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RESUMO 

 

 

LEZE, Eduardo Moussa de Jabur. Abordagens estereológica e imunohistoquímica 
no câncer de próstata : uma reavaliação diagnóstica e possível terapêutica. 2015. 69 
f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia e Ciências Cirúrgicas) – Faculdade de 
Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 
 

Os esforços para melhorar o diagnóstico, o prognóstico e a vigilância do 

câncer de próstata (CaP) são relevantes.  A superestimação do Escore de Gleason 

(GSC) pode submeter os indivíduos a um tratamento agressivo desnecessário. Foi 

tido como objetivo utilizar a estereologia em avaliações do CaP e investigar se o 

volume nuclear médio (VNM) correlaciona-se com o padrão primário de Gleason 

(Gpp), a fim de buscar um método alternativo devido à subjetividade do Escore de 

Gleason, que seja aquele, um método confiável e objetivo, sem discordância 

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 regiões não tumorais pareadas das mesmas amostras. O VNM foi 

estimado utilizando o método de "intersecção dos pontos amostrados". Diferenças 

estatísticas do VNM entre os grupos C e os grupos Gpp foram testadas utilizando o 

teste de Kruskall-Wallis e pós- teste de Dunn. As diferenças entre cada grupo Gpp e 

seus homólogos foram testados com o teste de Wilcoxon. As correlações foram 

avaliadas com a correlação de Spearman (R [Spearman]). As correlações entre o 

antígeno prostático específico (PSA) e o GSC (R [Spearman] de 0,76) e entre o PSA e o 

VNM (R [Spearman] de 0,78) foram moderadamente forte e altamente significativa, e a 

correlação entre o VNM e o Gpp (R [Spearman] de 0,53) foi moderada e altamente 

significativa. O VNM foi significativamente maior em regiões cancerígenas em 

comparação as regiões de controle-pareado. O planejamento adequado de um 

estudo, bem como a disponibilidade de equipamentos e softwares para a 

quantificação morfológica, pode proporcionar incentivo para rapidez e precisão para 

estimar o VNM como parâmetro auxiliar na avaliação do câncer de próstata. A 

reprodutibilidade falha interobservador do GSC tem mostrado possíveis conduções 

equivocadas dos pacientes portadores de CaP. O VNM representa um método 

reprodutível de classificação objetiva para o câncer de próstata. Portanto, os dados 

atuais favorecem o uso de VNM associado com GSC e o PSA na avaliação do 

câncer de próstata.  

 

Palavras-chave:  Câncer de próstata. Volume médio nuclear. Sistema de Escore de 

Gleason.  Diagnóstico. 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 Ciências Cirúrgicas) – Faculdade 
de Ciências 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 (R[Spearman]).  The correlations between 

prostate-specific antigen (PSA) and GSc (R[Spearman] of 0.76) and between PSA and 

MNV (R[Spearman] of 0.78) were moderately strong and highly significant, and the 

correlation between MNV and Gpp (R[Spearman] 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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INTRODUÇÃO 
 

 

O câncer de próstata (CaP) é um importante problema de saúde pública. No 

Brasil, o CaP é o segundo câncer mais comum entre os homens (atrás apenas do 

câncer de pele não-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 cânceres. Sua taxa de incidência é cerca de seis vezes maior nos países 

desenvolvidos, em comparação aos países em desenvolvimento1. 

Mais do que qualquer outro tipo, é considerado um câncer da terceira idade, já 

que em torno de três quartos dos casos, no mundo, ocorrem a partir dos 65 anos. O 

aumento, observado nas taxas de incidência no Brasil, pode ser parcialmente 

justificado pela evolução dos métodos diagnósticos (exames), pela melhoria na 

qualidade dos sistemas de informação do país e pelo aumento na expectativa de 

vida.  Nos Estados Unidos da América, o CaP é a segunda causa de morte por 

câncer (Haas et al., 2008). Assim, os esforços para melhorar o diagnóstico e as 

condutas terapêuticas do CaP são relevantes. 

O Sistema de Escore de Gleason (GSC) é o método que avalia a correlação 

entre o grau histológico e o prognóstico em pacientes com CaP (Epstein, 2010). 

Esse sistema é baseado na arquitetura das células cancerígenas, que são 

atribuídos cinco padrões histológicos de redução da diferenciação. Desde 2005, 

tem sido recomendado que os patologistas atribuam o valor do GSC, somando os 

padrões de Gleason mais alto e mais comum em uma biópsia, diferente do 

método original do GSC, que acrescenta o padrão mais comum e o segundo 

padrão mais comum (Billis et al., 2008). Estas modificações feitas pela Sociedade 

Internacional de Patologia Urológica (International Society of Urological Pathology - 

ISUP), em 2005, foram uma tentativa de melhorar a correlação do GSc entre a 

biópsia e a prostatectomia radical (Pierorazio et al., 2013).   

Estudos têm mostrado que, devido à fraca reprodutibilidade interobservador 

do Gsc,  é  d i f íc i l  a lcançar concordância mútua (Allsbrook et al., 2001; 

Burchardt et al., 2008).  

 

1 http://www2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/tiposdecancer/site/home/prostata, 2015. 

 

http://www2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/tiposdecancer/site/home/prostata
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Esta falta de concordância é importante, principalmente, em pacientes com CaP, 

bem como em indivíduos que são candidatos para, ou estão sob vigilância ativa 

(Shapiro e Johnstone, 2012), tendo em vista que condutas mais agressivas no 

tratamento podem ser impostas de forma desnecessária. Tem sido proposta, para 

a avaliação do núcleo de células tumorais, a determinação do “volume nuclear 

médio ponderado”, ou VNM (em inglês, mean nuclear volume) (Gundersen e 

Jensen, 1985). O VNM é um método de execução rápida e alcança resultados que 

podem ser reprodutíveis no estudo das características nucleares de células 

neoplásicas (Mandarim-de- Lacerda, 1999). 

A utilização de marcadores biológicos apresenta papel coadjuvante para avaliar 

o comportamento clínico das neoplasias, pois as alterações oriundas da progressão 

neoplásica resultam de inúmeros eventos celulares com alterações genética e 

bioquímica. Dessa forma, em relação à estabilização e o crescimento das células 

tumorais, há trabalhos que mostram a importância do estudo dos marcadores 

histológicos, tais como, o antígeno de proliferação 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 está associado à angiogênese em diversos tumores (Claffey et 

al., 1996). Esses dois marcadores podem ser avaliados pela imunohistoquímica e 

ajudar na graduação e no prognóstico das neoplasias. 

O objetivo do primeiro estudo é revisitar o uso da estereologia na avaliação do 

CaP e investigar se o VNM se correlaciona com o Gleason primário (Gpp) para 

substituir ou melhorar a subjetividade do GSC de tal forma que ele se torne um 

método mais objetivo e confiável, sem discordância interobservador. Além disso, 

temos outro estudo, o do comportamento dos marcadores PCNA e VEGF no CaP, 

em comparação com tecidos benignos dos mesmos pacientes, a fim de determinar 

mais detalhadamente a fisiopatologia desse tumor. 
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1    REVISÃO DA LITERATURA 

 

  

1.1 A próstata 

 

 

As primeiras menções anatômicas da próstata foram iniciadas por Herophilos, 

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

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

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

1536, Niccoló Massa descreveu a próstata (Palmer, 1981), mas em 1543, Andreas 

Vesalius publicou em desenho, detalhadamente, o órgão em questão no Tabulae 

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

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

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

 

 
 
Figura 1 - Anatomia da próstata por Andreas Vesalius            Figura 2 – Anatomia por                                                                                                                                                                                                         
                                                                                                                 Leonardo da Vinci  
       
  
 
 
 

 
 
 

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

  Legenda: Ilustração sem a presença da    
       próstata. Fonte: Dunn, 1997.
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Alguns séculos após, em 1912, Oswald Lowsley descreveu o desenvolvimento 

embriológico da próstata humana e sugeriu a existência de cinco lobos (Lowsley, 

1912) e o estudo do crescimento quantitativo da próstata em fetos humanos foi 

realizado por um grupo franco-brasileiro (Dauge et al., 1986). McNeal difundiu o 

conceito da anatomia zonal da próstata (Figura 3), ao serem identificadas três 

zonas distintas (Dauge et al., 1999). A zona periférica que representa 70% do 

volume prostático no adulto jovem, a zona central representando 25%, e a zona de 

transição, 5% (McNeal, 1988). Essas zonas anatômicas possuem sistemas ductais 

distintos; porém o mais importante é que são diferentemente afetadas por 

processos neoplásicos. Entre 60 a 70% dos carcinomas de próstata têm origem 

na zona periférica, 10 a 20% na zona de transição e 5 a 10% na zona central. A 

hiperplasia prostática benigna origina- se uniformemente na zona de transição, 

acometendo também a zona periuretral (Selman, 2011). 

A próstata é o órgão masculino mais comumente afetado por neoplasias 

benignas ou malignas. Essa glândula compreende o segmento mais proximal da 

uretra. Anatomicamente, acompanhando a descrição recente aplicada às 

necessidades do urologista (Wilson, 2014), temos: 

 

a) A próstata situa-se na pelve menor, separada anteriormente da sínfise 

púbica pelo espaço retropubico (Retzius). A superfície posterior da próstata 

está afastada da ampola retal pelo septo reto-vesical (fáscia de 

Denonvilliers). 

b) A base da próstata tem continuidade no colo da bexiga e o ápice repousa 

sobre a superfície superior do diafragma urogenital 

c) Lateralmente a próstata se relaciona com a musculatura elevadora do ânus. 

d) Sua irrigação sanguínea arterial é derivada de ramos da artéria ilíaca 

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 pênis e ramos vesicais, antes de drenar 

nas veias ilíacas internas. 

f) A inervação provém do plexo pélvico. 

g) A próstata normal mede de 3 a 4 cm na base, 4 a 6 cm na sua dimensão 

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

 
 

A 
 

 
 
 
 
 
 
 

B 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   C 

 
Legenda: A figura acima ilustra a divisão da próstata em zonas: de transição (A), periférica 

(B), anterior (C).   
Fonte: Campbell’s Urology. 

 

Em relação ao desenvolvimento da próstata, é, no período da adolescência, que 

apresenta a maior taxa de crescimento, estabelecido em cerca de 1,6 g/ano, 

atingindo seu peso fisiológico máximo de aproximadamente 20 g, na idade adulta. 

O crescimento da próstata é regulado por uma complexa interação entre o epitélio 

e estroma prostáticos (McNeal, 1990). 

O epitélio da próstata humana consiste em três maiores componentes celulares: 

as células basais, luminais e neuroendócrinas. As células basais são achatadas e 

pequenas na base da membrana. Elas não mostram receptores androgênicos, 

sendo consideradas células precursoras do epitélio prostático (Roehrborn, 2008). 

Independentemente do estímulo androgênico, essas células levam ao 

crescimento das células intermediárias, que se proliferam e se deslocam através 

do compartimento luminal, em que a diferenciação dá origem a um grupo de 

células luminais sensíveis ao androgênio. As células luminais produzem parte do 

plasma seminal, incluindo o PSA e a fosfatase ácida prostática. Entre as células 

epiteliais, estão dispersas células neuroendócrinas, que podem ter uma função 

regulatória através de diversos peptídeos, assim como somatostatina, calcitonina e 

neurotensina (McNeal, 1988; Lee et al., 2011). 
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O estroma prostático envolve inúmeros tipos de células abrigadas em uma 

matriz extracelular feita de diversos tipos de colágenos e glicoproteínas. Os 

fibroblastos e as células musculares lisas são os tipos celulares predominantes, 

embora as células endoteliais androgênio sensitivas e células nervosas sejam 

amplamente representadas (McNeal, 1988; Lee et al.,2011). 

Após o crescimento fisiológico para o tamanho adulto, a próstata entra em uma 

fase de manutenção, na qual a proliferação da célula prostática ocorre em uma 

taxa diária de 1 a 2%, contrabalançada por igual taxa de morte celular programada. 

O prejuízo nesse equilíbrio poderia ser a causa para a hiperplasia prostática 

benigna (Shariat et al., 2005). 

 

 

1.2 Câncer de próstata 

 

O câncer de próstata (CaP) é a malignidade mais comumente diagnosticada nos 

homens, constituindo-se na segunda causa principal de morte por câncer 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 homens2. 

De todos os cânceres, a prevalência de CaP é a que aumenta mais 

rapidamente com a idade. Mas ao contrário da maioria das demais malignidades, 

que têm idade de pico de incidência, nos casos de CaP a incidência continua a 

aumentar com o avanço da idade. 

Dados epidemiológicos mostram que somente 25% dos CaP são diagnosticados 

antes dos 65 anos na Europa (Ferlay et al., 2010). 

Os fatores de risco associados ao CaP são divididos em fatores não modificáveis 

e fatores externos (incluído estilo de vida). Inseridos em ambos os fatores 

mencionados, estão as exposições androgênica e estrogênica, que têm mostrado 

um comportamento favorável a esta condição patológica, assim como elevados 

níveis de fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 (IGF-I) (Haas et al., 

2008). 

2http://www.inca.gov.br/estimativa/2014/sintese-de-resultados-comentarios.asp. Disponível em 8 

maio 2015 
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Variações raciais são notáveis, tendo que, comparados com homens brancos 

de ancestralidade Europeia, homens negros afrodescendentes têm 58% maior 

incidência de CaP e 144% maior mortalidade, enquanto homens hispânicos têm 

14% menos incidência e 17% menor mortalidade (Merrill e Sloan, 2012). Na 

Europa há diferenças entre as populações, como por exemplo, a incidência e 

mortalidade nos homens da Suécia é o dobro nos da Espanha e 1 a 5 vezes dos 

homens na Itália (Center et al., 2012). Dado de nota é que a incidência em 

populações imigrantes de países em desenvolvimento é menor que a incidência da 

população de indivíduos brancos nos países desenvolvidos, mostrando que os 

fatores genéticos ligados à raça são importantes. Por outro lado, imigrantes 

indianos e paquistaneses residentes, nos EUA tiveram incidência de CaP 

substancialmente maior que a população nativa de seus países, o que pode ser 

explicado pelos pobres programas de diagnóstico precoce nos países de origem ou 

por fatores ambientais (Goggins e Wong, 2009). 

O risco relativo de desenvolvimento do CaP é maior em homens que têm 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 é 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 irmão é maior que se for o pai (RR 3,14, 2,37–4,15). 

A história familiar é 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 

mutação no BRCA2 confere cerca de 6 a 8 vezes maior risco em homens abaixo de 

65 anos e essa mutação está associada com CaP agressivo (Castro et al., 2013). 

Outras mutações associadas foram reportadas nos genes BRCA1, HOXB13, NBS1, 

e CHEK2 (Goh e Eeles, 2014). A mutação em HOXB13 G84E mostrou um risco 

relativo de 3 a 4 vezes, ocorrendo em 1,3 a 1,4% da população geral (Huang e Cai, 

2014). Com relação a dados levantados na literatura, mas de conclusões 

controversas, estão possíveis riscos familiares que incluem padrões de calvície 

masculina e comprimento digital (Amoretti et al., 2013). 

As radiações ionizantes e a ultravioleta da exposição solar foram relacionadas 

com CaP, assim como o contato com cádmio, no entanto essas suposições ainda 

carecem de maiores confirmações por estudos (Myles et al., 2008; Nair-Shalliker et 

al., 2012). 
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A associação entre infecções do trato urinário e o CaP está, através da 

fisiopatologia, relacionada à inflamação crônica, cujo mecanismo no 

desenvolvimento do CaP ainda é incerto (Nakai e Nonomura, 2013). 

O tabagismo está associado com um aumento moderado no risco para o 

desenvolvimento do CaP. Essa associação é muito forte e o risco dobrado para 

cânceres agressivos ou fatais em tabagistas inveterados, quando comparados a 

não tabagistas. A forte associação de doença agressiva com o tabagismo sugere 

que o fumo possa contribuir com o efeito metastático tumoral (Huncharek et al., 

2010) (Zu e Giovannucci, 2009). 

O aumento da massa corporal está associado com CaP avançado, mas com 

incidência menor dos casos de CaP localizado. As associações dietéticas ainda 

não são notórias, mas a carne vermelha, proteínas derivadas do leite e gordura 

saturada são mencionadas como fatores. O estilo de vida sedentário foi ligado a 

maiores concentrações séricas de PSA e uma meta análise de 19 estudos de 

coorte e 24 casos controle mostraram uma relação inversa entre o exercício físico 

e o risco de CaP (Discacciati e Wolk, 2014). 

 

 

1.2.1 Diagnóstico precoce do câncer de próstata 

 

Adotado como prática anual nos programas de rastreio do CaP, a dosagem do 

antígeno prostático especifico (PSA) é 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 esporádica (taxa de teste de 40% no primeiro ano). 

Os homens que foram submetidos ao teste anualmente tiveram maior incidência de 

CaP (RR 1,12, 95% IC 1,07–1,17), mas não tiveram redução na mortalidade pelo 

CaP (1,09, 0,87–1,36). Esta falta de benefício pode ser explicada, pois ambos os 

grupos foram submetidos a testes de PSA por três anos antes do estudo, o que 
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levou a uma seleção dos pacientes que realizavam o exame preventivo 

esporadicamente (Andriole et al., 2012). 

Em contraste ao estudo anterior, no estudo ERSPC foi avaliado o papel do 

rastreio pelo PSA em indivíduos que não realizavam previamente a conduta 

preventiva, de sete diferentes países, com estratégias preventivas diferentes. De 

uma maneira geral, os investigadores notaram 21% de redução nas mortes no 

grupo de homens entre 55-69 anos após 11 anos de seguimento (Schroder et 

al., 2012). 

O valor do rastreio realizado pelo PSA ainda carece de maiores explicações. 

Um importante estudo, o CAP/ProtecT promete dar respostas relevantes por 

acompanhar 450.000 homens, e valores preliminares serão oferecidos em 2016 

(Cuzick et al., 2014). 

 

 

1.2.2  Diagnóstico atual e perspectivas diagnósticas 

 

O diagnóstico do CaP passou, historicamente, por mudanças favoráveis no 

auxílio em que os dispositivos de punção por agulha são efetuados na próstata. O 

acesso padrão é a via transretal, sendo possíveis também, a via transuretral ou a 

via perineal. Inicialmente, a biópsia era guiada através do exame digital do reto, em 

áreas suspeitas ou aleatoriamente quando o valor do PSA era alarmante. Essa 

técnica foi então substituída pelo exame guiado pelo ultrassom transretal, em 

1989, realizado também de forma aleatória, mas após importante estudo publicado 

(Hodge et al., 1989), foi substituído por biópsias guiadas em áreas suspeitas, 

quando há imagens hipoecoicas na ultrassonografia (Shariat e Roehrborn, 2008). 

Atualmente são realizadas doze punções, em oposição ao que era inicialmente 

feito, conhecido como biópsia sextante, que era praticado por três punções em 

cada dimídio da próstata. Em pacientes com biópsia prévia negativa e forte 

suspeita do diagnóstico de CaP, pode-se recomendar a biópsia de saturação, onde 

são executadas cerca de 20 punções (Shariat e Roehrborn, 2008). A substituição 

das 12 punções guiadas por ultrassonografia transretal por apenas duas punções 

guiadas por ressonância magnética não mostrou diferença, sendo a última de 

custo mais elevado e execução mais demorada (Baco et al.,2015). 
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Dentre as possíveis inovações a caminho na prática clínica, há a dosagem 

sérica de calicreínas e a dosagem urinária do PCA3, que nesse caso se encontra 

super expresso nas células do CaP e produzido somente em tecido prostático, mas 

não é capaz de diferenciar baixo e alto riscos no comportamento da agressividade 

tumoral (Sequeiros et al., 2015). Para esse fim, há outro marcador urinário, que 

detecta a fusão de TMPRSS2 com ERG (Egbers et al., 2015). 

Vem crescendo na conduta clínica do urologista a solicitação de ressonância 

magnética multiparamétrica no auxílio diagnostico do CaP, quando há suspeita, 

principalmente por abordar na próstata, através do estudo de imagem, áreas que 

são inacessíveis ao exame retal digital e com a biopsia guiada por ultrassonografia 

transretal, como nas localizações apical e anterior da próstata. O estadiamento 

também é viável a esse exame, por ser capaz de mostrar se há extensão extra 

capsular e das vesículas seminais. Ainda são necessários maiores estudos para 

avaliar sua indicação nos casos de forte suspeita de CaP com biópsias prévias 

negativas (Barentsz et al., 2012; Lee et al., 2014). 

 

 

1.2.3  Histolopatologia no câncer de próstata 

 

Mais de 95% dos cânceres da próstata são adenocarcinomas. Dos outros 5%, 

90% são carcinomas de células de transição e os restantes são carcinomas 

neuroendócrinos ou sarcomas (Fine, 2012). 

O diagnóstico de CaP se baseia efetivamente na arquitetura citológica. A 

camada de células basais está ausente nos casos de câncer de próstata, embora 

esteja presente em glândulas normais, com HPB e nas lesões precursoras de 

CaP. Em caso de dúvida diagnóstica de CaP, pode-se obter coloração 

imunohistoquímica de ceratina de alto peso molecular, pois ocorre marcação 

preferencial das células basais. Assim, a ausência de coloração é consistente com 

CaP (Seipel et al., 2014). 

A neoplasia intraepitelial prostática (NIP) é o precursor do CaP invasivo 

(Andriole et AL, 2012). O aspecto diferenciador fundamental é a ausência da 

camada das células basais da arquitetura glandular. Embora NIP tenha as 

características citológicas do CaP, a camada de células basais está presente. 

Comumente a NIP é classificada em duas categorias: alto grau e baixo grau. Há 



21 
 

associação entre NIP e CaP invasivo em aproximadamente 50 a 80% dos casos, 

enquanto o NIP de baixo grau está 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, será fundamental uma nova biópsia, a fim 

de que se exclua a possibilidade de não ter sido notado um câncer invasivo 

(Shapiro e Johnstone, 2012). 

 

 

1.2.4  Graduação de Gleason 

 

O médico patologista Donald Gleason (1920-2008) publicou, no periódico 

Cancer Chemotherapy Reports, em 1966, sua metodologia que prometia aferir o 

prognóstico de pacientes com CaP através da arquitetura das células 

cancerígenas. Foi lentamente sendo disseminado seu conceito, até a aprovação e 

recomendação a partir de 1987 (Epstein, 2010). 

É notável que após 25 anos de sua aprovação, o Sistema de Escore de 

Gleason (GSC) continua a ser o método padrão para avaliar a correlação entre o 

grau histológico e o prognóstico em pacientes com CaP (Epstein, 2010). Esse 

sistema é baseado na arquitetura das células cancerígenas, que são atribuídas a 

um dos cinco padrões histológicos de redução da diferenciação. Desde 2005, tem 

sido recomendado que os patologistas atribuam o valor do GSC  somando os 

padrões de Gleason mais alto e mais comum e em uma biópsia, em oposição ao 

método original do GSC, que acrescentou o padrão mais comum e o segundo 

padrão mais comum (Billis et al., 2008). Essas modificações feitas pela Sociedade 

Internacional de Urologia Patologia (ISUP), em 2005, foram uma tentativa de 

melhorar a correlação entre a biópsia e a prostatectomia radical, mas também há a 

necessidade de mudança na atribuição dada pelos patologistas para refletir mais 

de perto o comportamento do tumor, tendo em vista que o uso desta alteração pela 

ISUP ainda não é largamente utilizada (Pierorazio et al., 2013). 
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Figura 4: Graduação de Gleason (Gleason Score) 

 

 

 

 

 

 

              

 

 

 

 

 

 

      

 

 

 

 
Legenda: Ilustração dos cinco padrões histológicos de redução da diferenciação, onde 1 é o mais  

diferenciado e 5 o menos diferenciado. O método original é realizado pela soma dos dois 
padrões mais comuns. 

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

Estudos têm mostrado que, devido à fraca reprodutibilidade interobservador do 

GsC, é difícil alcançar concordância mútua (Allsbrook et al., 2001; Burchardt et al., 

2008), por se tratar de um método subjetivo, dependente da avaliação comparativa 

realizada pelo patologista. Além disso, quase 20% dos casos de prostatectomia 

radical mostram padrões terciários, o que significa que uma amostra de biópsia de 

agulha pode apresentar um padrão mais elevado de Gleason terciário, resultando 

em superestimação aparente da biópsia por agulha (Epstein et al., 2012). Essa 

falta de concordância é importante principalmente em pacientes com CaP, bem 

como em indivíduos que são candidatos para ou estão sob vigilância ativa, ou seja, 

pacientes com o diagnóstico de CaP não são submetidos à cirurgia por 

preencherem critérios de baixa agressividade tumoral, podendo ser observados e 

examinados com frequência, na tentativa de se evitar o tratamento cirúrgico ou 

radioterápico (Shapiro e Johnstone, 2012). Dessa maneira, há a preocupação em 

tentar enquadrar o paciente de acordo com a real agressividade imposta por sua 

doença, a fim de evitar que condutas mais espoliativas resultantes do tratamento 

possam ser oferecidas de forma desnecessária. 
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1.3  Volume nuclear médio 

 

A análise morfométrica do núcleo das células envolvidas na neoplasia, 

principalmente nos casos de tumores epiteliais (carcinomas) tem sido considerada 

um indicador confiável para o diagnóstico e gradação de malignidade e tem sido 

empregada para prever o resultado terapêutico, incluindo CaP. A morfometria 

nuclear representa um método quantitativo que avalia dimensões, proporções e 

formas do núcleo da célula cancerosa (Sorensen, 1992). 

O fator de esfericidade nuclear (Epstein et al.) tem sido utilizado na avaliação de 

diferentes tipos de tumores, no entanto a execução do método, para aferir a 

medida exata do núcleo, é complexa, devido ao uso de réguas microscópicas ou 

sistemas de análise de imagens, que ainda, podem não apresentar resultados 

desejáveis (Mandarim-de-Lacerda, 1999). 

Diversos autores relataram uma associação significativa entre a evolução do 

CaP e dados da análise morfométrica do núcleo da célula neoplásica (Arima et 

al., 1997; Fujikawa et al., 1999; Soda et al., 1999). Os parâmetros morfométricos 

nucleares refletem variações na área e forma do núcleo, sendo reprodutível pelo 

mesmo ou por diferentes examinadores. Tem sido proposta para a avaliação do 

núcleo de células tumorais a determinação do “volume nuclear médio ponderado”, 

ou VNM (em inglês, mean nuclear volume) (Gundersen e Jensen, 1985). Em 

comparação ao FEN, o VNM é de execução rápida e alcança resultados 

reprodutíveis no estudo das características nucleares de células neoplásicas 

(Mandarim-de-Lacerda, 1999). 

Descrito em 1985 por Gundersen e Jensen, o VNM é um estimador 

estereológico do volume nuclear médio ponderado das partículas de formas 

arbitrárias, ou seja, para qualquer mistura de elipsóides (esferas, esferóides ovais- 

oblatos ou elipsóides triaxiais). Esse estimador é baseado no método da 

"intercessão dos pontos amostrados", sendo única exigência de que as partículas 

individuais devam ser, inequivocamente, identificadas por seus perfis em cortes 

aleatórios. Em suma, o estimador é reduzido a uma simples função de medições 

de diâmetros no plano de corte (Gundersen e Jensen, 1985). Os detalhes são 

informados especificamente na sessão: Estereologia, em materiais e métodos.  
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1.4 PCNA e VEGF no câncer de próstata 

 

A proliferação celular é uma condição fundamental para a progressão tumoral, 

tanto em tumores primários, quanto em áreas metastáticas. O PCNA é reconhecido 

como um marcador histológico na fase G1/S do ciclo celular, tendo um 

comportamento fundamental na replicação celular (Zhong et al., 2008). O PCNA 

tem como papel coordenar as atividades celulares para o seu crescimento, morte e 

manutenção funcional. Esse conjunto orquestra um possível alvo terapêutico em 

pacientes com CaP (Wang, 2014). 

Estudos prévios mostraram que a imunomarcação para PCNA no tecido tumoral 

é pouco associada com valor prognóstico, mas frequentemente usado como 

marcador de proliferação e é constantemente superexpresso nas células 

cancerígenas (Wang, 2014). Um motivo plausível para esses achados encontra-se 

no fato de que os trímeros do PCNA estão dispostos em dois poços de células que 

correspondem a funções diferentes no CaP (Wang, 2014). No entanto, ainda não 

há recursos para diferenciar essas duas populações de células, sendo, atualmente, 

um dos motivos que não faz do PCNA um bom previsor prognóstico no câncer. 

Sua inibição, contudo, é uma estratégia anticâncer factível (Wang, 2014). 

Um dos conhecidos fatores pró-angiogênicos, o VEGF, está associado com o 

crescimento vascular de diversos tumores e sua expressão aumentada é 

primariamente induzida pela hipóxia (Claffey et al., 1996). Os hormônios 

androgênicos são importantes reguladores do VEGF, sugerindo que a evolução do 

CaP pode ser influenciada por regulação hormonal, como os receptores 

androgênicos, estrogênio, progesterona, vitamina D e outros (Walczak et al., 

2004; Cardus et al., 2009; de Brot et al., 2015). 

O aumento da expressão do VEGF no CaP também está associado ao estágio 

clínico, ao aumento nos graus maiores do escore de Gleason e nos casos 

metastáticos (pacientes com doença metastática possuem níveis mais elevados de 

VEGF do que pacientes com doença localizada) (Green et al., 2007). Tendo em 

vista a associação do VEGF com a angiogênese tumoral e proliferação celular, 

algumas terapias que visam à atuação no fator de crescimento endotelial vascular 

estão sendo estudadas em ensaios clínicos com aplicações promissoras 

(Kollermann e Helpap, 2001). 
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2    OBJETIVOS 

 

 

 Analisar, com auxílio da estereologia e de marcadores biológicos, o 

comportamento do câncer de próstata de acordo com a graduação de 

Gleason. Para isso foram desenvolvidos dois trabalhos. 

 

 

Objetivos Específicos 

 

 

 O primeiro estudo tem por objetivo avaliar se o volume nuclear médio 

ponderado (VNM) pode acrescentar relevância ou substituir a graduação de 

Gleason, por ser um método objetivo, de boa reprodutibilidade e fácil execução. 

 O segundo estudo tem por objetivo avaliar, através da imunohistoquímica, a 

expressão dos marcadores biológicos PCNA e VEGF, no CaP, relacionando à 

classificação de Gleason e à densidade da imunomarcação quantificada, através do 

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

 

Os presentes estudos seguem os princípios enunciados na Declaração de 

Helsinki e foram aprovados pelo comitê de ética local para pesquisa científica, sob  

número CAAE:26713914.5.0000.5259. As amostras vieram de diferentes urologistas 

que atuam na Casa de Saúde São José, do Rio de Janeiro e o Gpp foi criado por 

apenas um patologista treinado (CM-O). 

O primeiro estudo foi realizado com amostras obtidas de 74 pacientes 

submetidos à prostatectomia radical como uma terapia de primeira escolha para 

o CaP localizado e localmente avançado (Leze et al., 2014). 

Os pacientes foram divididos em seis grupos com base no Gpp e o antígeno 

prostático específico (PSA) de cada amostra foi observado antes da cirurgia. Três 

grupos representaram os tipos de padrão primário (regiões tumorais, T) de Gpp 3 

(G3, n = 20), Gpp 4 (G4, n = 28), e Gpp 5 (G5, n = 26). Os controles foram 

projetados em regiões não tumorais (NT) pareados das mesmas amostras e foram 

referidos como C3 (para regiões NT das amostras de Gleason 3), C4 (para regiões 

NT das amostras de Gleason 4) e C5 (para regiões de NT para amostras de Gleason 

5). 

 

 

3.1 Metodologia para a análise estereológica da próstata 

 

3.1.1 Histologia 

 

O material foi fixado rapidamente durante 48h em formaldeído (4% wt/v em 

tampão fosfato0,1 M, pH 7,2), embebido em parafina, seccionado com uma 

espessura de 5 µm, e corado com hematoxilina e eosina. Os cortes foram analisados 

com objetiva plano acromática de imersão em óleo (x100) em um microscópio 

Olympus BX51 (Olympus América, Miami, EUA) e uma câmera digital Infinity 1-5c 

(Lumenera, Ottawa, ON, Canadá). As imagens digitais foram obtidas para a 

quantificação de regiões 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 núcleos são 

amostrados com uma probabilidade diretamente proporcional ao seu volume. 

O VNM foi estimado utilizando o método da "intercessão dos pontos amostrados" 

em cinco campos microscópicos diferentes por paciente, totalizando pelo menos 

50 núcleos por amostra (Gundersen e Jensen, 1985). Um sistema teste, que 

consiste em linhas paralelas associadas com pontos teste, foi sobreposto a cada 

campo do microscópio, como indicado abaixo na Figura 5. 

 

Figura 5: Sistema de linhas paralelas interceptadas por pontos 

 

 
Legenda: A figura ilustra o modelo de linhas paralelas para a estimação estereológica do volume 

nuclear médio ponderado. 

 
 
 

3.1.3  Amostragem dos núcleos 

 

Os núcleos são amostrados numa área-teste orientada, como visto na Figura 5. A 

área- teste tem indicações numéricas nos lados superior e lateral direito. Nas 

indicações numéricas alinha-se um sistema-teste, com pontos equidistantes sobre 

linhas paralelas, que foi construído em uma folha de acetato transparente e aplicado 

sobre a área-teste, no monitor plano LCD do computador. O espaçamento dos 

pontos não deve ser menor que a média do tamanho dos núcleos que serão 

medidos. 

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

área-teste e pelo ponto zero (cruzamento de x e y no canto inferior esquerdo). As 
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medidas são feitas determinando um número aleatoriamente (por sorteio) e 

alinhando-se o sistema-teste à área- teste conforme o número selecionado (veja a 

Figura 6). 

 

 

3.1.4  Medida dos núcleos 

 

Após o alinhamento do sistema-teste sobre a área-teste são medidos apenas os 

núcleos tocados pelos pontos do sistema-teste. Os núcleos interceptados pelas 

linhas superior e lateral direita são excluídos (Gundersen e Jensen, 1985). O núcleo 

que é tocado pelo ponto teste tem seu trecho de intersecção na linha deste 

mensurado com uma régua logarítmica (Mandarim-de-Lacerda, 1999). 

A régua logarítmica é construída com 15 classes, de modo que a largura da 1ª e 

da 15ª classe está em uma razão de 1:10 na escala logarítmica, em que a largura de 

qualquer classe é aproximadamente 17% maior do que a da classe anterior 

(Mandarim-de-Lacerda,1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 
 

Figura 6: Exemplo de estimação estereológica do volume nuclear médio 

ponderado  

 

Legenda: O número sorteado foi 70, as linhas amarelas mostram os núcleos medidos através do 
sistema de linhas paralelas interceptadas por pontos. No canto inferior direito, a régua 
logarítmica responsável pelas classes de cada núcleo. 

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

 

O sistema-teste é construído para interceptar os núcleos, normalmente apenas 

uma vez, porém, quando um núcleo é tocado por mais de um ponto, a mensuração 

do trecho de interseção deve considerar o número de vezes em que o núcleo é 

amostrado (Gundersen e Jensen, 1985). As medidas obtidas com a régua 

logarítmica são expressas em classes e devem ser convertidas em uma unidade 

de volume, através da seguinte fórmula (Mandarim-de-Lacerda, 1999): 
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Sendo  F a  mediana  do  número  de  núcleos  medidos  em  cada  classe  da  

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

da microscopia. O resultado estará convertido em μm³. 

 

 

3.1.5   Cálculos do VNM 

 

Cada intersecção com os núcleos foi mensurada e multiplicada por π/3 para 

o valor do VNM.  Além disso, quantificou-se a densidade numérica nuclear por área, 

ou seja, o número de perfis nucleares por área (NA) da fotomicrografia, que no 

nosso caso mediu 5.675 µm². 

Uma planilha de cálculo foi organizada no programa Microsoft Excel para a 

determinação dos valores do VNM dos casos estudados. Após a inclusão do número 

de medidas por classes da régua logarítmica, a planilha calculou o resultado final do 

VNM. 

 

 

3.1.6  Análise estatística referente aos dados estereológicos 

 

A correlação de Spearman (R [Spearman]) foi estimada para determinar as 

correlações entre: a) GSC e PSA, b) VNM e PSA, e c) Gpp e VNM. 

As diferenças do VNM entre os grupos e dentro dos grupos C e G foram 

analisados com o teste de Kruskall-Wallis seguido do pós-teste de Dunn. 

As diferenças que resultaram quando se comparou cada Gpp com o seu 

homólogo do grupo controle foram avaliadas pelo teste de Wilcoxon. Os dados são 

apresentados como a mediana e o intervalo de confiança de 95% (IC). O valor de 

P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. O programa Prism foi utilizado 

para realizar as análises estatísticas e gerar os gráficos (versão 6.05 para 

Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). 
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3.1.7 Imunohistoquímica da próstata 

 

O segundo estudo, relacionado ao PCNA e VEGF, foi realizado com 

amostras obtidas de 15 pacientes submetidos à prostatectomia radical como terapia 

de primeira escolha para o CaP localizado e localmente avançado. Os pacientes 

foram divididos em seis grupos com base no Gpp. Três grupos representaram os 

tipos de padrão primário (regiões tumorais, T) de Gpp 3 (G3, n = 5), Gpp 4 (G4, n = 

5), e Gpp 5 (G5, n = 5). 

Os controles foram projetados em regiões não tumorais (NT) pareados das 

mesmas amostras e foram referidos como C3 (para regiões NT das amostras de 

Gleason 3), C4 (para regiões NT das amostras de Gleason 4) e C5 (para regiões de 

NT para amostras de Gleason 5). 

Após prostatectomia radical, a próstata foi incluída em Paraplast-plus (Sigma- 

Aldrich, St. Louis, MO, USA), os cortes foram seccionados à espessura de 5 µm, 

desparafinizado com xilol e reidratados com álcool em concentrações decrescentes, 

na sequência foi realizada a recuperação antigênica utilizando tampão citrato com 

pH 6,0 a 60º C durante 20 minutos. A peroxidase endógena foi inativada com 

peróxido de hidrogênio a 3%, entre todas as etapas foram utilizadas lavagens com a 

solução salina fosfato tamponada (PBS) com pH 7,4 durante 5 minutos. Os cortes 

da próstata foram incubados respectivamente com os anticorpos primários anti-

antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA, M0879, DakoCytomation) ou anti-

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, SC-152, Santa Cruz Biotechnology, 

CA, USA) na diluição de 1:100 durante 2 horas. Na sequência, as amostras foram 

tratadas com um anticorpo biotinilado, utilizado como anticorpo secundário e 

detectado por reação com o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB+Kit, 

K0679, DakoCytomation).  

As imunomarcações positivas foram detectadas após incubação com o 

cromógeno diaminobenzidina por 3 minutos (K3466, DAB, DakoCytomation) e 

contracorados com a hematoxilina de Mayer. As imagens digitais foram obtidas com 

um microscópio BX51 (Olympus Co.,Tókio, Japão), acoplado a uma câmera 1-5c 

(Lumenera Co., Ottawa, Canada). Foram adquiridas imagens de 5 campos 

microscópicos diferentes por paciente, com auxílio da ferramenta de seleção de 

densidade da imunomarcação, que foi utilizada, para selecionar e quantificar as 



32 
 

áreas anti-PCNA e anti-VEGF da próstata, analisadas com o software Image- Pro 

Plus versão 7.01 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA). 

 

3.1.8 Análise estatística referente a Imunohistoquímica 

 

Os dados foram analisados para a distribuição normal e homocedasticidade das 

variâncias. As diferenças entre os grupos foram avaliadas com teste t-pareado ou 

ANOVA de um fator e pós-teste de Holm-Sidak. Os dados foram expressos como 

média e desvio padrão. Valor de P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo 

(Prism versão 6.05 para Windows, GraphPad Software, La Jolla CA, EUA). 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1   As correlações de Spearman 

 

a) PSA vs Escore de Gleason 

 

A correlação 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 é altamente 

significativo (P <0,0001) (Figura 7). 

 

b) PSA vs VNM 

 

A correlação 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 correlação de Spearman foram 

significantes e moderadamente fortes, respectivamente (Figura 7). 

 

c) VNM vs Escore de Gleason 

 

A correlação 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 correlação 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: Correlação entre os valores de antígeno prostático específico (PSA) com o 

escore de Gleason e o volume nuclear médio (VNM) 
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Figura 8: Correlação entre o volume nuclear médio (VNM) e o escore de Gleason.  

 

 
 
 

 
 
 

 
A dispersão do VNM para os grupos está detalhada na figura 5 e Tabela 1. As 

diferenças foram significativas quando comparado o VNM com um Gpp tendo os 

seus homólogos do grupo controle. O VNM foi significativamente maior em regiões 

cancerígenas do que em regiões do controle pareado com 22% no Gpp3, 135% no 

Gpp4, e 140% no Gpp5. Houve um aumento contínuo no VNM em regiões 

cancerígenas de Gpp3 a Gpp5. Essas diferenças foram significativas, e o VNM do 

grupo G5 foi de 64% maior em comparação ao G3 e 22% maior do que o G4. 

Embora o valor do VNM tenha sido maior no G4 em comparação ao G3, essa 

diferença não foi significativa e pode ser justificada com base no tamanho da 

amostra.
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Figura 9: Dispersão do volume nuclear médio (VNM) nos grupos com as medianas, 

nas linhas horizontais (IC de 95%; Controle e Câncer Gpp3 P= 0.01, 

Controle e Câncer Gpp4 P= 0.0005, Controle e Câncer Gpp5 P= 0.002). 

 
 

 
 
 

Podem ser avaliadas, de maneira mais criteriosa, as diferenças percentuais 

entre os grupos controle e tumorais; ainda, as diferenças entre os Gpp 3, Gpp4 e 

Gpp5, além das variações de seus volumes e as respectivas medianas. 

 

 

 

 

 

 

 



37 
 

Tabela 1: O volume nuclear médio (VNM) nos grupos 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Legenda: A significância das variações do grupo Controle (C) e do grupo padrão primário de 
Gleason (Gpp) nos grupos Câncer (G) estão indicados. 
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4.2 Imunomarcação para PCNA 

 

Foi observada imunomarcação positiva para PCNA e a diferença foi significativa 

quando comparado as áreas não tumorais com as tumorais. As células 

cancerígenas 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 à marcação do anticorpo anti-PCNA 

mostram marcação citoplasmática nas áreas não tumorais, que correspondem a 

áreas de tecido prostático benigno. Nas áreas tumorais de adenocarcinoma 

prostático tal marcação apresenta-se também positiva, de intensidade maior que os 

grupos controle (Figura 11). 

 

Figura 10: Percentual de imunomarcação para PCNA com diferença significativa 

comparando as áreas não tumorais com as tumorais  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: As células cancerígenas foram mais intensamente coradas no grupo Gpp5 quando 

comparadas ao grupo Gpp3 e ao grupo Gpp4. NT: Não tumoral. T: Tumoral. Gpp = Padrão 
primário de Gleason, referentes aos graus 3, 4 e 5 de Gleason.  
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Figura 11: Fotomicrografias com marcação do anticorpo anti-PCNA no citoplasma 

das células glandulares  

 
 
 
 
 

 
 
 

Legenda: Observa-se marcação citoplasmática nas áreas não tumorais, que correspondem a áreas 
de tecido prostático benigno. Nas áreas tumorais de adenocarcinoma prostático tal 
marcação apresenta-se também positiva, de intensidade maior. NT: Não tumoral. T: 
Tumoral. Gpp = Padrão primário de Gleason, referentes aos graus 3, 4 e 5 de Gleason, 
(mesmo aumento em todas as fotomicrografias). 
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4.3 Imunomarcação para VEGF 

 

Observamos áreas de imunomarcação positiva para VEGF e a diferença foi 

estatisticamente significativa comparando as áreas não tumorais com as tumorais. 

As células cancerígenas apresentaram-se intensamente mais imunocoradas no 

grupo Gpp5 (22.4%) quando comparadas ao grupo Gpp3 (16.7%, P=0.02), porém 

não apresentaram resultado semelhante em relação ao grupo Gpp4 (18.7% P= 

0.11) (Figura 12). As fotomicrografias referentes à marcação do anticorpo anti-

VEGF apresentaram marcação citoplasmática nas áreas não tumorais, que 

correspondem a áreas de tecido prostático benigno. Nas áreas tumorais de 

adenocarcinoma prostático tal marcação apresenta-se também positiva, no 

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

 

Figura 12: Percentual de imunomarcação para VEGF com diferença significativa 

comparando as áreas não tumorais com as tumorais  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

 

 

Legenda: As células cancerígenas foram mais intensamente coradas no grupo Gpp5 quando 
comparadas ao grupo Gpp3, mas não ao grupo Gpp4. NT: Não tumoral. T: Tumoral. Gpp = 
Padrão primário de Gleason, referentes aos graus 3, 4 e 5 de Gleason.  

  

 



46 
 

Figura 13: Fotomicrografias das imunomarcações para VEGF  

 

 

 

 
 
 
 

Legenda: Notam-se marcações nas células basais dos tecidos não tumorais, enquanto nas células 
tumorais a marcação é esparsa pelo estroma prostático. NT: Não tumoral. T: Tumoral. Gpp 
= Padrão primário de Gleason, referentes aos graus 3, 4 e 5 de Gleason, (mesmo aumento 
em todas as fotomicrografias). 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

No presente estudo, houve correlações significativas e moderadamente fortes 

entre o PSA e o GSC e entre o PSA e o VNM. A correlação entre o Gpp e o VNM 

também foi significativa, mas moderada. Esses resultados indicam que, tanto o Gpp, 

quanto o VNM são parâmetros auxiliares no diagnóstico e / ou vigilância do CaP. Isso 

é extremamente relevante, pois, como mencionado, GSC é um método comparativo 

que depende da formação 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 confiáveis possíveis, quando o mais alto padrão de 

Gleason era utilizado, através da recomendação da ISUP de 2005, a fim de 

estabelecer a gravidade tumoral pelo maior grau afetado. Com essa estratégia, não 

houve diferença quando se compara o GSC original e as modificações da ISUP 

aplicadas a partir de 2005. No entanto, quando o PSA foi correlacionado com o GSC 

e o VNM, as modificações da ISUP 2005 mostraram diferença positiva. 

O VNM foi significativamente diferente quando se compararam regiões de 

controle (não- tumorais) com regiões contendo o tumor, indicando que VNM é uma 

alternativa eficaz para avaliar o CaP nos casos em que a imunohistoquímica está 

indisponível ou para aumentar a confiabilidade do diagnóstico. 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 observação de nenhuma diferença no 

VNM entre o Gpp3 e Gpp4 é possivelmente devido ao tamanho da amostra. Estudos 

adicionais poderiam esclarecer esse ponto no futuro. As classificações de Gleason 

convencional e modificada foram correlacionadas com a idade, PSA sérico e o 

envolvimento do câncer em biópsias de agulha (Helpap e Egevad, 2008).  

Além disso, houve uma forte correlação entre o GSc e o volume do tumor em 

tumores bem diferenciados ou com diferenciação intermediária, e considerando que 

quantidades relativamente altas de PSA por unidade de volume de câncer são 

produzidos, a alta densidade do PSA foi o prognóstico mais forte independente do 

subestadiamento do tumor. No entanto, como os 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 clínicos de volume tumoral, tais como a 

doença palpável e os números de núcleos positivos se tornam mais preditivos 

(Corcoran et al., 2012; Oh et al., 2012). Logo o VNM pode contribuir 

significativamente para a predição de um controle bioquímico (PSA) (Matsui et al., 

2004). 

Estudos têm mostrado que a reprodutibilidade interobservador do sistema de 

classificação de Gleason permanece moderada (Allsbrook et al., 2001; Oyama et al., 

2005). Embora a magnitude de discordância seja bastante modesta, as proporções 

substanciais de biópsia e prostatectomia das amostras tinham diferente GSC 

atribuído no momento do diagnóstico (63% para a biópsia e 72% para a 

prostatectomia), em comparação com aqueles designados por análise 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 avançado, e o GSC foi atribuído por uma 

única patologista especialista em CaP, o que certamente tende a minimizar o viés de 

atribuição GSC. 

A identificação confiável do adenocarcinoma bem diferenciado de próstata 

em amostras de biópsia continua sendo um desafio (Fanning et al., 2010). Para 

medir essa confiabilidade, a concordância entre os patologistas foi testada, e o GSC 

atribuído por 15 especialistas em patologia urológica que avaliaram quinze amostras 

de biópsias de CaP e foram comparados os GSC atribuídos por 337 membros da 

European Network of Uropathology. A concordância 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 

classificação de alto grau de CaP como GSC 4+3 e GSC 8-10 resultou em níveis 

mais elevados de concordância entre biópsia e prostatectomia radical (Egevad et al., 

2013). 

Além disso, existe ampla discordância na literatura relatando desacordo entre 

o GSC atribuído a pacientes com diagnóstico de biópsia por agulha e após a 

prostatectomia radical (Shapiro e Johnstone, 2012; Rapiti et al., 2013). Há, portanto, 

uma tendência geral para subgraduação das amostras de biópsias, e estes graus de 

concordâncias são, possivelmente, suportados pelo número de punções obtidas da 

biópsia (dez ou mais punções de biópsia por agulha elevaram a proporção de uma 

correspondência exata para 72%) (Rapiti et al., 2013) ou, o fato de que mais de um 
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terço dos pacientes, em que se verificou, as amostras foram subgraduadas com 

base na biópsia inicial da próstata (Shapiro e Johnstone, 2012).  

Por outro lado, a superestimação do GSC em extensas biópsias da próstata 

ou a presença de um maior padrão de Gleason terciário obtido em uma amostra de 

biópsia de agulha, que se encontra em quase 20% da prostatectomia radical, pode 

expor os indivíduos para tratamento agressivo desnecessário (Epstein et al., 2012; 

Katz et al., 2012). Portanto, a homogeneidade das amostras e a atribuição do GSC  

no presente estudo devem ser consideradas contribuições válidas para a 

classificação e diagnóstico do CaP. 

Nota-se que o presente estudo foi realizado com amostras obtidas de 

prostatectomia radical, e o GSC levou em consideração as modificações feitas pelo 

ISUP em 2005, as quais tentaram melhorar a correlação entre a biópsia e a 

prostatectomia radical. Essas mudanças poderiam ser as razões para algumas 

diferenças em relação à correlação entre o VNM e o GSC quando se comparam 

resultados relatados anteriormente (antes de 2005), quando não houve correlação 

entre o GSc e o VNM, sendo as amostras histológicas retiradas de biópsias por 

agulha (Arima et al., 1997), e os presentes achados. 

O estudo das alterações fisiopatológicas associadas com doenças humanas 

que envolvem mutações na estrutura nuclear tem esclarecido muitas funções 

fisiológicas da estrutura e organização nuclear. Alterações na forma nuclear podem 

ser um resultado das forças que atuam sobre a matriz extracelular ou de processos 

intracelulares, que se pensa serem transmitidos para o núcleo através do 

citoesqueleto celular (Dahl et al., 2008). Como os tumores malignos podem alterar a 

forma nuclear, e aumentar a sua dimensão, a estimativa de alargamento nuclear em 

termos de volume, em um método tridimensional parece ser necessária (Buhmeida 

et al., 2000). 

Desde 1985, os patologistas e pesquisadores têm explorado a possibilidade 

de estimar o volume médio de partículas de forma arbitrária (Gundersen e Jensen, 

1985). Um estudo mostrou a associação entre o VNM e o tempo de duplicação do 

PSA, que correlacionou positivamente o VNM com o comportamento e prognóstico 

do CaP (Arai et al., 2001a), sugerindo o VNM como valor prognóstico da recorrência 

bioquímica do PSA para pacientes com doença confinada ao órgão clinicamente 

tratado com prostatectomia radical (Arai et al.,01b). 
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Os resultados do presente estudo estão de acordo com esta correlação entre 

os níveis de VNM e o PSA, bem como o VNM e o Gpp. Além disso, os resultados de 

estudos de combinação de PSA e o volume estimado do tumor, com estimativas de 

VNM têm contribuído significativamente para a previsão da gravidade pela fase 

patológica do CaP, sugerindo a utilização desses três fatores para prever esta fase 

do CaP antes da cirurgia (Fujikawa et al.,2000a; Fujikawa et al., 2000b). 

No segundo estudo descrito previamente, a imunomarcação para PCNA e 

VEGF no CaP foi eficiente em diferenciar as áreas não tumorais das tumorais no 

mesmo paciente, assim como mostrou capacidade de diferenciar o Gpp de classe 

maior, a 5. É digno de nota que esse trabalho analisou tecidos oriundos de 

prostatectomia radical, obtidos como a primeira escolha na terapia de cânceres de 

próstata locais ou localmente avançados; casos com doença metastática não foram 

incluídos pois não se enquadram como candidatos à prostatectomia radical. 

A atuação androgênica na carcinogênese da próstata é conhecida desde 1941 

(Huggins e Hodges, 2002), sendo, ainda importante nos cânceres localizado e 

metastático (Wang et al., 2009). Por isso, a privação androgênica como forma 

terapêutica é capaz de impedir ou retardar a progressão tumoral, mas alguns casos 

são refratários, capazes de ignorar a dependência androgênica, remanescendo 

incuráveis (de Brot et al., 2015). 

Entre os mediadores de crescimento tumoral e metástase, os fatores pró 

angiogênicos se mostram importantes alvos para a contenção da progressão 

tumoral, pois as terapias que visam à vascularização tumoral têm sido promissoras 

(Harper e Bates, 2008). Ainda, pacientes com doença metastática possuem níveis 

séricos de VEGF mais elevados quando comparados aos pacientes com doença 

localizada; ainda, elevados níveis de VEGF estão associados com resultados menos 

favoráveis no tratamento de pacientes com CaP (Green et al., 2007). Drogas 

utilizadas recentemente com atuação anti VEGF geraram efeitos colaterais notórios 

como sangramento gastrointestinal, perfuração intestinal e embolismo pulmonar 

(Mangoni et al., 2012; Ogita et al., 2012). Estudos mais recentes têm tentado 

esclarecer como combinações de novas terapias podem focar na sinalização de 

VEGF, com diminuições dos efeitos colaterais, mas mantendo os efeitos benéficos 

na redução tumoral (de Brot et al.,2015). 

Estudos prévios mostraram que, a imunomarcação de PCNA no tecido 

tumoral está fracamente associada com valor prognóstico, mas frequentemente 
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usado como marcador de proliferação e frequentemente superexpresso nas células 

cancerígenas (Wang, 2014). A dificuldade em se mostrar um bom marcador 

prognóstico, como abordado previamente, está na incapacidade de diferenciar os 

diferentes poços dos trímeros do PCNA. No entanto, a estratégia de combate ao 

câncer merece voltar atenções à sua inibição. 
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CONCLUSÃO 

 

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

avaliação do CaP. A estimativa do VNM requer uma abordagem baseada em um 

projeto com algum envolvimento de matemática e estatística. De fato, nos moldes 

atuais, isso pode ser considerado pouco prático para uso amplo na avaliação 

rotineira do CaP pelo patologista tradicional. No entanto, com planejamento 

adequado do estudo, bem como a atual disponibilidade de equipamentos e 

programas para a quantificação morfológica, pode haver a estimativa rápida e 

precisa do VNM como parâmetro auxiliar para a avaliação 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 há tumores resistentes ao bloqueio hormonal com resposta 

inadequada às terapias atuais, os resultados apresentados indicam a possibilidade 

de um tratamento que aborde simultaneamente o PCNA e o VEGF. 

A falta de agentes terapêuticos apropriados para evitar ou retardar a progressão 

do CaP, requerem inovações tanto no diagnóstico, como no prognóstico e 

tratamento do CaP mais eficazes. 
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