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RESUMO

ALVES, Edilaine Farias. Anélise histoldgica e quantitativa dos componentes acinares e
estromais das zonas da prostata humana normal. 2018. 80f. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Introducdo. McNeal dividiu a préstata humana em 3 grandes zonas anatdmicas: zona
periférica (ZP), zona central (ZC) e zona de transicdo (ZT). Cada uma destas zonas seria
diferente bioldgica e histologicamente. A zona periférica e a zona de transi¢cdo apresentam um
significado clinico e estdo associadas ao cancer de prostata e a hiperplasia prostatica benigna,
respectivamente. Objetivos. Caracterizar, qualitativa e quantitativamente, 0s componentes que
constituem as zonas da prostata. Material e métodos. Foram analisadas 19 amostras de cada
uma das zonas da prostata obtidas de necropsias de jovens com idade entre 18 e 32 anos e
com sistema urogenital integro. As amostras foram fixadas em formalina tamponada 4%, e
processadas para inclusdo em parafina. De cada amostra foram feitos cortes de cinco
micrometros de espessura. Os cortes foram corados por técnicas histoquimicas e imuno-
histoquimicas para identificacdo dos componentes acinares e estromais de cada zona. Foram
feitas fotomicrografias para as analises morfométricas realizadas com o software ImageJ
utilizando-se uma técnica computacional baseada na segmentacéo de cores. Os dados foram
analisados por one-way ANOVA e pods-teste de Bonferroni, considerando p<0,05 como
estatisticamente significativo, utilizando o software GraphPad Prism 6. Resultados. As fibras
colagenas apresentaram-se em maior nimero na ZT (+40,26%; p=0,0230) quando comparada
com a ZP. As fibras musculares também apresentaram-se em maior nimero na ZT (+47,05%;
p=0,0120) quando comparada com a ZP. As fibras do sistema elastico apresentaram diferenca
estatistica na ZT quando comparada com a ZP (+84,61%; p=0,0012) e quando comparada
com a ZC (+61,66%; p=0,0074). Os nervos apresentaram diferenca estatistica na ZC (-
42,86%; p=0,0107) quando comparada com a ZP. A altura do epitélio apresentou-se menor na
ZT quando comparada com a ZP (-30,17%; p=0,0034) e quando comparada a ZC (-25,01%;
p=0,0330). Conclusdo. Nossos dados quantitativos sobre os diferentes elementos que
constituem o estroma prostatico normal nos permitiram mostrar as diferencas entre as zonas
prostaticas. Este estudo estabeleceu padrdes para parametros normais e pode ser usado em
comparagOes posteriores na analise histopatoldgica.

Palavras-chave: Prostata normal. Histologia. Componentes acinares. Componentes estromais.

Zonas da prostata. Histomorfometria. Imuno-histoquimica.



ABSTRACT

ALVES, Edilaine Farias. Histological and quantitative analyses of the stromal and acinar
components of normal human prostate zones. 2018. 80f. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Background: McNeal divided the human prostate into three major anatomical areas:
the peripheral zone (PZ), the central zone (CZ), and the transition zone (TZ). Each of these
areas is biologically and histologically distinct. The PZ and TZ have clinical significance and
are associated with prostate cancer (PC) and benign prostatic hyperplasia (BPH), respectively.
Objective: To quantitatively and qualitatively analyse the parenchymal and stromal
components that constitute the different prostate zones. Methods: We assessed 19 samples
from each prostate zone. The samples were obtained from necropsies of young people
between 18 and 32 years of age with intact urogenital tracts. The samples were fixed in 4%
buffered formalin and processed for paraffin embedding. Sections with a thickness of 5
micrometres were obtained from each sample. The sections were stained using histochemical
and immunohistochemical techniques to identify the acinar and stromal components of each
zone. Photomicrographs were obtained for morphometric analysis using an algorithm based
on colour segmentation. Data were analysed using one-way analysis of variance (ANOVA)
with the Bonferroni post-test. Differences with p<0.05 were regarded as statistically
significant. Results: Collagen fibres were more numerous in the TZ (+40.26%; p=0.0230)
than in the PZ. Muscle fibres were also more numerous in the TZ (+47.05%; p=0.0120) than
in the PZ. Elastic system fibres in the TZ significantly differed from those in the PZ
(+84.61%; p=0.0012) and the CZ (+61.66%; p=0.0074). Similarly, nerves in the PZ
(—42.86%; p=0.0107) significantly differed from nerves in the CZ. Epithelial height was
lower in the TZ than in the PZ (—=30.17%; p=0.0034) and the CZ (—25.01%; p=0.0330).
Conclusion: Our objective, quantitative data regarding the various elements that constitute the
normal prostate stroma allowed us to reveal differences among prostate zones. This study
established patterns for normal parameters and may be used for posterior comparisons in
histopathological analysis.

Keywords: Prostate. Histology. Acinar components. Stromal components. Prostate zones.
Histomorphometry. Immunohistochemistry.



Figura l -

Figura 2 —
Figura 3 -
Figura 4 —
Figura 5 -
Figura 6 —
Figura 7 —
Figura 8 —
Figura 9 —
Figura 10 —
Tabela 1 -
Figura 11 —

Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —

Figura 15 —

Figura 16 —

Figura 17 —
Figura 18 —

Figura 19 —

LISTA DE ILUSTRACOES

Desenho esquematico da localizacdo da préstata no sistema reprodutor
MASCUIING POI VESAIIUS. ........eiuiiiiieieieeice s
Localizag80 anatdmica da Prostata.............coeveirireneiseneneesesieeee e
Suprimento arterial e drenagem venosa da prostata...........c.cccceeevverereenne.
Histologia da prostata NOrmal..............cccevveieeie i
Epitélio das glandulas tubuloalveolares da prostata............cccceovrererriinenns
Regides das glandulas ProStatiCas...........ccouvereerereinenenee e
Divisdo anatdbmica da prostata proposta por Lowsley...........ccccvvevviievneenee.
Divisdo anatdbmica da préstata proposta por McNeal..............cccooveveiiiennen,
Nova terminologia de divis80 da prostata...........ccoceeeeevereierienerisieseneene.
Nova terminologia de divisdo da prostata em 16bulos............cccceovriieinene
[dades dOS INAIVIAUOS. .........ciiiiiiiieieiee e
Quantificacao das fibras colagenas e fibras musculares lisas utilizando a

técnica computacional baseada em segmentacdo de cores, software

Utilizacdo do recurso color segmentation para quantificar as fibras
colagenas e fibras musculares lisas, software ImageJ............cccccovevveriennnene.
Apresentacdo do resultado da area ocupada pelas fibras colagenas e fibras
musculares lisas e a mascara gerada pelo software ImageJ.............c..c........
Apresentacdo do resultado da &rea ocupada pelas fibras do sistema
elastico e a mascara gerada pelo software ImageJ...........ccccoevveviiiciieennenn,
Apresentacdo do resultado da area ocupada pelos vasos sanguineos e a
mascara gerada pelo software Imaged...........cccooeveriiiininineee e,
Apresentacdo do resultado da area ocupada pelos nervos e a mascara
gerada pelo software IMaged........cccooveiieiii i
Mensurando a area do acino prostatico, software Imagel..............ccccoveune.ne.
Apresentagdo do resultado da area acinar pela ferramenta “freehand
selections”, SOftware IMageJ.........cccoovriiiiiiiee e

Mensurando a altura do epitélio prostatico, software ImageJ.....................

13
17
18
19
21
21
25
28
32
32
34

38

39

40

41

42

43
44

45
46



Figura 20 —

Tabela 2 —

Figura 21 —

Figura 22 —

Figura 23 —

Figura 24 —

Figura 25 —

Figura 26 —

Figura 27 —

Fotomicrografias das diferentes zonas da prostata mostrando a
predominancia de Cor VErmelha...........cooooviiiiiiiicicicsc e
Parametros acinares e estromais das zonas da préstata. Acinares: area
acinar e altura do epitélio. Estromais: fibras colagenas, fibras musculares
lisas, fibras do sistema elastico, vasos sanguineos e Nervos..............c........

Fotomicrografias das diferentes zonas da préstata mostrando a disposicao
de fibras COIAgENAS. .......ccvveiii e
Fotomicrografias das diferentes zonas da prostata mostrando a disposicao
de fibras MUSCUIAreS lISAS.........oiviieeiiiie e
Fotomicrografias das diferentes zonas da préstata mostrando a disposicao
de fibras do sistema elaStiCO.........cccvvviiriiiiirie e
Fotomicrografias das diferentes zonas da prostata mostrando a
imunomarcacao de VasoS SANQUINEOS. ........covevrrerrerieererieesiesieseeresieseeeseees
Fotomicrografias das diferentes zonas da prostata mostrando a
IMUNOMArCACAO U8 NEIVOS......ecuveiveereiiesteeresteesteeste s e steeresteesteeeesreeseeenee e
Fotomicrografias das diferentes zonas da prostata mostrando a area do
ACINO PrOSTALICO. .....eiveeiiieiiieieee et
Fotomicrografias das diferentes zonas da préstata mostrando a altura do
EPILEIO PrOSLALICO. .....eveeeieeieceeeer e

49

50

51

52

53

54

55

56

57



a.C.
ANOVA
CAAE

CaP
CEP/HUPE
DAB

DHT

HPB
IBRAG
PSA
PBS/BSA
Ref
TRIS-EDTA
UERJ

ZC

ZP

T

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Antes de Cristo

Analysis of variance

Certificado de apresentacao para apreciacdo ética
Cancer de prostata

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
3,3 diaminobenzidina tetrahidrocloridro
Di-hidrotestosterona

Hiperplasia prostatica benigna

Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes
Antigeno prostatico especifico

Phosphate buffered saline / Bovine serum albumin
Referéncia
Trisaminomethane-ethylenediaminetetraacetic acid
Universidade do Estado do Rio de Janeiro

Zona central

Zona periférica

Zona de transicdo



I+

pm
pH
oC
H202

um2

nm

LISTA DE SIMBOLOS

Alfa

Porcentagem

Ndmero

Igual

Mais ou menos
Micrémetro

Beta

Potencial de Hidrogénio
Graus Celsius

Perdxido de Hidrogénio
Marca registrada
Micrémetro quadrado
Menor

Nandmetro



1.1
1.2
1.3
1.4
141
1.5
151
1.5.2
153
1.6

3.1

3.2

3.3
3.3.1
3311
3.3.1.2
3.3.1.3
3314
3.3.2
3321
3.3.2.2
3.4

4.1
411
4.2

INTRODUCAO.......

SUMARIO

REVISAO DA LITERATURA. ..ot eee et ensses s nes s
Embriologia da prostata.............coeieiiecees e e

ANAtoMIa da PrOSTALA.........cccceeieiieii et sre e

Histologia da Prostata............ccceecveeieeiiiie e

Conceito de 10DUIO ProStALICO........cccviiiiiieiiiie e

Divisdo em 16bulos Proposta POr LOWSIEY......coov e eeeee e

Divisdo zonal proposta por McNeal..........cccoeiviiiiiicic e

Zona Periférica..........

Zona Central..............
Zona de Transicao.....

Uma Nova termMinNOIOgIa........cccveiuiiieiieie e

OBJETIVOS............

MATERIAL E METODOS..........ooiieieieeieeeseeeeeesesiese et sses s senas s
Procedimentos hiStOlOQICOS. . .......c.ccuicuieuieeieieieeeeee e

Imuno-histoquimica

Histomorfometria....

Andlise dos componentes estromais das diferentes zonas da prostata...................

Quantificacdo das fibras colagenas e fibras musculares 1isas.............ccccevververnnne.

Quantificacdo das fibras do sistema elastiCo.........c.cccevevereiiiiieiiieceee e

Quantificacao dos Vas0S SANQUINEOS.........cceerveeieiieriesiesteesieseesie e sreesre e ssee e

QUANLITICACAD UOS NEIVOS......cueeiveeeeieeecie ettt re e e

Anédlise dos componentes acinares das diferentes zonas da préstata.....................

QuAantifiCaGao da Area ACINAN...........ccuvreerreieeie e eeeriesee e ee e sreeee e nreeneesneeeas

Quantificacao da altura do epitélio..........ccooereiiiiiiiiiiecee e

Andlise estatistica....

13
15
15
16
19
23
24
26
29
29
30
31
33
34
35
35
36
37
37
41
42
43
44
44
45
46
48
48
48
50



421
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.2.5
4.2.6
4.2.7

FIDIAS COLAGBNGS. ...ttt ettt e e e e e e e e et e e e e e e e eeaes

Fibras MuUSCUIAIES HiSAS......coeeeeeeeeeeeeeeee e

Fibras do SiStEMa BIASTICO. ... .uueeeeeeee oot e e e e e e e eee e

VAS0S SANQUINEOS. .....eeveerrerieeriesieeieaseesseessesseesteesteaseessaesesseesseeseaseesseessesseesseesens

LT 0L YT

Area d0 ACIN0 PIOSEALICO. ... vevveveeeeeeeeeee oo e e e e e e e e e e e er e e e e er e s e e e e eseeaeeresens

Altura do epitelio PrOSTALICO. .......cvviiviiiiirieieie e
DISCUSSAO. .....cuieiaiiriieeeeteeies et
CONCLUSAO........iiiriiiieiee sttt
REFERENCIAS. ..ottt
ANEXO A - Aprovacio do COMIite de EtiCa..........ccevvrieeveecieeeieeeeeeeeeee e
ANEXO B - Aprovacio do Comité de Etica (EMenda)...........cccovvevrvereerneennnn.
ANEXO C - Artigo Prostate doi.org/10.1002/pros.23472........ccccceeercenirennnnnnn.




13

INTRODUCAO

O termo “prostata” ¢é derivado da palavra grega prohistani, pois corresponde a
localizacdo da glandula em frente a bexiga. Este termo foi empregado pela primeira vez por
Herofilus de Calcedonia, em 335 a.C., um anatomista grego considerado o pai da anatomia
(Gardiner et al., 2000; Bay e Bay, 2010).

Em 1543, Andreas Vesalius publicou observacdes descrevendo a prostata como sendo

um so 6rgao do sistema urogenital masculino (Dauge et al., 1999) (Figura 1).

Figura 1 — Desenho esquematico da localizacdo da préstata no sistema reprodutor masculino
por Vesalius

Fonte: Marx & Karenberg, 2009.

Riolan foi o primeiro a descrever e ilustrar 0 aumento da préstata tendo como
consequéncia a obstrucdo da bexiga. O trabalho foi publicado na Opera Anatomica em 1649
(Oesterling, 1991; Alonso-Magdalena et al., 2009). Samuel Collins, em 1685, mostrou a

importancia clinica deste acontecimento (Zuckerman, 1936; Timms, 2008).
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A prostata € uma glandula sexual acessoria encontrada exclusivamente em mamiferos
e essencial para a funcdo reprodutiva (Kumar & Majumder, 1995; Marker et al., 2003; Lee et
al., 2011). Seu desenvolvimento, crescimento, manutencdo estrutural e funcional se da em
resposta aos hormonios androgénicos, potenciais estimuladores da diferenciacdo e do
crescimento do epitélio e do estroma prostaticos (Gnanapragasam et al., 2000; Marker et al.,
2003; Fujikawa et al., 2005; Lee et al., 2011). O inicio do seu desenvolvimento ocorre durante
a décima semana de gestacdo em resposta ao estimulo da di-hidrotestosterona (DHT) -
horménio proveniente da conversdao metabdlica da testosterona através da acao da enzima 5a-
redutase, localizada no seio urogenital (Berman et al., 2012).

A divisdo da prostata em regides comegou com Lowsley (1912) que, estudando
embrides humanos, propds a sua divisdao em cinco I6bulos: anterior, posterior, dois laterais e
um central. Um novo conceito de divisdo da prostata humana foi proposto por McNeal
(1968). Ao longo do tempo, este conceito inicial foi modificado pelo préprio McNeal (1981a;
1981b; 1988). Propbs a divisdo da prdstata em trés grandes zonas anatbmicas: zona periférica
(ZP), zona central (ZC) e zona de transicdo (ZT), que seriam diferentes bioldgica e

histologicamente.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Embriologia da proéstata

A prostata humana é formada por aproximadamente 70% de elementos glandulares,
formados a partir de evaginacdes do endoderma da uretra prostatica e 30% de elementos
estromais derivados do mesoderma circunjacente (Kierszenbaum, 2008; Chung et al., 2012).

A formacédo da prostata ocorre durante a décima semana gestacional em resposta ao
estimulo da DHT (Lowsley, 1912; Cunha et al., 1987; Berman et al., 2012). Seu
desenvolvimento normal € dependente da acdo da testosterona através do receptor de
androgénio. A testosterona necessita ser convertida em DHT na glandula prostatica, por acéo
da enzima 5a-redutase, para sua atividade completa (Stanworth & Jones, 2008). A exposicao
a esses andrdgenos € importante, pois impulsiona a diferenciacdo da prostata e seu
crescimento no embrido (Berman et al., 2012).

A prostata origina-se do seio urogenital e seu crescimento é regulado por uma
complexa interacdo entre o epitélio e estroma prostaticos (Saldanha et al., 2000; Lee et al.,
2011). Esta interacdo é importante para controlar a morfogénese da glandula, a homeostase
celular e a remodelacdo tecidual durante o desenvolvimento embrionario e a idade adulta
(Guo et al., 2015).

A préstata cresce como corddes epiteliais sélidos que posteriormente se ramificam e
canalizam como parte de um sofisticado programa de morfogénese de ramificacdo (Berman et
al., 2012).

A préstata fetal € uma pequena massa, dividida em dois l6bulos laterais. Consiste em
um namero de tdbulos com pequenos ramos encaixados em um estroma de tecido conjuntivo
rico em células musculares lisas (Griffiths, 1889).

Durante os ultimos meses de vida intrauterina, foi observada uma proliferacdo do
epitélio da mucosa interna da prostata, provavelmente decorrente de horménios maternos
circulantes, particularmente o estrogénio. Ap0s 0 nascimento as mudangas aumentam e
persistem por uma a quatro semanas tornando-se estaveis até quatro meses; durante os demais
meses h& poucas mudancas, ocorrendo somente um aumento no nimero de 4cinos. Por volta
do décimo ano de vida, o epitélio dos acinos se torna mais proeminente, mas ainda nao ha

secrecdo. Na puberdade ocorre um rapido aumento no tamanho dos acinos quando aparece a
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secrecdo. A glandula assume, entdo, a sua forma definitiva presente no individuo adulto
(Franks, 1953).

Cuneo, em 1911 e Franks, em 1954, descreveram a préstata sendo dividida em duas
zonas: uma denominada mucosa interna que foi formada pelas glandulas de Albarran, e a

outra denominada mucosa externa, sobre toda a glandula prostética (Dauge et al., 1999).

1.2 Anatomia da préstata

A prostata € um 6rgdo compacto, fibromuscular e glandular pesando aproximadamente
20g (Marker et al., 2003; Tanagho & Lue, 2014). Esta localizada na cavidade pélvica, inferior
a bexiga, posterior a sinfise pubica e anterior ao reto. Circunda o primeiro segmento uretral
chamado de uretra prostatica (Figura 2) (Amin et al., 2010; Lee et al., 2011).

A glandula prostéatica apresenta uma base, um apice, uma face anterior, face posterior
e duas faces inferolaterais. Superiormente, a base esta intimamente relacionada com o colo da
bexiga e a uretra prostatica penetra na regido central da base; inferiormente o apice estd em
contato com a fascia na superficie superior do diafragma urogenital; a face anterior € separada
da sinfise pubica pela gordura retroperitoneal no espago retropubico; a face posterior é
triangular e plana e repousa sobre a superficie anterior do reto, estando separada desta pelo
septo retoprostatico (fascia de Denonvilliers); as faces inferolaterais unem-se a face anterior,
estdo relacionadas com o musculo levantador do &nus e repousam acima do diafragma
urogenital (Lee et al., 2011; Favorito & Sampaio, 2014; Moore et al., 2014).



17

Figura 2 — Localizacdo anatdmica da prostata

Legenda: Desenho esquematico mostrando a localizagdo da prostata.
Fonte:  Favorito & Sampaio, 2014.

A funcdo da prostata € produzir secrecGes essenciais para o desempenho dos
espermatozoides, fornecendo-lhes condicOes ideais de sobrevivéncia e viabilidade. As
secrecBes prostaticas sdo ricas em proteinas, enzimas, lipidios, amilases, &cido citrico,
fosfatase acida, fibrinolisina, zinco, dentre outras substancias (Kumar & Majumder, 1995;
Lilja, 2003; Gartner & Hiatt, 2003; Kierszenbaum, 2008). Estas secrecdes ddo suporte a
fertilidade masculina e protegem o trato urinério inferior de infeccdo, sendo assim
consideradas um importante componente do liquido seminal (Lilja, 2003).

Além das substancias mencionadas anteriormente, a prostata também produz um
importante marcador funcional: o antigeno prostéatico especifico (PSA). E produzido quase
exclusivamente pelo epitélio glandular e tem como funcdo solubilizar o esperma apos a
ejaculacdo. Quando encontra-se elevado em niveis sanguineos pode indicar HPB, prostatite e
CaP (Stenman et al., 1999; Balk et al., 2003; Kierszenbaum, 2008; Lilja et al., 2008).
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O suprimento sanguineo arterial da préstata € derivado de ramos da artéria iliaca
interna que sdo as artérias vesical inferior, pudenda interna e retal média, sendo o
fornecimento arterial mais comum da prostata proveniente da artéria vesical inferior (Figura
3A). A drenagem venosa é feita atraves de veias que drenam para o plexo periprostatico, e
estdo conectadas com a veia dorsal profunda do pénis e com as veias iliacas internas (Figura
3B). E inervada pelos nervos simpaticos e parassimpaticos do plexo hipogastrico inferior (Lee
etal., 2011; Chung et al., 2012; Tanagho & Lue, 2014).

Figura 3 — Suprimento arterial e drenagem venosa da préstata

Artéria vesical
inferior

Artéria prostatica

Grupo uretral
de artérias
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; Sinfise
[  Ppibica
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(Veia dorsal profunda)
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Diafragma
urogenital
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Plexo venoso
lateral

Veia hemorroidal
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Veias hipogastricas Veia vesical inferior ’:;, okt
Vista do espago retropubico Vista lateral do plexo venoso pélvico

Legenda: Esquemas mostrando os suprimentos arterial e venoso da préstata. (A) Suprimento arterial da préstata
mais comum proveniente da artéria vesical inferior, (B) plexo venoso pélvico mostrando a relagdo dos
ramos venosos com o0s ligamentos puboprostaticos.

Fonte:  Chung et al., 2012 (traduzidos por Alves, E.F., 2017).
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1.3 Histologia da prdstata

A préstata € composta de epitélio glandular, arranjado em acinos e ductos, e de

estroma, constituido por tecido fibromuscular e uma matriz proteica (Figura 4) (Srougi et al.,
2010; Lee etal., 2011; Chung et al., 2012).

Figura 4 — Histologia da prostata normal
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Legenda: Fotomicrografia mostrando a composi¢do histoldgica da prostata: o epitélio, formado pelos acinos
(setas vermelhas) e ductos (setas pretas), e o estroma (seta amarela).
Nota:

Fotomicrografia da ZP da préstata, tricrébmico de Masson, objetiva de 10x. A barra de escala
representa 100 um.

Fonte: Alves, E.F., 2017.
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A glandula prostética € envolvida por uma cépsula de tecido conjuntivo denso nédo
modelado, também conhecido como tecido fibroeléstico rico em musculo liso e altamente
vascularizado contendo septos que penetram na glandula e a dividem em l6bulos ou zonas
(Cormack, 2003; Gartner & Hiatt, 2003; Junqueira & Carneiro, 2013a).

E constituida por um conjunto de 30 a 50 glandulas tubuloalveolares ramificadas,
formadas por um epitélio cuboide ou pseudoestratificado colunar, dependendo do seu nivel de
atividade secretora (Figura 5). As células sdo ricas em reticulo endoplasmatico granular,
aparelho de Golgi, numerosos granulos de secrecdo e lisossomos, organelas responsaveis pela
sintese e empacotamento de proteinas. Cada glandula € circundada por um estroma
fibromuscular e tem um sistema de ductos ramificados que desembocam na uretra prostatica
(Cormack, 2003; Gartner & Hiatt, 2003; Chung et al., 2012; Junqueira & Carneiro, 2013a).

As glandulas prostaticas estdo organizadas em trés regides distintas: glandulas da
mucosa, glandulas da submucosa, e glandulas ramificadas compostas periféricas,
denominadas glandulas principais. As glandulas da mucosa sdo mais curtas, estdo associadas
a mucosa uretral e sdo as unicas que comumente crescem, causando a HPB. As glandulas da
submucosa sdo intermediarias e estdo dispostas perifericamente as glandulas da mucosa. As
glandulas principais, por sua vez, s&0 as maiores e as mais numerosas e tem maior
probabilidade de transformacdo maligna (Figura 6) (Cormack, 2003; Gartner & Hiatt, 2003;
Kierszenbaum, 2008).
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Figura 5 — Epitélio das glandulas tubuloalveolares da prostata
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Legenda: Fotomicrografia mostrando o epitélio das glandulas tubuloalveolares da prostata (setas) formado de
células cuboides ou colunares.

Fotomicrografia da ZP da prostata, tricromico de Masson, objetiva de 20x. A barra de escala
representa 100 pum.

Fonte: Alves, E.F., 2017.

Nota:

Figura 6 — Regibes das glandulas prostaticas
Glandulas
da mucosa

Glandulas
da submucosa Ducto

Glandulas Estroma Capsula
principais fibromuscular

Legenda: Esquema das trés regifes das glandulas e do estroma prostatico em relagdo a uretra prostatica e ducto
ejaculatorio.

Fonte: Kierszenbaum, 2008.
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O epitélio glandular possui quatro tipos celulares: células secretoras, basais,
neuroendocrinas e transicionais. Cada uma destas células possui caracteristicas especificas.

a) As células secretoras sdo o tipo celular mais abundante do epitélio glandular,
de aspecto colunar com margens nao definidas, apresentando citoplasma abundante,
nacleo basal e granulos secretores. S&o responsaveis pela producdo da enzima
fosfatase &cida e do PSA, além de serem ricas em receptores de androgénio (Srougi et
al., 2010);

b) As células basais sdo em menor namero, estdo localizadas junto a membrana
basal dos &cinos, tem forma arredondada, citoplasma escasso e margens bem
definidas. Acredita-se que sdo as precursoras das células secretoras e que sua
proliferacdo talvez tenha papel relevante no desenvolvimento da HPB e no CaP.
Sugere-se também que estas células podem ter papel no transporte de material entre as
células epiteliais secretoras e o espaco extracelular, e na fungdo reguladora das células
epiteliais colunares (Cunha et al., 1987; Srougi et al., 2010);

C) As células neuroenddcrinas sdo o tipo celular menos numerosas do epitélio
prostatico e estdo dispersas entre as células epiteliais dos acinos e ductos. Embora sua
funcdo ainda ndo seja totalmente conhecida, sabe-se que séo capazes de secretar
peptideos, serotonina, hormdnio tireoestimulante, calcitonina e somatostatina, que
possivelmente tem papel regulador no crescimento, desenvolvimento, proliferacao,
diferenciacdo e secrecdo de células epiteliais (Bostwick et al., 2008; Srougi et al., 2010);
d) As células transicionais estdo localizadas nos ductos excretores proximos a luz

uretral e podem dar origem as neoplasias epiteliais da préstata (Srougi et al., 2010).

Na fase embrionaria € possivel identificar outro tipo celular, a célula intermediéria,
gue na proéstata adulta s6 pode ser identificada por meio de técnicas imunohistoquimicas.
Especula-se que esta célula seja o compartimento alvo da carcinogénese prostéatica e da célula
pluripotente. Ela se originaria da célula basal e daria origem a célula secretora ou luminal
(Saldanha et al., 2000).

O estroma prostatico contribui com 45 a 54% do peso da prostata. E composto por
tecido conjuntivo com fibras colagenas, fibras elasticas e fibroblastos, células musculares
lisas, vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos. As células epiteliais dos acinos e ductos
apoiam-se sobre uma membrana basal formada por coldgeno do tipo IV e V,
glicosaminoglicanos, polissacarideos e glicolipidios, A membrana basal representa uma

interface entre as células epiteliais e 0 estroma propriamente dito, constituido por colageno
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tipo | e I, matriz proteica e células especializadas (fibroblastos, células musculares e
neuroendocrinas). Os fibroblastos e as células musculares lisas sdo os tipos celulares
predominantes (Deering et al., 1994; Chagas et al., 2002; Srougi et al., 2010).

1.4 Conceito de l6bulo prostatico

A descrigdo de Everad Home em 1806 do lébulo médio, também conhecido como
terceiro l6bulo foi o primeiro conceito sugerido para a divisdo da prostata e logo incorporado
pela comunidade médica. Esta descricdo foi aceita pela maioria dos anatomistas e cirurgides
(Selman, 2011).

No seéculo 19, Cruveilheir ndo considerava a denominacdo de lébulo médio a mais
correta, pois esta regido era uma porcdo isolada. Para ele o termo correto deveria ser o de
porcdo mediana como citado por Thompson (1857). Griffiths (1889) observou que esta regido
era independente e, em alguns casos, poderia estar presente e bem definida no momento da
puberdade e na vida adulta antes do aumento da prostata. No entanto, em outros casos,
poderia ser muito pequena ou ainda ausente. Para Jores, em 1894, o l6bulo médio deveria ser
considerado apenas como uma comissura glandular conectando os dois l6bulos laterais e néo
como uma estrutura independente (Lowsley, 1912).

Ainda no século 19, pesquisadores como Cruveilheir e Testut explicaram que a
préstata era formada de varios I6bulos, enquanto que Cloquet e Sappey diziam que era uma
Unica zona (Dauge et al., 1999). Mais tarde, Jores e Albarran descreveram as glandulas
submucosas encontradas no colo da bexiga, usadas por alguns pesquisadores para explicar o
desenvolvimento do lI6bulo médio (Selman, 2011).

Mansell Moullin, em 1895, afirmou que a prostata ndo era um Orgdo urinario, pois
suas glandulas surgem da uretra acima das aberturas dos ductos de Wolffian e Mullerian. Para
Moullin, a existéncia do l6bulo médio dependia da medida em que ocorreu o deslocamento
das glandulas prostaticas durante seu desenvolvimento em cada individuo, ou seja, enquanto
as glandulas estavam restritas ao seio prostatico, ndo havia por¢do média; se, em alguns casos,
elas eram deslocadas para a bexiga, ocupando a linha média e permanecendo na parede

posterior da uretra, formando, assim, uma por¢do mais ou menos visivel (Lowsley, 1912).
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Em 1901, Pallin descobriu que a musculatura da glandula prostatica estava se
desenvolvendo no quarto més de vida, mas no sexto més os ductos ejaculatorios nao sugeriam
a presenca de musculo liso (Lowsley, 1912).

Crandon (1902) concordava com a divisdo da préstata em lobulos e mostrou que a
glandula apresentava um lébulo lateral em cada lado da base e uma porcdo média
compreendida entre os ductos ejaculatorios e o colo da bexiga.

1.4.1 Divisdo em lébulos proposta por Lowsley

Lowsley (1912), estudando a prostata de embrides humanos em diferentes fases do
desenvolvimento fetal, observou que ela era homogénea e que continha subdivisdes lobulares
evidentes. Com isso, Lowsley propds o primeiro conceito de divisdo da prostata em cinco
I6bulos com tdbulos independentes sendo embriologicamente diferentes. Estes lobulos se
desenvolviam aproximadamente na décima segunda semana de vida intrauterina na parede da
uretra posterior. O I6bulo anterior ou istmo era grande até a sexta semana intrauterina,
contendo tecido fibromuscular e pouca quantidade de tecido glandular. Parecia diminuir de
tamanho, se tornando muito pequeno ao nascimento. O lébulo posterior era uma estrutura
independente, palpavel a partir do exame retal constituido por doze tabulos, no qual os ductos
terminavam abaixo dos ductos ejaculatorios na parede posterior da uretra. Os I6bulos laterais
estavam ao lado de cada uretra e formavam a maior parte da préstata. O I6bulo médio era
constituido por cerca de nove ou dez tubulos. Encontrava-se entre a bexiga e os ductos
ejaculatorios e estava intimamente relacionado ao colo da bexiga. Quando havia crescimento
de tdbulos dos lébulos laterais, o I6bulo médio poderia apresentar-se ausente (Figura 7)
(Lowsley, 1912; 1915).

Mesmo ndo sendo aparente em prdstatas humanas de adultos, a divisdo de Lowsley
baseada em I6bulos permaneceu aceita durante décadas influenciando pesquisadores e sendo
usada como padrdo para descrever a anatomia prostatica em muitos livros médicos (Timms,
2008; Selman, 2011).



Figura 7 — Divisao anatdmica da prostata proposta por Lowsley
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Legenda: llustracdes da prostata dividida em I6bulos proposta por Lowsley. (A) Vista sagital em objetivo de 14x
da reconstrucdo do modelo de cera de uma prostata de recém-nascido mostrando os I6bulos descritos
por Lowsley, reproduzido de Lowsley (1912). Lat. = ramos anteriores dos I6bulos laterais; LP =
I6bulo posterior; DE = ducto ejaculatorio; VS = vesicula seminal; LM = tibulos do l16bulo médio; GA
= glandulas de Albarran; LA = tdbulo do l6bulo anterior; U = uretra; UP = utriculo prostatico; UE =
ureter esquerdo. (B) Corte transversal da préstata mostrando os lébulos descritos por Lowsley,

reproduzido de Netter (2008).
Fonte: Lowsley, 1912 (traduzido por Alves, E.F., 2017); Netter, 2008.



26

Franks, em 1954, foi um dos principais criticos de Lowsley, tendo publicado uma forte
critica com relagdo ao conceito de I6bulos, pois ndo conseguiu identificar em seus estudos 0s
limites lobulares na prostata. Franks dividiu a prdstata em trés regides: glandula externa,
glandula mucosa interna e glandula submucosa interna (McNeal, 1980).

Devido as suas observagdes sobre cancer, para Franks esta patologia poderia surgir em
qualquer local dos I6bulos posteriores, laterais e médios, nos quais ele se referia como
glandula externa. A glandula interna foi descrita como composta do tecido imediatamente ao
redor da uretra, subdividindo-a em um grupo de pequenas glandulas mucosas (glandula
mucosa interna) e um sistema de ducto um pouco maior de glandulas submucosas que
estavam mais afastadas da uretra (glandula submucosa interna). A glandula interna foi
identificada como sendo o local exclusivo de origem da HPB. Além disso, Franks considerou
as glandulas periuretrais como parte da prostata, enquanto que na descri¢do de Lowsley elas
foram excluidas. A descricdo de Franks poderia ser aceita, porém ndo era anatomicamente
precisa, além de algumas observagdes coincidirem com as de Lowsley (McNeal, 1980).

O conceito de divisdo em lébulos foi aceito durante muito tempo, porém foi

substituido pelo conceito zonal, mais frequentemente usado e aceito atualmente.

1.5 Diviséo zonal proposta por McNeal

Em 1968, John E. McNeal descreveu a prostata como um 6rgdo histologicamente
homogéneo. Conceituou sua divisdo anatdbmica em zonas, visto que ndo havia lobagéo externa
da préstata humana em adultos. Outros determinantes, tais como: variacdo nas caracteristicas
histoldgicas, sistema de ductos e relacdo com a uretra e ductos ejaculatorios contribuiram para
a determinacgdo de zonas (McNeal, 1968; 1981a; 1981b; 1988).

Primeiramente, a partir de um exame microscopico, McNeal observou a presenca de
duas zonas separadas, a zona periférica e a zona central. Em 1972, além de identificar duas
novas &reas de investigacdo, as glandulas periuretrais (zona periuretral) e o esfincter pré-
prostatico, ele confirmou a presenca das zonas periférica e central. Neste trabalho, McNeal
também identificou que a HPB originava-se de nodulos presentes nas glandulas periuretrais
que, apesar da identificacdo da zona, ndo deveriam ser consideradas parte da prostata
(McNeal, 1972).
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McNeal, depois de identificar a localizagdo da HPB, introduziu um novo conceito
zonal da préstata. Ele identificou da zona de transicdo, uma regido separada das glandulas
periuretrais e descrita de acordo com a anatomia ductal. Assim sendo, a zona de transic¢éo foi
definida como sendo o local principal de desenvolvimento da hiperplasia (McNeal, 1978).

Em 1981, McNeal concluiu que a prostata € um érgdo heterogéneo e identificou uma
regido ndo glandular, chamada de estroma fibromuscular anterior, aparentemente sem
importancia para a funcao prostatica e patologia (McNeal, 1981b). Com isso, ele concluiu que
a préstata humana continha quatro zonas anatdmicas, com conceitos histologicos, bioldgicos e
sistemas ductais distintos: ZP, ZC, ZT e estroma fibromuscular anterior. A ZP corresponde a
70% da prostata glandular, sendo a zona de maior incidéncia de carcinomas; a ZC
corresponde a 25% da prostata glandular; a ZT corresponde a 5% da proéstata glandular, sendo
o local exclusivo de desenvolvimento de HPB; e 0 estroma fibromuscular anterior, uma regido
inteiramente ndo glandular constituida por tecido conjuntivo e muscular denso, continuo com
0 musculo detrusor da bexiga, e que origina-se do masculo liso do colo da bexiga ao redor do
meato uretral interno, ndo tendo importancia aparente para a funcdo e patologia prostaticas
(Figura 8) (McNeal, 1968; McNeal, 1981a; McNeal, 1981b; McNeal, 1988, Srougi et al.,
2010).
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Figura 8 — Divisao anatdmica da prostata proposta por McNeal
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Legenda: Esquemas da divisdo anatdmica da prdstata proposta por McNeal em quatro regibes: zona de transicao,
zona central, zona periférica e estroma fibromuscular anterior. (A) Diagrama sagital da prostata
reproduzido de McNeal (1988). C = plano coronal; CO = plano coronal obliquo; ZC = zona central;
ZP = zona periférica; ZT = zona de transicdo; DE = ducto ejaculatério; UP = segmento uretral
prostatico proximal; UD = segmento uretral prostatico distal; E = esfincter pré-prostatico; cb = colo da
bexiga; fm = estroma fibromuscular anterior. (B) Esquema da préstata reproduzido de Chung et al.

(2012).

Fonte: McNeal, 1988; Chung et al., 2012 (traduzidos por Alves, E.F., 2017).
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1.5.1 Zona Periférica

A ZP constitui 70% de todo o tecido glandular. Esta situada na face posterolateral da
prostata, alem de ser o local onde cerca de 70% dos carcinomas acontecem (McNeal, 1988;
Srougi et al., 2010; Lee et al., 2011; Peng et al., 2015).

O estroma da ZP ¢é mais abundante e de tecido frouxo (McNeal, 1968; 1988). Os
acinos, assim como o0s ductos, sdo geralmente de 0,15 a 0,3mm de diametro, simples,
pequenos e redondos a ovais (McNeal, 1981a; McNeal, 1988; Saldanha et al., 2000; Bostwick
et al., 2008). O epitélio é constituido de células colunares simples uniformes, espacadas e
palidas, com nucleos pequenos e escuros e localizacdo basal (McNeal, 1968; 1981a; 1981b).
Possui ondulagbes proeminentes no contorno glandular que aparentemente previnem a
expansao dos lumens como reservatorios secretores, sendo um critério importante para o
diagndstico de muitos tipos de carcinomas prostaticos (McNeal, 1988).

Esta regido é derivada do seio urogenital, e representada por uma fileira dupla de
ductos que irradiam lateralmente do recesso posterolateral da parede da uretra e se estendem
desde o apice da préstata, ndo mantendo relacdo anatbmica com o coliculo seminal (McNeal,
1981a; McNeal, 1981b; McNeal, 1988; Lee et al., 2011).

1.5.2 Zona Central

A ZC constitui 25% do tecido glandular, tem forma piramidal e esta localizada perto
da base da prostata, com seu apice na regido proximal do coliculo seminal, sua base sob o
colo vesical (McNeal, 1968; McNeal, 1981a; Srodon & Epstein, 2002; Srougi et al., 2010).
Acompanha e envolve os ductos ejaculatérios, que apresentam camada dupla ou
pseudoestratificada de epitélio com uma faixa de tecido glandular lateral a cada ducto
(McNeal, 1968; Saldanha et al., 2000; Selman, 2011). O seu limite lateral se funde com o
limite proximal da ZP (McNeal, 1981b).

O estroma da ZC é denso, composto por feixes compactos, e se funde com o estroma
adjacente do esfincter pré-prostatico e do estroma fibromuscular anterior (McNeal, 1988).
Possui composicdo glandular homogénea, no qual os acinos e os ductos sdo maiores, de até

0,6mm de didmetro, complexos, de forma poligonal com contornos irregulares e projecoes
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intraluminares salientes (McNeal, 1968; McNeal, 1988; Saldanha et al., 2000; Bostwick et al.,
2008; Amin et al., 2010). O epitélio é constituido por células colunares, com altura variavel e
nucleos maiores e mais palidos, deslocados para niveis variaveis de membrana basal
(McNeal, 1981a; 1981b). Possui glandulas com morfologia semelhante a das vesiculas
seminais, sugerindo, entdo, que esta regido poderia ser derivada embriologicamente dos
ductos de Wolf, o que explicaria a baixa incidéncia de carcinomas (McNeal, 1981a; Srougi et
al., 2010; Lee et al., 2011).

Acredita-se que a ZC faz parte do sistema de ductos de Wolf (McNeal, 1981b). E uma
faixa vertical de tecido glandular, cujos ductos originam-se nos ductos ejaculatorios e se
ramificam diretamente para a base da prostata ao longo deles. Correm lateralmente aos ductos
da ZP, que sdo mais proximais e separados por uma camada estreita de estroma (McNeal,
1981a; 1988). A medida que os ductos se expandem em direcdo a base da prostata, estes e 0s

acinos se tornam progressivamente maiores e mais elaborados (McNeal, 1988).

1.5.3 Zona de Transicdo

A ZT constitui 5% do tecido glandular. Consiste em dois l6bulos pequenos
independentes, e esta situada ao redor da parte proximal da uretra, sendo uma pequena faixa
de tecido formada por glandulas cujos ductos desembocam proximal e imediatamente junto
do coliculo seminal (McNeal, 1978; McNeal, 1988; Srougi et al., 2010; Selman, 2011).

Apesar de pequena, esta regido é o principal local de desenvolvimento da HPB, que
ocorre em 50% dos homens com mais de 50 anos de idade e em 95% dos homens acima dos
70 anos. Além disso, nesta regido também se desenvolve cerca de 20% dos casos de CaP
(Srougi et al., 2010; Junqueira & Carneiro, 2013a). Muitas vezes, devido a esta condigéo, esta
regido aumenta com o estroma fibromuscular anterior para um tamanho consideravel,
diminuindo o restante da prostata (Bostwick et al., 2008). Especula-se que a patogénese da
HPB deriva de interagdes indutivas entre o tecido glandular e o estroma (McNeal, 1981b).

O estroma da ZT é predominantemente fibromuscular (Lee et al., 2011). Esta regido é
bem semelhante a ZP; possui poucos acinos, de tamanho menor e arredondado, com células
colunares de arranjo regular e nucleos basais, ductos e acinos de diametro pequeno, sendo
entre 0,15 e 0,3mm (McNeal, 1981a; McNeal, 1988; Amin et al., 2010).
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Na prostata embrionaria, a ZT assemelha-se a ZP quanto a origem do seio urogenital,
quanto ao epitélio com suas glandulas simples, pequenas e redondas e quanto a dupla fileira
disposta lateralmente que vai prosseguir ao longo do segmento proximal da uretra. No
entanto, na prostata adulta hd modificacbes morfoldgicas, como pequenos ductos de tamanhos
quase microscopicos e estrutura muito simplificada e que é denominada glandula periuretral
(McNeal, 1981b; Bostwick et al., 2008).

Os ductos da ZT saem do recesso posterolateral da parede da uretra em um Unico
ponto, apenas proximal ao ponto de angulacdo uretral e na borda inferior do esfincter pré-
prostatico terminando no estroma fibromuscular anterior. Estendem-se lateralmente ao redor

da parte distal do esfincter e se curvam profundamente anteriormente (McNeal, 1988).

1.6 Uma nova terminologia

Uma nova terminologia foi recomendada para a divisdo anatbmica da prostata.
Wendell-Smith (2000) revisou os termos anatdémicos utilizados por McNeal e observou que
estes ndo se baseavam na nomenclatura anatbmica determinada pelo Comité Federativo de
Terminologia Anatdmica da Federagédo Internacional de Associa¢des de Anatomistas. Sendo
assim, foi proposto que o termo I6bulo fosse usado para identificar as subdivises nomeadas a
partir da posicdo anatbmica. Portanto, as novas terminologias seriam as seguintes (Figuras 9 e
10):

a) a ZC, se colocada em relacdo aos ductos ejaculatorios, seria referida como I6bulo
superomedial (Wendell-Smith, 2000);

b) a ZT, se colocada em relacdo a regido proximal da uretra prostatica, seria referida como
I6bulo anteromedial (Wendell-Smith, 2000);

c) a ZP, se colocada externamente e abaixo dos Iébulos superomedial e anteromedial, seria
referida como inferoposterolateral, dividida em dois I6bulos: 16bulo inferolateral e 16bulo
posterolateral (Wendell-Smith, 2000);

d) o I6bulo inferoposterior forma um cone vertical oco junto com o lobulo inferolateral, e
esta situado posterior a uretra e inferior aos ductos ejaculatorios, sendo palpavel ao
exame retal digital (Wendell-Smith, 2000; Moore et al., 2014).
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As diferencas histologicas entre os l6bulos inferoposterior e inferolateral ndo foram
confirmadas, além de ndo terem sido relatadas diferengas quanto a patologia particular
(Wendell-Smith, 2000). O estroma fibromuscular anterior seria referido como istmo da
prostata, situado anteriormente a uretra, sendo uma regido fibromuscular e que contem pouco
ou nenhum tecido glandular (Figura 10) (Moore et al., 2014).

Esta nova terminologia, assim como a descri¢cdo de Lowsley, também ndo foi aceita
pela comunidade clinico-cientifica porque as subdivisées lobulares ndo eram facilmente

identificadas. Sendo assim, a descricdo mais utilizada atualmente é a proposta por McNeal.

Figura 9 — Nova terminologia de divisdo da prostata

Anterior

Posterior

Legenda: Divisdo anatdmica da préstata proposta por Wendell-Smith, com vista de corte transversal acima do
coliculo seminal. A = I6bulo anteromedial; S = l6ébulo superomedial; L = I8bulo inferolateral; P =
l6bulo inferoposterior.

Fonte:  Wendell-Smith, 2000.

Figura 10 — Nova terminologia de divisdo da préstata em l6bulos
g — Istmo da préstata
< he. / Lébulo inferolateral
= o Parte prostatica da uretra

Lébulo anteromedial
Coliculo seminal
Ductos ejaculatorios

Lébulo superomedial

prme i T 4 AN s‘:’\\‘\\—.: , R .
A S RIS AP S e Lébulo inferoposterior
. * 4, % A \\ 4‘&

Sulco na face posterior

Legenda: Divisdo anatdmica da prostata com vista de corte transversal.
Fonte: Moore et al., 2014.
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2 OBJETIVOS

Analisar, quantitativa e qualitativamente, os componentes acinares (area do &acino e
altura do epitélio) e estromais (fibras colagenas, fibras musculares lisas, fibras do sistema

elastico, vasos sanguineos e nervos) que constituem as diferentes zonas da prostata normal.



3 MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (CEP/HUPE) CAAE: 43571115.2.0000.5259, com o parecer de
namero 2.217.034 (Anexos A e B) e realizado na Unidade de Pesquisa Urogenital.

Foram analisadas amostras das diferentes zonas de 19 prostatas (n=19) obtidas de
necropsias, realizadas no periodo de até 24 horas ap0s o 6bito, de individuos com idade entre
18 e 32 anos (23,21 + 4,71 anos) (Tabela 1) e com sistema urogenital integro. As amostras
foram provenientes de doacOes para estudo do acervo do anatdmico do Departamento de
Anatomia do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) do Centro Biomédico
da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

Tabela 1 — Idades dos individuos

Amostra Idade Amostra Idade
1 25 anos 11 22 anos
2 32 anos 12 23 anos
3 18 anos 13 24 anos
4 18 anos 14 25 anos
5 18 anos 15 25 anos
6 18 anos 16 28 anos
7 19 anos 17 28 anos
8 19 anos 18 30 anos
9 19 anos 19 30 anos
10 20 anos

Fonte: Alves, E.F., 2017.
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3.1 Procedimentos histoldgicos

Apls a coleta, as amostras foram fixadas em formalina tamponada a 4%,
permanecendo no fixador por um periodo minimo de 24 horas. As diferentes regifes da
prostata foram identificadas e, de cada uma, retiradas amostras que foram submetidas a
técnicas histoldgicas de rotina, desidratadas em alcool e clarificadas em xilol na processadora
Leica TP 1020 (Solms, Alemanha), para posterior inclusdo em parafina no aparelho Leica EG
1150 H (Solms, Alemanha). Ap6s a inclusdo, foram realizados cortes histoldgicos de cada
amostra com 5 pm de espessura no microtomo Leica RM2125 RT (Solms, Alemanha). Os
cortes foram corados pelas seguintes técnicas histoquimicas: Hematoxilina-Eosina, tricromico
de Masson, Picrosirius e resorcina-fucsina de Weigert com prévia oxidacdo. Os cortes corados
pelo tricrbmico de Masson foram utilizados para analise do tecido conjuntivo, das fibras
musculares lisas, e para mensurar a area acinar e a altura do epitélio. Os cortes corados pelo
Picrosirius e observados sob luz polarizada foram utilizados para andlise qualitativa da
organizacdo do colageno. Os cortes corados pela resorcina-fucsina de Weigert com prévia

oxidagdo foram utilizados para analise das fibras do sistema eldstico.

3.2 Imuno-histoquimica

Foram realizados cortes histolégicos de cada amostra das diferentes zonas da préstata,
com 5 um de espessura no micrétomo Leica RM2125 RT (Solms, Alemanha), montados em
laminas silanizadas para a realiza¢do dos estudos imuno-histoquimicos.

A imunomarcacdo foi realizada utilizando-se os anticorpos priméarios anti-CD31 na
diluicdo 1:35 (Abcam, policlonal, Ref: ab28364, Cambridge, EUA) para caracterizacdo dos
vasos sanguineos e anti-tubulina BIII na diluigdo 1:100 (Abcam, monoclonal, Ref: ab78078,
UK) para caracterizacdo dos nervos. A recuperagdo antigénica foi realizada com tampéo &cido
etilenodiamino tetra-acético (TRIS-EDTA), pH 9,0, overnight por 12 horas a 60°C. O
bloqueio da atividade da peroxidase enddgena foi realizado com solucdo de peroxido de
hidrogénio (H202) 3% em metanol durante 15 minutos e incubados & temperatura ambiente
com 10% de soro de cabra para bloqueio das reacdes inespecificas (Histostain®-Plus Kit,
Invitrogen, cat. no. 85-9643, Camarillo, CA, EUA). Os cortes foram incubados com o0s
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anticorpos primarios anti-CD31 e anti-tubulina BIII, ambos diluidos em tampdo fosfato
salino/albumina sérica bovina (PBS/BSA 1%). Foi feita a incubagdo com anticorpo
secundario e a reacdo foi amplificada a partir do sistema biotina-estreptavidina (Invitrogen,
cat. no. 85-9643, Camarillo, CA, EUA). As secbes foram reveladas com 3,3 diaminobenzidina
tetrahidrocloridro-DAB (Invitrogen, cat. no. 85-9643, Camarillo, CA, EUA) e contra coradas
com Hematoxilina de Harris. Simultaneamente, foi feito o controle negativo, onde o anticorpo
primario foi substituido por PBS/BSA 1%.

3.3 Histomorfometria

As analises foram realizadas utilizando-se fotomicrografias obtidas com resolucao de
2040x1536 pixels, em um microscopio (Olympus BX51, Toquio, Japdo) equipado com uma
camera digital (Olympus DP71, Toquio, Japdo). Para cada andlise, as fotomicrografias foram
capturadas e salvas sob as mesmas condicdes.

As andlises morfométricas foram realizadas com os seguintes aumentos: 100x — para
avaliacdo da area acinar, dos vasos sanguineos e nervos; 200x — para avaliacdo da altura do
epitélio; 400x — para avaliagdo do tecido conjuntivo e das fibras musculares lisas; e 600x —
para avaliacdo das fibras do sistema elastico. Para andlise do sistema elastico, foram
observados dez campos aleatérios de cada regido, totalizando 30 campos analisados na
préstata e para as demais analises morfométricas, foram observados cinco campos aleatorios
de cada regido, totalizando 15 campos analisados na prostata. As mensuracdes foram
realizadas com o software ImagelJ® (versio 1.47t, Image Processing and Analysis in Java,
NIH, Bethesda, Maryland, EUA).
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3.3.1 Anélise dos componentes estromais das diferentes zonas da prostata

3.3.1.1 Quantificacdo das fibras colagenas e fibras musculares lisas

Para as analises quantitativas das fibras colagenas e fibras musculares lisas foram
utilizadas fotomicrografias dos cortes corados pela técnica histoquimica de tricromico de
Masson, capturadas com aumento de 400x, sendo analisados cinco campos aleatorios de
cada regido, totalizando 15 campos analisados na prostata. Foi utilizada uma técnica
computacional baseada em segmentacdo de cores, utilizando-se o software ImageJ,
carregado com seu proprio plugin Color Segmentation (https://imagej.nih.gov/ij/), para
identificacdo do espaco ocupado pelas fibras colagenas e fibras musculares lisas. Estas areas
foram determinadas em porcentagem de acordo com a gama de cores selecionadas. Apds
selecionar as opcdes plugins, color segmentation, color segmentation (Figura 11), a janela
color segmentation nos mostra as linhagens a serem demarcadas (em cluster identification).
Com a ferramenta “point” foram selecionados os tons de cores a serem analisados (Figura
12). Apds os tons serem marcados, a Op¢do run gera uma mascara e em cluster
identification, a area ocupada pelas fibras colagenas e fibras musculares lisas é fornecida em
forma de porcentagem (Figura 13). E importante ressaltar que dependendo da vers&o ou
configuracdo do software ImagelJ, a opcdo color segmentation pode estar dentro da opgédo

plugins, analyze.


https://imagej.nih.gov/ij/

Figura 11 — Quantificacdo das fibras colagenas e fibras musculares lisas utilizando a
técnica computacional baseada em segmentacdo de cores, software ImageJ
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Legenda: Clicamos nas opces plugins, color segmentation, color segmentation para analise dos componentes
estromais das zonas da préstata utilizando a técnica computacional baseada em segmentagdo de

Nota:

Fonte:

cores.

Fotomicrografia da ZP da prdstata, objetiva de 40x, aberta no software ImageJ.

Alves, E.F. 2017.
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Figura 12 — Utilizacédo do recurso color segmentation para quantificar as fibras colagenas e

fibras musculares lisas, software ImageJ

4 mage) [=]E] = )

File Edit Image Pr Analyze Plugins Window Help

[mifelfe{(v|Fe |Ala]@] | [efselg|&]2] | |»]
[£)] Imagem 4.if (33.3%) [=a/® = ﬁ

9.44x7.11 inches (2040x1536); RGB; 12MB

} OD@@@EtM

- =
Color Segmentation [Imagem 4.tif]

-Cluster Identification

BB [ o [ .
Bl Js= [roe Jofoas [,

Area

otk Jo b [ [mm]-
0ok Jo Jp[x. [rem].
onk_|c o o [ma]-
ok I b I'L =l
ok k| ik =L

(® Data: Independant Color Channels
) Data: Joint Color Channels

® Algorithm: K-Means (faster)
() Algortihm: Hidden Markov Model

cose ((aun ])

\

Legenda: O circulo em marrom indica a ferramenta “point”, utilizada para selecionar os tons de cores a serem
analisados. A janela color segmentation nos permite realizar a selecdo por gama de cores RGB,
podendo ser controlado o desvio padrdo. A opg¢do run (circulo em vermelho) foi selecionada para

gerar a mascara da fotomicrografia analisada.

Nota: Fotomicrografia da ZP da prostata, objetiva de 40x, aberta no software ImageJ.

Fonte: Alves, E.F. 2017.
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Figura 13 — Apresentacdo do resultado da area ocupada pelas fibras colagenas e fibras
musculares lisas e a mascara gerada pelo software ImageJ
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Legenda: Com a selecdo de cores realizadas, a porcentagem referente a cada cor é mensurada e,
consequentemente, a quantidade percentual aferida. Apo6s a sele¢do, foi gerada pelo software uma
maéscara (retdngulo amarelo) indicando na janela color segmentation a &rea ocupada pelas fibras
colagenas e fibras musculares lisas. Para obter a porcentagem da area das fibras colagenas somente a
primeira linhagem (retdngulo verde), representada pela cor azul, foi utilizada. Para obter a
porcentagem da area das fibras musculares lisas somente a segunda e terceira linhagens (retdngulo
azul), representadas pela cor vermelha, foram utilizadas. As outras linhagens s6 foram selecionadas
para gerar a mascara.

Nota: Fotomicrografia da ZP da prostata, objetiva de 40x, aberta no software ImageJ.

Fonte:  Alves, E.F. 2017.
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Para as andlises quantitativas das fibras do sistema elastico foram utilizadas

fotomicrografias dos cortes corados pela técnica histoquimica de resorcina-fucsina de

Weigert com prévia oxidacdo, capturadas com aumento de 600x, sendo analisados dez

campos aleatorios de cada regido, totalizando 30 campos analisados na préstata.

Para esta analise também foi utilizada a técnica computacional baseada em

segmentacdo de cores, utilizando-se o software ImageJ, carregado com seu proprio plugin

Color Segmentation (https://imagej.nih.gov/ij/), para identificagdo do espaco ocupado pelas

fibras do sistema elastico. Apos selecionar as opg¢Bes plugins e color segmentation e com a

ferramenta “point” selecionar os tons de cores a serem analisados, a op¢ao run gera a

méascara e a area ocupada pelas fibras do sistema elastico é fornecida em forma de

porcentagem, em cluster identification (Figura 14).

Figura 14 — Apresentagdo do resultado da &rea ocupada pelas fibras do sistema elastico e a

mascara gerada pelo software ImageJ
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Legenda: Apds clicar nas opgoes plugins, color segmentation, color segmentation e realizar a selecdo por gama
de cores RGB (como mostrado nas Figuras 5 e 6), foi gerada pelo software uma mascara (retangulo
amarelo) indicando na janela color segmentation a area ocupada pelas fibras do sistema elastico.
Para obter a porcentagem da area das fibras do sistema elastico somente as duas Ultimas linhagens
(retdngulo verde), representadas pela cor roxa, foram utilizadas. As outras linhagens s6 foram

selecionadas para gerar a mascara.

Nota: Fotomicrografia da ZC da préstata, objetiva de 60x, aberta no software ImageJ.

Fonte: Alves, E.F. 2017.
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3.3.1.3 Quantificagdo dos vasos sanguineos

Para as andlises quantitativas dos vasos sanguineos (anti-CD31) foram utilizadas
fotomicrografias dos cortes marcados pelo método de imuno-histoquimica, capturadas com
aumento de 100x, sendo analisados cinco campos aleatdrios de cada regido, totalizando 15
campos analisados na prostata.

Para esta analise também foi utilizada a técnica computacional baseada em
segmentacdo de cores, utilizando-se o software ImageJ, carregado com seu proprio plugin
Color Segmentation (https://imagej.nih.gov/ij/), para identificacdo do espaco ocupado pelos
nervos. Apos selecionar as opgdes plugins e color segmentation e com a ferramenta “point”
selecionar os tons de cores a serem analisados, a op¢do run gera a mascara e a area ocupada
pelos vasos sanguineos é fornecida em forma de porcentagem, em cluster identification
(Figura 15).

Figura 15 — Apresentacdo do resultado da area ocupada pelos vasos sanguineos e a mascara
gerada pelo software ImageJ
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Legenda: Apds clicar nas opgdes plugins, color segmentation, color segmentation e realizar a selecdo por gama
de cores RGB (como mostrado nas Figuras 5 e 6), foi gerada pelo software uma mascara (retangulo
amarelo) indicando na janela color segmentation a area ocupada pelos vasos sanguineos. Para obter a
porcentagem da area dos vasos sanguineos somente as duas primeiras linhagens (retangulo verde),
representadas pela cor acastanhada, foram utilizadas. As outras linhagens s6 foram selecionadas para
gerar a mascara.

Nota: Fotomicrografia da ZC da prostata, objetiva de 10x, aberta no software ImageJ.

Fonte:  Alves, E.F. 2017.
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3.3.1.4 Quantificacdo dos nervos

Para as analises quantitativas dos nervos (anti-tubulina BIII) foram utilizadas
fotomicrografias dos cortes marcados pelo método de imuno-histoquimica, capturadas com
aumento de 100x, sendo analisados cinco campos aleatdrios de cada regido, totalizando 15
campos analisados na prdstata.

Para esta analise também foi utilizada a técnica computacional baseada em
segmentacdo de cores, utilizando-se o software ImageJ, carregado com seu proprio plugin
Color Segmentation (https://imagej.nih.gov/ij/), para identificacdo do espaco ocupado pelos
nervos. Apos selecionar as opgdes plugins e color segmentation e com a ferramenta “point”
selecionar os tons de cores a serem analisados, a op¢do run gera a mascara e a area ocupada

pelos nervos é fornecida em forma de porcentagem, em cluster identification (Figura 16).

Figura 16 — Apresentacdo do resultado da area ocupada pelos nervos e a méascara gerada pelo
software ImageJ
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Legenda: Apds clicar nas opgdes plugins, color segmentation, color segmentation e realizar a selecdo por gama
de cores RGB (como mostrado nas Figuras 5 e 6), foi gerada pelo software uma méscara (retangulo
amarelo) indicando na janela color segmentation a area ocupada pelos nervos. Para obter a
porcentagem da area dos nervos somente as duas primeiras linhagens (retangulo verde),
representadas pela cor acastanhada, foram utilizadas. As outras linhagens s6 foram selecionadas para
gerar a mascara.

Nota: Fotomicrografia da ZT da prostata, objetiva de 10x, aberta no software ImageJ.

Fonte:  Alves, E.F. 2017.
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3.3.2 Anélise dos componentes acinares das diferentes zonas da préstata

3.3.2.1 Quantificacdo da area acinar

Para as analises quantitativas da area acinar das zonas da prostata foram utilizadas
fotomicrografias dos cortes corados pelo tricromico de Masson, capturadas com aumento de
100x, sendo analisados cinco campos aleatorios de cada regido, totalizando 15 campos
analisados na prostata. A ferramenta “freehand selections” foi utilizada para circundar a area
do &cino prostéatico. Esta ferramenta possibilita 0 contorno do &cino e, consequentemente, 0
calculo da area da regido delimitada, apds calibracdo do software. Ao terminar a marcacao
da éarea desejada foram selecionadas as opcbes analyze, measure. A janela results nos
forneceu o valor referente a area do &cino em um? (Figuras 17 e 18).

Figura 17 — Mensurando a &rea do &cino prostatico, software ImageJ
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Legenda: O circulo em vermelho indica a ferramenta “freehand selections”, utilizada para circundar a area acinar
das zonas da prdstata (em amarelo).

Nota: Fotomicrografia da ZP da préstata, objetiva de 10x, aberta no software ImageJ.

Fonte:  Alves, E.F. 2017.
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Figura 18 — Apresentacdo do resultado da area acinar pela ferramenta “freehand
selections”, software ImageJ
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Legenda: Apos selecionar as opcdes analyze e measure, a janela results nos fornece o resultado da area
delimitada em um (circulo em vermelho, 65860.969), ap6s calibragdo.

Nota: Fotomicrografia da ZP da préstata, objetiva de 10x, aberta no software ImageJ.

Fonte:  Alves, E.F. 2017.

3.3.2.2 Quantificacdo da altura do epitélio

Para as analises quantitativas da altura do epitélio das zonas da prostata foram
utilizadas fotomicrografias dos cortes corados pelo tricromico de Masson, capturadas com
aumento de 200x, sendo analisados cinco campos aleatorios de cada regido, totalizando 15
campos analisados na prostata. A ferramenta “straight line selections” foi utilizada para
medir a altura do epitélio prostatico. Foram feitas trés medidas aleatérias no epitélio
prostatico apos calibracdo, tracando uma linha reta desde a célula basal até a célula mais
préxima ao limen, e ao terminar cada marcacao da distancia desejada foram selecionadas as
opcOes analyze, measure. A janela results nos forneceu o valor referente a altura do epitélio

em pum2 (Figura 19).
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Figura 19 — Mensurando a altura do epitélio prostatico, software ImageJ
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Legenda: O circulo em vermelho indica a ferramenta "straight line selections", utilizada para medir a altura do
epitélio das zonas da prostata. Apds tracar uma linha reta (destacada pela cor amarela), e ap6s
selecionar as opgdes analyze e measure, a janela results nos fornece o resultado da mensuracéo da
altura do epitélio prostatico delimitada em pm (circulo verde, 37.483), ap6s calibragdo.

Nota: Fotomicrografia da ZT da prostata, objetiva de 20x, aberta no software ImageJ.

Fonte:  Alves, E.F. 2017.

3.4 Analise estatistica

Todos os dados foram testados para a curva de distribuicdo normal e homogeneidade
de variancia por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov, com analise de variancia (one-way
ANOVA) e pos-teste de Bonferroni. Os resultados foram expressos em media + desvio
padrdo, considerando p<0,05 como estatisticamente significativos. Todas as analises foram
realizadas com o software GraphPad Prism 6 para Windows (versdo 6.01, GraphPad
Software, San Diego, California, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Analise qualitativa

4.1.1 Coléageno

A andlise qualitativa dos cortes corados pelo Picrosirius e observados sob luz
polarizada mostrou uma predominancia da cor vermelha que indica preferencialmente fibras
colagenas, cujo comprimento é indefinido e o didmetro varia de 1 a 20 um. E formada por
fibrilas coldgenas que medem 280 nm de comprimento e 1,5 nm de espessura, com didmetro
variavel de 20 a 90 nm (Junqueira & Carneiro, 2013b). Elas caracterizam fibras espessas e
gue neste método indicam com uma boa margem de seguranca tratar-se do colageno tipo I.

Essas fibras mostraram distribuicdo homogénea em todas as regides (Figura 20).
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Figura 20 — Fotomicrografias das diferentes zonas da prostata mostrando a predominancia de

cor vermelha

A

100 pm

100 pm

Legenda: Fotomicrografias de coldgeno nas zonas da préstata. Em (A) zona periférica (ZP), (B) zona central

(ZC), (C) zona de transi¢do (ZT). As fotomicrografias observadas sob luz polarizada mostram a
predominéncia de coldgeno em vermelho em todas as zonas.
Nota:

Picrosirius, 100x. As barras de escala representam 100 pm.
Fonte: Alves, E.F., 2017.
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4.2 Analise quantitativa

A analise quantitativa dos componentes acinares e estromais prostaticos apresentou

diferengas estatisticas entre as regides (Tabela 2, Figuras 21-27).

Tabela 2 — Pardmetros acinares e estromais das zonas da prostata. Acinares: area acinar e
altura do epitélio. Estromais: fibras colagenas, fibras musculares lisas, fibras do
sistema elastico, vasos sanguineos e nervos

ZP ZC TZ Valor de p
Fibras colagenas (%) 22,70+5,00°% 24,96+6,30% 31,84+9,96°" 0,0266
Fibras musculares lisas (%) 14,07 £4,722% 1857+6,18%® 20,69 +4,91° 0,0110
Fibras do sistema elastico (%) 12,54 +3,04% 14,32+3,65% 23,15+10,36° 0,0010
Vasos sanguineos (%o) 1,75+ 1,17 1,51+0,74 1,82 +1,28 0,6628
Nervos (%) 0,35+0,16% 0,20+0,10° 0,23+0,18% 0,0088
Area acinar (um2) 38,79+1472 4125+1894 33,22+10,41 0,3388
Altura do epitélio (um) 32,98+6,16% 30,71+6,62° 23,03+558" 0,0044

Legenda: ZP = zona periférica; ZC = zona central; ZT = zona de transicao.

Nota: Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. As diferencas foram testadas por analise de
variancia (one-way ANOVA) e pos-teste de Bonferroni, p<0,05. a#b, indica diferenga estatistica.

Fonte:  Alves, E.F., 2017.
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4.2.1 Fibras colagenas

A andlise das fibras coladgenas na ZP (22,70+5,00) e na ZC (24.96+6,30) ndo
apresentou diferenca estatistica quando comparadas entre si, assim como ZT (31,84+9,96) e
ZC. No entanto, a ZT difere significativamente da ZP nesta mesma analise, sendo p=0,0230
(Tabela 2, Figura 21).

Figura 21 — Fotomicrografias das diferentes zonas da préstata mostrando a disposicdo de
fibras colagenas
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Legenda: Fotomicrografias do tecido conjuntivo nas zonas da prdstata. Em (A) zona periférica (ZP), (B) zona
central (ZC), (C) zona de transi¢do (ZT), (D) gréafico da porcentagem de fibras colagenas. Os dados
foram expressos como média + desvio padrdo. As diferencas foram testadas por analise de variancia
(one-way ANOVA) e pds-teste de Bonferroni, p<0,05. [a] indica diferenca estatistica para ZP.

Nota: Tricrdmico de Masson, 400x. As barras de escala representam 50 pm.

Fonte:  Alves, E.F., 2017.
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4.2.2 Fibras musculares lisas

A analise de fibras musculares na ZP (14,07+4,72) e na ZC (18,57+6,18) ndo
apresentou diferenca estatistica quando comparadas entre si, semelhante & ZT (20,69+4,91)
quando comparada com a ZC. No entanto, ZT apresentou diferenca estatistica quando
comparada com a ZP, sendo p=0,0120 (Tabela 2, Figura 22).

Figura 22 — Fotomicrografias das diferentes zonas da préstata mostrando a disposicdo de
fibras musculares lisas
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Legenda: Fotomicrografias das fibras musculares nas zonas da prdstata. Em (A) zona periférica (ZP), (B) zona
central (ZC), (C) zona de transi¢do (ZT), (D) gréfico da porcentagem de fibras musculares. Os dados
foram expressos como média + desvio padrdo. As diferencas foram testadas por analise de variancia
(one-way ANOVA) e pds-teste de Bonferroni, p<0,05. [a] indica diferenca estatistica para ZP.

Nota: Tricrdmico de Masson, 400x. As barras de escala representam 50 pm.

Fonte:  Alves, E.F., 2017.



53

4.2.3 Fibras do sistema elastico

As fibras do sistema elastico ndo apresentaram diferenca estatistica em ZP
(12,54+3,04) e ZC (14,32+3,65) quando comparadas entre si. Porém, estas fibras
apresentaram maior nimero na ZT (23,15+10,36) quando comparada com a ZP (p=0,0012) e
com a ZC (p=0,0074) (Tabela 2, Figura 23).

Figura 23 — Fotomicrografias das diferentes zonas da prostata mostrando a disposicdo de
fibras do sistema elastico
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Legenda: Fotomicrografias das fibras do sistema elastico nas zonas da prdstata. Em (A) zona periférica (ZP),
(B) zona central (ZC), (C) zona de transicdo (ZT), (D) grafico da porcentagem de fibras elasticas. Os
dados foram expressos como média + desvio padrdo. As diferencas foram testadas por andlise de
variancia (one-way ANOVA) e pés-teste de Bonferroni, p<0,05. [a] indica diferenca estatistica para
ZP; [b] indica diferenca estatistica para ZC.

Nota: Resorcina-fucsina de Weigert com prévia oxidagdo, 600x. As barras de escala representam 50 pum.

Fonte: Alves, E.F., 2017.
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4.2.4 Vasos sanguineos

N&o houve diferenca estatistica na analise quantitativa de vasos sanguineos entre as
regides estudadas, sendo p=0,6628 (Tabela 2, Figura 24).

Figura 24 — Fotomicrografias das diferentes zonas da préstata mostrando a imunomarcagao de
vasos sanguineos
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Legenda: Fotomicrografias da imunomarcacdo de vasos sanguineos nas zonas da prostata. Em (A) zona
periférica (ZP), (B) zona central (ZC), (C) zona de transi¢do (ZT), (D) gréfico da porcentagem de
vasos sanguineos. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. As diferengas foram
testadas por andlise de variancia (one-way ANOVA) e pds-teste de Bonferroni, p<0,05.

Nota: Imuno-histoquimica de anti-CD31, 400x. As barras de escala representam 50 pum.

Fonte:  Alves, E.F., 2017.



55

4.2.5 Nervos

Com relacgéo aos nervos, ZP (0,35+0,16) e ZT (0,23+0,18) ndo apresentaram diferenca

entre si, assim como ZC (0,20+£0,10) e ZT. No entanto, ZC apresentou diferenca quando
comparada com a ZP, sendo p=0,0107 (Tabela 2, Figura 25).

Figura 25 — Fotomicrografias das diferentes zonas da préstata mostrando a imunomarcagao de
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Legenda: Fotomicrografias da imunomarcagdo de nervos nas zonas da préstata. Em (A) zona periférica (ZP),
(B) zona central (ZC), (C) zona de transi¢éo (ZT), (D) grafico da porcentagem de nervos. Os dados

foram expressos como média + desvio padrdo. As diferencas foram testadas por analise de variancia

(one-way ANOVA) e pos-teste de Bonferroni, p<0,05. [a] indica diferenca estatistica para ZP.

Nota: Imuno-histoquimica de anti-tubulina BIII, 400x. As barras de escala representam 50 pum.
Fonte:  Alves, E.F., 2017.
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4.2.6 Area do 4cino prostatico

N&do houve diferenca na area acinar entre as regides estudadas, sendo p=0,3388
(Tabela 2, Figura 26).

Figura 26 — Fotomicrografias das diferentes zonas da prostata mostrando a area do &cino
prostatico
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Legenda: Fotomicrografias mos

zona central (ZC), (C) zona de transigdo (ZT), (D) gréafico da area acinar. Os dados foram expressos

como media = desvio padrdo. As diferencas foram testadas por andlise de variancia (one-way
ANOVA) e pds-teste de Bonferroni, p<0,05.

Nota: Tricrémico de Masson, 100x. As barras de escala representam 100 pum.
Fonte:  Alves, E.F., 2017.
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4.2.7 Altura do epitélio prostatico

Em relacdo a altura do epitélio, ZP (32,98+6,16) e ZC (30,71+6,62) ndo apresentaram
diferenca entre si. A ZT (23,03+5,58) apresentou menor altura do epitélio quando comparada
com ZP (p=0,0034) e ZC (p=0,0330) (Tabela 2, Figura 27).

Figura 27 — Fotomicrografias das diferentes zonas da prdstata mostrando a altura do epitélio
prostatico
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0 prostatico. Em (A) zona periférica (ZP), (B) zona central (ZC),
(C) zona de transigdo (ZT), (D) gréfico da altura do epitélio prostatico. Os dados foram expressos
como média = desvio padrdo. As diferencas foram testadas por andlise de variancia (one-way
ANOVA) e pos-teste de Bonferroni, p<0,05. [a] indica diferenca estatistica para ZP; [b] indica
diferenca estatistica para ZC.

Nota: Tricrdmico de Masson, 1000x. As barras de escala representam 10 um.

Fonte:  Alves, E.F., 2017.
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5 DISCUSSAO

A divisdo da prostata descrita por McNeal (1968) foi amplamente adotada por ser mais
consistente do que a divis&o tradicional proposta por Lowsley (1912).

Além da divisdo em ZP, ZC e ZT, McNeal apontou também para o significado clinico
da ZP e da ZT, associadas ao CaP e a HPB, respectivamente (McNeal, 1968). O CaP foi
observado na ZP em mais de 70% dos casos estudados (McNeal, 1988; Lee et al., 2011) e a
HPB, em sua quase totalidade, observada na ZT (Babinski et al., 2003; Laczko et al., 2005).

Urologistas e patologistas, a partir de estudos macro e microscopicos da prostata,
identificaram sua relacdo com o desenvolvimento do CaP e HPB (Hammerich et al., 2009).
Entretanto, as bases funcionais, os mecanismos moleculares subjacentes e as razfes pelas
quais estas doencas se encontram preferencialmente associadas a estas regides ainda nao
foram determinadas (Laczko et al., 2005; Jiang & Xia, 2012). Todavia, para que se possa
hipotetizar uma possivel associa¢do entre zonas da préstata e as doencas proprias de cada
regido, é importante caracterizar, 0 mais detalhadamente possivel, o substrato morfologico,
estroma e parénquima, sob o qual se apoiam esta preferéncia. Um conhecimento da histologia
da prostata poderia, portanto, auxiliar no tratamento adequado das patologias prostaticas
(Deering et al., 1994).

A determinacdo dos elementos estromais e parenquimais que constituem as zonas da
préstata aumenta de importancia ao se postular uma possivel associacdo entre as zonas € 0
surgimento de alteracBes microscopicas nas diferentes patologias. O presente trabalho vem se
somar as pesquisas de Chagas et al. (2002) e Babinski et al. (2003), desenvolvidas na Unidade
de Pesquisa Urogenital da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, e de outros
pesquisadores como Zhang et al. (2003), Laczko et al. (2005), Powell et al. (2005) e Amin et
al. (2010), que também analisaram algumas das caracteristicas estudadas neste trabalho.

Fortes evidéncias indicam gue o estroma prostatico € multifuncional e desempenha um
papel importante no crescimento e na diferenciacdo da prdstata, bem como na regulacdo das
funcBes prostaticas (Zhang et al., 2003). Considerando-se o caso da HPB, foi identificado que
0 crescimento da prostata € mais estromal que parenquimal (Bartsch et al., 1979; McNeal,
1990; Deering et al., 1994; Cardoso et al., 2000; Chagas et al., 2002). Essa constatacao prévia
nos levou a analisar, usando métodos quantitativos com um minimo de Viés, 0S varios
componentes do parénquima e estroma que poderiam fornecer uma base morfoldgica para

propostas terapéuticas.
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A caracterizacdo do coldgeno foi realizada usando o método de Picrosirius, que
embora ndo seja definitivo para uma caracterizacdo precisa como métodos imuno-
histoquimicos, é suficiente e adequado para determinar as fibras colagenas mais espessas (de
cor avermelhada), que podem ser consideradas como colageno tipo I. As fibras colagenas
mais finas que aparecem de cor esverdeada foram, pelas mesmas razdes, consideradas como
colageno tipo Il (fibras reticulares) (Junqueira et al., 1979a; Junqueira et al., 1979b). Em
todos os cortes analisados das diferentes zonas observou-se birrefringéncia vermelha ou
vermelho alaranjado, indicando uma predominancia do colageno tipo |. Essa observagédo
mostrou que as regides prostaticas diferem em relagdo a quantidade de colageno, mas néo ao
tipo de colageno.

A analise quantitativa de fibras colagenas mostrou que a ZC e a ZP ndo apresentaram
diferenca estatistica entre elas. Essa semelhanca caracteriza as duas zonas em que o CaP se
desenvolve com mais frequéncia (McNeal et al., 1988; Srodon & Epstein, 2002; Cohen et al.,
2008). Verificou-se que a ZT mostrou diferenca significativa quando comparada com a ZP.
Resultados semelhantes foram obtidos em outros trabalhos, tais como os estudos de Amin et
al. (2010), que analisaram o componente colageno nas trés regides, e Chagas et al. (2002), que
analisaram o coladgeno somente da ZT. Zhang et al. (2003) observaram que a quantidade de
fibras colagenas acompanhava a diminuicao das fibras musculares no CaP e sugeriram que as
caracteristicas dos componentes estromais estavam associadas a ocorréncia desta patologia.

As fibras musculares estdo fortemente envolvidas no desenvolvimento e progressao da
HPB e CaP (Leimgruber et al., 2011). Na HPB foi descrito um aumento das células
musculares lisas. Este fendbmeno provavelmente € devido a proliferacdo e a miodiferenciacdo
de células estromais. No CaP, essas células diminuem significativamente, transformando-se
em fibroblastos e miofibroblastos, que desempenham papéis fundamentais na progressao
desta patologia (Zhang et al., 2003; Leimgruber et al., 2011). Os resultados da analise
quantitativa das fibras musculares mostraram semelhanga aos obtidos por Chagas et al.
(2002), Zhang et al. (2003), e Amin et al. (2010).

Zhang et al. (2003) mostraram em seu estudo que as células musculares lisas
constituiam-se no principal componente estromal. E importante notar que estas células foram
as menos numerosas na ZP, justamente a zona de maior ocorréncia do CaP. Essas observacoes
levaram os autores citados a sugerir que o CaP ocorre com maior frequéncia em locais onde
as fibras musculares encontram-se esparsas. De forma consistente, no presente estudo a menor

porcentagem de fibras musculares foi na ZP.
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S&o poucos os estudos sobre o papel das fibras elésticas e dos seus receptores na HPB
e na invasdo tumoral no CaP (Costa et al., 2004; Kruslin et al., 2015). A desorganizacgdo das
fibras elasticas intratumourais no estroma do CaP ja foi relatada (McNeal, 1988; Kruslin et
al., 2015). Em nosso estudo, o maior numero de fibras do sistema elastico foi encontrado na
ZT. Zhang et al. (2003) observaram a presenca das fibras eldsticas muito nitidas somente
nesta regido. Estas fibras podem ter sido secretadas por células musculares, que também eram
as mais numerosas nessa regiao quando comparada com as outras regides.

A analise dos nervos mostrou diferenca significativa apenas entre a ZC e a ZP.
Estudos anteriores observaram menor inervagédo na ZT do que na ZP (Powell et al., 2005;
Bostwick et al., 2014). Ainda com menor area de nervos, a ZT apresentou uma maior area de
nervos na prostata normal que na prostata hiperplasica (Bostwick et al., 2014). Powell et al.
(2005) observaram que o0 aumento nos nervos na ZP pode estar envolvido na carcinogénese.
Esse achado pode ser associado a alta quantidade de nervos encontrada na ZP no presente
estudo.

Com relacéo a altura do epitélio, a ZC e a ZP apresentaram as mesmas caracteristicas.
Como essas zonas sao morfologicamente semelhantes, podemos supor que ambas as regifes

apresentam as mesmas condigdes para o desenvolvimento do CaP.
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CONCLUSAO

Nossos dados quantitativos sobre os diferentes elementos que constituem o estroma e a
altura do epitélio prostatico normal nos permitiram mostrar as diferencas entre as zonas
prostaticas. Este estudo estabeleceu padrdes para pardmetros normais e pode ser usado para

comparacgOes posteriores na analise histopatoldgica.
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Pesquisador: Edilaine Farias Alves

Area Temética:

Versédo: 1
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Instituicdo Proponente: Hospital Universitario Pedro Ernesto

Patrocinador Principal: FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO - FAPERJ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.090.780
Data da Relatoria: 08/04/2015

Apresentacéo do Projeto:

Os estudos de John E. McNeal a partir de novos parametros analisados sugeriu que a préstata fosse dividida
em 3 zonas: periférica, central e

transicdo. Cada regido com sua morfologia e histologia prépria. A zona periférica (ZP) constitui 70% da
glandula e é o local onde surgem quase

todos os carcinomas; a zona central (ZC) constitui 25% da glandula, sendo considerada uma regido
resistente a doencas; a zona de transicéo (ZT)

constitui 5% da glandula, sendo o principal sitio de hiperplasia prostética benigna. Este trabalho tem como
objetivo caracterizar quantitativamente e

qualitativamente as caracteristicas histolégicas e histomorfolégicas das diferentes zonas. Serdo analisadas
19 amostras das diferentes zonas da

préstata obtidas de individuos do acervo do anatémico da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
catalogados no decorrer de anos e doados para

estudo. ApoOs processamento e preparacdo dos cortes, serdo realizadas técnicas histoquimicas e imuno-
histoquimicas especificas para identificacdo

e analise de parénquima e componentes estromais de cada zona.
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Caracterizar na prostata humana normal, quantitativamente e qualitativamente, as caracteristicas histologicas
e histomorfolégicas das diferentes

zonas propostas por John E. McNeal.

Objetivo Secundario:

- Analisar e quantificar morfometricamente os componentes do parénquima prostatico (area acinar e altura do
epitélio) em cada regido; - Analisar e

quantificar, por meio de estudos histoquimicos e imuno-histoquimicos, os diferentes componentes do
estroma prostatico (fibras coldgenas, musculo

liso e sistema elastico) em cada regido; - Analisar e quantificar, por meio de estudos histoquimicos e imuno-
histoquimicos, a percentagem de vasos

sanguineos e nervos em cada regido; - Analisar e quantificar, por meio de estudos imuno-histoquimicos, a
expressao dos proteoglicanos sindecan,

biglican e decorin em cada regiao.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Nenhum risco pode ser oferecido, ja que as prostatas foram provenientes de cadaveres.

Beneficios:

Este trabalho podera ser utilizado em futuras analises histopatolégicas e normatizar condutas terapéuticas,
sendo importante no tratamento dos

males que acometem a préstata.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa sera quantitativa e qualitativa. A analise quantitativa sera realizada com o software Image J®
(Image Processing and Analysis in Java)

versdo 1.47 (NIH, Bethesda, Maryland, USA), usando as seguintes ferramentas: - diferenciacdo de cor: para
guantificagdo das fibras colagenas e

musculares;- ferramenta mao livre: para a avaliacdo de area acinar e lumen;- ferramenta “straightline”: para
determinar a altura do epitélio;- grade de

100 pontos: para quantificacdo da percentagem de fibras elasticas, vasos sanguineos, nervos e
proteoglicanos. A andlise estatistica sera realizada

com o software GraphPad Prism versao 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego,.
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California, USA), aplicando o teste t de Student para

comparagao das médias e a analise de varidncia “one-way” ANOVA. Os resultados serdo expressos como
média + desvio padréo, considerando p

0,05 como significativos.

Consideragfes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Termos de apresentacdo obrigatdria estdo de acordo com a legislagdo pertinente e devidamente assinado
pelos responsaveis.

Recomendacdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Aprovado. O trabalho pode ser realizado da fora como esta apresentado. Diante do exposto e a luz da
Resolucdo CNS n°466/2012, o projeto pode ser enquadrado na categoria — APROVADO.

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Considerag@es Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislacdo vigente, o CEP recomenda ao Pesquisador: 1. Comunicar toda e qualquer
alteracdo do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas circunstancias a incluséo de
pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apds andlise das mudancas
propostas. 2. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por
5 anos para possivel auditoria dos 6rgdos competentes. 3. O Comité de Etica solicita a V. S2., que
encaminhe relatérios parciais e anuais referentes ao andamento da pesquisa ao término da pesquisa
encaminhe a esta comissdo um sumario dos resultados do projeto.

Endereco: Avenida 28 de Setembro 77 - Térreo

Bairro: Vila Isabel CEP: 20.551-030
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2868-8253 Fax: (21)2264-0853 E-mail: cep-hupe@uerj.br

Pagina 03 de 04


mailto:cep-hupe@uerj.br

é)# .Y HOSPITAL UNIVERSITARIO

$ o, ¢ PEDRO ERNESTO/ %':WM —
UNIVERSIDADE DO ESTADO

Continuagéo do Parecer: 1.090.780

RIO DE JANEIRO, 02 de Junho de 2015
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizagdo quantitativa e qualitativa dos componentes acinares e estromais das
zonas da préstata

Pesquisador: Edilaine Farias Alves

Area Temética:

Verséo: 2

CAAE: 43571115.2.0000.5259

Instituicdo Proponente: Hospital Universitario Pedro Ernesto

Patrocinador Principal: FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO - FAPERJ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.217.034

Apresentacéo do Projeto:
Emenda para aprovacdo de documentacéo e alteracdo de informacdes relativas ao protocolo.

Objetivo da Pesquisa:
Emenda para aprovacdo de documentacéo e alteracéo de informacdes relativas ao protocolo.

Avaliagcdo dos Riscos e Beneficios:
Emenda para aprovacdo de documentacéo e alteracéo de informacdes relativas ao protocolo.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Justificativa da Emenda:

Solicitaco de prorrogacéo de aprovacdo do projeto para agosto de 2018, devido ao

fato de que houve retardo na disponibilizac@o de verba para anticorpos. Portanto, para concluir o projeto, falta
realizar as imunomarcacdes de proteoglicanos e as respectivas andlises histomorfométricas, analises

estatisticas e avaliagao dos resultados.
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A emenda apresenta todas informacdes necessarias para avaliagdo ética. Diante do exposto e a luz da
Resolucao CNS n°466/2012, a Emenda pode ser enquadrada na categoria — APROVADO

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislacdo vigente, o CEP recomenda ao Pesquisador: Comunicar toda e qualquer

alteracdo do projeto e no termo de consentimento livre e esclarecido, para analise das mudancas; Informar

imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da pesquisa; O Comité de

Etica solicita a V. S2., que encaminhe relatérios parciais de andamento a cada 06 (seis) Meses da pesquisa

e ao término, encaminhe a esta comissdo um sumario dos resultados do projeto; Os dados individuais de

todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel auditoria dos

6rgdos competentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES _BASICAS_962783| 14/07/2017 Aceito
do Projeto E1.pdf 12:56:18
Outros Justificativa para Auséncia de TCLE - 21/03/2015 Aceito
Edilaine F. Alves.pdf 20:34:12

Folha de Rosto Folha de Rosto PI. Brasil - Edilaine F. 21/03/2015 Aceito
Alves FS.pdf 20:29:20

Outros Declaragao de Ciéncia - Edilaine F. 20/03/2015 Aceito
Alves.pdf 12:02:16

Projeto Detalhado / | PI. Brasil - Projeto Edilaine F. Alves.pdf 18/03/2015 Aceito

Brochura 13:18:24
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Background: McNeal divided the human prostate into three major anatomical areas:
the peripheral zone {PZ), the central zone (CZ), and the transition zone (TZ}. Each of
these areas is biologically and histologically distinct. The PZ and TZ have clinical
sighificance and are associated with prostate cancer (PC} and benign prostatic
hyperplasia (BPH}, respectively. Therefore, the objective of the present study was to
guantitatively and qualitatively analyze the parenchymal and stromal components that
constitute the different prostate zones.

Methods: We assessed 19 samples from each prostate zone. The samples were
obtained from necropsies of young people between 18 and 32 years of age with intact
urogenital tracts. The samples were fixed in 4% buffered formalin and processed for
paraffin embedding. Sections with a thickness of five micrometres were obtained from
each sample. The sections were stained using histochemical and immunochistochemical
techniques to identify the acinar and stromal components of each zone. Photomicro-
graphs were obtained for morphometric analysis using an algorithm based on color
segmentation. Data were analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA) with
the Bonferroni post-test. Differences with P<0.05 were regarded as statistically
significant.

Results: Collagen fibres were more numerous in the TZ (+40.26%; P = 0.0230} than in
the PZ. Muscle fibres were also more numerous in the TZ (+47.05%; P = 0.0120} thanin
the PZ. Elastic system fibres in the TZ significantly differed from those in the PZ
(+84.61%; P=0.0012} and the CZ (+61.66%; P = 0.0074)}. Similarly, nerves in the PZ
(-42.86%; P = 0.0107) significantly differed from nervesin the CZ. Epithelial height was
lower in the TZ thanin the PZ (-30.17%; P = 0.0034} and the CZ (-25.01%; P = 0.0330}.
Conclusion: Our objective, quantitative data regarding the various elements that
constitute the normal prostate stroma allowed us to reveal differences among prostate
zones. This study established patterns for normal parameters and may be used for

posterior comparisons in histopathological analysis.

KEYWORDS

prostate, prostate zones, stroma

The Prostate. 2018;78:289-293.
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1 | INTRODUCTION

The human prostate has two histological compenents: the fibromus-
cular stroma and the glandular or epithelial component.®? Its
development, growth, and structural maintenance occur in response
to andregenic hormones, potential differentiation, and growth
stimulators of the epithelium and prostatic stroma.®™®

The division of the prostate into lobes or regions was first
proposed by Lowsley” based on examinations of human embryos.
He suggested that the prostate should be divided inte five lobes:
an anterior lobe, a posterior lobe, two lateral lobes, and one
middle lobe.

A new perspective and concept regarding the prostate's
anatomical division were later propeosed by McNeal,? who further
modified this concept over time.?®° In 1981, he suggested the
division of the prostate intoc three major anatomical areas that were
biclogically and histclogically distinct: the peripheral zone (PZ), the
central zone (CZ), and the transition zone (TZ). The PZ corresponds to
70% of the prostate and is the zone with the highest incidence of
carcinomas; the CZ corresponds te 25% of the prostate; and the TZ
corresponds to 5% of the prostate and is the exclusive site of the
development of benign prostatic hyperplasia (BPH).? Based on the
work of Deering et al,>? knowledge of the histological characteristics of
the prostate could medify therapeutic respenses and could therefore
influence treatment choices for diseases that affect this organ. The
functional bases and melecular mechanisms underlying these diseases
remain unknown.*2

Given that individuals clder than 40 years of age are likely to
develop BPH and/or prostate cancer (PC), numerous studies have
been conducted to elucidate causes of these diseases.

The objective of this study was to qualitatively and quantitatively
characterize the prostatic elements that constitute each zone and the
morphclogical features that distinguish these zones, with the cbjective
of providing a basis for elucidating the pathological factors that affect
the prostate.

2 | MATERIALS AND METHODS

The study was approved by the Research Ethics Committee of
the State University Rio de Janeiro (CEP/HUPE; CAAE: 43571115.
2.0000.5259).

Samples from different areas of the prostate were acquired from
19 individuals between 18 and 32 years of age (23.21+4.71 years)
with an intact urcgenital tract that was obtained during a necropsy
perfermed up to 24 h after death.

2.1 | Histological procedures

The samples were fixed in 4% buffered formalin and remained in the
fixative for 24-48 h. The different regions of the prostate were
identified, and samples from each zone were excised and processed for

paraffin embedding. From each sample, histological sections with a

thickness of 5 um were cbtained and stained using histochemical and
immunchistochemical techniques.

The sections were stained with haematoxylin and eosin (H&E)
to assess tissue integrity. Masson's trichrome staining was used to
analyze collagen and smooth muscle fibres and to measure acinar area
and epithelial height. Picrosirius-stained sections were observed under
polarized light to assess overall collagen. Sectiens stained wusing
Weigert's rescrcin-fuchsin with pricr oxidation were used to analyze

elastic tissue fibres.

2.2 | Immunohistochemistry

Immunostaining was performed with anti-CD31 (1:35, Abcam,
polyclonal, ref: ab28364, Cambridge) and anti-Blll-tubulin (1:100,
Abcam, monoclonal, ref: ab78078, UK) primary antibodies to
characterize blood vessels and nerves, respectively. Antigen retrieval
was performed in ethylenediamine tetra-acetic acid buffer, pH 9.0,
overnight for 12h at 60°C. Endogenous peroxidase activity was
blocked using 3% hydrogen peroxide solution in methanc! for 15 min,
and secticns were incubated at room temperature with 10% goat
serum to block non-specific reactions (Histostain®-Plus Kit, Invitre-
gen, cat. no. 85-9643, Camarillo, CA). The sections were incubated
with anti-CD31 and anti-Blll-tubulin primary antibodies diluted in
phosphate-buffered saline/1% bovine serum albumin (PBS/1% BSA).
Incubation with secondary antibody was performed, and the resulting
reaction was amplified using the biotin-streptavidin system (Invitro-
gen, cat. no. 85-9643). The sections were developed using 3,3-
diaminobenzidine tetrachloride (DAB) (Invitrogen, cat. no. 85-9643)
and stained with Harris haematoxylin. A negative control in which the
primary antibody was replaced with PBS/1% BSA was concurrently

prepared.

2.3 | Histomorphometric analyses

Histemerphometric analyses were performed using photomicrographs
obtained with a microscope (Olympus BX51, Tokyo, Japan) equipped
with a digital camera (Olympus DP71, Tokyo, Japan) with a resclution
of 2040 pixels x 1536 pixels.

Elastic tissue fibres were observed in 10 random fields in each
region, for a total of 30 fields. For other quantitative analyses, five
randem fields in each region were observed, for a total of 15 fields.
Analyses were performed using Image)® 1.47t software (Image
Processing and Analysis in Java, NIH, Bethesda, MD), with the coler
segmentation technique utilized to analyze stromal compenents. To
evaluate acinar components, the free hand toel was used te delimit the
acinar area, and the straight-line tool was used to assess epithelial
height.

2.4 | Statistical analysis

All data were tested for normal distribution and homogeneity of
variance using the Kelmogorov-Smirnov test, and one-way analysis of

variance (ANOVA) and the Bonferroni post-test were performed. The
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results were expressed as the means +standard deviation, and
differences with P < 0.05 were regarded as statistically significant.
All analyzes were performed using GraphPad Prism 6 {GraphPad
Scftware, San Diego, CA).

3 | RESULTS

Quantitative analyzes of acinar and stromal prostatic components
revealed significant differences among the examined regions (Table 1,
Figure 1).

When comparing the PZ and the TZ, we observed significant
differences in  quantities of collagen (PZ=2270+500 and
TZ =31.84 +9.96; P =0.0230), smooth muscle (PZ =14.07 +4.72 and
TZ =20.69+4.91; P=0.0120), and elastic fibres (PZ=12.54+3.04
and TZ=2315+10.364; P=0.0012) as well as epithelial height
(PZ=3298+6.16 and TZ=23.03 + 5.58; P=0.0034).

When cemparing the CZ and the TZ, we observed significant
differences in guantities of elastic fibres (CZ=14.32+3.65 and
TZ =23.15+10.34; P =0.0074) and epithelial height (CZ = 30.71 + 6.62
and TZ=23.03+5.58; P=0.0330).

When cemparing the PZ and the CZ, we chserved significant
differences in quantities of nerves (PZ =0.35 = 0.16 andCZ = 0.20+0.10;
P=0.0107).

Quantitative analyzes of the acinar area and vessels revealed no
significant differences among the PZ, the CZ, and the TZ.

4 | DISCUSSION

The prostate division described by McNeal® was widely adopted
because it was more consistent than the traditional division proposed
by Lowsley.”

In addition to dividing the prostate into the CZ, the TZ, and the PZ,
McNeal also characterized the clinical significance of the PZ and the
TZ, which are associated with PC and BPH, respectively. In published
findings, PC was observed in the PZ in >70% of cases,? whereas BPH

was mostly observed in the TZ.%3

TABLE 1 Acinar and stremal parameters of prostate zones

PZ

Collagen fibres (%) 22.70+5.00°
Smooth muscle fibres (%} 1407 +4.72°
Fibres of the elastic system (%) 12.54 £ 3.04°
Blood vessels (%) 1.75+1.17
Nerves (%} 0.35+0.16"
Acinar area (um?} 38.79+14.72
Epithelial height (um} 3298+6.16°

WILEY- The Prostate | #**

Urologists and pathologists have sought to deepen macro- and
microscopic studies of the prostate gland and identify relationships
between this gland and the development of PC and BPH.** However,
the reasons why these patholegies are preferentially associated with
the aforementioned regions have not yet been determined.*®

Determination of the stromal and parenchymal elements that
constitute the prostate zenes is important when postulating a possible
association between specific zones and the appearance of microscopic
modifications. The present work adds to research by Chagas et al,*®
Babinski et al,’® Zhang et al,™” Laczkd et al,"? Powell et al,”® and Amin
et al,”® who also analyzed some of the characteristics examined here.

There is extremely strong evidence to indicate that the prostatic
stroma is multifunctional and plays impoertant roles in prostate growth
and differentiation as well as the regulation of prostatic functions.’””
Studies on the growth of the prostate in BPH have shown that this
growth is more stromal than parenchymal 13142021 Therefore, we
sought to analyze, using quantitative methods with a minimum of bias,
various compenents of the parenchyma and stroma that could provide
a morphological basis for therapeutic responses.

Qur analysis of collagen fibres showed that the CZ and the PZ did
not significantly differ with respect to these fibres. Coincidentally, this
similarity characterizes the two zones where PC develops more
frequently. 222 In contrast, the TZ significantly differed from the PZ.
Similar results have been obtained in other studies, such as
investigations by Amin et al,*® who analyzed the collagen component
in all three regions, and Chagas et al,*® who analyzed collagen only in
the TZ.

Muscle fibres are strongly involved in the development and
progression of BPH and PC.2* In BPH, an increase in smooth muscle
cells has been chserved; this phenemenen is likely attributable to the
proliferation and myo-differentiaticn of stremal cells. In PC, these cells
significantly decrease, transforming into fibroblasts and myofibro-
blasts, which play fundamental roles in the progression of this
pathology.}7?* The results of the quantitative analysis of muscle fibres
were similar to those obtained by Chagas et al,'® Zhang et al,*” and
Amin et al.*? Zhang et al*” suggested that PC occurs most frequently in

locations with sparse muscle fibres. Consistently, in the present study,

CcZ TZ P-value
24.96% 6.30% 31.84 £9.96° 0.0266
18.57 + 6.18% 2069 +4.91° 0.0110
14.321 3.65° 23.15+10.36" 0.0010
1.51+0.74 1.82+1.28 0.6628
0.20+0.10° 0.23+0.18% 0.0088
41.25+ 18.94 3322+1041 0.3388
30.71+6.62% 23.03+5.58" 0.0044

PZ, peripheral zone; CZ, central zone; TZ, transition zone. Data are expressed as the means * standard deviation. Cne-way ANOVA and the Bonferroni post

hoc test, P< 0.05.
a=b, and such differences are significant.
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PZ

FIGURE 1 Photomicrographs of the components of normal human prostate zones. PZ, peripheral zone; CZ, central zone and TZ, transition
zone. (1) Overal distribution of collagen, Picrosirius under polarized light, 100x; (2) Collagen fibres and muscle fibres, Masson's trichrome,
400x; (3) Elastic system fibres, Weigert's resorcin-fuchsin with prior oxidation, 600x; (4) Immunostaining of blood vessels,
immunohistochemistry with anti-CD31, 400x; (5) Immunostaining of nerves, immunohistochemistry with anti-BllI-tubulin, 400x

the lowest percentage of muscle fibres was in the PZ, the region with intratumoural elastic fibres in the stroma of PC has previously been
the highest incidence of PC. reported.??¢ In our study, the largest number of elastic system fibres was

Few studies have reported on the role of elastic fibres and their found in the TZ; these fibres may have been secreted by muscle cells, which
receptors in BPH and in tumor invasion in PC.2%2¢ The disorganization of were also more numerous in this region than in other regions.
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Qur analysis of nerves showed a statistically significant difference
only between the CZ and the PZ Powell et al'® observed less
innervation of the TZ than of the PZ. Based on the same study, an
increase in nerves in the PZ may be involved in carcinogenesis. This
finding may explain the high quantities of nerves found in the PZ in the
present study.

With respect to epithelial height, the CZ and the PZ showed the
same characteristics. Because these zones are morphologically similar,

both regions feature the same conditicns for the development of PC.

5 | CONCLUSIONS

In coenclusion, cur objective, quantitative data on the different
elements that constitute the normal prostatic stroma allowed us te
identify the differences between the prostate zones. This study
established patterns for normal parameters and may be used for

posterior comparisens in histopathological analysis.
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