseado em autdpsias
(BILLIS, 1998), houve forte evidéncia de que a isquemia cronica devido a arteriosclerose
local intensa seja um dos fatores potenciais para a sua etiopatogénese. Com base nestes
achados, este estudo tem como um dos objetivos a andlise do fluxo sangiiineo, através do
Doppler colorido, de nddulos e/ou dreas suspeitas de carcinoma, com a eventual
demonstracdo de reducdo ou auséncia de fluxo sangiiineo nas dreas de atrofia. Isto

reforgaria a etiologia isquémica da AP.

A expressdao imunoistoquimica de marcadores de hipoxia tecidual (HIF-1a e
VEGF) foi demonstrada em condicdes de hipdxia aguda, tendo negativado mesmo com a
persisténcia da isquemia (CHAVEZ et al., 2000; KOZLOWSKI et al., 2001). Tem-se como
objetivo, portanto, a andlise e comparagdo da expressdao imunoistoquimica do HIF-1a e do
VEGF em dreas de AP sob possivel hipoxemia cronica, realizando-se um estudo

comparativo com dreas de infarto agudo da prostata.
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1- Estudar o fluxo sangiiineo, através do Doppler colorido, de nédulos e/ou dreas suspeitas

de carcinoma ao ultra-som transretal, cujas bidpsias dirigidas tenham demonstrado AP

como Unica lesdo presente.

2- Verificar a possivel associacdo entre o fluxo sangiiineo pelo Doppler colorido e os

subtipos histoldgicos de AP nas dreas estudadas.

3- Anélise imunoistoquimica dos marcadores de isquemia tecidual HIF-1ao e VEGF nas

areas de AP e em &reas de infarto agudo da préstata, com estudo comparativo de sua

expressao entre estes grupos.

Objetivos
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4.1- O MATERIAL OBTIDO CORRESPONDE A DOIS GRUPOS DISTINTOS DE
PACIENTES E DENOMINADOS: GRUPO 1 (ATROFIA PROSTATICA) E
GRUPO 2 (INFARTO AGUDO DA PROSTATA):

GRUPO 1: o material foi obtido de bidpsias prostdticas guiadas por ultra-som
transretal de homens com mais de 40 anos que apresentaram toque retal alterado e/ou
aumento do PSA total no soro (acima de 4ng/ml), com suspeita de carcinoma, atendidos no
Hospital das Clinicas da UNICAMP e submetidos a bidpsia prostatica com agulha em
sextante ou ampliada. Nenhum dos pacientes estudados apresentava diagndstico ou
tratamento anteriores de carcinoma de préstata. No periodo de 1998 a 2001, um total de
298 pacientes submetidos a ultra-som transretal com bidpsias dirigidas da prostata,
mostraram ao estudo histopatoldgico atrofia prostatica como unica lesdo presente. Destes
298 pacientes, 33 com idade entre 43 e 86 anos (média de 69 anos) apresentavam lesdes
suspeitas ao ultra-som (37 ndédulos hipoecdicos e 3 lesdes heterogéneas), que foram
também estudadas através do Doppler colorido e constituem o propdsito deste trabalho
(planilha 1). De acordo com a raca os pacientes foram considerados brancos e ndo brancos.

Nestes ultimos foram incluidos os negros e mulatos (pardos).

GRUPO 2: o material obtido corresponde a 7 pacientes com infarto agudo da
prostata em material obtido de ressec¢do transuretral (RTU) por hiperplasia nodular da
prostata (HNP) e de 1 paciente submetido a prostatectomia radical por adenocarcinoma,
que também apresentava HNP com dreas de infarto agudo. Nas dreas estudadas,
observaram-se como unicas lesdes histologicamente presentes, necrose coagulativa com

metaplasia escamosa de dcinos circunjacentes e 4cinos viaveis sem metaplasia.

GRUPOS 1 E 2: Os pacientes do presente estudo fizeram parte de
procedimentos de rotina em avaliacdo de lesdes suspeitas da prdstata, ndo necessitando de
nenhum procedimento extra para o propdsito deste trabalho. Os blocos de parafina e as
laminas correspondentes as bidpsias estudadas estdo disponiveis no arquivo do Laboratério
de Anatomia Patoldgica do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas e

correspondem a material retrospectivo.
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4.2- ULTRA-SOM E ESTUDO DO FLUXO SANGUINEO COM DOPPLER
COLORIDO

No grupo 1, os 40 nédulos e/ou dreas suspeitas (correspondentes a 33 pacientes)
foram estudados através do Doppler colorido. O fluxo sangiiineo nos nédulos hipoecédicos

foi classificado radiologicamente como ausente, presente ou aumentado (figuras 1-3).

Figura 1- N6dulo suspeito sem fluxo ao Doppler colorido (seta).
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Figura 2- Doppler colorido com fluxo de padrdo normal. Observar a simetria dos

vasos capsulares.

Figura 3- Doppler colorido. Nédulo suspeito em zona periférica direita com

hiperfluxo. (seta)
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4.3.- ESTUDO HISTOLOGICO

4.3.1- GRUPO 1: todos os 33 pacientes foram submetidos a bidpsia em sextante ou
ampliada, incluindo as lesdes suspeitas demonstradas pelo ultra-
som. Os fragmentos de prostata foram enviados em frascos
separados, de acordo com sua localizacdo, fixados em formol a
10% durante, pelo menos, 12 horas. Apos fixagdo, os fragmentos
foram incluidos em parafina separadamente, cada qual com sua
localizagdo especificada. Foram cortados com espessura de 6
micrometros e corados pela hematoxilina-eosina (HE). No exame

microscépico foram observados:

a) Presenca de atrofia prostatica (AP). A AP serd subtipada,
histologicamente, em atrofia simples, atrofia hiperplasica (ou
hiperplasia pds-atrofica) e atrofia esclerosante (BILLIS, 1998). A
atrofia simples (figuras 4-10) geralmente envolve o 16bulo inteiro
embora &cinos isolados possam ser afetados. Os d4cinos sdo
pequenos havendo diminui¢do da altura das células epiteliais. O
estroma envolvente pode ou ndo apresentar fibrose. A atrofia
hiperplasica (figuras 11-16) mostra pequenos 4cinos com
diferentes graus de proliferacao e revestidos por epitélio atrofico. O
estroma pode ou ndo mostrar fibrose. Quando presente, a
proliferacdo € irregular notando-se eventual distor¢do do lume
acinar. A atrofia esclerosante (figuras 17-19) mostra
simultaneamente atrofia do epitélio e proliferacdo de fibroblastos ao
redor do 4cino. A persisténcia da proliferacio resulta na
hialinizacdao do coldgeno e, em alguns casos, elastose. A medida
que a hialinizagdo se torna mais intensa, os acinos ou ductos se
dilatam, as vezes acentuadamente, e o epitélio se torna
extremamente achatado e, eventualmente, desaparece. Quando isto
ocorre, o lume € substituido por um tecido frouxo lembrando
mesénquima com presenga de infiltrado inflamatério de células

redondas.
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b) Auséncia de carcinoma, portanto, ndao foram incluidos no estudo os

casos que apresentaram adenocarcinoma a andlise histoldgica.

c) Auséncia de neoplasia intraepitelial prostatica (NIP) de alto grau

(EPSTEIN, 1989).

Nos laudos anatomopatoldgicos das bidpsias de prostata, os fragmentos foram
especificados separadamente, de acordo com a identificacdo prévia do radiologista, assim
como os nddulos ou dreas suspeitas. Cada drea biopsiada teve, portanto, seu diagndstico

discriminado no laudo.

Figura 4- Atrofia prostética simples com discreta fibrose (HE 100x).
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Figura 5- Atrofia prostética simples com discreta fibrose (HE 100x).
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Figura 6- Atrofia prostitica simples sem fibrose (HE 50x). Observar a

preservacdo da arquitetura lobular.
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Figura 7- Atrofia prostitica simples sem fibrose (HE 50x). Observar

preservacdo da arquitetura lobular.
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Figura 8- Atrofia prostatica simples sem fibrose (HE 100x).
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Figura 9- Atrofia prostética simples sem fibrose (HE 100x).
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Figura 10- Atrofia prostatica simples sem fibrose (HE 400x).
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Figura 11

100x).
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Figura 12- Atrofia prostatica hiperpldsica com discreta fibrose do estroma (HE

100x).
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Figura 13- Atrofia prostatica hiperpldsica com discreta fibrose do estroma (HE

100x).
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Figura 14- Atrofia prostatica hiperpldsica (HE 1000x).
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Figura 15- Atrofia prostatica hiperpldsica (HE 1000x).
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Figura 17- Atrofia prostatica esclerosante (HE 100x).
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18- Atrofia prostética esclerosante (HE 100x).

Figura
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4.3.2- GRUPO 2: O material foi fixado em formol a 10% durante, pelo menos, 12
horas. Apés fixagdo, os fragmentos foram incluidos em parafina,
cortados com espessura de 6 micrometros e corados pela
hematoxilina-eosina (HE). No exame microscépico, estudaram-se
as dreas que histologicamente apresentavam como Unicas lesoes,
necrose coagulativa com metaplasia escamosa de 4cinos

circunjacentes (figuras 20-24) e 4cinos vidveis sem metaplasia

escamosa (figuras 25 e 26).

Figura 20- Infarto agudo da préstata (HE 50x). Observar dcinos com metaplasia

escamosa (ACM) circunjacentes a drea de infarto. (setas)
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Figura 21- Infarto agudo da préstata (HE 50x).
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Figura 23- Acinos com metaplasia escamosa (ACM) circunjacentes 2 drea de

infarto (HE 100x).
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Figura 24- Acinos com metaplasia escamosa (ACM) circunjacentes 2 drea de

infarto (HE 400x).
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Figura 25- Acino sem metaplasia escamosa (ASM) (HE 400x).
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Figura 26- Acinos sem metaplasia escamosa (ASM) (HE 400x).
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4.4- ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

Os espécimes em parafina foram processados para imunoistoquimica,

utilizando-se anticorpos primdrios: HIF-1 alpha67-sup (Novus Biologicals) e VEGF SC-

152 (Santa Cruz), marcadores de isquemia tecidual. Foi utilizado para revelacdao da reacdo

de imunoistoquimica o Kit avidina-biotina-peroxidase (ABC) e o sistema catalizador de

amplificacdo de sinal (CSA), Dako (K 1500).

Os cortes foram mantidos em estufa a 110°C durante uma hora, e

posteriormente submetidos a desparafinizacdo com xilol e reidratacdo com dalcool em

seqiiencia decrescente de dilui¢do (Xilol I, Xilol II, Alcool 1, Alcool 1I, Alcool 50%, Agua

destilada em intervalos de 5 minutos).

Segue-se o protocolo empregado:

a)

b)

c)

d)

g)

Imersdo em solug¢do de peroxido de hidrogénio (30 vol.), 3 lavagens e 5
minutos cada, durante 15 minutos, para bloqueio da peroxidase enddgena

dos tecidos, seguido de lavagem em dgua corrente e dgua destilada.

Recuperacdo antigénica em panela a vapor por 30 minutos a 95°C com

tampao citrato 10mM pH 6,0.

Esfriamento em temperatura ambiente, por no minimo 20 minutos, seguido

de lavagem em 4gua destilada e colocar em PBS.

Pingar os anticorpos primadrios especificos diluidos em soroalbumina bovina

(BSA): HIF-1a na dilui¢ao de 1:600 e VEGF na dilui¢do de 1:1000.

Incubacdo em camara timida 30 minutos a 37°C. Colocar na geladeira a 4°C

overnight.

Retirar as laminas da incubac¢do com anticorpo primdrio e fazer 3 lavagens

de 5 minutos cada em PBS com agitacdo a temperatura ambiente.

Secar as laminas com papel de filtro e pingar o anticorpo secundario
biotinilado (multi-link) diluido em PBS 1:80. Incuba-los em cdmara imida

a 37°C durante 1 hora.
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h) Terminada a incubacdo, fazer 3 lavagens de 5 minutos cada em Tris-HCI
com agitacdo a temperatura ambiente, sendo 1 lavagem com Tris-HCI

contendo Tween 20 e 2 lavagens somente em Tris-HCI.

i) Secar com papel de filtro e pingar o complexo ABC (CSA). Incubar em

camara imida durante 15 minutos a temperatura ambiente.

J) Fazer 3 lavagens em Tris-HCI, sendo 1 lavagem com Tween 20 e 2

lavagens somente em Tris-HCI.

k) Pingar o reagente de amplificagdo n° 8 do kit CSA. Incubar em camara

umida durante 15 minutos a temperatura ambiente.
1) Fazer 3 lavagens de 5 minutos cada em PBS a temperatura ambiente.

m) Agente cromégeno Diaminobenzidina - DAB, Sigma (D5637), durante 5

minutos a 37°C.
n) Lavagem em 4gua corrente e passagem em agua destilada.
0) Contra-coloracdo com Hematoxilina de Harris durante 1 minuto.
p) Lavagem em dgua amoniacal e passar em dgua corrente e dgua destilada.

q) Desidratacdo e montagem com laminula em Entellan.

4.5- ESTUDO QUANTITATIVO

Os anticorpos estudados (HIF-laa e VEGF) apresentam padrio
predominantemente nuclear de coloracao (figuras 27 e 28). Para anélise dos resultados do
estudo imunoistoquimico, utilizou-se um método manual e sistemético de contagem de
nucleos baseado em alguns principios de estereologia (VAN DIEST et al., 1997). Com um
contador manual (Taiwan LBC) e ocular com graticula quadriculada, para orientagdo em
quadrantes, a contagem dos nucleos foi realizada no aumento de 100x (imersdo) e no

sentido horario.
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Figura 27- Acino com metaplasia escamosa (ACM) mostrando nucleos

positivos (seta vermelha) e negativos (seta azul) para o HIF-1alfa (400x).
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Figura 28- Pormenor da figura 27 - Acino com metaplasia escamosa (ACM)
mostrando nucleos positivos (seta vermelha) e negativos (seta

azul) para HIF-1alfa (1000x).
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4.5.1- GRUPO 1: discriminaram-se os acinos atréficos (AA) dos acinos nao atréficos
(ANA) em toda a extensdo do material (figuras 29 e 30).

Procedeu-se com a contagem total dos ntcleos positivos e

negativos para os marcadores estudados nestes dois subgrupos de

dcinos (planilhas 3a e 3b).

Figura 29- Acinos atréficos (AA) com niicleos negativos para o HIF-1 alfa
(1000x).
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Figura 30- Acinos atréficos (AA) com nicleos negativos para o VEGF (1000x).
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4.5.2- GRUPO 2: foram contados os nucleos positivos e negativos para estes
marcadores, em 4cinos com metaplasia escamosa (ACM)

(figuras27-28, 31-32); e nos 4cinos sem metaplasia (ASM),

(figuras 33 e 34) nas dreas circunjacentes a necrose; (planilhas
2ae 2b).

Figura 31- Acinos com metaplasia escamosa (ACM) com niicleos positivos e

negativos para o VEGF (400x).
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Figura 32- Acino com metaplasia escamosa (ACM) com nicleos positivos (seta

vermelha) e negativos (seta azul) para o VEGF (1000x).
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Figura 33- Acino sem metaplasia escamosa (ASM) com niicleos positivos e

negativos para o HIF-1alfa (400x).
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Figura 34- Acino sem metaplasia escamosa (ASM) com ntcleos positivos

(seta vermelha) e negativos (seta azul) para o HIF-1 alfa (1000x).
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4.6- ANALISE ESTATISTICA

Em cada grupo estudado, calcularam-se as varidveis niimero médio de niicleos
positivos e niimero médio de niicleos negativos para o HIF-la e para o VEGF,

separadamente, por subgrupo de dcino (AA, ANA, ACM e ASM).

4.6.1- GRUPO 1 vs GRUPO 2: A comparagdo das médias entre os grupos 1 e 2 foi
feita através do teste ¢ de Student para amostras
independentes. As varidveis nimero médio de
niicleos positivo e niimero médio de niicleos
negativos para o HIF-lo e para o VEGF foram
comparadas entre dcinos atréficos (AA) e 4cinos
com metaplasia escamosa (ACM) e entre 4cinos
nao atréficos (ANA) e os 4cinos sem metaplasia

(ASM).

4.6.2- GRUPO 1: as varidveis niimero médio de niicleos positivos e niimero médio de
niicleos negativos para os marcadores HIF-la e VEGF foram
calculadas nos acinos atréficos (AA) e nos acinos nao atréficos
(ANA), sendo comparadas em relacdo a atrofia acinar por meio do

teste ¢ de student para amostras correlacionadas.

Em relac@o ao subtipo histolégico da atrofia e o fluxo sangiiineo, a comparacdo
das médias foi feita através da andlise da variancia. A comparacdo de proporcdes neste
grupo foi feita mediante o teste do qui-quadrado (y2) ou teste exato de Fisher conforme a

situagao.
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4.6.3- GRUPO 2: calcularam-se as varidveis niimero médio de niicleos positivos e
niimero médio de niicleos negativos para o HIF-1a e para o VEGF
em 4acinos com metaplasia escamosa (ACM) e nos dcinos sem
metaplasia (ASM), circunjacentes as dreas de infarto, utilizando-se
o mesmo método de comparagdo de médias para amostras

correlacionadas.

Em todos os casos, para a declarac@o de significancia, adotou-se o nivel de 5%

(p<0,05).
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5.1- DOPPLER COLORIDO

Ao estudo do ultra-som em escala de cinza convencional, as areas com atrofia
se apresentaram como nddulos hipoecdicos ou como alteracdes focais da ecotextura. O
fluxo sangiiineo destas dreas foi avaliado em todas as 40 lesdes biopsiadas: 37 localizadas
na zona periférica e 3, na zona de transi¢do. O Doppler colorido demonstrou auséncia de
fluxo em 24/40 (60%), fluxo presente em 12/40 (30%) e fluxo aumentado em 4/40 (10%)

nas areas estudadas (Tabela 1).

TABELA 1- FLUXO SANGUINEO AVALIADO PELO DOPPLER COLORIDO EM
40 LESOES SUSPEITAS MOSTRANDO APENAS AP NA BIOPSIA.

FLUXO N° %
Aumentado 4/40 10
Presente 12/40 30
Ausente 24/40 60

5.2- ESTUDO HISTOLOGICO

AP foi a tunica les@o presente em todas as 40 lesdes suspeitas estudadas ao
ultra-som e biopsiadas. Adenocarcinoma, neoplasia intraepitelial (NIP) de alto grau ou
outras lesdes atipicas ndo foram observadas em nenhum dos pacientes. Em 2/40(5%)
apenas atrofia prostatica do tipo esclerosante foi observada; em 7/40(17,5%), apenas atrofia
do tipo hiperplasico (ou hiperplasia pos-atréfica); em 14/40(35%) havia dois ou mais
subtipos combinados (mais freqiientes simples/esclerosante ou simples/hiperpldsica). Em

17/40(42,5%) apenas o subtipo simples estava presente (Tabela 2).
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TABELA 2- FREQUENCIA DE ATROFIA PROSTATICA EM 40 LESOES

SUSPEITAS BIOPSIADAS.

SUBTIPO N° %
Esclerosante 2/40 5.0
Hiperplasica 7/40 17.5

Combinada (2 ou 3 subtipos) 14/40 35.0
Simples 17/40 42.5

5.3- FLUXO SANGUINEO AO DOPPLER COLORIDO vs ATROFIA
PROSTATICA (SUBTIPO HISTOLOGICO)

Nao se observou associacdo entre o fluxo sangiiineo ao Doppler colorido e o

subtipo histolégico da AP nas 40 lesdes suspeitas estudadas (Tabela 3).

TABELA 3- FLUXO SANGUINEO AO DOPPLER COLORIDO E AP (SUBTIPO

HISTOLOGICO) EM 40 LESOES SUSPEITAS - TESTE DO QUI-
QUADRADO

FLUXO AP AP AP SIMPLES TOTAL

HIPERPLASICA COMBINADA

AUSENTE 4 (182%) 7 (31,8%) 11 (50%) 22 (64,7%)
PRESENTE 5 (41,7%) 2 (16,7%) S@1,7%) 12 (353%)
TOTAL 9 (26,5%) 9 (26,5%) 16 (47,1%) 34 (100%)

0,30

OBSERVACAO: Os 2 casos de AP esclerosante nio foram incluidos devido

sensibilidade do teste. Pelo mesmo motivo, nao foram incluidos também os casos com

fluxo aumentado ao Doppler colorido.
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5.4- ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO
5.4.1- HIF-1a.

A- GRUPO 1 VS GRUPO 2 - ACINOS ATROFICOS VS ACINOS COM
METAPLASIA ESCAMOSA

COMPARACAO DE MEDIAS

A comparagao de médias demonstrou diferengas estatisticamente significantes
quanto a expressao imunoistoquimica do HIF-1a entre os grupos 1 e 2. Foram comparados

os dcinos atréficos (AA) e os dcinos com metaplasia escamosa (ACM).

Nos dcinos com metaplasia escamosa (grupo 2), a positividade do HIF-1a
mostrou-se significativamente maior quando comparada a sua positividade nos &cinos
atroficos  (grupo 1); (p<0,001). A negatividade do HIF-la, por sua vez, foi

significativamente maior no grupo 1 em relagdo ao grupo 2 (p=0,045) (Tabela 4).

TABELA 4- GRUPOS 1 E 2 (ACINOS ATROFICOS E ACINOS COM
METAPLASIA) - TESTE ¢ DE STUDENT PARA AMOSTRAS

INDEPENDENTES.
VARIAVEL GRUPOS MEDIA DP p
N°médio de Acinos atréficos 0,16 0,45
Nicleos HIF* Acinos com metaplasia 55,47 29,31 <0,001
N°médio de Acinos atréficos 50,84 21,62
Nucleos HIF~ Acinos com metaplasia 33,90 18,58 0,045

HIF = fator induzido por hipoxia

DP = desvio padrao
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B- GRUPO 1 VS GRUPO 2 - ACINOS NAO ATROFICOS VS ACINOS SEM
METAPLASIA

COMPARACAO DE MEDIAS
A positividade do HIF-la foi significativamente maior nos 4cinos sem
metaplasia em relacdo aos 4cinos nao atréficos (p<0,001). Por outro lado, sua negatividade
foi maior nos acinos nao atréficos (p=0,014) (Tabela 5).

TABELA 5- GRUPOS 1 E 2 (ACINOS NAO ATROFICOS E ACINOS SEM
METAPLASIA) TESTE ¢ DE STUDENT PARA AMOSTRAS

INDEPENDENTES.
VARIAVEL GRUPOS MEDIA DP p
N°médio de Acinos ndo atréficos 0,37 0,91
Nicleos HIF* Acinos sem metaplasia 65,15 20,36 <0,001
N°médio de Acinos ndo atréficos 78,61 41,84
Nucleos HIF~ Acinos sem metaplasia 38,69 20,00 0,014

HIF = fator induzido por hipoxia

DP = desvio padrdo

C- GRUPO 1 (ATROFIA PROSTATICA) - ACINOS ATROFICOS vs ACINOS
NAO ATROFICOS

COMPARACAO DE MEDIAS

Nao houve diferenca estatisticamente significante quanto a positividade do
HIF-1a entre os dcinos atréficos e os dcinos nao atréficos. Por outro lado, a negatividade
do HIF-1a apresentou diferenca significante entre estes subgrupos de dcinos, sendo maior

nos acinos nao atréficos; p<0,001 (Tabela 6).
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TABELA 6- GRUPO 1 (ATROFIA PROSTATICA) - COMPARACAO DE MEDIAS.

VARIAVEL GRUPOS MEDIA DP p
N°médio de Acinos atréficos 0,19 0,51

Nicleos HIF* Acinos ndo atréficos 0,38 0,91 0,203
N°médio de Acinos atréficos 51,75 21,85

Nucleos HIF Acinos ndo atréficos 78,62 41,85 0,001

HIF = fator induzido por hipoxia

DP = desvio padrdo

COMPARACAO DE PROPORCOES

Nao demonstrou diferencgas significantes quanto a positividade e a negatividade

do HIF-1a entre os 4cinos atr6ficos e os 4cinos nao atréficos (p=0,5905) (Tabela 7).

TABELA 7- GRUPO 1 (ATROFIA PROSTATICA) - COMPARACAO DE

PROPORCOES.
VARIAVEL GRUPOS FREQUENCIA %
Acinos atréficos 12 30
,5905
Nicleos HIF* Acinos ndo atréficos 7 17,5
,5905

HIF = fator induzido por hipoxia

ANALISE DE VARIANCIA

Nao demonstrou associacdo entre a expressao imunoistoquimica do HIF-1a e o

subtipo histolégico da AP (Tabela 8). Também ndo se observou associagdo com o fluxo

sangiiineo ao Doppler colorido (Tabela 9).
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TABELA 8- GRUPO 1 (ATROFIA PROSTATICA) - ANALISE DA VARIANCIA.

AP (subtipo) Média de niicleos HIF+ DP n p
Hiperplasica 0,18 0,26 7
Combinada 0,08 0,15 14 0,76
Simples 0,21 0,64 17

HIF = fator induzido por hipoxia
DP = desvio padrdo

n = niimero amostral

OBSERVACAO: Os 2 casos de AP esclerosante nio foram considerados,

devido a limitacdo da sensibilidade do teste.

TABELA 9- GRUPO 1 (ATROFIA PROSTATICA) - TESTE ¢ DE STUDENT.

Fluxo ao Doppler Meédia de niicleos HIF+ DP n p
Ausente 0,09 0,16 24
0,11
Presente 0,36 0,78 12

HIF = fator induzido por hipoxia
DP = desvio padrdo

n = nimero amostral

OBSERVACAO: Nio se observou positividade para o HIF no grupo com fluxo

sangiiineo aumentado ao Doppler colorido.
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D- GRUPO 2 (INFARTO AGUDO DA PROSTATA) - ACINOS COM
METAPLASIA ESCAMOSA vs ACINOS SEM METAPLASIA

COMPARACAO DE MEDIAS

Nao houve diferengas estatisticamente significantes quanto a positividade e a
negatividade do HIF-1o entre os &4cinos com metaplasia escamosa € 0s 4cinos sem

metaplasia (Tabela 10).

Tabela 10- GRUPO 2 (INFARTO DA PROSTATA) - COMPARACAO DE MEDIAS.

VARIAVEL GRUPOS MEDIA DP p
N°médio de Acinos com metaplasia 55,47 29,31

Niicleos HIF* Acinos sem metaplasia 65,15 20,36 0,337
N°médio de Acinos com metaplasia 33,90 18,59

Niucleos HIF Acinos sem metaplasia 38,70 20,00 0,383

HIF = fator induzido por hipoxia

DP = desvio padrdo

5.4.2- VEGF

A- GRUPO 1 VS GRUPO 2 - ACINOS ATROFICOS VS ACINOS COM
METAPLASIA ESCAMOSA

COMPARACAO DE MEDIAS

A positividade do VEGF foi significativamente maior nos &acinos com
metaplasia escamosa (p<0,001). Nao se observou, porém, diferenca estatisticamente
significante quanto a sua negatividade entre os dcinos atr6ficos e os d4cinos com metaplasia

escamosa; p=0,432 (Tabela 11).
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TABELA 11- GRUPOS 1 E 2 (ACINOS ATROFICOS E ACINOS COM
METAPLASIA)- TESTE ¢ DE STUDENT PARA AMOSTRAS

INDEPENDENTES.
VARIAVEL GRUPOS MEDIA DP p
N°médio de Acinos atréficos 0,26 0,27
Nicleos VEGF* Acinos com metaplasia 49,90 26,27 <0,001
N°médio de Acinos atréficos 48,66 22,81
Nicleos VEGF~ Acinos com metaplasia 41,82 19,04 0,432

VEGF = fator de crescimento vascular endotelial

DP = desvio padrao

B- GRUPO 1 VS GRUPO 2 - ACINOS NAO ATROFICOS VS ACINOS SEM
METAPLASIA

COMPARACAO DE MEDIAS

A positividade do VEGF foi significativamente maior nos &cinos sem
metaplasia escamosa, quando comparada a sua positividade nos &4cinos nao atréficos
(p<0,001). Nao se observou, porém, diferenca significante quanto a negatividade do VEGF
entre estes subgrupos de 4cinos; p=0,120 (Tabela 12).

TABELA 12- GRUPOS 1 E 2 (ACINOS NAO ATROFICOS E ACINOS SEM
METAPLASIA) TESTE ¢ DE STUDENT PARA AMOSTRAS

INDEPENDENTES.
VARIAVEL GRUPOS MEDIA DP p
N°médio de Acinos ndo atréficos 0,41 0,51
Nicleos VEGF* Acinos sem metaplasia 46,90 21,05 <0,001
N°médio de Acinos ndo atréficos 79,19 41,17
Nucleos VEGF Acinos sem metaplasia 54,29 29,78 0,120

VEGF = fator de crescimento vascular endotelial

DP = desvio padrdo

Resultados
122



C- GRUPO 1 (ATROFIA PROSTATICA) - ACINOS ATROFICOS vs
ACINOS NAO ATROFICOS

COMPARACAO DE MEDIAS

Nao houve diferenca estatisticamente significante quanto a positividade do
VEGF entre os 4cinos atroficos e os 4cinos nao atréficos (p=0,158). Entretanto, a
negatividade deste marcador foi significativamente maior nos acinos ndo atroficos; p<0,001

(Tabela 13).

TABELA 13- GRUPO 1 (ATROFIA PROSTATICA) - COMPARACAO DE

MEDIAS.
VARIAVEL GRUPOS MEDIA DP p
N°médio de Acinos atréficos 0,28 0,29
Nicleos VEGF* Acinos ndo atréficos 0,41 0,51 0,158
N°médio de Acinos atréficos 48,02 22,94
Nicleos VEGF™ Acinos nio atréficos 79,19 41,17 0,001

VEGF = fator de crescimento vascular endotelial

DP = desvio padrao

COMPARACAO DE PROPORCOES

Nao se observaram diferencas estatisticamente significantes quanto a
positividade e a negatividade do VEGF entre os acinos atréficos e os dcinos ndo atréficos;

p=0,7445 (Tabela 14).
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TABELA 14- GRUPO 1 (ATROFIA

PROSTATICA) - COMPARACAO DE

PROPORCOES.
VARIAVEL GRUPOS FREQUENCIA % p
Acinos atréficos 25 62,5
Nicleos VEGF* Acinos ndo atréficos 17 42.5 0,7445
Acinos atréficos 15 37,5
Nicleos VEGF~ Acinos néo atréficos 23 57,5 0,7445

VEGF = fator de crescimento vascular endotelial

ANALISE DE VARIANCIA

Nao demonstrou associagdo entre a expressao do VEGF e o subtipo histolégico

da AP (Tabela 15). Também ndo houve associagdo entre a positividade do VEGF e o fluxo

sangiiineo ao Doppler colorido (Tabela 16).

TABELA 15- GRUPO 1 (ATROFIA PROSTATICA) - ANALISE DA VARIANCIA.

AP (subtipo) Média de niicleos VEGF+ DP n p
Hiperplasica 0,26 0,19 7
Combinada 0,18 0,22 14 0,53
Simples 0,30 0,35 17

VEGF = fator de crescimento vascular endotelial
DP = desvio padrdo

n = niimero amostral

OBSERVACAO: Os 2 casos de AP esclerosante nio foram considerados,

devido a limitacdo da sensibilidade do teste.
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TABELA 16- GRUPO 1 (ATROFIA PROSTATICA) - TESTE ¢ DE STUDENT

Fluxo ao Doppler Média de niicleos VEGF+ DP n p
Ausente 0,21 0,16 24
Presente 0,38 0,78 12 0,22
Aumentado 0,23 0,25 4

VEGF = fator de crescimento vascular endotelial
DP = desvio padrdo

n = niimero amostral

D- GRUPO 2 (INFARTO AGUDO DA PROSTATA) - ACINOS COM
METAPLASIA ESCAMOSA VS ACINOS SEM METAPLASIA

COMPARACAO DE MEDIAS

Nao demonstrou diferenca estatisticamente significante quanto a positividade
do VEGF entre os 4cinos com metaplasia escamosa e os dcinos sem metaplasia (p=0,769).
Por outro lado, observou-se maior negatividade deste marcador nos dcinos sem metaplasia;

p=0,039 (Tabela 17).

TABELA 17- GRUPO 2 (INFARTO DA PROSTATA) - COMPARACAO DE

MEDIAS.
VARIAVEL GRUPOS MEDIA DP p
N°médio de Acinos com metaplasia 49,90 26,27
Nicleos VEGF* Acinos sem metaplasia 46,90 21,05 0,769
N°médio de Acinos com metaplasia 41,83 19,04
Nicleos VEGF~ Acinos sem metaplasia 54,30 29,78 0,039

VEGF = fator de crescimento vascular endotelial

DP = desvio padrdo
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6.1- DOPPLER COLORIDO

O ultra-som com Doppler foi descrito pela primeira vez hd 30 anos e tornou-se
atualmente de grande utilidade clinica. As imagens com a técnica do Doppler colorido
permitem a visualizacdo do fluxo sangiiineo em tempo real em imagens convencionais em
escala de cinza, mostrando uma estimativa da velocidade de fluxo médio como uma
cobertura de cor, através da codificacdo da alteracdo de freqii€éncia dos sinais de Doppler

pulsados (CAVALLIERI et al., 1999).

Sabe-se que o crescimento tumoral em geral depende de neovascularizacio e,
com base nesta hipétese, assume-se que o tecido maligno na préstata tenha perfusao
alterada. Assim, o exame da préstata com Doppler colorido pode auxiliar na identificagao
de areas suspeitas de carcinoma (AARNINK et al., 1998). A hipervascularizacdo na zona
periférica ao Doppler colorido transretal vem sendo associada com maior probabilidade de
carcinoma de préstata ou prostatite no material de biopsia (KELLY et al., 1993; NEWMAN
et al., 1995).

BERGONZI et al. (1993) descreveram sua experiéncia com o Doppler colorido
transretal, relatando que os carcinomas geralmente exibem aumento na vascularizacao nas
areas peri e intra-lesionais, caracteristica valiosa no diagnéstico das lesdes nodulares da
prostata. Estes autores sugerem que a integracdo dos dados clinicos, laboratoriais e ultra-

som com Doppler colorido permitem maior acurdcia no diagndstico do carcinoma.

CAVALLIERI et al. (1999) , em seu estudo com bidpsias prostéticas e Doppler
colorido transretal, demonstraram excelente sensibilidade (92%) deste exame no
diagndstico dos carcinomas, através do achado de hipervascularizacdo no cancer de
prostata. De acordo com os resultados do seu estudo, 50% dos casos com aumento (focal ou
difuso) da vascularizacdo ao Doppler colorido revelaram adenocarcinoma na bidpsia
(verdadeiros-positivos). De acordo com LEE et al. (1989) e NEWMAN et al. (1995), em
ndédulos hipoecdicos, comprovadamente neopldsicos vistos ao ultra-som, o fluxo sangiiineo

esta aumentado em cerca de 85% dos casos.

BILLIS (1998), em seu trabalho sistemdtico com prostatas de autdpsias,
observou arteriosclerose local de artérias situadas no interior do parénquima prostatico ou

nos tecidos moles que rodeiam a glandula. Dos pacientes que apresentaram AP a biopsia,
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86,66% tinham arteriosclerose local leve a moderada e 52,94%, arteriosclerose local intensa
(reducdo de 75% ou mais do didmetro do lume vascular). A andlise estatistica revelou
associacao significante entre arteriosclerose local intensa e AP (p<0,001), o que, segundo o
autor, favorece o possivel efeito isquémico local secundério a arteriosclerose intensa como

um dos fatores potenciais para a sua etiopatogénese.

Os resultados deste estudo também parecem apoiar a isquemia local cronica
como um dos importantes fatores envolvidos na etiopatogénese da AP. O estudo do fluxo
sangiiineo pelo Doppler colorido de 40 lesdes suspeitas ao ultra-som transretal (37 nédulos
hipoecdicos e 3 lesdes heterogéneas) e que apresentaram apenas AP na bidpsia, demonstrou
fluxo ausente na maioria (60%) das areas estudadas e aumentado, em 10%. Da mesma
forma que 4dreas de neoplasia se apresentam, na maioria das vezes, com hiperfuxo ao
Doppler colorido devido a um provdvel mecanismo de neovascularizacdo peri e intra-
tumoral, podemos supor que dreas com arteriosclerose local e conseqiiente reducdo do lume
vascular tenderdo a se apresentar, com maior freqiiéncia, com fluxo diminuido ou ausente
ao Doppler colorido. A correlacdo andtomo-radioldgica, ao demonstrar auséncia de fluxo
sangiiineo na maioria das dreas de AP (60%), estd de acordo com os achados anteriores de
BILLIS (1998) e também parece apoiar a isquemia local cronica como um dos fatores

envolvidos na atrofia do epitélio prostético.

O fluxo aumentado em 10% das areas com AP poderia ser explicado por
provdveis alteragdes hemodinamicas locais devido a redistribuicio de vasos, com
aglomerados vasculares em locais onde o parénquima circunjacente tenha sofrido retragao

pela atrofia.

Embora a auséncia de fluxo sangiiineo ao Doppler colorido n3o tenha se mostrado
especifica, pois dreas de AP também se apresentaram com fluxo presente (30%) e
aumentado (10%), acreditamos que o Doppler colorido possa ser de grande valia no
acompanhamento de lesdes suspeitas da prostata e, cujo estudo histolégico apresente AP
como unica lesdo presente. De acordo com BILLIS e MAGNA (2000), hd associa¢ao
estatisticamente significante entre elastose, AP e aumento da idade. Os autores também
observaram forte correlacdo de arteriosclerose local intensa com a AP e elastose. Portanto,

questionamos se, com o envelhecimento e aumento da arteriosclerose local, a maioria das
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areas de AP tendam a se apresentar, com a evolugdo da lesdo, com redugdo progressiva e
auséncia de fluxo sangiiineo ao Doppler colorido. Neste caso, estudos prospectivos com
ultra-som e bidpsias dirigidas seriados sdo necessarios para avaliarmos a eventual mudanca

no padrao do fluxo ao Doppler colorido e a evolucdo da AP.

6.2- ESTUDO HISTOLOGICO

No presente estudo, AP foi a unica lesdo presente em todas as 40 d&reas
suspeitas estudadas ao ultra-som e biopsiadas. Adenocarcinoma, NIP de alto grau ou outras
lesdes atipicas ndo foram observadas em nenhum dos pacientes. Em 14/40 (35%) dos casos
havia dois ou mais subtipos de AP combinados (mais freqiientes simples/esclerosante ou
simples/hiperplésica). Em 17/40 (42,5%), apenas o subtipo simples estava presente. Estes
achados estdo de acordo com os de BILLIS (1998) que, em seu trabalho realizado em
autopsias, observou AP com subtipos histolégicos em mais de 3/4 dos casos (65/85 ou
76,47%) e, na maior parte das vezes (33/65 ou 50,76%), o autor observou os 3 subtipos

simultaneamente.

Nao houve associacdo entre o padrio de fluxo sangiiineo ao Doppler colorido e
o subtipo histolégico da AP. Este achado e a alta freqliéncia dos subtipos combinados da
AP parecem apoiar a hipétese de CHEVILLE e BOSTWICK (1995) de que as alteragdes
atroficas do epitélio prostitico constituem um continuo morfologico no qual o subtipo
hiperplasico (ou hiperplasia pos-atréfica) representa o extremo que mais se assemelha ao

adenocarcinoma.

6.3- ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

A menor expressdao do HIF-1a e do VEGF nas areas de AP, comparativamente
as dreas de infarto agudo (p<0,001), parece também apoiar a isquemia cronica como um
dos importantes fatores na etiopatogénese da AP. Embora ndo haja estudos prévios do
tempo de expressdo e de degradacdo destes marcadores em tecidos humanos, estes achados
sao coerentes com os de CHAVEZ et al. (2000) que, em estudo experimental com cérebros

de ratos, demontraram que hd aumento rdpido das concentra¢des do HIF-1a no inicio da
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hipéxia com decréscimo apds cerca de trés semanas, mesmo com manutengdo dos baixos
niveis de oxigénio. Os autores sugerem que ocorram outras alteracdes metabdlicas e de

remodelagdo vascular capazes de, entdo, promover adaptacio a isquemia tecidual.

A menor expressao imunoistoquimica do HIF-1a e do VEGF nos 4cinos sob
isquemia cronica em relagdo aqueles sob isquemia aguda estd de acordo com os resultados
do trabalho de CHAVEZ et al. (2000). A negatividade do HIF-la, por sua vez, foi
significativamente maior na isquemia cronica em relacio a isquemia aguda (p<0,05), o que
pode estar relacionado a sua degradagdo intracelular apds ativacdo da transcricao de varias
proteinas que promovem adaptacdo celular a hipdxia, incluindo o VEGF (SEMENZA,
2000).

Em condi¢des de hipdxia aguda, sabe-se que o fator de transcricdo génica HIF-
1 ativa a sintese de vdrias proteinas que promovem maior aporte de oxigénio ou que, entao,
facilitam a adaptacdo metabdlica as suas baixas concentragdes. Dentre estas proteinas cuja
transcri¢do € ativada pelo HIF-1, estd o VEGF (SEMENZA, 2000). Portanto, espera-se que,
na hipoxia aguda, haja acimulo rapido da proteina HIF-lo. na célula, com aumento
posterior das concentracdes da proteina VEGF. Este fator mitogénico, por sua vez, estaria
relacionado principalmente a estimulos de angiogénese (LI et al., 1996). Em condi¢des de
isquemia aguda, podemos supor, entdo, que a degradacdo intracelular do HIF-1a

provavelmente antecede o decréscimo das concentra¢des da proteina VEGF.

Em condicdes de hipdxia aguda, observou-se o aumento rapido da concentracao
da proteina HIF-1o no nicleo com seu decréscimo apds a reoxigenagdo (SEMENZA et al.,

2000).

XU et al. (2001) observaram, em estudo com isquemia aguda do miocdrdio em
humanos, aumento da expressio do RNA mensageiro e das concentragdes da proteina

VEGF.

KOZLOWSKI et al. (2001), em estudo experimental com isquemia cronica da
prostata em coelhos, demonstraram alteracdes histoldgicas como espessamento e fibrose do
estroma do 6rgdo e atrofia do epitélio. As alteracdes estruturais apresentaram correlagao

direta com reducdo da expressdao do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e
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aumento do fator de crescimento tumoral 31 (TGF-B1). Os autores sugeriram que, neste
modelo, em condicdes de hipdxia crdnica, a reducdo dos niveis de VEGF possa ter algum

papel na atrofia do epitélio e no espessamento fibroso do estroma da proéstata.

Nas 40 areas estudadas ao ultra-som e que mostraram apenas AP nas bidpsias
(grupo 1), ndo se observaram diferencas estatisticamente significantes quanto a positividade
do HIF-1a e do VEGF, quando foram comparados os 4cinos atréficos (AA) e os 4cinos ndo
atréficos (ANA). Tal achado pode ter como explicagdo alteracdes metabdlicas do
microambiente sob hipoxemia cronica, que envolveriam os &4cinos de modo similar.
Observaram-se, entretanto, diferencgas estatisticamente significantes entre estes subgrupos
de 4cinos, quanto a negatividade do HIF-la e do VEGF (p<0,001), o que pode estar
relacionado a meia-vida destas proteinas na célula. Podemos supor, que nos &cinos
atroficos, a velocidade de degradacdo destas proteinas nos proteossomos seja menor em
relacdo a sua metabolizacdo nos 4cinos ndo atréficos. Talvez a reducdo mais lenta de sua
degradacao intracelular possa ter algum papel na atrofia do epitélio. Nao houve associagao
entre o fluxo sangiiineo ao Doppler colorido nestas areas e a expressao imunoistoquimica
do HIF-1a e do VEGF, o que provavelmente reforca a idéia de que na hipdxia cronica suas
concentragdes estdo reduzidas na célula.

Nas éreas sob hipoxemia aguda e com infarto da préstata (grupo 2), também
ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes quanto a positividade do
HIF-1o e do VEGF ao se compararem os dcinos com metaplasia escamosa (ACM) e os
acinos sem metaplasia (ASM), provavelmente pelas mesmas alteracdes metabdlicas do
microambiente. Entretanto, a negatividade do VEGF foi significativamente maior nos
acinos sem metaplasia (p=0,039), o que também pode indicar que sua degradagdao
intracelular seja mais lenta nos dcinos com alteracdes metaplasicas. O mesmo, entretanto,
ndo foi observado quanto a negatividade do HIF-1a entre os dcinos com metaplasia e os

acinos sem metaplasia.
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7.1.- A auséncia de fluxo sangiiineo ao Doppler colorido na maioria das lesdes suspeitas
(60%) mostrando apenas AP na bidpsia parece apoiar a isquemia local cronica como

um dos importantes fatores na sua etiopatogénese.

7.2- Nao ha associagdo entre o fluxo sangiiineo ao Doppler colorido e o subtipo histolégico
de AP. A alta freqiiéncia dos subtipos combinados de AP apédia a idéia de que as
alteragdes histoldgicas do epitélio fazem parte de um continuo morfoldgico, no qual o
subtipo hiperplédsico (ou hiperplasia pds-atréfica) representa o extremo que mais se

assemelha ao adenocarcinoma.

7.3- A menor expressdo do HIF-1a e do VEGF nas dreas de AP, comparativamente as areas
de infarto agudo indica que haja um mecanismo de "esgotamento" celular na sintese
destas proteinas, o que parece também apoiar a isquemia local crdnica como
importante fator na etiopatogénese da AP. Estes achados reforcam a idéia de que
ocorram outras modificagdes metabdlicas progressivas de adaptacdo celular as baixas

concentragdes de oxigénio.
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