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INTRODUCAO

1. Aspectos morfolégicos da prostata

As estruturas acessorias do aparelho reprodutor masculino séo
bilateralmente simétricas e constituidas por um par de vesiculas seminais e um
corjunto de glandulas periuretrais, das quais a préstata é a mais volumosa e com
maior expressividade funcional (NETTER, 1965).

A prostata madura consiste de uma estrutura firme e compacta de
aproximadamente 20 gramas de massa, no formato aproximado de uma castanha
(HAM & CORMACK, 1991). Localizada abaixo da bexiga urinéria, envolve a
uretra quando esta emerge da bexiga (HOPSON & WESSELLS, 1990).

A glandula prostatica humana ¢ um 6rgdo de natureza morfologica
complexa, constituido de diversas estruturas glandulares e ndo glandulares que
se encontram estreitamente agrupadas no interior de uma capsula comum
(McNEAL, 1992). E durante o desenvolvimento embrionario e pds-natal da
prostata que o espitélio e o mesénquima, sob o controle de andrégenos
testiculares, interagem para formar um 6rgdo com caracteristicas secretoras, que
se mantém pela influéncia hormonal (HAYWARD et al, 1997).

Os tecidos ndo glandulares da préstata estdo principalmente concentrados
anteromedianamente e sdo 0s maiores responsaveis pela convexidade anterjor,
caracteristica da prostata. Estes tecidos sdo individualizados anatOmica e
microscopicamente como: esfincteres pré-prostético e estriado, estroma fibro-

muscular e capsula prostatica (McNEAL, 1992).

Além do tecido ndo glandular, a prostata é constituida por um grande
namero de unidades glandulares, as quais se abrem através de ductos separados

na uretra prostatica.

Os ductos e &cinos prostaticos sdo morfologicamente idénticos, exceto pela
sua geometria, e ambos podem ter funcdo de reservatdrio secretor disponivel.

Este fato pode ser demonstrado por coloracdes imunohistoquimicas para



antigenos prostaticos especificos (PSA) e por técnicas citoquimicas para a
fosfatase acida prostatica (PAP). Esta evidéncia leva também a ndo distingao
funcional entre ductos e 4cinos (McNEAL, 1992).

Todo este volume glandular estd imerso em um estroma rico em tecido
conjuntivo denso altamente irrigado e entremeado por fibras musculares lisas
esparsas (HAM & CORMACK, 1991).

A organizagio do estroma prostatico permite diferenciar regifes na
prostata denominadas lobos prostaticos que sdao em nimero de 5 (MOSTOFI &
PRICE, 1973). Estes I6bulos sdo classificados pela anatomia classica como: lobo
anterior ou ventral, constituido de 8 a 10 glandulas alveolares localizadas na
por¢do anterior da uretra prostética; lobo posterior que, embriologicamente,
surge como uma estrutura definitiva e independente, e é constituido por 4 a 9
tibulos que se posicionam na porgdo mais distal da uretra prostética; dois lobos
laterais, simétricos e pares, constituidos por 37 a 40 glandulas tabulo-alveolares
que emergem lateralmente a uretra prostatica; e lobo mediano, que apresenta de
7 a 12 grupos ttbulo-glandulares localizados entre o assoalho da uretra
prostética proximal e o lobo posterior (NETTER, 1965).

Uma classificacdo mais moderna define a proéstata em regides ou zonas
(Mc NEAL, 1981). Por esta definicdo, o componente glandular, na sua maioria,
encontra-se nas zonas periférica e transicional e os componentes fibro-

musculares na zona central ou periuretral.

Do volume glandular total, 25% corresponde a zona central, 5% a zona
transicional e 70% a zona periférica (DROLLER, 1997).

Um corte histolégico transversal da prostata, na sua porgdo mediana,
revela que a uretra prostatica apresenta-se ampla e em forma de V, com o apice
do V apontado anteriormente (McNEAL, 1968 e HAM & CORMACK, 1991).

As glandulas tabulo-alveolares ou tubulo-acinares da préstata, compostas
de trés diferentes ordens, sdo distribuidas concentricamente ao V uretral.
Histologicamente, s&o classificadas em glandulas mucosas, localizadas no tecido
periureiral; glandulas submucosas, dispostas no anel tecidual que circunda o
tecido periuretral; e, glandulas prostaticas principais, que fornecem a maior
parte da secrecdo prostatica e estdo situadas na por¢do mais externa e maior da
glandula (ROSS et al, 1993).



O epitélio glandular da prostata produz e armazena a secregdo prostatica,
fato que confere a este epitélio um carater pregueado peculiar. Esta disposicdo
caracteristica, juntamente com a presenca do estroma fibromuscular, confere a
prostata um aspecto microscopico caracteristico (HAM & CORMACK, 1991). O
epitélio das unidades secretoras e de seus ductos é simples, geralmente cilindrico
e alto, podendo apresentar também células mais achatadas cubédides e outras
conhecidas como células basais. As células epiteliais apoiam-se sobre uma
membrana basal extremamente acidoéfila, fina e homogénea (MOSTOFI & PRICE,
1973). Além disso, a membrana mucosa da préstata é ricamente suprida por
capilares (WEISS & GREEP, 1981).

Os tipos celulares presentes nos epitélios glandulares da prostata sdo bem
caracterizados e uniformes, ndo diferentes de outras células secretoras. A
cromatina pode variar no grau de compactacdo e os nucléolos sdo infrequentes;
quando presentes, sdo pouco desenvolvidos (MOSTOFI & PRICE, 1973).

Da populagdo celular do epitélio glandular prostatico, as células que se
distinguem morfologicamente das demais sdo as células basais e as células
isoladas do sistema APUD (Amine Precursor Uptake and Descarboxilation,

células que metabolizam e armazenam aminas biogénicas).

As células basais estdo em contacto com a membrana basal dos 4cinos
prostaticos (MAO & ANGRIST, 1966) e sdo inconspicuas nos preparados
histolégicos de rotina. Dentre as muitas funcdes atribuidas a este tipo celular, é
provavel que elas sejam os principais componentes do compartimento
proliferativo do epitélio prostatico, envolvido com a divisdo celular e maturacéo
do epitélio secretor (DERMER, 1978).

As células do sistema APUD, que se encontram em populacdes isoladas,
estdo distribuidas ao acaso no epitélio glandular. Elas sdo produtoras de
secregdes enddcrino-pardcrinas, como somatostatina, calcitonina, entre outros (Di
SANT AGNESE ef al, 1985 e Di SANT AGNESE, 1986).

As células secretoras propriamente ditas, cuja estrutura é cubico-
prismatica, sd0 as mais abundantes do epitélio glandular. Produzem os
principais componentes do plasma seminal, antigenos prostaticos PSA e PAP,

pepsinogénio Il e ativadores do plasminogénio (REESE ef al, 1986 e 1988).



A importancia da identificacdo morfo-fisiologica destes tipos celulares, ou
mesmo da biologia basica do epitélio prostatico, reside no fato de todas estas
células serem sujeitas a transformacgtes que poderdo gerar tumores benignos ou
malignos da prostata (PARTIN & COFFEY, 1994).

2. Alterag¢des morfoldgicas na prostata

As alteragbes morfolégicas dos tecidos da prostata envolvem desde a
resposta & recuperacdo de traumas no 6rgdo, geralmente devido a fraturas de
ossos da pelve, até os carcinomas altamente indiferenciados e invasivos
(NETTER, 1965; COTRAN et al, 1994). Estas alteracdes podem ser classificadas e
identificadas observando-se as caracteristicas das células e pela disposicdo das
fibras no estroma prostatico MOSTOFI & PRICE, 1973).

O envelhecimento do individuo pode acarretar uma atrofia ducto-acinar
que pode ser focal, restrita a determinadas areas, ou difusa, disposta
generalizadamente no érgdo. Em ambos os casos, atribui-se esta resposta a
diminuicdo do nivel de andrégenos (McNEAL, 1992).

As principais e mais comuns alteracSes no tecido prostatico se referem as
prostatites, que sdo caracterizadas histologicamente por um actimulo de
leucécitos na glandula. As prostatites de maneira geral sdo ditas agudas quando,
no local da lesdo, detecta-se exsudacdo e até mesmo a congestdo. As lesGes
agudas sdo raramente vistas em espécimens cirtrgicos (ROSAL 1996). As
prostatites sdo caracterizadas como crénicas quando se detecta carater
proliferativo no local da lesdo, seja da porcdo celular, de vasos ou fibras. A
natureza e o tempo de persisténcia do agente infeccioso ou irritante € que
determinardo se a prostatite sera aguda ou cronica. H4 de se citar ainda que,
quanto a classificacio das prostatites, estas podem ser bacterianas ou
abacterianas (BILLIS, 1995).

Mais recentemente, tem-se dado maior importancia para patologias como
as inflamagdes ou até mesmo os célculos prostaticos, pois estas afecgbes também

podem elevar o nivel do PSA sérico, atingindo padrdes semelhantes aos



encontrados nos tumores. Até entdo, o PSA era tido como alterado para padrdes

elevados somente nos tumores malignos (NADLER e? al, 1995).

Outras altera¢Ges na prostata sdao aquelas classificadas como hiperplasias e
adenocarcinomas, que também promovem o aumento da massa glandular.
Entretanto, nestes tipos de lesGes nédo se detecta, na maioria das vezes, infiltrado
leucocitario e, geralmente, as células do estroma ou da porcdo glandular
aumentam em namero e massa (MOSTOFI & PRICE, 1973).

As lesfes e tumores da proéstata constituem, atualmente, as neoplasias
mais freqiientes em homens, representando em 1994, no Brasil, 8,4% do total de
casos (REBELO & ABREU, 1994). Entretanto, o comportamento biolégico destas
neoplasias, com crescimento por vezes lento e pouco agressivo, faz com que a
proporgédo de 6bitos pela doenga seja inferior a dos casos de cancer de pulméo e
de c6lon (SILVERBERG & LUBERA, 1989 apud SROUGI & SIMON, 1990).

O cancer de prostata é bastante raro antes dos 50 anos e sua incidéncia
aumenta progressivamente com a idade. Cerca de 80% dos homens acima dos 80
anos apresentam neoplasia priméria da préstata, entretanto, quando a glandula é
estudada em cortes histolégicos seriados, apenas 5% destes casos manifestam-se
clinicamente. A descoberta acidental destes tumores mostra que estes tém uma
evolucdo mais benigna e lenta (GARNICK, 1994 e PARTIN & COFFEY, 1994).

A origem dos adenocarcinomas da préstata é ainda desconhecida, embora,
algumas idéias apresentadas para justificar o desenvolvimento desta doenca
sejam considerdveis e muito importantes para o entendimento da biologia
tumoral destes canceres (SROUGI & SIMON, 1990). A origem dos tumores da
préstata pode estar relacionada a fatores genéticos (KRAIN, 1974 apud SROUGI
& SIMON, 1990; EKMAN et al,, 1997), agentes infecciosos (SCHULMAN et al,
1971), descontrole hormonal (PARTIN & COFFEY, 1994) e até mesmo fatores
nutricionais (CHOPRA & WILKOFF, 1981 apud SROUGI & SIMON, 1990) e
vasectomia (PARTIN & COFFEY, 1994), embora ainda haja controvérsias sobre

este ultimo fator.

Todos os fatores que levam ao desenvolvimento de lesGes neoplasicas na
prostata podem ser considerados, em linhas gerais, fatores ambientais (de origem
exogena) e fatores genéticos (de origem endégena), estes tltimos parecem ser os

de maior importancia epidemiolégica (EKMAN et al, 1997).



A classificacdo das lesdes benignas e malignas e pré-malignas da prostata,
embora bastante discutivel, é feita principalmente pela andlise do érgdo por
toque ou pelo estadiamento histol6gico (SROUGI & SIMON, 1990).

Citologicamente, os fatores utilizados para caracterizar as lesdes
prostaticas envolvem principalmente os padrdes da textura cromatinica ou forma
nuclear. Entretanto as analises apresentadas envolvem aspectos qualitativos e
ndo quantitativos (PARTIN & COFFEY, 1994).

Muitas lesGes da préstata sdo semelhantes a tumores (“tumor-like”) e
podem causar certa confusdo na interpretacdo de laudos das bi6psias. Dentre
estas lesdes pode-se citar a atrofia, adenose atipica e esclerosante, hiperplasia
cribriforme, hiperplasias e adenomas mesonéfricos, metaplasia escamosa,
malacoplaquia, xantoma entre outras. Entretanto, muitos trabalhos tém sido
realizados na tentativa de padronizar a classificagio destas lesdes, pois muitas se
encontram em sinonimia (YOUNG, 1995).

A estrutura celular &, sem dtvida, o principal e mais comum parametro
utilizado na diagnose histolégica das lesdes prostaticas; e somente patologistas
com grande experiéncia podem confirmar esta diagnose. O pleiomorfismo nas
lesGes da prostata inclui principalmente as variagdes nucleares e no padrdo da
arquitetura tecidual (GARCIA-SCHURMANN & COFFEY, 1997). Assim, em
linhas gerais, as lesbes prostaticas podem ser classificadas como benignas,
malignas e pré-malignas.

Embora existam, com certa frequéncia na literatura, relatos de anélises
microscopicas e morfométricas de tumores da prostata, os trabalhos ndo
abordam especificamente tracos histolégicbs e histométricos e sim a resposta das
células ao tratamento ou a intervencdo cirurgica (PARTIN & COFFEY, 1994).

2.1. Lesoes benignas da préstata: Hiperplasias nodulares

A hiperplasia nodular da prostata, ainda chamada pelo termo redundante
de hiperplasia prostatica benigna, é uma afeccdo muito comum em homens com
mais de 50 anos de idade. Descrita por MOORE (1943), caracteriza-se pela

formacdo de grandes nédulos, relativamente discretos, na regido periuretral da

6



prostata. Quando grandes o suficiente, os nédulos comprimem e estreitam o
canal da uretra prostatica, dando origem a uma obstrugdo parcial ou até
completa da mesma (COTRAN et al, 1994).

P

O desenvolvimento da hiperplasia nodular prostatica é resultante da
proliferagdo do estroma e epitélio glandular, entretanto, a hiperplasia do estroma
parece ser predominante (DROLLER, 1997).

Morfologicamente, a hiperplasia nodular da préstata caracteriza-se pelo
acuimulo de agregados nodulares, principalmente na regido periuretral
(McNEAL, 1981). A analise microscopica do tumor revela que a nodularidade
pode ser principaimente decorrente da proliferacdo ou dilatagdo glandular, ou
até mesmo fibrosa e muscular no estroma. Os trés elementos podem estar
envolvidos em quase todos os casos (COTRAN ef al, 1994). Assim, se a razéo
volumétrica estroma/epitélio na prostata normal é 2 a 3:1, na hiperplasia esta
razdo aumenta para 5 a 6:1 (DROLLER, 1997).

A incidéncia dos tumores hiperplésicos da préstata é de até 20% dos
homens com 40 anos e o percentual chega a 70% nos homens com 60 anos,
podendo alcangar 90% em homens na oitava década de vida. Estes estudos foram
feitos por BERRY e colaboradores (1984) em uma série ndo selecionada de

necropsias nos Estados Unidos.

Sendo alta a frequéncia da hiperplasia nodular prostdtica nas necropsias,
parece ndo haver relagdo entre a hiperplasia nodular histologicamente detectada
com o prostatismo, enquanto sintomatologia nos  pacientes urol6gicos
(GARRAWAY & ALEXANDER, 1997).

Embora ainda incerta, a etiologia da hiperplasia nodular da préstata parece

ter grande influéncia hormonal na sua génese (WILSON, 1980).

2.2. Lesbes malignas da prostata: Adenocarcinomas

Quase todas as lesdes ou tumores malignos da prostata sdo carcinomas
originados da transformagdo celular da por¢do acinar ou de ductos das
glandulas. Quando o termo carcinoma ¢ usado sem especificagdo, ele se refere

tdo somente a lesdes glandulares. Entretanto, outras neoplasias malignas, como

2



carcinomas celulares transicionais e escamosos e varios sarcomas, ou até mesmo
o extremamente raro carcinossarcoma, podem ser detectados e caracterizados
na prostata (MOSTOFI & PRICE, 1973).

O cancer da préstata, assim como a hiperplasia nodular, € uma doenga que
acomete homens com mais de 50 anos de idade. Estudos da incidéncia da doenca
correlacionada a idade nos Estados Unidos revela uma taxa de 69 por 100.000
individuos. Muito mais reveladores, contudo, sdo os indices especificos da idade,
4,8 em 100.000 na faixa etaria entre 45 e 49 anos, aumentando para 513 em
100.000 entre 70 e 75 anos de idade (HUTCHINSON, 1981 apud COTRAN et aZ,
1994).

A prevaléncia do céncer prostdtico varia na dependéncia da raga e
nacionalidade, sendo raro nos orientais e muito prevalente em negros. Acredita-
se que tais diferencas sejam decorrentes de influéncias ambientais, visto que
japoneses que migram para os Estados Unidos apresentam o indice de

prevaléncia préximo ao dos americanos (DUNN, 1975).

Pouco se sabe sobre a etiologia do cancer prostatico. Por convencdo, fala-se

em trés fatores principais: idade, raca e sistema end6crino (COTRAN ef al., 1994).

Muitos problemas e questdes sdo levantados com base na classificagdo dos
carcinomas da prostata (MOSTOFI, 1976). Estes carcinomas, mais
especificamente os adenocarcinomas, apresentam um amplo espectro de padrées
histolégicos, indo desde um pequeno foco de glandulas, bem diferenciado porém
anormal, até o padrdo tumoral anaplasico, altamente indiferenciado. Vérios sdo
os autores que procuram demonstrar a correlacdo entre o grau de diferenciacao
histolégica e o comportamento bioldgico do tumor (WHITMORE-Jr, 1973;
GITTES & CHU, 1976; MOSTOFI, 1976; HENSON, 1988 e SVANHOLM et al,
1990).

As questes levantadas a respeito do desenvolvimento e biologia tumoral
na proéstata tém permitido, sobremaneira, estudos nas mais variadas 4reas da

histopatologia, citoquimica e citogenética.



2.3. LesOes pré-malignas da prostata: Neoplasias intra-

epiteliais

As neoplasias intra-epiteliais (PIN) ou displasias intraductais da préstata
sdo consideradas lesdes pré-malignas pois assumem caracteristicas citolégicas e
arquiteturais dos adenocarcinomas diferenciados (BOSTWICK, 1988).
Frequentemente estas lesdes sdo encontradas em associacdo com os mesmos (Mc
NEAL & BOSTWICK, 1986).

Os critérios morfolégicos para diagnéstico destas lesdes tém sido bem
estabelecidos (MOSTOFI et al, 1995) e existem sugestdes que estas alteracdes
precedem os tumores malignos, pois a maioria dos tumores malignos
indiferenciados e invasores apresentam, em associacdo a eles, focos de células
displdsicas, com integridade de membrana basal que caracteriza a ndo
invasividade tumoral e consequente transitoriedade da lesdo (BOSTWICK &
BRAWER, 1987).

Os ntcleos destas lesbes também apresentam uma certa transitoriedade
fenotipica, entre tumores malignos e benignos, pois a 4rea nuclear e a textura
cromatinica compartilham caracteristicas comuns a ambos (MOSTOFI et al,
1995).

Trés graus de estadiamento sdo definidos para diferenciar as neoplasias
intra-epiteliais: grau I, Il e HIL.-Os critérios para estadiamento destas neoplasias
envolvem principalmente particularidades nucleares, nucleolares e composi¢ao
quimica das mucinas na luz dos ductos (ROSAIL, 1996). Estes trés graus
frequentemente sdo agrupados em duas categorias: neoplasias intra-epiteliais de
baixo grau, que comportam os graus [ e I e as neoplasias intra-epiteliais de alto

grau, que comportam o grau III.

Dados citofotométricos de DNA destas lesdes demostram que as células
displasicas intra-epiteliais estdo numa posi¢do intermedidria, em relagdo as
aneuploidias e poliploidias, quando comparadas com as hiperplasias nodulares e
adenocarcinomas (MONTIRONI ez a/, 1990a). A maioria das neoplasias intra-
epiteliais de baixo grau segundo ROSAI (1996) sdao de natureza dipléide,



enquanto as de alto grau segundo ROSAI (1996) sdo aneupléides (CRISSMAN et
al., 1993).

Outra lesdo pré-maligna freqiiente na prostata é a conhecida hiperplasia
adenomatosa atipica, ou também conhecida como adenose. Pelas suas
caracteristicas histoldgicas de baixa invasividade e também pelas caracteristicas
celulares, estas neoplasias tém sido confundidas com os tumores bem
diferenciados. Os padrdes de distribuicdo nucleolar e organizacdo da cromatina

tém possibilitado as diferenciacSes destas lesdes (ROSAI, 1996).
3. Analises celulares nas lesées da préstata

As andlises dos cortes histologicos de lesdes da préstata humana tém
gerado, desde hd muitos anos, ddvidas e discussdes a respeito da evolucdo da
doenca (WHITMORE-]r, 1973 e MOSTOFI, 1976).

Parece ser consensual na literatura a necessidade de uma graduacédo ou
estabelecimento de niveis citolégicos para o desenvolvimento tumoral da
prostata (WHITMORE-Jr, 1973; MOSTOFI, 1976 e HENSON, 1988).

A classificagdo histopatolégica e a tentativa de se estabelecer critérios
sistematicos para a classificacdo dos tumores da préstata ocorreram a partir de
estudos feitos por BRODERS (1926) o qual chamou a atengédo, pela primeira vez,
para a necessidade da sistematizacdo dos tumores, colocando-a como
indispensavel para o diagnéstico patolégico.

Em seu trabalho classico, BRODERS (1926) estadiou tumores em 4 graus,
tendo os tumores de grau 1 75% das células bem diferenciadas e 25%
indiferenciadas; nos tumores de grau 2 os elementos diferenciados e
indiferenciados estariam na mesma proporcdo; nos de grau 3 inverter-se-ia a
proporcdo e nos de grau 4 nenhum tipo de diferenciacdo celular estabelecido

morfologicamente seria observado.

Mesmo ndo trabalhando especificamente com tumores da prostata, a
proposta deste autor foi de grande importdncia e impacto para o estudo da

graduacdo histologica de neoplasmas, inclusive os da prostata (HENSON, 1988).
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VariacOes na classificacdo descrita por BRODERS (1926) foram propostas,
tais como: andlise somente da porcdo acinar da glandula (YOUNG & DAVIS,
1926); andlise, além dos &4cinos, também das formagdes tubulares e da frequéncia
de mitoses (MUIR, 1934).

MOSTOFI (1976) revisou comparativamente os diversos sistemas de
classificacdo até entdo propostos, com especial enfoque na diversidade dos

sistemas de classificacdo dos tumores prostaticos.

No final dos anos 70, varios seminarios foram feitos nos Estados Unidos
para a discussdo e estabelecimento de um padrio homogéneo na classificagdo
destes tumores (MURPHY & WHITMORE-Jr, 1979). Estas reunides levaram a
algumas conclusdes substanciais na classificacdo histolégica destes tumores. O
consenso se deu em cima da proposta de GLEASON (1966), entretanto
incorporou-se aquela proposigdo, caracteristicas nucleares e citologicas das
células transformadas. Este sistema baseia-se no grau de diferenciagdo glandular

e no padréo de crescimento do tumor em relagdo ao estroma.

O Sistema de Gleason (GLEASON, 1977) utilizando os critérios supra
citados, classificou o adenocarcinoma da préstata em cinco graus: GRAU 1 -
tumor muito bem diferenciado; o diagndstico é feito apenas pelo desarranjo
arquitetural, o tecido neopldsico é muito bem delimitado do tecido ndo
neoplédsico, ndo existindo o carater infiltrativoo GRAU 2 - tumor bem
diferenciado; o diagnéstico é também feito pelo desarranjo arquitetural, porém a
- delimitacdo do tecido ndo neoplésico ndo é tdo precisa quanto nos graus 1 e 2, e,
hé& maior distancia entre os 4cinos neoplasicos. GRAU 3 - tumor moderadamente
diferenciado; corresponde ao grau mais frequente do tecido neoplasico sendo
fracamente infiltrativo. Apresenta-se sob dois aspectos: 1 - 4cinos bem
diferenciados como nos graus 1 e 2, porém com fraca infiltragdo e 2 - arranjos
cribriformes ou projegées papiliferas. GRAU 4 - tumor pouco diferenciado. A
neoplasia € fracamente infiltrativa, podendo formar &cinos e mostrar arranjo
cribriforme, porém o carater é predominantemente medular, isto é, sem estroma
entre os acinos. GRAU 5 - tumor muito pouco diferenciado. Neste caso o arranjo
é indiferenciado ou sélido ou incluindo-se aqui o comedocarcinoma (PALMA,

1987).
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Pode haver mais de um padrao histolégico em um mesmo tumor. Gleason
considera, neste caso, dois padrdes para graduacio tumoral a saber: PADRAO
PRIMARIO - corresponde ao grau tumoral predominantemente em 4rea.
PADRAO SECUNDARIO - corresponde ao grau tumoral minoritario em 4rea.

Desta maneira a graduagdo final de um tumor prostatico pelo Sistema
Gleason é feita com dois digitos, separados por um ponto. O primeiro
corresponde ao padrdo primdrio e o segundo ao secundario. Quando um tumor
apresenta apenas um padréo histol6gico, utiliza-se 0 mesmo grau tanto no digito
correspondente ao padrdo primdrio como  naquele correspondente ao
secundario. Nos casos em que ha equivaléncia em éarea de dois padrdes
histolégicos, considera-se o mais indiferenciado como padrdo primério (primeiro
digito). Assim sendo a soma dos dois digitos (padrdo primario e secunddrio)

poderé4 variar entre 2 e 10.

De acordo com o Sistema combinado de Gleason, os tumores prostaticos
podem ser classificados em linhas gerais como: bem diferenciados (soma dos
digitos entre 2 e 4), moderadamente diferenciados (soma dos digitos entre 5 e 7)
e indiferenciados (soma dos digitos entre 8 e 10) (GARNETT et al, 1984 apud
PALMA, 1987).

Para que um sistema de classificacdo tumoral seja valido é imprescindivel
que ele apresente como caracteristicas a objetividade e reprodutibilidade, além
da firme relacdo entre o grau histopatologico do tumor e o cincer, enquanto
doenga (MURPHY & WHITMORE-Jr, 1979 e SVANHOLM et al., 1990).

Outro sistema proposto para o estadiamento e graduacdo dos tumores da
prostata € o Sistema Gaeta, proposto por GAETA (1981). Este sistema baseia-se

no grau de diferenciacdo glandular e na citologia nuclear.

A graduacdo tumoral tem importancia especial no cancer prostatico
porque existe, em geral, uma correlacdo excelente entre o prognéstico e o grau de
diferenciacdo tumoral (COTRAN et al, 1994).

A andlise celular dos tumores de préstata tem tomado um importante
lugar dentro das pesquisas em tumorigénese, principalmente aquelas que levam
a enfoques citométricos (LUNDERBERG et al, 1987 e JONES et al, 1990);
citofotométricos (AL-ABAD] & NAGEL, 1990); imunocitoquimicos (BOSTWICK
& BRAWER, 1987, FRAUENHOFFER et al, 1991 e SAHIN et al, 1991);
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morfomeétricos (MONTIRONI et al, 1990 a,b; WANG ef al, 1992 e PARTIN &
COFFEY, 1994); ultra-estruturais (SAHIN et al, 1991), moleculares
(THOMPSON, 1990 e DAVIES & EATON, 1991) e citogenéticos (SALLES, 1994).

Em nivel celular também tem sido estudada a razdo nucleo-nucléolo,
principalmente com a utilizagdo de impregnagdes metalicas como a técnica da
coloracdo pela prata (HELPAP, 1988 e GHAZIZADEH et al, 1991). Entretanto
esta metodologia apresenta sérios problemas artefatuais, dificultando a
caracterizacdo e padronizagdo das medidas dos nucléolos (THIEBAUT et 2/, 1984
e VIDAL et al, 1994).

4. Contetido de DNA e andilises morfométricas em lesdes da

prostata

As andlises morfométricas das lesGes prostéticas sdo consideradas sob
diferentes aspectos: desde aquelas que envolvem medidas anatémicas (Mc
NEAL, 1968) e histolégicas dos I6bulos e acinos alterados (KEETCH et al., 1995),

até aquelas que envolvem medidas nucleares e nucleolares (HELPAP, 1988).

Sabe-se que, ao longo do desenvolvimento morfogenético dos 6rgéos, ou
mesmo do envelhecimento dos érgdos e tecidos, pode haver uma variagdo na
quantidade de DNA expressa pelas aneuploidias e poliploidias (ALBERTS et al,
1994) ou até mesmo hipodiploidia (VIDAL, 1994). ' R '

Estas variagBes nas quantidades de DNA sdo quantitativamente expressas
principalmente nas medidas citofotométricas dos valores Feulgen/DNA pela

conhecida citofotometria de varredura (VIDAL, 1984) ou pela citofotometria de
fluxo (CAREY, 1994},

Alguns 6rgdos apresentam a poliploidia como um evento natural da
maturacdo e do envelhecimento morfogenético: como por exemplo, o figado
(VIDAL & MELLOQO, 1987) e as glandulas salivares (VIDAL, 1984). Entretanto ndo
se tém relatos de que na préstata humana normal ocorra tal fendémeno ao longo

do tempo.
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Os relatos apresentados por WANG e colaboradores (1992) demonstram
apenas a existéncia de uma uniformidade de valores de 4rea para os nicleos das
células epiteliais da préstata normal. Estes mesmos autores comparam as areas
normais (benignas) com outras ditas malignas e ainda outras de identificagdo
confusa, e verificam variagao nos valores das areas nos trés casos, principalmente
quando correlacionam as 4reas obtidas com as medidas de DNA. Eles ressaltam
que as areas dos tumores malignos apresentam-se quase duplicadas

independentemente da ploidia dos nucleos.

JONES e colaboradores (1990), estudando o conteido de DNA por
citometria de fluxo em cortes histoldgicos grossos (30-50pm) de adenocarcinomas
da prostata, concluem que a aneuploidia é um evento tardio ligado a progressao
do tumor; pois a perda do material genético gera instabilidade cromatinica
levando & progressdo maligna. Também pela andlise do contetdo de DNA em
lesGes da prostata AL-ABADI & NAGEL (1990) verificam que a heterogeneidade
na ploidia de células tumorais de graus avancados ¢ alta e, num mesmo tumor,
podem ser encontradas células com contetdos de DNA variando entre 2c e 24c,

com pico em 12c.

Em linhas gerais, as lesdes benignas, pré-malignas e malignas da prostata
podem estar agrupadas de acordo com a ploidia. O quadro apresentado a seguir
(QUADRO 1) foi elaborado na tentativa de facilitar a visualizagdo dos casos

descritos e, desta forma, sistematizar os dados da literatura.

Estudo sobre aneuploidias em tumores da préstata relacionado aos
resultados comparativos entre citometria de fluxo e hibridacdo in sifu
fluorescente (FISH) foi desenvolvido por PERSONS e colaboradores (1994). Neste
trabalho, utilizando sondas centroméricas, os autores encontraram 88% de
concordéncia entre os dados da citometria de fluxo (classificacdo da ploidia) com
os dados das hibridactes, em que foram detectadas pricipalmente perdas dos

cromossomos 8 e 12.

Com o advento da microscopia de varredura confocal a laser, foram
desenvolvidos trabalhos na tentativa de comparar as lesées prostaticas (BEIL ef
al.1996). Em anilise tridimensional e do volume celular de lesbes benignas e

malignas, estes autores estabeleceram parametros matematicos para a
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QUADRO 1. Quadro demonstrativo das principais

volume nuclear das lesdes celulares na préstata humana.

TIPOS PE LESOES PLOIDIA OU AREA OU VOLUME AUTORES
QUANTIDADE DE
DNA
Adenocarcinomas ndo analisado FRANKFURT et al. 1985
(leason 5-6 36% aneupidide
Gleason 7-8 455% aneuploide
Gleason 9-10 71,4% aneupléide
Adenocarcinomas LIINDBERG et al, 1987
Gleason 3-8 26% dipléide
53% tetrapl6ide
21% aneupldide ndo analisado
Gleason 9-10 43% dipldide
2% tetrapléide
35% aneupléide
Adenoccardinomas JONES et al, 1990
Gleason 43 40% aneupléide >12ec
Adenocarcinomas AL-ABADI & NAGEL, 1990
Gleason1 15.2% aneupléide
Gleason 2 51,0% aneupldide ndo analisado
Gleason 3 72,9% aneupldide
Hiperplasia Nodular 31,85 + 2,88um? MONTIRONI et al, 19%ab
Neoplasia intra-epitelial
Grupe 1 ndo analisado 38,28 £ 441 pm?
Grupo 2 43,18 + 6,38um?
Adenocarcinona 50,18 +10,37um?
Hiperplasia Nodular 100% dipléide 54,2 +3,1um? WANG et al, 1992
Adenccarcinomas
bem diferenciados 73% diploide diploide
17.8% tetrapldide 75,6 + 5,3 pm?
7,2% aneupléide tertapldide
96,7 + 17.8umé
moderad. diferenciados 34,6% dipléide aneuplside
53,8% tetraplGide 95,0 £12,2um?
11,6% aneupléide
pouco diferenciados 12,5% dipléide
31,25% tetrapléide
36,25% aneupldide
Adenocarcinomas VESALAINEN et al., 1995
Gleason 1 50,8+ 3,4 um?
Gleason 2 nio analisado 468+ 09 ume
Gleason 3 325+ 1,2 um?

alteracbes na ploidia, area e
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comparagdo dos resultados e concluiram haver diferencas significativas no

padrado textural da cromatina e no volume celular.

Todas essas informacdes direcionam para um questionamento
fundamental: existe relacdo direta entre ploidia e &rea nuclear nas lesGes
prostaticas benignas, pré-malignas e malignas? Esta relacdo, se existente, pode

ser aplicada aos casos de tumores com niicleos pleiomérficos?

Embora alguns trabalhos abordem estas questdes e sugiram especulagdes,
os dados obtidos pelos autores sdo de médias de dos parametros morfométricos,
que no caso de tumores pleiomérficos como os da préstata, a amostragem ndo €
representativa pelas médias, as quais mascaram as variagdes internas dos

pardmetros nas lesdes.

5. Consideracdes sobre apoptose

Assim como a proliferagdo, a morte celular é um evento essencial no
desenvolvimento e fungdo dos organismos multicelulares. Os fenémenos
relacionados com a morte celular podem ser observados durante todo o
desenvolvimento dos organismos, desde a sua embriogénese até sua senescéncia
(UMANSKY, 1996), ou até mesmo no estabelecimento e recuperagdo de
patologias e estresses fisiol6gicos (LINDEN, 1997).

Nas dltimas décadas, muitos termos surgiram para caracterizar tipos
diferentes de morte celular. Em linhas gerais, a morte celular foi morfologica e
bioquimicamente estudada nos processos de necrose e apoptose. Estes dois
fenomenos sdo bem distintos pelas caracteristicas morfolégicas e ultra-
estruturais, além de outros métodos bioquimicos e imunohistoquimicos
(COTRAN et al, 1994).

O reconhecimento e diferenciacdo de células necréticas e apoptoticas
envolve principalmente fatores morfolégicos. Assim, a apoptose tipicamente
ocorre em células isoladas nos tecidos, é um fendmeno isolado. J4 a necrose
sempre ocorre em grupos de células. Nos processos necréticos frequentemente
ocorre respostas inflamatorias agudas, como a exudacdo de neuirdfilos e

monocitos, 0 que ndo ocorre nos processos apoptoticos (KERR et af, 1995). Desta
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forma, morte celular por apoptose, ao contrario da morte por necrose,
proporciona um mecanismo protetor pelo qual células com danos no DNA ou
com alteracdes patoldgicas, que poderiam interferir na homeostasia tecidual ou

levar a transformacdo neopldsica, seriam eliminadas (WILLIAMS, 1990).

Apoptose inicialmente foi referida para designar processos de mortes
celulares programadas, originalmente descritas nos processos de eliminagao
celular durante a embriogénese (GLUKSMAN, 1950). Mais recentemente alguns
autores admitem que existem muitas situaces fisioldgicas pelas quais a morte
celular programada ocorre, por mecanismos morfolégicos e bioquimicos
distintos aos da apoptose (MAJNO & JORIS, 1995). Considera-se, entretanto, que
a apoptose constitua um importante mecanismo de manutencdo da homeostase

nos tecidos normais e neoplésticos (KERR ef al, 1972).

E improtante deixar claro que apoptose e morte programada de células sdo
termos distintos e ndo sinénimos. O termo “morte celular programada”surgiu no
final da década de 50 e apoptose na década seguinte. O primeiro termo se refere
a mudancas fenotipicas durante a morte celular, entretanto, geneticamente
programada. Este tipo de morte é visto exclusivamente durante a embriogénese e

histogénese dos organismos (ZAKERI ef al, 1995).

Morfologicamente, a célula apoptética apresenta uma contracdo
citoplasmatica e consequente diminuicdo da coloragdo. Em contrapartida a
cromatina marginaliza-se, aproximando-se do envoltério nuclear e apresenta seu
comportamento cromatico mais intenso. A progressao da condensagéo nuclear na
apoptose pode chegar a um alto grau de fragmentagdo acompanhada pela
invaginagdo das membranas celular e nuclaear, seguido por quebra do nucleo
(cariorrex). Isto origina formacdo de corpos apoptoticos (HOCKENBERY, 1995;
MAJNO & JORIS, 1995).

Bioquimicamente a apoptose é caracterizada pela fragmentagdo do DNA
em nivel nucleossomal, que pode ser facilmente reconhecida pelo aspecto em

escada do DNA de células apoptoticas nas eletroforeses em gel de agarose
(BURSCH et al., 1990).

Durante algum tempo alimentou-se a expectativa da descoberta de um

mecanismo unico, generalizado, para o processo de apoptose. No entanto, os
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estudos mais recentes indicam que os mecanismos de apoptose variam em tipos
diversos de células ou em condi¢Ses distintas (LINDEM, 1997).

Varios genes estio relacionados com os mecanismos de apoptose. Nos
vertebrados o proto-oncogene bcl-2 esté fortemente implicado no controle da
degeneracdo celular (COLOMBEL et al, 1993). Também associados a regulagdo
do ciclo celular e regulando positivamente a apoptose estdo os genes p53
(SHIMAMURA & FISHER, 1996 e EFFERT et al, 1993) e c-myc (LINDEN, 1997).
A modulagdo genética da apoptose é complexa, como demostrado pelo fato de
certos genes poderem agir como indutores ou bloqueadores da morte
programada, na dependéncia do tipo celular ou do sinal que dispara a apoptose
(HARMON & ALLAN, 1997).

Qutros fatores extracelulares também estdo envolvidos controle da
apoptose, e incluem-se os horménios, os fatores de crescimento, as citocinas e
outras moléculas mediadoras de sinais quimicos. Inclusive, na prostata, existem
evidéncias de que a testosterona seja um potente controlador da apoptose
(RAUCH et al, 1997).

Todos os dados acumulados na literatura, que nesta Gltima década se
somam sobremaneira, indicam que a apoptose, bem como outras formas de
mortes celulares programadas, sdo processos controlados por mecanismos
multiplos e interativos (LINDEN, 1997).

Os principais métodos histol6gicos de identificacdo de células apoptoticas
podem ser, em linhas gerais, feitos a aprtir da marcacdo in situ de extremidades
3’-OH de DNA fragmentado, através de kits imunohistoquimicos (GAVRIELI et
al.,, 1992); a partir de caracteristicas morfologicas e ultra-estruturais (WYLE, 1980;
KERR ef al, 1997) ou entdo citoquimicamente pelo método variante da
concentragdo critica de eletrélitos (CEC, do inglés, critical eletrolyte

concentration) descrito recentemente por VIDAL e colaboradores (1996).

Na prostata, muitas sdo as pesquisas que envolvem a apoptose. Desde o
desenvolvimento embrionario até o estabelecimento de neoplasias ou regressdo
deste 6rgdo ap6s a castracio (TENNISWOOD, 1997, KERR, et al, 1997).
Entretanto, muita controvérsia ainda perdura, pois existem casos onde a taxa de
apoptose parece nao obedecer a légica do estadiamento clinico da doenga
(BROWN et al, 1996).
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OBJETIVOS

1. Justificativa e relevancia do tema

Devido a escassez de informagdes morfométricas e mesmo citoquimicas
associadas a evolugdo na diferenciacdo dos tumores de préstata, o presente
trabalho objetiva estabelecer padrdes morfométricos e citoquimicos das células e
da matriz extracelular do estroma em tumores de prostatas humanas, sendo os

tumores previamente classificados por médicos patologistas.

Este tipo de estudo é de fundamental importancia para o conhecimento da
biologia das células e tecidos tumorais da préstata, pois histopatologicamente
pode-se até visilumbrar novas oportunidades de diagnostico para estes tumores.
A analise mais pormenorizada dos tipos celulares poderd revelar padrdes de
distribuicdo das massas cromatinicas e corpos nucleolares, ou até mesmo
modificacdes relevantes na matriz extracelular do estroma, informagdes estas
pouco abordadas na literatura.

2. Objetivos especificos

A partir dos casos levantados e ja histopatologicamente diagnosticados por
especialistas, no presente estudo pretende-se estabelecer os seguintes

parametros:

2.1. Dados da morfologia, citoquimica e morfometria nuclear, bem como analise

microscopica da textura cromatinica das células dos &cinos prostaticos.

2.2. Avaliacdo da morte celular programada nas hiperplasias e adenocarcinomas
dos 4cinos prostaticos através da analise morfoldgica, citoquimica e

imunohistoquimica de niicleos apoptéticos destas células.

2.3. Dados sobre a disposigdo, comportamento e caracteriza¢do do componente

fibroso do estroma prostético, a partir de técnicas histoquimicas.
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MATERIAL E METODOS

1. Material

Foram estudados hiperplasias nodulares e adenocarcinomas de prostatas
humanas, previamente classificados e diagnosticados por patologistas do
Hospital de Base da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto - Autarquia
Estadual (FAMERP), Sao José do Rio Preto, SP.

Para o presente trabalho foram levantados, ao acaso, nos arquivos de 1993
a 1995, 26 hiperplasias nodulares da préstata (HNF) (B93-5936; B93-5979; B93-
5994; B93-6141; B93-6187; B94-363; B94-357; B94-390; B94-433; B94-459; BI4-505;
B94-715; B94-742; B94-786; B94-5882; B94-5891; B94-5921; B94-5926; B94-5957;
B95-26; B95-32; B95-60; B95-120; B95-160; B95-163; B95-229) e 25 adenocarcinomas
(ACP) em graus de diferenciacdo tumoral varidveis (B93-6312; B93-6364-A; B93-
6458; B93-6476; B94-228; B94-710; B94-1378; BM-1602; B94-2397; B94-2410; BI4-
2502; B94-2880; B94-2930AeB; B94-5889; B94-5923; B94-6195; BI4-6272; BHM-7610;
B94-7542: B95-46; B95-219: B95-469; B95-488; B95-693; B95-706. Todo esse material
havia sido obtido de biépsias oriundas de puncgdes por agulhas finas (PAF) ou
ressecgdes trans-uretrais. A leitura e graduagdo tumoral combinada, segundo
GLEASON (1977), foi procedida pela patologista Dra. Adriana Rocha, do
Departamento de Anatomia Patolégica da Faculdade de Medicina da
UNICAMP. A classificacdo dos tumores é descrita no quadro a seguir
(QUADRO 2).

Foram considerados controles (12 casos), dreas do material anteriormente
descrito, livres de comprometimento neoplasico (NOR) (B93-5936-A e B: B93-
6141; B94-5921; B94-6272-C; B94-715; BI4-390; B94-5987; B94-459; BI4-503; BI5-
120; B95-229; B95-60).
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QUADRO 2: Apresentacio dos codigos dos pacientes, com os adenocarcinomas

classificados segundo a graduagdo combinada de Gleason (1977).

Graduacao Casos

Tumoral

Gleason 3.3 B93-6312, B94-710, B94-2397, B94-2880, B94-2502, B94-
(11 casos) 5889, B94-6198, B94-7610, B94-6272, B95-469, B95-706
Gleason 3.4 B94-2410, B95-046, B94-7542, B95-488

(4 casos)

Gleason 3.5 B93-6364

(1 caso)

Gleanon 4.4 B93-6476, B94-1602, B95-219, B95-693

(4 casos)

Gleason 4.5 B93-6458, B94-228, B94-5923

(3 casos)

Gleason 5.5 B94-1378, B94-2930

(2 casos)
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2. Métodos

2.1. Obtencédo dos cortes histoldgicos

Os fragmentos dos tumores obtidos haviam sido previamente fixados em

formaldeido a 10%, desidratados e emblocados em parafina em ponto de fusédo a
57°C.

Dos blocos cedidos pelo Laboratério, foram feitos cortes histologicos debe
8um de espessura em micrétomo rotativo manual Reichert-Jung e colhidos em
laminas histoldgicas com auxilio de banho-maria histolégico. Depois de
devidamente desparafinizados e reidratados, os cortes sofreram os seguintes

procedimentos de rotina e histoquimicos:

2.1.1. Coloragdo pela Hematoxilina-Eosina (BEHMER et al,
1976), método de rotina para a andlise geral das células

e do estroma prostatico.

Os cortes de 6um foram corados pela Hematoxilina de Harris por cinco
minutos, diferenciados rapidamente em solucdo de élcool acido (nove partes de
alcool 70% e uma parte de acido cloridrico 1N) e lavados em dgua corrente por
dez minutos. Posteriormente, passaram por um rapido banho em é&lcool 80% e
foram contra~corados em solucdo de Eosina-floxina (10:1-V/V) por dois minutos,
entdo foram desidratados, clarificados em xilol e montados em balsamo do
Canada.

E importante ressaltar que estas laminas é que foram submetidas a leitura
pelo patologista, para a emissdo do diagnoéstico histopatologico, juntamente com
o bloco de parafina, também as laminas foram cedidas pelo servico de Arquivo

do Hospital de Base para anélise.

Alguns cortes corados pela Hematoxilina passaram por um banho rapido

em solucdo saturada de carbonato de litio, com a finalidade de remover 0 excesso
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de corante e promover uma melhor observacdo da textura cromatinica (BECAK
& PAULETE,1970). Estes cortes ndo foram contra-corados, e entdo foram

desidratados, diafanizados em xilol e montados em balsamo do Canada.

2.1.2. Coloracdo pelo Azul de Toluidina a pH 4,0 segundo
Vidal (MELLO & VIDAL, 1980), para estudo de acidos

nucléicos.

Os cortes histolégicos de 8um, depois de desparafinizados e hidratados,
foram corados pelo Azul de Toluidina a 0,025% em tampdo Mc Ilvaine pH 4,0
por 15 minutos em temperatura ambiente, lavados suavemente em agua
destilada, secados ao ar, diafanizados em xilol (Merck) e montados em resina
sintética Eukitt.

2.1.3. Variante da Concentracdo Critica de Eletrélitos (CEC)
para discriminacdo de RNA (MELLO et al, 1993) e
apoptose (VIDAL et al,, 1996).

Depois de corados pelo Azul de Toluidina segundo o item anterior e
lavados suavemente em agua destilada, os cortes foram mergulhados em solugdo
de cloreto de magnésio (MgClz) a 0,05M, por 15 minutos, sendo a seguir lavados
em agua destilada, secados ao ar, diafanizados em xilol (Merck) e montados em

resina sintética Eukitt.

2.1.4. Controles para as rea¢Oes descritas em 2.1.2 e 2.1.3.

Os cortes desparafinizados e hidratados foram submetidos a hidrélise por
HCl, 1N por 6-10 minutos a 60° C, com a finalidade de se promover a extracao

de RNA (LISON, 1960). Também promoveu-se o tratamento dos cortes pela
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condroitinase ABC (Sigma) 0,02U em tampaéo tris HCl pH 8,0 por 18 horas em
camara umidecida com o tampao, a 37° C (modificado de DIETRICH et af, 1976).
Da mesma forma, promoveu-se o tratamento dos cortes por RNase III (Sigma) a
0,1% em estufa a 37°C por 2 horas (MELLO ef a/, 1993).

2.1.5. Reagédo de Feulgen para DNA (MELLO & VIDAL, 1978).

Os cortes depois de desparafinizados e hidratados foram hidrolisados pelo
HCl 4N, em tempos variéveis entre 30 minutos e 2 horas e 30 minutos, a 25¢ C.
Depois de lavados em 4gua destilada, foram imersos no Reativo de Schiff
segundo Lillie (MELLO & VIDAL, 1980) por 40 minutos a temperatura ambiente,
estando os cortes protegidos da luz. Os cortes foram entdo lavados em agua
sulfurosa (metabissulfito de s6dio a 10% - HCl 1N - agua destilada [1:1:18 -
v/v/v/]), 3 banhos de 5 minutos cada. Depois de lavagem em agua destilada, os
cortes foram desidratados em série alcodlica, diafanizados em xilol e montados
em balsamo do Canada.

S

2.1.6. Reacdo imunohitoquimica para deteccdo in situ de
ntcleos apoptéticos. (ApopTag™ in situ apoptosis
detection kit, de fabricacado ONCOR).

Cortes histolégicos de adenocarcinoma e de hiperplasias nodulares de 8
um de espessura foram desparafinizados e reidratados. Entdo procedeu-se o
tratamento dos cortes pela proteinase K (20pg/ml) por 15 minutos em
temperatura ambiente, com cobertura dos cortes por laminulas de pléstico.
Depois de lavagem abundante em PBS (solu¢do salina tamponada), foram
desenvolvidos os procedimentos do kit. As principais etapas foram: 1. Bloqueio
de peroxidases enddgenas pelo tratamento dos cortes com peroxido de
hidrogénio a 2,0% em PBS, por 10 minutos em temperatura ambiente e posterior
lavagem em PBS (trés banhos de cinco minutos cada); 2. Aplicagdo do tampdo

de equilibrio, por 25 minutos a temperatura ambiente; 3. Aplicacdo da enzima
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TdT (terminal desoxinucleotidil transferase) e do tampao de reagdo na proporgao
2:1 sobre os cortes e incubacdo em cadmara umida a 37°C, por 2 horas? ; 4.
Bloqueio da atividade enzimatica pelo tampéo de lavagem (“stop/wash buffer”),
por 10 minutos em temperatura ambiente; 5. Aplicacdo do anticorpo (Anti-
digoxigenina/ peroxidase), por 1 hora em temperatura ambiente; 6. Lavagem em
PBS (trés lavagens de 5 minutos cada); 7. Revelacdo da peroxidase com a
Diaminobenzidina (DAB); 8. Contracoloracdo com fast green acido por 2
segundos; 9. Desidrataco em série alcodlica, clarificagdo em xilol e montagem

em balsamo do Canada. O método seguiu as especificacdes do fabricante.

2.1.7. Impregnagédo pela prata para reticulina (GOMORI, 1937),
para andlise das fibras coldgenas e reticulares do estroma

prostatico.

Os cortes de 8um, depois de desparafinizados e hidratados, foram
oxidados em solugdo de permanganato de potassio a 2% por dois minutos.
Depois de lavados em 4gua destilada, os cortes foram tratados pela solugéo de
acido oxalico a 1% por um minuto e lavados em é4gua destilada. Entdo, foram
tratados pelo alumem de ferro a 2% por um minuto, lavados em agua destilada
e submetidos & impregnacdo pela prata amoniacal por dois minutos. Depois de
cuidadosa lavagem em 4gua destilada por dois minutos, os cortes foram lavados
em formalina a 10% por dois minutos, e entdo tratados por solucéo de cloreto de
ouro a 2% por um minuto e posteriormente lavados em agua destilada. Depois
de tratados por solucdo de hipossulfito de sédio, por trés minutos e lavados em
dgua destilada, os cortes foram desidratados, clarificados em xilol e montados

em balsamo do CanadaA.

* No tampdo estdo contidas a digoxigenina-dUTP, que sera incorporada ao DNA fragmentado pela agio da enzima
TdT. Assim formando um heteropolimero de digoxigenina-11dUTP, que sera reconhecido pelo anticorpo anti-
digoxigenina.
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2.2. Analise e documentacao fotografica

As laminas foram analisadas e fotomicrografadas em fotomicroscopio
Zeiss-Jenaval em objetivas planacromaticas de 25x, 40x e imersdo; em luz
policromatica convencional e polarizada, usando-se filmes Kodakcolor, 135mm,
ASA 100 revelados pelo sistema automatico dos laboratérios Jetcolor da cidade
de Sdo José do Rio Preto (SP) e Campinas (SP). As fotomicrografias utilizadas
para as andlises morfométricas foram feitas em filme preto e branco Kodak TRI-X

pan (100ASA) em objetiva planapocromatica de imersdo, com optovar 1,25x.

2.3. Analises morfométricas

Foram determinados valores de areas, perimetros e fator forma para os
nticleos celulares das leses da prostata a partir de ampliagdes dos negativos dos
cortes histolégicos corados pela hematoxilina-eosina. A amostra foi constituida

de 200 niicleos por caso analisado, escolhidos ao acaso.

Os contornos nucleares obtidos com lapis preto de ponta fina, sob
ampliador fotografico, com a altura da apliacdo previamente padronizada,
foram reproduzidos em papel milimetrado, os quais foram levados para o
analisador de imagem MOP-VIDEOPLAN (Kontron). Deste aparelho foram

obtidos valores das &reas e perimetros nucleares em “pixels”.

A calibragdo do aparelho para um? (no caso de areas nucleares) e um (no

caso de perimetros nucleares) se deu da seguinte maneira:

Féz-se medidas de quadrados com 4rea conhecida de 100 pm? e
consequentemente perimetro igual a 40 um, das quais foram obtidos valores em
“pixels” (média das areas = 2136,262 “pixels?” e média dos perimetros = 185,926
“pixels”).

A partir destes dados obtiveram-se duas constantes: para drea = 0,0468 e
para perimetro = 0,2164. Estas constantes multiplicadas aos valores em “pixels”
obtidos para area nuclear e perimetro nuclear, respectivamente, promoveram a

transformacdo dos valores para um? (de éareas nucleares) e para pm (de
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perimetros nucleares). Desta forma podde-se simplificar o descrito acima nas

seguintes formulas matematicas:

Area Nuclear (um?) = areas nucleares em “pixels” x 0,0468

Perimetro Nuclear (um)= perimetros nucleares em “pixels” x 0,2164

O fator forma, por ser um indice adimensional, ndo necessitou

transformacgfes matematicas. Os valores dados pelo MOP-VIDEOPLAN, foram
portanto absolutos.

O fator forma do perimetro utilizado pelo programa do MOP-
VIDEOPLAN é dado pela seguinte férmula matematica:

47 x Area

(Perfmetro)?

Onde para um circulo perfeito tem-se:

47 % 7R* -1
(22R)’

e, para as formas que se afastam do circulo, os valores sdo menores que 1.
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2.4. Analise Estatistica

Para a andlise dos dados de area, perimetro e fator forma nuclear
procedeu-se a uma andlise estatistica constituida de estatisticas descritivas, testes

de hipoéteses e ajustes de curvas.

As ferramentas estatisticas empregadas foram:
2.4.1. Estatistica descritiva: medianas, quartis e valores extremos.

2.4.2. Testes de hip6teses: Teste ndo-parameétrico de Kruskal-Wallis, para
comparacdo entre 2 ou mais grupos (HOLLANDER & WOLFE, 1973) e
Teste ndo-paramétrico da mediana para comparacdo de 2 amostras
(NOETHER, 1976). Para os testes de hipodteses foi adotado um nivel de
significAncia de 5% (« = 0,05).

2.4.3. Gréficos: desenhos esquematicos em “Pox-plot”e graficos de dispersao.

2.4.5. Ajuste de curvas: coeficiente de correlacdo de Pearson e ajuste da reta de
regressdo de minimos quadrados (NOETHER, 1976).

O pacote estatistico utilizado para obtencdao dos resultados, bem como a

construgao dos gréficos e esquemas foi o STATISTICA (Copyright©1990-1995.
Microsoft Corp. StatSoft, Inc. 1992).
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RESULTADOS

Os dados de morfologia e citoquimica acham-se documentados em 17
pranchas de micrografias, as quais serdo descritas de acordo com quatro itens
considerados importantes para o estudo das lesbes prostiticas: basofilia e
distribuicdo cromatinica, apoptose, cariometria e disposicdo dos componentes

fibrilares do estroma.

Os resultados da andlise estatistica estdo apresentados em 3 gréficos, 6
tabelas e 3 figuras de “box-plot” e, sequencialmente, os valores de area,

perimetro e fator forma.

1. Basofilia, forma nuclear e distribui¢do cromatinica na

prostata

1.1. Células epiteliais prostaticas normais

As células epiteliais prostaticas normais apresentam seus niicleos
posicionados para-basalmente nas células acinares (FIGURA 1a) com respostas
de coloragdo ndo muito varidveis. A condensacdo e a distribuicdo das massas
cromatinicas sdo uniformes. Pode-se observar, de maneira geral que nos nticleos
normais, h4 uma condensagdo cromatinica perifericamente ao contorno nuclear
(FIGURA 2).

Mesmo quando submetidos a reacdo de Feulgen, os niicleos apresentam
formas e padrdes cromatinicos semelhantes entre si, & semelhanca da resposta

cromatica obtida apés hematoxilina-eosina (FIGURAS 7a,b).

Quando da analise do material corado pelo azul de toluidina (FIGURA 8),
a resposta basofilica difere consideravelmente dos padrdes crométicos e texturais
anteriormente descritos. A uniformidade da coloragdo e a homogeneidade da
resposta indicam uma alta disponibilidade de grupamentos aniénicos nestes
tipos celulares. A digestdo com RNase foi satisfatoria, removendo eficientemente
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o RNA do citoplasma (FIGURAS 8b,d) mesmo estando o material fixado em

formalina a 10%. Para as células normais, a variante de CEC para discriminagao
de RNA do DNA, néo foi informativa para os nucléolos (FIGURA 8c).

Nestes tipos celulares os nucléolos sdo inconspicuos e consequentemente

de dificil observacao.

1.2. Células epiteliais da hiperplasia nodular da prostata

Nas regides de hiperplasia, a distribuicdo cromatinica nos ntcleos dos
acinos hiperplasicos (FIGURA 1b) é aparentemente mais homogénea. Entretanto,
a forma nuclear pode variar desde arredondada (FIGURA 3) até aquelas mais

alongadas (FIGURAS 1c,d), ou até mesmo com contornos levemente irregulares
(FIGURAS 3g ; 4d).

Em relagdo ac padrdo de coloragdo da cromatina (FIGURAS 3 e 4), este
aproxima-se muito do padrdo descrito para as células normais, com algumas
pequenas variagSes quanto & uniformidade de coloracdo nuclear (FIGURA 3),
auséncia de granulagdes (FIGURAS 3b,e,i) e maior facilidade de visualizagdo de
nucléolos (FIGURAS 4a, b, d, e, f,g).

Assim como nas células normais, a resposta a reacdo de Feulgen
apresentou padrfes semelhantes aqueles obtidos ap6és coloragdo por
hematoxilina-eosina (FIGURA 7c-e). Algumas células do epitélio hiperplasico,
quando coradas pela reacdo de Feulgen, apresentaram fenotipos nucleares

hipercromaticos suspeitamente apoptéticos (FIGURA 7e).

As respostas de coloracdo ao azul de toluidina nas regies hiperpldsicas
também sdo equivalentes aquelas obtidas nas células normais (FIGURA 9a), o
mesmo ocorrendo com os tratamentos enziméaticos por RNase (FIGURAS 9b, d).
Entretanto, o tratamento pela variante de CEC pdde identificar e discriminar
corpos metacromaticos no citoplasma (FIGURAS 9¢, 11c, 12c); adjacentes aos
nacleos (FIGURAS 12a, b) e até no espago luminal (FIGURAS 11a, b).

Estes corpos metacromaticos evidenciados pelo método proposto por
MELLO e colaboradores (1993), para discriminar DNA de RNA, foram digeridos
quase que na totalidade pela RNase (FIGURA 12d). Admite-se que a digestdo
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ndo tenha sido total pelo fato deste material estar fixado em formalina a 10%, o
que é um fator limitante para a digestdo enzimatica (LISON, 1960). Por outro
lado, os mesmos ndo sofreram a acdo da condroitinase ABC (FIGURA 12e), fato
que elimina a possibilidade de os corpos conterem glicosaminoglicanos acidos,

confirmando a sua constituigdo ribonucleoprotéica.

1.3. Células epiteliais dos adenocarcinomas da prostata

Em linhas gerais os nucleos dos adenocarcinomas da prostata sdo maiores
e a cromatina mais fracamente cordvel e menos compacta do que os ndcleos
normais e hiperplasicos (FIGURA 1e). Dependendo do grau do tumor, existem

dificuldades de identificacdo de padrdes acinares nestas lesdes.

Em relacdo a distribuicdo da cromatina nos nuacleos tumorais dos diversos
casos estudados (FIGURAS 5, 6 e 7) pode-se identificar padrdes desde aqueles
proximos aos normais (FIGURA 5f) e hiperpléasico (FIGURAS 6b, f) até padres
altamente descompactados (FIGURA 5b, j), reticulados (FIGURA 5e) e
vacuolizados (FIGURAS 7f-h). Nos casos de maior invasividade tumoral foram
detectadas figuras de mitose (FIGURAS 6c, f) e nicleos com pleiomorfismo
acentuado (FIGURA 5g).

Devido ao fato da distribuigdo cromatinica ser frouxa e até mesmo com

Os ntcleos dos tumores, quando corados pelo azul de toluidina,
apresentaram um fenoétipo de frouxiddo cromatinica em comparagao com o0s
casos normais e hiperpldsicos (FIGURA 10). Quando tratados pela Rnase,
passaram a exibir espagos com imagem negativa possivelmente representando
nucléolos (FIGURAS 10b, c). Imagens semelhantes podem ser observadas apos
reacdo de Feulgen (FIGURA 7).

A variante de CEC ndo discriminou satisfatoriamente os nucléolos
(FIGURAS 10 d, e). Isto se deve provavelmente pela preservacdo de proteinas
associadas ao DNA e compactagdo do complexo DNA-proteina, fazendo com que
os valores de CEC do DNA sejam atingidos em molaridades de Mg?* mais
elevadas do que a proposta por MELLO ef al (1993) e, portanto, nao
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diferenciando adequadamente RNA de DNA nessas células (MONTEIRO, 1993;
FALCO & MELLO, 1996).

Os corpos metacromaticos de constitui¢do ribonucleoprotéica ndo foram
detectados nas regides de crescimento tumoral, entretanto, nas regides de

hiperplasia que comumente acompanham os adenocarcinomas, tais corpos

metacromaticos foram vistos.
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FIGURA 1. Cortes histologicos de prostatas humanas corados pela hematoxilina-eosina. a) Vista geral
de um écino prostatico normal. O epitélio (Ep) simples com pregas epiteliais voltadas para o lime (L} é
caracteristico da auséncia de comprometimento neoplasico. O estroma (Es) apresenta seus constifuintes
celulares e fibrilares organizados concentricamente a porcao glandular. Barra= 25um. b) Vista geral de
uma porgao epitelial hiperplasica. O epitélio (Ep) apresenta aumento nas camadas celulares. Por vezes o
estroma (Es) pode estar envolvido na lesdo hiperplasica. Vasos sanguineos (Vs), Lame (L). Barra=25um .
c-d) Regides de hiperplasia nodular na préstata onde observa-se uma modificacdo na forma nuclear das
células epiteliais (Ep). Estas células assumem uma forma fusiforme, com a cromatina mais densamente
coravel (setas). Barra=30um . e) Regido de adenocarcinoma prostatico mostrando uma celularidade
acentuada, dificultando a delimitacdo das porgdes epiteliais (Ep) e uma diminuicao dos componentes do
estroma (Es). Lame (L), vaso sanguineo (Vs). Mitose (seta). Barra=30um.
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FIGURA 2. Cortes histologicos de regides livres de comprometimento neoplésico
(normais) na prostata humana submetidos a coloracido pela hematoxilina-eosina,
Os ntcleos mostrados em todas as figuras apresentam pequenas variagoes no
padrao textural da cromatina. Nestes ntcleos podem ser observados pequenos e
quase inconspicuos nucléolos (setas). Barra = 10pum.
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FIGURA 3. Cortes histolégicos de hiperplasias nodulares da prostata humana
corados pela hematoxilina-eosina. Os nucleos dos acinos hiperplasicas, assim
como nas areas de controle, apresentam uma homogeneidade no padrdo de
distribuicdo cromatinica, entretanto com nucléolos mais raramente observaveis
(seta). Nestas lesGes pode-se observar um alongamento dos ntcleos em
determinadas regides (d,j) e contornos nucleares levemente irregulares (g). Barra

= 10um.
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FIGURA 4. Cortes histolégicos de hiperplasias nodulares da prostata humana
corados pela hematoxilina-eosina. Os nucleos dos dcinos hiperpldsicos nestas
regides selecionadas apresentam uma menor compactacio da cromatina,
permitindo a visualizacdo dos nucléolos (setas). Nestas regiGes a cromatina
distribui-se em padrdo textural liso (a,b,d,g/h) ou entdo levemente granular, &
semelhanca das regides normais (c,e,f,i), a figura g mostra irregularidade nos
contornos nucleares. Barra = 10um.
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FIGURA 5. Cortes histologicos de adenocarcinomas da prostata humana corados pela
hematoxilina-eosina. Nesta lesdo observa-se um pleiomorfismo nuclear e nao
homogeneidade na distribuigdo da cromatina, variando desde o padrdo proximo ao
fenétipo normal (f) até padrdes em rede (e), nucleos com areas descompactadas
uniformemente distribuidas (i), nucleos com distribuicio de finos filamentos
cromatinicos (setas), nicleos com cromatina de distribuicdo granular (c,g) e textura lisa
(a,d k). A presenga dos nucléolos é facilmente observavel devido ao padrdo frouxo de
organizac¢do da cromatina. Epitélio (Ep). Barra = 10um.
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FIGURA 6. Cortes histolégicos de adenocarcinomas da prostata humana corados
pela hematoxilina-eosina. Os niicleos selecionados nesta figura mostram um
pleiomorfismo e heterogeneidade na distribuicao da cromatina, a semelhanga da

figura anterior. Lume (L); mitoses (setas). Barra = 10um.
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FIGURA 7. Cortes histolégicos de prostatas humanas submetidos a reagdo de
Feulgen. O padrdo de distribuicdo cromatinica corresponde aquele obtido apés
coloracdo por hematoxilina-eosina. As regides nucleolares estdo em imagem
negativa (setas menores). As areas de condensacdo cromatinica estdo apontadas
pelas setas maiores. Nucleos de regides livres de comprometimento neoplasico
(a,b); nicleos de hiperplasias nodulares (c,d,e); nucleos de adenocarcinomas
(f,g,h,i). Epitélio (Ep); Estroma (Es). Barra = 10pm.
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FIGURA 8. Cortes histologicos de regifes normais da prostata corados pelo azul
de toluidina. Os ndcleos coram-se uniformemente, ndo sendo possivel a
observacdo de nucleolos, nem grumos mais corados na cromatina. a) Coloragéo
convencional. b) Coloragdo precedida por digestdo enzimatica pela RNase. c)
Variante de CEC. d) Variante de CEC precedido por tratamento pela RNase.

Barra = 10pum.
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FIGURA 9. Cortes histologicos de hiperplasias nodulares prostaticas. a)
Coloracio pelo azul de toluidina. Os nicleos, & semelhanga dos normais, coram-
se uniformemente. Epitélio (Ep). b) O tratamento pela RNase revela nos niicleos
hiperplasicos algumas regides de nucléolo evidenciadas como imagem negativa
(seta). ¢) A variante de CEC permite a observacdo de corpos metacromaéticos
(setas) no epitélio hiperplasico. d) Variante de CEC precedida por tratamento
com RNase ndo evidencia corptsculos metacromaticos. Barra = 10pm.
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FIGURA 10. Cortes histolégicos de adenocarcinomas de prdstata corados pelo
azul de toluidina. a) A coloragdo convencional revela uma intensa coloracdo dos
nacleos adenocarcinomatosos. b-c) A digestdo enzimaética pela RNase mostra
algumas imagens negativas correspondentes a areas nucleolares (seta). d)
Variante de CEC indicando nucléolos pouco diferenciados da coloragao da
cromatina (seta). e) Variante de CEC precedida por reacdo enzimatica com

RNase. Barra = 10pm.

42



2. Apoptose nas lesOes da proéstata

As analises das hiperplasias prostaticas coradas com a reacdo de Feulgen
(FIGURA 7 e), azul de toluidina (FIGURAS 11a, b) e variante de CEC (FIGURAS
11c, 12, 13a) demonstraram imagens suspeitas de fenémenos apoptéticos, como
os descritos por VIDAL e colaboradores (1996). Corpos apoptoticos ndo foram
detectados nos tumores e nas regiGes normais préximas a eles e também

naquelas consideradas por nés como controle.

A anilise dos cortes submetidos ao teste imunocitoquimico para deteccio
de células em apoptose (Apoptag) revelou uma concordancia com os dados
obtidos pela variante de CEC (FIGURA 13b-f).

Como mostram as micrografias, ambas as metodologias revelam eventos
apoptéticos somente nas regides de hiperplasias nodulares (FIGURAS 13b-e) e
auséncia de marcacdo nos adenocarcinomas (FIGURA 13f). Nas laminas dos
adenocarcinomas, foram encontrados corpos e células apoptéticas apenas nas

regiGes de hiperplasias associadas & periferia das areas de tumor.
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FIGURA 11. Visao geral dos epitélios acinares (Ep) com crescimento
hiperplésico, submetidos a coloragdo pelo azul de toluidina (a,b) e pelo método
da CEC para discriminar RNA de DNA (c). Corpos metacromaticos de
complexos RNA-proteina podem ser observados nas células epiteliais (setas em
a) e também no espaco luminal do acino hiperplésico (seta em b). Na figura c o
DNA esta sendo observado em verde (seta menor), o qual estd sendo
discriminado do RNA que se cora metacromaticamente em purpura (seta maior).
Vaso sanguineo (Vs), Estroma (Es). Barra = 50um.
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FIGURA 12. Detalhes das regides hiperplasicas apresentando corpos apoptéticos
metacromaticos (setas). (a) Coloragdo pelo azul toluidina. b-c) Método variante de CEC
ressalta os corpos metacromaticos de complexos RNA-proteina. d) Variante do método
de CEC precedido por tratamento com RNase. A remogdo do RNA néo foi total devido
ao fato dos fragmentos de tecido terem sido fixados em formalina. e) Variante de CEC
precedido por tratamento com condroitinase ABC, com a finalidade de remover os
glicosaminoglicanos, exibindo metacromasia ndo abolida dos corpos apoptéticos.
Epitélio (Ep), Estroma (Es). Barra = 10pm.
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FIGURA 13. Cortes histolégicos de prostata humana tratados pelo teste
imunocitoquimico para deteccdo de apoptose (Apoptag-Oncor) e contra-corados
pelo fast green é4cido. As regifes evidenciadas pelo método da CEC (a) sao
correspondentes aquelas marcadas pelo Apoptag. As marcagoes acontecem
somente nos &cinos hiperpléasicos (b,c,d,e) e ndo nas 4reas de adenocarcinomas
(f). As setas maiores indicam os nucleos apoptéticos e as menores 0s nticleos
integros. Vasos sanguineos (Vs); Epitélio (Ep). Barra = 10um.
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3. Pardmetros cariométricos em células acinares da préstata

Os dados estatisticos referentes a cariometria foram plotados em figuras
do tipo Box plot (FIGURAS 14, 15 e 16) e os resultados dos testes de Kruskal-
Wallis em tabelas (TABELAS 1 a 6). Os coeficientes de correlagdo entre area e
perimetro, bem como o tragado de suas retas de regressao foram plotados nos
graficos de dispersdo respectivos (FIGURAS 17, 18 e 19).

Para maior facilidade e visualizagdo dos resultados os dados das medidas

de drea, perimetro e fator forma estdo apresentados sequencialmente.

Os valores utilizados para o teste de Kruskal-Wallis sdo as medianas,
calculadas para os 200 nucleos de cada paciente. Assim, foram compostas
amostras com 12 valores para ntcleos normais, 26 para nucleos das hiperplasias
e 25 para adenocarcinomas. Tal decisdo surgiu por causa da variabilidade na

distribuicdo dos valores em cada individuo, como se pode observar nas
FIGURAS 14, 15 e 16.

A opgdo pela utilizagdo do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis se
prendeu principalmente a heterocedasticidade (heterogeneidade de variancias) e
pelo fato de ndo se poder supor distribuigdo normal para as observacfes. O
referido teste pressupbe somente a independéncia e aleatoriedade das

observagoes.

No presente trabalho, o teste de Kruskal-Wallis permitiu a comparacao
entre as amostras classificadas de acordo com o laudo patolégico e, também a
comparacdo de subamostras obtidas a partir de outros agrupamentos dos

adenocarcinomas, na dependéncia do grau de diferenciacao.

3.1. Area Nuclear

Os resultados plotados na FIGURA 14 e também apresentados nas
TABELAS1 e 2 revelam a existéncia de diferenga significativa (p=0,0001) entre os
grupos de pacientes normais, com hiperplasia e adenocarcinomas nos diversos

graus de diferenciacdo para as medidas de 4rea. Ressalta-se que ndo s6 os
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ndcleos com maior area mediana sdo encontrados nos adenocarcinomas como

também as maiores variagdes dos valores de areas.

Com a finalidade de agrupar ainda mais os valores de areas para os
adenocarcinomas (aumentar o niimero de pacientes por categoria), considerou-se
apenas a forma mais predominante da invasividade tumoral, segundo Gleason (o
primeiro digito do laudo patologico). O teste de Kruskal-Wallis ndo mostrou
diferenca significativa (p=0,838) para comparacBes entre as subamostras de
tumores (TABELA 2). Na tentativa de se obter novos pardmetros passiveis de
discussdo, os tumores foram agrupados entdo, em duas grandes categorias: os de
meédio-alto grau de indiferenciacdo tumoral (pacientes com Gleason 3.3 e 3.4) e 0s

de alto grau de indiferenciagdo (pacientes com Gleason 3.5 a 5.5).

Para esse novo reagrupamento ndo se obteve evidéncia de que as

diferencas entre as duas subamostras fossem significativas (p=0,8475).

Pode-se também notar que a &rea nuclear é menor para os nitcleos
hiperplasicos e maior para os niicleos dos adenocarcinomas em comparagdo com

as regides livres de comprometimento neoplésico (normal).

H4 de se ressaltar também que existe grande variabilidade nos valores de
drea nuclear para cada individuo nos adenocarcinomas quando comparados
com os valores de nicleos normais e hiperplésicos, os quais apresentam baixa
discrepancia de valores e quartis relativamente préximos da mediana (FIGURA
14 e TABELA 1).
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TABELA 1: Dados de mediana, quartis, valores extremos e teste de Kruskal-
Wallis para a drea nuclear das lesGes da préstata. O teste de Kruskal-Wallis foi
efetuado considerando-se os dados apresentados no grafico de box-plot da
Figura 14.

Itens Prostata Hiperplasia Adenocarcinoma
e |Normal | Nodular Prostitica |Prostatico

Mediana 44,30 37,14 60,86

Quartil 1 42,37 32,60 44,62

Quartil 2 48,88 42,11 72,12

Minimo 36,90 28,51 34,67
Méximo 53,21 58,25 123,654

valor p 0,0001"

(d) valor discrepante; *altamente significativo.
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TABELA 2. Dados de mediana, quartis, valores extremos e teste de Kruskal-
Wallis para a area nuclear dos adenocarcinomas da proéstata. O referido calculo
se deu considerando-se os valores medianos apresentados no grafico de box-plot.
Os tumores foram agrupados de acordo com o grau predominante (primeiro
digito) da classificacdo combinada de Gleason.

Itens  |Gleason3  |Gleason4  |Gleason5
Mediana 60,02 64,94 68,07
Quartil 1 47,77 36,20 -
Quartil 3 68,88 86,87 -
Minimo 38,02 34,67 60,86
Maximo 77,06 123,654 75,28
valor p | | 0,838(ns)

(d) valor discrepante; (ns) ndo significativo; (-) ndo calculado devido ao tamanho
reduzido da amostra, n=2.

5%



3.2. Perimetro Nuclear

Na FIGURA 15 e TABELAS 3 e 4 estdo expostos os dados utilizados
também para o teste de Kruskal-Wallis visando a comparagdo entre os grupos

em relacdo ao parametro perimetro nuclear.

Conforme ilustra a FIGURA 15 e TABELA 3 as maiores medianas de
perimetros s@0 encontradas nos adenocarcinomas, sendo este grupo o que
apresenta maior variabilidade entre os valores obtidos, inclusive os maiores
valores discrepantes. A diferenca entre os grupos revela-se significativa
(p=0,0001), permitindo afirmar que o perimetro naturalmente acompanha o
comportamento apontado pela area. Quando agrupados de acordo com o
primeiro digito da classificagdo de Gleason, ndo se observa diferenca significativa
(p=0,6076) (TABELA 4) e quando agrupados em duas categorias, como no
parametro anterior, o valor de p aumenta (p=0,6773).

Vale ressaltar que os nticleos das hiperplasias nodulares prostaticas

apresentam os menores perimefros e uma variabilidade superior & dos normais
(TABELA 3).
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TABELA 3: Dados de mediana, quartis, valores extremos e teste de Kruskal-
Wallis para a perimetro nuclear das lesdes da préstata. O referido teste foi
efetuado considerando-se os dados apresentados no grafico de box-plot
(FIGURA 15).

Itens Proéstata Hiperplasia Adenocarcinoma
Normal Nodular Prostatico

. ... |Prostatica

Mediana 24,80 22,52 29,70

Quartil 1 24,10 21,24 25,02

Quartil 3 25,90 24,29 31,49

Minimo ' 22,40 1979 21,520

Maximo 26,72 28,53 41,304

valor p 0,0001*

(d) valor discrepante; (*) altamente significativo.
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TABELA 4. Dados de mediana, quartis, valores extremos e teste de Kruskal-
Wallis para o perimetro nuclear dos adenocarcinomas da préstata. O referido
calculo se deu considerando-se os valores medianos apresentados no grafico de
box-plot. Os tumores foram agrupados de acordo com o grau predominante
(primeiro digito) da classificacdo combinada de Gleason.

Itens |Gleason3  |Gleason4  |Gleason5
Mediana 29,01 30,43 30,72
Quartil 1 25,79 22,53 -

Quartil 3 30,52 34,44 -

Minimo 22,69 21,52 29,75
Maximo 32,57 41,304 31,69
valor p 0,6076 (ns)

{d) valor discrepante; (ns) ndo significativo; (-) ndo calculado devido ao tamanho
reduzido da amostra, n=2.
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3.3. Fator forma nuclear

Pelos resultados expostos nas TABELAS 5 e 6 e plotagens feitas na
FIGURA 16, verifica-se que o fator forma ndo pode ser considerado isoladamente
como bom pardmetro para indicar condigdo patolégica das lesdes prostaticas. O
teste de Kruskal-Wallis revelou que os trés grupos podem ser considerados
equivalentes quanto a este pardmetro, visto que ndo foi apresentada diferenca
estatistica (p=0,0513). Como o valor de p é extremamente préximo de 5%,
aplicou-se o teste da mediana para comparacéo de duas amostras (NOETHER,
1976), e sendo o valor de p=0,0617, assumiu-se que a diferenca ndo é
significativa. Quando agrupados de acordo com o primeiro digito da
classificacdo de Gleason, o valor de p encontrado foi de 0,9202 (TABELA 6) e
quando em 2 categorias, p=0,7792; a semelhanga dos agrupamentos feitos para os

dois pardmetros anteriormente analisados.
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TABELA 5: Dados de mediana, quartis, valores extremos e teste de Kruskal-
Wallis para o fator forma nuclear das lesGes da prostata. O referido teste foi
efetuado considerando-se os dados apresentados no gréifico de box-plot da

FIGURA 16.

Itens Préstata Hiperplasia Adenocarcinoma
B |Normal | Nodular Prostatica |Prostatico
Mediana 0,94 0,92 0,93
Quartil 1 0,92 0,91 0,91
Quartil 3 0,95 0,95 0,94
Minimo 0,895 0,89 0,89
Maximo 0,95 0,95 0,96
valor p - 0,0513(ns)!

(ns) ndo significativo. 1Aplicado o teste da mediana (NOETHER, 1976) o valor de
p=0,0615 o que explica a ndo significincia do teste acima.
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TABELA 6. Dados de mediana, quartis, valores extremos e teste de Kruskal-
Wallis para o fator forma nuclear dos adenocarcinomas da préstata. Para o
referido teste considerou-se os valores medianos apresentados no grafico de box-
plot. Os tumores foram agrupados de acordo com o grau predominante
(primeiro digito) da classificagdo combinada de Gleason.

Itens |Gleason3 | Gleason 4 _|Gleason5
Mediana 0,93 0,93 0,935
Quartl 1 0,91 0,92 -

Quartil 3 0,94 0,935 .
Minimo 0,89 0,90 0,91
Maximo 0,95 0,95 0,96

valor p 0,9202 (ns)

(ns) ndo significativo; (-) ndo calculado devido ao tamanho reduzido da amostra,

n=2.
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3.4. Correlagao entre areas e perimetros nucleares

Estes dados foram obtidos a partir do ajuste de retas de regressdo pelo
método de minimos quadrados, com confianca de 95%. As FIGURAS 17, 18 e 19,
mostram respectivamente a correlacdo entre as medianas de areas e perimetros
dos casos normais, hiperplasias nodulares e adenocarcinomas. Cada grafico
apresenta a equacdo de reta de regressdo. Pdde-se observar que para os niicleos
normais, a correlagio é baixa com r=0,12952 e p=0,688 (ndo significativo). Na
hiperplasia nodular prostatica a correlagdo é alta, com r=0,97731 e p=0,0001
(altamente significativo). Nos adenocarcinomas, a correlacio é mais baixa em
comparacdo com a hiperplasia (r=0,84434 e p=0,0001), mesmo assim é altamente
significativo. Outro fator que mostra diferenca marcante entre as retas de
regressdo € o coeficiente angular das retas (o coeficiente angular determina a
inclinacdo da reta). Para os nacleos normais o valor do coeficiente é 0,03503, que
determina uma baixa inclinagdo. Para as lesdes benignas e malignas a inclinagdo
é mais acentuada e, respectivamente os coeficientes angulares sio 0,29105 e
0,19148.
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Perimetro = 23.274 + 03503 * Area
Correlacdo: r = 129562
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FIGURA 17. Coeficiente de correlacio e reta de regressdo ajustada para valores
medianos de perimetro {(um) em funcdo da 4rea (um?2) para os nticleos normais.
A expressdao matematica que representa a fun¢do citada estd no topo do grafico.
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Perimetro = 11.789 + .29105* Area .
Correlacao: r = 97731
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FIGURA 18. Coeficiente de correlagio e reta de regressdo ajustada para valores
medianos de perimetro (um) em funcfio da 4rea (um?) para os ndcleos das
hiperplasias. A expressdo matematica que representa a funcio citada estad no
topo do gréfico.
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Perimetro = 17.094 + 19148 * Area
~Correlagdo: r =.84434

timetro Nuclear

FIGURA 19. Coeficiente de correlagdo e reta de regressdo ajustada para valores
medianos de perimetro (um) em fun¢do da &rea (um?) para os nticleos dos
adenocarcinomas. A expressdo matematica que representa a fungio citada esta
no topo do gréfico.

63



4. Componentes fibrilares do estroma nas lesdes da préstata

As regibes normais (FIGURA 20) e hiperpléasicas (FIGURA 21) exibem
fibras colagenas com espessura e dire¢des diferentes, estabelecendo uma rede
tridimensional. Estas fibras, quando observadas sob luz polarizada, exibem
birrefringéncia e dicroismo caracteristicos da integridade fibrilar do colageno.
Pela metodologia empregada, isto &, coloracdo pela reticulina sem o tratamento
enzimatico prévio para remogdo de carboidratos (VIDAL, 1988), fica evidente
que a maioria das fibras, por serem birrefringentes, sdo coldgenas e ndo
reticulares. Por outro lado p6éde-se observar um aumento na variabilidade da
distribuicdo e birrefringéncia nos adenocarcinomas (FIGURAS 22 e 23).

Em algumas areas do adenocarcinoma, uma rede tridimensional de fibras,
delimita a base das células epiteliais transformadas (FIGURA 22e) em contraste
com outras areas em que o coldgeno encontra-se sob forma de fibras
desorganizadas e ndo estabelece limite entre células tumorais e estroma
(FIGURAS 23a, e). Nestas dreas, o coldgeno apresenta-se com birrefringéncia
alterada e forma placas hialinas de material argir6filo amorfo, o que pode sugerir

degradacdo destes componentes no processo de invasdo tumoral.

Nos tumores mais agressivos e indiferenciados pdde-se detectar um

pronunciado aumento de vasos sanguineos nas regides do estroma préximo ao
tumor (FIGURA 23e).
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FIGURA 20: Corte histologico de préstata em regides livres de comprometimento neoplasico,
submetido a impregnacéo pela prata. a) Fibras coldgenas nas regides septais inter-acinares com poucos
vasos sanguinecs no estroma (setas). Porcdo glandular (Gl), estroma (5). Barra=100um, b) As fibras
coldgenas podem ser identificadas pela birrefringéncia caracteristica entre os dcinos da porcio
glandular (setas). Barra=100um. c) Detalhe das fibras coldgenas impregnadas pela prata (setas) nos
espacos intra-lobulares e entre os acinos da glandula (GI). Vasos sanguineos (V). Barra=50um. d-e)
Dicroismo linear das fibras coldgenas do septo intra-lobular (setas). Por¢do glandular (Gl), estroma (S).

Barra=50um.




FIGURA 21: Cortes histologicos de hiperplasias nodulares prostiticas submetidos & impregnagao
argéntica de GomOri para colageno. a) Nestas regiGes podem ser observados wm marcado aumento do
estroma (S) e um alargamento das porcdes glandulares (Gl). As fibras coldgenas se apresentam com
aspecto mais fino @ com menor compacidade. Vasos sanguineos (V). Barra=100pm. b) Birrefingéncia do
colageno semelhante & das 4reas normais. Barra=100um. ¢} Detalhe da rede colagénica no estroma da
periferia dos acinos glandulares (Gl). As fibras sdo mais finas e menos compactas quando comparadas
com aquelas das regies normais (seta). Barra=50pm. d) Algumas fibras helicoidalmente organizadas
sdo observadas entre os 4cinos hiperpldsicos (setas). Barra=50pm. e) Detalhe da matriz extracelular na
periferia da lesdo. Nesta regido, a disposicdo das fibras em rede tridimensional revela o dicroismo
caracteristico do colageno, Barra=50um.
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FIGURA 22: Corte histolégicos de adenocarci . .
Gomori  para fzolégeno. gal) A 4rea adené?fﬁ)iifj::i;:ﬁ;?gﬂi e;x;ntsregnaﬁ;? argéntica de
densidade das fibras (setas), bem como uma descaracterizacdo do padrﬁi orgmﬁaugsndliinm?l?ao -
col4geno. Barra=100um. b) Sob Iuz polarizada as fibras séo curtas e com birrefringénci f(r)s ehxes de
aparentemente pode sugerir fragmentagdo do complexo fibrilar. Barra=100um. ¢-d) % :sa: raca, o que
dos' tumores I-)oder.n ser .observados agregados de material colagénico, identificado 6‘81‘;‘35 e
argirofilia birrefringéncia (*), Barra=50um. e) Nas dreas de prolifera,f;éo tumoral fIi)neaas bl
hehcoxdalxr}ente orgam?:ftdas, estabelecem uma rede de sustentagdo para o tumor (seta) ;3 'S fibrilas
Algumas fibras da regido septal dos tumores ndo apresentam birrefringémcia () rou af;’g:mum )
estado de compactacdo ou pelo fato de apresentarem material ndo colagéni , provavelmente pelo
Barra=50um. do colagénico argiréfilo associado.
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FIGURA 23: Cortes histologicos de adenocarcinomas de prostata (Gleason combinado grau 10)
submetidos a impregnacdo argéntica de Gomori para coldgeno. a} Nas dreas indiferenciadas do tumor,
placas de material argirofilo (seta) sdo observadas entremeando as células tumorais (cabecas de seta).
Barra=100um. b) Detalhe das placas na matriz, com aspecto hialino nao fibrilar {*), associadas com finas
fibras de coldgeno (seta). Barra=50pm. ¢) Uma rede de fibras finas (seta) estabelecem um arcabougo
tumoral. . Barra=50um. d) Sob luz polarizada, estas fibras séo birrefringentes (seta) contrastando-se
com as fibras reticulares, ndo birrefringentes, das dreas adjacentes (cabega de seta). Barra=50um. e)
Muitos vasos sanguineos sido observados nas regides mais agressivas do tumor (V). O estroma perde as
caracteristicas fibrilares, assumindo padrdes de placas hialinas argirdfilas. Entretanto, a deteccio do
dicroismo linear, nestas placas, sugere a presenga de material colagénico associado a outros elementos
argirofilos da matriz. Células tumorais (T). Barra=50um. f) A microscopia de polarizacio demonstra que
nas placas hialinas existe coldgeno na sua constituicao. A birrefringéncia revela a integridade estrutural
das fibras (seta). O aspecto hialino das placas resulta da associagdo do coldgeno com elementos
glicoprotéicos nao colagénicos reativos a prata. Barra=50um.
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DISCUSSAQO

1. Distribuigdo cromatinica e dados de morfomeftria nuclear nas

lesGes prostaticas

O padrédo de distribuicdo cromatinica nas células acinares da proéstata,
pode ser fator importante na diagnose e prognose de lesfes prostaticas, desde
que a este se aliem outros pardmetros estruturais, tais como o padrio
arquitetural da lesdo (BILLIS, 1995) e fatores cariométricos (VESALAINEN ef al,
1995).

Os resultados do presente estudo mostraram que os niicleos hiperplésicos,
quando comparados com os normais, tanto na morfologia e distribuicdo
cromatinica, como em termos de respostas de basofilia frente a coloragdo pelo
azul de toluidina, sdo muito semelhantes. Isto pode dever-se ao fato de nédo
haver malignidade na lesdo. As lesdes ndo malignas tendem a responder
semelhantemente as normais, frente as técnicas histoquimicas tradicionais
(COTRAN et al, 1994).

As pequenas alteragdes estruturais dos nitcleos e nos padrdes de
distribuicio da cromatina na hiperplasia podem ser atribuidas a variagdes
morfo-funcionais da regido hiperplasica em resposta aos estimulos de variagdo
hormonal localizado. Deve-se levar em consideracdo que a hiperplasia nodular
prostética é um fenémeno patolégico morfo-funcional dindmico onde os nodulos
podem sofrer regressdo ou se hipertrofiar, na dependéncia do estimulo hormonal
(ROSAL 1996).

Este fato explicaria a variabilidade nas medidas nucleares e no fator forma
do perimetro, pois a dindmica do epitélio prostatico, seja no desenvolvimento ou

regressdo do fendmeno hiperplésico levaria a esta variacdo estrutural.

A avaliagdo dos resultados relativos ao padrdo de distribuicio mais
uniforme da cromatina nas hiperplasias, em comparacdo com os ntcleos
normais, bem como a analise do tamanho nuclear foram também abordado em

trabalho anterior de BEILL e colaboradores (1996), quando da anélise em
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microscopia confocal a laser. Usando um método de reconstrucdo tri-
dimensional, estes autores concluem ser significativamente diferente o grau de
compactagdo das massas cromatinicas nesses tumores. Entretanto a abordagem
se deu principalmente em relacdo ao volume nuclear e distribuicdo das massas

cromatinicas ao longo dos eixos x, y, z.

Nosso trabalho vem complementar este estudo, principalmente pelo fato
dos nucleos aqui analisados serem os mesmos da avaliacdo pelo patologista. A
limitacao do uso do microscépio confocal reside principalmente no preparo das

amostras, que ainda ¢ inacessivel as rotinas dos laboratérios de patologia.

A analise do volume médio de nicleos tumorais da préstata tem sido feita
na tentativa de confrontar com a graduagéo proposta por Gleason (FUIIKAWA ef
al, 1997), contudo, estudos estereolégicos parecem ser ainda insipientes para
tumores da prostata e as comparagdes dos estudos de FUJIKAWA e
colaboradores (1997) sdo prognosticamente iguais aquelas obtidas pela analise
morfol6gica da graduagédo proposta por GLEASON (1977).

Qutro fator que hé de ser levado em consideragdo no que diz respeito a
analise dos nossos resultados é que a analise visual da distribui¢do cromatinica
foi feita para muitos nicleos por lesdo, fato que permitiu a descrigdo de um
padrdo geral para cada lesdo. No trabalho de BEILL e colaboradores (1996), um
dos fatores problematicos e restritivos levantados pelos autores foi o da analise
individual dos ntcleos nas lesGes, pois os descriptores matemaéticos por eles

utilizados ainda ndo estdo estabelecidos para andlises de grandes amostragens.

A comparacdo dos ntcleos normais e hiperplasicos com os niicleos dos
adenocarcinomas mostra diferencas visuais quanto a cromatina. Isto é, nos
nticleos normais e hiperplasicos a cromatina comporta-se de maneira semelhante,
onde as massas cordveis sdo uniformemente distribuidas e com padréo
semelhante de coloracdo. Nos adenocarcinomas, as massas de cromatina se
heterogeinizam, os nucléolos ficam mais conspicuos e padrfes distintos de

distribuicdo da cromatina sdo observados.

As diferencas sdo também detectdveis em nivel dos valores cariométricos
aleém da distribuicdo dos elementos da cromatina, seja na forma, textura ou até

no agrupamento das massas coraveis, que variam nos diferentes graus do tumor.
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A frouxiddo da cromatina e a distribuicdo das massas de cromatina
condensada e dos nucléolos e até mesmo o pleiomorfismo sao critérios de grande
relevancia para o diagnoéstico histopatologicos dos tumores (BEILL ef al, 1996).
Segundo BILLIS (1995), a atipia nuclear ou pleiomorfismo acentuado podem
aumentar sobremaneira a graduagdo final do tumor, mesmo que a sua
distribuicdo arquitetural possa contribuir para que se classifique o tumor com

baixo grau.

Os resultados do presente estudo sdo relativos aos tumores de graduacao
médio-alta e altamente indiferenciados segundo a classificacdo de Gleason (graus
de 6 a 10, na escala combinada). Isto explicaria o alto pleiomorfismo e a grande

heterocedasticidade observados.

E interessante salientar que o maior grau de heterogeneidade amostral
ocorre nos tumores de grau 8 (Gleason combinado 4.4), seja quanto & forma
nuclear, medidas cariométricas ou até mesmo na distribuicdo da cromatina, com
alto grau de atipia e pleiomorfismo cromaético, tanto apds a coloragao com azul
de toluidina como com hematoxilina-eosina. Deve-se mencionar o fato de
muitos autores suporem que os individuos portadores de tumores classificados
como Gleason 4.4, tenham uma sobrevida menor do que outros com a graduagéo

maior, porém com menor grau de atipia nuclear (ROSAI, 1996).

A heterogeneidade celular nos tumores prostaticos é um fator importante
da progressdo nas lestes da prostata, tanto nas lesdes neoplasicas como nas pre-
neoplasicas. Tém-se atribuido isto como sendo resultado dos mecanismos
genéticos da diferenciacdo tumoral, que muitas vezes sdo observados somente
nas lesbes severas, muito indiferenciadas (MONTIRONI et al, 1990a,b). No
entanto, parece consensual que as lesdes com maior indice de aneuploidias sejam
as classificadas morfologicamente como Gleason 4.4 e, em consequéncia destas
aneuploidias, haveria uma maior heterogeneidade nos valores de areas dos

nticleos e distribuicdo da cromatina.

O resultado da andlise estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis mostrou que
as variacbes entre os ftrés grupos distintamente estabelecidos (normal,
hiperplasias nodulares e adenocarcinomas) sdo significativamente separadas e
distintas. Entretanto, nos diferentes casos de adenocarcinomas esta separagdo

ndo existe, provavelmente devido a heterogeneidade das variancias. Isto fica
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patente quando se reagrupam os tumores de acordo com o primeiro digito da
graduacdo de Gleason (itens 3.1, 3.2, e 3.3 dos resultados), onde a diferenca

estatistica também nao foi detectad a.

Este fato é interessante de ser ressaltado, pois mesmo quando parece haver
diferencas na distribuicde cromatinica e tamanho nuclear nos adenocarcinomas,
o pleiomorfismo mascara as diferencas estatisticas que possam existir. Portanto,
somente as medidas nucleares ndo sdo suficientemente consistentes para
discriminar isoladamente os graus de invasividade tumoral. E importante que
sejam aliados a estes resultados, os dados de textura cromatinica e padrdo

arquitetural do tumor.

Resultados semelhantes aos nossos foram encontrados em trabalho de
WANG e colaboradores (1992), onde os autores, utilizando valores de médias
das areas nucleares, também detectaram padrdes semelhantes. As diferengas que
estes autores encontraram residia nos grupos pobremente e moderadamente
diferenciados, quando comparados com os de alto grau de indiferenciacéo.
Entretanto ndo detectaram diferencas estatisticas expressivas internamente nos
trés grupos.

Nossos resultados apontam, semelhantemente aos obtidos por
VESALAINEN e colaboradores (1995), no sentido de que as medidas nucleares
sejam complementares ao diagndstico por se tratarem de limitada aplicabilidade
para valor diagnéstico e prognostico isoladamente. Isto tanto nos dados obtidos
pela analise das médias dos pardmetros observados (WANG ef al, 1992;
VESALAINEN et al, 1995) como por medianas apresentados no presente
trabalho.

E importante salientar que a opg#o pela utilizagdo dos valores de mediana
se deu pelo fato das médias ndo serem representativas das distribuicles,
havendo acentuada heterogeneidade das variancias (HOLLANDER & WOLFE,
1973).

A andlise das retas de regressdo obtidas para os trés casos indicou que
nos ntcleos normais ndo ha uma correlagdo entre 4rea e perimetro (r = 0,12952),
ja nas lesdes a correlacdo é alta (r = 0,97731 para a hiperplasia nodular e r =
0,84434 para os adenocarcinomas). A baixa correlagdo nos ntcleos normais

indicam que estes sio muito uniformes quanto as suas medidas de area e
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perimetro, formando um arranjo em “cluster”. O arranjo em “cluster” é refletido
principalmente pela uniformidade da distribuicdo dos quartis nos “box-plot”,
tanto nos valores de area quanto nos valores de perimetro. A inclinagdo das retas
de regressdo, dada pelo coeficiente angular, também pode ser de importancia
fundamental para comparacBes das diferencas entre os trés grupos aqui
estudados.

Outro fato que ha de ser levado em conta na amostragem de nucleos
normais, € que nicleos com éareas semelhantes podem possuir perimetros
diferentes. Isto ocorre devido haver, nas células normais, uma irregularidade de
conttorno dos ntcleos, 0 que aumentaria o perimetro (calculado por uma férmula
de ordem linear) sem aumentar a area (calculada por uma férmula de ordem
exponencial). Nos dados obtidos para as lesdes benignas e malignas isso ndo
ocorre.

Dos dados de morfometria apresentados, as retas de regressdo foram as
que melhor demonstraram as diferencas entre os grupos. Nos dados da literatura
relativos as retas de regressdo, como instrumentos de andlise comparativa para
ntcleos, tém-se: considerando drea nuclear/IOD - “integrated optical density”
(SMITH et al, 1996) e superficie nuclear/valores Feulgen-DNA (VIDAL, 1994).
Existem expressivas correlagfes entre estes pardmetros.

Juntamente com os referidos pardmetros , os nossos dados parecem
contribuir para o diagnoéstico histopatologico, pois estas andlises podem se

integrar as outras de rotina nos laboratérios de histopatologia e histotecnologia.

2. Apoptose nas lesdes prostaticas

Nas lesoes teciduais associadas ao crescimento do é6rgdo ou aumento da
massa total, acham-se envolvidos principalmente fatores proliferativos (ROSAI,
1996). Uma contrapartida fisiol6gica contraria a proliferacao celular que regula a
homeostase tecidual (nimero constante de células) e de certa forma o volume do
érgdo, e consequentemente a taxa de crescimento tumoral, é representada pelos

fenomenos denominados de apoptose e morte celular programada (RAFF, 1992).
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As relagdes existentes entre a taxa de apoptose e hiperplasia tecidual
foram bem estabelecidas em condicSes experimentais na bexiga de coelhos
(SANTAROSA et al,1994). A obstrucdo da bexiga urindria destes animais
promove uma proliferacdo celular dos tecidos da mucosa e serosa. A taxa de
apoptose aumenta nos processos de recuperagdo da hiperplasia, apoés a
desobstrucdo do 6rgédo. Assim os autores concluem que a apoptose e hiperplasia

sdo fendmenos antagdnicos.

Na prostata, o principal fator que leva a apoptose é a ablagdo hormonal, ou
o descontrole de horménios durante a vida adulta (BURSCH et al, 1990). Os
fenomenos de apoptose na préstata parecem ser de grande interesse, pois a chave
para o entendimento das relagdes entre proliferagio e morte celular no
tratamento dos tumores parece estar enderecada para este campo do

conhecimento.

Sabendo que o tratamento mais comum para os tumores prostaticos é a
terapia end6crina, ou seja , a orquiectomia médica ou cirtrgica (BRANDSROM et
al., 1994), alguns trabalhos envolvendo castracdo experimental e apoptose tém
mostrado resultados expressivos (BRANDSROM et al, 1994; LANDSTROM et

al, 1994 e WESTIN ef al, 1995). Em linhas gerais, as principais conclusdes dos
trabalhos nesse campo apontam para o fato que a castracdo reduz a massa
prostatica, entretanto 80% desta massa é de tecido normal (WESTIN et al, 1995).

Experimentalmente, a préstata ventral responde melhor a castragdo. Quando da
anélise dos indices de apoptose e proliferacio (BRANDSROM et al, 1994),

considerou-se que a manutencdo do tecido prostdtico normal e tumoral pode ser

androgeno-especifica, embora outros fatores possam estar envolvidos.

Se fisiologicamente muitas questdes ainda ndo podem ser resolvidas em
relacdo a queda de horménio e apoptose nos tecidos tumorais, a terapia quimica
parece resolver, em parte, algumas questdes. DENMEADE e colaboradores
(1996), utilizando agentes quimioterdpicos anti-proliferativos em ratos
portadores de tumores prostaticos, detectaram um aumento da taxa de apoptose
nos tumores sem requerimento de proliferacdo; entretanto, algumas questGes
continuam em aberto, como, por exemplo, se estes agentes anti-proliferativos,
por diminuirem a taxa de mitoses, ndo estariam matematicamente aumentando

artificialmente o indice de apoptose.
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A taxa de apoptose pode ter implicacGes significantes na progressdo do
tratamento do cancer na prostata, assim como nas terapias hormoénio-
dependentes. Contudo, nos tumores com maior grau de indiferenciacdo e

anaplasia, parece ndo haver deteccdo de células apoptéticas em resposta a
ablagdo hormonal (TENNISWOOD, 1997).

Em tumores prostaticos humanos, o trabalho pioneiro de correlagéo entre
graduagdo tumoral e taxa de apoptose mostram uma correlagdo positiva entre
ambos (AIHARA et al, 1994). Entretanto, estes mesmos autores acham tal
fendmeno um paradoxo e supdem que esteja havendo uma persisténcia maior

dos corpos apoptoticos no tecido, fato que poderia estar induzindo tal resultado.

Em trabalho posterior BROWM e colaboradores (1996) questionam a
publicacdo anterior e levantam a hipétese de que os tumores com grau de
indiferenciacdo médio-alto (Gleason 6-7) apresentam taxa de apoptose baixa, e
assim este pardmetro ndo poderia ser considerado bom discriminante na

graduacao e analise da progressdo tumoral.

Qutro fator de relevancia fundamental é que as taxas de apoptose sdo
altas em lesBes pré-malignas e em tumores localizados e bem diferenciados
(BERGES et al, 1995).

Nossos resultados acham-se de acordo com os achados de BROWM e
colaboradores (1996), entretanto, o fato curioso ora detectado é que grandes
quantidades de corpos apoptéticos, metacromaticos, foram observados nas
regides de hiperplasias nodulares associadas aos tumores, bem como nos

pacientes que apresentaram apenas a lesdo benigna diagnosticada.

O fato de serem detectadas grandes quantidades de corpos apoptéticos nas
regides hiperpldsicas pode nos remeter & idéia de SANTAROSA e colaboradores
(1994), em seu modelo experimental, de que a apoptose seja consequéncia da
readaptacdo do epitélio hiperplasico, quando da recuperacio da lesdo apds a
retirada do estimulo indutor da lesdo. Embora na préstata hiperplasica nao
sejam retirados os estimulos causadores da lesdo, o dinamismo de redugédo e
aumento dos nédulos hiperplédsicos pode ser observado, mesmo com pequenas

variages dos estimulos hormonais ao longo do tempo.

O fato que pode corroborar com esta idéia é que as regides acinares onde
os nicleos estdo mais alongados sdo aquelas que no presente estudo mostraram
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maior concentracdo de corpos apoptéticos. Os nicleos alongados estdo
associados com o mecanismo dindmico de regressdo dos &cinos hiperplésicos
(ROSAL 1996).

Os presentes dados sugerem que a metodologia proposta por VIDAL e
colaboradores (1996) pode ser util na avaliagdo histolégica complementar da
progressdo terapéutica das hiperplasias nodulares da prostata, j4 que a uma
regressdo substancial de tecido, podem estar envolvidos processos de apoptose.
Cerca de 25% da area regredida por dia nos tecidos sdo devidos a processos
apoptoéticos (BURSCH et al, 1990).

Embora a fixacdo em formalina seja considerada um fator limitante para a
interpretacdo dos resultados de basofilia e metacromasia dos acidos nucléicos e
digestdes enzimaticas (LISON, 1960), na préstata parece ndo haver ocorrido
grandes influéncias. Este fato é muito importante, pois o material de arquivo
patolégico, na sua grande maioria, ¢ fixado em formalina. Desta forma, abre-se
um caminho para utilizagdo destes materiais no estudo citoquimico classico e

mesmo imunohistoquimico.

3. Organizagdo das fibras da matriz extracelular no estroma

das lesOes prostaticas

O estroma da prostata estd constituido principalmente de fibras
conjuntivas colagenas (ROSS ef al, 1993 e CARVALHO et al, 1997a), elasticas
(CARVALHO et al, 1997b) e de outros componentes de natureza contréctil
(ZHANG et al, 1997).

As células musculares lisas compSem a maior parte dos componentes

celulares do estroma prostatico, juntamente com os fibroblastos (BILLIS, 1995).

No estroma prostatico residem os principais compartimentos celulares que
regulam a funcdo da glandula . As células musculares lisas sdo responséveis pela
regulacdo da taxa de hormoénios esterdides durante o desenvolvimento do
compartimento epitelial da préstata na embriogénese e também durante a
manutencdo do 6rgdo adulto (CUNHA, 1985). Apos a diferenciacdo da célula
muscular lisa prostatica ocorre uma interacdo reciproca entre epitélio e célula
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muscular lisa, que promove a homeostase e manutengéo da estrutura e funcgéo
prostatica (HAYWARD et al,1997).

Além dos componentes celulares do estroma, outros fatores hdo que ser
mencionados com fundamental importdncia na regulacdo da homeostase

tecidual: as macromoléculas da matriz extracelular.

Os colagenos, os proteoglicanos e glicosaminoglicanos, e as glicoproteinas
estruturais ndo colagénicas estdo estruturadas em complexos supra-moleculares
de grande ordem molecular (VIDAL & MELLO, 1987 e VIDAL, 1988), todo este
conjunto chamamos de matriz extracelular que compde boa parte do estroma

fibro-muscular na préstata.

A matriz extracelular apresenta importante papel na manutencdo da
arquitetura tecidual, morfogénese, filtracio seletiva de macromoléculas e
substrato de ancoragem (WEWER et al, 1986) e também nos processos de
diferenciacdo celular normal (BISSEL et al, 1982) e patoldgica (COTRAN et al,
1994).

Na tentativa de desenvolver um modelo experimental que evidenciasse a
dindmica da remodelacdo do estroma glandular, SILVA (1988) descreveu as
alteracdes histol6gicas e histométricas das fibras no desenvolvimento e regressdo

normais da mama de ratas albinas.

Em prostata, a dindmica do estroma glandular, ao longo do
desenvolvimento em ratos, tem sido estabelecida por CUNHA (1985) e nos
processos de remodelacéo frente & castragdo por CARVALHO e colaboradores
(1996, 1997a,b).

As alteragbes no estroma prostitico provocadas pelo envelhecimento,
foram descritas morfolégica, histométrica e ultra-estruturalmente em cobaias e
homens idosos por HORSFALL e colaboradores (1994). Estes autores descrevem
haver uma reativacdo da atividade de sintese das fibras musculares lisas no
estroma de individuos senescentes. Esta retomada da atividade de sintese ¢
presumida pelo aumento de organelas como reticulo endoplasmatico e complexo
de Golgi.

A matriz extracelular tem particular importancia nos mecanismos de
manutencdo do estado diferenciado das glandulas (COTRAN et al, 1994). Na
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prostata, tanto a matriz extracelular quanto as células do estroma sofrem
influéncias dos hormoénios androgénicos, seja pela queda ou aumento da taxa na
corrente sanguinea. Estas variacdes hormonais refletem em alteracdes estruturais

e fisiol6gicas do 6rgdo.

Durante o processo de instalagdio do neoplasma, a interagdo
estroma/ epitélioc é perturbada. Depois do dano genético ocorrido nas células
epiteliais existe uma quebra sequencial na homeostase estroma/epitélio que
resulta em alteracdes morfologicas nos componentes celulares e da matriz
extracelular do estroma prostatico (HAYWARD et al., 1997).

Os resultados apresentados no presente trabalho, isto é, as diferencas na
distribuicdo e organizacdo dos componentes fibrilares do estroma nas lesdes,
mostram que os graus de agregacdo ou dispersdo da trama molecular fibrosa dos
coldgenos no estroma das lesbes prostdticas, quando comparados ao estroma
normal, podem ser indicativos morfolégicos de respostas da matriz a lesdo
glandular, ja que a proliferacdo celular é um fator a ser levado em conta em
ambas as lesOes (benignas e malignas). Estas proliferactes, sejam de natureza
maligna ou ndo, sempre promovem alteracdes localizadas na glandula, onde a

matriz deveré responder com remodelagdes regionais.

A variacdo regional dos componentes do estroma em resposta as lesdes da
prostata ocorre também em outros niveis que ndo os fibrilares, NEMETH & LEE
(1996) detectaram aumento de outras macromoléculas da matriz extracelular e

do citoesqueleto nas células do estroma em proéstata de rato.

Outro aspecto de fundamental importancia é o da proliferagdo de vasos
nas regides de maior grau de invasividade tumoral. Nos tumores de maior grau
de indiferenciacdo ocorre uma maior vascularizacdo (VARTANIAN &
WEIDNER, 1996). Se a matriz extracelular do estroma hospedeiro do tumor
funciona como uma barreira de forcas biomecénicas antagonicas (I0ZZ0O, 1995),
forcas agonisticas permissivas acabam por induzir a neovascularizagdo e
consequentemente fenétipos tumorais mais agressivos (NAKANISHI et al,
1994). Entretanto, ndo se pode deixar de levar em conta, neste processo, as

possiveis atuagGes de fatores angiogénicos (ROSAI, 1996).

A agressividade e anaplasia tumoral também podem ser avaliadas através

dos componentes fibrosos da matriz. Nossos resultados mostram que as formas
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mais agressivas e anaplasicas dos tumores apresentaram uma trama
sustentacular de finas fibras, sendo que, & medida que o namero de células
aumenta no local da proliferacdo neoplésica, estas fibras se ramificam. Fato
semelhante ocorre no estroma hepatico, quando este sofre processos de
regeneragdo (MARTINEZ-HERNANDEZ & AMENTA, 1995).

E importante ressaltar que o estroma hospedeiro do tumor é um
componente essencial para o processo carcinogénico. Pois, o estabelecimento da
anaplasia tumoral € facilitado, ou pelo menos parece estar relacionado com a

linhagem fibrobléstica do estroma hospedeiro e ndo com a linhagem muscular
deste tecido (BOSMAN et al., 1993).

As deposigbes de material hialino de natureza colagénica, em forma de
placas amorfas, pode ser indicativo de degradacio dos componentes do estroma
hospedeiro do tumor pelas células neoplasicas, quando da invasividade tumoral.
Haja visto que que, nestes tecidos, a invasividade é alta e pode ser observada
morfologicamente pelo aumento de vasos no compartimento estromal

hospedeiro e pelo nimero de células no compartimento tumoral.

Pela interacdo dindmica que se estabelece entre as células do carcinoma e o
estroma hospedeiro, leva admitir que o estroma néo é simplesmente uma malha
sustentacular para o neoplasma, mas um compartimento essencial na
carcinogénese e tumorigénese. Assim, RONNOV-JESSEN e colaboradores (1996)
postularam que, sem a resposta dindmica do estroma hospedeiro do tumor, néo

haveria o estabelecimento do tumor.

Os mecanismos detalhados deste cendrio ndo estdo bem estabelecidos. A
maior questdo que existe se refere ao fato de ndo se poder ainda afirmar se as
células neopléasicas atuariam reprogramando as fibras musculares lisas a
assumirem fenotipos fibroblasticos ou, alternativamente, 0 neoplasma
promoveria a proliferacio fibroblastica local (HAYWARD et al, 1997) e
consequentemente o aparecimento da trama fibrilar intra tumoral e placas

hialinas reorganizadas por estes fibroblastos no estroma adjacente ao tumor.
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4. Consideracoes finais

Os aspectos morfolégicos aqui abordados, sejam de natureza celular ou
extracelular, sdo de importancia fundamental no entendimento da biologia e
manutencdo do estado diferenciado da préstata madura, bem como para a
compreensdoc do estabelecimento de fenétipos caracterizados como sendo

patolégicos.

Embora os resultados concernentes as medidas nucleares, isoladamente,
ndo revelem diferengas significativas, para a discriminacdo de categorias
internas nos sub-tipos de tumores , estas medidas diferenciam os trés tipos de
lesdes. Os resultados da cariometria também mostram ser as medianas, melhores
parametros para serem avaliados no caso de medidas cariométricas de cortes
histolégicos, pois revelam melhor a heterocedasticidade do universo amostral

utilizado.

Qutra contribuigdo nossa para a biologia celular das doencas prostaticas
reside no fato de que a hiperplasia, por ser uma doenca localizada e
dinamicamente regulada pela variagdo local de hormémios, pode levar ao
desequilibrio na homeostase tecidual e este pode ser detectado pelo aumento dos
corpos apoptdticos, que foram detectados pelos métodos da CEC e

imunocitoquimica somente nas hiperplasias.

Em relacéo as fibras do estroma prostatico, a nossa principal contribuicéo
refere-se & distribuicdo e caracterizaco das fibras colagenas no estroma. Sendo a
hiperplasia uma doenga que gera uma certa compressido do 6rgdo ou de parte
dele, é de se supor que a matriz responda com produgdo ou reassociagdo da

porcdo fibrilar do estroma em resposta compensatéria a estas forgas.

Nas lesbes malignas, a matriz forma uma fina trama de sustentagdo junto
das células transformadas e placas hialinas no estroma do tecido hospedeiro do
tumor. Estas placas hialinas sdo altamente coraveis pela prata e birrefringentes
(indicativo de ordem molecular). O fenémeno de formacdo de placas hialinas
pode indicar degradacdo do estroma hospedeiro do tumor ou, pelo menos,

revelar uma reassociacdo da massa fibrilar total em placas hialinas.
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Os presentes dados se referem a um grupo de pacientes da Regido Norte
do Estado de S&o Paulo. No entanto, pela abordagem do presente estudo nao se
pode fazer correlagbes ou inferéncias aos fatores ambientais, dietas e outras
variantes que poderiam ter influéncias regionais. Mesmo sendo importantes
estes tipos de abordagens, nos arquivos dos laboratérios de patologia ainda néo

estdo acessiveis estes tipos de informacoes.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos apdés métodos citoquimicos, morfométricos e

andlise sob luz polarizada aqui empregados, nos permitem concluir que:

®* Existem diferencas visuais mna textura e distribuicdio da cromatina,

principalmente nos seus padrdes de coloracdo e distribuicdo de massas nas lesGes

prostéticas humanas.

* As medidas nucleares nédo sdo suficientemente consistentes para discriminar

isoladamente os graus de invasividade tumoral. E importante que sejam aliados
a estes resultados, os dados de textura cromatinica e padrdo arquitetural do
tumor. Embora ndo ocorram diferencas significativas nas medidas de area,
perimetro e fator-forma nuclear para os diferentes graus de adenocarcinomas
estudados, as medidas cariométricas, no entanto, sdc bons parametros
discriminantes do tipo de lesdo e, associadas a outros dados de histoarquitetura,

podem ser titeis na anélise diagnéstica.

® Das lesdes prostaticas analisadas no presente estudo, somente as regides de

hiperplasia nodular responderam positivamente aos testes para deteccdo de
apoptose. Este fendmeno parece estar associado com a resposta de recuperagdo
localizada da lesdo, em pontos restritos dentro da glandula. Ndo somente a
apoptose é indicativo morfolégico disto, como também a modificacdo da forma

nuclear arredondada para fenétipos mais alongados.

® A matriz extracelular do estroma prostético, em sua dindmica supra-molecular,

pode responder a estimulos externos ao estroma, modificando a sua disposicéo e

o seu grau de compactacdo fibrilar.
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® Na hiperplasia nodular prostatica parece ndo haver modificagbes na

integridade molecular do coldgeno, pois a afinidade tintorial e birrefringéncia

nao sdo alteradas.

® Nos adenocarcinomas com alto grau de indiferenciacdo, fibras coldgenas finas,

ramificadas e fortemente argiréfilas e birrefringentes sdo detectadas nas regides
de proliferacdo tumoral. No estroma adjacente, hospedeiro do tumor, placas
hialinas de matriz extracelular sugerem degradacdo ou remodelagio dos

componentes da matriz.
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RESUMO

Uma expressiva fracdo da populacdo masculina brasileira tem sido
diagnosticada com lesSes na préstata ou com sintomas de prostatismo. O
presente trabalho teve como objetivo a caracterizacdo dos ntcleos e da matriz
extracelular, com enforque a morfologia, citoquimica, cariometria e

imunocitoquimica de lesdes prostaticas humanas.

Foram examinadas biopsias de ressec¢des trans-uretrais e puncdo por
agulha fina de um total de 26 pacientes com hiperplasia nodular prostatica
(HINP) e 25 pacientes com adenocarcinomas (AC) de pacientes da Regido Norte
do Estado de Sdo Paulo. Dos casos acima estudados, 12 pacientes com regides
livres de comprometimento histopatolégico foram considerados controles ou
regites normais (NOR). Cortes histol6gicos de 6-8um de espessura foram
submetidos as coloragdes pela hematoxilina-eosina para as analises da
distribuiciio da cromatina e cariometria (drea e perimetro nucleares e fator forma
de 200 nicleos para cada paciente estudado); azul de toluidina pH 4,0 e suas
variantes para estudos citoquimicos de acidos nucléicos; Reagdo de Feulgen para
estudo do DNA; Reacdo imunocitoquimica para detecgdo de Apoptose - Apoptag

e Impregnacdo argéntica de GSmori para o estudo da matriz estracelular.

Da analise das laminas e das medidas nucleares pode-se concluir que
existem diferencas visuais, principalmente nos - adenocarcinomas, onde
predomina um acentuado pleiomorfismo nuclear. As diferencas cariométricas
observadas, foram significativas para os valores de area e perimetro nucleares e
ndo significativas para o fator forma, entre as trés classes, utilizando-se o teste
estatistico ndo-parameétrico de Kruskal-Wallis. Para a comparacdo das
populacdes amostrais utilizou-se as medianas dos valores obtidos na cariometria,

como mostra a tabela abaixo.

Classes | Area nuclear (1m2) | Perimetro nuclear (um) | Fator Forma
NOR 44,30 24,80 0,94
HNP 37,14 22,52 0,92

AC 60,86 29,70 0,93
valor p p=0,0001 p=0,0001 p=0,0513(ns)

(ns)ndo significativo
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Entretanto, nas categorias internas da classificagdo dos adenocarcinomas,
segundo a graduacdo classica proposta por Gleason, na versdo combinada e
considerando apenas o primeiro digito da graduagdo, ndo se detectaram
diferencas significativas (p=0,838 para area; p=0,6076 para perimetro e p=0,9202
para fator forma). Nestas categorias vale ressaltar a grande heterogeneidade do

universo amostral.

Assim conclui-se que os dados de morfometria ndo podem ser utilizados
como pardmetros discriminatérios iscladamente, sem levar em conta a

histoaquitetura do tumor.

Da analise dos cortes corados pelo azul de toluidina na sua variante para
detecgdo de apoptose e da imunocitoquimica para detecgdo de apoptose, pode-se
concluir ndo serem detectadas células apoptéticas nas regides normais e nos
adenocarcinomas, mas serem detectados corpos apoptéticos nas hiperplasias,
principalmente em 4&reas onde estaria ocorrendo a regressio do 4cino
hiperplastico. Isto pode sugerir que o fendmeno apoptoético seja um modulador
da recuperacdo localizada da hiperplasia, podendo ser inclusive um parametro

auxiliar para o acompanhamento diagnéstico durante o tratamento.

Da analise dos cortes submetidos & impregnacdo argéntica, pode-se
concluir que as fibras coldgenas na matriz extracelular do estroma prostatico, em
sua dindmica supra-molecular, respondem a estimulos externos ao estroma,
modificando a disposi¢do e o grau de compactacdo fibrilar. Na hiperplasia
nodular prostatica parece ndo haver modificacGes na integridade molecular do
colageno, pois a sua afinidade pela prata e birrefringéncia ndo séo alteradas. Nos
adenocarcinomas com alto grau de indiferenciagdo, fibras colagenas finas,
ramificadas e fortemente argiréfilas e birrefringentes sdo detectadas nas regides
de proliferacdo tumoral. E no estroma adjacente, hospedeiro do tumor, placas
hialinas de matriz extracelular sugerem degradac¢do ou remodelacdo dos

componentes da matriz.
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ABSTRACT

An expresive fraction of the Brasilian male population has been diagnosed
with prostatic lesions or presents prostatism symptons. The present work aimed
at characterizing the nuclei and the extracellular matrix, emphazing the
morphology, cytochemistry, kariometrics and immunocitochemistry in some

human prostatic lesions.

Transurethral resections and fine needle aspiration of patients presenting
prostatic nodular hyperplasia (PNH - 26 cases) or adenocarcinoma (AC - 25
cases), from the north region of the Sdo Paulo State were examined. Twelve of
these cases presented regions with no histopathological alterations which were
considered normal and employed as control (Ct). Six to eigth micrometers thick
histological sections were stained by hematoxylin and eosin for the analysis of
chromatin distribution and kariometry (nuclear area and perimeter and form
factor - 200 measurements for each patient); toluidine blue at pH 4.0 and its
modifications for the cytochemical study of nucleic acids; Feulgen reaction for
DNA; immunocytochemistry for detection of apoptosis (Apoptag kit) and
Gomori's silver impregnation for study of fibrilar collagens.

The analysis showed the existence of visual differences in the nuclear
phenotype among the studied cases, in special in AC, which showed a amked
nuclear pleomorphism. Karyometry showed significative differences in area and -
perimeter values but form factor, amongst the three classes, by the use of the
Kruskal-Wallis non-parametric statistical test. The median values employed for

comparision between the samples are shown in the table below.

Classes | Nuclear area (um?} | Nuclear perimeter (um) | Form factor
Ct 44.30 24.80 0.94
PHN 37.14 22,52 0.92
AC 60.86 29.70 0.93

p value p=0.0001 p=0.0001 p=0.0513(ns)

(ns)non-significant
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The different classifications of the adenocarcinomas, according to the
Gleason grading, in the combined version and considering only the first grading,
showed no significative differences (p=0.838 for the area, p=0.6076 for perimeter
and p=0.9202 for the form factor). It is worth to refer to the large heterogeneity of
the nuclear population. It is concluded that morphometrics cannot be used
isolatedly to discriminate prostatic lesions, without considerations of the tumor
histoarchitecture.

The use of toluidine blue staining modification for detection of apoptosis
and the Apoptag test demonstrated the absence of apoptotic cells and in
adenocarcinomas but in hyperplasia, especially in areas of regressing
hyperplastic acina. This is suggestive that apoptosis may represent a factor
involved in localized recover of hyperplasia and its detection is likely to

represent an additional parameter for the follow up after treatment.

The analysis of silver impregnated tissue sections allowed for the
conclusion that collagen fibers of the prostatic stroma, in their supramolecular
dynamics, respond to external stimuli, modifying their disposition and fibrillar
compactation. In PNH, there is no modifications in collagen molecular integrity,
since the silver affinity and birefringence are similar to controls. In AC with high
degree of non-differentiation, thin and branched collagen fibers, strongly
argyrophilic and birefringent are detected in regions of cell proliferation. In the
adjacent stroma, host of the tumor, hyaline plaques are probable signs of matrix
degradation or remodellation.
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