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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar se a expressdo do
colageno tipo I, 1l e metaloproteinase podem estar
relacionadas com o grau de Gleason, estadio patologico e PSA
pré-operatorio, e se isto poderia servir como progndéstico de
doenca.

Material e métodos: o grupo de estudo incluiu espécimes
de prostatectomia radical de 33 pacientes com
adenocarcinoma submetidos a cirurgia no periodo de 2001 a
2009. Os pacientes foram divididos em 3 grupos: grau de Gleason = 6 (13
pacientes), escore de Gleason = 7 (10 pacientes), escore de Gleason > 8 (10
pacientes). O tecido prostatico benigno adjacente a area de cancer nos graus
de Gleason foi utilizado como grupo controle. As areas de adenocarcinoma e
de tecido benigno foram selecionados sob analise microscopica e processados
para colageno | e 111 sob analise do gene por PCR em Tempo Real. Dez se¢des
desparafinadas de cada grupo foram utilizados para avaliar o colageno I, 11l e
a imunoexpressao de metaloproteinase. Os resultados foram relacionados com
0 grau de Gleason, PSA pré-operatério e estadio patoldgico.

Resultados: apesar da diferenca significativa na expressdo génica de
ambos colageno | e Il entre as areas de tumor e tecido prostatico benigno nas
amostras de préstata Gleason = 6 (colageno 1 =0,4 +0,2vs 5+ 2,4 p, p <0,05;
colageno Il = 0,2 + 0,06 vs 0,7 £ 0,1, p<0,05) e grau de Gleason > 8
(colégeno 1 =8 +£3,4vs 1,4 £0,8, p, <0,07; colageno 111 =18+ 0,5vs 0,6 £
0,1, p, p < 0,05), ndo houve correlacdo com grau de Gleason, PSA pré-
operatério ou estadio patoldgico. Houve uma correlacdo positiva entre a
expressao de metaloproteinases e grau de Gleason (r2 = 0,47).

Conclusdo: A correlagdo positiva entre a expressdo de
metaloproteinase e 0 grau de Gleason sugere que a metaloproteinase pode ser
um fator promissor para melhorar o grau de Gleason. Sua expressao e
regulacdo ndo parecem estar relacionados com a degradacdo do colageno.
N&do h& correlacdo entre expressdao de colageno e grau de
Gleason, nem a nivel génico nem proteico.

Palavras chaves: Céancer prostatico. Colageno.
Metalloproteinase. Grau de Gleason.



ABSTRACT

Purpose: The aim of this paper was to evaluate if the expression of
metalloproteinase, collagen | and 11l could be related with Gleason score,
preoperative PSA and pathological stage. Materials and Methods: Our study
group included radical prostatectomy specimens of 33 patients with prostatic
adenocarcinoma who underwent surgery in the period from 2001 to 2009.
Patients were divided into 3 groups: Gleason score=6 (13 patients), Gleason
score=7 (10 patients), Gleason score >8 (10 patients). Benign prostatic tissues
adjacent to the cancer area in the different Gleason grades were used as a
control group. The adenocarcinoma and benign areas were selected from the
tissues under microscope analysis and further processed for collagen | and Il
gene analysis by Real Time PCR. Ten deparaffined sections of each group
were used to evaluate collagen I, 111 and metalloproteinase immunoexpression.
The results were related with Gleason score, preoperative PSA and
pathological stage. Results: Despite the significant difference in both collagen
| and 11l gene expression between benign and tumor areas in the prostate
samples from Gleason score=6 (collagen 1=0.4£0.2 vs 5+2.4,p<0.05; collagen
1= 0.2+0.06 vs 0.7+0.1,p<0.05) and Gleason score>8 (collagen I= 8+3.4 vs
1.4+0.8,p<0.07; collagen Ill1= 1.8+0.5 vs 0.6+£0.1,p<0.05), there was no
correlation with Gleason score, preoperative PSA or pathological stage. There
was a positive correlation between metalloproteinase expression and Gleason
score  (r’=0.47). Conclusions: The positive correlation between
metalloproteinase  expression and Gleason score suggests that
metalloproteinase could be a promissing factor to improve Gleason score. Its
expression and regulation do not seem to be related with collagen degradation.

Key words: prostate cancer, collagen, metalloproteinase, Gleason score.
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INTRODUCAO

A taxa de incidéncia de cancer de prdstata aumentou
dramaticamente no final dos anos 80. Esse aumento reflete a
melhoria na deteccdo e diagnostico através do uso
generalizado do teste de PSA [1]. O cancer de prostata é o
mais comum dos tumores, excluindo o cancer de pele, e a
segunda principal causa de morte relacionada ao céancer em
homens nos Estados Unidos [1]. Isto ocorre também no Brasil
onde, sem considerar os tumores de pele, € o mais frequente

em todas as regides [2].

Anatomicamente a prdstata normal pesa 18g e
localiza-se diretamente abaixo da bexiga, circundando
completamente a uretra. Sua funcdo primaria é produzir parte

da secrecdo que constitui o sémen [3].

A figura 1 mostra uma lamina histoldgica da glandula
prostatica. A préstata é composta de elementos glandulares e
de estroma. As glandulas prostaticas sdo constituidas de
acinos e ductos excretores revestidos por células secretoras
ctbicas ou cilindricas altas. Abaixo destas células ha uma
fileira de células basais (que € a matrix extracelular - MEC -
constituindo a interface entre o epitélio e o tecido

conjuntivo), ndo sendo esta observada nos acinos neoplésicos



[4]. A arquitetura do compartimento do estroma serve como

suporte estrutural [5].

estroma

acino prostatico

Figura 1 - Lamina histolégica de préstata normal. Coloracdo HE.
Aumento 200X.

A figura 2 representa esquematicamente o0s tipos
celulares que compdem o epitélio e o estroma prostatico. O
epitélio é formado por células basais, epiteliais, secretoras e
neuroenddcrinas. Ja o estroma €é composto por uma
compilacdo de células, incluindo fibroblastos/miofibroblastos,
células gliais, epiteliais, vascular, adipo6cito, masculo liso e
células do sistema imunoldgico, juntamente com a MEC e
moléculas extracelulares. No tecido normal, os fibroblastos
sdo o tipo predominante de células do estroma do tecido

conjuntivo e sdo o0s produtores primarios da matriz ndo



celular da MEC. Os fibroblastos sdo responsaveis pela
deposicdo da MEC fibrilar — tipo I, IlIl e V do colageno e
fibronectina — e contribuem para a formacdo da membrana
basal pela secrecdo de coldgeno tipo IV e laminina. O meio
ndo €& estatico; o tecido conjuntivo e a MEC séo
continuamente remodelados por meio de um processo

dinamico, bem regulado e contido [6].
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Figura 2 - Campbell-Walsh Urology [7].

O estroma é essencial para a manutencdo dos tecidos
epiteliais. Quando o epitélio muda, o estroma inevitavelmente
também muda. Este é o caso durante o desenvolvimento do
cancer [8]. Parece que o0s componentes do estroma
desempenham um papel muito importante no reforco da

progressdo do tumor por estimulacdo da angiogénese e



promovendo a sobrevida, proliferacdo e invasdo da célula
cancerosa [9]. E claro que o microambiente do tumor de
prostata inclui o “estroma reativo”, composto por Vvarios tipos
de células que foram alteradas a partir do seu estado original
(normal) para tornar-se permissivo da progressdo do cancer de
prostata [10]. O estroma normal da préostata €
predominantemente muscular liso, enquanto que o estroma
reativo do cancer de préstata é composto de um misto de
miofibroblasto/fibroblasto, com uma reducédo significativa ou
completa perda de todo musculo liso diferenciado [11].
Miofibroblastos no estroma reativo sintetizam os componentes
da MEC, como coldgeno tipo I e [Ill, isoformas de

fibronectina, tenascina e versican [12].

Em relagdo ao cancer, é importante comentar sobre as
metaloproteinases que sdo enzimas que formam uma familia
de pelo menos 23 proteinases zinco dependentes conhecidas
em degradar componentes da matriz extracelular tais como
colageno, proteoglicanos e glicoproteinas [13]. Com isto
acredita-se que tenham um papel importante na metastase da
célula tumoral. Além disso, tem sido mostrado estarem
envolvidas na liberacdo de fatores de crescimento que

aumentam o tumor e sua agressividade [14-17].

A agressividade do tumor pode ser determinada pelo
exame patolégico do padrdo microscopico das células com

cancer. O metodo de classificacdo tumoral mais comumente



utilizado é o Gleason. Este sistema atribui um grau para cada
cancer de prostata a partir de 1 (menos agressivo) a 5 (mais
agressivo) com base no grau de diferenciacdo arquitetural do
tumor. O escore de Gleason é obtido através da atribuicdo de
um grau primario para o grau presente predominante e o grau

secundario para o segundo grau predominante [18].

O sistema de classificacdo de Gleason tem sido
mostrado para prever o resultado em pacientes com cancer de
prostata [19]. Devido as numerosas analises multivariadas
apoiando a afirmacdo de que a soma do Gleason é um forte
preditor de extensdo de doenca, alguns pesquisadores tém
defendido que todos os novos indicadores preditivos sejam

comparados com o grau de Gleason [20].

Na conferéncia de consenso da Sociedade Internacional
de Patologia Uroldgica em 2005, o sistema de classificacdo de
Gleason para o carcinoma de prdstata passou pela sua
primeira grande revisdo. A aplicacdo do sistema de Gleason
varia consideravelmente na pratica contemporanea da
patologia cirurgica e levou as varias tentativas recentes de

alcancar um consenso sobre a classificacdo de Gleason [21].

Em pacientes submetidos a prostatectomia radical, as
caracteristicas do tumor incluindo o nivel do PSA e as suas
alteracdes, tais como velocidade e tempo de duplicacdo [22],

0 grau de Gleason e estadio do tumor sdo preditivos de



prognostico tumoral.

Na tentativa de melhorar ainda mais a capacidade de
predizer a sobrevida livre de recorréncia bioquimica, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdao do colageno
tipo | - 11l e metaloproteinase no cancer prostatico e
correlacionar esta expressdo com o grau de Gleason, estadio

patologico e PSA do pré e pds-operatorio.



OBJETIVOS

Neste trabalho objetivamos avaliar se a expressdo do
colageno tipo I - IlIl e metaloproteinase esta alterada no
cancer prostatico e se isto poderia servir como progndéstico de

doenca.



MATERIAL E METODOS

O grupo de estudo incluiu os blocos e as laminas
histoldgicas de 33 pacientes com adenocarcinoma prostatico e
de 6 pacientes submetidos a cistoprostatectomia radical. Os

grupos sao descritos a seguir:

Os pacientes com adenocarcinoma prostatico foram
submetidos a prostatectomia radical retropubica pelo mesmo
grupo de cirurgides entre 2001 a 2009. Na ocasido do
diagnostico todos eles tinham doenca localizada e ndo houve
terapia neoadjuvante. A idade variou entre 45 e 75 anos
(média de 63,3 anos). Foram entdo divididos em 3 grupos de
acordo com o grau de Gleason:

— Grau de Gleason = 6 (13 pacientes)
— Grau de Gleason =7 (10 pacientes)

— Grau de Gleason > 8 (10 pacientes)

O acompanhamento pos-operatdrio variou de 1 a 62
meses. O acompanhamento médio foi de 20,55 meses e a
mediana de 18 meses. O critério de recidiva tumoral foi
definido como o PSA > 0,2ng de acordo com a recomendacéo
da Associacdo Americana de Urologia.

O grupo de patologistas do Laboratdério Microimagem

com experiéncia em cancer prostatico realizou a classificacéo



do grau de Gleason e do estadio patoldgico.

Nos pacientes submetidos a cistoprostatectomia radical
foram utilizados como grupo controle, o tecido prostatico
benigno. Neste grupo ndo havia evidéncia de céancer
prostatico. Os pacientes foram submetidos a cirurgia entre
2001 a 2007 por tumor de bexiga invasivo com idade variando
entre 58 a 75 anos (média de 67,67 anos). Para evitar as
diferencas na expressdo génica que existe entre os individuos
foi criado um segundo grupo controle formado por tecido
prostatico benigno adjacente a area de cancer nos diferentes
graus de Gleason. Em ambos 0s grupos o tecido prostatico

benigno constituiu o controle.

Os Dblocos de parafina dos diferentes grupos foram
utilizados para analisar a expressdo génica de colageno | e Il
por PCR em tempo real, e imuno-histoquimica. As areas de
adenocarcinoma e de tecido prostatico benigno foram
selecionados a partir da analise microscopica dos tecidos
(figura 3). Resumidamente, as &reas de adenocarcinoma e
tecido prostatico benigno selecionados sob analise
microscopica foram transcritos para um papel vegetal. Em
seguida, o papel vegetal foi sobreposto sobre o bloco de
parafina e a area especifica foi removida com um bisturi e
transferida paro umo tubo eppendorf (figura 4) para posterior
extracdo de RNA e andlise da expressdo génica de coldgeno

por PCR em tempo real.
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Figura 3 — Laminas de HE mostrando as areas selecionadas de tecido
prostatico benigno como grupo controle (A) e os diferentes graus de
Gleason (B, C, D).
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Figura 4 — Transcricdo das areas marcadas para o papel vegetal (A).
Sobreposicdo do desenho sobre o bloco, remocdo da parafina do
tecido com um bisturi e transferéncia para um tubo eppendorf.

A extracdo do RNA dos tecidos em parafina foi feita
usando um kit de recuperacdo de RNA total de tecidos (cat
number#AM1975, Applied biosystems, Carlsbad, CA, USA) de
acordo com o protocolo do fabricante e estd esquematizado na
figura 5. Resumidamente, os blocos de parafina foram
incubados em xilol a temperatura elevada para solubilizar e
remover a parafina do tecido, e posteriormente foram lavados
em alcool para remocdo do xilol. Os tecidos livres de parafina

foram entdo submetidos ao processo de digestdo com a enzima
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protease, que digere as proteinas covalentemente ligadas ao
RNA, DNA e outras proteinas. Finalmente, o RNA foi
purificado em coluna, lavado e eluido. Todas as amostras
foram entdo tratadas com DNAase seguindo recomendacdo do fabricante

para eliminacdo de DNA residual (Invitrogen, CA, USA).



13

Desparafinizagéo

ey * Selecionar cortes de parafina equivalente a 80pum ou <35mg ndo seccionados
hd Adicionar 1ml de xilol 100%, misturar e incubar a 3 min a50 °C
° Centrifugar por 2 minutos na velocidade maxima, e descartar o xilol
20 mr .
» ° Lavar o sedimento duas vezes com 1 ml de etanol 100%
. hd Para remover o etanol residual, secar o sedimento a vacuo ou ar
Digestéo da
protease
v ° Adicionar tampdo de digestdo e protease
o Incubar a 50 °C /80 °C

Isolamento do &cido

nucléico
' o Preparar mistura de etanol / aditivo
° Adicionar etanol / aditivo e misturar
® Passar a mistura através do filtro (eppendorf)
° Lavar com 700ul de tampdo de lavagem 1
10 min o Lavar com 500 pl de tampéo de lavagem 2 e 3 e, em seguida centrifugar para remover o
liquido residual
Digestao da
nuclease e

purificacéo final

. ® Adicionar DNase para cada filtro (eppendorf) e incubar durante 30min
* Lavar com 700p1 de tampdo de lavagem 1
° Lavar duas vezes com 500 pl de tampédo de lavagem 2 e 3, em seguida centrifugar

= para remover o liquido residual

Figura 5 — Protocolo de extragdo e purificacdo de RNA total de bloco de parafina (cat
number#AM1975, Applied biosystems, Carlsbad, CA, USA).



14

PCR em tempo real: Cem nanogramas de RNA foram utilizados para
avaliar a expresdao génica de colageno | e Il por PCR em tempo real
utilizando o kit de expressdo em uma etapa o qual permite a realizacdo da
transcricdo reversa com formacao de cDNA e a etapa de amplificacdode DNA
numa unica reacdo (cat#11780-200, Invitrogen, CA, USA). As reacdes foram
feitas em triplicatas e normalizadas pela expresséo do gene da B-actina. Os
reagentes e o programa de amplificacdo estdo descritos nas tabelas 1 e 2. A

sequéncia dos primers esta descrita na tabela 3.

Tabela 1: Reagentes utilizados na reacdo de PCR em tempo real

Reagente Volume (ul)
EXPRESS SYBRR GreenER™ qPCR SuperMix Universal 10 ul

10 uM primer sense (200 nM final) 0.4 ul

10 uM primer antisense (200 nM final) 0.4 ul
EXPRESS SuperScriptR Mix para reacdo em uma etapa SYBRR 0.5 ul
GreenER™

RNA (100ng RNA total) Sul

DEPC- 4gua tratada to 20 ul

Tabela 2: Programa de amplificacdo de PCR em tempo real

Programa de amplificacdo

50°C por 5 minutos (sintese de cDNA)
95°C por 2 minutos

40 ciclos de:

95°C por 15 segundos

60°C por 1 minuto
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Tabela 3: Sequéncia dos genes utilizados na reagdo de PCR em tempo real.

Primer Sequéncia

Colégeno | sense: gtgctaaaggtgccaatggt antisense:
accaggttcaccgctgttac

Coléageno IlII sense: ctggacctcagggacc

antisense: gttccccaggttttccat
B actina sense: ccagctcaccatggatga

antisense: acgatggaggggaagac

Immuno-histoquimica: Dez cortes livres de parafina de cada grupo
foram hidratados, tratados com tampdo TRIS-EDTA (pH 9.0) overnigth a
37°C (colageno | e Ill) ou tampéo citrato, pH 6.0, por 20 min a 60°C
(metaloproteinase) para recuperacgao antigénica, e posteriormente tratados com
solucédo de peroxido de hidrogénio a 3% em metanol por 10 min para bloquear
atividade da peroxidase enddgena. Essas etapas foram seguidas por lavagens
com tampdo PBS e subsequente incubacdo por 10 min em temperatura
ambiente com soro de cabra a 10% para bloqueio de ligacdo inespecifica. Os
cortes foram entdo incubados por 2h em temperatura ambiente com anticorpos
especificos anti colageno I e 111 (Abcam, Cambrigde, MA, EUA) ou overnight
a 4°C com anticorpo especifico anti metaloproteinase 13 (Millipore, Billerica,
MA, EUA) diluidos em PBS 1% BSA. Os cortes foram entdo lavados com
PBS e incubados em temperatura ambiente por 20 min com anticorpo
secundario biotinilado seguido de incubacdo por 10 min em temperatura
ambiente com streptavidin-peroxidase conjugado (Histostain-Plus Kit,
Invitrogen, CA, USA). Os cortes foram posteriormente lavados com PBS,
revelados pelo tratamento com DAB, diaminobenzidine (DAB, Histostain-

Plus Kit, Invitrogen, CA, USA), e entdo contracorado com hematoxilina. Os



16

controles negativos foram processados substituindo o anticorpo primario por

PBS e néo foi visualizada qualquer marcacao (figura 6).

= 1. Recuperagdo antigénica

e 2. Bloqueio da peroxidase endogena (H202 a 3% em metanol)

o e 3. Blogueio da ligagao inespecifica. Adigao soro de cabra

o 4. Incubagdo com anticorpo primario especifico

Y
\ Jl ~ - 4 . . -
R~ 5. Incubagao com anticorpo secundario e estreptoavidina

6. Adicdo cromogeno (DAB)

7. Contraste com hematoxilina
8. Montagem e visualiza¢do dalamina

Figura 6 — Protocolo da imuno-histoquimica.

As imagens da imuno-histoquimica foram digitalizadas usando uma
camera de video Olympus DP70 (12.5 megapixels, Tokyo, Japan) acoplada ao
microscopio de luz Olympus BX51 (Tokyo, Japan), sendo todas as imagens
capturadas transferidas para um microcomputador. A anélise quantitativa foi

feita em aumento final de 200x usando uma técnica baseada em segmentacao
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de cores com auxilio do software Image-Pro Plus (4.5.0.29, Media
Cybernetics, Inc, Bethesda, MD, USA) (figuras 7-10).
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Figura 7 - Com o software Image-Pro Plus a fotomicrografia a ser anlisada era aberta, para
ser feita a avaliacdo da porcentagem que a marcacao ocupava na fotomicrografia.
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Figura 8 - Com a marcacéao feita em vermelho, era criada uma mascara através do botdo
New Mask, visando a quantificacdo da area marcada.
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Figura 9 - Em branco a mascara, a parte correspondente a marcacao.
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Figura 10 - Com a ferramenta “Histogram” era realizada a mensuracao da area.

Analise estatistica: O tempo de sobrevida tumoral livre
de recidiva foi determinado pela andalise de Kaplan-Meier. A
razdo de risco e seu intervalo de confianca de 95% foram
analisados para cada marcador. A significancia estatistica da
expressdo génica e da imunohistoquimica foi determinada
pelo teste t Student. A significancia estatistica entre ambos os
controles de tecido prostatico benigno foi avaliada por anélise
de variancia univariada seguida de teste de Newman-Keuls.
Todos os resultados sdo expressos como média + erro padrdo. O
valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo

nestas analises.
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RESULTADOS

A figura 11 mostra que ha diferengca estatistica
significativa nos resultados de sobrevida livre de recidiva de
PSA nos pacientes avaliados conforme os diferentes estadio
patoldégico (Figura 11A), PSA pré-operatério (Figura 11B) e
graus de Gleason (Figura 11C) ao longo de 5 anos. Na figura
11B, nota-se que o tracado dos pacientes com PSA < 4, tem-se
abrupta queda apdés 44 meses, e isto se deve pois neste
subgrupo, o Unico paciente acompanhado ap0s este periodo

teve recidiva tumoral nesta ocasiao.
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Figura 11
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A figura 12 mostra que a expressdo do gene de colageno
| e Il avaliada por PCR em tempo real apresenta diferenca
significativa em relacdo ao grau de Gleason quando
comparado a 4&rea de tecido prostdtico benigno. H& um
aumento na expressdo de ambos os tipos de colageno na area
tumoral nos casos de Gleason=6, reducdo nos casos de

Gleason >8 ¢ nenhuma altera¢do nos casos de Gleason=7.

< A < B
Z 8 Z 10
t. : :
< <
Z 64 oS08
3 % 6 © §
° T E
ES= 2c 0.6
e .G
2 8 041
S g-z =2 a
J o =
= | 8
S 0- s 00
O Q
o
Gleason score = 6 Gleason score =6
c D
<
z 159 <
%A E 1.5
< —~
o 2 §<Z(
D& g0 T g a
T E ™ a 5 £ 107 _|_
>
25 T 2 <
. g TG
5 = 057 =8 o5
<3 23
\%S gf_:/
= @
S 00- s 00
O Q
o
Gleason score = 7 Gleason score = 7
E
< g -
2 159 £ 259 a
- a E ~ —l_
< - < 4
3z 82 %
? € 101 T>-’ € 1.54
2 c = £
T3 2 8 10 b
S 5 ==
D — [
o
Gleason score > 8 Gleason score > 8
Figura 12 — Expressdo génica de colageno I e Ill por PCR em tempo

real nos diferentes graus de Gleason. A barra branca representa o
tecido prostatico benigno. A area tumoral é representada pela barra
preta. B-actina foi usada como controle interno. Os dados séo
expressos como média = erro padrdo de 13 pacientes (Gleason=6), 10
pacientes (Gleason=7) e 10 pacientes (Gleason>8). Diferentes letras
significam diferenga estatistica.
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A andlise de correlacdo mostra que a expressdo de

colageno | e IlIl ndo apresenta correlacdo com os diferentes

graus de Gleason na area tumoral (figura 13).
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(C,D).

A analise por imuno-histoquimica mostra que a expressao de colageno |

e 111 foi significativamente reduzida em todos os graus de Gleason, enquanto a

expressdo de metaloproteinase foi significativamente aumentada (figura 14).

As fotomicrografias relativas as imuno-histoquimicas estdo apresentadas nas

figuras 15 a 17.
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Figura 15: Fotomicrografia mostrando imuno-hi

mica das areas de tecido prostatico
benigno e tumoral para colageno I no grau de Gleason>8 (A,E), Gleason=7 (B,F),
Gleason=6 (C,G). Préstata dos pacientes com cancer de bexiga submetido a
cistoprostatectomia (D). Controle negativo (H). Aumento de 200X.
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Figura 16: Fotomicrografia mostrando imuno-histoquimica das areas de tecido prostatico
benigno e tumoral para coldgeno III no grau de Gleason>8 (A,E), Gleason=7 (B,F),
Gleason=6 (C,G). Prdstata dos pacientes com cancer de bexiga submetido a
cistoprostatectomia (D). Controle negativo (H). Aumento de 200X.
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Figura 17: Fotomicrografia mostrando imuno-histoquimica das areas de tecido prostatico
benigno e tumoral para metaloproteinase no grau de Gleason>8 (A,E), Gleason=7 (B,F),
Gleason=6 (C,G). Prdstata dos pacientes com cancer de bexiga submetido a
cistoprostatectomia (D). Controle negativo (H). Aumento de 200X.
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N&o houve correlagdo nos resultados de imuno-histoquimica de
colageno I e 111 em relacéo ao escore de Gleason, em ambas as areas benignas
e tumorais. Entretanto houve uma correlacdo positiva na expressdo de

metaloproteinase em relacdo ao escore de Gleason na area tumoral (figura 18).
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Comparando a area normal de pacientes submetidos a
cistoprostatectomia com areas normais dos diferentes graus de
Gleason, ndo ha diferenca significativa na expressao tanto dos

genes quanto das proteinas (figura 19).
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Na figura 20 mostrou-se que ndo houve diferenca

estatistica significativa na expressdo das areas de colageno

entre os estadios pT2 e pT3 e PSA pré operatorio.
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DISCUSSAO

O fato da classificacao de Gleason permanecer desde a
sua descricdo em 1966 até os dias de hoje como o maior fator
prognostico isolado do cancer prostatico gera expectativas
para a identificacdo de outros fatores que possam ser usados
isoladamente ou em conjunto ao grau de Gleason como fator
prognostico. A classificacdo de Gleason foi atualizada em
2005 durante o encontro de especialistas da Sociedade
Internacional de Patologia Uroldgica. Apdés a conferéncia
consenso, diversos estudos confirmaram a superioridade do
sistema modificado de Gleason assim como o0 impacto na

pratica uroldgica [23].

A maior limitacdo desta classificacdo é a fraca concordancia entre o
escore da bidpsia e da prostatectomia [24-26]. Apenas em cerca de 1/3 dos
casos tais concordéncias tipicamente existem, com outro 1/3 tendo um escore
de prostatectomia que € £ 1 do escore da biopsia por agulha. Para o 1/3
restante, a diferenca é de 2 ou mais. Fatores que contribuem para tais
discrepancias incluem a heterogeneidade do tumor, erros de amostragem,
intervariabilidade e intravariabilidade, e erros interpretativos [27]. Isto serve
para mostrar a importancia de se pesquisar outros métodos de avaliacdo para
auxiliar ao grau de Gleason, que € um sistema baseado na avaliacdo do padrdo
glandular do tumor prostatico maligno. Devemos recordar que ao redor das

glandulas prostaticas tem-se o estroma que forma uma arquitetura que da
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protecdo a este tecido. A medida em que o adenocarcinoma prostatico se
desenvolve tem-se a substituicdo progressiva no estroma das fibras musculares
lisas em miofibroblastos. Os miofibroblastos no estroma reativo sintetizam
componentes da matriz extracelular como o colageno I, colageno I,
isoformas de fibronectina, tenascina e versican [12]. Um dos principais
papéis propostos dos miofibroblastos na progressdo e
crescimento do cancer é a transi¢cdo do tumor ndo invasivo
para invasivo, sugerindo que o0 aparecimento dos
miofibroblastos precede a fase de cancer invasivo [28]. Esta
mudanca do estroma provavelmente esta relacionada com o grau de
agressividade do tumor seja no que se refere a invaséo local, seja em relacéo
ao potencial metastatico. Logo é coerente imaginar que a agressividade do
tumor ndo estaria somente relacionado ao padrdo glandular, mas sim ao
conjunto elemento glandular e estroma ao redor. Peguemos o exemplo do
Gleason 5 + 5, que representa um tumor bem indiferenciado e assim de
comportamento agressivo, e que segundo Yanagisawa e autores, geralmente
ndo tem estroma [29]. Na literatura encontram-se  diversos trabalhos
estudando esta correlacdo, muitos ao nivel protéico (por imuno-histoguimica).
Acreditando que h& muito a descobrir neste ponto, procuramos avaliar através
da pesquisa génica, se ha expressdao do colageno tipo | e Il no cancer de
prostata, de uma forma que acreditamos ndo ter sido avaliada antes. Dentre 0s
componentes do estroma, o colageno foi o escolhido, por se tratar da proteina
mais abundante nos mamiferos e um dos principais constituintes da matriz

extracelular e membrana basal [30].

A sobrevida livre de recidiva de PSA dos pacientes

selecionados neste trabalho foram avaliadas em relacdo ao
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estadio patologico, PSA pré-operatdrio e diferentes graus de
Gleason ao longo de até 5 anos. Nossos resultados estdo de
acordo com os primeiros 5 anos daqueles demonstrados para
uma amostra de 2409 pacientes, da Universidade de Johns
Hopkins, submetidos a prostatectomia radical retropubica por
adenocarcinoma de proéstata localizado, entre 1982 e 1999
[31]. Isto mostra que apesar do numero pequeno da amostra
utilizada neste trabalho, este grupo foi bem selecionado dando

confiabilidade aos resultados.

A expressdao do gene de colageno | e IlIl foi maior na
area tumoral das amostras de Gleason=6 em comparacdo a
area de tecido prostatico benigno adjacente, ocorrendo o
inverso nas amostras de Gleason>8. As amostras de
Gleason=7 nédo apresentaram alteracdo significativa. Por
outro lado, a andlise da expressdo protéica por imuno-
histoquimica mostrou resultados diferentes. A expressdo de
ambas as proteinas coldgeno | e IlIl foram significativamente
reduzidas na area tumoral em todos os graus de Gleason
quando comparado a area adjacente de tecido benigno. Os
resultados aparentemente contraditérios, na verdade, podem
ser resultados dos diferentes mecanismos que regulam a

expressao génica [32].

A fim de tentar esclarecer alguns mecanismos da
regulacdo génica, analisamos a expressdo da proteina

metaloproteinase 13, responsavel pela degradacdo da matriz
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extracelular [13]. Sua expressdo se mostrou aumentada na
area tumoral em todos os graus de Gleason quando comparado
a area de tecido prostatico benigno adjacente, sugerindo que a
reducdo na expressdo da proteina coldgeno seria consequente
a acdo desta enzima. Ndo podemos esquecer que a meia vida
de uma proteina € maior que a meia vida do RNA, o qual ¢é
traduzido em proteina imediatamente ap0s a sua sintese. Desta
forma, podemos hipotetizar que a expressdo do gene ¢€
resultado de uma acdo mais recente ocorrida dentro da célula
que pode ndo se refletir imediatamente na quantidade de
proteina, que por ter uma meia vida longa, pode permanecer
mais tempo no tecido. Experimentos utilizando culturas de
células e/ou tecidos poderiam ajudar a elucidar o0s
mecanismos de regulacdo da expressdo génica que ocorrem no

tecido tumoral.

Apesar de nossos resultados ndo explicarem a razdo para
essa contradicdo, ndo temos conhecimentos de estudos prévios
que tenham analisado a expressdo do gene de colageno em
casos de cancer de prostata, o que torna este trabalho inédito
e interessante. Podemos supor que a diferengca na expresséo
génica de coladgeno entre as areas tumorais e tecidos
prostaticos benignos adjacentes exerca alguma importancia
funcional na glandula de modo que esse resultado pode ser
explorado futuramente para um melhor entendimento sobre o

surgimento e progressdo da doenca.
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Burns-Cox e colegas [30] mostram que a menor
quantidade de colageno em tumores de grau de Gleason>8
pode levar a diminuicdo do sustento nutricional celular e,
portanto, explicar o aumento do ndmero de focos de necrose
em tumores de alto grau. Além disto, o cancer de prostata de
alto grau esta associado a perda de resisténcia estrutural,
aumento da celularidade, diminuicdo da matriz extracelular e
aumento da friabilidade, o qual confirma a conclusdo de
deplecdo de colageno. Podemos hipotetizar que a alta
expressdo do gene de colageno nos casos de Gleason=6 teria o
efeito oposto justificando assim os diferentes fenotipos dos
tumores de diferentes graus. Entretanto as diferencas entre
expressdo do gene e da proteina nos tumores de grau de
Gleason=6 torna dificil a aceitacdo desta hipoOtese, tornando
essencial a realizacdo de novos experimentos a fim de

esclarecer essa hipotese.

A analise de correlacdo mostra que apesar da diferenca
na expressdo do gene de coladgeno entre a area tumoral e o
tecido prostatico benigno adjacente nos casos de Gleason=6 e
Gleason>8, ndao ha correlacdo entre expressdo de colageno I
ou Ill e grau de Gleason. Ao nivel protéico os resultados séo
semelhantes. Podemos assumir entdo que o coldgeno nao pode
ser utilizado como um fator de prognostico junto ao grau de
Gleason nem a nivel génico nem protéico. A falta de
correlacdo entre o grau de estroma e os parametros clinico-

patolégicos, ao nivel protéico, foi demonstrada previamente
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no trabalho de Ayala e colegas [33].

No entanto, a expressdo da metaloproteinase mostrou
uma correlacdo positiva com grau de Gleason. Apesar de ser
uma correlacdo ainda fraca (r?=0,47), acreditamos que com
um numero maior de amostras essa correlacdo poderia chegar
a valores proximos de 1. Esse dado corrobora a literatura que
mostra que a expressdo de outras metaloproteinases apresenta
correlacdo com grau de Gleason [34]. Mais uma vez néo
encontramos dados sobre a expressdo da metaloproteinase 13

no cancer de prostata.

A auséncia de correlacdo entre colageno e PSA pré-
operatdrio poderia ser explicada pelo fato de que as elevacdes

do PSA ndo sdo especificas para cancer prostatico.

Sabendo da relacdo existente entre grau de Gleason e
estadio, era de se esperar a ndo correlacdo entre a expressao
de colageno e estadio, tendo em vista a falta de associacao

entre a expressao de colageno e grau de Gleason.

A comparacdo entre as areas de tecido prostatico benigno
adjacentes ao tumor e a prostata normal de pacientes
submetidos a cistectomia sugere que ndo ha um padrdo na
expressao do gene coldgeno nessas areas. Entretanto, ao nivel
protéico os resultados sdo mais homogéneos ndo havendo

diferenca significativa entre as diferentes areas. Acreditamos
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que mais uma vez, essa discrepancia deva-se a meia vida mais
longa da proteina em comparacdo ao RNA. De qualquer
forma, esses resultados sugerem que pelo menos para este tipo

de analise ambos os tipos de controle parecem ser

satisfatorios.
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CONCLUSAO

N&o h& correlacdo entre expressdo de coladgeno e grau de

Gleason, nem a nivel génico nem protéico.

A expressdo de metaloproteinase apresenta correlagcéao
positiva com grau de Gleason, o que sugere ser um fator

promissor para melhoréa-lo.
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