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RESUMO

Introducdo e objetivos: a pungao-bidpsia de prostata € a principal forma de
diagndstico do cancer de prostata. A introdugdo da dosagem sérica do PSA e os
programas de rastreamento do cancer de préstata levaram a deteccédo de neoplasias
subclinicas e de pequenas dimensdes. A utilizacdo da revisdo cega de cortes
histolégicos no controle de qualidade dos exames permite a reavaliagao, fornece a
variabilidade interobservadores e possibilita a deteccdo de exames discrepantes,
falsos negativos e positivos. Na préstata tal pratica é justificavel pela freqiéncia de
diagndsticos de incerteza e de neoplasias de pequenas dimensdes, que tornam a
interpretacdo do exame mais dificil e subjetiva. O objetivo deste estudo & avaliar a
variabilidade interobservador em bidpsias de préstata.

Material e métodos: dois patologistas revisaram separadamente 489 exames
de biopsias de prostata. Os patologistas desconheciam o diagndéstico original e
informacdes clinicas como valor do PSA, idade e toque retal,obtidos dos prontuarios
clinicos. A variabilidade interobservador foi quantificada através do indice Kappa.

Resultados: foram revisadas bidpsias provenientes de 191 pacientes. A
média de idade foi de 65,5 anos e a média do PSA de 14,26 ng/ml (mediana=8,4
ng/ml). A concordancia geral entre o diagndstico original e o final (pds-revisao) foi de
94,3% e o indice kappa foi de 0,86 (com intervalo de confianga de 95% entre 0,8 e
0,91). O indice kappa entre os revisores foi de 0,83. A concordancia entre os grupos
de diagnostico foi de 94,6% (kappa 0,85) para os exames benignos; 100% (k 0,99)
nos adenocarcinomas; 76,5% (k 0,67) nas ASAPs — proliferagbes de pequenos
acinos atipicos e 50% (k 0,3) nas NIPs — neoplasias intraepiteliais prostaticas de alto
grau.

Conclusdes: Este estudo mostrou a alta concordancia interobservador nos
diagnosticos benignos e adenocarcinomas. As maiores variagdes ocorreram nas
lesdes pré-malignas (NIP) e nos diagndsticos duvidosos, expressas por uma menor
concordancia interobservador e baixo indice kappa. A revisao cega de bidpsias de
prostata pode ser util e deve ser recomendada nos caso duvidosos, onde ha uma
forte suspeita de neoplasia, uma vez que o diagndéstico de neoplasias pequenas e
lesdes pré-neoplasicas € de dificil interpretagcdo e pode estar relacionada a uma
maior variabilidade interobservador.

Palavras-chave: cancer prostatico, bidépsia por agulha, controle de qualidade.



ABSTRACT

Introduction: prostate needle biopsy is the standard procedure for the
diagnosis of prostate cancer. The introduction of PSA screening and other screening
methods has allowed for the detection of subclinical and minimal carcinomas of the
prostate. The blind review of histological sections for the quality control of exams
permits reassessment, provides interobserver variability and allows the detection of
discrepant exam results, false negatives and false positives. This practice is justified
in case of the prostate, due to the frequently uncertain diagnoses and due to the
presence of focal carcinoma, which render the interpretation of exam results more
difficult and less objective. The aim of this study is to assess the interobserver
variability in prostate biopsies carried out at a teaching hospital.

Materials and Methods: two pathologists individually reviewed 489 prostate
biopsies. Both pathologists were blinded to the original diagnosis and to clinical data
such as PSA levels, age, and digital rectal examination status. Interobserver
variability was measured using the kappa coefficient.

Results: a total of 489 biopsies of 191 patients were reviewed. Mean patient
age was 65.5 years, and PSA levels averaged 14.26 ng/ml (median:8,4ng/ml).
Overall agreement between the original and final diagnoses was 94.3% with a kappa
of 0.86 (95%CI between 0.8 and 0.91). The interobserver kappa value was 0.83.
Agreement among diagnostic groups was 94.6% (kappa = 0.85) for benign exams;
100% (kappa = 0.99) for adenocarcinomas; 76.5% (kappa = 0.67) for atypical small
acinar proliferations (ASAP) and 50% (kappa = 0.3) for high-grade prostatic
intraepithelial neoplasias (HGPIN).

Conclusions: The blind review of prostate biopsies can be useful and is
recommended in uncertain cases highly suspicious of malignancy, since the
diagnosis of minimal carcinoma and preneoplastic lesions is difficult and is related to
a larger interobserver variability.

Key words: prostate cancer, needle biopsy, quality control.
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1 INTRODUCAO

A puncgao-bidpsia de prostata é a principal forma de diagnéstico do cancer de
prostata. Apds a introdugcao da dosagem sérica do antigeno prostatico especifico
(PSA) e a possibilidade do rastreamento do cancer na populagao, através do exame
ultrassonografico com biopsia, houve um avanco no diagndstico precoce das
neoplasias de préstata, possibilitando a detecgcédo da doenga em estagios iniciais e
subclinicos. Do ponto de vista da avaliagao pelo patologista, contudo, isto significou
um aumento no diagnostico de processos benignos da prostata, neoplasias de
pequenas dimensbes, lesdes pré-neoplasicas e outras condicbes que podem
mimetizar caracteristicas histoldégicas do adenocarcinoma e trazer dificuldade para a

interpretacao das biépsias por agulha (9,13,51-53,65,70,72,107,133).

O numero elevado de casos com diagndsticos duvidosos e adenocarcinomas
focais propiciou o surgimento de acrénimos como ASAP (proliferacdo de pequenos
acinos atipicos) e NIP (neoplasia intraepitelial prostatica) (12,49,131). Nos ultimos
anos a discussao dos seus significados em bidpsias mostra a importancia destes
diagndsticos no seguimento dos pacientes (10,16,28,32,49,53,71,74,76,124,126,

132).

Varios trabalhos mostram que a rebiopsia de pacientes com diagnostico de
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ASAP em bidpsias sextantes acaba por revelar adenocarcinoma em 21 a 49% dos
casos (10,16,28,32,49,71,74-76,91,100,110,116,124,126,132). A introdugdo de
protocolos de bidpsias sextantes estendidas, mais amplas, confirmam a importancia

e o valor preditivo do diagndstico dos casos duvidosos (ASAP) (127).

Por outro lado, também houve uma tentativa de classificar melhor estas
lesdes com a utilizagdo da imuno-histoquimica, inicialmente com a citoqueratina
34BE12, o p63 e posteriormente com a alfa-metil-coA-racemase (AMACR). Varios
trabalhos demostram a baixa sensibilidade e especificidade destes marcadores
isoladamente e em coquetéis, evidenciando a necessidade de se aliar os critérios
morfolégicos aos aspectos clinicos na decisdo diagnostica (59,68,69,83,103,134,

140,142).

Outros trabalhos apontam as dificuldades diagndsticas e a variabilidade
interobservador nos diagndésticos histopatoldgicos de bidpsias de prostata e na
graduacdo do Escore de Gleason (EG). A maior parte dos trabalhos enfoca as
variabilidades nos padrées do EG nas biopsias e pecas de prostatectomia
(4,5,8,27,33,38,41,47,62,63,73,93,99,108,109,119). A variabilidade geral do

diagndstico histopatolégico em bidpsias de préstata € pouco estudada (93).

Alguns estudos demonstram o papel da “segunda opiniao” na elucidacdo dos
diagnosticos duvidosos e o seu impacto econdbmico e prognéstico (105,136). A
revisdo cega de bidpsias de préstata pode mostrar onde se encontram as principais
discrepancias no diagnostico do adenocarcinoma prostatico, além de propiciar uma

maior uniformidade dos exames e segurancga nos diagnoésticos duvidosos.
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2.1 EPIDEMIOLOGIA

O cancer de prostata (CaP) € uma das neoplasias malignas mais frequentes
no homem, sendo o sexto tipo de cancer mais comum no mundo € a terceira causa
de morte por cancer. Nos paises desenvolvidos € um dos tumores malignos mais
freqientemente diagnosticados no sexo masculino, sendo a segunda causa de
morte por cancer em homens nos Estados Unidos. Em 2005 a estimativa nos
Estados Unidos foi de que 33% das neoplasias diagnosticadas no homem fossem da
prostata e a mortalidade por este tipo de cancer fosse em torno de 10% de todas as

neoplasias nos homens, sendo superada apenas pelo cancer de pulmao (7).

No Brasil é a quarta causa de morte por neoplasias no homem (78). Em 1979
a taxa de mortalidade bruta por CaP era de 3,73/100 mil homens, passando a
8,93/100 mil homens em 1999. A taxa de incidéncia por CaP no Brasil era de 40,49
casos/100 mil habitantes em 2003, sendo superada apenas pelas neoplasias
malignas nao melanociticas de pele. A incidéncia e a taxa de mortalidade
aumentaram nos ultimos anos, e ainda assim, as estatisticas oficiais subestimam

principalmente a incidéncia da doencga (7,78,79).
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Entre os fatores de risco associados ao desenvolvimento desta neoplasia
destaca-se a idade avancada, contudo, o CaP é uma doenga multifatorial e
heterogénea que envolvendo também fatores genéticos e ambientais. Outros

fatores de risco sao: histéria familiar, dieta, etnia e sedentarismo (39,40,78).

O CaP é uma neoplasia de inicio insidioso, que acomete pacientes
principalmente acima dos 50 anos, apresenta progndéstico variavel e histéria natural
pouco conhecida. Como em qualquer outra neoplasia maligna, ha a preocupagao em
se fazer o diagndstico precoce, diminuindo a chance de doenga avangada, mutilante
e metastatica. Com a introdugdo da dosagem sérica do antigeno prostatico
especifico (PSA) no rastreamento do CaP, houve um avango importante no
diagndstico precoce da doenga, que consequentemente levou a um aperfeicoamento
maior dos varios métodos diagnosticos, sendo possivel a deteccdo de mais

pacientes com neoplasias subclinicas (23,101).

2.2 BIOPSIA DE PROSTATA

A puncdo-biopsia prostatica transretal guiada por ultrassom é a principal
forma de diagndstico do CaP, sendo o adenocarcinoma acinar o tipo histolégico de
neoplasia maligna mais freqientemente diagnosticado nesse 6rgao (figura 1). Este
método foi introduzido na década de oitenta. Inicialmente utilizava-se uma agulha 14
gauges que posteriormente foi substituida pela agulha 18, mais fina, o que acarretou
uma diminuicido das complicagdes advindas do método, possibilitando a realizacao
de bidpsias mais amplas. Atualmente realizam-se bidpsias de seis locais diferentes
da prostata, as chamadas bidpsias sextantes, ou estendidas que podem variar de 10

a 18 fragmentos (106,112). Os fragmentos séo retirados bilateralmente do apice,
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terco médio e base da prostata. O diagndstico histopatoldgico do adenocarcinoma
de prostata tem uma grande importancia no manejo dos pacientes, fornecendo
informagbes essenciais para a conduta terapéutica e progndstico destes e o
desenvolvimento de bidpsias mais amplas permitiu um aumento da acuracia do

exame (23,36).

Erro!

(-

Figura 1 - Fragmento de prdstata obtido por bidpsia transretal,
apresentando uma zona de carcinoma (HE,100x)

2.3 CRITERIOS DIAGNOSTICOS E CARACTERISTICAS DO ADENOCARCI-

NOMA DE PROSTATA

A prostata € uma glandula que pesa cerca de 20g no homem adulto, formada
por elementos epiteliais e estromais, que dependem da estimulagcdo androgénica
para sua diferenciacao e crescimento. A glandula é dividida em trés zonas, segundo

o esquema de MacNeal (96): central (que envolve os ductos ejaculadores), de
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transicéo (que envolve a regido periuretral) e periférica (cortical) (18,96). A zona de
transicao é o sitio preferencial da hiperplasia nodular e a zona periférica € a mais
suscetivel ao desenvolvimento do carcinoma e a inflamagao, contudo a zona de
transicao também pode ser um local de neoplasias. De acordo com este esquema

anatémico 85% a 90% dos carcinomas ocorrem na zona periférica (18,23).

Histologicamente a prostata é constituida por um sistema ducto-acinar que é
revestido por células colunares secretoras que se assemelham muito, tanto nos
acinos como nos ductos, nas diferentes zonas. A unidade acinar apresenta uma
camada de células secretoras, uma camada de células basais e a membrana basal.
As células basais sao células de reserva achatadas e alongadas de dificil

visualizagao nas coloragdes de rotina (hematoxilina e eosina-HE) (18,23).

O diagnéstico do adenocarcinoma prostatico apresenta varios critérios
histolégicos que sdo considerados essenciais na interpretagcdo microscopica. O
primeiro € o padrao infiltrativo das glandulas, que diz respeito aos aspectos
arquiteturais da neoplasia, no qual se baseia o Escore de Gleason (EG) (figura 2).
Os outros dois critérios sdo a auséncia de células basais e as caracteristicas
nucleares, sendo a presenca de nucléolos proeminentes um dos aspectos mais
importantes. Além destes trés critérios existem outros achados histologicos, alguns
nao exclusivos do adenocarcinoma, mas que sao encontrados nesta neoplasia com
uma frequéncia elevada. A presencga de cristaléides na luz de glandulas, de mucina
intraluminal, de arranjos glomeruldides, de micronédulos hialinos, de fendas de
retracdo tecidual ao redor das glandulas e de nucléolos multiplos e excéntricos sao

achados que colaboram para o diagnéstico de malignidade. O padrao glomeruldide e
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0s micronédulos hialinos sao achados morfoldgicos exclusivos do adenocarcinoma,
porém raramente evidenciados em bidpsias. Assim como a permeacgao neural e a
invasao periprostatica das glandulas neoplasicas, que também sao achados que
indicam malignidade por si sO, porém nem sempre estdo presentes em amostras

pequenas e nao sao essenciais na elaboragao diagndstica (11,13,14,52,53,88,139).

O EG se baseia no tamanho e arranjo das glandulas neoplasicas e o grau é
atribuido somando-se o padrdao mais frequente e o segundo padrao mais frequente.
O padrao 1 é bastante raro e pouco diagnosticado em bidpsias. Sua identificacéo &
dificil por tratarem-se de glandulas muito bem diferenciadas que dependem do
arranjo nodular para a sua identificagdo. Assim como o padrdo 1, o padrao 2
também é bem diferenciado e de dificil diagnéstico quando padrdo unico. Muitos
autores nao recomendam o diagndéstico dos graus 2 a 4 em bidpsias (17,51,54). O
padrao 3 € o mais freqluentemente encontrado nas biopsias de préstata e é
considerado um padrao intermediario de diferenciacdo. O padrdao 4 e 5 sdo mais
indiferenciados e menos frequentes que o padrao intermediario (17,23,45,54,99). Na
figura 2 pode ser observado o desenho original do EG e o desenho modificado do
EG, aceito atualmente. Na figura 3 pode-se observar as caracteristicas histolégicas

de cada padréo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA 8

Figura2 - A: Desenho original do Escore de Gleason. B: Desenho modificado do
Escore de Gleason — ISUP- 2005. Padrao 1: glandulas de tamanho médio e
regular, proximas e com pouco estroma entre si, formando nédulos. Padrao 2:
glandulas de tamanho médio e alguma irregularidade, com nitido estroma entre
si, formando nddulos. Padrédo 3: glandulas com nitido padrdo infiltrativo,
pequenas e irregulares, formando angulagbdes, formagdes cribriformes ou
papilares regulares. Padrdo 4: glandulas com padrao infiltrativo, microacinar,
cribriforme ou papilar com bordas irregulares, formagao de corddes e fusido de
gléandulas. Padrdo 5: corddes de células neoplasicas ou ninhos infiltrativos,
com pouco ou nenhum arranjo glandular, comedonecrose. (Fonte: Gleason DF.
Classification of prostatic carcinomas. Cancer Chemother. Rep. 1966;50:125-
128)(64).
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Figura3- A: padrédo 1 do EG (HE, 50x); B: padréo 2 (HE, 100x); C e D: padréo 3
(HE, 50x e 100x); E: padrao 4 (HE, 50x); F: padrao 5 (HE, 50x)
(fonte:www.pathology.jhu/prostate)

O EG é um importante fator progndstico que se correlaciona com diversas
outras variaveis. Os escores mais elevados, de 7 a 10, relacionam-se com pior

progndstico, e os escores 5 e 6 estdo associados a doenga menos agressiva (24).

Nos ultimos anos foram criados nomogramas para predizer o estagio
patoldgico e progressao da doenga apos cirurgia ou radioterapia, e o EG representa

um importante aspecto nesta avaliagao (95).

E importante ressaltar que o EG foi criada na década de 60, numa época que
antecedeu a utilizagdo da pungao-biopsia de prostata como método diagndstico. A
descricao original de neoplasias bem diferenciadas foi realizada em pegas de
ressecgoes trans-uretrais e prostatectomias, onde havia maior volume tumoral,
relacbes anatbmicas e estrutura mais global dos tumores. Além disso, a larga
experiéncia e utilizagdao do EG péde demostrar melhor as diferengas principalmente

nos padrdes 3 e 4, o que levou a necessidade de adaptagdes em sua classificagao.
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Atualmente o EG é o unico recomendado pela OMS e foi recentemente reformulado
(Quadro 1) (Figura 2B) (54,99). Existem varias denominagdes para esta
classificagao: Sistema de Gleason, Grau de Gleason e Escore de Gleason. O termo

Escore de Gleason sera usado neste trabalho, para fins de uniformizacgao.

Quadro 1: Escore de Gleason, Consenso — ISUP 2005 (54)

Padrdo 1: nodulo circuscrito de acinos de médio tamanho, arredondados ou ovais, uniforme,
amontoados mas separados ( glandulas maiores que no padrao 3)

Padréo 2: semelhante ao padrao 1, bem circuscrito,na periferia do nédulo pode haver infiltragdo
minima. As glandulas sdo mais préximas uma das outras e n&o tao uniformes como no padréo 1.

Padrdo 3: glandulas menores que no padrdo 1 e 2, infiltrando o estroma e os acinos nao
neoplasicos, marcada variagdo de forma e tamanho, nddulos tumorais de padrao cribriforme
pequenos e com bordas regulares

Padréao 4: fusdo de glandulas com padrao microacinar, glandulas com limen pobremente formados,
glandulas cribriformes grandes, glandulas cribriformes com borda irregular, padrao hipernefroide.

Padrdo 5: auséncia de diferenciagdo glandular,composto de ninhos sélidos, corddes ou células
isoladas; comedocarcinoma com necrose central, envolto por massas de padrdo soélido, cribriforme
ou papilar.

2.4 ASAP ENIP

A dosagem do PSA e os programas de prevengdo do CaP levaram a
deteccdo de lesbes cada vez mais restritas e iniciais, como também de entidades
benignas, o que refletiu enormemente na interpretacdo dos achados histolégicos. Os
maiores dilemas em biopsias prostaticas dizem respeito a amostragem muito
pequena da neoplasia (46,138). Nos ultimos anos foi introduzido um termo chamado
“proliferagcdo de pequenos acinos atipicos” (“atypical small acinar proliferation”-
ASAP), o qual é empregado em proliferagdes acinares suspeitas de neoplasia que
nao preenchem todos os critérios para adenocarcinoma, tanto do ponto de vista
morfolégico como quantitativo. A ASAP ¢é definida como uma pequena area de 1 a 2
milimetros, onde as glandulas sdo pequenas e semelhantes ao padrao 3 do EG,
com nucléolos evidentes e camada basal ausente ou pouco nitida (figura 4). A

incidéncia deste diagnostico € demonstrada por diversos autores com percentuais
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que variam de 0,4 a 23,4% de todas as bidpsias (46,100). Alguns autores nao
recomendam O seu uso por nao representar uma entidade patoldgica distinta e sim
uma forma de expressar uma dificuldade diagndstica, que pode representar um
grupo de lesdes de dificil diagndstico em bidpsias, que ndo necessariamente estéo
restritas a pequenos focos suspeitos, mas também lesées maiores que podem gerar

duvidas (17,50).

e LS e

-

Figura 4 - ASAP (HE, 200x) Figura 5 - NIP de alto grau, seta (HE 400x)

Ay
P &

Outro achado bastante comum e de relevancia clinica é a presenca de
neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau (NIP). A NIP representa nas bidpsias
de préstata uma condicdo pré-neoplasica que pode preceder o adenocarcinoma ou
pode estar associada a este (131). A NIP esta presente em cerca de 1,5 % a 25 %

das bidpsias de préstata, com média de cerca de 7% (figura 5) (42,100,143).

Diversos trabalhos mostraram a importancia prognostica da avaliagdo da NIP
e da ASAP nas bidpsias sextantes de préstata. Alguns autores demostraram a
relacéo entre a presenca e o numero de fragmentos com NIP e o aparecimento de
carcinoma em bidpsias subsequentes, variando este risco em torno de 27% a 79%
nos diversos trabalhos existentes na literatura (19,22,85,86,90,126,144). Da mesma

forma, a ASAP esta relacionada a um risco aumentado de neoplasia em bidpsias
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posteriores, fazendo-se o diagnéstico de cancer em 21 a 49% dos casos nas
rebiopsias (15,100,128). Assim, estabeleceu-se um grupo de pacientes de maior
risco para apresentar uma neoplasia em bidpsias posteriores, preconizando-se a
estes pacientes acompanhamento clinico, dosagem de PSA e rebidpsia

(1,15,21,25,36,42,75,145).

Um estudo de coorte recente de Schlesinger e colaboradores acompanhou
um numero significativo de pacientes com diagndstico prévio de ASAP, NIP ou
ambos (336 pacientes), mostrando um valor preditivo para carcinoma de préstata de
23% na NIP, 37% na ASAP e 33% na ASAP + NIP (128). Um outro estudo de Moore
e colaboradores apresentou um resultado semelhante na ASAP (36%) e bem inferior
na NIP (4,5%), quando eram realizadas bidpsias estendidas, demostrando uma
diminui¢ao do risco destes pacientes apresentarem cancer em biopsias posteriores

quando se fazem bidpsias mais amplas (100).

2.5 ENTIDADES QUE MIMETIZAM O CANCER DE PROSTATA

Além da ASAP, da NIP e dos carcinomas focais, outras entidades patologicas
podem estar presentes no exame da bidpsia de prostata, que classicamente sao
descritos como situacdes que mimetizam o carcinoma. Tal dificuldade é em parte
explicada pela auséncia da arquitetura global das lesbes nas bidpsias. Entre os
mimetizadores do cancer, a atrofia acinar, a adenose, a hiperplasia adenomatosa
atipica e a hiperplasia de células basais sdo os mais importantes a serem

mencionados (70).
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Uma série de trabalhos tratam de descrever estas lesbes em bidpsias,
discutindo amplamente os critérios no diagndstico diferencial (3,9,12,52,72,107). Por
se tratarem muitas vezes de situagdes de diagndstico polémico e apresentarem
dificuldades técnicas e de amostragem, o desenvolvimento de rotinas e técnicas de

aperfeicoamento e aumento da acuracia do diagnéstico foram desenvolvidas.

2.6 CONSIDERACOES TECNICAS

A amostragem do material representativo de neoplasia tem importancia
prognéstica e determina o manejo clinico-cirurgico dos pacientes, podendo ser
influenciada pela qualidade das laminas. Também a quantidade de fragmentos
envolvidos, o tamanho dos fragmentos, o volume tumoral, o EG e a invaséo
perineural dependem da boa técnica histolégica e amostragem das neoplasias nos
cortes histologicos (20,34,77,84). As neoplasias de alto grau (EG igual ou maior que
8) sdo um exemplo, quando focalmente representadas na bidpsia e revelando-se
bem mais extensas nas prostatectomias (35,58,114). Nos laboratérios de patologia,
os cortes histoldgicos de bidpsias de prostata em geral séo realizados em dois a trés
niveis de aprofundamento, no sentido de realizar uma amostragem bem completa do
fragmento, evitando ocultar pequenos focos de neoplasia e lesdes suspeitas.
Também sdo obedecidas algumas regras na inclusdo das amostras para que nao
fragmentem e ndo fiquem tortuosas apds o processamento. E recomendada a
minima manipulacdo do material com pinga, colocagdo de poucos fragmentos no
mesmo cassete e o tingimento dos mesmos com eosina ou nanquim antes do

processamento (30,31,36,87,137).
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Do ponto de vista da avaliagdo microscopica € importante que o patologista
tenha uma boa experiéncia e que utilize todos os recursos de apoio existentes para
realizar o diagndstico preciso, como por exemplo a imuno-histoquimica e a consulta

por um outro patologista do seu departamento ou de outro servico (36,137).

2.7 IMUNO-HISTOQUIMICA

A imuno-histoquimica é um método complementar de diagndstico em
patologia principalmente utilizado na determinacdo da histogénese de neoplasias.
Esta técnica utiliza anticorpos monoclonais especificos que podem se ligar a
antigenos teciduais especificos, neoplasias e substancias produzidas por elas. Para
as células epiteliais existe uma variedade de subtipos de citoqueratinas, com pesos
moleculares diferentes, que as identificam conforme a origem epitelial. A
citoqueratina é identificada através de uma ligagdo antigeno-anticorpo, que é
possibilitada por esta técnica, na qual se utilizam anticorpos ligados a cromogenos

que podem ser visualizados em cortes histoldgicos.

No carcinoma prostatico, o estudo imuno-histoquimico pode ser utilizado para
melhor visualizacdo da camada de células basais e detecgcdo de substancias
produzidas pelo tumor como a fosfatase acida prostatica e o PSA. Estas duas
ultimas s&o utilizadas quando se quer comprovar a origem prostatica de uma
neoplasia, sendo de pouca utilizacdo em bidpsias. Ja as células basais, como fazem
parte dos critérios diagndsticos do adenocarcinoma, sao mais utilizadas nas

bidpsias.
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O acino prostatico é constituido por duas camadas de células, uma basal e
outra superficial que secreta o liquido prostatico. As células basais ndo sao
encontradas nos adenocarcinomas e em geral estao presentes nos outros processos
nao neoplasicos e na NIP. Acredita-se que as células basais representam o
compartimento de reserva do epitélio prostatico e que sua interrupgao ou perda € um
passo importante na génese da NIP para o carcinoma invasor. A visualizagdo desta

camada de células pode ser dificil mesmo em processos benignos.

O marcador imuno-histoquimico mais utilizado para a detecgdo das células
basais é o anticorpo monoclonal para 34BE12 (figura 6). Além deste marcador que é
amplamente utilizado, também existem o p63 e a citoqueratina 5 e 6,que também

coram as células basais (2,59).

Figura 6 - Cortes histologicos de biépsias de prostata corados para 34RBE12 A: 100x;
B: setas indicam células basais coradas (400x)

A 34BE12 € uma citoqueratina de alto peso molecular que esta presente nas

células basais dos acinos prostaticos e ausente nas células acinares intraluminais
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superficiais. O espectro de citoqueratinas deste marcador abrange as

citoqueratinas 1,5,10 e 14.

Os estudos com o objetivo de identificacdo de células basais em lesdes
suspeitas inicialmente mostraram que estes marcadores poderiam ser adjuvantes
promissores no diagnostico diferencial das lesdes suspeitas em bidpsias de prostata,
principalmente nas proliferacbes de pequenos acinos atipicos e na distingao de
carcinomas bem diferenciados com outros processos benignos focais
(37,130,134,140). Entretanto muitas lesdes benignas podem apresentar rarefagcéao
ou auséncia de células basais no exame imuno-histoquimico como a NIP, a atrofia
que é negativa em 23% dos casos, a hiperplasia adenomatosa atipica que pode ser
negativa em até 50% dos casos, e as glandulas normais da prostata que também
podem ser negativas em cerca de 21% dos casos, particularmente em acinos
benignos na periferia de pequenos focos (69,140). A alteragdo na sensibilidade do
marcador conforme o tempo de fixagao também pode ser um outro fator de confusao

descrito (140).

Na pratica a coloragdo negativa para os marcadores de células basais nao
garante que as glandulas que nao coraram representem um carcinoma. Alguns
estudos mostraram que as lesdes suspeitas, negativas para células basais, néo
revelaram a presenga de adenocarcinoma em bidpsias posteriores e prostatectomias
em mais de 43% dos pacientes (68). O seguimento destes pacientes comprovou que
a sensibilidade e especificidade do método trazem algumas limitagdes, com risco de

falsos positivos e negativos, fazendo do exame um adjuvante no diagnéstico do
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adenocarcinoma, que precisa de avaliagao criteriosa, e que deve ser aliado aos

achados anatomopatolégicos convencionais e aspectos clinicos (68,70).

Muito recentemente estd sendo estudado um marcador tumoral através da
imuno-histoquimica chamado ametil-coA-racemase (AMACR; P504s). A AMACR é
uma proteina citoplasmatica envolvida no metabolismo do lipideos. Alguns estudos
demostram a superexpressao desta enzima em diversas neoplasias. No CaP parece
que ha uma expressdao que pode variar de 89% a 94,5% dos casos
(81,82,97,103,148). Sabe-se que uma porcentagem de glandulas normais (5 a 21%),

adenose e NIP, também podem expressar o marcador fracamente (55,80,140).

Jiang e colaboradores encontraram uma expressao da AMACR em 94,5% dos
casos de adenocarcinomas focais (menores de 1,0 milimetro), demonstrando uma
alta sensibilidade e especificidade deste marcador (81). Estudo posterior do mesmo
autor revela o incremento na acuracia diagnostica dos focos suspeitos de neoplasia

com a utlilizagdo da 34BE12 e da AMACR em conjunto (82).

O uso concomitante dos dois marcadores parece melhorar em parte a
acuracia do exame, através de uma maior concordancia interobservador,
convertendo o diagndstico de ASAP para carcinoma em cerca de 10% dos casos,

segundo Zhou e colaboradores (147,148).

Assim como a adi¢ao destes dois marcadores, 0 uso do p63, um homadlogo do
gene supressor de tumores, p53, que marca o nucleo das células basais, pode ser

utilizado na deteccéo destas células em imuno-histoquimica, também apresentando
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uma sensibilidade e especificidade um pouco superior a da 34pE12
(26,59,68,70,83,98,130,142). Apesar das expectativas que o wuso destes
marcadores, separadamente ou em coquetéis, trazem na solugdo de diagnosticos
dificeis, a coloracdo imuno-histoquimica para estes anticorpos € heterogénea e a
reagao negativa para os marcadores, em pequenos focos de glandulas atipicas, ndo

e diagnostica de adenocarcinoma (53,69,98).

Outros marcadores de mucina como a MUC6 e marcadores de proliferacdo
celular como o Ki67, também podem ser utilizados na diferenciacdo dos ductos
ejaculadores e NIP, respectivamente, em lesbes suspeitas de carcinoma (92,123).
Estes anticorpos sdo bem menos utlilizados e ajudam no diagnostico em situagdes

especiais.

2.8 VARIABILIDADE INTEROBSERVADOR

Com todas as dificuldades diagnodsticas que podem envolver a interpretagao
de uma bidpsia de prostata, € de se esperar que exista uma variacdo consideravel,
de observador a observador, principalmente nas lesdes pequenas e duvidosas.
Alguns trabalhos ja demostraram a variabilidade inter e intra-observador em outros
orgaos como na bidpsias gastricas, curetagens uterinas e exames citopatologicos

cérvico-vaginais (61, 66,121).

Em prostata alguns estudos mostram a variabilidade interobservador na
graduagédo histolégica do adenocarcinoma, principalmente no uso do EG

(5,62,93,119). Também existem trabalhos que estudam a variabilidade no
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diagnostico da NIP e de carcinomas focais, salientando a necessidade de

diagndstico de consenso nestes casos (8,33,38,48,62,93,99).

Allsbrook e colaboradores demostraram a variabilidade interobservador do EG
em 46 bidpsias. Dez uropatologistas revisaram os casos e graduaram os carcinomas
conforme o EG. O indice kappa de concordancia interobservador variou de 0,56 a
0,7 entre os patologistas, concordancia considerada boa. As maiores discrepancias
diagndsticas ocorreram na graduagao do padrao 4 e 5, quando estes eram focais.
Tal variabilidade é discutida e evidenciada devido a grande variagdo na forma de se
usar o EG, e seu significado em bidpsias. Também houve uma variabilidade maior
no diagnéstico dos padrées 1 e 2, mostrando a dificuldade do diagndstico das

neoplasias bem diferenciadas (5).

O trabalho de Glaessgen e colaboradores também mostra a variagdo na
graduacdo do EG, principalmente nos padrdes 4 e 5, e correlacionam as
discrepancias com o numero de fragmentos envolvidos. Neste estudo houve uma
variabilidade maior na graduagdao do EG quando mais de um fragmento estava
envolvido por neoplasia. Também houve uma maior discordancia quando o padrao 4

continha arranjos cribriformes e fusdo de glandulas (62).

Lessells e colaboradores obtiveram a variabilidade diagndstica de bidpsias de
préstata em um estudo onde foram revisadas 100 biépsias de forma cega. O indice
kappa foi de 0,86 nas biopsias negativas (diagndstico benigno) e 0,91 nas positivas
(adenocarcinoma). Neste estudo houve boa concordancia entre os diagndsticos

benignos e malignos, contudo o numero de casos suspeitos (ASAP) e pré-
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neoplasicos (NIP) era pequeno, dando pouco poder aos resultados, nestas duas
situagcdes, na medida em que estudou pouco justamente os casos, onde pode haver

maior discordancia (93).

2.9 CONTROLE DE QUALIDADE

Varios métodos sédo propostos para a vigilancia e controle de qualidade em
anatomia patoldgica, através da revisdo de uma porcentagem de todos os exames
realizados em um laboratério, da revisdo de casos positivos, da consultoria intra e

extra-departamental ou da revisédo cega (67,118,135).

Diversos estudos mostram a importadncia da revisdo de exames de forma
retrospectiva e prospectiva, com o objetivo de aumentar a acuracia diagndstica de
exames anatomopatoldgicos (94,117,120). A utilizacdo destes procedimentos
inicialmente mostrou o seu valor na revisdo de laminas em esfregacos citolégicos,
sendo uma forma eficiente na deteccao de discordancias diagndsticas e erros em
citopatologia (43,56,121,122,146). Estudos posteriores sugerem que a revisao de
exames em patologia cirurgica também tem validade (94,120). A revisao cega de
exames, ou seja, sem o conhecimento do diagndstico original, tem mostrado uma
boa sensibilidade na detecgado de erros diagndsticos em espécimes de diferentes
orgaos, uma vez que propicia a reavaliagao de um exame, que potencialmente pode
conter erros, por um segundo patologista ndo influenciado por um diagndstico prévio

(60,118,120).

Alguns trabalhos apontam as falhas na interpretacdo dos exames em

patologia cirurgica, encontradas através da revisdo dos cortes histoldgicos. Os erros
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identificados sao falsos positivos, falsos negativos e falta de informagao
complementar ao diagndstico principal, que tenha relevancia no tratamento e
prognéstico. Estes erros sdo agrupados conforme o grau de importancia, segundo
esses autores. Falsos positivos e negativos sao considerados erros maiores, grau
histolégico de neoplasias, informagdes diagndsticas complementares omitidas e
erros ortograficos sao considerados erros menores (48,94,102,105,115,

120,136,141).

Na literatura, a taxa de erros maiores varia de 0,8 a 5,0% de toda a rotina de
exames em patologia cirurgica geral (ndo somente prostatica), em estudos
retrospectivos e prospectivos. Ja a frequéncia de discordancias diagndésticas gerais,
que abrange todo tipo de erro, varia de 20 a 30% dos casos (94,102,105,113,

117,120,129,141).

Na biopsia de prostata a acuracia diagnostica determinada pela revisdo de
laminas é pouco estudada (29,48,105,137). Epstein e colaboradores, encontraram
um indice de falsos positivos de 1,3% (7 casos dentre 535). O estudo foi realizado
em exames previamente diagnosticados como adenocarcinoma, na avaliagao pré-
operatoria dos pacientes. Neste estudo os principais diagndésticos que levaram ao
erro foram a adenose, a atrofia e focos de glandulas amontoadas por distor¢des
artefatuais. Este estudo também revela o impacto clinico e os custos da revisdo das
bidépsias previamente a prostatectomia, valorizando a segunda opinido nos

diagndsticos anatomo-patolégicos (48).
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O desenvolvimento de procedimentos padronizados na realizacdo dos
exames e implementagdo de programas de controle de qualidade e qualidade
assegurada nos servigos de patologia tém colaborado para uma maior concordancia
entre os diagndsticos, diminuindo a frequéncia de erros e discrepancias
(60,105,120). A criagao de um programa de controle de qualidade parece promover
também um maior aprendizado dos patologistas e residentes, além de tornar o

exame anatomopatolégico mais completo, uniforme, refinado e confiavel (94).



3 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O diagnéstico anatomopatolégico do CaP através de bidpsia tornou-se a
principal forma de diagndstico, com um aperfeicoamento da técnica de realizacédo da
bidpsia e interpretacdo dos exames. Os programas de rastreamento propiciaram
uma deteccdo precoce da doenga muitas vezes traduzida por neoplasias de
pequenas dimensdes. Tudo isso, além de trazer um aperfeicoamento da
interpretacéo das biopsias, também trouxe um maior numero de diagnosticos de
incerteza e subjetividade ao exame. A determinagdo das variagdes
interobservadores através da revisdo cega dos exames pode demostrar onde se
encontram as principais falhas e dificuldades no diagndstico, uma vez que propicia a
reavaliagcdo de um exame, que potencialmente pode conter erros, por um segundo
patologista nao influenciado por um diagndstico prévio. A identificacdo destas
variagdes podera ajudar na compreensdao e dimensionamento das discrepancias
diagnosticas encontradas no seguimento dos pacientes e indicar procedimentos que

possam minimizar o problema.



4 OBJETIVOS DO ESTUDO

1 — Determinar a variabilidade interobservador dos diagndsticos
histopatolégicos de bidpsias de prostata, realizados no Servico de Patologia do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

2 — Analisar o tipo de discrepancia diagndstica e apontar suas possiveis

causas.

3 — Determinar a concordancia diagnostica do exame histopatolégico nas

bidpsias de prostata.



5 MATERIAL E METODOS

Este € um estudo com delineamento transversal contemporaneo, onde foram
revisados exames histopatolégicos de bidpsias de prostata realizados no Servigo de
Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre no periodo de 1° de junho a 23 de
dezembro de 2004. As laminas contendo as amostras teciduais obtidas por bidpsias
transretais de préstata foram selecionados de forma aleatéria pelos residentes do

Servico de Patologia.

O numero de exames estudados foi de 489 bidpsias, provenientes de 191
pacientes. O numero de exames e pacientes ndao € o mesmo, porque cada paciente
gera na grande maioria das vezes dois exames: um do lobo direito e outro do lobo
esquerdo da prostata. Em alguns casos havia seis exames por paciente. Para obter
a prevaléncia do adenocarcinoma e dos demais diagnosticos na nossa amostra e
correlacionar com dados clinicos (idade e PSA), foi necessario criar dois bancos de

dados, um para exames e outro para pacientes.

O calculo da amostra foi feito a partir da prevaléncia do diagndstico de
adenocarcinoma (desfecho positivo) em bidpsias de prostata. A prevaléncia

populacional deste diagndstico no nosso meio ndo € conhecida. Foi utilizada a
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prevaléncia na literatura, em hospitais terciarios universitarios, em torno de 20 a 40%
das bidpsias, que é superior a encontrada no Hospital de Clinicas de Porto Alegre
através dos programas de rastreamento (13%) (57). Calculou-se inicialmente uma
amostra de 666 exames para um indice kappa de 0,8 e intervalo de confianca de
95%. Ao final do tempo previsto para a coleta de dados (7 meses) obteve-se um
numero de exames inferior ao calculado. Como o indice kappa na amostra obtida foi

superior ao esperado, a coleta de datos foi interrompida ao final deste periodo.

Os exames foram revisados por dois patologistas vinculados ao Servigo de
Patologia (revisdo intra-departamental). Os casos foram examinados
independentemente, de forma totalmente cega, ou seja, sem o conhecimento do
diagndstico original e informagdes clinicas como idade, PSA e toque retal. No

ANEXO 1 encontra-se a ficha de diagnéstico de revisao.

Posteriormente foram anexadas as informagbes clinicas e o diagnéstico
original para confrontamento. Também foi pesquisado o resultado de bidpsias
posteriores nos casos de ASAP e NIP. Estas informagdes foram anexadas a ficha

de avaliagao diagnostica (ANEXO 2).

Os exames com diagnésticos discrepantes entre os revisores e o diagndstico
original e discrepantes entre si foram revisados por um terceiro patologista para a

realizacao de um consenso.

Para estimar a concordancia entre os observadores foi utilizado o indice

kappa (ANEXO 3). Para estimar a concordancia do EG nos diagndsticos de
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adenocarcinoma utilizou-se o indice kappa ponderado. Para as comparagdes, 0s
EG foram agrupados em trés grupos: EG menor ou igual a 6, EG igual a 7 e EG
maior que 7. Variagbes maiores que uma categoria foram consideradas graves na
escala de ponderagdo (6,111). Para a andlise da idade e PSA nos diferentes
grupos foi realizada a analise de variancia (ANOVA, one way) e o teste de Kruskal
Wallis, respectivamente. Os programas estatisticos utilizados foram o SPSS
(Statistical Package for Social Science, versao 11.0 — Chicago, IL), Pepi (versao 3.0)

e Stata (versao 7.0) (111).

As laminas de HE foram obtidas dos arquivos do Servigo de Patologia do
HCPA, mantendo-se assim as mesmas condicbes técnicas para todos os
observadores. Nos casos de diagnodstico de ASAP foi realizada a técnica de imuno-
histoquimica (ANEXO 4) com a utilizagdo do anticorpo monoclonal para citoqueratina
de alto peso molecular, clone 34BE12 (DAKO®-cédigo MO630), camundongo anti-
humano, na diluicdo 1/20 (1 microlitro de anticorpo/20 microlitros de tamp&o). A
citoqueratina de alto peso molecular cora de marrom as células basais dos acinos.
As glandulas nitidamente benignas ao redor dos acinos suspeitos foram utilizadas
como controle interno. O perfil imuno-histoquimico foi graduado em positivo
(positividade continua ou descontinua das células basais) e negativo (sem

expressao do marcador).

Na revisdo os patologistas tinham as seguintes opgbdes de diagndstico:
negativo (incluindo as prostatites e outras entidades benignas), adenocarcinoma
(adicionado do EG), ASAP, NIP, ASAP + NIP e inadequado. Nos casos de ASAP

foram realizados o0s exames imuno-histoquimicos. Foram considerados
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inadequados os exames com escassez de glandulas. Estes exames também foram

excluidos da analise de variabilidade interobservador.

Os diagnésticos a partir das revisées foram classificados como: correto - o
mesmo diagnostico entre o diagndstico original e os revisores; provavel falso
negativo - ASAP, NIP e adenocarcinoma néo diagnosticados no exame original;
provavel falso positivo - ASAP, NIP e adenocarcinomas nao confirmados pelos
revisores; diagnostico discrepante - variagbes no EG dos adenocarcinomas,
discordancias entre os revisores que nao resultaram em mudanga do diagndstico, e
inconclusivo - material inadequado para interpretacdo (auséncia ou escassez de
glandulas prostaticas). Os termos falso positivo e negativo foram utilizados neste

estudo apenas para melhor entendimento das variacées encontradas.

O grupo de patologistas do servigo de patologia foi informado da realizagao
do estudo previamente ao inicio das revisbes com a intencao de uniformizar a forma
de diagnéstico. Todos os médicos foram orientados a fazer os diagndsticos e
graduacéo histolégica do EG, por exame, sem realizagao de diagndstico agrupado
por paciente. Isto foi feito com o objetivo de evitar vicios de aferigdo na concordancia
dos diagnésticos. Por outro lado, também faz parte das recomendagdes da reuniao
de consenso (ISUP-2005), como forma de redagdo dos laudos de bidpsias de

préstata, graduar separadamente o EG por exames (54,89,125).

Em todos os exames duvidosos (ASAP) ou naqueles em que se encontrou
um provavel falso positivo ou negativo, foi feita a revisdo do prontuario e pesquisa de

biépsias posteriores. Nos casos em que ndao houve seguimento dos pacientes, o
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patologista responsavel pelo exame foi comunicado, a fim de realizar a revisdo de
laminas oficial e comunicagdo da equipe. O projeto foi submetido ao comité de Etica
do Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

(GPPG-HCPA), tendo sido aprovado.

O estudo foi parcialmente financiado pelo FIPE/HCPA.



6 RESULTADOS

Foram revisadas 489 bidpsias de prostata, provenientes de 191 pacientes. A
média de idade dos pacientes foi de 65,55 anos. O valor do PSA era conhecido em
151 pacientes, apresentando uma média de 14,26 ng/ml (mediana = 8,4 ng/ml). Os
exames inadequados (insatisfatérios) foram excluidos da analise (7 casos, 1,4%).
No total 482 casos foram incluidos na analise da variabilidade interobservador. A
concordancia geral entre o diagndstico original e o final foi de 94,3% e o indice
kappa foi de 0,86 (com intervalo de confianga de 95% entre 0,8 e 0,91). A tabela 1
mostra a frequéncia dos diagndsticos e a variabilidade interobservador entre o

diagndstico original e o diagnéstico final (apds revisao).

A concordancia interobservador geral foi considerada muito boa. Avaliando-se
separadamente os diagndsticos obteve-se um kappa de 0,85 para os exames
benignos, 0,99 para os adenocarcinomas, 0,67 para as ASAPs e 0,3 para as NIPs.
O indice de concordéancia foi considerado muito bom nos exames benignos e nos
adenocarcinomas, bom nas ASAPs e fraco nas NIPs, conforme a interpretacao do

indice kappa (ANEXO 3).
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Tabela 1 - Variabilidade interobservador, entre o diagnéstico original e o final de
biépsias de prostata estimada pelo indice kappa (n=482)

Diagnéstico Diagnéstico original Diagnostico  Concordancia indice kappa
(%) Final (%) (%) (IC)*
Benigno 77,2 74,5 94,6 0,85
(n=372) (n=359) (0,79-0,90)
Adenocarcinoma 18,0 18,5 100 0,99
(n=87) (n=89) (0,97-1,0)
ASAP 3,5 4.4 76,5 0,67
(n=17) (n=21) (0,5-0,85)
NIP 1,2 2,7 50,0 0,3
(n=6) (n=13) (0,03-0,58)

* |C= intervalo de confianca

A variabilidade interobservadores aos pares pode ser observada na tabela 2.
Entre todos os observadores a variabilidade geral foi considerada de boa a muito
boa. As maiores diferencas foram encontradas nas NIPs e ASAPs. Na NIP a
concordancia foi de fraca a moderada. Entre os dois revisores houve moderada

concordancia. Na ASAP a concordancia foi moderada a boa.

Um dos patologistas revisores (R2) também foi o patologista original em 185
casos, sendo possivel entdo determinar para este revisor a variabilidade
intraobservador, que foi muito boa nos exames benignos (k 0,94), adenocarcinomas
(k 1,0) e ASAPs (k 0,85). Na NIP houve uma concordancia intraobservador
moderada (k 0,66). Como o revisor 3 (R3) foi o patologista que revisou os
diagndsticos discordantes, nao fez sentido calcular a variabilidade pelo indice kappa

para este observador. Ao todo o revisor 3 (R3) avaliou 35 casos.
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Tabela 2 - Variabilidade interobservador em exames de biépsias de
préstata estimada pelo indice kappa

geral Adenocarcinoma NIP ASAP benigno

R1 x original 0,79 0,93 0,2 0,48 0,81
R2 x original 0,88 0,97 0,32 0,75 0,89
R2 x R2 0,94 1,0 0,66 0,85 0,94
(intraobservador)

R1 x R2 0,83 0,92 0,47 0,59 0,87
Original x final 0,86 0,99 0,3 0,67 0,85

R1 = revisor 1; R2 = revisor 2; original = diagndstico original;
final = diagnostico final (pds-reviséo)

Na andlise de variancia dos diferentes grupos de diagndsticos ndo houve
diferenca significativa na idade dos pacientes (p = 0,408). Na analise do PSA houve
diferenca entre os grupos (p = 0,001). Nao houve diferenga significativa entre o
grupo de pacientes com adenocarcinoma (diagnostico positivo) e o grupo de
pacientes com diagndstico benigno (diagndstico negativo) (p=0,06). Apenas entre o
grupo ASAP e o grupo adenocarcinoma houve diferenga significativa (p=0,04),
porém o numero de pacientes é pequeno neste grupo. A tabela 3 mostra os

principais resultados.

Tabela3- Variagcfes nos niveis de PSA dos pacientes nos grupos de diagndésticos
em bidépsias de préostata (n=191)

. Adeno Significancia

benigno carcinoma ASAP NIP (95%)
N 102 38 7 4
Perdas** 17 13 7 3
Média do PSA (ng/ml) 11,18 24,8 551 7,79
DP* 12,09 30,15 3,19 4,03
Mediana do PSA (ng/ml) 7,7 12,0 50 6,25
Benignox Adenocarcinoma 0,06
Benignox ASAP 0,176
Benignox NIP 0,941
Adenocarcinomax ASAP 0,04
Adenocarcinomax NIP 0,296
ASAPx NIP 0,848

* DP= desvio padrao; ** casos onde o valor do PSA nao foi encontrado no prontuario
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Adenocarcinomas

Na amostra obteve-se 87 exames com o diagnéstico de adenocarcinoma. Na
avaliacdo do EG houve discrepancia na graduagcdo em 29 casos (34,5 %). As

maiores variagdes ocorreram na graduagao do padrao 4 (EG7 e maior que 7).

A concordancia do EG foi calculada usando-se o indice kappa ponderado.
Esta analise foi possivel em 84 casos dentre os 87 exames. Em trés exames pelo
menos um observador ndo concordou com o diagnéstico de carcinoma, ndo sendo
possivel avaliar a concordancia do EG. Houve uma concordancia geral boa no EG
entre os observadores. Na tabela 4 observa-se o indice kappa geral para cada
observador e o indice kappa ponderado para cada categoria. Para o calculo do
indice kappa ponderado os graus do EG foram agrupados em trés categorias: EG <
6; EG =7 e EG > 7. As maiores variagdes ocorreram nos escores 7 € maior que 7

conforme o grafico 1 e 2. Entre os revisores houve uma tendéncia em elevar o EG.

Tabela 4 - Variabilidade no Escore de Gleason (EG) em biépsias de prostata com
diagndstico de adenocarcinoma ( n= 84)

EG<6
kappa geral ponderado kappa (IC)* EG7 EG> 7

R1 x original 0,77 0,81 0,59 0,73
(0,67 —0,88) (0,68-0,93) (0,4-0,79) (0,57-0,89)

R2 x original 0,83 0,86 0,66 0,79
(0,73-0,92) (0,75-0,97) (0,47-0,84) (0,64-0,98)

R1 x R2 0,72 0,76 0,64 0,66
(0,59-0,85) (0,62-0,9) (0,46-0,83) (0,47-0,85)

* |C= intervalo de confianga. R1 = revisor 1; R2 = revisor 2; original = diagnéstico original.
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casos

Gleason =6 Gleason =7 Gleason >7

Escore de Gleason

Gréfico 1 - Variagc6es do EG entre o Revisor 1 (R1) e o observador original

casos

Gleason =6 Gleason =7 Gleason >7

Escore de Gleason

Gréfico 2 - Variacdes do EG entre o Revisor 2 (R2) e o observador original

As figura a seguir ilustram alguns exemplos de discrepancias diagnésticas
encontradas nos EG. No exemplo 1 o diagnéstico original foi de um adenocarcinoma
EG 7 (padrdao 3+4), que por um dos observadores foi diagnésticado EG 6 (padrao
3+3). A figura 7 mostram as zonas de padrdo 4, onde houve discordancia. No

exemplo 2 o diagnéstico original foi de um adenocarcinoma EG 8 (padrao 4+4). O
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diagndstico final deste caso foi EG 7 (padrao 4+3). A figura 8A mostra o padréo 3 e a
figura 8B, o padrdo 4. No exemplo 3 o diagndstico original foi de um
adenocarcinoma EG 6 (padrdo 3+3). A figura 9A e 9B ilustram o padrdo 2
diagnosticado por um dos observadores com escore total 5 (2+3). No exemplo 4 o

diagndstico foi de um adenocarcinoma EG 9 (padrdao 4+5). Nas figuras 10A e B

pode-se observar o padrao 5, que foi considerado 4 por um dos observadores.
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Figura 10 - Exemplo 4. A: padrédo 5 (HE,100x); B: padrdo 5 (HE, 400x)
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ASAP e NIP

Nos casos de ASAP onde nao houve concordancia diagnéstica foi feita a
descricdo dos achados microscopicos considerando a presenca de nucléolos,
nucléolos multiplos, fendas de retracao tecidual, cristaldéide, mucina intraluminal e

numero de glandulas atipicas (tabela 5).

Em todos os casos em que o diagndstico por paciente foi de ASAP e NIP
foram pesquisadas as biopsias posteriores e o seguimento dos pacientes. Em dois
casos de ASAP diagnosticados na reviséo, o paciente tinha carcinoma diagnosticado
na bidpsia concomitante do lado oposto. Em dois casos de NIP o paciente tinha o
diagndstico de carcinoma na biopsia do lado oposto. Em trés casos nao houve
concordancia com o diagndstico original de ASAP (falso positivo). Em um dos casos
havia esmagamento de glandulas e nos outros dois casos o foco de ASAP né&o foi

encontrado pelos revisores.

Em trés focos de ASAP havia focos de atrofia nas glandulas adjacentes. Em
um caso a imuno foi positiva contribuindo para o diagnéstico de benignidade, em um

caso foi inconclusiva e em um caso negativa.

O exame imuno-histoquimico foi realizado em 27 focos de ASAP, que
incluiram os focos suspeitos diagnosticados pelos revisores e os focos de ASAP
onde ndo havia sido feito imuno-histoquimica inicialmente. Em um caso de
carcinoma foi feita a imuno-histoquimica também para confirmar o diagnéstico e em

outro caso, onde havia concomitantemente ASAP e carcinoma na mesma lamina, foi
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feita imuno-histoquimica para determinar o padrdo imuno-histoquimico no foco de
ASAP. A tabela 5 mostra as caracteristicas histolégicas e clinicas dos exames de
pacientes com ASAP e o seguimento destes, e a tabela 6, os resultados do exame
imuno-histoquimico. Na tabela 5 o numero de focos de ASAP é maior que 0 numero
de pacientes e exames com ASAP, porque muitos casos apresentavam mais de um
foco de ASAP na mesma lamina ou em outra lamina correspondente ao mesmo

exame.

Tabela 5 - Caracteristicas histoldgicas e rebidpsias dos focos de
glandulas suspeitas nas biépsias de prostata

Caracteristicas histolégicas e clinicas dos pacientes com focos das Focos Exames

zonas suspeitas (n=27) (n=21)
Numero de glandulas > 10 13 -
Numero de glandulas < 10 14 -
Mucina 10 -
Cristaloide 3 -
Nucléolo 27 -
Nucléolos multiplos 5 -
Células basais pouco nitidas 27 -
Imuno negativa 15 11
NIP no mesmo fragmento ou lado oposto 3 3
Carcinoma no lado oposto 4 2
Carcinoma na rebidpsia 5 4
NIP ou ASAP na rebiépsia 0 0
Rebiopsia negativa 3 3
Sem rebidpsia ou seguimento 12 14

Tabela 6 - Avaliacdao imuno-histoquimica nos focos de glandulas
suspeitas e adenocarcinomas em hidpsias de préstata (n=29)

Diagndstico Imuno Imuno  Inconclusivo
Original Negativa Positiva
Benigno 8 5 0
ASAP 6 2 6
Adenocarcinoma 2 0 0
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Em oito exames onde o diagndstico inicial era benigno foi encontrado um foco
de ASAP negativa na coloragdo imuno-histoquimica. Os outros casos de focos
suspeitos referem-se a exames diagnosticados inicialmente como ASAP e
confirmados pelos revisores na histologia e pela coloragdo imuno-histoquimica.
Também dentro deste grupo de 21 exames estao os casos suspeitos pelos revisores
que foram interpretados como benignos apds a imuno-histoquimica e o consenso.
As figuras 11 e 12 ilustram os focos de ASAP na lamina de HE original e a na

lamina da reagao imuno-histoquimica para 34RE12.

Dos oito exames negativos, quatro pertenciam a dois pacientes e os outros
casos pertenciam a quatro pacientes diferentes. Um destes dois pacientes
apresentava carcinoma na bidpsia do lado oposto. Ao todo cinco pacientes
apresentaram focos negativos na imuno-histoquimica. Destes apenas dois pacientes
foram rebiopsiados. Em um deles foi diagnosticado adenocarcinoma. Nos outros
pacientes (n=3), onde nao houve seguimento, o patologista responsavel foi

comunicado para realizar o diagnéstico de revisao oficial.

positiva, setas indicam células basais coradas (imuno-histoquimica-34BE12, 400x)
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Figura 12 - A: ASAP (setas) (HE, 100x); B: ASAP negativa para 34BE12 (setas)
(imuno-histoquimica, 100x)

Figura 13 - A: ASAP (HE, 100x); B: ASAP negativa para 34BE12, as setas indicam glandulas
negativas com fendas de retragdo ao seu redor (imuno-histoquimica, 100 x)
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A tabela 7 mostra a avaliagao final dos diagndsticos. Em 87,7% dos casos
houve concordancia completa entre o diagnéstico final e o original (n=429). Estes
casos compreenderam 352 bidpsias benignas, 59 com adenocarcinoma, onde
também houve concordancia completa na graduagdo do Gleason, 11 ASAPs, 2

casos de NIP e os 5 casos insatisfatorios.

Tabela 7 - Avaliacao final dos diagnésticos de bidpsias de
préstata apos revisao

Avaliagao Diagnostico Final ( *)
Avaliacao correta Benigno (352)
87, 7% Adenocarcinoma (59)
(n=429) ASAP (11)
NIP (2)
Insat (5)
Falso negativo ASAP (8)
3,9% NIP (10)
(n=19) Adenoca (1)
Falso positivo ASAP (3)
1,2% NIP (3)

(n=6)

Diagnostico discrepante  Benigno (3)

7,2% Adenocarcinoma (29)
(n=35) ASAP (2)
NIP (1)

* numero de casos

Dentre os casos provavelmente falsos negativos encontramos 8 casos de
ASAP, 1 caso positivo e 10 casos de NIP. O unico caso positivo ndo diagnosticado
pertencia a um paciente com diagndstico de carcinoma na bidpsia concomitante do
lado oposto, ndo resultando em modificagcdo no diagndstico final do paciente. Um
outro exame com carcinoma, encontrado na revisao, nao foi considerado um falso
negativo, pois o diagnéstico original foi de uma ASAP negativa na imuno-

histoquimica. Nos provaveis falsos positivos encontramos trés casos de ASAP nao
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confirmados pela histologia e pela imuno-histoquimica. Em todos os casos havia
glandulas atréficas em outras areas. Os casos de NIP erroneamente diagnosticados
representavam NIP de baixo grau e regido das vesiculas seminais. Os exames
discrepantes foram 7,2 % e representam os casos em que pelo menos um dos
observadores nao concordou com o diagndstico final ou discordou na graduagéo do

EG.
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A variabilidade interobservador é amplamente estudada em anatomia
patolégica, onde muitas vezes os critérios diagnodsticos ndo sao claramente definidos
ou dependem da experiéncia e avaliagdo subjetiva do patologista. Na prostata
muitos relatos tratam da variabilidade interobservador no EG e poucos trabalhos
abordam este tema com um enfoque no diagndstico em bidpsias. Recentemente o
EG foi adaptado com o intuito de uniformizar e diminuir as variagdes do seu emprego

(ISUP-2005) (54).

Lessels e colaboradores demonstraram a variabilidade interobservador em
uma amostra de 100 laminas revisadas por 12 patologistas, das quais 53 eram
benignas, 46 malignas e uma suspeita. No estudo de Lessels o indice kappa foi de
0,86 nos exames benignos e 0,91 nos adenocarcinomas. Este estudo mostrou uma
concordancia interobservador muito boa nos diagnoésticos benignos e malignos nas

bidpsias de prostata (93).

No nosso estudo o indice kappa para os exames benignos foi de 0,85 (n=372)

e para os adenocarcinomas foi de 0,99 (n=87). Os nossos resultados séao
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semelhantes ao estudo anterior, confirmando a concordancia muito boa na avaliagcéao

destes diagndsticos.

Para a NIP a concordancia interobservador tem sido pouco descrita. Epstein e
colaboradores determinaram a variabilidade no diagndstico da NIP de baixo e alto
grau, em um estudo realizado em uma época em que ainda era usada a graduagéao
das NIPs em 1, 2 e 3, mostrando uma concordancia fraca entre os observadores
com um kappa de 0,33 (n=25)(47). Posteriormente essa graduagao caiu em desuso,
excluindo-se o diagndstico de NIP de baixo grau em bidpsias, devido ao baixo valor
preditivo (47). No nosso estudo foi encontrado um indice kappa de 0,3 para as NIPs,
onde todos os casos tratavam-se de NIPs de alto grau e mesmo assim houve uma
concordancia fraca entre os observadores. Estes resultados demostram que nem so6
a NIP de baixo grau determina as variagdes interobservadores neste diagndstico,
mas que mesmo os diagnosticos de NIP de alto grau mostram uma tendéncia a
variar mais de observador a observador, apesar do numero pequeno de casos

estudados.

No nosso trabalho houve uma concordancia menor entre os observadores nas
NIPs e ASAPs, confirmando a maior subjetividade e possibilidade de discordancia
entre estes diagndsticos. Entretanto, o numero pequeno de casos e o intervalo de
confianca amplo do indice Kappa dao pouco poder aos resultados nestas duas
situacoes. Na maioria dos trabalhos onde se utilizou o indice kappa como medida de
variabilidade, nao fica explicitado o intervalo de confianca e em muitos o numero de
exames comparados também é pequeno, impedindo uma avaliagdo mais precisa da

variabilidade da NIP e ASAP em bidpsias (8,47,93).
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Chan e colaboradores também determinam o grau de concordancia em
bidpsias de prdstatas enviadas a um uropatologista para uma segunda opinido. No
estudo o grau de concordancia na NIP foi de 75% e nos suspeitos (ASAP) 36,8%

em uma amostra de 3155 pacientes (29).

No nosso estudo a concordancia interobservador nas ASAPs foi de 76,5%
(kappa 0,67). Esta diferengca com os dados da literatura pode ser explicada pelo tipo
e tamanho da amostra do nosso estudo. Todos 0s nossos casos eram provenientes
de um mesmo servico diferentemente do trabalho de Chan, onde os exames eram
provenientes de diversos locais, possivelmente com variagdes maiores na forma de
relatar os diagndsticos suspeitos, e além disso compreenderam um numero bem
maior de casos duvidosos. Com o numero de casos estudados no nosso trabalho
nao € possivel afirmar que a variabilidade ndo possa ser maior neste diagndstico,

conforme podemos observar pelo intervalo de confianga do indice kappa (0,5-0,86).

Um outro aspecto importante no nosso trabalho foi a forma de revisdo e
amostras. Todos os casos foram avaliados de forma cega incluindo os casos
negativos, positivos e duvidosos aleatoriamente, possibilitando ao revisor uma
avaliagao isenta. Em muitos trabalhos os patologistas revisores sabiam o tipo de
amostra que estavam avaliando. Além disso, no nosso trabalho o patologista revisor
possuia todas as laminas do mesmo caso e a partir delas realizava o diagnéstico,
diferentemente de muitos trabalhos, onde as zonas para serem avaliadas pelos
observadores eram marcadas ou selecionadas previamente. A forma como fizemos
as revisdes se aproxima mais de uma situacdo real de revisdo de laminas. E

importante também ressaltar que no nosso trabalho, tanto os patologistas que



7 DISCUSSAO 46

diagnosticaram os exames pela primeira vez, quanto os revisores R1 e R2 tratavam-
se de patologistas n&o especializados em uropatologia. Isto mostra que a
experiéncia dos patologistas generalistas no nosso meio € semelhante aos melhores

Servigos especializados em uropatologia.

As variagbes no diagnéstico nos EG € mais bem estudada. A grande
motivacao e esforcos no sentido de compreender o EG devem-se as implicacdes
prognésticas. O EG é um fator prognéstico muito importante no CaP e correlaciona-
se com diversas variaveis como volume tumoral, status das margens nas

prostatectomias, recorréncia, PSA e marcadores moleculares.

Diversos trabalhos demostram as diferengas na graduacao do EG, seja em
pecas de prostatectomia, ou comparagdes entre o grau da bidpsia e da pecga radical,
revelando a falta de reprodutibilidade interobservador. Tais trabalhos enfocam as
dificuldades do diagndéstico nas bidpsias principalmente por questdes de
representatividade da neoplasia e subjetividade na graduagdo dos padrdes
limitrofes, onde podem ocorrer sobreposi¢ao entre um padrdo e outro e a presenca

de mais de dois padrbes na mesma amostra (27,63,99).

Alguns trabalhos mostram a variabilidade interobservador na graduagao do
EG em bidpsias, variando o indice kappa de 0,47 a 0,68 dentro dos varios grupos de
diagndsticos. Nas biopsias ha uma tendéncia de sub-graduar a neoplasia,
principalmente de grau 7 para 6, onde a zona de tumor com padrao 4 é pequena e

duvidosa (5,33,38,41,62,108,119). Outros trabalhos comparando as bidpsias
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sextantes e estendidas demostram uma maior acuracia na graduagcdo do EG nas

bidpsias mais amplas (34).

Alsbrook e colaboradores obtiveram o indice kappa em bidpsias de préstata
em uma amostra de 46 casos, que foram revisadas por dez patologistas diferentes.
O indice kappa neste estudo foi de 0,56 a 0,7, considerada uma boa concordancia.
As maiores variagbes ocorreram entre os padrdées 4 € 5 e nos carcinomas bem
diferenciados com padrao 1 e 2, demostrando a dificuldade no diagndstico dessas

neoplasias principalmente tratando-se de focos tumorais pequenos (5).

O trabalho de Glaessgen e colaboradores também revela uma maior
variabilidade na graduagdo dos padroes mais elevados, correlacionando as
discrepancias com o numero de fragmentos envolvidos. Especificamente mostra a
variabilidade do padrdo 4 quando este apresenta arranjos cribriformes e fusdo de

glandulas (62).

Nguyen e colaboradores estudaram o impacto da revisdo de bidpsias de
préostata que continham adenocarcinoma. Neste estudo o EG mudou em um grau em
44% dos casos e foi mais comum o aumento do EG na revisdo (81% dos casos),
determinando um aumento na categoria de risco intermediario a alto em 8,2 % dos

pacientes (104).

No nosso trabalho o indice kappa geral para a graduagao do EG variou de
0,72 a 0,83 entre os observadores, considerada boa a muito boa. Os indices mais

baixos foram encontrados no EG 7 (kappa 0,59 a 0,66) e maior que 7 (kappa 0,66 a
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0,79) com moderada a boa concordancia. No nosso trabalho ndo obtivemos nenhum
caso de EG total 4 ou menor que 4. Isto deve-se principalmente a raridade deste
diagndstico em bidpsias e as recomendagdes para evitar o dignostico destas

neoplasias bem diferenciadas em bidpsias (54).

A imuno-histoquimica no diagndstico de focos suspeitos tem mostrado uma
sensibilidade baixa na diferenciagcdo do adenocarcinoma e processos benignos,
como é demostrado em diversos trabalhos onde utilizam-se marcadores para células
basais e outros marcadores tumorais. As principais dificuldades no diagnéstico
imuno-histoquimico relacionam-se com a irregularidade com que os marcadores
para células basais coram as glandulas normais e de outros processos nhao

neoplasicos (68,69,83,140).

No nosso trabalho encontramos algumas dificuldades neste sentido. Os casos
inconclusivos representaram focos suspeitos negativos para a 34RE12 que
apresentavam glandulas benignas adjacentes também negativas (controle interno
negativo). Este tipo de padrao imuno-histoquimico € relatado por outros autores e
dificulta a interpretagcdo do exame. Um outro problema encontrado com a imuno-
histoquimica foi a representacdo do foco suspeito na lamina em que foi realizada a
reagcao. Em alguns exames houve o desgaste do bloco de parafina, ndo sendo mais
visualizado o foco suspeito na lamina da imuno-histoquimica e em outros exames a
area suspeita ficou bastante diferente do foco original. Estas situa¢des reforcam a
necessidade de aliar os critérios morfolégicos na interpretagdo dos achados imuno-

histoquimicos.
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Na avaliacado dos falsos positivos e negativos em bidpsias de préstata alguns
trabalhos detectam sua ocorréncia. Van der Kwast e colaboradores em um estudo
colaborativo europeu mostram a frequéncia de falsos negativos em 4% dos exames
de biopsia de prostata previamente diagnosticados como benignos e 0,36% de
falsos positivos. Este estudo atribuiu os achados principalmente a pequenos focos
de tumor que nao foram detectados pelo patologista ou super-valorizados nos falsos

positivos (138).

Outro estudo de Kronz e colaboradores revela uma freqiéncia de 2,7% de
falsos negativos, que representaram uma mudancga definitiva no tratamento em 0,5%
dos pacientes e uma possivel mudanga em 0,5% de outros pacientes. Neste estudo
os autores discutem estes resultados e argumentam que o estudo contou com casos
selecionados, ndo revelando de forma real a porcentagem de falsos negativos de

uma amostra nao selecionada (87).

No nosso trabalho encontramos exames provavelmente falsos negativos em
3,9% dos casos e falsos positivos em 1,2%. A maioria dos casos falsos negativos e
positivos incluiram focos de pequenos acinos atipicos e NIP. Tais resultados
mostram a importancia da revisdo cega na detecgdo de lesbes pequenas e de
diagndstico polémico. Contudo, a avaliagao real dos falsos positivos e negativos sé
pode ser mensurada adequadamente ao longo do tempo, comparando os resultados
apresentados com o padrao ouro (prostatectomias e rebidpsias). A utilizagcdo do
banco de dados deste trabalho podera colaborar com este objetivo em estudos

futuros.



8 CONCLUSOES

1 - A variabilidade interobservador nos diagnosticos histopatolégicos de
bidpsias de prostata no Servico de Patologia do HCPA estimada pelo indice kappa
foi de 0,85 nos exames benignos (concordancia muito boa, 94,6%). Nos
adenocarcinomas o indice kappa foi de 0,99 (concordancia muito boa, 100%). Na
avaliacao diagnodstica dos casos suspeitos (ASAP) e das NIPs a variabilidade
interobservador apresentou uma tendéncia a maiores variagdes. Na ASAP o indice
kappa obtido foi 0,67 (concordancia boa, 76,5%). Na NIP o indice kappa foi de 0,3

(concordancia fraca, 50%).

2 - Na avaliagao diagnéstica os provaveis falsos negativos (3,9%) e positivos
(1,2%) representaram os casos onde ha maior variabilidade, ASAPs e NIPs. As
maiores discrepancias diagnosticas foram encontradas na graduacao do escore de

Gleason.

3 - A concordancia diagnéstica foi menor nos diagnésticos de ASAP e NIP,

76,5% e 50%, respectivamente.
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RESUMO

Introducéo e objetivos: a pungao-bidpsia de prostata € a principal forma de
diagndstico do cancer de prostata. A introdugdo da dosagem sérica do PSA e os
programas de rastreamento do cancer de préstata levaram a deteccao de neoplasias
subclinicas e de pequenas dimensdes. A utilizacdo da revisdo cega de cortes
histolégicos no controle de qualidade dos exames permite a reavaliagao, fornece a
variabilidade interobservadores e possibilita a detecgcdo de exames discrepantes,
falsos negativos e positivos. Na préstata tal pratica é justificavel pela freqiéncia de
diagnodsticos de incerteza e de neoplasias de pequenas dimensdes, que tornam a
interpretacdo do exame mais dificil e subjetiva. O objetivo deste estudo é avaliar a
variabilidade interobservador em bidpsias de prostata.

Material e métodos: dois patologistas revisaram separadamente 489 exames
de biopsias de prostata. Os patologistas desconheciam o diagndéstico original e
informacdes clinicas como valor do PSA, idade e toque retal,obtidos dos prontuarios
clinicos. A variabilidade interobservador foi quantificada através do indice Kappa.

Resultados: foram revisadas bidpsias provenientes de 191 pacientes. A
média de idade foi de 65,5 anos e a média do PSA de 14,26 ng/ml (mediana=8,4
ng/ml). A concordancia geral entre o diagndstico original e o final (pds-revisao) foi de
94,3% e o indice kappa foi de 0,86 (com intervalo de confianga de 95% entre 0,8 e
0,91). O indice kappa entre os revisores foi de 0,83. A concordancia entre os grupos
de diagnostico foi de 94,6% (kappa 0,85) para os exames benignos; 100% (k 0,99)
nos adenocarcinomas; 76,5% (k 0,67) nas ASAPs — proliferacbes de pequenos
acinos atipicos e 50% (k 0,3) nas NIPs — neoplasias intraepiteliais prostaticas de alto
grau.

Conclusdes: Este estudo mostrou a alta concordancia interobservador nos
diagndsticos benignos e adenocarcinomas. As maiores variagdes ocorreram nas
lesbes pré-malignas (NIP) e nos diagnosticos duvidosos, expressas por uma menor
concordancia interobservador e baixo indice kappa. A revisdo cega de bidpsias de
préstata pode ser util e deve ser recomendada nos caso duvidosos, onde ha uma
forte suspeita de neoplasia, uma vez que o diagndstico de neoplasias pequenas e
lesdes pré-neoplasicas € de dificil interpretacdo e pode estar relacionada a uma
maior variabilidade interobservador.

Palavras-chave: céncer de préstata, biopsia por agulha, controle de
qualidade.
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INTRODUCAO

A pungao-biopsia de prostata € a principal forma de diagnéstico do cancer de
prostata. Apos a introdugcdo da dosagem sérica do Antigeno Prostatico Especifico
(PSA) e a possibilidade do rastreamento do cancer na populagéo, através do exame
ultrassonografico com bidpsia, houve um avango no diagnodstico precoce das
neoplasias de prostata, possibilitando a detecgao da doenga em estagios iniciais e
subclinicos. Do ponto de vista da avaliagao pelo patologista, contudo, isto significou
um aumento no diagndstico de processos benignos da préstata, neoplasias de
pequenas dimensdes, lesdes pré-neoplasicas e outras condicbes que podem
mimetizar caracteristicas histoldégicas do adenocarcinoma e trazer dificuldade para a

interpretacao das bidpsias por agulha .

O numero elevado de casos com diagnédsticos duvidosos e adenocarcinomas
focais propiciou o surgimento de acrénimos como ASAP (proliferacédo de pequenos
acinos atipicos) e NIP (neoplasia intraepitelial prostatica). Nos ultimos anos a
discussdo dos seus significados em bidpsias mostra a importancia destes

diagndsticos no seguimento dos pacientes (1,2).

Varios trabalhos mostram que a rebiopsia de pacientes com diagndstico de
ASAP acaba por revelar um adenocarcinoma em 21 a 49% dos casos. (1-7). A
introducao de protocolos de bidpsias sextantes estendidas, mais amplas, confirmam

a importancia e o valor preditivo do diagndstico dos casos duvidosos (ASAP) (8).
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Por outro lado, também houve uma tentativa de classificar melhor estas
lesdes com a utilizagdo da imuno-histoquimica, inicialmente com a citoqueratina
34BE12 e o p63 e posteriormente com a alfa-metil-coA-racemase (AMACR). Varios
trabalhos demostram a baixa sensibilidade e especificidade destes marcadores
isoladamente e em coquetéis, evidenciando a necessidade de se aliar os critérios

morfologicos e aspectos clinicos na decisédo diagndstica (9-13).

Outros trabalhos apontam as dificuldades diagnodsticas e a variabilidade
interobservador nos diagndsticos histopatologicos de biopsias de prostata e na
graduagdo do Escore de Gleason (EG). A maior parte dos trabalhos enfoca as
variabilidades nos padrdes do EG nas bidpsias e pecas de prostatectomia (14-24). A
variabilidade geral do diagnédstico histopatoldégico em bidpsias é pouco estudada

(17).

Alguns estudos demonstram o papel da “segunda opinido” na elucidagado dos
diagndsticos duvidosos e o seu impacto econdmico e prognostico (25,26). A reviséo
cega de biopsias de préstata pode mostrar onde se encontram as principais
discrepancias e falhas no diagndstico do adenocarcinoma prostatico, além de
propiciar uma maior uniformidade dos exames e seguranga nos diagnosticos

duvidosos.

PACIENTES E METODOS

Este € um estudo com delineamento transversal contemporaneo, onde foi
revisada uma amostra aleatdéria com exames histologicos de biopsias de prostata

realizados no Servigo de Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre no
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periodo de 1° de junho a 23 de dezembro de 2004. O numero de exames estudados

foi de 489 exames, provenientes de 191 pacientes.

Para estimar a concordéncia entre os observadores foi utilizado o indice
kappa. Na interpretacéo do indice kappa, valores entre 0,81 e 1,0 significam muito
boa concordéncia; valores entre 0,61 e 0,81 boa concordancia; valores entre 0,41 e
0,60 moderada concordancia e inferiores a 0,2, concordancia muito fraca. Para
estimar a concordancia nos diagnésticos de adenocarcinoma do EG utilizou-se o
indice kappa ponderado. Para as comparagbes os EG foram agrupados em trés
grupos: EG menor ou igual a 6, EG igual a 7 e EG maior que 7. Variagbes maiores
que uma categoria foram consideradas graves na escala de ponderacdo (6,112).
Para a andlise da idade e PSA nos diferentes grupos foi realizada andlise de
variancia (ANOVA, one way) e o teste de Kruskal Wallis, respectivamente. Os
programas estatisticos utilizados foram o SPSS (Statistical Package for Social

Science, versado 11.0 — Chicago, IL), Pepi (versao 3.0) e Stata (versao 7.0)

Os exames foram revisados por dois patologistas vinculados ao Servigo de
Patologia (revisdo intra-departamental). As bidpsias foram examinadas
independentemente, de forma totalmente cega, ou seja sem o conhecimento do
diagndstico original e informagdes clinicas como idade, PSA e toque retal.
Posteriormente foram anexadas as informagdes clinicas e o diagndstico original para
confrontamento. Também foi pesquisado o resultado de bidpsias posteriores nos
casos de ASAP e NIP. Os exames com diagndsticos discrepantes entre os revisores
e o diagnostico original e discrepantes entre si foram revisados por um terceiro

patologista para a realizacdo de um consenso.
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As laminas de HE foram obtidas dos arquivos do Servigo de Patologia do
HCPA, mantendo-se assim as mesmas condicbes técnicas para todos os
observadores. Nos casos de diagnostico de ASAP foi realizada a técnica de imuno-
histoquimica com a utilizagdo do anticorpo monoclonal para citoqueratina de alto
peso molecular, clone 34BE12 (DAKO®-cddigo MO630), camundongo anti-humano,
na diluicdo 1/20 (1 microlitro de anticorpo/20 microlitros de tamp&o). As glandulas
nitidamente benignas ao redor dos acinos suspeitos foram utilizadas como controle
interno. O perfil imuno-histoquimico foi graduado em positivo (positividade continua

ou descontinua das células basais) e negativo (sem expressdo do marcador).

Na revisdo os patologistas tinham as seguintes opgbdes de diagndstico:
negativo (incluindo as prostatites e outras entidades benignas), adenocarcinoma

(adicionado do grau de Gleason), ASAP, NIP, ASAP + NIP e inadequado.

Os diagnosticos a partir das revisdes foram classificados como: correto - o
mesmo diagnostico entre o diagndstico original e os revisores; falso negativo -
ASAP, NIP e adenocarcinoma n&o diagnosticados no exame original; falso positivo-
ASAP, NIP e adenocarcinomas nao confirmados pelos revisores; diagnostico
discrepante - variagcbes no EG dos adenocarcinomas, discordancias entre os
revisores que nao resultaram em mudanca do diagndstico, e inconclusivo - material

inadequado para interpretacdo (auséncia ou escassez de glandulas prostaticas).
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RESULTADOS

Foram revisadas 489 bidpsias de prostata, provenientes de 191 pacientes. A
meédia de idade dos pacientes foi de 65,55 anos. O valor do PSA era conhecido em
151 pacientes, apresentando uma média de 14,26 ng/ml (mediana=8,4 ng/ml). Os
exames insatisfatorios, por amostra inadequada, foram excluidos da analise (7
casos, 1,4%). No total 482 casos foram incluidos na andlise da variabilidade
interobservador. A concordancia entre o diagnostico original e o final foi de 94,3% e
o indice kappa foi de 0,86 (com intervalo de confiangca de 95% entre 0,8 e 0,91). A
tabela 1 mostra a frequéncia dos diagndsticos e a variabilidade interobservador entre

o diagndstico original e o diagnéstico final (apds reviséo).

A concordancia interobservador geral foi considerada muito boa. Avaliando-se
separadamente os diagndsticos obteve-se um kappa de 0,85 para os exames
benignos, 0,99 para os adenocarcinomas, 0,67 para as ASAPs e 0,3 para as
NIPs. O indice de concordancia foi considerado muito bom nos exames benignos e
nos adenocarcinomas, bom nas ASAPs e fraco nas NIPs, conforme a interpretacao

do indice kappa.

A variabilidade interobservadores aos pares pode ser observada na tabela 2.
Entre todos os observadores a variabilidade geral foi considerada de boa a muito
boa. Entre os grupos de diagndsticos as maiores variagdes foram encontradas nas
NIPs e ASAPs. Na NIP a concordéancia foi de fraca a moderada. Entre os dois
revisores R1 e R2 houve moderada concordancia na NIP. Na ASAP a concordéancia

foi moderada a boa.
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Um dos patologistas revisores (R2) também foi o patologista original em
muitos exames, sendo possivel entdo para este revisor determinar a variabilidade
intraobservador, que foi muito boa nos exames benignos (k 0,94), adenocarcinomas
(k 1,0) e ASAPs (k 0,85). Na NIP houve uma concordancia intraobservador

moderada (k 0,66).

Na anadlise de variancia dos diferentes grupos de diagndsticos ndo houve
diferenca significativa na idade dos pacientes (p = 0,408). Na analise do PSA houve
diferenca entre os grupos (p = 0,001). Nao houve diferenga significativa entre o
grupo de pacientes com adenocarcinoma e o0 grupo de pacientes com diagnostico
benigno (p=0,06), Houve diferenga significativa entre o grupo ASAP e o grupo

adenocarcinoma (p=0,04), porém o numero de pacientes € pequeno neste grupo.

Adenocarcinomas

Na amostra obteve-se 87 exames com adenocarcinoma. Na avaliagdo do EG
houve discrepancia na graduagdo em 29 exames, dos 84 onde foram possiveis
realizar as comparagdes. As maiores variagdes ocorreram na graduagdo do

padrao 4.

A concordancia no EG foi calculada usando-se o indice kappa ponderado.
Esta analise foi possivel em 84 exames dentre os 87 casos de adenocarcinoma. Em
trés exames pelo menos um observador ndo concordou com o diagnéstico de
adenocarcinoma, ndo sendo possivel avaliar a concordancia do EG. Houve uma

concordéancia geral boa no EG entre os observadores. Na tabela 3 observa-se o



10 ARTIGO EM PORTUGUES 72

indice kappa geral para cada observador e o indice kappa ponderado para cada

categoria de EG.

Em oito casos onde o diagndstico inicial era negativo foi encontrado um foco
de ASAP negativa na imuno-histoquimica (figura 1 e 2). De todos os casos de ASAP
diagndsticados originalmente, em dois nao foi realizada a imuno-histoquimica por
tratarem—se de focos muito pequenos que foram julgados impréprios pelo patologista
original. O exame imuno-histoquimico foi realizado em 27 focos de lesbes suspeitas.
Em um caso de carcinoma foi feita a imuno-histoquimica para confirmar o
diagndstico e em outro caso, onde havia concomitantemente ASAP e carcinoma na
mesma lamina foi feita a reacdo para determinar o padrao imuno-histoquimico no

foco de ASAP.

DISCUSSAO

A variabilidade interobservador é amplamente estudada em anatomia
patoldgica, onde muitas vezes os critérios diagnodsticos néo sao claramente definidos
ou dependem da avaliagdo subjetiva do patologista. Na préstata muitos relatos
tratam da variabilidade interobservador no EG e poucos trabalhos abordam este
tema com um enfoque no diagndstico em bidpsias. Recentemente o EG foi adaptado
com o intuito de uniformizar e diminuir as variagbes do seu emprego (ISUP- 2005)

(27).

Lessels e colaboradores demonstraram a variabilidade interobservador em

uma amostra de 100 laminas revisadas por 12 patologistas, das quais 53 eram



10 ARTIGO EM PORTUGUES 73

benignas, 46 malignas e uma suspeita. No estudo de Lessels o indice kappa foi de
0,86 nos exames benignos e 0,91 nos adenocarcinomas. Neste estudo houve uma
concordancia interobservador muito boa nos diagndsticos benignos e malignos nas

bidpsias de prostata (17).

No nosso estudo o indice kappa para os exames benignos foi de 0,85 (n=372)
e para os malignos foi de 0,99 (n=87). Os nossos resultados sdo semelhantes ao
estudo anterior, confirmando a concorddncia muito boa na avaliacdo destes

diagndsticos.

Para a NIP a concordéancia interobservador tem sido pouco descrita. Epstein e
colaboradores determinaram a variabilidade no diagndstico da NIP de baixo e alto
grau em um estudo realizado em uma época em que ainda era usada a graduagéao
das NIPs em grau 1, 2 e 3, mostrando uma concordancia fraca entre os
observadores com um kappa de 0,33 (n=25). No nosso estudo foi encontrado um
indice kappa de 0,3 para as NIPs, onde todos os casos tratavam-se de NIPs de alto

grau, e mesmo assim houve uma concordancia fraca entre os observadores.

No nosso trabalho houve uma concordancia menor entre os observadores nas
NIPs e ASAPs, confirmando a maior subjetividade e possibilidade de discordancia
entre estes diagnosticos. Contudo, o numero pequeno de casos e o intervalo de
confiangca amplo do indice kappa dao pouco poder aos resultados nestas duas
situacdes. Na maioria dos trabalhos onde utilizou-se o indice kappa como medida de

variabilidade, nao fica explicitado o intervalo de confianga e em alguns o numero de
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exames comparados também € pequeno, impedindo uma avaliagdo mais precisa da

variabilidade da NIP e ASAP em biopsias (28,14,17).

Chan e colaboradores também determinam o grau de concordancia em
biépsias de préstatas enviadas a um uropatologista para uma segunda opinido.
Neste estudo o grau de concordancia na NIP foi de 75% e nos suspeitos (ASAP)

36,8% (11).

No nosso estudo a concordancia interobservador nas ASAPs foi de 76,5%
(kappa 0,67). Esta diferenga entre os dados da literatura e os nossos pode ser
explicada pelo tipo e tamanho da amostra do nosso estudo. Todos 0s nossos casos
eram provenientes de um mesmo servigco diferentemente do trabalho de Chan, onde
0s exames eram provenientes de diversos locais, possivelmente com variagdes
maiores na forma de relatar os diagndsticos suspeitos, e além disso
compreenderam um numero bem maior de casos suspeitos. Com o numero de
casos estudados no nosso trabalho nido é possivel afirmar que a variabilidade nao
possa ser maior neste diagnodstico, conforme podemos observar pelo intervalo de

confianga do indice kappa (0,5-0,86).

Um outro aspecto importante no nosso trabalho foi a forma de revisdo e
amostras. Todos os casos foram avaliados de forma cega incluindo os casos
negativos, positivos e duvidosos aleatoreamente, possibilitando ao revisor uma
avaliagao isenta. Em muitos trabalhos os patologistas revisores sabiam o tipo de
amostra que estavam avaliando. Além disso, no nosso trabalho o patologista revisor

possuia todas as laminas do mesmo caso e a partir delas realizava o diagnéstico,
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diferentemente de muitos trabalhos, onde as zonas para serem avaliadas pelos
observadores eram marcadas ou selecionadas previamente. A forma como fizemos

as revisdes se aproxima mais de uma situagao real de revisao de laminas.

As variagbes no diagnéstico nos EG € mais bem estudada. A grande
motivagcdo e esforcos no sentido de compreendé-lo devem-se as implicacdes
prognésticas. O EG é o fator prognéstico mais importante no cancer de prostata e
correlaciona-se com diversas variaveis como volume tumoral, status das margens
nas prostatectomias, recorréncia, PSA e marcadores moleculares. Diversos
trabalhos estudam as diferengcas na graduagdo do EG, seja em pecgas de
prostatectomia, ou comparagbes entre o grau da bidépsia e da peca radical,

demostrando a falta de reprodutibilidade interobservador (10,16,18).

Alguns estudos mostram a variabilidade interobservador no EG em bidpsias,
variando o indice kappa de 0,47 a 0,68 dentro dos varios grupos de diagndsticos.
Nas bidopsias ha uma tendéncia de subgraduar a neoplasia, principalmente de grau 7
para 6, onde a zona de tumor com padrdao 4 é pequena e duvidosa
(9,12,13,15,19,29). Outros trabalhos comparando as biopsias sextantes e estendidas

demostram uma maior acuracia na graduagao do EG nas biépsias mais amplas (30).

Alsbrook e colaboradores demostraram o indice kappa em bidpsias de
préstata em uma amostra de 46 casos, que foram revisadas por dez patologistas
diferentes. O indice kappa neste estudo foi de 0,56 a 0,7, considerada uma boa
concordancia. As maiores variacbes ocorreram entre os padroes 4 e 5 e nos

carcinomas bem diferenciados com padrdo 1 e 2, demostrando a dificuldade no
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diagnostico dessas neoplasias, principalmente tratando-se de focos tumorais

pequenos (9).

O trabalho de Glaessgen e colaboradores também revela uma maior
variabilidade na graduagdo dos padroes mais elevados, correlacionando as
discrepancias com o numero de fragmentos envolvidos. Especificamente demostra a
variabilidade do padrdo 4 quando este apresenta arranjos cribriformes e fusdo de

glandulas (15).

Nguyen e colaboradores estudaram o impacto da revisdo de bidpsias de
préstata que continham adenocarcinoma. Neste estudo o EG mudou em um grau em
44% dos casos e foi mais comum o aumento do EG na revisdo (81% dos casos),
determinando um aumento na categoria de risco intermediario a alto em 8,2 % dos

pacientes (31).

No nosso trabalho o indice kappa geral para a graduagao do EG variou de
0,72 a 0,83 entre os observadores, considerada boa a muito boa. Os indices mais
baixos foram encontrados no grau 7 (kappa 0,59 a 0,66) e maior que sete (kappa
0,66 a 0,79) com moderada a boa concordancia. No nosso trabalho ndo obtivemos

nenhum caso de EG total 4 ou menor que 4.

A imuno-histoquimica no diagnéstico de focos suspeitos tem mostrado uma
sensibilidade baixa na diferenciagcdo do adenocarcinoma e processos benignos,
como é demostrado em diversos trabalhos onde utilizam-se marcadores para células

basais e outros marcadores tumorais como a AMACR. As principais dificuldades no
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diagndstico imuno-histoquimico relacionam-se com a irregularidade com que o0s
marcadores para células basais coram as glandulas normais e de outros processos

nao neoplasicos (10-13).

No nosso trabalho encontramos algumas dificuldades neste sentido. Os
exames inconclusivos na imuno-histoquimica representaram focos suspeitos
negativos para a 34RE12 que apresentavam glandulas benignas adjacentes também
negativas (controle interno negativo). Este tipo de padrdo imuno-histoquimico é
relatado por outros autores e dificulta a interpretacdo do exame (13). Um outro
problema encontrado com a técnica de imuno-histoquimica foi a representacédo do

foco suspeito na lamina processada.

Na avaliagcédo dos falsos positivos e negativos em bidpsias de préstata alguns
trabalhos demostram sua ocorréncia. Van der Kwast e colaboradores em um estudo
colaborativo europeu mostram a frequéncia de falsos negativos em 4% dos exames
de bidpsia de proéstata previamente diagnosticados como benignos e 0,36% de
falsos positivos. Este estudo atribuiu os achados principalmente a pequenos focos
de tumor que nao foram detectados pelo patologista ou supervalorizados nos falsos
positivos. Outro estudo de Kronz e colaboradores revela uma frequéncia de 2,7% de

falsos negativos (26,32).

A variabilidade interobservador nos diagndsticos histopatoldgicos de bidpsias
de prostata foi considerada muito boa nos diagndsticos benignos e nos

adenocarcinomas. Na avaliagdo diagndstica dos casos suspeitos (ASAP) e das NIPs
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a variabilidade interobservador foi maior, considerada boa nas ASAPs e fraca nas

NIPs, refletindo a maior dificuldade no diagndstico destes casos.

Na avaliagdo diagndstica os falsos negativos e positivos representaram os
casos onde ha maior variabilidade, ASAPs e NIPs. As maiores discrepancias
diagndsticas foram encontradas na forma de graduar o EG. Tais resultados mostram
a importancia da revisao cega na deteccado de lesdes pequenas, em diagndsticos

polémicos e na graduacgéo de neoplasias de grau limitrofe.
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Tabela 1 - Variabilidade interobservador geral no diagnostico histopatolégico em

bidpsias de prostata, entre o diagndéstico original e o final estimada pelo
indice kappa (n= 482)

Diagndstico Diagnéstico original ~ Diagnostico  Concordéancia indice kappa

(%) Final (%) (%) (1c)*

Benigno 77,2 74,5 94,6 0,85
(n=372) (n=359) (0,79-0,90)

Adenocarcinoma 18,0 18,5 100 0,99
(n=87) (n=89) (0,97-1,0)

ASAP 3,5 4,4 76,5 0,67
(n=17) (n=21) (0,5-0,85)

NIP 1,2 2,7 50,0 0,3
(n=6) (n=13) (0,03-0,58)
* |C= intervalo de confianga
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Tabela 2 - Variabilidade interobservador no diagndstico histopatolégico em
bidpsias de prostata, estimada pelo indice kappa

geral adenocarcinoma NIP ASAP benigno

R1 x original 0,79 0,93 0,2 048 0,81
R2 x original 0,88 0,97 0,32 0,75 0,89
R2 x R2 0,94 1,0 0,66 0,85 0,94
(intracbservador)
R1 x R2 0,83 0,92 0,47 0,59 0,87
Original x final 0,86 0,99 0,3 0,67 0,85

R1 = revisor 1; R2 = revisor 2; original = diagndstico original;
final = diagndstico final (pos-reviséo)
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Tabela 3 - Variabilidade interobservador no Escore de Gleason (EG) em bidpsias de
préstata com adenocarcinoma, estimada pelo indice de kappa ( n= 84)

Kappa geral ponderado EG=<6 EG7 EG>7
Kappa (IC)*
R1 x original 0,77 0,81 0,59 0,73
(0,67 —0,88) (0,68-0,93) (0,4-0,79) (0,57-0,89)
R2 x original 0,83 0,86 0,66 0,79
(0,73-0,92) (0,75-0,97) (0,47-0,84) (0,64-0,98)
R1 x R2 0,72 0,76 0,64 0,66
(0,59-0,85) (0,62-0,9) (0,46-0,83)  (0,47-0,85)

* |C= intervalo de confianga. R1 = revisor 1; R2 = revisor 2; original = diagnéstico original.
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Fig. 1 A: ASAP (seta) (HE, 100x); B: ASAP negativa para 34BE12 (setas)
(imuno-histoquimica, 100 x).
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Fig. 2 A: ASAP (setas) ( HE,100x); B e C: ASAP negativa para
34RE12 (circulo e seta) (imuno-histoquimica, 50 e 100x)
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ABSTRACT

Introduction: prostate needle biopsy is the standard procedure for the
diagnosis of prostate cancer. The introduction of PSA screening and other screening
methods has allowed for the detection of subclinical and minimal carcinomas of the
prostate. The blind review of slides for the quality control of exams permits
reassessment, provides interobserver variability and allows the detection of
discrepant exam results, false negatives and false positives. This practice is justified
in case of the prostate, due to the frequently uncertain diagnoses and due to the
presence of focal carcinoma, which render the interpretation of exam results more
difficult and less objective. The aim of this study is to assess the interobserver
variability in prostate biopsies carried out at a teaching hospital.

Materials and Methods: two pathologists individually reviewed 489 prostate
biopsies. Both pathologists were blinded to the original diagnosis and to clinical data
such as PSA levels, age, and digital rectal examination status. Interobserver
variability was measured using the kappa coefficient.

Results: a total of 489 biopsies of 191 patients were reviewed. Mean patient
age was 65.5 years, and PSA levels averaged 14.26 ng/ml (median:8,4ng/ml).
Overall agreement between the original and final diagnoses was 94.3% with a kappa
of 0.86 (95%CI between 0.8 and 0.91). The interobserver kappa value was 0.83.
Agreement among diagnostic groups was 94.6% (kappa = 0.85) for benign exams;
100% (kappa = 0.99) for adenocarcinomas; 76.5% (kappa = 0.67) for atypical small
acinar proliferations (ASAP) and 50% (kappa = 0.3) for high-grade prostatic
intraepithelial neoplasias (HGPIN).

Conclusions: The blind review of prostate biopsies can be useful and is
recommended in uncertain cases highly suspicious of malignancy, since the
diagnosis of minimal carcinoma and preneoplastic lesions is difficult and is related to
a larger interobserver variability.

Key words: prostate cancer, needle biopsy, quality control.
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INTRODUCTION

Transrectal ultrasound-guided prostate needle biopsy is the standard method
for the diagnosis of prostate cancer. After the introduction of PSA screening and the
possibility to screen cancer in the general population, there was some improvement
in the early diagnosis of prostate carcinoma, with detection of the disease at early
and subclinical stages. However, from the pathologist point of view, this translated
into improved diagnosis of benign prostate tumors, minimal carcinoma, preneoplastic
lesions and other conditions that may mimic adenocarcinoma and hinder the

interpretation of biopsy results.

The large number of suspected cases and of focal adenocarcinomas has led
to the coinage of terms such as ASAP (Atypical Small Acinar Proliferation) and
HGPIN (High Grade Prostatic Intraepithelial Neoplasia). In the last few years, the
debate over their meanings in biopsies has shown how important these diagnoses
are to the follow-up of patients. Several studies have found a predictive value for
adenocarcinoma in repeat biopsies of patients with previous diagnosis of ASAP and
HGPIN (1-7). The introduction of protocols for extended biopsies corroborates the

importance and predictive value of the diagnosis of uncertain cases (8).

On the other hand, an attempt has been made to better classify these lesions
by using immunohistochemistry, initially with cytokeratin 34BE12 and p63, and later,
with alpha methylacyl-CoA racemase (AMACR). Several studies have shown the

sensitivity and specificity of these markers either in isolation or in cocktails, indicating
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the need to combine morphological criteria and clinical aspects in a diagnostic

decision (9-13).

Other studies have pointed out diagnostic difficulties and interobserver
variability in the histopathological diagnoses of prostate biopsies and in the Gleason
grading system. Most studies focus on the variability of Gleason scores in biopsies
and in prostatectomy specimens (14-24). Nevertheless, there is a paucity of studies

on the general variability of the histopathological diagnosis in biopsies (17).

Other studies have stressed the role of a “second opinion” in the clarification of
uncertain cases and its economic and prognostic impact (25,26). The blind review of
prostate biopsies can show where the major discrepancies and failures regarding the
diagnosis of prostatic adenocarcinoma lie, in addition to providing standardized

exams and safer diagnosis of uncertain cases.

MATERIALS AND METHODS

This is a contemporaneous cross-sectional study that reviewed a random
sample of prostate biopsies carried out at the Division of Pathology of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) from June 1st to December 23rd 2004. A total of

489 biopsies of 191 patients were reviewed.

The kappa coefficient was used to determine interobserver agreement.

According to this coefficient, values between 0.81 and 1.0 correspond to very good
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agreement; values ranging from 0.61 to 0.81 stand for good agreement; values
between 0.41 and 0.60 mean moderate agreement; values between 0,2 and 0,4
mean poor and values below 0.2 represent very poor agreement. The weighted
kappa coefficient was used to estimate the agreement between Gleason grades of
adenocarcinomas. For the sake of comparison, Gleason grades were categorized
into three groups: less than or equal to 6, equal to 7 and greater than 7. Variations
greater than one grade were regarded as severe in the weighting scale. The
differences in PSA levels and age in the different groups were assessed using the
one-way ANOVA, with Kruskal Wallis test. The SPSS (Statistical Package for Social
Science, version 11.0 — Chicago, IL), Pepe (version 3.0) and Stata (version 7.0) were

used for the statistical analysis.

The exams were reviewed by two pathologists from the Division of Pathology
(intradepartmental review). The biopsies were analyzed in an independent and
blinded fashion, i.e., the pathologists did not have access to the original diagnosis
and to clinical data such as age, PSA levels and digital rectal examination status.
The clinical data and original diagnosis were later appended for comparison. The
results of subsequent biopsies in cases of ASAP and HGPIN were also analyzed.
Exams with different results between observers and the original diagnosis, and
between the original and final diagnoses, were revised by a third pathologist, so that

a consensus could be reached.

H&E slides were obtained from the files of the Division of Pathology of HCPA;
thus, all observers worked under the same technical conditions. In the cases of

ASAP diagnosis, an immunohistochemical analysis was conducted using monoclonal
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antibody to high molecular weight cytokeratin, clone 34BE12 (DAKO®-code MO630),
mouse anti-human, dilution 1/20 (1 microliter of antibody/20 microliters of buffer).
Clearly benign glands around the suspected acini were used as internal control. The
immunohistochemical profile was classified as positive (continuous or discontinuous

positivity of basal cells) and negative (no marker expression).

The pathologists had the following diagnostic options: negative (including
prostatitis and other benign conditions), adenocarcinoma (plus- Gleason Score),

ASAP, HGPIN, ASAP + HGPIN and inappropriate.

The diagnoses based on the reviews were classified as: correct - the
diagnosis matched the original one and that made by the observers; false negative -
ASAP, HGPIN and adenocarcinoma not diagnosed on the original exam; false
positive- ASAP, HGPIN and adenocarcinomas not confirmed by the observers;
discrepant diagnosis — differences in Gleason score and disagreement between
observers that did not lead to a change in diagnosis, and inconclusive — inadequate

material for interpretation (absence or shortage of prostate glands).

RESULTS

A total of 489 prostate biopsies of 191 patients were reviewed. Mean patient
age was 65.55 years. PSA levels were known in 151 patients, with a mean value of
14.26 ng/ml (median=8,4 ng/ml). Exams with unsatisfactory results, due to
inappropriate sampling, were excluded from the analysis (7 cases, 1.4%). A total of

482 cases were included in the analysis of interobserver variability. Agreement
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between the original and final diagnoses was 94.3% and the kappa coefficient was
0.86 (with a 95%CIl between 0.8 and 0.91). Table 1 shows the frequency of

diagnoses and the interobserver variability between the original and final diagnoses.

There was a very good overall interobserver agreement. By assessing the
diagnoses separately, we obtained a kappa of 0.85 for benign exams, 0.99 for
adenocarcinomas, 0.67 for ASAP and 0.3 for HGPIN. Agreement was very good for
benign exams and adenocarcinomas, good for ASAP and poor for HGPIN, according

to the interpretation of the kappa coefficient.

The interobserver variability with paired measurements is shown in Table 2.
Among all observers, overall variability was good to very good. In the diagnostic
groups, the largest variations were those observed in HGPIN and ASAP. In HGPIN,
there was weak to moderate agreement. R1 and R2 showed moderate agreement in

the case of HGPIN. In the case of ASAP, there was moderate to good agreement.

One of the reviewers (R2) was also the original pathologist in several exams,
and therefore it was possible for this reviewer to determine the intraobserver
variability, which was very good in benign exams, adenocarcinomas and ASAP. In

the case of HGPIN, there was a moderate intraobserver variability.

No significant difference was observed in patient age in the analysis of
variance of different diagnostic groups (p = 0.408). The PSA screening revealed
some difference between groups (p = 0.001). There was a significant difference

between the group of patients with adenocarcinoma and the group of patients with a
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benign diagnosis (p=0.06). Significant difference was also found between the ASAP
and adenocarcinoma groups (p=0.04), but the number of patients is quite small in

ASAP group.

Adenocarcinomas

There were 87 exams whose results indicated adenocarcinoma. Gleason
scores showed discrepancy in 29 out of 84 exams in which comparisons were

possible. Most variations occurred in grade 4.

Agreement regarding Gleason score was calculated using the weighted kappa
coefficient. This analysis was possible in 84 of 87 cases of adenocarcinoma. In three
exams, at least one observer did not agree with the diagnosis of adenocarcinoma,
and in this case, the agreement of Gleason scores could not be evaluated. There
was a good overall agreement regarding Gleason scores between observers. Table 3
shows the overall kappa coefficient for each observer and the weighted kappa

coefficient for each category in Gleason score.

In eight cases in which the initial diagnosis was negative, the
immunohistochemical analysis revealed a focus of negative ASAP (Figures 1 and 2).
The immunohistochemical analysis was performed in 27 foci of suspected lesions.
This analysis was carried out in one case of carcinoma in order to confirm the
diagnosis, and in another case, in which ASAP and carcinoma were concomitantly
found on the same slide, a reaction was carried out to determine the

immunohistochemical pattern of the focus of ASAP.
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There was overall agreement between the original and final diagnoses (n=429)
in 87.7% of the exams. These exams included 352 benign biopsies, 59 with
adenocarcinoma, where there was also overall agreement regarding Gleason score,
11 cases of ASAP, 2 cases of HGPIN and five unsatisfactory cases. The false
negative exams revealed 8 cases of ASAP, 1 positive exam and 10 cases of HGPIN.
The only undiagnosed positive case was that of a patient diagnosed with carcinoma
at the biopsy of the contralateral side, which did not interfere with the patient’s final
diagnosis. The other case found was diagnosed ASAP originaly. The false positive
exams showed three foci of ASAP which were not confirmed by histology and by
immunohistochemistry. All of these suspected foci had atrophic glands at other sites.
The misdiagnosed cases of HGPIN corresponded to low-grade PIN and to the
seminal vesicle region. Discrepant exam results constituted 7.2% of the sample and
represent the cases in which at least one of the observers did not agree with the final

diagnosis, or did not agree with the Gleason score.

DISCUSSION

Interobserver variability is widely studied in pathological anatomy, where
diagnostic criteria often are not clearly defined or depend on the pathologist’s
subjective assessment. With regard to the prostate, several studies deal with
interobserver variability in the Gleason score and few approach this topic by focusing
on biopsy-based diagnosis. Recently, the Gleason grading system was adapted in

order to standardize its use and reduce variations in its use (ISUP 2005) (27).

Lessels et al. demonstrated interobserver variability in a sample of 100 slides
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reviewed by 12 pathologists, of which 53 were negative, 46 were malignant and one
corresponded to a suspected case. In the study by Lessels, the kappa coefficient
was 0.86 in negative exams and 0.91 in the positive ones. In that study, there was a
very good interobserver agreement regarding benign and malignant diagnoses based

on prostate biopsies (17).

In our study, the kappa coefficient for negative exams was 0.85 (n=372) and
0.99 (n=87) for the positive ones. Our results are similar to those obtained in the
previous study, confirming the very good agreement regarding the assessment of

these diagnoses.

In the case of HGPIN, interobserver agreement has been seldom described.
Epstein et al. determined the variability in the diagnosis of low-grade and high-grade
PIN in a study carried out at a time in which PIN was categorized into levels 1, 2, and
3, showing poor agreement between observers with a kappa of 0.33 (n=25). In our
study, we obtained a kappa of 0.3 for HGPIN, where all cases concerned high-grade

PIN, and even so, there was poor agreement between observers.

In our study, there was a weaker agreement between observers regarding
HGPIN and ASAP, which confirms the more subjective nature and possible
discrepancy between the diagnoses. However, the small number of cases and the
wide confidence interval of the kappa coefficient indicate the poor power of results in
these two situations. In most of the studies that used the kappa coefficient as a
measure of variability, the confidence interval is not clear, and in some cases, the

number of exams compared is also small, not allowing for a more accurate
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assessment of the variability of HGPIN and ASAP in the biopsies (14,17, 28).

Chan et al. also determined the level of agreement in prostate biopsies sent in
to a urologic pathologist for a second opinion. In that study, the agreement regarding
HGPIN amounted to 75%, whereas it was 36.8% (11) for the suspected cases

(ASAP).

In our study, interobserver agreement was 76.5% for ASAP (kappa of 0.67).
This difference between literature data and our data can be explained by the type
and size of our sample. All of our cases were from the same service, unlike the study
by Chan, in which exams were obtained from different places, with possibly larger
variations regarding the report of suspected diagnoses, also including a larger
number of suspected cases. Based on the cases analyzed in our study, it is not
possible to affirm that variability may not be larger in this diagnosis, as can be

observed through the confidence interval of the kappa coefficient (0.5-0.86).

Another important aspect in our study is concerned with the type of review and
sampling. All cases were assessed in a blinded fashion, including the benign cases,
adenocarcinomas and uncertain cases, randomly, allowing the reviewer to conduct
an impartial assessment. In many studies, pathologists knew the type of sample they
were dealing with. On top of that, the pathologist had all the slides belonging to the
same case and he/she made the diagnosis based on them, unlike other studies in
which the zones to be assessed by observers were marked off or selected

previously. Our method of analysis is closer to a real slide review situation.
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Discrepancies in diagnosis regarding Gleason scores have been more widely
studied. This occurs due to prognostic implications. The Gleason score is the most
important prognostic factor for prostate cancer and is correlated with several
variables such as tumor volume, resection margin status in prostatectomies,
recurrence, PSA levels, and molecular markers. Several studies assess the
differences in Gleason grading of prostatic carcinoma, either using prostatectomy
specimens or comparisons between the level of biopsy and the radical prostatectomy
specimen, indicating lack of interobserver reproducibility. Such studies focus on the
difficulties in establishing a diagnosis based on biopsies, mainly on account of
representativeness of the carcinoma and the subjective nature of the classification of

threshold patterns, sometimes with overlapping of patterns (10,16,18).

Several studies have demonstrated interobserver variability in Gleason scores
in biopsies, with a kappa ranging from 0.47 to 0.68 in different diagnostic groups. In
biopsies, there is a tendency to undergrade carcinoma, especially from grade 7 to
grade 6, where the zone with a pattern 4 tumor is small and uncertain
(9,12,13,15,19,29). Other studies comparing sextant and extended biopsies have
shown a higher accuracy in Gleason grading system in the case of more extensive

biopsies (30).

Alsbrook et al. determined the kappa coefficient in prostate biopsies in a
sample of 46 cases, which were reviewed by ten pathologists. The kappa coefficient
in that study ranged from 0.56 to 0.7, which represents a good level of agreement.
The largest variations occurred between patterns 4 and 5 and in well-differentiated

carcinomas with patterns 1 and 2, which show how difficult it is to establish the
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diagnosis of these carcinomas, especially regarding the foci of small tumor (9).

The study by Glaessgen et al. also shows a greater variability in the
classification of higher patterns, correlating the discrepancies with the number of
fragments involved. It specifically demonstrates the variability of pattern 4 when a

cribiform or fusion arrangement is present (15).

Nguyen et al. studied the impact of the review of prostate biopsies indicating
adenocarcinoma. In their study, Gleason grade changed by one level in 44% of the
cases and the increase in Gleason grade was more common in the review (81% of
the cases), determining an increase from the intermediate risk category to a high-risk

category in 8.2 % of patients (31).

In our study, the overall kappa coefficient for Gleason grade ranged from 0.72
to 0.83 between observers, which is considered good to very good. The lowest
scores were observed in grade 7 (kappa 0.59 to 0.66) and greater than 7 (kappa 0.66
to 0.79) with moderate to good agreement. In our study, we did not have any case
with Gleason 4 or less than 4. This owes especially to the rare nature of this
diagnosis in biopsies and to the recommendations to avoid the diagnosis of these

carcinomas in biopsies.

Immunohistochemistry for the diagnosis of suspected foci has shown low
sensitivity in the differentiation of adenocarcinoma and benign processes, as
demonstrated in several studies in which basal cell markers and other types of tumor

markers (e.g.: AMACR) are used. The major difficulties regarding the
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immunohistochemical diagnosis concern the irregular staining of normal cells and of

other non-neoplastic processes by basal cell markers (10-13).

In our study, we found some difficulties in this regard. Inconclusive
immunohistochemical analyses represented negative suspected foci for 34RE12 that
had adjacent benign glands that were also negative (negative internal control). This
type of immunohistochemical pattern has been reported by other authors and hinders
the interpretation of results (13). Another problem with immunohistochemistry is the
representation of the suspected focus on the immunohistochemical slide. In some
exams, the paraffin block became damaged, preventing the visualization of the
suspected focus on the slide, and in other exams, the suspected site was quite
different from the original focus. These situations highlight the necessity to use

morphological criteria in the interpretation of immunohistochemical findings.

Some studies show the existence of false positives and false negatives in
prostate biopsies. Van der Kwast et al., in a collaborative European study, show a
4% frequency of false negatives in prostate biopsies previously diagnosed as benign
and a 0.36% frequency of false positives. The results of their study were mainly
ascribed to small tumor foci that had not been detected by the pathologist or which
had been overestimated in false positives. The study by Kronz et al. reveals a 2.7%

frequency of false negatives (26,32).

Interobserver variability in histopathological diagnoses using prostate biopsies
was very good for benign diagnoses and adenocarcinomas. In the diagnostic

assessment of suspected cases (ASAP) and of HGPIN, interobserver variability was
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greater, regarded as moderate in ASAP and poor in HGPIN, indicating major difficulty
in diagnosing these cases. In the diagnostic assessment, false negatives and false
positives represented the cases with greater variability, ASAP and HGPIN. The
largest discrepancies were concerned with Gleason grading system. Such results
show the importance of the blind review to the detection of small lesions in
controversial diagnoses and in the grading of carcinomas at a threshold level. Also, in
benign exams in which neoplasia is highly suspected, the blind review can be useful,
since the diagnosis of minimal carcinoma and preneoplastic lesions is not easily
established and is related to a greater interobserver variability and to a higher

frequency of false negatives.
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Table 1. Overall interobserver variability in the histopathological diagnosis in prostate
biopsies, between the original and final diagnoses

Diagnosis Original diagnosis  Final diagnosis (%) Agreement Kappa
(%) (%) coefficient (ClI)*
Benign 77.2 74.5 94.6 0.85
(n=372) (n=359) (0.79-0.90)
Adenocarcinoma 18.0 18.5 100 0.99
(n=87) (n=89) (0.97-1.0)
ASAP 3.5 4.4 76.5 0.67
(n=17) (n=21) (0.5-0.85)
HGPIN 1.2 2.7 50.0 0.3
(n=6) (n=13) (0.03-0.58)

* Cl= confidence interval
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Table 2. Interobserver variability in the histopathological diagnosis in prostate

biopsies, estimated by the kappa coefficient

General adenocarcinoma HGPIN ASAP negative
R1 x original 0.79 0.93 0.2 0.48 0.81
R2 x original 0.88 0.97 0.32 0.75 0.89
R2 x R2 0.94 1.0 0.66 0.85 0.94
(intracbserver)
R1 x R2 0.83 0.92 0.47 0.59 0.87
Original x final 0.86 0.99 0.3 0.67 0.85

R1 = reviewer 1; R2 = reviewer 2; original = original diagnosis; final = final diagnosis (after the

review)
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Table 3. Interobserver variability regarding Gleason grading for prostate biopsies
with adenocarcinoma, estimated by the kappa coefficient (n=84)

Weighted overall kappa Gleason score < Gleason score Gleason score >

coefficient 6 7 7
Kappa (Cl)*
R1 x original 0.77 0.81 0.59 0.73
(0.67-0.88) (0.68-0.93) (0.4-0.79) (0.57-0.89)
R2 x original 0.83 0.86 0.66 0.79
(0.73- 0.92) (0.75-0.97) (0.47-0.84) (0.64-0.98)
R1 x R2 0.72 0.76 0.64 0.66
(0.59-0.85) (0.62-0.9) (0.46-0.83) (0.47-0.85)

* Cl= confidence interval. R1 = reviewer 1; R2 = reviewer 2; original = original diagnosis.
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Fig.1 A: ASAP (arrow) (H&E 100x); B: ASAP negative for 34BE12 (arrow)
(immunohistochemistry, 100 x).
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Fig.2 A: ASAP (arrows) (H&E 100x); B and C: ASAP negative for
34RE12 (arrows) (immunohistochemistry, 50 and 100x).
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ANEXO 1: Ficha de revisao de laminas de biépsias de prostata

PROTOCOLO CONTROLE DE QUALIDADE EM BIOPSIAS PROSTATICAS
SERVICO DE PATOLOGIA DO HCPA

FICHA DE REVISAO

EXAME:
DESIGNACAO DAS FRACOES:

1—REVISOR: ()1 ()1l ()1l

2 - AMOSTRA: ( ) ADEQUADA ( ) INADEQUADA

OBS:

3 - DIAGNOSTICO DE REVISAO:

4 — IMUNO - HISTOQUIMICA:

()SIM- DIAGNOSTICO:

( )NAO
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ANEXO 2: Ficha de avaliacdo diagnostica pds-revisdo de biopsias de prostata

SERVICO DE PATOLOGIA DO HOSPITAL DE CLiNIQAS DE PORTO ALEGRE
PROTOCOLO - CONTROLE DE QUALIDADE EM BIOPSIAS PROSTATICAS

N° exame
Numero de materiais
Prontuario

Data_ /[
Observador
Idade

Historia
(0) Ausente > pule para diagnéstico (1) Presente
PSA
Toque retal (0) Alterado (1) Normal
Eco (0) Alterado (1) Normal

Outros

Diagnostico:
Mat1-

Mat2-

1- Concordancia entre os revisores:
(0) Nao (1) Sim

2- 32 opinido:
(0) N&do (1) Sim

3- Imuno:
(0) Nao (1) Sim
Se sim:
(0) Negativo CK (1) Positivo CK

4 — qualidade da amostra: (0) inadequada (1)adequada

5 - Diagnéstico Final:
6 - Diagndstico Original:

(1) Correto

(2) Falso Negativo

(3) Falso Positivo

(4) Diagnostico Discrepante
(5) Inadequado
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ANEXO 3 : Significado e interpretacdo do indice kappa

O indice kappa € uma medida de concordancia entre duas variaveis ou
categorias homologas. Assim pode ser utilizado para medir a concordancia entre
dois observadores, comparando-se as propor¢des observadas e as esperadas.

Kappa= Po-Pe

1- Pe

O nivel de concordancia dado pelo valor de kappa tem a seguinte
interpretacao:

- Valores entre 0,81 e 1,0: muito boa concordancia

- Valores entre 0,61 e 0,80: boa concordancia

- Valores entre 0,41 e 0,60: moderada concordancia
- Valores entre 0,21 e 0,40: fraca concordancia

- Valores menores que 0,2: concordancia muito fraca

O valor de kappa igual a 1 representa concordéancia absoluta.

Na avaliacdo do Kappa ponderado atribui-se uma escala de gravidade nas
variagbes entre as categorias. Variagbes em uma categoria recebem peso 0,5,
variagbes maiores que uma categoria recebem peso 1, podendo-se assim
estabelecer um critério de gravidade nas variagdes, e comparar as proporgoes.
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ANEXO 4: Técnica da imuno-histoquimica

(Hsu SM, Raine L, Fanger H. Use of avidin-biotin-peroxidase complex (ABC) in
immunoperoxidase techniques: a comparison between ABC and unlabeled antibody
(PAP) procedures. J Histochem Cytochem 1981;29:577)

Método da Estreptavidina-biotina-peroxidase (Strept ABC), conforme Hsu et
al., adaptado pelo laboratoério de patologia do Centro de Pesquisas do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre.

1) Preparo das laminas:

- mergulhar as laminas em solugao de detergente neutro Extran (Merk 7553) a
0,5% em agua por 30 minutos;

- lavar em agua corrente por 120 minutos para remocéao do detergente;

- lavar as ldaminas em agua quente;

- secar na estufa;

- guardar as laminas limpas, em caixas, para evitar contaminagéo por poeira.

Nota: manipular as laminas com luvas para evitar a contaminagdo das mesmas

pela oleosidade da pele.

2) Sinalizagao das laminas:

- imersao das laminas em acetona por 2 minutos;

- imersao em 3-aminopropiltrietoxilano (APTS) a 4% por 2 minutos;

- imersao em acetona por 4 vezes;

- secar em estufa, deixar esfriar e guardar em caixas fechadas.

3) Cortes histolégicos:

- As fitas de parafina obtidas no processo de corte pela microtomia sao
cuidadosamente colocadas em banho-maria histologico e os cortes
depositados em laminas previamente tratadas com APTS. As |laminas com os
cortes sdo levadas a estufa, a 60° C e la deixadas por 24 horas, para
melhorar a adesao do tecido.

4) Preparacgao do corte histologico:

- xilol 60 °C por 15 minutos;

- xilol a temperatura ambiente por 15 minutos;

- etanol a 100% (3x) por 30 segundos cada;

- etanol 95% por 30 segundos;

- etanol 80% por 30 segundos;

- etanol 70% por 30 segundos;

- lavar em agua corrente e destilada.

5) Bloqueio da Peroxidase Endogena:

- trés banhos de 10 minutos cada com peréxido de hidrogénio a 3% em
metanol;

- lavar por trés minutos em agua corrente;

- deixar um minuto em agua destilada.

6) Recuperagao Antigénica:

- colocar as laminas no forno de microondas, em poténcia maxima, por 9
minutos (2x), imerso em tampéao citrato 10 mM pH 6,0 e tampao EDTA 1 mM
pH 8,0;

- deixar esfriar por sessenta minutos;
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- lavar em agua corrente e agua destilada.
7) Bloqueio da Avidina Endogena:

- colocar por quinze minutos, em solugédo com clara de ovo e agua destilada
(clara de um ovo para duzentos ml de agua destilada);

- lavar em agua corrente e destilada.

8) Bloqueio das Reagdes Inespecificas:

- colocar em solucéo de leite desnatado a 5% em tampao fosfato salino (PBS),
durante 30 minutos;

- lavar em agua corrente por 4 minutos e agua destilada por 1 minuto;

- colocar no PBS por 5 minutos.

9) Incubagao com Anticorpo Primario:

- secar cuidadosamente as laminas;

- coloca-las em uma camara umida sobre uma esponja umedecida;

- pingar 70-100 microlitros do anticorpo primario na diluigdo 1/20, sobre os
cortes;

- deixar incubando dentro da geladeira a 4 °C, por 16 horas;

- interromper a reagao, lavando cada lamina delicadamente com um jato de
solucao tampéao;

- transferir para um recipiente, contendo tampao PBS, dando 3 banhos, de 5
minutos cada;

- secar as laminas.

10) Incubagdo com o Anticorpo Secundario:

- incubar com o anticorpo secundario, conjugado com a biotina (anti-lg da
espécie animal em que foi obtido o anticorpo especifico), deixando 30
minutos, a 37 °C, na estufa e em camara umida;

- interromper a reagao, lavando cada lamina delicadamente com um jato de
solucao tampao;

- transferir as laminas para um recipiente, contendo tampao PBS, dando trés
banhos de 5 minutos cada.

11)Complexo Avidina-Biotina-Peroxidase:

- pingar o complexo avidina-biotina-peroxidase, deixando na estufa a 37 °C, em
camara umida, durante 30 minutos;

- lavar cada lamina delicadamente com um jato de solugao tampéao;

- transferir as laminas para um recipiente contendo tampao PBS, dando 3
banhos de 5 minutos cada.

12)Cromdgeno:

- incubar as laminas em solugdo substrato, o cromdgeno (Diaminobenzidina-
DAB- 60mg%) por 3 minutos a 37 °C no escuro;

- lavar bem com agua corrente e transferir para agua destilada.

13)Contracorar:
- contracorar com hematoxilina de Harris por 2 minutos;
- lavar em agua corrente.

14)Montagem:

- desidratar as laminas em etanol 50%, etanol 80%, etanol 95%, etanol 100%
(3x) e xilol (3x);

— colocar a laminula sobre a Lamina com Entellan (Merk 1.07961) para leitura
em microscopia optica e preservagao da amostra.



