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A atrofia parcial (AP) € uma lesdo benigna que mais freqientemente imita
adenocarcinoma, particularmente a variante parcial. AP ocorre com maior
frequéncia no lobo posterior ou zona periférica e ganhou importancia maior com o
uso das bidpsias por agulha na detecgao do carcinoma prostatico.

A atrofia parcial e a hiperplasia pds-atrofica (atrofia hiperplasica) sao as lesdes
benignas que mais frequentemente sdo confundidas com adenocarcinoma. Uma
das razbes que contribuem para dificultar o diagnostico da atrofia parcial esta
relacionada com a auséncia de células basais em alguns acinos.

Mais recentemente a aplicacédo da molécula de AMACR (alfa-metilacil Co-enzima
A racemase) como marcador de células neoplasicas através de imunoistoquimica
tem auxiliado no diagnostico diferencial com o adenocarcinoma. Entretanto, sua
aplicagao na rotina diagndstica ainda n&o esta estabelecida. A imunoexpresséo da
AMACR pode causar algumas duvidas em sua interpretacao. Na literatura existem
poucos estudos que relatam a expressao da AMACR em atrofia parcial.

Avaliamos através da imunoistoquimica a expressdao da AMACR e do 34BE12
(citoqueratina de alto peso molecular) através do coquetel P504S+34BE12 em
material proveniente de 74 bidpsias por agulha de préstata correspondendo a 61
pacientes. Foram analisados um total de 1198 acinos prostaticos (324 acinos com
adenocarcinoma, 213 acinos normais, 190 acinos com atrofia parcial, 298 acinos
com hiperplasia pés-atréfica, 139 acinos com atrofia simples e 34 acinos com
atrofia esclerosante).

Nos acinos com adenocarcinoma a intensidade da marcagao da AMACR foi forte
em 251/324 (77.5%) e fraca 73/324 (22.5%). Nao houveram casos negativos. Nos
acinos normais observou-se marcagdo para a AMACR forte em 13/213 (6.1%),
fraca em 33/213 (15.5%) e negativa em 167/213 (78.4%). A atrofia parcial
apresentou marcagao para a AMACR fraca em 47/190 (24.7%) e negativa em
143/190 (75.3%). Nao houve marcacéo forte em nenhum dos casos de atrofia

parcial.

Os &acinos normais mostraram expressdao para AMACR negativo, fraco e forte
onde os valores foram respectivamente 167/213 (78,4%), 33/213 (15,5%) e 13/213
(6,1%). A atrofia parcial mostrou-se negativa, e fraca para imunoexpressao da
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AMACR em 143/190 (75,3%) e 47/190 (24,7%) respectivamente. Nao foi
observada forte positividade em atrofia parcial, no entanto, a fraca positividade
observada em cerca de 25% dos acinos pode causar dificuldade para a
interpretacdo correta no diagndstico diferencial de cancer e atrofia parcial. A
AMACR foi negativa em todos os acinos da atrofia simples, hiperplasica (ou
hiperplasia pés-atréfica) e esclerosante, por conseguinte, sem qualquer ajuda no
diagnostico diferencial de adenocar-cinoma. A distribuicdo das células basais,
observadas na atrofia simples, hiperplasica e esclerosante foram descontinuas e
as células do compartimento secretor mostraram imunoexpressao aberrante de

34BE12 sugerindo um fendtipo intermédio.

Analisando-se os estes resultados conclui-se que o diagnéstico diferencial do
adenocarcinoma com atrofia parcial deve ser feito com cautela considerando-se
que a expressao da AMACR, apesar de fraca em nosso estudo, pode ocorrer em
cerca de 25% dos acinos. Soma-se a este achado o fato de que em 23.2% dos
acinos de atrofia parcial as células basais estdo ausentes. Estes dados impdem
cautela no dificil diagnostico diferencial de pequenos focos “suspeitos, mas nao
diagndsticos de adenocarcinoma da prostata”, sendo que, em alguns casos, 0s
critérios puramente morfoldgicos poderao ser os unicos na identificacdo da lesao.
Palavra chave: prostata, atrofia, atrofia parcial, bidpsia de agulha, AMACR,
P504S.
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ABSTRACT




Prostatic atrophy (PA) is the benign lesion that most frequently mimicks
adenocarcinoma particularly the partial variant. PA occurs more frequently in the
peripheral zone and gained greater importance with the use of needle biopsies in
detecting cancer of the prostate. Partial atrophy and post-atrophic hyperplasia
(hyperplastic atrophy) are the benign lesions that most often are confused with
adenocarcinoma. One of the reasons that contribute to make the diagnosis of
partial atrophy difficult is related to the absence of basal cell in some acini.

More recently the application of AMACR (alpha-metilacil Co-enzyme A racemase)
as a marker of malignant cells through immunohistochemistry has helped in the
differential diagnosis with prostate cancer. However, its application in routine
diagnosis is not yet established. The immunoexpression of AMACR may cause
some doubt in interpretation. In literature there are few studies that reported the

expression of AMACR in partial atrophy.

We evaluated by immunohistochemistry the expression of AMACR and 34BE12
(cytokeratin high-molecular weight) using the cocktail P504S +34B3E12 in 74 needle
prostatic biopsies corresponding to 61 patients. We analyzed a total of 1198
prostate acini (324 acini with adenocarcinoma, 213 normal acini, 190 acini with
partial atrophy, 298 acini with post-atrophic hyperplasia, 139 acini with simple
atrophy and 34 acini with sclerosing atrophy).

In adenocarcinoma acini the staining of AMACR was strong in 251/324 (77.5%)
and weak in 73/324 (22.5%). There were no negative acini. In normal acini AMACR
was strong in 13/213 (6.1%), weak in 33/213 (15.5%) and negative in 167/213
(78.4%). In partial atrophy, acini showed weak AMACR in 47/190 (24.7%) and
were negative in 143/190 (75.3%). There was no strong staining in partial atrophy.
The immunoexpression of AMACR was negative in all variants of complete

atrophy: simple atrophy, hyperplastic atrophy and sclerosing atrophy.

Normal acini showed negative, weak, or strong expression in 167/213 (78.4%),
33/213 (15.5%), and 13/213 (6.1%) acini, respectively. Partial atrophy showed
negative, and weak expression in 143/190 (75.3%), and 47/190(24.7%) acini,
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respectively. No strong positivity was seen in partial atrophy, however, the weak
positivity seen in approximately 25% of the acini may be a pitfall for the correct
interpretation in the differential diagnosis of cancer and partial atrophy. AMACR
was negative in all acini of simple, postatrophic hyperplasia and sclerosing atrophy,
therefore, with no help in the differential diagnosis of adenocarcinoma. The
distribution of basal cells in simple, postatrophic hyperplasia and sclerotic atrophy
was discontinuous and the cells of the secretory compartment showed aberrant

expression of 34BE12 suggesting an intermediate phenotype.

Analyzing these results it is concluded that the differential diagnosis of prostate
cancer with partial atrophy must be done carefully considering that the expression
of AMACR, although weak in our study, can occur in about 25% of the acini.
Furthermore, in 23.2% acini of partial atrophy the basal cells are absent. In some
cases the microscopic identification of partial atrophy will rely only on morphologic
criteria.

Key Words: prostate, atrophy, partial atrophy, needle biopsy, AMACR, P504S.
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1- INTRODUCAO




1.1. A descoberta da Alfa-metilacil coenzima A racemase (AMACR)

Alfa-metilacil CoEnzima A racemase (AMACR) é uma enzima que foi
purificada e caracterizada por investigadores estudando o metabolismo dos
lipides. Foi caracterizada em tecidos humanos em 1995 (Schmitz et al.,1995).
Embora o mecanismo preciso nédo seja conhecido, a AMACR (proteina com 382
aminoacidos produzida nos peroxissomos e mitocéndrias) tem importante papel na
biossintese dos acidos biliares e na beta-oxidagdo de acidos graxos ramificados
(Ferdinandusse et al., 2000; Kotti et al., 2000), ela catalisa a conversao dos varios
(R)-metil da cadeia ramificada de acidos graxos em acil-CoA e seus esterisbmeros
nas mitocondrias e peroxissomos (Shi et al.,2007; Ferdinandusse et al.,2000). Em
condigdes normais, a AMACR é detectavel em uma variedade de tecidos,
incluindo figado, rim, musculo esquelético, vesicula biliar e cérebro (Shi et
al.,2007; Ferdinandusse et al.,2002; Ferdinandusse et al.,2000).

Xu et al. (2000), usando subtracdo de cDNA em conjunto com cDNA
"microarray screening”, identificaram 3 genes: P503S, P504S e P510S que
codificavam proteinas com diferentes expressdes em neoplasias. P503S e P504S,
dois dos produtos génicos assim chamados de acordo com o numero do clone
cDNA, foram claramente identificados como alfa-metilacil coenzima A racemase
(AMACR) humana. Em imunoistoquimica, os autores observaram que anticorpos
obtidos de coelho contra as proteinas P503S mostravam expressao aumentada no
cancer e em nodulos hiperplasicos da préstata enquanto que os anticorpos contra

as proteinas P504S somente no cancer (Xu et al., 2000).

1.2. Aplicacdo da Alfa-metilacil coenzima A racemase (AMACR) em

neoplasias

Zhou et al. (2002), usando anticorpos policlonais, encontraram
expressdo aumentada em imunoistoquimica de AMACR em carcinomas do coldn

e reto, ovario, mama, bexiga, pulmao e rim bem como linfomas e melanomas. A
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expressdao mais acentuada foi observada nos carcinomas do colén e reto (92%)
(Zhou et al., 2002). Usando anticorpos monoclonais, Jiang et al. (2003) relataram
que 81% dos carcinomas hepatocelulares, 75% dos carcinomas renais, 31% dos
carcinomas uroteliais e 27% dos carcinomas gastricos eram positivos para
AMACR. Estes autores também relataram que carcinomas do pulmao, mama,
pancreas, ductos biliares, adrenal, glandula salivar, ovario, tiredide e endométrio
eram negativos ou raramente positivos enquanto que expressdo de AMACR era
encontrada em tecido normal de figado, rim e glandula salivar (Jiang et al., 2003a).
Usando um "tissue microarray" de alta densidade, Witkiewicz et al. (2005)
determinaram que a AMACR tinha expressdo aumentada em 42 de 160
carcinomas invasivos de mama e estava associada com indiferenciagdo tumoral.

Em 2003, Jiang et al. examinaram a expressdo da AMACR em 242
casos de tumores do colén incluindo 176 carcinomas, 38 adenomas e 28 pélipos
hiperplasicos. Usando imunoistoquimica, observaram que a AMACR tinha
expressao aumentada em 75% dos carcinomas e 79% dos adenomas, mas
somente em 4% dos polipos hiperplasicos. Foi sugerido que a expressao
aumentada de AMACR poderia ser um evento precoce na sequéncia da génese
do tumor coloretal (Jiang et al., 2003b). Chen et al. (2005) examinaram a
expressdo de AMACR em 59 pequenos adenocarcinomas do intestino delgado e
66 adenocarcinomas coloretais e relataram que 62% dos tumores coloretais eram
positivos comparativamente a apenas 5% dos tumores do intestino delgado. De
acordo com os autores, a expressao de AMACR seria importante na diferenciagao
entre adenocarcinomas coloretais e do intestino delgado.

Existem varios trabalhos estudando a expressdo da AMACR em
tumores renais. Tretiakova et al. (2004) relataram a expressao da enzima em 41
de 41 carcinomas renais papiliferos comparativamente a 13 de 52 carcinomas
renais convencionais, 3 de 20 oncocitomas, 0 de 8 carcinomas cromofobos e 0 de
15 carcinomas sarcomatodides. Outros carcinomas papiliferos também estudados
pelos autores, incluindo da tiredide, mama, endométrio, ovario e pancreas,
raramente eram positivos. Lin et al. (2004) observaram que a expressao de

AMACR em imunoistoquimica foi de 100% em 15 carcinomas renais papiliferos,
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69% de carcinomas convencionais, 29% de carcinomas cromoéfobos e 25% de
oncocitomas.

Suh et al. (2005) estudaram 17 casos de adenocarcinomas primarios da
bexiga do tipo entérico e observaram 65% de positividade para AMACR,
semelhante a positividade de 70% que eles observaram em carcinomas coloretais
mas muito maior que a positividade de 14% que observaram nos carcinomas
uroteliais convencionais da bexiga. Estes achados sugerem que a expressao da
AMACR esteja relacionada com um fendtipo entérico em certos tumores. Logani et
al. (2005) relataram expressdo aumentada de P504S em 32% de carcinomas
coloretais metastaticos no ovario em contraposicdo a nenhum de 23 carcinomas
mucinosos e endometridides primarios do ovario. E possivel que a expressdo de
AMACR em uma neoplasia ovariana possa sugerir metastase e ndo neoplasia
ovariana primaria.

Shi et al.(2007), estudaram a correlagéo da expressao da AMACR com
a diferenciagc&o e o progndstico em carcinoma coloretal. Foi feito o estudo em 106
casos de carcinoma coloretal primario e 47 carcinomas coloretais com metastase
em ganglios linfaticos. Estes casos foram divididos em 3 grupos de acordo com o
grau de diferenciagao histolégica do tumor primario. O grupo A incluiu 50 casos de
carcinoma coloretal com diferenciacdo histologica bem diferenciada e
moderadamente diferenciada, 20 destes com metastase linfonodal. O grupo B
incluiu casos com 0 mesmo aspecto do grupo A, mostrando, entretanto pequenos
focos de tumores (20%) de alto grau, e 10 com metastase linfonodal. O grupo C
incluiu 33 casos de adenocarcinoma pouco diferenciado e carcinoma
indiferenciado, 17 destes com metastase linfonodal. Os resultados obtidos nos
casos de carcinoma coloretal primario e metastaticos foram respectivamente
59.4% e 46.8%. As expressdes obtidas no grupo A foram de 76% e no B 69.6% e
foram muito maiores que os obtidos no grupo C 27.3%. Em contraste a taxa de
expressdo no grupo A entre tumores primarios e metastaticos foram similares
(80% e 75%) respectivamente. O padréo de expressao apresentado pela AMACR
foi citoplasmatico e o padrao de positividade foi forte. Coloragdo para AMACR em

epitélio adjacente ao tumor foram raros (<2%). N&o foi encontrada relagao entre a
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expressdo da AMACR e a sobrevida. E a conclusao foi que a expressao da
AMACR esta relacionada com a diferenciagao tumoral.

Guzman et al.,(2008),realizaram um estudo sobre a expressdo da
AMACR na distingado entre carcinoma hepatocelular e displasia hepatocelular e
tecidos hepaticos benignos ndo displasicos. O estudo imunoistoquimico foi
realizado em blocos de parafina de tecidos fixados em formalina de 20 pacientes
que sofreram hepatotectomia. O padrao de imunoexpressao citoplasmatico
observado foi finamente granular ou grosseiramente granular, e auséncia de
reatividade foi definida como padrdo de negatividade. A AMACR se mostrou
positiva em ambos os casos, onde o padrao de coloragao foi o mesmo observado
nas gléandulas malignas e na displasia, com marcagao grosseiramente granular
citoplasmatica difusa. Em contraste, as colora¢gées nas glandulas normais foram
citoplasmaticas finamente granulares pontilhadas difusas.

Em 2008, Scheil-Bertram et al., realizaram um estudo retrospectivo dos
adenocarcinomas de Barrett tratados por cirurgia (2000-2005, idade média de 67
anos), e analisaram a reatividade da imunoexpressdao da AMACR em lesbdes
neoplasicas associadas a doenca de Barrett de 77 diferentes espécimes (60
bidpsias cirurgicas e 17 espécimes cirurgicos). Nesse estudo, 70% dos casos
demonstraram infiltragdo da submucosa, 38% eram pouco diferenciados e 31%
demonstraram metastases por via linfatica. Epitélios com disturbio de Barrett, que
foram negativos para displasia de células epiteliais colunares (n=30) nao
demonstraram imunorreatividade para AMACR. A imunorreatividade foi
observada em 27% dos casos (8/30) de Barrett que apresentaram positividade
para displasia de células colunares (Scheil-Bertram et al. 2008).

No total de 91% dos casos de displasia de baixo grau foram positivos
para AMACR e 96% dos casos de displasia de alto-grau e inicio de
adenocarcinoma de Barrett tiveram positividade para AMACR.

Em resumo, os pesquisadores chegaram a conclusdo de que a
sensibilidade de imunoexpressdo da AMACR em displasia de baixo grau e
adenocarcinoma incipiente de Barrett foram significativamente maiores no estudo

em questao, em comparagao com estudos anteriores.
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Sendo assim, a AMACR seria um novo marcador para diagndstico de
displasia de baixo grau e de lesbes neoplasicas de Barrett. (Scheil-Bertram et al.
2008).

1.3. Aplicacoes da AMACR em patologia prostatica

1.3.1. Adenocarcinoma

O primeiro trabalho utilizando a AMACR em cancer da prostata foi
publicado em 2000 por Xu et al. Foi observada imunoreatividade para P504S em
adenocarcinomas prostaticos mas ndo em glandulas benignas enquanto que para
P503S houve imunoreatividade para glandulas malignas e benignas. Em 2001,
Jiang et al. examinaram a expressdao de AMACR em 137 carcinomas da prostata e
70 casos com glandulas benignas usando o anticorpo monoclonal de coelho
P504S. Todos os carcinomas mostraram forte expressdo citoplasmatica
independente da graduagdo de Gleason. Em 88% dos casos benignos, a
imunoreatividade para AMACR foi completamente negativa, sendo que nos 12%
restantes positiva, mas fraca e focal. Observaram também que lesdes benignas
como atrofia e hiperplasia de células basais eram completamente negativos.

Varios outros trabalhos (Rubin et al. 2002; Luo et al., 2002; Jiang et al.,
2002; Beach et al., 2002; Jiang et al., 2004a; Kumar-Sinha et al., 2004) que se
seguiram confirmaram os achados de Xu et al. (2000) e Jiang et al. (2001).

O primeiro trabalho examinando a AMACR como fator progndstico no
cancer da prostata foi publicado em 2005 por Rubin et al. Os autores observaram
que uma expressdao diminuida de AMACR em células cancerosas estava
associada com maior progressao da moléstia independentemente da contagem
final de Gleason, PSA pré-operatorio e margens cirurgicas comprometidas no

espécime cirurgico.
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1.3.2. "Suspeito, mas nao diagnéstico de adenocarcinoma"

Uma das mais uteis aplicagdes da AMACR é na condigcdo que em
patologia prostatica se refere como "suspeito, mas n&o diagnéstico de cancer"
(Billis, 2003). Com o uso cada vez maior do PSA para rastreamento e diagndstico
precoce do cancer da prostata, um numero maior de bidpsias prostaticas de
agulha é realizado. Em consequéncia, ha um numero também maior de pequenos
focos de adenocarcinoma nas bidpsias que ndo permitem um diagndstico de
certeza (Catalona et al., 1994, DiGiuseppe et al., 1997; Nadler et al., 1995).
Iczkowski et al. (lczkowski et al.,, 1997) observaram que as causas mais
frequentes sao: foco muito pequeno (70%), o foco desaparece em cortes seriados
(61%) e auséncia de critérios citolégicos (55%). A denominagédo "suspeito, mas
nao diagnostico de adenocarcinoma" também €& conhecida pela sigla Inglesa
ASAP (atypical small acinar proliferation). Em reunidao de consenso da OMS
recomendou-se n&o utilizar esta sigla pelas seguintes razbes: € confusa para o
urologista o qual pode interpreta-la como entidade patoldgica (neoplasia intra-
epitelial alto grau, adenose ou outra) e lesbdes suspeitas, mas nao diagnosticas
nao necessariamente sdo microacinares (Mahul et al., 2005).

Aspectos histologicos do adenocarcinoma prostatico como desarranjo
arquitetural, atipia nuclear e auséncia de células basais (Epstein, 1995, Epstein e
Yang, 2002., Humphey, 2006), quando usados isoladamente ndo sao inteiramente
sensiveis e especificos para estabelecer um diagndstico definitivo de cancer
prostatico. Imunoistoquimica para citoqueratinas de alto peso molecular como a
34BE12 e, mais recentemente a p63, tém sido usada para identificar células
basais que tipicamente estdo presentes em glandulas normais, mas ausentes nas
glandulas neoplasicas (Brawer et al., 1985; Signoretti et al, 2000). Infelizmente,
coloracao negativa para células basais em alguns poucos acinos suspeitos nao é
uma prova definitiva para malignidade uma vez que acinos normais podem ter
uma distribuicdo focal ou descontinua de células basais (Wojno e Epstein, 1995).
Assim, um marcador sensivel e especifico para carcinoma da prostata seria de

grande utilidade na condigao "suspeito, mas nao diagndstico de adenocarcinoma".
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Em 2004, numa tentativa de avaliar a utilidade da AMACR no
estabelecimento de um diagndstico definitivo em casos suspeitos para
adenocarcinoma em bidpsias prostaticas de agulha, 3 uropatologistas analisaram
93 casos usando a AMACR e citoqueratinas de alto peso molecular. Foi
observado que a imunorreagao com a AMACR contribuiu na resolugao de 12% a
24% dos casos de modo unénime ou por consenso entre os uropatologistas (Jiang
et al., 2004b). Num outro trabalho, a AMACR contribuiu para estabelecer um
diagndstico definitivo de adenocarcinoma por um uropatologista experiente em
34/76 (50%) de casos com laudo de "suspeito, mas nao diagnéstico" (Zhou et al.,
2004).

1.3.3. LesoOes precursoras de cancer

Neoplasia intraepitelial prostatica (NIP) alto-grau (do Inglés high-grade
prostatic intraepithelial neoplasia - HGPIN) é considerada uma leséo precursora do
cancer prostatico (Bostwick, 1988; Bostwick, 1996). H4 um risco maior de
carcinoma numa rebidpsia quando NIP alto-grau esta presente (Bostwick, 1988;
Bostwick, 1996). Ha varios trabalhos estudando a expressao imunoistoquimica da
AMACR em NIP alto-grau. Imunoexpressdo aumentada em NIP alto grau varia
entre os autores de 13% a 72% (Jiang et al., 2001; Rubin et al., 2002; Luo et al.,
2002; Jiang et al., 2002; Beach et al., 2002; Jiang et al., 2004a).

A hiperplasia adenomatosa atipica, também conhecida como adenose,
€ considerada de potencial pré-canceroso duvidoso e se caracteriza por
proliferacdo bem delimitada de pequenos acinos sem atipia citoldgica significante
notadamente na zona de transicdo da glandula (Bostwick, 1996; Bostwick et al.,
1993). Ela é vista em cerca de 5% a 20% das ressecgdes transuretrais da prostata
€ a sua importancia esta na possibilidade de ser confundido com adenocarcinoma
Gleason grau (padrao) 1 ou 2 (Bostwick, 1996, Bostwick et al., 1993; Kovi, 1985).
Yang et al. (2002) observaram imunoexpressao de AMACR focal em 10% e difusa

em 7,5% de casos com adenose. Gupta et al. (2003) observaram expressao de
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AMACR em 31% dos casos. Estes achados parecem apoiar a idéia de que certo
numero de casos de hiperplasia adenomatosa atipica podem ser precursores de

cancer.

1.3.4. Lesoes benignas

Nos estudos iniciais empregando anticorpos monoclonais e policlonais
de AMACR, foi observada expressdo em epitélio prostatico normal variando de
12% a 21% dos acinos (Jiang et al., 2001; Rubin et al., 2002; Luo et al., 2002;
Jiang et al.,, 2002, Beach et al.,, 2002, Jiang et al., 2004a). A positividade é
descrita, quase sempre, como sendo finamente granular, focal, fraca e nao
circunferencial. Leav et al. (2003) observaram expressdo de AMACR em
hiperplasia nodular da préstata adjacente a adenocarcinoma mas nao em nodulos
distantes. Este achado pode representar um efeito de campo semelhante ao
observado por Ananthranarayanan et al. (2005) em glandulas normais adjacentes
a cancer as quais mostraram expressao aumentada de AMACR. Ha diferengas na
imunopositividade para AMACR conforme o anticorpo empregado seja monoclonal
ou policlonal. O anticorpo policlonal mostra uma intensidade de coloracdo de
fundo mais acentuado. Kunju et al. (2003) comparou os dois anticorpos e
observou que 68% de glandulas normais mostraram expresséao fraca para AMACR
com o anticorpo policlonal em comparagao com apenas 7% utilizando o anticorpo
monoclonal.

O adenoma nefrogénico € uma lesédo benigna constituida de pequenas
estruturas glandulares que se formam ao longo do urotélio acreditando-se que
possam se originar de células tubulares descamadas (Mazal et al., 2002). Apesar
de achado raro, a lesdo pode ser confundida com adenocarcinoma. Gupta et al.
(2004) observaram expresséo circunferencial, moderada a forte, focal ou difusa
em 22 de 38 (58%) adenomas nefrogénicos. Algumas destas lesdes sdo também

negativas para citoqueratinas de alto peso molecular. Assim, o adenoma
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nefrogénico pode ser confundido com adenocarcinoma em bases morfologicas

bem como na imunoistoquimica.

1.3.5. Atrofia

A atrofia parcial e a hiperplasia pds-atréfica (atrofia hiperplasica) sdo as
lesdes benignas que mais frequentemente sao confundidas com adenocarcinoma.
Uma das razdes que contribuem para dificultar o diagndstico da atrofia parcial esta
relacionada com a auséncia de células basais em alguns acinos. A atrofia
prostatica ocorre com maior frequéncia no lobo posterior ou na zona periférica e
ganhou importancia com o aumento do uso das bidpsias por agulha na detecgéo
do carcinoma prostatico (Billis, 1998; Cheville & Bostwick, 1995). A frequéncia
aumenta com a idade (Billis, 1998; Liavag, 1968; Moore, 1936), mas a lesao
também €& observada em homens mais jovens a partir da terceira década
(Gardner, 1987).

As causas da atrofia prostatica incluem inflamagao crénica com ou sem
componente ativo representado por presenca de neutréfilos, tratamento
radioterapico, uso de antiandrogenos, isquemia cronica local e causas
desconhecidas (Billis, 1998; Billis, 2003; Srigley, 2004).

O tratamento radioterapico e o uso de antiandrégenos causam atrofia
difusa e intensa, inclusive com presenca de atipias epiteliais nos casos de
tratamento radioterapico (Srigley, 2004). Inflamag&o e isquemia crbnica local
causam atrofia focal, a ultima sendo mais frequente e intensa em pacientes mais
idosos (Billis, 1998).

Morfologicamente, a atrofia focal pode ser completa (Billis, 1998) ou
parcial (Oppenheimer et al., 1998). A completa pode ser subtipada em simples,
hiperplasica (ou hiperplasia poés-atrofica) e esclerosante. O subtipo simples e
hiperplasico podem ou nao apresentar fibrose do estroma bem como dilatagéo
cistica dos acinos. A variante esclerosante sempre mostra um colarinho fibroso e

hialinizado ao redor dos acinos atroficos, que progressivamente se dilatam.
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O epitélio de revestimento se atenua podendo desaparecer completamente (Billis,
2000).

A atrofia parcial e a completa hiperplasica sdo os subtipos que maiores
dificuldades apresentam no diagnéstico diferencial com adenocarcinoma. O
emprego de citoqueratinas de alto peso molecular (34BE12) é de grande valia no
diagnostico diferencial. Porém, em alguns casos de atrofia parcial, as células
basais podem estar espagadas (descontinuas) ou totalmente ausentes
(Herawi et al., 2005).

Em acinos com atrofia parcial ha perda de citoplasma apical com
abundancia de citoplasma lateral, onde os nucleos ocupam quase toda a altura da
célula e o citoplasma se assemelha aos acinos normais. Neste tipo de atrofia nao
ha a perda da camada basal, mas, esta pode se apresentar em sua grande
maioria na forma descontinua ou ausente o que pode tornar o diagndstico
diferencial com adenocarcinoma mais dificil (Oppenheimer et al., 1998). Nos casos
que apresentam atrofia simples, os acinos se apresentam pequenos, com
diminuicdo da altura das células epiteliais, o estroma envolvente pode ou nao
apresentar fibrose e pode haver algum grau de dilatagdo cistica acinar (Billis,
1998).

Na atrofia hiperplasica ou hiperplasia pds-atréfica os acinos apresentam
graus diferentes de proliferagdo, sdo pontiagudos, com distor¢do do lumen acinar,
0 que pode simular infiltragdo do estroma por adenocarcinoma. Ja na atrofia
esclerosante, ha simultaneamente a atrofia do epitélio e a proliferagdao de
fibroblastos, sempre resultando em fibrose ao redor dos acinos acometidos em
forma de um colarinho fibro-hialino, podendo ocorrer o desaparecimento do
epitélio e a substituicdo deste por um tecido frouxo semelhante a mesénquima
(Billis, 1998).

A recente descoberta da proteina AMACR (alfa-metilacil Co-enzima A
racemase), como um novo marcador de acinos neoplasicos prostaticos e seu
emprego através da imunoistoquimica tornaram-se atrativos naqueles casos em

que ha dificuldades no diagnéstico diferencial com adenocarcinoma.
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Principalmente nos casos de atrofia parcial e nos “suspeitos, mas néo
diagnosticos”.

Na literatura existem poucos estudos descrevendo a expressdo da
AMACR nas atrofias completa e parcial e com resultados contraditorios.

Jiang et al., 2001, examinaram por imunocitoquimica a expressao do
anticorpo monoclonal P504S (AMACR) em um total de 207 bidpsias de prostata:
77 prostatectomias, 112 bidpsias por agulha e 18 biopsias transuretrais. Foram
analisados 137 casos de adenocarcinoma de prostata e 70 casos de préstatas
benignas. Neste estudo, a AMACR apresentou forte marcagado citoplasmatica
granular em 100% dos carcinomas, independente de sua graduagéo histologica
(Gleason), com imunomarcacgao difusa (>75% do tumor) em 92% dos casos. Em
contrapartida, 171/194 (88%) dos casos com prostata benigna foram negativos
para AMACR. A expressao da P504S nao foi encontrada nos casos de hiperplasia
de células basais, metaplasia urotelial e em pequenas glandulas atréficas que
imitam carcinoma (Jiang et al.,2001)

Em 2001, Jiang et al. observaram que focos de atrofia tinham expresséo
de AMACR totalmente negativa a avaliagdo imunoistoquimica. Os autores nao
relatam se os focos eram de atrofia parcial ou completa, tampouco os subtipos da
ultima.

Rubin et al, 2002, usando o anticorpo monoclonal anti-P504S
demonstraram um aumento da expressdao da AMACR em epitélio prostatico
maligno em relagcdo ao epitélio prostatico benigno. Neste estudo com “tissue
microarrays”, analisaram-se 108 amostras de prostata benigna, 26 de atrofia
prostatica, 75 com neoplasia intraepitelial prostatica, 116 com carcinoma de
prostata e 17 em metastases de adenocarcinoma da prostata. Estes fragmentos
apresentaram intensidade de marcacdo média para AMACR: 1.31, 2.33, 2.67,
3.20, e 2.5 respectivamente (p<0,001).

Em 2002, Beach et al. aplicou imunoistoquimica com anticorpo
monoclonal P504S num total de 366 bidpsias de agulha de préstata, sendo 10 de
2 pacientes sem adenocarcinoma, 28 provenientes de prostatectomias (16 com

padrdo morfolégico especifico, 7 apos terapia hormonal e 5 apds tratamento
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radioterapico), 5 de carcinomas invasivos uroteliais da bexiga e uma ressecgao
transuretral de um paciente com carcinoma urotelial invasivo da bexiga e cancer
de préstata, tratado com terapia hormonal. Um total de 153/186 bidpsias (82%)
com adenocarcinoma de prostata apresentaram imunoexpressdo para P504S.
Nao houve imunoexpressdao em acinos atroficos de hiperplasia poés-atrofica
(n=10), metaplasia urotelial (n=7), e hiperplasia de células basais (n=1). Trés de
79 (4%) focos de atrofia tinham expressao focal, fraca e n&do circunferencial.

Rubin et al.(2002), observaram que nao havia expressao de AMACR em
focos de atrofia prostatica. Os autores também nao especificaram o tipo de atrofia
analisado (Rubin et al.,2002)

Em 2005, Herawi et al. estudaram a utilidade do uso da AMACR em
lesdes benignas da préstata que potencialmente simulam adenocarcinoma, dando
énfase a variante parcial da atrofia. O material de estudo correspondeu a biépsias
prostaticas de agulha recebidas em consulta por Epstein no Hospital Johns
Hopkins. Em 345 pacientes de um total de 4046 pacientes, foram observadas 567
lesbes suspeitas de adenocarcinoma. Apos revisdo, estas lesdes foram, entéo,
diagnosticadas como benignas. Destas 567 lesdes, 203/567 (35,8%)
correspondiam a atrofia parcial, sendo esta a lesdo benigna que mais
frequentemente se confundiu com adenocarcinoma. Do total de biopsias com
atrofia parcial, 117/203 (57,6%) dispunham de estudo imunoistoquimico para
citoqueratinas de alto peso molecular (clone 34BE12) ou p63 com resultados
técnicos aceitaveis e 19/203 (9,3%) tinham analise imunoistoquimica para AMACR
(Herawi et al.,2005). O padrao de positividade em imunoistoquimica para células
basais foi considerado: focal (acinos mostrando células basais esparsas) em 87%
dos casos, focal/negativo (acinos com células basais esparsas e acinos totalmente
negativos) em 13% dos casos; e, negativo (acinos totalmente negativos) em 13%
dos casos. Nenhum caso mostrou padréo de positividade difusa (células basais
em disposi¢ao continua). Dos 19 casos que dispunham de estudo para AMACR,
15/19 (79%) foram positivos. Os autores nao fizeram distingdo entre intensidade
de coloracao fraca, moderada ou intensa, aceitando qualquer intensidade mais

forte que o fundo como positiva. A alta frequéncia de positividade para AMACR
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nesta casuistica pode ser explicada, de acordo com os autores, pela variabilidade
das técnicas e anticorpos empregados, uma vez que o material em consulta
recebido provinha de varias instituicbes universitarias ou particulares
(Herawi et al.,2005)

Em 2008, Wang et al. (2008) analisaram através de imunoistoquimica
bidpsias de préstata por agulha, recebidas em consulta no periodo de 3 meses:
170 casos tinham diagnostico de atrofia parcial. Foram incluidos no estudo mais
108 casos de atrofia parcial, sem areas de gléndulas atipicas ou adenocarcinoma,
recebidos também como consulta. Utilizou-se o coquetel imunoistoquimico com
tripla marcacéao (34BE12+p63+P504S). A imunoexpressao nas areas de atrofia foi
caracterizada como citoplasmatica difusa ou luminal. A intensidade da coloragao
como negativa, fracamente positiva, moderadamente positiva e fortemente
positiva. Estes resultados, segundo os proprios autores, devem ser interpretados
com cautela, visto os espécimes serem procedentes de diferentes instituicoes,

com diferentes protocolos de imunoistoquimica e marcas de anticorpos utilizados.
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2- JUSTIFICATIVA
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O emprego da imunoexpressdo de AMACR em patologia prostatica tem
se mostrado Util em certas situagdes notadamente como auxilio no diagnéstico
definitivo de lesdes consideradas "suspeitas, mas ndo diagnésticas de
adenocarcinoma". A atrofia prostatica, notadamente a variante parcial e o subtipo
histolégico hiperplasico (ou hiperplasia pds-atrofica) da variante completa, é a
lesdo benigna que mais freqlentemente se confunde histologicamente com
adenocarcinoma. O uso da imunoexpressdo de citoqueratinas de alto peso
molecular para detecg¢ao de células basais é de grande valia para o diagndstico
diferencial, entretanto, principalmente na variante parcial as células basais podem
estar espacadas e mesmo ausentes em alguns acinos benignos. Nestes casos 0
uso da imunoexpressdao de AMACR pode ser util no diagnéstico diferencial.

Na literatura, somente 4 trabalhos estudaram o uso de AMACR em
lesbes de atrofia prostatica com resultados controvertidos. Dois trabalhos
relataram total negatividade em focos de atrofia. Um terceiro trabalho observou
que focos de atrofia podiam mostrar total negatividade ou positividade focal, fraca
e nao circunferencial. O quarto trabalho mostrou uma positividade relativamente
alta em casos de atrofia parcial a qual, de acordo com os autores, podia ser
explicada pela variabilidade das técnicas e anticorpos empregados uma vez que 0
material estudado era de consultas provenientes de varias instituicbes
universitarias ou particulares.

Considerando que, a atrofia prostatica, notadamente a variante parcial,
€ a lesdo benigna que mais freqlientemente se confunde com adenocarcinoma e
os resultados controvertidos de apenas 4 trabalhos encontrados na literatura,
acreditamos que este estudo seja uma contribuicao relevante no que se refere a
utilidade da imunoexpressao da AMACR no diagnéstico diferencial da atrofia
prostatica com o adenocarcinoma em bidpsias prostaticas de agulha.
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1. Avaliar através da imunoistoquimica a expressao apresentada pela
AMACR em a&acinos normais, acinos com atrofia completa (esclerosante,
hiperplasica e simples) e atrofia parcial e &acinos com adenocarcinoma,
quantificando a intensidade de sua marcagao (forte, fraca ou ausente) e
classificando seu padrao de imunoexpressao nestes acinos (difuso, luminal ou

misto);

2. Avaliar através de imunoistoquimica, utilizando pool de citoqueratinas
de alto peso molecular (34BE12), o padrao de distribuigdo das células basais em
acinos normais, acinos com atrofia completa (esclerosante, hipérplasica e simples)

e atrofia parcial e acinos com adenocarcinoma;

3. Baseando-se nos resultados do estudo, avaliar criticamente a real
utiidade do uso do coquetel AMACR+34BE12 no diagnédstico diferencial entre

adenocarcinoma e atrofia parcial.

Objetivos
33



SANTANTAT AT NT AT AT

4- MATERIAL E METODOS

34



Aplicando a técnica imunoistoquimica com o uso do coquetel
P504S+34BE12 foram analisadas a imunoexpressdao em 1198 acinos,
provenientes de 74 bidpsias prostaticas de agulha de 61 pacientes,
correspondendo a 324 acinos com adenocarcinoma, 213 acinos normais, 190
acinos com atrofia parcial, 298 acinos com hiperplasia pés-atrofica, 139 acinos

com atrofia simples e 34 acinos com atrofia esclerosante.

4.1. Atrofia

Os casos de atrofia parcial e atrofia completa (simples, hiperplasica e
esclerosante), foram selecionados a partir de laminas coradas de H & E
provenientes do arquivo do Departamento de Anatomia Patoldgica da Faculdade
de Ciéncias Médicas - Unicamp. A atrofia parcial foi diagnosticada de acordo com
os critérios de Oppenheimer et al. (1998). Em contraste a atrofia completa, a qual
pode ser mais facilmente diagnosticada com base no aumento da presenga de
glandulas bem formadas e com intensa basofilia devido a escassez de citoplasma,
na atrofia parcial ha preservagao do citoplasma lateral ao nucleo dando as células
aspecto claro que simula adenocarcinoma (figura 1).

A atrofia completa foi diagnosticada de acordo com os critérios
estabelecidos por Billlis (1998). Trés tipos histolégicos foram identificados: a
atrofia simples, a atrofia hiperplasica e a atrofia esclerosante.

A atrofia simples usualmente envolve todo o lobo, os acinos sao
pequenos e demonstram pouca diminuicdo da altura das células epiteliais (figura
2). Podem apresentar dilatagdo cistica com achatamento do epitélio, o estroma
circundante pode apresentar algum grau de fibrose ou elastose.

A atrofia hiperplasica apresenta pequenos acinos com diferentes graus
de proliferagdo e revestidos por epitélio atréfico, esses acinos estdo agrupados
como ilhas (figura 3). O estroma pode ou ndo apresentar algum grau de fibrose.
Quando presente, a proliferacdo € irregular notando-se eventual distor¢cdo do

limen acinar formando acinos pontiagudos. Por causa desta distorgdo acinar o
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acino simula infiltragdo do estroma. E o subtipo de atrofia completa que mais
freqUentemente traz dificuldades no diagndstico diferencial com adenocarcinoma.
A atrofia esclerosante é uma lesdo peculiar (figura 4), pois ha
simultaneamente a atrofia do epitélio e a proliferacdo de fibroblastos ao redor do
acino, onde a proliferagdo continua dos fibroblastos no estroma resultam na
formagao de um colar fibro-hialino que frequentemente vem associado a elastose
que envolve o acino. A medida que a hialinizaco 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
limen é substituido por um tecido frouxo que lembra mesénquima com presenca

de infiltrado inflamatorio de células redondas.

4.2. Imunoistoquimica - Coquetel P504S+343E12

Foram utilizados tecidos fixados em formalina tamponada, emblocados
em parafina e cortados na espessura 3-4um. Colocados sobre laminas de vidro
previamente tratadas com organosilano, foram entdo submetidos a tratamento
para recuperacao antigénica em panela a vapor em uma solugcao tampao de Tris-
EDTA, ph 8.9, por 30 minutos a 95°C. As laminas foram encubadas em estufa a
37°C por 30 minutos, com anticorpo monoclonal de coelho anti-P504S (AMACR)
humano (DAKOCYTOMATION, Carpinteria, CA, USA) numa diluigdo de 1:100,
junto com o anticorpo monoclonal de camundongo citoqueratina de alto peso
molecular (clone 34BE12) (DAKOCYTOMATION, Carpinteria, CA, USA),
Carpinteria, CA), numa diluicdo de 1:100. Depois levadas a geladeira, para
procedimento no dia seguinte (tabela 1). O sistema de detec¢do usado foi o
Advanced™ HRP Link Enzyme (DAKOCYTOMATION, Carpinteria, CA,
USA)(composto por Advanced™ HRP Link, um polimero carregado com Ig anti-
camundongo e anti-coelho, produzido em cabra, e por Advanced™ HRP Enzyme,

que €& um segundo polimero conjugado com uma grande quantidade de
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peroxidase e menor quantidade de Ig anti-cabra, que vai se ligar ao primeiro
polimero, e amplificar a marcagao do anticorpo no tecido).

As laminas foram incubadas com o Advanced™ HRP Link, por 30
minutos em estufa a 37° C, seguido de lavagem e incubacdo com o Advanced™
HRP Enzyme , por 30 minutos em estufa a 37° C.

O produto final foi visualizado através da reagao da diaminobenzidina
com a peroxidase do sistema de detecgdo. As laminas foram contra coradas com
hematoxilina.

O padrdao de imunoexpressdo obtido através da proteina P504S
(AMACR) nas células secretoras foi considerado citoplasmatico difuso (figura 5),
luminal quando presente no citoplasma, na regido do lumen e misto quando
apresentou marcagéao difusa citoplasmatica com acentuagao luminal (figura 6).

O padrao de intensidade de imunoexpressao da P504S foi considerado
forte, fraco e negativo.

A imunoexpressao do anticorpo citoqueratina de alto peso molecular
(clone 34BE12) foi utilizado para a deteccdo da presenga das células basais e foi
classificado de acordo com sua distribuicdo: continua, descontinuas ou ausentes,

no citoplasma das células basais.
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5- RESULTADOS
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Acinos de adenocarcinoma  apresentaram intensidade  de
imunoexpressao para o anticorpo anti-P504S fraca ou forte (figuras 5 e 6). A
imunoexpressao foi fraca em 73/324 (22.5%) acinos e forte em 251/324 (77.5%)
acinos.

A tabela 2 apresenta a imunoexpressdo do anticorpo anti-P504S em
adenocarcinoma, acinos normais e em atrofia: parcial, simples, hiperplasica e
esclerosante. Os acinos normais apresentaram imunoexpressao para o anticorpo
anti-P504S, como negativa, fraca ou forte onde os resultados obtidos foram
respectivamente 167/213 (78.4%) marcagcao negativa, 33/213 (15.5%) marcacao
fraca, e 13/213 (6.1%) marcacéo forte (figura 7).

A atrofia parcial apresentou imunoexpressdo negativa ou fraca, tendo
como resultados, 143/190 (75.3%) marcacgao negativa, e 47/190(24.7%) marcacgao
fraca.

O anticorpo anti-P504S foi negativo em todos os casos de atrofia
simples, hiperplasica (ou hiperplasia pos-atrofica) e esclerosante (figura 9).

As tabelas 3 e 4 mostram o padrdao da imunoexpressdao do anticorpo
anti-P504S.

Em &acinos de adenocarcinoma, o padrao de marcacgéao difusa obtido foi
de 28 (38.4%), o luminal 45 (61.6%) e o misto 0 (0%).

Em acinos normais o padrdo de marcacao difuso foi de 26 (78.8%), o
luminal 5 (15.2%) e 0 misto 2 (6%).

O padrao de positividade em acinos de atrofia parcial obtido na
marcacgao difusa foi de 20 (42.6%), para a luminal 2 (4.2%), e para a mista 25
(53.2).

O padrao forte de positividade de imunoexpressao para o anticorpo anti-
P504S observado nos casos de adenocarcinoma para as marcagbes difusas
foram 34 (13.5%) (figura 7), para a marcacao luminal 26 (10.4%) e para a mista
191 (76.1%)

Para a imunoexpressdo de marcacao forte para o anticorpo anti-P504S
observado em acinos normais com padrdo difuso (figura 7) foram obtidos 6
(46.2%), para o padrao luminal 7 (53.8%) e para o misto 0 (0%).
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Para a imunoexpressdo de marcagao forte para anticorpo anti- P504S
nenhum resultado foi obtido nos casos de atrofia parcial

Foram contados os acinos de acordo com a distribuicdo das células
basais na atrofia parcial sendo observada distribuicdo continua, descontinua ou
ausente. (figura 8) sendo os valores obtidos, respectivamente, 42/190 (22.1%),
104/190 (54.7%) e 44/190 (23.2%) (tabela 5).

A imunoexpressao para o pool de citoqueratinas de alto peso molecular
(clone 34BE12) apresentaram o padrdo de marcacao citoplasmatico em células
basais e sua distribuicdo nestas, se apresentaram continuas, e eventualmente
descontinuas em acinos normais. Esse padrdo se repetiu nos casos de atrofia
simples, hiperplasica ou esclerosante.

Nos casos de acinos de adenocarcinoma ndo houve imunoexpressao
para o pool de citoqueratinas de alto peso molecular (clone 34BE12), visto que os

acinos neoplasicos nao apresentam células basais.
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6- DISCUSSAO
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A atrofia prostatica € uma das lesbes que com maior freqliéncia imitam
o adenocarcinoma prostatico. Esta lesdo ocorre mais freqlientemente no lobo
posterior ou zona periférica e ganhou importancia com a crescente utilizagdo de
biopsias de agulhas para a detecgdo de carcinoma da prostata (Billis, 1998;
Cheville & Bostwick, 1995).

Moore, em 1936, foi um dos primeiros autores a descrever atrofia
prostatica em um estudo de autopsia (Moore, 1936). Trata-se de uma lesdo que
tem uma frequéncia de 85% em autopsias (Billis, 1998) e de 83,7% em bidpsias
de agulha (Billis et al.,2007).

A nomenclatura da atrofia prostatica € dificii e confusa. Moore
classificou a atrofia prostatica em atrofia acinar simples e atrofia esclerosante
(Moore, 1936). Franks, em 1954 adicionou a atrofia acinar simples e a atrofia
esclerosante uma lesdo chamada por ele de hiperplasia pés-atréfica (Franks,
1954).

Quando a atrofia acinar simples forma hiperplasia, Franks (1954)
chamou-a de hiperplasia lobular. Em geral, ela envolve todo o Iébulo glandular. O
ducto central ou alvéolo, geralmente alongado e, muitas vezes mostrando
dilatagdes cisticas, € cercado por acinos recém formados. Atrofia esclerosante foi
chamada de hiperplasia pos-esclerdtica. Desde os primeiros estudos, os autores
descreveram entidades morfologicas similares com diferentes nomes.

Em um grupo de trabalho para classificar a atrofia (De Marzo et al.,
2006) quatro subtipos de atrofia focal foram consideradas: atrofia simples, atrofia
simples com formagao de cistos, hiperplasia pds-atréfica e atrofia parcial. Em um
estudo feito em autdpsias, 3 subtipos foram considerados como atrofia focal:
atrofia simples, atrofia hiperplasica (ou hiperplasia pds-atréfica) e atrofia
esclerosante (Billis, 1998). A atrofia focal estd em contraste com a atrofia difusa,
ocorrendo esta ultima secundariamente a radioterapia e/ou terapia hormonal.

Mais de um subtipo de atrofia, ou seja, lesbes mistas podem ser vistas
em bidpsias de agulha.

A atrofia é claramente associada ao avancgo da idade. (Billis, 1998;

Moore 1936). Radioterapia e/ou tratamentos hormonais estdo associados com
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atrofia difusa. Inflamacao inativa ou ativa é causa frequente de atrofia focal.
Estudos em autopsias mostram evidéncias de que a isquemia crbnica local
também pode ser causa de atrofia focal (Billis, 1998). No entanto, muitos casos
de atrofia sdo ainda considerados de natureza idiopatica.

A relacao da atrofia prostatica com a neoplasia é controversa. De Marzo
et al. (1999) sugerem que a atrofia proliferativa inflamatéria pode de fato dar
origem ao carcinoma diretamente ou que a atrofia proliferativa pode evoluir para
carcinoma indiretamente via neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau. Outros
estudos estdo em desacordo com esta hipotese (Billis et al., 2007; Postma et al.,
2005).

A atrofia parcial e a hiperplasia pés-atréfica (atrofia hiperplasica) séo as
lesdes benignas que mais frequentemente sao confundidas com adenocarcinoma.
Uma das razdes que contribuem para dificultar o diagndstico da atrofia parcial esta
relacionada com a auséncia de células basais em alguns acinos (Billis, 1998;
Cheville & Bostwick, 1995).

A aplicagcdo da molécula de AMACR (alfa-metilacil Co-enzima A
racemase) como marcador de células neoplasicas através de imunoistoquimica
tem auxiliado no diagnéstico diferencial com o adenocarcinoma. Entretanto, sua
aplicagao na rotina diagnostica ainda nao esta estabelecida. A imunoexpressao da
AMACR pode causar algumas duvidas em sua interpretacdo. Na literatura existem
poucos estudos que relatam a expressdo da AMACR em atrofia parcial (Herawi et
al., 2005; Beach et al., 2002; Rubin et al., 2002 Jiang et al., 2001)..

Avaliamos através de imunoistoquimica a expressao da AMACR e do
pool citoqueratina de alto peso molecular (clone 34BE12) através do coquetel
P504S+34BE12 em material proveniente de 74 biopsias por agulha de préstata
correspondendo a 61 pacientes. Foram analisados um total de 1198 &acinos
prostaticos (324 acinos de adenocarcinoma, 213 acinos normais, 190 acinos de
atrofia parcial, 298 acinos de hiperplasia pos-atréfica, 139 acinos de atrofia
simples e 34 acinos de atrofia esclerosante). Nos acinos neoplasicos a intensidade
da marcacado da AMACR foi forte em 251/324 (77.5%) e fraca 73/324 (22.5%).

Nao houve casos negativos. Nos acinos normais observou-se marcagao para a
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AMACR forte em 13/213 (6.1%), fraca em 33/213 (15.5%) e negativa em 167/213
(78.4%). A atrofia parcial apresentou marcacao para a AMACR fraca em 47/190
(24.7%) e negativa em 143/190 (75.3%). N&do houve marcagdo forte em nenhum
dos casos de atrofia parcial. A imunoexpressdo de AMACR foi negativa em todos
os casos de atrofia completa e suas variantes: atrofia simples, hiperplasica e
esclerosante.

Estudos anteriores ndo descreveram a expressido da racemase nas
diversas variantes da atrofia (Wang et al.., 2008; Herawi et al., 2005; Beach et al.,
2002; Rubin et al., 2002 Jiang et al., 2001).

Jiang et al., 2001, examinaram por imunocitoquimica a expressao do
anticorpo monoclonal P504S (AMACR) em um total de 207 bidpsias de prostata:
77 prostatectomias, 112 bidpsias por agulha e 18 bidpsias transuretrais. Foram
analisados 137 casos de adenocarcinoma de prostata e 70 casos de préstatas
benignas. Neste estudo, a AMACR apresentou forte marcagado citoplasmatica
granular em 100% dos carcinomas, independente de sua graduacgéo histologica
(Gleason), com imunomarcacgao difusa (>75% do tumor) em 92% dos casos. Em
contrapartida, 171/194 (88%) dos casos com prostata benigna foram negativos
para AMACR. A expressao da P504S nao foi encontrada nos casos de hiperplasia
de células basais, metaplasia urotelial e em pequenas glandulas atroficas que
imitam carcinoma (Jiang et al.,2001)

Em 2001, Jiang et al. observaram que focos de atrofia tinham expresséo
de AMACR totalmente negativa a avaliagdo imunoistoquimica. Os autores nao
relatam se os focos eram de atrofia parcial ou completa, tampouco os subtipos da
ultima.

Rubin et al, 2002, usando o anticorpo monoclonal anti-P504S
demonstraram um aumento da expressdo da AMACR em epitélio prostatico
maligno em relagcdo ao epitélio prostatico benigno. Neste estudo com “tissue
microarrays”, analisaram-se 108 amostras de prostata benigna, 26 de atrofia
prostatica, 75 com neoplasia intraepitelial prostatica, 116 com carcinoma de

prostata e 17 em metastases de adenocarcinoma da prostata. Estes fragmentos

Discusséao
44



apresentaram intensidade de marcagcao média para AMACR: 1.31, 2.33, 2.67,
3.20, e 2.5 respectivamente (p<0,001).

Em 2002, Beach et al. aplicou imunoistoquimica com anticorpo
monoclonal P504S num total de 366 biopsias de agulha de préstata, sendo 10 de
2 pacientes sem adenocarcinoma, 28 provenientes de prostatectomias (16 com
padrdao morfolégico especifico, 7 apds terapia hormonal e 5 apds tratamento
radioterapico), 5 de carcinomas invasivos uroteliais da bexiga e uma ressecgéo
transuretral de um paciente com carcinoma urotelial invasivo da bexiga e cancer
de préstata, tratado com terapia hormonal. Um total de 153/186 bidpsias (82%)
com adenocarcinoma de prostata apresentaram imunoexpressdo para P504S.
Nao houve imunoexpressdo em acinos atroficos de hiperplasia pos-atréfica
(n=10), metaplasia urotelial (n=7), e hiperplasia de células basais (n=1). Trés de
79 (4%) focos de atrofia tinham expressao focal, fraca e néo circunferencial.

Rubin et al.(2002), observaram que nao havia expressédo de AMACR em
focos de atrofia prostatica. Os autores também nao especificaram o tipo de atrofia
analisado (Rubin et al.,2002)

Em 2005, Herawi et al. estudaram a utilidade do uso da AMACR em
lesdes benignas da préstata que potencialmente simulam adenocarcinoma, dando
énfase a variante parcial da atrofia. O material de estudo correspondeu a biépsias
prostaticas de agulha recebidas em consulta por Epstein no Hospital Johns
Hopkins. Em 345 pacientes de um total de 4046 pacientes, foram observadas 567
lesbes suspeitas de adenocarcinoma. Apds revisao, estas lesbes foram, entao,
diagnosticadas como benignas. Destas 567 lesdes, 203/567 (35,8%)
correspondiam a atrofia parcial, sendo esta a lesdo benigna que mais
frequentemente se confundiu com adenocarcinoma. Do total de bidpsias com
atrofia parcial, 117/203 (57,6%) dispunham de estudo imunoistoquimico para
citoqueratinas de alto peso molecular (clone 34BE12) ou p63 com resultados
técnicos aceitaveis e 19/203 (9,3%) tinham analise imunoistoquimica para AMACR
(Herawi et al.,2005). O padrao de positividade em imunoistoquimica para células
basais foi considerado: focal (acinos mostrando células basais esparsas) em 87%

dos casos, focal/negativo (acinos com células basais esparsas e acinos totalmente
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negativos) em 13% dos casos; e, negativo (acinos totalmente negativos) em 13%
dos casos. Nenhum caso mostrou padrao de positividade difusa (células basais
em disposi¢ao continua). Dos 19 casos que dispunham de estudo para AMACR,
15/19 (79%) foram positivos. Os autores nao fizeram distingdo entre intensidade
de coloracao fraca, moderada ou intensa, aceitando qualquer intensidade mais
forte que o fundo como positiva. A alta frequéncia de positividade para AMACR
nesta casuistica pode ser explicada, de acordo com os autores, pela variabilidade
das técnicas e anticorpos empregados, uma vez que o material em consulta
recebido provinha de varias instituicbes universitarias ou particulares (Herawi et
al.,2005)

Em 2008, Wang et al. (2008) analisaram através de imunoistoquimica
bidpsias de préstata por agulha, recebidas em consulta no periodo de 3 meses:
170 casos tinham diagnostico de atrofia parcial. Foram incluidos no estudo mais
108 casos de atrofia parcial, sem areas de glandulas atipicas ou adenocarcinoma,
recebidos também como consulta. Utilizou-se o coquetel imunoistoquimico com
tripla marcacéo (34BE12+p63+P504S). A imunoexpresséo nas areas de atrofia foi
caracterizada como citoplasmatica difusa ou luminal. A intensidade da coloracao
como negativa, fracamente positiva, moderadamente positiva e fortemente
positiva. Estes resultados, segundo os proprios autores, devem ser interpretados
com cautela, visto os espécimes serem procedentes de diferentes instituicoes,
com diferentes protocolos de imunoistoquimica e marcas de anticorpos utilizados.

Como achado adicional ao estudo, observamos no nosso estudo a
auséncia de imunoexpressao da AMACR nos 3 subtipos da atrofia completa, bem
como expressao aberrante de 34BE12 no compartimento secretor.

Utilizando-se o coquetel AMACR (P504S) com pool de citoqueratinas de
alto peso molecular (34BE12) nas 3 variantes da atrofia completa, observou-se
uma sobreposi¢cao aparente de positividade nas células basais e secretoras.

Van Leenders et al, (2003) constatou que na atrofia proliferativa
inflamatdria as células do compartimento secretor tém feicdes intermediarias. Esta
conclusao foi parcialmente baseada nos achados sobre a fraca expressao destas

células para PSA e receptor androgénico, e niveis elevados de citoqueratina 8/18,
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e da falta de expressao para p63. Segundo os autores, a constatacdo de um
grande numero de células intermediarias altamente proliferativas na atrofia
proliferativa inflamatoria apodia a hipotese de que estas células possam representar
as células principalmente envolvidas na carcinogénese prostatica. E importante
mencionar que esta expressao aberrante fenotipica do compartimento das células
secretoras também é visto nos acinos atroficos da préstata de caes castrados,
sugerindo assim uma pluripotencialidade de resposta a horménios sexuais (Merk
et al., 1986).

O uso isolado do anticorpo anti-P504S (AMACR/racemase/alfa-metilacil-
CoA-racemase) como um marcador para adenocarcinoma deve ser interpretado
com muita cautela, visto que esta proteina pode apresentar imunoexpressao forte
em cerca de 6% de acinos normais e, imunoexpressao fraca em aproximadamente
25% de acinos com atrofia parcial, o que pode dificultar a interpretagcdo dos
resultados. Soma-se a estes achados o fato de que em 23.2% dos acinos de
atrofia parcial as células basais estdo ausentes. Estes dados impdem cautela no
dificil diagndstico diferencial de pequenos focos “suspeitos, mas n&o diagnosticos
de adenocarcinoma da prostata”, sendo que em alguns casos oOs critérios

puramente morfolégicos poderdo ser os unicos na identificagao da lesao.
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7- CONCLUSAO
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1. O anticorpo anti-P504S (AMACR / alfa-metilacil-CoA-racemase)
mostrou-se um bom marcador de acinos neoplasicos revelando forte positividade
em cerca de 77.5% dos mesmos e fraca positividade em aproximadamente 22.5%
dos mesmos. Nao houve acinos negativos. Em acinos normais, houve
negatividade em cerca de 78% dos casos, entretanto houve expresséo fraca em
15.5% dos acinos e forte em aproximadamente 6%. Em acinos de atrofia parcial a
negatividade foi em cerca de trés quartos dos casos, entretanto, em

aproximadamente 25% dos acinos foi fraca.

2. A imunoexpressao para 34BE12 nas células basais foram ausentes
nos acinos neoplasicos constituindo um achado peculiar a eles. Em &cinos de
atrofia parcial, as células basais foram continuas em 22.1% dos casos,

descontinuas em 54.7% dos casos e totalmente ausentes em 23.2% dos casos.

3. Analisando-se estes resultados conclui-se que o diagnéstico
diferencial do adenocarcinoma com atrofia parcial deve ser feito com cautela
considerando-se que a expressdao de AMACR, apesar de fraca em nosso estudo,
pode ocorrer em cerca de 25% dos acinos. Soma-se a este achado o fato de que
em 23.2% dos acinos de atrofia parcial as células basais estdo ausentes. Estes
dados impdéem cautela no dificil diagndstico diferencial de pequenos focos
“suspeitos, mas nao diagnosticos de adenocarcinoma da préstata”, sendo que, em
alguns casos, os critérios puramente morfolégicos poderdo ser os uUnicos na

identificagcao da leséo.
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TABELA 1. Anticorpos e técnicas empregadas.

Especificidade Clone Diluicao Recuperacéao Isétipo/ Fornecedor
Antigénica Espécie
P504S 13H4 1:100 Tris-EDTA lgG1/anti- DAKO
pH 8.9 rabbit
HMWC 34BE12 1:100 Tris-EDTA lgG1/anti- DAKO
pH 8.9 mouse
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TABELA 2. Intensidade de imunoexpressao da AMACR (clone P504S) em acinos
com adenocarcinoma, acinos normais, acinos com atrofia parcial e acinos com
atrofia simples, hiperplasica (hiperplasia pos-atrofica) e esclerosante. (coquetel
P504S + 34BE12).

Negativo Fraco Forte
No. No. No.
Adenocarcinoma 0 73 251
(0%) (22.5%) (77.5%)
Acinos Normais 167 33 13
(78.4%) (15.5%) (6.1%)
Atrofia Parcial 143 47 0
(75.3) (24.7) % (0%)
Atrofia Simples 139 0 0
(100%) (0%) (0%)
Atrofia Hiperplasica 298 0 0
(100%) (0%) (0%)
Atrofia Esclerosante 34 0 0
(100%) (0%) (0%)
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TABELA 3. Padrao de positividade de imunoexpressao fraca para AMACR em

acinos de adenocarcinoma, acinos normais € acinos de atrofia parcial (coquetel

P504S + 34BE12).

Difuso Luminal Misto
No. No. No.
Adenocarcinoma 28 45 0
(38.4%) (61.6%) (0%)
Acinos Normais 26 5 2
(78.8%) (15.2%) (6%)
Atrofia Parcial 20 2 25
(42.6%) (4.2%) (53.2%)
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TABELA 4. Padrao de positividade de imunoexpressao forte para AMACR em

acinos de adenocarcinoma, acinos normais e acinos de atrofia parcial (coquetel

P504S+ 34BE12).

Difuso Luminal Misto
No. No. No.
Adenocarcinoma 34 26 191
(13.5%) (10.4%) (76.1%)
Acinos Normais 6 7 0
(46.2%) (53.8%) (0%)
Atrofia Parcial 0 0 0
(0%) (0%) (0%)
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TABELA 5. Padrao de distribuicdo das células basais utilizando-se a
(clone 34BE12) em acinos de

citoqueratina de alto peso molecular

adenocarcinoma, acinos normais e acinos de atrofia parcial (coquetel P504S+

34BE12).
Continuo Descontinuo Ausente
No. No. No.

Adenocarcinoma 0/324 0/324 324/324
(0%) (0%) (100%)

Acinos Normais 237/318 80/318 1/318
(74.5%) (25.1%) (0.3%)

Atrofia Parcial 42/190 104/190 44/190
(22.1%) (54.7%) (23.2%)
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Figura 7. Adenocarcinoma e um acino

normal com imunoexpressao forte difusa
para P504S (coquetel P504S+34BE12).

Figura 9. Atrofia hiperplasica (ou
hiperplasia pos-atrofica) apresentando
aparente marcagao em células basais
(coquetel P504S + 34B3E12).
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Figura 8. Atrofia parcial com

imunoexpressao fraca difusa para P504S
(coquetel AMACR + 34BE12). Padrao de
marcacgao de células basais com 34BE12

continuo, descontinuo e ausente.
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Expression of the cocktail AMACR (alpha-methylacyl coenzyme
A racemase) + 34BE12 in partial and complete focal atrophy

on prostate needle biopsies

Adriana Worschech, Luciana Meirelles, Athanase Billis
Department of Pathology, School of Medicine, University of Campinas (Unicamp),

Brazil.

Key Words: prostate, atrophy, partial atrophy, needle biopsy, AMACR, P504S,

aberrant phenotypic expression, intermediate cells

Abstract: Focal prostatic atrophy is the benign lesion that most frequently mimick
adenocarcinoma particularly the partial variant. While the use of
immunohistochemistry for basal cells and more recently AMACR (alpha-methylacyl
coenzyme A racemase) has aided in the differential diagnosis of prostate cancer,
there have also been pitfalls with their use. There are very few studies in the
literature describing the behavior of AMACR in focal atrophy. Using the cocktail
P504S + 34BE12 we analysed the immunohistochemical expression in
adenocarcinoma, normal, and acini of partial and all variants of complete atrophy.
We analysed the intensity and the pattern of expression of AMACR as well as the
distribution of basal cells. Adenocarcinoma acini showed weak, or strong
expression of AMACR in 73/324 (22.5%), and 251/324 (77.5%) acini, respectively.
Normal acini showed negative, weak, or strong expression in 167/213 (78.4%),
33/213 (15.5%), and 13/213 (6.1%) acini, respectively. Partial atrophy showed
negative, and weak expression in 143/190 (75.3%), and 47/190(24.7%) acini,

respectively. No strong positivity was seen in partial atrophy, however, the weak
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positivity seen in approximately 25% of the acini may be a pitfall for the correct
interpretation in the differential diagnosis of cancer. Racemase was negative in all
acini of simple, postatrophic hyperplasia and sclerosing atrophy, therefore, with no
help in the differential diagnosis of adenocarcinoma.

The distribution of basal cells in simple, postatrophic hyperplasia and sclerotic
atrophy was descontinuous and the cells of the secretory compartment showed

aberrant expression of 34BE12 suggesting an intermediate phenotype.

INTRODUCTION

Partial atrophy and postatrophic hyperplasia are the benign lesions that
most frequently mimick adenocarcinoma. One of the reasons that contributes to
the difficulty in distinguishing cancer from partial atrophy is the absence of basal
cells in some of the acini. While the use of immunohistochemistry for basal cells
and more recently AMACR (alpha-methylacyl coenzyme A racemase) has aided in
the differential diagnosis of prostate cancer, there have also been pitfalls with their
use. There are very few studies in the literature describing the expression of
AMACR in partial or complete atrophy.

Jiang et al.10 examined by immunocytochemistry for monoclonal P504S
antibody a total of 207 cases, including 137 cases of prostate carcinoma and 70
cases of benign prostate, from prostatectomies (n=77), prostate needle biopsies
(n=112), and transurethral prostate resections (n=18). P504S showed strong
cytoplasmic granular staining in 100% of prostate carcinomas regardless of
Gleason scores and diffuse (>75% of tumor) staining in 92% of cases. In contrast,
171 of 194 (88%) of benign prostates, including 56 of 67 (84%) benign prostate
cases and 115 of 127 (91%) cases of benign glands adjacent to cancers were
negative for P504S. Expression of P504S was not found in basal cell hyperplasia,
urothelial cells/metaplasia and small atrophic glands that mimic prostate

carcinoma.
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Beach et al.1 stained with P504S monoclonal antibody a total of 366
prostate needle core biopsies from 124 patients with prostate cancer, 10 biopsies
from 2 patients without prostate cancer, 28 prostatectomy specimens (16 with
specific morphologic patterns, 7 posthormonal therapy and 5 postradiation therapy
specimens), 5 bladder specimens with invasive urothelial carcinoma, and a single
transurethral resection specimen from a patient with hormonally treated prostate
cancer and invasive urothelial carcinoma. A total of 153 of 186 biopsies (82%) with
prostatic adenocarcinoma stained for P504S. No staining was encountered in the
specific small gland proliferations of postatrophic hyperplasia (n=10), transitional
metaplasia (n=17), and basal cell hyperplasia (n=1). Three of 79 (4%) foci of
atrophy had focal, faint, and noncircumferential staining.

Rubin et al.15 using a polyclonal anti-AMACR antibody demonstrated an
increased expression of AMACR in malignant prostate epithelia relative to benign
epithelia. Tissue microarrays to assess AMACR expression in specimens
consisting of benign prostate (n=108 samples), atrophic prostate (n=26), prostatic
intraepithelial neoplasia (n=75) , localized prostate cancer (n=116), and metastaic
prostate cancer (n=17), demonstrated mean AMACR protein staining intensity of
1.31, 2.33, 2.67, 3.20, and 2.50, respectively (p<0.001).

Herawi et al.9 studied a total of 567 separate suspected atypical foci
from 345 patients received in consultation. The most common mimicker of
adenocarcinoma was partial atrophy (203 of 567; 35.8%). Technically adequate
immunohistochemistry for basal cells was performed in 117 cases of partial
atrophy with patchy or patchy/negative staining seen in 102 of 117 (87%), with the
remaining 13% of cases completely negative. A total of 15 of 19 (79%) cases of
partial atrophy were positive with AMACR.

Using the cocktail P504S+34BE12 we studied the expression of AMACR
in normal, adenocarcinoma, and atrophic acini. Our study includes acini of partial

atrophy as well as the variants of complete atrophy.
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METHODS

Using the cocktail P504S + 34BE12 we analyzed the
immunohistochemical expression of a total of 1198 acini on 74 needle prostatic
biopsies from 61 patients corresponding to 324 adenocarcinoma acini, 213 normal
acini, 190 partial atrophy, 298 postatrophic hyperplasia, 139 simple atrophy, and

34 sclerosing atrophy.

Prostatic atrophy

Both partial and complete prostatic atrophy were considered. Partial
prostatic atrophy was diagnosed according to criteria described by Oppenheimer et
al.13 Architecturally, consists of crowded glands often with a disorganized growth
pattern (Fig.1). In contrast to complete atrophy, which can typically be diagnosed at
scanning magnification owing to the presence of well-formed glands with a very
basophilic appearance, partial atrophy has pale cytoplasm lateral to the nuclei
giving rise to pale staining glands that more closely mimic cancer. The nuclei may
be slightly enlarged and irregular with occasional nucleoli. There is scant apical
cytoplasm with nuclei extending to the full cell height, pale lateral cytoplasm similar
to the cytoplasm seen in adjacent more recognizable benign glands, and luminal
undulations as contrasted to the straight luminal borders often seen with malignant
glands.

Complete atrophy was diagnosed according to criteria described by
Billis5. Three histological subtypes were identified: simple atrophy, hyperplastic
atrophy (or postatrophic hyperplasia), and sclerotic atrophy.

Simple atrophy usually involves an entire lobule, although isolated acini
may be affected (Fig.2). The acini are small showing scant cytoplasm and
decrease in the height of the epithelial cells. They may be cystic with flattened

epithelium. The surrounding stroma may show fibrosis or elastosis.
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Hyperplastic atrophy (or postatrophic hyperplasia) shows small acini
closely packed together and lined by atrophic epithelium (Fig.3). In contrast to
partial atrophy the cytoplasm is very scant and the nuclei are crowded confering a
basophilic tinge to the lesion. When fibrosis is present in the stroma, the
proliferation is irregular and can result in distortion of the acini mimicking infiltrative
adenocarcinoma.

Sclerotic atrophy is a peculiar and distinctive lesion (Fig.4). There is
simultaneous atrophy of the epithelium and a proliferation of the fibroblasts about
the acinus. Continued proliferation results in a fibrohyaline collar frequently
associated to elastosis that envolves the acinus. With higher degrees of
hyalinization the acini dilate, sometimes prominently, and the epithelium becomes
extremely flattened and eventually no longer can be identified. In advanced stages
the lumen is replaced by loose mesenchyme-like tissue with scattered

inflammatory round-cells.

Immunohistochemical stain

Formalin-fixed, paraffin-embedded tissue blocks were cut into 3-4um
sections, transferred to glass slides, and treated with a solution of Tris-EDTA pH
8.9 for 30 minutes at 950C in steam cuisine for antigen retrieval before staining.
Thesections were encubated with a monoclonal rabbit anti-human P504S
(DAKOCYTOMATION, Carpinteria, CA, USA) at a dilution of 1:100 and monoclonal
mouse anti-human high-molecular-weight cytokeratin clone 34BE12
(DAKOCYTOMATION, Carpinteria, CA, USA)., Carpinteria, CA) at a dilution of
1:100. Incubation at 370C for 30 minutes and then overnight in refrigerator. The
slides were stained using the visualization systems AdvancedTM HRP Link
Enzyme (DAKOCYTOMATION, Carpinteria, CA, USA). The sections were washed,
and incubated with the Advanced Link® HRP (DAKOCYTOMATION, Carpinteria,
CA, USA) for 30 minutes at 370 C. The sections were washed, and incubated with
Advanced Enzyme® HRP (DAKOCYTOMATION, Carpinteria, CA, USA) for 30
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minutes at 370 C. The end product was visualized with diaminobenzidine and
hydrogen peroxide. The sections were counterstained with hematoxylin.
Expression of AMACR cytoplasmic granularity was considered as
negative, weak, or strong according to the background. The pattern of expression
was considered diffuse in the cytoplasm of secretory cells (Fig.5), only in the
luminal part of the cytoplasm, and mixed whenever was diffuse with luminal
accentuation (Fig.6). Basal cells were considered continuous, discontinuous, or

absent.

RESULTS

Table 1 shows the P504S expression in adenocarcinoma, normal, and
partial, simple, hyperplastic, and sclerosing atrophic acini. Adenocarcinoma acini
showed weak, or strong (Figs. 5 and 6) expression of AMACR in 73/324 (22.5%),
and 251/324 (77.5%) acini, respectively. Normal acini showed negative, weak, or
strong (Fig.7) expression in 167/213 (78.4%), 33/213 (15.5%), and 13/213 (6.1%)
acini, respectively. Partial atrophy showed negative, and weak (Fig.8) expression
in 143/190 (75.3%), and 47/190(24.7%) acini, respectively. Racemase was
negative in all acini of simple, hyperplastic (or postatrophic hyperplasia) (Fig.9) and
sclerosing atrophy.

Tables 2 and 3 show the pattern of expression of P504S. The pattern of
expression with weak racemase positivity was diffuse, luminal, and mixed in 28
(38.4%), 45 (61.6%), and 0 (0%) adenocarcinoma acini, respectively; 26 (78.8%), 5
(15.2%), and 2 (6%) normal acini, respectively; and, 20 (42.6%), 2 (4.2%), and 25
(563.2%) partial atrophy, respectively. The pattern of expression with strong
racemase positivity was diffuse, luminal, and mixed in 34 (13.5%), 26 (10.4%), and
191 (76.1%) adenocarcinoma acini, respectively; 6 (46.2%), 7 (53.8%) and 0 (0%)
normal acini, respectively; and no expression of strong racemase positivity was

seen in partial atrophy.
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The distribution of basal cells in partial atrophy was continuous,
discontinuous, and absent (Fig.8) in 42/190 (22.1%), 104/190 (54.7%), and 44/190
(23.2%) acini, respectively. The distribution of basal cells in normal acini was either
continuous (Fig.7) or discontinuous; in simple, postatrophic hyperplasia and

sclerotic atrophy was descontinuous (Fig.11).

DISCUSSION

Prostatic atrophy is one of the most frequent mimickers of prostatic
adenocarcinoma. It occurs most frequently in the posterior lobe or peripheral zone
and gained importance with the increasing use of needle biopsies for the detection
of prostatic carcinoma. Moore12, in 1936, was one of the first authors to describe
prostatic atrophy in a systematic autopsy study. It is a frequent lesion: 85% in
autopsies 5 and 83.7% on needle biopsies.2 The nomenclature of prostatic atrophy
is cumbersome and confusing. Moore12 classified prostatic atrophy into simple
acinar atrophy and sclerotic atrophy. Franks8 added to simple acinar atrophy and
sclerotic atrophy a lesion that he called postatrophic hyperplasia. In a number of
cases the atrophic epithelium of the prostate proper underwent hyperplastic
change. The hyperplasia might involve areas which had undergone either simple or
sclerotic atrophy and in both cases there was budding of epithelium from the
atrophic acini or ducts. When hyperplasia followed simple acinar atrophy, it was
called lobular hyperplasia by the author. It usually involved the whole gland lobule.
A central duct or alveolus, generally elongated and often showing some cystic
change, was surrounded by newly formed acini. Sclerotic atrophy with hyperplasia
was called postsclerotic hyperplasia. Since the first studies, the authors described
similar morphologic entities with different names.

In a working group classification,7 four subtypes of focal atrophy were
considered: simple atrophy, simple atrophy with cyst formation, postatrophic
hyperplasia, and partial atrophy. In an autopsy study 3 subtypes of complete focal

atrophy were considered: simple atrophy, hyperplastic atrophy (or postatrophic
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hyperplasia), and sclerotic atrophy.5 Focal atrophy is in contrast to diffuse atrophy
which is seen secondary to radiotherapy and/or endocrine therapy. Complete or
fully developed atrophy is in contrast to partial atrophy.

Most of the times, more than one subtype of atrophy may be seen on a
needle biopsy including mixed lesions. A frequent mixed lesion consists of small
acini of hyperplastic atrophy budding from a central located sclerotic atrophy. This
supports the hypothesis that prostatic atrophy is a morphologic continuum and that
hyperplastic type (or postatrophic hyperplasia) seems to be at the extreme end of
this morphologic continuum. The hyperplastic small acini seem to represent a
regenerative process. A high cell proliferation using immunohistochemistry seems
to support this hypothesis.16 It is not established any possible relation of partial
atrophy to complete atrophy.

There are some findings associated with the etiopathogenesis of the
lesion. Atrophy is clearly associated to advanced age.5,12 Radiotherapy and/or
hormonal deprivation are associated with diffuse atrophy. Inactive or active
inflammation is a frequent cause for the lesion. Based on a study on autopsies
there is evidence that chronic local ischemia may be a cause of atrophy.5
However, many examples of atrophy are still considered idiopathic in nature. Both
inflammation and ischemia are associated with focal forms of atrophy.

The relation of prostatic atrophy to neoplasia is exciting and
controversial. De Marzo et al.6 suggest that proliferative inflammatory atrophy may
indeed give rise to carcinoma directly or that proliferative atrophy may lead to
carcinoma indirectly via development into high-grade prostatic intraepithelial
neoplasia (HGPIN). Other studies are at odds with this hypothesis.3,14 A recent
and provocative finding was a positive and significant association between the
extent of atrophy and the total or free serum prostate-specific antigen (PSA)
elevation.4

In our study adenocarcinoma acini showed weak, or strong expression
of P504S in 73/324 (22.5%), and 251/324 (77.5%) acini, respectively; normal acini
showed negative, weak, or strong expression in 167/213 (78.4%), 33/213 (15.5%),

and 13/213 (6.1%) acini, respectively; and foci of partial atrophy showed negative,
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and weak expression in 143/190 (75.3%), and 47/190 (24.7%) acini, respectively.
No acini in partial atrophy showed strong expression, however, the weak positivity
seen in approximately 25% of the acini may be a pitfall for the correct
interpretation. Furthermore, normal acini may show strong expression of AMACR
in approximately 5% of the acini.

The variant of focal prostatic atrophy that most frequently causes
difficulty in the differential diagnosis with adenocarcinoma of the prostate is partial
atrophy (Fig.1). This lesion was reported in the periodic literature in 1998.13
Characteristically the basal cells are discontinuous and in some acini may be
absent. An additional factor that contributes to the difficulty in distinguishing cancer
from partial atrophy is the positivity for AMACR in some acini. Studying
consultation cases, Herawi et al.9 found that 15/19 (79%) cases of partial atrophy
were positive with AMACR. According to the authors, this high fequency of
positivity may be explained by the fact that the slides were stained in a variety of
institutions with varying techniques and antibodies. In our study, 24.7% partial
atrophy acini showed weak positivity for AMACR.

Previous studies have not described the expression of AMACR in the
several variants of atrophy.1,9,10,15 Our study is the only one that studied the
expression of AMACR in partial and complete atrophy including all subtypes of the
latter. Racemase expression is negative in simple, hyperplastic (or postatrophic
hyperplasia), and sclerosing atrophy. Therefore, for the differential diagnosis with
adenocarcinoma in difficult cases, racemase is of no help. The staining of basal
cells is the main aid in these cases.

Using the cocktail P504S + 34BE12 in cases of simple, hyperplastic, and
sclerosing atrophy, we were surprised with an apparent presence of only basal
cells (Fig. 10). However, staining with only p63 showed that there was a
discontinuous layer of basal cells with a continuous layer of p63 negative cells in
the secretory compartment (Fig. 11). van Leenders et al.17 found that many of the
atrophic epithelial luminal cells in proliferative inflammatory atrophy are
intermediate cells. This conclusion was based in part on the finding in these cells of

weak expression of PSA and androgen receptor, high levels of cytokeratin 8/18,

Apéndice
75



and lack of p63. According to the authors, the finding of a large number of highly
proliferating intermediate cells in proliferative inflammatory atrophy, provides
further support that these cells may serve as preferrred target cells in prostate
carcinogenesis. It is worth mentioning that this aberrant phenotypic expression of
the secretory compartment is also seen in atrophic prostate acini in castrated dogs
suggesting a pluripotentiality of response to sex hormones.11

In summary, adenocarcinoma acini showed weak, or strong expression
of AMACR in 73/324 (22.5%), and 251/324 (77.5%) acini, respectively and normal
acini showed negative, weak, or strong expression in 167/213 (78.4%), 33/213
(15.5%), and 13/213 (6.1%) acini, respectively. Partial atrophy showed negative,
and weak expression in 143/190 (75.3%), and 47/190(24.7%) acini, respectively.
No strong positivity was seen in partial atrophy, however, the weak positivity seen
in approximately 25% of the acini may be a pitfall for the correct interpretation in
the differential diagnosis of cancer. Racemase was negative in all acini of simple,
postatrophic hyperplasia and sclerosing atrophy. Therefore, for the differential
diagnosis with adenocarcinoma in difficult cases, racemase is of no help. The
staining of basal cells is the main aid in these cases. The distribution of basal cells
in simple, postatrophic hyperplasia and sclerotic atrophy was descontinuous and
the cells of the secretory compartment showed aberrant expression of 34BE12

suggesting an intermediate phenotype.
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LEGENDS FOR THE FIGURES

FIGURE 1. Partial atrophy (H & E).

FIGURE 2. Simple atrophy (H & E).

FIGURE 3. Hyperplastic (or postatrophic hyperplasia) atrophy (H & E).

FIGURE 4. Sclerosing atrophy (H & E).

FIGURE 5. Adenocarcinoma acini with strong diffuse AMACR expression (cocktail
P504S + 34BE12).

FIGURE 6. Adenocarcinoma acini with strong mixed AMACR expression (cocktail
P504S + 34BE12).

FIGURE 7. Adenocarcinoma acini and one normal acinus with strong diffuse
AMACR expression (cocktail P504S + 34BE12).

FIGURE 8. Partial atrophy. Weak diffuse AMACR expression. The acini show
either continuous, discontinuous or absent basal cells (cocktail AMACR + 34BE12).
FIGURE 9. Hyperplastic (or postatrophic hyperplasia) atrophy negative for AMACR
expression (P5043S).

FIGURE 10. Hyperplastic (or postatrophic hyperplasia) atrophy showing apparently
only basal cells (34BE12).

FIGURE 11. Hyperplastic (or postatrophic hyperplasia) atrophy showing
discontinuous basal cells p63 positive. Cells in the secretory compartment are p63

negative.
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hyperplastic (or postatrophic hyperplasia), and sclerosing atrophic acini.

TABLE 1. Expression of P504S in adenocarcinoma, normal, and partial, simple,

Negative Weak Strong

No. (%) No. (%) No. (%)
Adenocarcinoma acini 0 (0) 73 (22.5) 251 (77.5)
Normal acini 167 (78.4) 33 (15.5) 13 (6.1)
Partial atrophy acini 143 (75.3) 47 (24.7) 0 (0)
Simple atrophy acini 139 (100) 0 (0) 0 (0)
Hyperplastic atrophy acini 298 (100) 0 (0) 0 (0)
Sclerosing atropy acini 34 (100) 0 (0) 0 (0)
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TABLE 2. Pattern of expression in acini with weak P504S positivity.

Diffuse Luminal Mixed
No. (%) No. (%) No. (%)

Adenocarcinoma acini 28 (38.4) 45 (61.6) 0 (0)

Normal acini 26 (78.8) 5(15.2) 2 (6)

Partial atrophy acini 20 (42.6) 2(4.2) 25 (53.2)
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TABLE 3. Pattern of expression in acini with strong P504S positivity.

Diffuse Luminal Mixed
No. (%) No. (%) No. (%)

Adenocarcinoma acini 34 (13.5) 26 (10.4) 191 (76.1)

Normal acini 6 (46.2) 7(53.8) 0 (0)

Partial atrophy acini 0 (0) 0 (0) 0 (0)
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Figure 1 Figure 2
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Figure 7 Figure 8

e g
. e T oNBNN
Figure 9 Figure 10

.

Apéndice
84



	01-CAPA E FOLHA DE ROSTO
	02-Cópia de ficha catalográfica
	FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA
	BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIÊNCIAS MÉDICAS DA UNICAMP
	Titulação: Mestre em Ciências Médicas
	Área de concentração: Ciências Biomédicas
	Banca examinadora:
	Prof. Dr. Athanase Billis 
	Profa. Dra. Andresa Borges Soares
	Data da defesa: 29 - 08 - 2008 

	03-banca
	04-DEDICATÓRIA
	DEDICATÓRIA

	05-AGRADECIMENTOS
	AGRADECIMENTOS

	06-EPÍGRAFE
	ARISTÓTELES

	07-SUMÁRIO
	SUMÁRIO

	08-LISTAS DE TABELAS E FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE FIGURAS

	09-RESUMO CAPA
	10-RESUMO
	11-ABSTRAC CAPA
	12-ABSTRACT
	13-INTRODUÇÃ CAPA
	14-INTRODUÇÃO
	15-JUSTIFICATIVA CAPA
	16-JUSTIFICATIVA TEXTO
	17-OBJETIVO CAPA
	18-OBJETIVOS
	19-MATERIAL E MÉTODO CAPA
	20-MATERIAL E MÉTODOS
	21-RESULTADO CAPA
	22-RESULTADOS
	23-DISCUSSÃ CAPA
	24-DISCUSSÃO
	25-CONCLUSÃ CAPA
	26-CONCLUSÃO
	27-REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS CAPA
	28-REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS TEXTO
	29-APÊNDICE CAPA
	30-APENDICE TEXTO

