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RESUMO

LEZE, Eduardo Moussa de Jabur. Abordagens estereoldgica e imunohistoquimica
no cancer de prostata : uma reavaliacao diagnostica e possivel terapéutica. 2015. 69
f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Os esforcos para melhorar o diagnéstico, o progndstico e a vigilancia do
cancer de prostata (CaP) sao relevantes. A superestimacdo do Escore de Gleason
(GSc) pode submeter os individuos a um tratamento agressivo desnecessario. Foi
tido como objetivo utilizar a estereologia em avaliacbes do CaP e investigar se o
volume nuclear médio (VNM) correlaciona-se com o padrdo primario de Gleason
(Gpp), a fim de buscar um método alternativo devido a subjetividade do Escore de
Gleason, que seja aquele, um método confiavel e objetivo, sem discordancia
interobservador. Para isso, identificamos 74 amostras de prostatectomia radical,
que foram divididos em seis grupos com base no Gpp, de 3 a 5. Controles (C) foram
adquiridos em regibes nao tumorais pareadas das mesmas amostras. O VNM foi
estimado utilizando o método de "interseccdo dos pontos amostrados". Diferencas
estatisticas do VNM entre os grupos C e os grupos Gpp foram testadas utilizando o
teste de Kruskall-Wallis e pGs- teste de Dunn. As diferencas entre cada grupo Gpp e
seus homologos foram testados com o teste de Wilcoxon. As correlacdes foram
avaliadas com a correlacdo de Spearman (R [spearman]). AS correlacdes entre o
antigeno prostético especifico (PSA) e 0 GSc (R [spearman] de 0,76) e entre 0 PSA e 0
VNM (R [spearman] de 0,78) foram moderadamente forte e altamente significativa, e a
correlacdo entre o VNM e o Gpp (R (spearman] de 0,53) foi moderada e altamente
significativa. O VNM foi significativamente maior em regies cancerigenas em
comparacao as regidbes de controle-pareado. O planejamento adequado de um
estudo, bem como a disponibilidade de equipamentos e softwares para a
guantificacdo morfoldgica, pode proporcionar incentivo para rapidez e precisdo para
estimar o VNM como parametro auxiliar na avaliacdo do cancer de prostata. A
reprodutibilidade falha interobservador do GSc tem mostrado possiveis condugdes
equivocadas dos pacientes portadores de CaP. O VNM representa um método
reprodutivel de classificacdo objetiva para o cancer de prostata. Portanto, os dados
atuais favorecem o uso de VNM associado com GSc e o PSA na avaliacdo do
cancer de prostata.

Palavras-chave: Cancer de préstata. Volume médio nuclear. Sistema de Escore de

Gleason. Diagnostico. Estereologia.



ABSTRACT

LEZE, Eduardo Moussa de Jabur. Stereologic and immunohistochemistry approach
in prostate cancer : a diagnostic revaluation and a possible therapeutic strategy.
2015. 69 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia e Ciéncias Cirargicas) — Faculdade
de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2015.

Efforts to improve the diagnosis, prognosis and surveillance of prostate cancer
(PCa) are relevant. Gleason score (GSc) overestimation may subject individuals to
unnecessary aggressive treatment. The purpose is to use stereology in PCa
evaluations and investigate whether mean nuclear volume (MNV) correlates with the
Gleason primary pattern (Gpp) and to improve the subjective GSc to obtain an
objective and reliable method without inter-observer dissension. We identified 74
radical prostatectomy specimens that were divided into six groups based on Gpp,
from 3 to 5. Controls (C) were designed in paired non-tumour regions of the same
specimens. MNV was estimated using the “point-sampled intercepts” method.
Differences in MNV among the C groups and the Gpp groups were tested with the
Kruskall-Wallis test and Dunn post-hoc test. Differences between each Gpp group
and its control counterpart were tested with the Wilcoxon test. Correlations were
evaluated with the Spearman rank correlation (Rispearman]). The correlations between
prostate-specific antigen (PSA) and GSc (R(spearman] Of 0.76) and between PSA and
MNV (Rispearman) Of 0.78) were moderately strong and highly significant, and the
correlation between MNV and Gpp (Rispearman) Of 0.53) was moderate and highly
significant. MNV was significantly greater in cancerous regions than in paired-control
regions. Limitations included sample size. Proper planning of a study, as well as the
availability of equipment and software for morphological quantification, can provide
incentive to quickly and accurately estimate MNV as an adjunct parameter in the
assessment of PCa. Inter-observer reproducibility of GSc is a problem. MNV
represents an objective and reproducible grading method for PCa. Current data
favour the use of MNV associated with GSc and PSA in the assessment of PCa.

Keywords: Prostate cancer. Mean nuclear volume. Gleason grading system.

Diagnosis. Stereology.
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INTRODUCAO

O cancer de prostata (CaP) € um importante problema de salde publica. No
Brasil, o CaP é o segundo cancer mais comum entre os homens (atras apenas do
cancer de pele ndo-melanoma). Em valores absolutos, é o sexto tipo mais habitual
no mundo e o mais prevalente em homens, representando cerca de 10% do total

de céanceres. Sua taxa de incidéncia é cerca de seis vezes maior nos paises

desenvolvidos, em comparacdo aos paises em desenvolvimentoX.

Mais do que qualquer outro tipo, € considerado um cancer da terceira idade, ja
gue em torno de trés quartos dos casos, no mundo, ocorrem a partir dos 65 anos. O
aumento, observado nas taxas de incidéncia no Brasil, pode ser parcialmente
justificado pela evolucdo dos métodos diagndsticos (exames), pela melhoria na
qualidade dos sistemas de informacéo do pais e pelo aumento na expectativa de
vida. Nos Estados Unidos da América, o CaP é a segunda causa de morte por
cancer (Haas et al., 2008). Assim, os esfor¢cos para melhorar o diagnostico e as
condutas terapéuticas do CaP séao relevantes.

O Sistema de Escore de Gleason (GSC) é o método que avalia a correlacédo
entre o grau histolégico e o progndstico em pacientes com CaP (Epstein, 2010).
Esse sistema é baseado na arquitetura das células cancerigenas, que sao
atribuidos cinco padr&es histoldgicos de reducdo da diferenciacdo. Desde 2005,
tem sido recomendado que os patologistas atribuam o valor do GSC, somando 0s
padrées de Gleason mais alto e mais comum em uma bibpsia, diferente do
método original do GSC, que acrescenta o padrdo mais comum e o0 segundo
padrao mais comum (Billis et al., 2008). Estas modificacdes feitas pela Sociedade
Internacional de Patologia Uroldgica (International Society of Urological Pathology -
ISUP), em 2005, foram uma tentativa de melhorar a correlacdo do GSc entre a
biépsia e a prostatectomia radical (Pierorazio et al., 2013).

Estudos tém mostrado que, devido a fraca reprodutibilidade interobservador
do Gsc, é dificil alcangar concordancia muatua (Allsbrook et al.,, 2001;
Burchardt et al., 2008).

Lhttp://www2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/tiposdecancer/site/home/prostata, 2015.
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Esta falta de concordancia é importante, principalmente, em pacientes com CaP,
bem como em individuos que sdo candidatos para, ou estdo sob vigilancia ativa
(Shapiro e Johnstone, 2012), tendo em vista que condutas mais agressivas no
tratamento podem ser impostas de forma desnecessaria. Tem sido proposta, para
a avaliagdo do nucleo de células tumorais, a determinacdo do “volume nuclear
meédio ponderado”, ou VNM (em inglés, mean nuclear volume) (Gundersen e
Jensen, 1985). O VNM é um método de execucéo rapida e alcanca resultados que
podem ser reprodutiveis no estudo das caracteristicas nucleares de células
neoplésicas (Mandarim-de- Lacerda, 1999).

A utilizacdo de marcadores biolégicos apresenta papel coadjuvante para avaliar
o0 comportamento clinico das neoplasias, pois as altera¢des oriundas da progressao
neoplasica resultam de inUmeros eventos celulares com alteracbes genética e
bioguimica. Dessa forma, em relacdo a estabilizacdo e o crescimento das células
tumorais, ha trabalhos que mostram a importancia do estudo dos marcadores
histolégicos, tais como, o antigeno de proliferacdo celular (Proliferating Cell
Nuclear Antigen, PCNA) muito expresso pelas células tumorais (Zhong et al.,
2008) e o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (Vascular Endothelial Growth
Factor, VEGF), que esta associado a angiogénese em diversos tumores (Claffey et
al., 1996). Esses dois marcadores podem ser avaliados pela imunohistoquimica e
ajudar na graduacao e no prognostico das neoplasias.

O objetivo do primeiro estudo é revisitar o uso da estereologia na avaliagdo do
CaP e investigar se o VNM se correlaciona com o Gleason primario (Gpp) para
substituir ou melhorar a subjetividade do GSC de tal forma que ele se torne um
método mais objetivo e confiavel, sem discordancia interobservador. Além disso,
temos outro estudo, o do comportamento dos marcadores PCNA e VEGF no CaP,
em comparacéo com tecidos benignos dos mesmos pacientes, a fim de determinar

mais detalhadamente a fisiopatologia desse tumor.
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REVISAO DA LITERATURA

1.1 A prostata
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As primeiras menc¢fes anatbmicas da préstata foram iniciadas por Herophilos,

na cidade de Alexandria, Egito, onde ganhou notoriedade. Nascido em 335 A.C na

cidade de Calcedbnia, Grécia, foi acompanhado por Erasitratus em suas

vividisseccbes, sendo considerado o Pai da Anatomia (Bay e Bay, 2010). Em

1536, Niccol6 Massa descreveu a prostata (Palmer, 1981), mas em 1543, Andreas

Vesalius publicou em desenho, detalhadamente, o 6rgdo em questdo no Tabulae

Anatomicae Sex (Figura 1) (Dauge et al.,1999). Ainda, dado digno de interesse

histérico é o desenho de Leonardo Da Vinci (1452-1519), em que nao consta a

préstata na anatomia masculina (Figura 2) (Dunn, 1997).

Figura 1 - Anatomia da préstata por Andreas Vesalius Figura 2 — Anatomia por

Fonte:

Andreas Vesalius, em Tabulae
Anatomicae Sex (Dauge et al.,
1999).

Leonardo da Vinci

s fhatld (L M
ot atp vy Vi o
P AT 2y

N B it Bt | VYN s 8
Lngreifey SRR Swmen dmlt

St 8 g el T

Legenda: llustracdo sem a presenca da
prostata. Fonte: Dunn, 1997.
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Alguns séculos apods, em 1912, Oswald Lowsley descreveu o desenvolvimento
embriologico da préstata humana e sugeriu a existéncia de cinco lobos (Lowsley,
1912) e o estudo do crescimento quantitativo da prostata em fetos humanos foi
realizado por um grupo franco-brasileiro (Dauge et al., 1986). McNeal difundiu o
conceito da anatomia zonal da prostata (Figura 3), ao serem identificadas trés
zonas distintas (Dauge et al., 1999). A zona periférica que representa 70% do
volume prostatico no adulto jovem, a zona central representando 25%, e a zona de
transicdo, 5% (McNeal, 1988). Essas zonas anatdomicas possuem sistemas ductais
distintos; porém o mais importante € que sdo diferentemente afetadas por
processos neoplasicos. Entre 60 a 70% dos carcinomas de préstata tém origem
na zona periférica, 10 a 20% na zona de transicdo e 5 a 10% na zona central. A
hiperplasia prostatica benigna origina- se uniformemente na zona de transicao,
acometendo também a zona periuretral (Selman, 2011).

A prostata é o o6rgdo masculino mais comumente afetado por neoplasias
benignas ou malignas. Essa glandula compreende o segmento mais proximal da
uretra. Anatomicamente, acompanhando a descricdo recente aplicada as

necessidades do urologista (Wilson, 2014), temos:

a) A prostata situa-se na pelve menor, separada anteriormente da sinfise
pubica pelo espaco retropubico (Retzius). A superficie posterior da préstata
esta afastada da ampola retal pelo septo reto-vesical (fascia de
Denonvilliers).

b) A base da préstata tem continuidade no colo da bexiga e o apice repousa
sobre a superficie superior do diafragma urogenital

c) Lateralmente a préstata se relaciona com a musculatura elevadora do anus.

d) Sua irrigacdo sanguinea arterial € derivada de ramos da artéria iliaca
interna (artéria vesical inferior e artéria retal média).

e) A drenagem venosa se faz através do complexo venoso dorsal, que
recebe a veia dorsal profunda do pénis e ramos vesicais, antes de drenar
nas veias iliacas internas.

f) Ainervagdo provém do plexo pélvico.

g) A prostata normal mede de 3 a 4 cm na base, 4 a 6 cm na sua dimensao

cefalocaudal e 2 a 3 cm na sua dimensao anteroposterior.
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Figura 3 - Anatomia da préstata descrita por McNeal

4' Zora de transigdo

Zona central

Zona antorior fibromuscular

C

Legenda: A figura acima ilustra a divisdo da prdstata em zonas: de transi¢éo (A), periférica
(B), anterior (C).
Fonte: Campbell’s Urology.

Em relacdo ao desenvolvimento da préstata, é, no periodo da adolescéncia, que
apresenta a maior taxa de crescimento, estabelecido em cerca de 1,6 g/ano,
atingindo seu peso fisiologico maximo de aproximadamente 20 g, na idade adulta.
O crescimento da prOstata € regulado por uma complexa interacéo entre o epitélio
e estroma prostéaticos (McNeal, 1990).

O epitélio da prostata humana consiste em trés maiores componentes celulares:
as células basais, luminais e neuroenddcrinas. As células basais sdo achatadas e
pequenas na base da membrana. Elas ndo mostram receptores androgénicos,
sendo consideradas células precursoras do epitélio prostatico (Roehrborn, 2008).

Independentemente do estimulo androgénico, essas células levam ao
crescimento das células intermediarias, que se proliferam e se deslocam atraves
do compartimento luminal, em que a diferenciacdo da origem a um grupo de
células luminais sensiveis ao androgénio. As células luminais produzem parte do
plasma seminal, incluindo o PSA e a fosfatase acida prostatica. Entre as células
epiteliais, estdo dispersas células neuroenddcrinas, que podem ter uma funcao
regulatoria através de diversos peptideos, assim como somatostatina, calcitonina e
neurotensina (McNeal, 1988; Lee et al., 2011).
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O estroma prostético envolve inimeros tipos de células abrigadas em uma
matriz extracelular feita de diversos tipos de colagenos e glicoproteinas. Os
fibroblastos e as células musculares lisas sdo os tipos celulares predominantes,
embora as células endoteliais androgénio sensitivas e células nervosas sejam
amplamente representadas (McNeal, 1988; Lee et al.,2011).

Apéds o crescimento fisioldégico para o tamanho adulto, a préstata entra em uma
fase de manutencédo, na qual a proliferacdo da célula prostatica ocorre em uma
taxa diaria de 1 a 2%, contrabalancada por igual taxa de morte celular programada.
O prejuizo nesse equilibrio poderia ser a causa para a hiperplasia prostatica
benigna (Shariat et al., 2005).

1.2 Cancer de prostata

O céancer de préstata (CaP) € a malignidade mais comumente diagnosticada nos
homens, constituindo-se na segunda causa principal de morte por cancer em
homens nos Estados Unidos e no Brasil (estima-se que 68.800 casos novos de
CaP ocorreram no Brasil no ano de

2014). Esses valores correspondem a um risco estimado de 70,42 casos novos a

cada 100 mil homens?2.

De todos os céanceres, a prevaléncia de CaP é a que aumenta mais
rapidamente com a idade. Mas ao contrario da maioria das demais malignidades,
gue tém idade de pico de incidéncia, nos casos de CaP a incidéncia continua a
aumentar com o avanco da idade.

Dados epidemiolégicos mostram que somente 25% dos CaP sado diagnosticados
antes dos 65 anos na Europa (Ferlay et al., 2010).

Os fatores de risco associados ao CaP séo divididos em fatores ndo modificaveis
e fatores externos (incluido estilo de vida). Inseridos em ambos os fatores
mencionados, estdo as exposi¢cfes androgénica e estrogénica, que tém mostrado
um comportamento favoravel a esta condicdo patologica, assim como elevados
niveis de fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-I) (Haas et al.,
2008).

http://www.inca.gov.br/estimativa/2014/sintese-de-resultados-comentarios.asp. Disponivel em 8
maio 2015
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VariagBes raciais sdo notaveis, tendo que, comparados com homens brancos
de ancestralidade Europeia, homens negros afrodescendentes tém 58% maior
incidéncia de CaP e 144% maior mortalidade, enquanto homens hispanicos tém
14% menos incidéncia e 17% menor mortalidade (Merrill e Sloan, 2012). Na
Europa ha diferencas entre as populagbes, como por exemplo, a incidéncia e
mortalidade nos homens da Suécia € o dobro nos da Espanha e 1 a 5 vezes dos
homens na Itdlia (Center et al., 2012). Dado de nota € que a incidéncia em
populacdes imigrantes de paises em desenvolvimento € menor que a incidéncia da
populacédo de individuos brancos nos paises desenvolvidos, mostrando que 0s
fatores genéticos ligados a raca sao importantes. Por outro lado, imigrantes
indianos e paquistaneses residentes, nos EUA tiveram incidéncia de CaP
substancialmente maior que a populacdo nativa de seus paises, 0 que pode ser
explicado pelos pobres programas de diagndstico precoce nos paises de origem ou
por fatores ambientais (Goggins e Wong, 2009).

O risco relativo de desenvolvimento do CaP é maior em homens que tém um
parente de primeiro grau com CaP (RR 2,48, 95% IC 2,25-2,74) do que um homem
com CaP, mas sem um parente de primeiro grau portador de CaP (Billis et al.). Esse
risco € maior em homens com menos de 65 anos que possuem um parente de
primeiro grau com CaP (RR 2,87, 2,21 — 3,74 vs 1,92, 1,49-2,47; p =0.002) e se o
parente afetado for um irméao é maior que se for o pai (RR 3,14, 2,37-4,15).

A histéria familiar € importante, mas somente 35% do risco familiar é explicado por
genes conhecidos (Eeles et al., 2013). Apesar de raro (cerca de 1 para 300), uma
mutacdo no BRCA2 confere cerca de 6 a 8 vezes maior risco em homens abaixo de
65 anos e essa mutacdo esta associada com CaP agressivo (Castro et al., 2013).
Outras mutacdes associadas foram reportadas nos genes BRCAL1, HOXB13, NBS1,
e CHEK2 (Goh e Eeles, 2014). A mutacdo em HOXB13 G84E mostrou um risco
relativo de 3 a 4 vezes, ocorrendo em 1,3 a 1,4% da populagéo geral (Huang e Cali,
2014). Com relagdo a dados levantados na literatura, mas de conclusdes
controversas, estdo possiveis riscos familiares que incluem padrdes de calvicie
masculina e comprimento digital (Amoretti et al., 2013).

As radiacdes ionizantes—e a ultravioleta da exposicao solar foram relacionadas
com CaP, assim como o contato com cadmio, no entanto essas suposi¢des ainda
carecem de maiores confirmacdes por estudos (Myles et al., 2008; Nair-Shalliker et
al., 2012).



18

A associagdo entre infecgcbes do trato urinario e o CaP esta, atraves da
fisiopatologia, relacionada a inflamacdo crbnica, cujo mecanismo no
desenvolvimento do CaP ainda € incerto (Nakai e Nonomura, 2013).

O tabagismo estd associado com um aumento moderado no risco para o
desenvolvimento do CaP. Essa associagdo € muito forte e o risco dobrado para
canceres agressivos ou fatais em tabagistas inveterados, quando comparados a
nao tabagistas. A forte associacdo de doenca agressiva com o tabagismo sugere
que o fumo possa contribuir com o efeito metastatico tumoral (Huncharek et al.,
2010) (Zu e Giovannucci, 2009).

O aumento da massa corporal estd associado com CaP avancado, mas com
incidéncia menor dos casos de CaP localizado. As associacdes dietéticas ainda
nao sdo notdrias, mas a carne vermelha, proteinas derivadas do leite e gordura
saturada sdo mencionadas como fatores. O estilo de vida sedentario foi ligado a
maiores concentracdes sericas de PSA e uma meta andlise de 19 estudos de
coorte e 24 casos controle mostraram uma relacao inversa entre o exercicio fisico
e o risco de CaP (Discacciati e Wolk, 2014).

1.2.1 Diagndéstico precoce do cancer de prostata

Adotado como préatica anual nos programas de rastreio do CaP, a dosagem do
antigeno prostatico especifico (PSA) € tido por alguns estudiosos como
controverso. Dois grandes ensaios, o Lung, Colorectal, and Ovarian Cancer
Screening Trial (PLCO) e o European Randomized Study on Screening for
Prostate Cancer (ERSPC), reportaram diferentes resultados, possivelmente por
terem diferentes modelos de estudo (Cuzick et al., 2014).

No PLCO foram comparados homens que fizeram as dosagens de PSA
anualmente (taxa de teste de 85% no primeiro ano) comparados com homens que
fizeram as dosagens de maneira esporadica (taxa de teste de 40% no primeiro ano).
Os homens que foram submetidos ao teste anualmente tiveram maior incidéncia de
CaP (RR 1,12, 95% IC 1,07-1,17), mas nao tiveram redugcao na mortalidade pelo
CaP (1,09, 0,87-1,36). Esta falta de beneficio pode ser explicada, pois ambos os

grupos foram submetidos a testes de PSA por trés anos antes do estudo, o que
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levou a uma selecdo dos pacientes que realizavam o0 exame preventivo
esporadicamente (Andriole et al., 2012).

Em contraste ao estudo anterior, no estudo ERSPC foi avaliado o papel do
rastreio pelo PSA em individuos que nao realizavam previamente a conduta
preventiva, de sete diferentes paises, com estratégias preventivas diferentes. De
uma maneira geral, os investigadores notaram 21% de reducdo nas mortes no
grupo de homens entre 55-69 anos apds 11 anos de seguimento (Schroder et
al., 2012).

O valor do rastreio realizado pelo PSA ainda carece de maiores explicacoes.
Um importante estudo, o CAP/ProtecT promete dar respostas relevantes por
acompanhar 450.000 homens, e valores preliminares serdo oferecidos em 2016
(Cuzick et al., 2014).

1.2.2 Diagnéstico atual e perspectivas diagnoésticas

O diagnéstico do CaP passou, historicamente, por mudancas favoraveis no
auxilio em que os dispositivos de puncao por agulha sao efetuados na préstata. O
acesso padrdo é a via transretal, sendo possiveis também, a via transuretral ou a
via perineal. Inicialmente, a bidpsia era guiada através do exame digital do reto, em
areas suspeitas ou aleatoriamente quando o valor do PSA era alarmante. Essa
técnica foi entdo substituida pelo exame guiado pelo ultrassom transretal, em
1989, realizado também de forma aleatéria, mas apds importante estudo publicado
(Hodge et al., 1989), foi substituido por bidpsias guiadas em areas suspeitas,
guando h& imagens hipoecoicas na ultrassonografia (Shariat e Roehrborn, 2008).

Atualmente séo realizadas doze puncgdes, em 0posi¢do ao que era inicialmente
feito, conhecido como bidpsia sextante, que era praticado por trés puncdes em
cada dimidio da prostata. Em pacientes com bidpsia prévia negativa e forte
suspeita do diagndstico de CaP, pode-se recomendar a bidpsia de saturagéo, onde
sédo executadas cerca de 20 pungdes (Shariat e Roehrborn, 2008). A substituicdo
das 12 puncdes guiadas por ultrassonografia transretal por apenas duas puncdes
guiadas por ressonancia magnética nao mostrou diferenca, sendo a ultima de

custo mais elevado e execucdo mais demorada (Baco et al.,2015).
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Dentre as possiveis inovagdes a caminho na pratica clinica, ha a dosagem
sérica de calicreinas e a dosagem urinaria do PCA3, que nesse caso se encontra
super expresso nas células do CaP e produzido somente em tecido prostatico, mas
nao é capaz de diferenciar baixo e alto riscos ho comportamento da agressividade
tumoral (Sequeiros et al., 2015). Para esse fim, ha outro marcador urinario, que
detecta a fusdo de TMPRSS2 com ERG (Egbers et al., 2015).

Vem crescendo na conduta clinica do urologista a solicitacdo de ressonancia
magnética multiparamétrica no auxilio diagnostico do CaP, quando ha suspeita,
principalmente por abordar na préstata, através do estudo de imagem, areas que
sdo inacessiveis ao exame retal digital e com a biopsia guiada por ultrassonografia
transretal, como nas localizacbes apical e anterior da prostata. O estadiamento
também é viavel a esse exame, por ser capaz de mostrar se ha extensao extra
capsular e das vesiculas seminais. Ainda sdo necessarios maiores estudos para
avaliar sua indicacdo nos casos de forte suspeita de CaP com bidpsias prévias
negativas (Barentsz et al., 2012; Lee et al., 2014).

1.2.3 Histolopatologia no cancer de préstata

Mais de 95% dos canceres da préstata sdo adenocarcinomas. Dos outros 5%,
90% sao carcinomas de células de transicdo e o0s restantes sao carcinomas
neuroenddcrinos ou sarcomas (Fine, 2012).

O diagnéstico de CaP se baseia efetivamente na arquitetura citologica. A
camada de células basais esta ausente nos casos de cancer de prostata, embora
esteja presente em glandulas normais, com HPB e nas lesdes precursoras de
CaP. Em caso de duvida diagnostica de CaP, pode-se obter coloracdo
imunohistoquimica de ceratina de alto peso molecular, pois ocorre marcacao
preferencial das células basais. Assim, a auséncia de coloracdo € consistente com
CaP (Seipel et al., 2014).

A neoplasia intraepitelial prostatica (NIP) € o precursor do CaP invasivo
(Andriole et AL, 2012). O aspecto diferenciador fundamental é a auséncia da
camada das células basais da arquitetura glandular. Embora NIP tenha as
caracteristicas citolégicas do CaP, a camada de células basais esta presente.

Comumente a NIP é classificada em duas categorias: alto grau e baixo grau. Ha
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associagao entre NIP e CaP invasivo em aproximadamente 50 a 80% dos casos,
enquanto o NIP de baixo grau esta associado a CaP invasivo em apenas cerca de
20% dos casos. Dessa forma, se um paciente teve biopsias com agulha
apresentando apenas NIP de alto grau, sera fundamental uma nova biopsia, a fim
de que se exclua a possibilidade de ndo ter sido notado um cancer invasivo
(Shapiro e Johnstone, 2012).

1.2.4 Graduacdo de Gleason

O médico patologista Donald Gleason (1920-2008) publicou, no periédico
Cancer Chemotherapy Reports, em 1966, sua metodologia que prometia aferir o
prognoéstico de pacientes com CaP através da arquitetura das células
cancerigenas. Foi lentamente sendo disseminado seu conceito, até a aprovacéao e
recomendacao a partir de 1987 (Epstein, 2010).

E notavel que apds 25 anos de sua aprovacdo, o Sistema de Escore de
Gleason (GSC) continua a ser o método padrdo para avaliar a correlacédo entre o
grau histologico e o prognéstico em pacientes com CaP (Epstein, 2010). Esse
sistema € baseado na arquitetura das células cancerigenas, que sao atribuidas a
um dos cinco padrdes histolégicos de reducdo da diferenciacdo. Desde 2005, tem
sido recomendado que os patologistas atribuam o valor do GSC somando 0s
padrées de Gleason mais alto e mais comum e em uma bidpsia, em oposicdo ao
método original do GSC, que acrescentou 0 padrdo mais comum e o0 segundo
padrdao mais comum (Billis et al., 2008). Essas modificacdes feitas pela Sociedade
Internacional de Urologia Patologia (ISUP), em 2005, foram uma tentativa de
melhorar a correlagéo entre a biopsia e a prostatectomia radical, mas também h& a
necessidade de mudanca na atribuicdo dada pelos patologistas para refletir mais
de perto o comportamento do tumor, tendo em vista que o uso desta alteracao pela

ISUP ainda n&o é largamente utilizada (Pierorazio et al., 2013).
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Figura 4: Graduacéo de Gleason (Gleason Score)

Legenda: llustracdo dos cinco padrdes histolégicos de reducd@o da diferenciacdo, onde 1 € o mais
diferenciado e 5 0 menos diferenciado. O método original é realizado pela soma dos dois
padrées mais comuns.

Fonte: Adaptado de, Campbel/’s Urology 10th edition..

Estudos tém mostrado que, devido a fraca reprodutibilidade interobservador do
GsC, é dificil alcancar concordancia matua (Allsbrook et al., 2001; Burchardt et al.,
2008), por se tratar de um método subjetivo, dependente da avaliacdo comparativa
realizada pelo patologista. Além disso, quase 20% dos casos de prostatectomia
radical mostram padrdes terciarios, o que significa que uma amostra de biopsia de
agulha pode apresentar um padrao mais elevado de Gleason terciario, resultando
em superestimacao aparente da biopsia por agulha (Epstein et al., 2012). Essa
falta de concordancia € importante principalmente em pacientes com CaP, bem
como em individuos que séo candidatos para ou estdo sob vigilancia ativa, ou seja,
pacientes com o diagnostico de CaP ndo sédo submetidos a cirurgia por
preencherem critérios de baixa agressividade tumoral, podendo ser observados e
examinados com frequéncia, na tentativa de se evitar o tratamento cirdrgico ou
radioterapico (Shapiro e Johnstone, 2012). Dessa maneira, ha a preocupacdo em
tentar enquadrar o paciente de acordo com a real agressividade imposta por sua
doenca, a fim de evitar que condutas mais espoliativas resultantes do tratamento

possam ser oferecidas de forma desnecessaria.
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1.3 Volume nuclear médio

A andlise morfométrica do nucleo das células envolvidas na neoplasia,
principalmente nos casos de tumores epiteliais (carcinomas) tem sido considerada
um indicador confiavel para o diagndstico e gradacdo de malignidade e tem sido
empregada para prever o resultado terapéutico, incluindo CaP. A morfometria
nuclear representa um método quantitativo que avalia dimensdes, proporcdes e
formas do ndcleo da célula cancerosa (Sorensen, 1992).

O fator de esfericidade nuclear (Epstein et al.) tem sido utilizado na avaliacao de
diferentes tipos de tumores, no entanto a execucdo do método, para aferir a
medida exata do nucleo, € complexa, devido ao uso de réguas microscopicas ou
sistemas de analise de imagens, que ainda, podem ndo apresentar resultados
desejaveis (Mandarim-de-Lacerda, 1999).

Diversos autores relataram uma associacdo significativa entre a evolugdo do
CaP e dados da analise morfométrica do nacleo da célula neoplasica (Arima et
al., 1997; Fujikawa et al., 1999; Soda et al., 1999). Os parametros morfométricos
nucleares refletem variacbes na area e forma do nucleo, sendo reprodutivel pelo
mesmo ou por diferentes examinadores. Tem sido proposta para a avaliacdo do
nacleo de células tumorais a determinagédo do “volume nuclear médio ponderado”,
ou VNM (em inglés, mean nuclear volume) (Gundersen e Jensen, 1985). Em
comparacdo ao FEN, o VNM é de execucdo rapida e alcanca resultados
reprodutiveis no estudo das caracteristicas nucleares de células neoplasicas
(Mandarim-de-Lacerda, 1999).

Descrito em 1985 por Gundersen e Jensen, o VNM é um estimador
estereoldgico do volume nuclear médio ponderado das particulas de formas
arbitrarias, ou seja, para qualquer mistura de elipséides (esferas, esferbides ovais-
oblatos ou elipsoides triaxiais). Esse estimador é baseado no método da
"Intercessé@o dos pontos amostrados”, sendo Unica exigéncia de que as particulas
individuais devam ser, inequivocamente, identificadas por seus perfis em cortes
aleatorios. Em suma, o estimador é reduzido a uma simples funcédo de medicdes
de diametros no plano de corte (Gundersen e Jensen, 1985). Os detalhes sdo

informados especificamente na sessao: Estereologia, em materiais e métodos.
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1.4 PCNA e VEGF no céancer de préstata

A proliferacdo celular € uma condicdo fundamental para a progressao tumoral,
tanto em tumores primarios, quanto em areas metastaticas. O PCNA é reconhecido
como um marcador histologico na fase G1/S do ciclo celular, tendo um
comportamento fundamental na replicacdo celular (Zhong et al., 2008). O PCNA
tem como papel coordenar as atividades celulares para o seu crescimento, morte e
manutencao funcional. Esse conjunto orquestra um possivel alvo terapéutico em
pacientes com CaP (Wang, 2014).

Estudos prévios mostraram que a imunomarcacgdo para PCNA no tecido tumoral
€ pouco associada com valor prognostico, mas frequentemente usado como
marcador de proliferacdo e € constantemente superexpresso nas células
cancerigenas (Wang, 2014). Um motivo plausivel para esses achados encontra-se
no fato de que os trimeros do PCNA estéo dispostos em dois pocos de células que
correspondem a func@es diferentes no CaP (Wang, 2014). No entanto, ainda nao
h& recursos para diferenciar essas duas populacdes de células, sendo, atualmente,
um dos motivos que ndo faz do PCNA um bom previsor prognostico no cancer.
Sua inibigdo, contudo, é uma estratégia anticancer factivel (Wang, 2014).

Um dos conhecidos fatores pré-angiogénicos, o VEGF, esta associado com o
crescimento vascular de diversos tumores e sua expressdo aumentada €
primariamente induzida pela hipoxia (Claffey et al., 1996). Os horménios
androgénicos sao importantes reguladores do VEGF, sugerindo que a evolugao do
CaP pode ser influenciada por regulagdo hormonal, como o0s receptores
androgénicos, estrogénio, progesterona, vitamina D e outros (Walczak et al.,
2004; Cardus et al., 2009; de Brot et al., 2015).

O aumento da expressao do VEGF no CaP também esta associado ao estagio
clinico, ao aumento nos graus maiores do escore de Gleason e nos casos
metastaticos (pacientes com doenca metastatica possuem niveis mais elevados de
VEGF do que pacientes com doenca localizada) (Green et al., 2007). Tendo em
vista a associacdo do VEGF com a angiogénese tumoral e proliferacdo celular,
algumas terapias que visam a atuacao no fator de crescimento endotelial vascular
estdo sendo estudadas em ensaios clinicos com aplicagbes promissoras

(Kollermann e Helpap, 2001).
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2 OBJETIVOS

Analisar, com auxilio da estereologia e de marcadores biologicos, o
comportamento do cancer de prostata de acordo com a graduagdo de
Gleason. Para isso foram desenvolvidos dois trabalhos.

Objetivos Especificos

O primeiro estudo tem por objetivo avaliar se o volume nuclear médio
ponderado (VNM) pode acrescentar relevancia ou substituir a graduagéo de
Gleason, por ser um método objetivo, de boa reprodutibilidade e facil execucao.

O segundo estudo tem por objetivo avaliar, através da imunohistoquimica, a
expressdo dos marcadores bioldgicos PCNA e VEGF, no CaP, relacionando a
classificacdo de Gleason e a densidade da imunomarcacdo quantificada, através do

software, de modo a evitar a subjetividade do avaliador.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os presentes estudos seguem o0s principios enunciados na Declaracdo de
Helsinki e foram aprovados pelo comité de ética local para pesquisa cientifica, sob
namero CAAE:26713914.5.0000.5259. As amostras vieram de diferentes urologistas
que atuam na Casa de Saude Séo José, do Rio de Janeiro e o Gpp foi criado por
apenas um patologista treinado (CM-0).

O primeiro estudo foi realizado com amostras obtidas de 74 pacientes
submetidos a prostatectomia radical como uma terapia de primeira escolha para
o CaP localizado e localmente avancado (Leze et al., 2014).

Os pacientes foram divididos em seis grupos com base no Gpp e o0 antigeno
prostatico especifico (PSA) de cada amostra foi observado antes da cirurgia. Trés
grupos representaram os tipos de padrao primario (regides tumorais, T) de Gpp 3
(G3, n = 20), Gpp 4 (G4, n = 28), e Gpp 5 (G5, n = 26). Os controles foram
projetados em regifes ndo tumorais (NT) pareados das mesmas amostras e foram
referidos como C3 (para regides NT das amostras de Gleason 3), C4 (para regides
NT das amostras de Gleason 4) e C5 (para regides de NT para amostras de Gleason
5).

3.1 Metodologia para a analise estereoldgica da préostata

3.1.1 Histologia

O material foi fixado rapidamente durante 48h em formaldeido (4% wt/v em
tampao fosfato0,1 M, pH 7,2), embebido em parafina, seccionado com uma
espessura de 5 um, e corado com hematoxilina e eosina. Os cortes foram analisados
com objetiva plano acromatica de imersdo em Oleo (x100) em um microscépio
Olympus BX51 (Olympus América, Miami, EUA) e uma camera digital Infinity 1-5¢
(Lumenera, Ottawa, ON, Canada). As imagens digitais foram obtidas para a
quantificacao de regibes T e NT, tal como definido pelo patologista especialista.
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3.1.2 Estereologia

Realizada na amostragem por pontos em linhas-teste. Os nucleos sao
amostrados com uma probabilidade diretamente proporcional ao seu volume.

O VNM foi estimado utilizando o método da "intercessao dos pontos amostrados”
em cinco campos microscopicos diferentes por paciente, totalizando pelo menos
50 nucleos por amostra (Gundersen e Jensen, 1985). Um sistema teste, que
consiste em linhas paralelas associadas com pontos teste, foi sobreposto a cada

campo do microscopio, como indicado abaixo na Figura 5.

Figura 5: Sistema de linhas paralelas interceptadas por pontos
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Legenda: A figura ilustra o modelo de linhas paralelas para a estimacédo estereoldgica do volume
nuclear médio ponderado.

3.1.3 Amostragem dos nucleos

Os nucleos sédo amostrados numa area-teste orientada, como visto na Figura 5. A
area- teste tem indicacbes numéricas nos lados superior e lateral direito. Nas
indicacdes numéricas alinha-se um sistema-teste, com pontos equidistantes sobre
linhas paralelas, que foi construido em uma folha de acetato transparente e aplicado
sobre a éarea-teste, no monitor plano LCD do computador. O espacamento dos
pontos ndo deve ser menor que a meédia do tamanho dos nucleos que serao
medidos.

Esse sistema deve ser alinhado passando por um dos niameros que constam da

area-teste e pelo ponto zero (cruzamento de x e y no canto inferior esquerdo). As
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medidas sao feitas determinando um numero aleatoriamente (por sorteio) e
alinhando-se o sistema-teste a area- teste conforme o nimero selecionado (veja a

Figura 6).

3.1.4 Medida dos nucleos

Apoés o alinhamento do sistema-teste sobre a area-teste sdo medidos apenas o0s
nacleos tocados pelos pontos do sistema-teste. Os nucleos interceptados pelas
linhas superior e lateral direita séo excluidos (Gundersen e Jensen, 1985). O nucleo
que é tocado pelo ponto teste tem seu trecho de intersec¢cdo na linha deste
mensurado com uma régua logaritmica (Mandarim-de-Lacerda, 1999).

A régua logaritmica é construida com 15 classes, de modo que a largura da 12 e
da 152 classe estd em uma razdo de 1:10 na escala logaritmica, em que a largura de
qualquer classe € aproximadamente 17% maior do que a da classe anterior
(Mandarim-de-Lacerda,1999).
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Figura 6: Exemplo de estimagdo estereoldgica do volume nuclear médio

ponderado
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Legenda: O numero sorteado foi 70, as linhas amarelas mostram os nucleos medidos através do
sistema de linhas paralelas interceptadas por pontos. No canto inferior direito, a régua
logaritmica responséavel pelas classes de cada nucleo.

Fonte: Adaptado de, Mandarim-de-Lacerda, 1999.

O sistema-teste é construido para interceptar os ndcleos, normalmente apenas
uma vez, porém, quando um nucleo é tocado por mais de um ponto, a mensuracao
do trecho de intersecao deve considerar 0 numero de vezes em que o nucleo é
amostrado (Gundersen e Jensen, 1985). As medidas obtidas com a régua
logaritmica s@o expressas em classes e devem ser convertidas em uma unidade

de volume, através da seguinte formula (Mandarim-de-Lacerda, 1999):
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VNMP = Z(ZEFF) [l] %)

3
Sendo F a mediana do numero de nucleos medidos em cada classe da

regua, E o comprimento da classe da régua em milimetros e A o aumento final

da microscopia. O resultado estara convertido em pums.

3.1.5 Célculos do VNM

Cada interseccdo com os nucleos foi mensurada e multiplicada por 11/3 para
o valor do VNM. Além disso, quantificou-se a densidade numérica nuclear por area,
ou seja, o numero de perfis nucleares por area (NA) da fotomicrografia, que no
nosso caso mediu 5.675 pm2,

Uma planilha de célculo foi organizada no programa Microsoft Excel para a
determinacao dos valores do VNM dos casos estudados. Apés a inclusao do nimero
de medidas por classes da régua logaritmica, a planilha calculou o resultado final do
VNM.

3.1.6 Analise estatistica referente aos dados estereoldgicos

A correlacdo de Spearman (R [Spearman]) foi estimada para determinar as
correlagdes entre: a) GSC e PSA, b) VNM e PSA, e c) Gpp e VNM.

As diferencas do VNM entre os grupos e dentro dos grupos C e G foram
analisados com o teste de Kruskall-Wallis seguido do pos-teste de Dunn.

As diferengcas que resultaram quando se comparou cada Gpp com 0O Seu
homologo do grupo controle foram avaliadas pelo teste de Wilcoxon. Os dados séo
apresentados como a mediana e o intervalo de confianca de 95% (IC). O valor de
P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. O programa Prism foi utilizado
para realizar as analises estatisticas e gerar os graficos (versdo 6.05 para
Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).
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3.1.7 Imunohistoquimica da prostata

O segundo estudo, relacionado ao PCNA e VEGF, foi realizado com
amostras obtidas de 15 pacientes submetidos a prostatectomia radical como terapia
de primeira escolha para o CaP localizado e localmente avancado. Os pacientes
foram divididos em seis grupos com base no Gpp. Trés grupos representaram 0s
tipos de padrao primario (regides tumorais, T) de Gpp 3 (G3, n =5), Gpp 4 (G4, n =
5), e Gpp 5 (G5, n=5).

Os controles foram projetados em regifes ndo tumorais (NT) pareados das
mesmas amostras e foram referidos como C3 (para regides NT das amostras de
Gleason 3), C4 (para regides NT das amostras de Gleason 4) e C5 (para regidoes de
NT para amostras de Gleason 5).

ApoOs prostatectomia radical, a prostata foi incluida em Paraplast-plus (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), os cortes foram seccionados a espessura de 5 um,
desparafinizado com xilol e reidratados com &lcool em concentracfes decrescentes,
na sequéncia foi realizada a recuperacdo antigénica utilizando tampéo citrato com
pH 6,0 a 60° C durante 20 minutos. A peroxidase enddgena foi inativada com
peréxido de hidrogénio a 3%, entre todas as etapas foram utilizadas lavagens com a
solucéo salina fosfato tamponada (PBS) com pH 7,4 durante 5 minutos. Os cortes
da préstata foram incubados respectivamente com 0s anticorpos primarios anti-
antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA, M0879, DakoCytomation) ou anti-
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, SC-152, Santa Cruz Biotechnology,
CA, USA) na diluicdo de 1:100 durante 2 horas. Na sequéncia, as amostras foram
tratadas com um anticorpo biotinilado, utilizado como anticorpo secundéario e
detectado por reacdo com o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB+Kit,
K0679, DakoCytomation).

As imunomarcacdes positivas foram detectadas apos incubacdo com o
cromoégeno diaminobenzidina por 3 minutos (K3466, DAB, DakoCytomation) e
contracorados com a hematoxilina de Mayer. As imagens digitais foram obtidas com
um microscopio BX51 (Olympus Co.,Tokio, Japdo), acoplado a uma camera 1-5¢
(Lumenera Co., Ottawa, Canada). Foram adquiridas imagens de 5 campos
microscopicos diferentes por paciente, com auxilio da ferramenta de selecdo de

densidade da imunomarcacgédo, que foi utilizada, para selecionar e quantificar as
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areas anti-PCNA e anti-VEGF da prostata, analisadas com o software Image- Pro
Plus verséo 7.01 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA).

3.1.8 Analise estatistica referente a Imunohistoguimica

Os dados foram analisados para a distribuicdo normal e homocedasticidade das
variancias. As diferencas entre os grupos foram avaliadas com teste t-pareado ou
ANOVA de um fator e pos-teste de Holm-Sidak. Os dados foram expressos como
meédia e desvio padrao. Valor de P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo
(Prism verséo 6.05 para Windows, GraphPad Software, La Jolla CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 As correlagcdes de Spearman

a) PSA vs Escore de Gleason

A correlagdo entre o PSA e o GSC foi moderadamente forte, mostrando um
valor do R[Spearman] de 0,76, com IC de 95% de 0,62 a 0,85, que € altamente
significativo (P <0,0001) (Figura 7).

b) PSA vs VNM

A correlagdo entre o PSA e o VNM foi moderadamente forte, mostrando um
valor do R[Spearman] de 0,78 com um IC de 95% de 0,65 a 0,86, que foi altamente
significativo (P <0,0001). Os coeficientes de correlacdo de Spearman foram

significantes e moderadamente fortes, respectivamente (Figura 7).

c) VNM vs Escore de Gleason

A correlagédo entre VNM e o GSc foi moderada, mostrando um valor do R
[Spearman] de 0,53, com IC de 95% entre 0,30 a 0,69, o que foi significativo (P
<0,0001). O coeficiente de correlacdo de Spearman foi moderado, R [Spearman]
de 0,53 (IC de 95% entre 0,30 a 0,69, P <0,0001), (Figura 8).
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Figura 7: Correlacdo entre os valores de antigeno prostéatico especifico (PSA) com o
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Figura 8: Correlacéo entre o volume nuclear médio (VNM) e o escore de Gleason.
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A dispersao do VNM para os grupos esta detalhada na figura 5 e Tabela 1. As
diferencas foram significativas quando comparado o VNM com um Gpp tendo os
seus homologos do grupo controle. O VNM foi significativamente maior em regifes
cancerigenas do que em regifes do controle pareado com 22% no Gpp3, 135% no
Gpp4, e 140% no Gpp5. Houve um aumento continuo no VNM em regides
cancerigenas de Gpp3 a Gpp5. Essas diferencas foram significativas, e o0 VNM do
grupo G5 foi de 64% maior em comparacdo ao G3 e 22% maior do que o G4.
Embora o valor do VNM tenha sido maior no G4 em comparagdo ao G3, essa
diferenca ndo foi significativa e pode ser justificada com base no tamanho da

amostra.
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Figura 9: Dispersdo do volume nuclear médio (VNM) nos grupos com as medianas,
nas linhas horizontais (IC de 95%; Controle e Céncer Gpp3 P= 0.01,
Controle e Cancer Gpp4 P= 0.0005, Controle e Cancer Gpp5 P= 0.002).

700p
P=0.002
A
soo} =
A
AA
500p
N
ME ..
(m]
= ‘o L
400} ° g
s ;
Z . .
o Apna
A
200F O
100§
[¢]
0 2 2 A 2 2 2
Controle Cancer Controle Cancer Controle Cancer
Gpp 3 Gpp 4 Gpp 5

Podem ser avaliadas, de maneira mais criteriosa, as diferengas percentuais
entre 0s grupos controle e tumorais; ainda, as diferencas entre os Gpp 3, Gpp4 e

Gpp5, além das variagcfes de seus volumes e as respectivas medianas.
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Tabela 1: O volume nuclear médio (VNM) nos grupos

Controle (VNM, pm?®) Cancer (VNM, pm®) Variaciio
Gpp _
Mediana 95% 1IC Mediana 95% IC %
3 163.6 947 a 186.2 199.6 148.5 a 306.6 C3vs. G3 +22 G3vs. G5 +64
4 114.4 883 a 1474 2693  216.0 a 349.6 C4vs.G4 +135 G3vs. G4 -

5 136.6  107.2a 176.2 3274 3043 a 480.5 C5vs.G5  +140  G4vs. G5 +22

Legenda: A significAncia das variagbes do grupo Controle (C) e do grupo padrdo priméario de
Gleason (Gpp) nos grupos Cancer (G) estdo indicados.
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4.2 Imunomarcagéo para PCNA

Foi observada imunomarcacao positiva para PCNA e a diferenca foi significativa
quando comparado as areas ndo tumorais com as tumorais. As células
cancerigenas foram mais intensamente coradas no grupo Gpp5 (17.2%) quando
comparadas ao grupo Gpp3 (12.18% P= 0.014) e ao grupo Gpp4 (10.4 P= 0.003)
(Figura 10). As fotomicrografias referentes a marcacdo do anticorpo anti-PCNA
mostram marcacao citoplasmatica nas areas nao tumorais, que correspondem a
areas de tecido prostatico benigno. Nas areas tumorais de adenocarcinoma
prostatico tal marcagéo apresenta-se também positiva, de intensidade maior que os

grupos controle (Figura 11).

Figura 10: Percentual de imunomarcacado para PCNA com diferenca significativa

comparando as areas ndo tumorais com as tumorais
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Legenda: As células cancerigenas foram mais intensamente coradas no grupo Gpp5 quando
comparadas ao grupo Gpp3 e ao grupo Gpp4. NT: Nao tumoral. T: Tumoral. Gpp = Padrao
primario de Gleason, referentes aos graus 3, 4 e 5 de Gleason.
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Figura 11: Fotomicrografias com marcacdo do anticorpo anti-PCNA no citoplasma

das células glandulares

Legenda: Observa-se marcagdo citoplasmatica nas areas nao tumorais, que correspondem a areas
de tecido prostatico benigno. Nas areas tumorais de adenocarcinoma prostatico tal
marcacdo apresenta-se também positiva, de intensidade maior. NT: N&o tumoral. T:
Tumoral. Gpp = Padr@o primario de Gleason, referentes aos graus 3, 4 e 5 de Gleason,
(mesmo aumento em todas as fotomicrografias).
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4.3 Imunomarcacao para VEGF

Observamos areas de imunomarcacao positiva para VEGF e a diferenca foi
estatisticamente significativa comparando as areas nao tumorais com as tumorais.
As células cancerigenas apresentaram-se intensamente mais imunocoradas no
grupo Gpp5 (22.4%) quando comparadas ao grupo Gpp3 (16.7%, P=0.02), porém
nao apresentaram resultado semelhante em relagdo ao grupo Gpp4 (18.7% P=
0.11) (Figura 12). As fotomicrografias referentes a marcacao do anticorpo anti-
VEGF apresentaram marcacao citoplasmatica nas areas ndo tumorais, que
correspondem a areas de tecido prostatico benigno. Nas areas tumorais de
adenocarcinoma prostatico tal marcacdo apresenta-se também positiva, no

entanto, de intensidade maior que os grupos controle (Figura 13).

Figura 12: Percentual de imunomarcacdo para VEGF com diferenca significativa

comparando as areas ndo tumorais com as tumorais
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Legenda: As células cancerigenas foram mais intensamente coradas no grupo Gpp5 quando
comparadas ao grupo Gpp3, mas ndo ao grupo Gpp4. NT: N&o tumoral. T: Tumoral. Gpp =
Padréo primario de Gleason, referentes aos graus 3, 4 e 5 de Gleason.
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Figura 13: Fotomicrografias das imunomarcacoes para VEGF

Legenda: Notam-se marcacdes nas células basais dos tecidos ndo tumorais, enquanto nas células
tumorais a marcacgdo é esparsa pelo estroma prostatico. NT: Nao tumoral. T: Tumoral. Gpp
= Padrdo primario de Gleason, referentes aos graus 3, 4 e 5 de Gleason, (mesmo aumento
em todas as fotomicrografias).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, houve correlacdes significativas e moderadamente fortes

entre o PSA e 0 GSC e entre o PSA e o VNM. A correlagao entre o Gpp e o VNM

também foi significativa, mas moderada. Esses resultados indicam que, tanto o Gpp,
guanto o VNM sé&o parametros auxiliares no diagnaostico e / ou vigilancia do CaP. Isso
é extremamente relevante, pois, como mencionado, GSC € um método comparativo
que depende da formacéo do patologista, enquanto VNM é baseado em contagens
obtidas, através do desenho, baseado na estereologia.

No presente estudo, em vez do GSc, o Gpp foi comparado com o VNM para
obter os resultados mais confidveis possiveis, quando o mais alto padrdo de
Gleason era utilizado, através da recomendacdo da ISUP de 2005, a fim de
estabelecer a gravidade tumoral pelo maior grau afetado. Com essa estratégia, néo
houve diferenga quando se compara o GSC original e as modificacées da ISUP
aplicadas a partir de 2005. No entanto, quando o PSA foi correlacionado com o GSC
e o0 VNM, as modificagdes da ISUP 2005 mostraram diferenca positiva.

O VNM foi significativamente diferente quando se compararam regifes de
controle (ndo- tumorais) com regifes contendo o tumor, indicando que VNM é uma
alternativa eficaz para avaliar o CaP nos casos em que a imunohistoquimica esta
indisponivel ou para aumentar a confiabilidade do diagndstico. Além disso, o
aumento do valor do VNM do Gpp3 para o Gpp5 foi diferente entre o Gpp3 e Gpp5 e
entre o Gpp4 e Gpp5. Ressaltamos que a observacdo de nenhuma diferenca no
VNM entre o Gpp3 e Gpp4 é possivelmente devido ao tamanho da amostra. Estudos
adicionais poderiam esclarecer esse ponto no futuro. As classificacoes de Gleason
convencional e modificada foram correlacionadas com a idade, PSA sérico e o
envolvimento do cancer em bidpsias de agulha (Helpap e Egevad, 2008).

Além disso, houve uma forte correlacdo entre o0 GSc e o volume do tumor em
tumores bem diferenciados ou com diferenciacéo intermediaria, e considerando que
quantidades relativamente altas de PSA por unidade de volume de céncer sao
produzidos, a alta densidade do PSA foi o prognéstico mais forte independente do
subestadiamento do tumor. No entanto, como o0s tumores de grau superior

produzem menos PSA por unidade de volume, a densidade do PSA perde a sua
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capacidade preditiva, e outros marcadores clinicos de volume tumoral, tais como a
doenca palpavel e os numeros de nucleos positivos se tornam mais preditivos
(Corcoran et al., 2012; Oh et al, 2012). Logo o VNM pode contribuir
significativamente para a predicdo de um controle bioquimico (PSA) (Matsui et al.,
2004).

Estudos tém mostrado que a reprodutibilidade interobservador do sistema de
classificacéo de Gleason permanece moderada (Allsbrook et al., 2001; Oyama et al.,
2005). Embora a magnitude de discordancia seja bastante modesta, as proporcdes
substanciais de biopsia e prostatectomia das amostras tinham diferente GSC
atribuido no momento do diagnostico (63% para a bidpsia e 72% para a
prostatectomia), em comparacdo com agqueles designados por andlise de
especialistas (Goodman et al., 2012). Deve-se ressaltar que, no presente estudo, o
material estudado foi oriundo de prostatectomias radicais como a terapia de primeira
escolha para CaP localizado e localmente avangado, e o GSC foi atribuido por uma
Unica patologista especialista em CaP, o que certamente tende a minimizar o viés de
atribuicdo GSC.

A identificacdo confidvel do adenocarcinoma bem diferenciado de préstata
em amostras de bidpsia continua sendo um desafio (Fanning et al., 2010). Para
medir essa confiabilidade, a concordancia entre os patologistas foi testada, e 0 GSC
atribuido por 15 especialistas em patologia urolégica que avaliaram quinze amostras
de biopsias de CaP e foram comparados 0s GSC atribuidos por 337 membros da
European Network of Uropathology. A concordancia entre especialistas e membros
foi baixa (média de 71,4% no GSC 6, e a média de 56,4% no GSC 7 (P = 0,009). A
classificacdo de alto grau de CaP como GSC 4+3 e GSC 8-10 resultou em niveis
mais elevados de concordancia entre biépsia e prostatectomia radical (Egevad et al.,
2013).

Além disso, existe ampla discordancia na literatura relatando desacordo entre
0 GSC atribuido a pacientes com diagnéstico de biépsia por agulha e apés a
prostatectomia radical (Shapiro e Johnstone, 2012; Rapiti et al., 2013). Ha, portanto,
uma tendéncia geral para subgraduacdo das amostras de biopsias, e estes graus de
concordancias séo, possivelmente, suportados pelo niumero de puncdes obtidas da
bidpsia (dez ou mais puncdes de bidpsia por agulha elevaram a proporcdo de uma

correspondéncia exata para 72%) (Rapiti et al., 2013) ou, o fato de que mais de um
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terco dos pacientes, em que se verificou, as amostras foram subgraduadas com
base na bidpsia inicial da préstata (Shapiro e Johnstone, 2012).

Por outro lado, a superestimacdo do GSC em extensas bidpsias da prostata

ou a presenca de um maior padréo de Gleason terciario obtido em uma amostra de
biopsia de agulha, que se encontra em quase 20% da prostatectomia radical, pode
expor os individuos para tratamento agressivo desnecessério (Epstein et al., 2012;
Katz et al., 2012). Portanto, a homogeneidade das amostras e a atribuicdo do GSC
no presente estudo devem ser consideradas contribuicdes validas para a
classificacédo e diagnostico do CaP.

Nota-se que o presente estudo foi realizado com amostras obtidas de
prostatectomia radical, e o GSC levou em consideracdo as modificacoes feitas pelo
ISUP em 2005, as quais tentaram melhorar a correlacdo entre a bidpsia e a
prostatectomia radical. Essas mudancas poderiam ser as razdes para algumas
diferencas em relagdo a correlacéo entre o VNM e o GSC quando se comparam
resultados relatados anteriormente (antes de 2005), quando néo houve correlagdo
entre o0 GSc e o VNM, sendo as amostras histolégicas retiradas de biopsias por
agulha (Arima et al., 1997), e os presentes achados.

O estudo das alteracdes fisiopatoldgicas associadas com doencas humanas
gue envolvem mutacdes na estrutura nuclear tem esclarecido muitas funcdes
fisiolégicas da estrutura e organizacao nuclear. Alteracées na forma nuclear podem
ser um resultado das for¢cas que atuam sobre a matriz extracelular ou de processos
intracelulares, que se pensa serem transmitidos para o nucleo através do
citoesqueleto celular (Dahl et al., 2008). Como os tumores malignos podem alterar a
forma nuclear, e aumentar a sua dimensao, a estimativa de alargamento nuclear em
termos de volume, em um meétodo tridimensional parece ser necessaria (Buhmeida
et al., 2000).

Desde 1985, os patologistas e pesquisadores tém explorado a possibilidade
de estimar o volume médio de particulas de forma arbitraria (Gundersen e Jensen,
1985). Um estudo mostrou a associacdo entre 0 VNM e o tempo de duplicacéo do
PSA, que correlacionou positivamente o VNM com o comportamento e prognostico
do CaP (Arai et al., 2001a), sugerindo o VNM como valor progndstico da recorréncia
bioguimica do PSA para pacientes com doenca confinada ao 6rgdo clinicamente
tratado com prostatectomia radical (Arai et al.,01b).
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Os resultados do presente estudo estdo de acordo com esta correlacéo entre
os niveis de VNM e o PSA, bem como o VNM e o Gpp. Além disso, os resultados de
estudos de combinacdo de PSA e o volume estimado do tumor, com estimativas de
VNM tém contribuido significativamente para a previsdo da gravidade pela fase
patologica do CaP, sugerindo a utilizacdo desses trés fatores para prever esta fase
do CaP antes da cirurgia (Fujikawa et al.,2000a; Fujikawa et al., 2000b).

No segundo estudo descrito previamente, a imunomarcacdo para PCNA e
VEGF no CaP foi eficiente em diferenciar as areas néo tumorais das tumorais no
mesmo paciente, assim como mostrou capacidade de diferenciar o Gpp de classe
maior, a 5. E digno de nota que esse trabalho analisou tecidos oriundos de
prostatectomia radical, obtidos como a primeira escolha na terapia de canceres de
prostata locais ou localmente avancados; casos com doenca metastatica ndo foram
incluidos pois ndo se enquadram como candidatos a prostatectomia radical.

A atuacao androgénica na carcinogénese da préstata € conhecida desde 1941
(Huggins e Hodges, 2002), sendo, ainda importante nos céanceres localizado e
metastatico (Wang et al., 2009). Por isso, a privacdo androgénica como forma
terapéutica € capaz de impedir ou retardar a progressao tumoral, mas alguns casos
sdo refratarios, capazes de ignorar a dependéncia androgénica, remanescendo
incuraveis (de Brot et al., 2015).

Entre os mediadores de crescimento tumoral e metastase, os fatores pré
angiogénicos se mostram importantes alvos para a contencdo da progressao
tumoral, pois as terapias que visam a vascularizacdo tumoral tém sido promissoras
(Harper e Bates, 2008). Ainda, pacientes com doenca metastatica possuem niveis
séricos de VEGF mais elevados quando comparados aos pacientes com doenca
localizada; ainda, elevados niveis de VEGF estdo associados com resultados menos
favoraveis no tratamento de pacientes com CaP (Green et al., 2007). Drogas
utilizadas recentemente com atuacao anti VEGF geraram efeitos colaterais notorios
como sangramento gastrointestinal, perfuragdo intestinal e embolismo pulmonar
(Mangoni et al., 2012; Ogita et al., 2012). Estudos mais recentes tém tentado
esclarecer como combinacbes de novas terapias podem focar na sinalizacdo de
VEGF, com diminui¢cdes dos efeitos colaterais, mas mantendo os efeitos benéficos
na reducdo tumoral (de Brot et al.,2015).

Estudos prévios mostraram que, a imunomarcacdo de PCNA no tecido

tumoral esta fracamente associada com valor progndstico, mas frequentemente
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usado como marcador de proliferacdo e frequentemente superexpresso nas células
cancerigenas (Wang, 2014). A dificuldade em se mostrar um bom marcador
progndéstico, como abordado previamente, esta na incapacidade de diferenciar os
diferentes pocos dos trimeros do PCNA. No entanto, a estratégia de combate ao

cancer merece voltar atengdes a sua inibicao.
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CONCLUSAO

Os dados atuais sao a favor do uso de VNM associado com GSC e PSA na

avaliacdo do CaP. A estimativa do VNM requer uma abordagem baseada em um
projeto com algum envolvimento de matemética e estatistica. De fato, nos moldes
atuais, isso pode ser considerado pouco pratico para uso amplo na avaliacao
rotineira do CaP pelo patologista tradicional. No entanto, com planejamento
adequado do estudo, bem como a atual disponibilidade de equipamentos e
programas para a quantificacdo morfolégica, pode haver a estimativa rapida e
precisa do VNM como parametro auxiliar para a avaliacao do CaP.
Além disso, o PCNA e o VEGF foram mais expressos nos tecidos afetados pelo
CaP, quando comparado aos tecidos benignos dos mesmos pacientes.
Ressaltando que h& tumores resistentes ao bloqueio hormonal com resposta
inadequada as terapias atuais, os resultados apresentados indicam a possibilidade
de um tratamento que aborde simultaneamente o PCNA e o VEGF.

A falta de agentes terapéuticos apropriados para evitar ou retardar a progressao
do CaP, requerem inovacdes tanto no diagnéstico, como no prognéstico e

tratamento do CaP mais eficazes.



53

REFERENCIAS

Allsbrook WC, Jr., Mangold KA, Johnson MH, Lane RB, Lane CG, Epstein JI.
Interobserver reproducibility of Gleason grading of prostatic carcinoma: general
pathologist. Hum Pathol 2001; 32:81-88.

Amoretti A, Laydner H, Bergfeld W. Androgenetic alopecia and risk of prostate
cancer: a systematic review and meta-analysis. J Am Acad Dermatol 2013; 68:937-
943.

Andriole GL, Crawford ED, Grubb RL, 3rd, Buys SS, Chia D, Church TR et al.
Prostate cancer screening in the randomized Prostate, Lung, Colorectal, and
Ovarian Cancer Screening Trial: mortality results after 13 years of follow-up. J Natl
Cancer Inst 2012; 104:125-132.

Arai Y, Egawa S, Kuwao S, Ogura K, Baba S. The role of volume-weighted mean
nuclear volume in predicting tumour biology and clinical behaviour in patients with
prostate cancer undergoing watchful waiting. BJU Int 2001a; 88:909-914.

Arai Y, Okubo K, Terada N, Matsuta Y, Egawa S, Kuwao S et al. Volume-weighted
mean nuclear volume predicts tumor biology of clinically organ-confined prostate
cancer. Prostate 2001b; 46:134-141.

Arima K, Sugimura Y, Hioki T, Yamashita A, Kawamura J. Stereologically estimated
mean nuclear volume of prostatic cancer is a reliable prognostic parameter. Br J
Cancer 1997; 76:234-237.

Baco E, Rud E, Eri LM, Moen G, Vlatkovic L, Svindland A et al. A Randomized
Controlled Trial To Assess and Compare the Outcomes of Two-core Prostate Biopsy
Guided by Fused Magnetic Resonance and Transrectal Ultrasound Images and
Traditional 12-core Systematic Biopsy. Eur Urol 2015
(doi:10.1016/j.eururo.2015.03.041).

Barentsz JO, Richenberg J, Clements R, Choyke P, Verma S, Villeirs G et al. ESUR
prostate MR guidelines 2012. Eur Radiol 2012; 22:746-757.

Bay NS, Bay BH. Greek anatomist herophilus: the father of anatomy. Anat Cell Biol
2010; 43:280-283.

Billis A, Guimaraes MS, Freitas LL, Meirelles L, Magna LA, Ferreira U. The impact of
the 2005 international society of urological pathology consensus conference on
standard Gleason grading of prostatic carcinoma in needle biopsies. J Urol 2008;
180:548-552; discussion 552-543.

Buhmeida A, Kuopio T, Collan Y. Nuclear size and shape in fine needle aspiration
biopsy samples of the prostate. Anal Quant Cytol Histol 2000; 22:291-298.



54

Burchardt M, Engers R, Muller M, Burchardt T, Willers R, Epstein JI et al.
Interobserver reproducibility of Gleason grading: evaluation using prostate cancer
tissue microarrays. J Cancer Res Clin Oncol 2008; 134:1071-1078.

Cardus A, Panizo S, Encinas M, Dolcet X, Gallego C, Aldea M et al. 1,25-
dihydroxyvitamin D3 regulates VEGF production through a vitamin D response
element in the VEGF promoter. Atherosclerosis 2009; 204:85-89.

Castro E, Goh C, Olmos D, Saunders E, Leongamornlert D, Tymrakiewicz M et al.
Germline BRCA mutations are associated with higher risk of nodal involvement,
distant metastasis, and poor survival outcomes in prostate cancer. J Clin Oncol
2013; 31:1748-1757.

Center MM, Jemal A, Lortet-Tieulent J, Ward E, Ferlay J, Brawley O et al.
International variation in prostate cancer incidence and mortality rates. Eur Urol
2012; 61:1079-1092.

Claffey KP, Brown LF, del Aguila LF, Tognazzi K, Yeo KT, Manseau EJ et al.
Expression of vascular permeability factor/vascular endothelial growth factor by
melanoma cells increases tumor growth, angiogenesis, and experimental metastasis.
Cancer Res 1996;

56:172-181.

Corcoran NM, Casey RG, Hong MK, Pedersen J, Connolly S, Peters J et al. The
ability of prostate-specific antigen (PSA) density to predict an upgrade in Gleason
score between initial prostate biopsy and prostatectomy diminishes with increasing
tumour grade due to reduced PSA secretion per unit tumour volume. BJU Int 2012;
110:36-42.

Cuzick J, Thorat MA, Andriole G, Brawley OW, Brown PH, Culig Z et al. Prevention
and early detection of prostate cancer. Lancet Oncol 2014; 15:e484-492.

Dahl KN, Ribeiro AJ, Lammerding J. Nuclear shape, mechanics, and mechano
transduction. Circ Res 2008; 102:1307-1318.

Dauge MC, Delmas V, Mandarim-de-Lacerda CA. Development of the human
prostate during the first stages of fetal life. Morphometric study. Bull Assoc Anat
(Nancy) 1986;70:5-11.

Dauge MC, Delmas V, Potier M. The anatomic lobulation of the prostate, a
controversial description. Morphologie 1999; 83:5-14.

de Brot S, Ntekim A, Cardenas R, James V, Allegrucci C, Heery D et al. Regulation
of vascular endothelial growth factor (VEGF) in prostate cancer. Endocr Relat
Cancer 2015 (Doi:10.1530/ERC-15-0123).

Discacciati A, Wolk A. Lifestyle and dietary factors in prostate cancer prevention.
Recent Results Cancer Res 2014; 202:27-37.

Dunn PM. Leonardo Da Vinci (1452-1519) and reproductive anatomy. Arch Dis Child
Fetal Neonatal Ed 1997; 77:F249-251.



Eeles RA, Olama AA, Benlloch S, Saunders EJ, Leongamornlert DA, Tymrakiewicz
M et al. Identification of 23 new prostate cancer susceptibility loci using the ICOGS
custom genotyping array. Nat Genet 2013; 45:385-391, 391e381-382.

Egbers L, Luedeke M, Rinckleb A, Kolb S, Wright JL, Maier C et al. Obesity and
Prostate Cancer Risk According to Tumor TMPRSS2:ERG Gene Fusion Status.
Am J Epidemiol 2015 (Doi: 10.1093/aje/kwu344).

Egevad L, Ahmad AS, Algaba F, Berney DM, Boccon-Gibod L, Comperat E et al.
Standardization of Gleason grading among 337 European pathologists.
Histopathology 2013; 62:247-256.

Epstein JI. An update of the Gleason grading system. J Urol 2010; 183:433-440.

Epstein JI, Feng Z, Trock BJ, Pierorazio PM. Upgrading and downgrading of
prostate cancer from biopsy to radical prostatectomy: incidence and predictive
factors using the modified Gleason grading system and factoring in tertiary grades.
Eur Urol 2012; 61:1019-1024.

Fanning DM, Kay E, Fan Y, Fitzpatrick JM, Watson RW. Prostate cancer grading:
the effect of stratification of needle biopsy Gleason Score 4 + 3 as high or
intermediate grade. BJU Int 2010; 105:631-635.

Ferlay J, Shin HR, Bray F, Forman D, Mathers C, Parkin DM. Estimates of
worldwide burden of cancer in 2008: GLOBOCAN 2008. Int J Cancer 2010;
127:2893-2917.

Fine SW. Variants and unusual patterns of prostate cancer: clinicopathologic
and differential diagnostic considerations. Adv Anat Pathol 2012; 19:204-216.

Fujikawa K, Aoyama T, Itoh T, Nishio Y, Miyakawa M, Sasaki M. Volume-weighted

55

mean nuclear volume. Is this new prognosticator comparable in different institutions?

Anal Quant Cytol Histol 2000a; 22:55-62.

Fujikawa K, Itoh T, Nishio Y, Miyakawa M, Sasaki M. The role of volume-weighted
mean nuclear volume in predicting disease outcome in patients with prostate cancer
treated with radical prostatectomy. APMIS 1999; 107:773-778.

Fujikawa K, Matsui Y, Kobayashi T, Miura K, Oka H, Fukuzawa S et al.
Predicting pathological stage of localized prostate cancer using volume weighted
mean nuclear volume. J Urol 2000b; 164:1587-1590.

Goggins WB, Wong G. Cancer among Asian Indians/Pakistanis living in the
UnitedStates: low incidence and generally above average survival. Cancer Causes
Control 2009; 20:635-643.

Goh CL, Eeles RA. Germline genetic variants associated with prostate cancer

and potential relevance to clinical practice. Recent Results Cancer Res 2014,
202:9-26.



56

Goodman M, Ward KC, Osunkoya AO, Datta MW, Luthringer D, Young AN et
al.Frequency and determinants of disagreement and error in gleason scores: a
population- based study of prostate cancer. Prostate 2012; 72:1389-1398.

Green MM, Hiley CT, Shanks JH, Bottomley IC, West CM, Cowan RA et al.
Expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) in locally invasive prostate
cancer is prognostic for radiotherapy outcome. Int J Radiat Oncol Biol Phys 2007;
67:84-90.

Gundersen HJ, Jensen EB. Stereological estimation of the volume-weighted mean
volume of arbitrary particles observed on random sections. J Microsc 1985; 138:127-
142.

Haas GP, Delongchamps N, Brawley OW, Wang CY, de la Roza G. The
worldwide epidemiology of prostate cancer: perspectives from autopsy studies.
Can J Urol 2008; 15:3866-3871.

Harper SJ, Bates DO. VEGF-A splicing: the key to anti-angiogenic therapeutics? Nat
Rev Cancer 2008; 8:880-887.

Helpap B, Egevad L. Correlation of modified Gleason grading of prostate carcinoma
with age, serum prostate specific antigen and tumor extent in needle biopsy
specimens. Anal Quant Cytol Histol 2008; 30:133-138.

Hodge KK, McNeal JE, Terris MK, Stamey TA. Random systematic versus
directed ultrasound guided transrectal core biopsies of the prostate. J Urol
1989; 142:71-74; discussion 74-75.

Huang H, Cai B. GB4E mutation in HOXB13 is firmly associated with prostate cancer
risk: a meta-analysis. Tumour Biol 2014; 35:1177-1182.

Huggins C, Hodges CV. Studies on prostatic cancer: I. The effect of castration, of
estrogen and of androgen injection on serum phosphatases in metastatic
carcinoma of the prostate. 1941. J Urol 2002; 168:9-12.

Huncharek M, Haddock KS, Reid R, Kupelnick B. Smoking as a risk factor for
prostate cancer: a meta-analysis of 24 prospective cohort studies. Am J Public
Health 2010; 100:693-701.

Katz B, Srougi M, Dall'Oglio M, Nesrallah AJ, Sant'anna AC, Pontes J, Jr. et al.
Are we able to correctly identify prostate cancer patients who could be adequately
treated by focal therapy? Urol Oncol 2012; 30:794-797.

Kollermann J, Helpap B. Expression of vascular endothelial growth factor

(VEGF) and VEGF receptor Flk-1 in benign, premalignant, and malignant prostate
tissue. Am J Clin Pathol 2001; 116:115-121.

Lee CH, Akin-Olugbade O, Kirschenbaum A. Overview of prostate anatomy,
histology, and pathology. Endocrinol Metab Clin North Am 2011; 40:565-575,
Viil-ix.



57

Lee DJ, Ahmed HU, Moore CM, Emberton M, Ehdaie B. Multiparametric
magnetic resonance imaging in the management and diagnosis of prostate
cancer: current applications and strategies. Curr Urol Rep 2014; 15:390.

Leze E, Maciel-Osorio CF, Mandarim-de-Lacerda CA. Advantages of evaluating
mean nuclear volume as an adjunct parameter in prostate cancer. PLoS One 2014;
9:€102156.

Lowsley OS. The development of the human prostate gland with reference to
the development of other structures at the neck of the urinary bladder. Amer J
Surg 1912; 13:299-350.

Mangoni M, Vozenin MC, Biti G, Deutsch E. Normal tissues toxicities triggered by
combined anti-angiogenic and radiation therapies: hurdles might be ahead. Br J
Cancer 2012; 107:308-314.

Matsui Y, Ichioka K, Terada N, Yoshimura K, Terai A, Dodo Y et al. Impact of
volume weighted mean nuclear volume on outcomes following salvage radiation
therapy after radical prostatectomy. J Urol 2004; 171:687-691.

McNeal J. Pathology of benign prostatic hyperplasia. Insight into etiology. Urol
ClinNorth Am 1990; 17:477-486.

McNeal JE. Normal histology of the prostate. Am J Surg Pathol 1988; 12:619-633.

Merrill RM, Sloan A. Risk-adjusted incidence rates for prostate cancer in the United
States. Prostate 2012; 72:181-185.

Myles P, Evans S, Lophatananon A, Dimitropoulou P, Easton D, Key T et
al.Diagnostic radiation procedures and risk of prostate cancer. Br J Cancer
2008;98:1852-1856.

Nair-Shalliker V, Smith DP, Egger S, Hughes AM, Kaldor JM, Clements M et al. Sun
exposure may increase risk of prostate cancer in the high UV environment of New
South Wales, Australia: a case-control study. Int J Cancer 2012; 131:E726-732.

Nakai Y, Nonomura N. Inflammation and prostate carcinogenesis. Int J Urol 2013;
20:150-160.

Oqgita S, Tejwani S, Heilbrun L, Fontana J, Heath E, Freeman S et al. Pilot Phase
Il Trial of Bevacizumab Monotherapy in Nonmetastatic Castrate-Resistant
Prostate Cancer. ISRN Oncol 2012; 2012:242850.

Oh JJ, Hong SK, Lee JK, Lee BK, Lee S, Kwon OS et al. Prostate-specific
antigen vs prostate-specific antigen density as a predictor of upgrading in men
diagnosed with Gleason 6 prostate cancer by contemporary multicore prostate
biopsy. BJU Int 2012; 110:E494-499.

Oyama T, Allsbrook WC, Jr., Kurokawa K, Matsuda H, Segawa A, Sano T et al. A
comparison of interobserver reproducibility of Gleason grading of prostatic



58

carcinoma in Japan and the United States. Arch Pathol Lab Med 2005; 129:1004
1010.

Palmer R. Nicolo Massa, his family and his fortune. Med Hist 1981; 25:385-410.

Pierorazio PM, Walsh PC, Partin AW, Epstein JI. Prognostic Gleason grade
grouping: data based on the modified Gleason scoring system. BJU Int 2013;
111:753-760.

Rapiti E, Schaffar R, Iselin C, Miralbell R, Pelte MF, Weber D et al. Importance
and determinants of Gleason score undergrading on biopsy sample of prostate
cancer in a population-based study. BMC Urol 2013; 13:19.

Roehrborn CG. Pathology of benign prostatic hyperplasia. Int J Impot Res 2008; 20
Suppl 3:511-18.

Schroder FH, Hugosson J, Roobol MJ, Tammela TL, Ciatto S, Nelen V et al.
Prostate- cancer mortality at 11 years of follow-up. N Engl J Med 2012; 366:981-
990.

Seipel AH, Samaratunga H, Delahunt B, Wiklund F, Wiklund P, Lindberg J et al.
Immunohistochemical profile of ductal adenocarcinoma of the prostate. Virchows
Arch 2014; 465:559-565.

Selman SH. The McNeal prostate: a review. Urology 2011; 78:1224-1228.

Sequeiros T, Bastaros JM, Sanchez M, Rigau M, Montes M, Placer J et al.
Urinary biomarkers for the detection of prostate cancer in patients with high-
grade prostatic intraepithelial neoplasia.Prostate 2015;10.1002/pros.22995.

Shapiro RH, Johnstone PA. Risk of Gleason grade inaccuracies in prostate
cancer patients eligible for active surveillance. Urology 2012; 80:661-666.

Shariat SF, Ashfag R, Roehrborn CG, Slawin KM, Lotan Y. Expression of
survivin and apoptotic biomarkers in benign prostatic hyperplasia. J Urol
2005;174:2046-2050.

Shariat SF, Roehrborn CG. Using biopsy to detect prostate cancer. Rev Urol 2008;
10:262-280.

Soda T, Fujikawa K, Ito T, Sasaki M, Nishio Y, Miyakawa M. Volume-weighted
mean nuclear volume as a prognostic factor in renal cell carcinoma. Lab Invest
1999; 79:859-867.

Sorensen FB. Quantitative analysis of nuclear size for objective malignancy
grading: a review with emphasis on new, unbiased stereologic methods. Lab
Invest 1992; 66:4-23.

Walczak R, Joseph SB, Laffitte BA, Castrillo A, Pei L, Tontonoz P. Transcription of
the vascular endothelial growth factor gene in macrophages is regulated by liver X



receptors. J Biol Chem 2004; 279:9905-9911.

Wang Q, LiW, Zhang Y, Yuan X, Xu K, Yu J et al. Androgen receptor regulates a
distinct transcription program in androgen-independent prostate cancer. Cell 2009;
138:245-256.

Wang SC. PCNA: a silent housekeeper or a potential therapeutic target? Trends
Pharmacol Sci 2014; 35:178-186.

Wilson AH. The prostate gland: a review of its anatomy, pathology, and treatment.
JAMA 2014; 312:562.

Zhong W, Peng J, He H, Wu D, Han Z, Bi X et al. Ki-67 and PCNA expression in
prostate cancer and benign prostatic hyperplasia. Clin Invest Med 2008; 31:E8-15.

Zu K, Giovannucci E. Smoking and aggressive prostate cancer: a review
of the epidemiologic evidence. Cancer Causes Control 2009; 20:179
1810.

59



60

APENDICE - Advantages of Evaluating Mean Nuclear Volume as an Adjunct
Parameter in Prostate Cancer

BPLOS | one

OPEN 8 ACCESS Freely available online

Advantages of Evaluating Mean Nuclear Volume as an
Adjunct Parameter in Prostate Cancer

Eduardo Leze, Clarice F. E. Maciel-Osorio, Carlos A. Mandarim-de-Lacerda*

Laboratory of Morphometry, Metabolism and Cardiovascular Disease, Biomedical Center, State University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil

Abstract

Background: Efforts to improve the diagnosis, prognosis and surveillance of prostate cancer (PCa) are relevant. Gleason
score (GSc) overestimation may subject individuals to unnecessary aggressive treatment. We aimed to use stereology in PCa
evaluations and investigate whether mean nuclear volume (MNV) correlates with the Gleason primary pattern (Gpp) and to
improve the subjective GSc to obtain an objective and reliable method without inter-observer dissension.

Methods: We identified 74 radical prostatectomy specimens that were divided into six groups based on Gpp, from 3 to 5.
Controls (C) were designed in paired non-tumor regions of the same specimens. MNV was estimated using the “point-
sampled intercepts” method. Differences in MNV among the C groups and the Gpp groups were tested with the Kruskall-
Wallis test and Dunn post-hoc test. Differences between each Gpp group and its control counterpart were tested with the
Wilcoxon test. Correlations were evaluated with the Spearman rank correlation (Rispearman)-

Results: The correlations between prostate-specific antigen (PSA) and GSc (Rispearman; ©f 0.76) and between PSA and MNV
(Rispearman ©f 0.78) were moderately strong and highly significant, and the correlation between MNV and Gpp (Rispearman) of
0.53) was moderate and highly significant. MNV was significantly greater in cancerous regions than in paired-control
regions. Limitations included sample size.

Conclusions: Proper planning of a study, as well as the availability of equipment and software for morphological
quantification, can provide incentive to quickly and accurately estimate MNV as an adjunct parameter in the assessment of
PCa. Current data are in favor of the use of MNV associated with GSc and PSA in the assessment of PCa.
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radical prostatectomy, but there is also a need for a change in
reporting to more closely reflect tumor behaviour [4].

Studies have shown that, given the poor inter-observer
reproducibility of the GSc, it is difficult to achieve mutual
concordance [5 7). In addition, almost 20% of radical prostatec-
tomy cases demonstrate tertiary patterns, which means that a
needle biopsy sample exhibits a higher tertiary Gleason pattern,
resulting in apparent overgrading of the needle biopsy [8]. This
lack of agreement is primarily important in patients with PCa as
well as individuals who are candidates for or are under active
surveillance [9].

Without doubt, progress in terms of the identification of cancer
molecular markers has benefited PCa diagnosis, prognosis and
treatment [10,11]. However, the nuclear structure in the tumor

Introduction

Prostate cancer (PCa), which is an important public health
concern in Western countries and an emerging malignancy in
developing nations, is the most frequently diagnosed cancer in
American males and the second leading cause of cancer deaths in
the United States [1]. Thus, efforts to improve the diagnosis,
prognosis and surveillance of PCa are relevant.

It is notable that nearly 25 years after its adoption, the Gleason
score (GSc) system remains a timely method to evaluate the
correlation between histologic grade and prognosis in patients with
PCa [2]. This system is based on the architecture of cancer cells,
which are assigned to one of five histologic patterns of decreasing
differentiation. Since 2005, it has been recommended that
pathologists assign a GSc grade by adding together the most
common and the highest Gleason patterns in a biopsy, as opposed
to the original GSc method that added the most common and the

remains a matter of interest. Alterations in nuclear size and shape,
in the number and size of nucleoli and to chromatin can be related
to the altered functional properties of cancer cells or tissue

second most common patterns [3]. These modifications made by
the International Society of Urological Pathology (ISUP) in 2005
were an attempt to improve the correlation between biopsy and
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remodelling [12]. Consequently, stereological estimation of the
mean nuclear volume (MNV), which is an unbiased estimate of
three-dimensional variables obtained from a two-dimensional set
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of images, represents an objective and reproducible grading
method for PCa [13].

The aim of the present study is to revisit the use of stereology in
PCa evaluation and investigate whether MNV correlates with the
Gleason primary pattern (Gpp) to replace or improve the
subjective GSc such that it becomes a more objective and reliable
method without inter-observer dissension.

Material and Methods

This study follows the principles outlined in the Declaration of
Helsinki and was approved by the local ethics committee for
scientific research (Ethics Committee for Research with Human
Subjects at the State University of Rio de Janeiro, CEP, Process
Number 618329) that is associated with the National Committee
for Ethics in Research (CONEP) and directly linked to the
National Health Council of Brazil.

We submitted the research to Platform Brazil, the national and
unified basis of records of research involving humans for any
CEP/CONEP system (http://conselho.saude.gov.br/). The ma-
terial was collected over the years and filed in an institutional
collection. Thus, at the moment of the research we had no more
contact with the patients or their families. We have discussed
frankly with members of CEP the difficulty of retrieving signatures
in an written informed consent by patients in the present case. The
members of the CEP have considered this point raised by us. In
their decision, they emphasized the need of a written informed
consent of patients, but they understood the present case as
exceptional and, therefore, the study was exempted from informed
consent of patients.

This study was performed on specimens obtained from 74
patients who underwent radical prostatectomy as a first-choice
therapy for localized and locally advanced PCa. The Gpp was
established by only one trained pathologist (CM-O). Patients were
divided into six groups based on Gpp, and the prostate-specific
antigen (PSA) value of each sample was noted prior to surgery.
Three groups represented the primary pattern grades (tumor
regions, T) of Gpp 3 (G3, n=20), Gpp 4 (G4, n=28), and Gpp 5
(G5, n=26). Controls were designed in paired non-tumor (NT)
regions of the same specimens and were referred to as C3 (for NT
regions of Gleason 3 specimens), C4 (for NT regions of Gleason 4
specimens), and C5 (for NT regions of Gleason 5 specimens).

The material was rapidly fixed for 48 h in freshly prepared
formaldehyde (4% wt/vol in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2),
embedded in paraflin, sectioned with a nominal thickness of 5 pum,
and stained with haematoxylin and eosin. The sections were
analyzed using an oil immersion plan achromatic objective (X100}
with an Olympus BX51 microscope (Olympus America, Miami,
USA) and an Infinity 1-5¢ digital camera (Lumenera, Ottawa,
ON, Canada). Digital images were taken for quantification of T
and NT regions as defined by the expert pathologist.

Stereology

MNV was estimated using the ‘“‘point-sampled intercepts™
method in five different microscopic fields per patient totalling at
least 50 nuclei per specimen [14]. A test system consisting of
parallel lines associated with test points was superposed onto each
microscopic field as demonstrated in Figure 1. The direction of the
lines on the sample was determined by lottery, and for each point
inside the unbiased counting frame that hit a nucleus, the nuclear
intercept through the point was measured. The measurement of
the intercept length was performed using a 32-mm logarithmic
ruler composed of a series of 15 classes, where the width of any
class is approximately 17% larger than that of the preceding class.
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Figure 1. Schema of the test system used to estimate the mean
nuclear volume based on the “point-sampled intercepts”
method. The test system, with points, is overlaid on the prostate
image and aligned with the border numbers as defined by lottery
(arrowheads). The length of the sampled nuclei (arrows) is measured
with a logarithmic ruler (see below).
doi:10.1371/journal.pone.0102156.g001

Each individual intercept was cubed, and the mean of all of these
values was multiplied by 7t/3 to give MNV. The numerical nuclear
density in the plane, i.e., the number of nuclear profiles per area
(Na), was determined using a frame of 5,675 pm”.

Statistical analysis

The Spearman rank correlation (Rspeanman)) Was estimated for
each sample to determine the correlations between: aj GSc and
PSA, b) MNV and PSA, and ¢) Gpp and MNV (Tables S1 and
S2). The differences in MNV between the groups and within the C
and G groups were assessed by the Kruskall-Wallis analysis of
variance followed by the Dunn post-hoc test. The differences that
resulted when comparing each Gpp with its control counterpart
were assessed by the Wilcoxon test. Data are shown as the median
and the 95% confidence interval (CI). A Pvalue of =<0.05 was
considered statistically significant. The GraphPad Prism program
(version 6.03 for Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA) was used to perform statistical analyses and generate
graphics.

Results

Spearman rank correlations

a) PSA vs. Gleason scores. The correlation between PSA
and GSc was moderately strong, demonstrating an Rspear-
man] Value of 0.76 with a 95% CI of 0.62 to 0.85, which was
highly significant (P<<0.0001) (Fig. 2).

b) PSA vs. MNV. The correlation between PSA and MNV was
moderately strong, demonstrating an Rspcammany value of
0.78 with a 95% CI of 0.65 to 0.86, which was highly
significant (P<0.0001) (Fig. 2).

c¢) MNV vs. Gleason primary pattern. The correlation
between MNV and Gpp was moderate, demonstrating an
R{spearman) Value of 0.53 with a 95% CI of 0.30 to 0.69,
which was highly significant (P<<0.0001) (Fig. 3).
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Figure 2. Correlati bet the prostate specific anti
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(PSA) value and both the Gleason score and mean nuclear volume

{MNV). The Spearman coefficients of correlation were moderately strong and significant.

doi:10.1371/journal.pone.0102156.9002

Mean nuclear volume

The variability of MNV for the groups is detailed in Fig. 4 and
Table 1. The differences were significant when comparing MNV
in a Gpp with its control counterparts. MNV was significantly
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Figure 3. Correlation between Gleason score and mean nuclear
volume (MNV). The Spearman coefficient of correlation was moderate
and significant for the sample.

doi:10.1371/journal.pone.0102156.9g003
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greater in cancerous regions than in paired-control region by 22%
in Gpp 3, by 135% in Gpp 4, and by 140% in Gpp 5. There was a
continuous increase in MNV in cancerous regions from Gpp 3 to
Gpp 5. These differences were significant, and MNV of the G5
group was 64% greater than G3 and 22% greater than G4.
Although MNV demonstrated a higher value in G4 compared to
G3, this difference was not significant and could be based on
sample size.

Discussion

In the present study, there were significant and moderately
strong correlations between PSA and GSc and between PSA and
MNV. The correlation between Gpp and MNV was also
significant but moderate. These findings indicate that both Gpp
and MNV are adjunct parameters in the diagnosis and/or
surveillance of PCa. This is extremely relevant because, as
mentioned, GSc is a comparative method that is dependent on
the training of the pathologist, while MNV is based on counts
obtained through design-based stereology.

The Gpp instead the GSc was compared with MNV to obtain
the most reliable results possible, as we had selected the most
prevalent pattern for each histological sample to avoid biases in
studying the surrounding fields when the highest Gleason pattern
was used (in several samples these fields were small). With this
strategy, there was no difference when comparing the former GSc
and the ISUP modifications applied from 2005. However, when
PSA was correlated with GSc and MNV, the 2005 ISUP
modifications made a difference.

MNV was always significantly different when comparing
control regions (non-tumor) with regions containing the tumor,
indicating that MNV is an effective alternative to evaluate PCa in
cases where immunohistochemistry is unavailable or to increase
the reliability of a diagnosis. In addition, MNV value increased
from Gpp 3 to Gpp 5 and was different between Gpp 3 and Gpp 5
and between Gpp 4 and Gpp 5. We emphasize that the
observation of no difference in MNV between Gpp 3 and Gpp
4 is possibly due to sample size. Further studies could clarify this
point in the future.
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Figure 4. Dispersion of mean nuclear volume (MNV) in the
groups with median (horizontal line} and 95% interval
confidence noted (see also Table 1). The statistical significance is
indicated.
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Conventional and modified Gleason grading both correlated
with age, serum PSA and cancer involvement in needle biopsies
[15]. Moreover, there was a strong correlation between GSc and
tumor volume in well/intermediate differentiated PCa, and given
that relatively high amount of PSA per unit volume of cancer are
produced, high PSA density was the strongest single predictor of
tumor undergrading. However, as higher grade tumors produce
less PSA per unit volume, PSA density loses its predictive ability,
and other clinical markers of tumor volume such as palpable
disease and numbers of positive cores become more predictive
[16,17], as MNV may contribute significantly to the prediction of
a biochemical control (PSA} [18].

Studies have shown that the inter-observer reproducibility of the
Gleason grading system remains moderate [6,7,19]. Although the
magnitude of disagreement was rather modest, substantial
proportions of biopsy and prostatectomy specimens had different
GSc assigned at diagnosis (63% for biopsy and 72% for
prostatectomy), compared to those assigned by expert review
[20]. We should remark that, in the present study, the material
studied came from radical prostatectomies as the first-choice
therapy for localized and locally advanced PCa, and GSc was
assigned by only one expert pathologist, which certainly tends to
minimize the bias in GSc assignment.

The reliable identification of well-differentiated prostatic
adenocarcinoma in biopsy specimens remains challenging [21].
To measure this reliability, agreement among pathologists was
tested, and the GSc assigned by 15 expert uropathologists for
fifteen PCa biopsy samples were compared GSc assigned by 337
members of the European Network of Uropathology. Agreement
between expert and member was poor (mean 71.4% in GSc 6, and

PLOS ONE | www.plosone.org

Table 1. The mean nuclear volume (MNV) in the groups.

Variation

Cancer (MNV, um?)

Control (MNV, um?)

Score

95% Cl

Median

95% Cl

Median

+64

G3 vs. G5

+22

C3vs. G3
C4 vs. G4

148.5 to 306.6
216.0 to 349.6

199.6
2693

94.7 to 186.2

163.6
1144

G3 vs. G4

+135

883 to 1474
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mean 56.4% in GSc 7 (P=0.009) [22]. The classification of high-
grade PCa as GSc 443 and GSc 8 10 resulted in higher levels of
agreement between biopsy and radical prostatectomy.

In addition, there is abundant literature reporting dissension
between the GSc assigned to patients with a needle biopsy
diagnosis and after radical prostatectomy [9,23]. Consequently,
there is an overall tendency to undergrade biopsy samples, and this
degree of concordance is possibly supported by the number of
biopsy cores obtained (ten or more needle biopsy cores increased
the proportion of an exact match to 72%) [23] or by the fact that
more than one third of patients were found to have been
undergraded based on their initial prostate biopsy [9]. On the
other hand, the overestimation of GSc in extended prostate
biopsies or the presence of a tertiary higher Gleason pattern
obtained in a needle biopsy sample, which is found in almost 20%
of radical prostatectomies, may subject individuals to unnecessary
aggressive treatment [8,24]. Therefore, the homogeneity of the
samples and the report of GSc in the current study should be
considered a valid contribution to the classification and diagnosis
of PCa.

It should be noted that the present study was performed with
samples obtained from radical prostatectomies, and the GSc took
into consideration the modifications made by the ISUP in 2005,
which attempted to improve the correlation between biopsy and
radical prostatectomy. These changes could be the reasons for
some differences concerning the correlation between MNV and
GSc when comparing findings reported previously (before 2005)
[13], when histclogical samples were taken from needle biopsies,
and the present findings.

The study of the pathophysiological changes associated with
human diseases involving mutations in nuclear structure has
clarified many physiclogical functions of nuclear structure and
organization. Changes in nuclear shapes can be a result of forces
acting on the extracellular matrix or of intracellular processes,
which are thought to be transmitted to the nucleus via the cellular
cytoskeleton [25]. As malignant tumors can alter nuclear shape
and increase its size, the estimation of nuclear enlargement in
terms of volume in a three-dimensional method appears to be
necessary [26].

The updated information from the Brazilian Institute of
Geography and Statistics informs that the city of Rio de Janeiro
has about 6.32 million people, and then we can accept that 3.16
million are men. The “pyramid of age” of Brazil indicates 9.5% of
the population of men has over 50 years of age. Then, in the city of
Ric de Janeiro, we can accept that 300,200 men are over 50 years
old (which is the age group comparable to the present study of
Pprostate cancer).

Prostate cancer in southeastern Brazil (where is located the city
of Rio de Janeiro) has a prevalence of 80.06 cases per 100,000
individuals per year (2014 data from the National Cancer Institute
of Brazil). Therefore, we may estimate at 210 the new cases per
year of prostate cancer in the city of Rio de Janeiro.
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The sample size studied in the present manuscript is a limitation
of the survey. However, it is relevant to say that the cases studied
account for about 35% of expected new cases in one year in the
city of Rio de Janeiro.

Since 1985, pathologists and researchers have explored the
possibility of estimating the mean volume of particles of arbitrary
shape [14]. A previous study showed an association between MNV
and PSA doubling time, which positively correlated MNV with
PCa behavior and prognosis [27], suggesting MNV as a predictor
of PSA failure for patients with clinically organ-confined disease
treated with radical prostatectomy [28]. The findings of the
current study are in agreement with this correlation between
MNV and PSA levels, as well as MNV and Gpp. In addition, the
results of studies combining PSA and estimated tumor volume
with estimates of MNV have significantly contributed to the
prediction of the pathological stage of PCa, suggesting the use of
these three factors to predict the pathological stage of PCa before
surgery [29,30].

Conclusions

Current data are in favor of the use of MNV associated with
GSc and PSA in the assessment of PCa. Estimation of MNV
requires a design-based approach with some involvement from
mathematics and statistics. Indeed, this can be considered
impractical for wide use in the routine evaluation of PCa by the
classic pathologist. However, proper study planning, as well as the
current availability of equipment and software for morphological
quantification, can permit the quick and accurate estimation of
MNV as an adjunct parameter for the assessment of PCa.
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