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RESUMO

Ribeiro, Bruno Leonardo Marroig de Freitas. Analise imunohistoquimica dos proteoglicanos
sindecan, decorin e biglican na préstata normal e hiperplasica. 2011. 50f. Dissertacao de
Mestrado em Fisiopatologia e Ciéncias Cirlrgicas — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

Os mecanismos celulares envolvidos na hiperplasia prostatica benigna (HPB) ndo sdo bem
compreendidos e pouco se sabe sobre como o0s proteoglicanos estdo relacionados com esta
condicdo. Neste estudo foi avaliada a expressdo de proteoglicanos de superficie celular e do
estroma na HBP. As amostras de HPB foram colhidas de pacientes submetidos a
prostatectomia aberta e ressec¢do transuretral da prostata (RTUP), enquanto as amostras do
grupo controle consistiram na zona de transicdo de prostatas normais de adultos jovens.
Foram usados anticorpos primarios contra os proteoglicanos syndecan-1, biglycan e decorin.
A imunomarcacao foi avaliada determinando-se a area relativa marcada pelo anticorpo, ou
usando-se um escore atribuido a intensidade da coloracdo. Os resultados mostraram que, no
grupo controle, a expressdo do sindecan foi minima ou nula. Na HPB, no entanto, a
imunomarcacao deste proteoglicano foi intensa e localizada principalmente nas células basais
do &cino prostatico e com menor intensidade na superficie basolateral das células secretoras.
Como ndo houve diferencas nas amostras de prostatectomia aberta e RTUP, esses grupos
foram combinados em um unico grupo HBP. A area marcada pelo anticorpo anti-sindecan-1
no epitélio das amostras de HPB foi nove vezes maior do que na préstata normal (P <0,001), e
ndo houve correlacdes significativas entre a marcagédo do sindecan-1 na HPB e o volume da
prostata, PSA, ou idade do paciente. Quanto ao biblican e ao decorin, a marcagdo foi
exclusivamente no estroma tanto no grupo controle quanto no grupo HPB, e ndo houve
diferenca significativa na extensdo e intensidade da coloracdo entre estes dois grupos. Em
conclusdo, a imunomarcagdo do sindecan-1 na HPB ¢é intensa e estd localizada no epitélio
glandular exclusivamente, mas a intensidade ndo se correlaciona com o tamanho da préstata
ou PSA. A expressédo do decorin e do biglican, no entanto, ndo foi alterada na HPB.

Palavras-chave: Prostata. Hiperplasia. Proteoglicanos. Imunohistoquimica. Sindecan. Decorin.
Biglican.



ABSTRACT

The cellular mechanisms involved in benign prostatic hyperplasia (BPH) are not well
understood, and little is known about how proteoglycans are affected. Here we investigated
the protein expression of stromal and cell surface proteoglycans in BPH. BPH samples were
from open prostatectomy and transurethral resection of the prostate (TURP), while controls
consisted of the transitional zone of normal prostates from young adults. We used primary
antibodies against the proteoglycans syndecan-1, biglycan, and decorin. Immunolabeling was
evaluated by determining the relative area of staining, or by using a score for staining
intensity. The results showed that, in controls, syndecan-1 was mostly negative. In BPH,
however, the labeling of this proteoglycan was intense and located mainly in acinar basal
cells, but could extended into the secretory cells. As there were no differences in samples
from open prostatectomy and TURP, these groups were combined into a BPH group.
Syndecan-1 labeling area in the epithelium of BPH samples was nine times greater than that
of controls (P<0,001), and there were no significant correlations between syndecan labeling in
BPH and prostate volume, PSA, or patient’s age. Biblycan and decorin labeling were in the
stroma exclusively, in control and BPH samples, and there were no significant differences in
extent and intensity of the staining between these two groups. In conclusion, syndecan-1
immunolabeling in BPH is prominent and is located in the glandular epithelium exclusively,
but intensity does not correlate with prostate size or PSA. Decorin and biglycan labeling,
however, were unchanged in BPH.

Keywords: Prostate. Hyperplasia. Proteoglycans. Immunohistochemistry. Sindecan-1.
Decorin. Biglican.
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INTRODUCAO

A prostata é uma glandula sexual acessoria, presente em todos os mamiferos do sexo
masculino, essencial para a fungdo reprodutiva do homem. O inicio do seu desenvolvimento
ocorre durante o terceiro més de gestacdo em resposta ao estimulo da di-hidro-testosterona
(DHT).

A DHT é um hormoénio proveniente da conversdo metabdlica da testosterona fetal
através da agdo da enzima 5o redutase, que esta localizada no seio urogenital, porém nédo se
sabe se o epitélio secreta maior quantidade do hormdnio ou se 0 mesénquima aonde se
localizam os receptores androgénicos € o principal fator relacionado a formacéo da glandula.
A prostata estd bem diferenciada em torno do 4° més do desenvolvimento fetal. (Veltri e
Rodriguez, 2007).

A hiperplasia prostatica benigna (HPB) é uma condigdo comum apos os 40 anos de
idade, sendo responsavel por diversos sintomas irritativos e obstrutivos do trato urinario.
Pouco se sabe sobre a patogénese da HPB. Dados recentes mostram que a composicdo da
matriz extracelular (MEC) tem importante papel no desenvolvimento desta doenga
(Roehrborn, 2008).

Proteoglicanos sdo moléculas complexas presentes na MEC que encontradas na
maioria dos tecidos conjuntivos e na superficie das celulas. Eles possuem diversas fungdes na
biologia normal das células e dos tecidos.

A maioria dos estudos sobre proteoglicanos no tecido prostatico sdo sobre o seu papel
no desenvolvimento do cancer de préstata (Theocaris e al, 2010). A expressdo do sindecan,
um proteoglicano de superficie celular, encontra-se alterada no cancer de préstata, e tem
relagdo com a progressdao tumoral (Contreras et al, 2010; Popovi¢ et al, 2010; Shimada et al,
2009; Shariat et al, 2008; Zellweger et al, 2005). O decorin e o biglican, proteoglicanos ricos
em leucina, estdo relacionados a presenca de neoplasia intraepitelial (PIN) de alto grau e a
progressao tumoral metastatica (Banerjee et al, 2003; Wangh et al, 2006). Sendo assim, a
expressao dos proteoglicanos que se encontra alterada no cancer poderia estar alterada na
HPB.

Diversos autores mostraram diferengas na expressdo dos proteoglicanos no tecido
prostatico com e sem cancer, porém a regido da prostata usada como controle era de homens

idosos, com alteragcdes teciduais proprias da idade, e ndo com prostatas normais, sem
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hiperplasia (Contreras et al, 2010; Brimo et al, 2010). N&o se sabe se existe alteracdo destes
proteoglicanos na préstata hiperplasica quando comparados com o tecido prostatico normal.
Estas alteracdes na expressao dos proteoglicanos poderiam ter um papel promotor ou
inibitério do desenvolvimento hiperplasico da prostata. Com isso, decidiu-se realizar o estudo
do sindecan-1, do biglican e do decorin em amostras de prdstata normal, sem hiperplasia,
coletadas de individuos jovens, e nas prostatas hiperplasicas, cujas amostras foram
provenientes de pacientes submetidos a tratamento cirdrgico devido a sintomas urinarios

decorrentes do aumento do volume prostatico.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Préstata normal

A prostata adulta normal é formada por um conjunto de 30 a 50 unidades tabulo-
alveolares ramificadas compostas por epitélio cubdide ou pseudoestratificado colunar,
circundadas por estroma fibromuscular que se abrem na porcdo prostatica da uretra. Uma
capsula fibroelastica rica em musculo liso envolve a glandula e envia septos para o0 seu
interior, dividindo-a em l6bulos ou zonas. (Junqueira e Carneiro, 2008).

A glandula prostatica localiza-se na cavidade pélvica, inferior e posteriormente a
sinfise plbica, acima do diafragma urogenital e separada posteriormente do reto pela fascia de
Denonvillier. O primeiro segmento uretral, que tem inicio no éstio uretral interno, é a uretra
prostatica, pois caminha no interior da prostata, como um tanel. Durante a mic¢do ha a
contracdo vesical e o relaxamento do esfincter urindrio com a consequente eliminacdo da
urina através da uretra.

McNeal em 1968 estudou a anatomia da prostata e a dividiu em 4 regides, que sdo as
zonas periférica, de transicdo e central e o estroma fibromuscular anterior. A hiperplasia
prostatica se desenvolve na zona de transicdo e na regido central (Srougi et al, 2010)
(Figura 1).

Figura 1 — Divisdo anatdbmica da prostata proposta por McNeal em 4 regides: zona de
transicdo, zona central, zona periférica e estroma fibromuscular anterior (Campbell-Walsh
Urology 92 ed. Philadelphia, Wein et al. Saunders Elsevier, 2007).
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Posteriormente, Wendell-Smith (2000) fez uma revisdo da némina anatdmica pois a
divisdo proposta por McNeal ndo atendia as regras da nomenclatura anatbmica determinadas
pelo Comité Federativo de Terminologia Anatbmica da Federacdo Internacional de
Associacdo de Anatomistas. Foi proposta, entdo, a troca da terminologia como se segue: a
zona central passaria a ser chamada de I6bulo sUpero-medial, a zona de transi¢do que se
encontra em intima relacdo com a uretra prostatica proximal seria denominada l6bulo antero-
medial. A zona periférica, que se encontra em posicdo mais externa e abaixo dos l6bulos
supero-medial e antero-medial, seria dividida em dois lobulos, o infero-lateral e o postero-
lateral. Neste nivel, estas duas regifes sdo separadas em direita e esquerda por um septo,
denominado comissura prostatica. Apesar de serem divididas em dois lébulos ainda ndo se
provou que existe diferenca histoldgica entre eles como se observa entre estes 16bulos e os
I6bulos antero-medial e supero-medial.

Histologicamente podemos dividir as células prostaticas em dois grandes grupos: as
células do epitélio glandular e as células do estroma prostatico.

a) Epitélio glandular: as celulas secretoras sdo o tipo de célula mais abundante do
epitélio glandular, sendo responsaveis pela produgdo das enzimas fosfatase &cida e antigeno
prostatico especifico. As células basais s&o em menor nimero e acredita-se que sirvam de
precursoras das células secretoras. Células neuroenddcrinas estdo presentes em pequeno
numero, esparsas entre as células epiteliais dos &cinos e ductos. Fazem parte do sistema
APUD (sigla do inglés, amine precursor uptake descarboxilation) e tem capacidade de
secretar peptideos e horménios. Por ultimo hé as células transicionais que estdo presentes nos

ductos excretores proximos a luz uretral (Srougi et al, 2010).

b) Estroma prostatico: na prdstata humana o estroma corresponde a 45-60% do volume
prostatico, enquanto que o limen acinar representa 30-34% e o tecido epitelial responde por
10-20% da prostata (Lin et al, 2007) . O estroma é composto por diversos tipos de células,
como tecido conjuntivo, fibroblastos, células musculares lisas e pela matriz proteica que
auxilia na estrutura do tecido prostatico. Arcadi em 1954 sugeriu que a matriz extracelular
(MEC), formada pela matriz proteica e o tecido conjuntivo, desempenhava um importante
papel na funcdo da préstata, assim como no desenvolvimento da hiperplasia (Veltri e
Rodriguez, 2007). Nela encontramos fibras elasticas e colagenas do tipo I, IlI, IV e V,
fibronectina, laminina, glicosaminoglicanos, complexos polissacarideos, glicolipideos e

proteoglicanos, entre outras substancias. A MEC serve de reservatorio para fatores de
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crescimento, citoquinas e modula o status e o volume das reagdes que nela ocorrem. Todas as
classes de moléculas da MEC podem ser consideradas como macromoléculas envolvidas no
controle do crescimento celular (Lin et al, 2007; Kresse e Schénherr, 2001; Babinski et al,
2007).

1.2 Hiperplasia prostatica benigna

A hiperplasia prostatica benigna (HPB) é um disturbio progressivo no qual a prostata
aumenta de volume comprimindo a luz uretral causando sintomas urinarios obstrutivos como
diminuicdo do fluxo urinario, nocturia, polaciuria, sensacdo de esvaziamento vesical
incompleto devido ao aumento do residuo vesical pés-miccional (Figura 2), hesitacdo urinéria
e esforco miccional, piorando a qualidade de vida. Com a evolucao do processo hiperplasico a
compressdo uretral pode ser intensa. A bexiga se torna trabeculada devido a hipertrofia das
fibras musculares (Figura 3). Em casos extremos ha retencdo urinaria, aguda ou crénica, com
consequente aumento da pressdo intravesical, que ocasiona elevacao retrégrada da pressdo no
sistema pielocalicial, levando a hidronefrose e prejuizo da fungdo renal, com elevagédo de
escorias nitrogenadas (Fong et al, 2005; Fitzpatrick, 2006). O tratamento da HPB, seja ele
cirurgico ou medicamentoso, deve ser instituido antes de se atingir este estagio. Com isso,
torna-se de grande interesse o estudo dos elementos que podem contribuir para a génese da

hiperplasia prostatica.

43 3 s
50 by ]

- o

3
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Figura 2 — llustragdo mostrando o aumento do volume prostatico com a consequente elevagdo
do residuo vesical pds miccional, levando a retencdo urindria (Srougi M, Antunes AA,
Dall’Oglio M. Hiperplasia prostatica benigna. 12 ed. Sdo Paulo; Atheneu; 2011).
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Figura 3 — Peca de necropsia onde se observa a préstata (A), a proeminéncia da prostata para
o interior da bexiga (B) e a trabeculagéo da parede vesical (C).

Quando o homem atinge a idade adulta, em torno dos 20 anos, ha uma parada do
crescimento prostatico que se mantém aproximadamente até os 40 anos de idade, quando se
inicia o processo de hiperplasia (Kyprianou e Jacobs, 1996). Ocorre 0 aumento da prevaléncia
a proporcao que a idade aumenta, acometendo 70% dos homens com 60 anos e chegando a
ocorrer em 80% dos homens com 80 anos de idade (Tang e Yang, 2009; Untergasser et al,
2005). Fujikawa et al (2005) mostraram que o tamanho da zona de transicdo da prostata nao
tem variacdo significativa entre os 20 e 40 anos. Entre 40 e 70 anos de idade ha um aumento
expressivo desta regido. Apos os 70 anos hd uma diminuicdo da velocidade de crescimento da
zona de transicéo.

Histopatologicamente a HPB € caracterizada por aumento do nimero de células
epiteliais acinares e do estroma devido a proliferacdo de fibroblastos e mioblastos na area
proxima a uretra, na zona de transi¢cdo. Existe uma intima e reciproca interacdo entre o
estroma e o epitélio glandular no periodo de formacdo da prostata assim como no periodo em
que ocorre a hiperplasia (Veltri e Rodriguez, 2007; Tang e Yang, 2009). As propor¢des entre
estroma e epitélio glandular na prostata normal e hiperplésica é de 2:1 e 5:1, respectivamente
(Lin et al, 2007; True et al, 2009).

Na HPB, as células epiteliais e estromais se agrupam em nodulos que aumentam
progressivamente de tamanho, localizados nos locais onde os ductos ejaculatorios entram nas
zonas transicional ou periuretral da préstata (Figura 4). O aumento do tamanho dos nodulos
foi observado por McNeal (Bushman, 2009). Neste processo ocorre hiperplasia das células

basais, aumento do volume do estroma prostatico, em especial da quantidade de células
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musculares lisas, aumento da deposicdo da matriz extracelular, reducdo do tecido eléstico,
aumento da infiltracdo linfocitaria ao redor dos ductos, hipertrofia acinar, depdsito de
corporea amylacea no Iimen do acino e calcificacBes no tecido prostatico (Bushman, 2009;
Untergasser et al, 2005).

Figura 4 — Fotom
hiperplasia estrbmato-glandular (B) (Junqueira LC, Carneiro J. Histologia Bésica. 112 ed. Rio
de Janeiro; Guanabara Koogan; 2008).

N&o se sabe ao certo por que a prostata volta a crescer. Diversas alteracdes hormonais
podem estar envolvidas no processo de desenvolvimento hiperplasico da glandula (Cardoso et
al, 2004; Tang e Yang, 2009). O desenvolvimento prostatico € dependente da acdo dos
androgénios e com a idade ha uma tendéncia a ocorrer a diminuicdo dos seus niveis séricos.
Esperar-se-ia que a prostata mantivesse 0 seu volume ou diminuisse de tamanho, o que nao
acontece pois a HPB ndo esta relacionada com niveis elevados de DHT e a reposi¢édo
hormonal no homem ndo aumenta a sua incidéncia (Bushman, 2009; Parsons et al, 2006;
Tang e Yang, 2009).

McNeal (1984) e Cunha (1983) propuseram que a HPB pode ser causada por uma
reativacdo do potencial de crescimento embriogénico que se encontra “adormecido” até a vida
adulta, e que a proliferacdo dos elementos estromais na regido periuretral da préostata humana
pode estimular o crescimento das células epiteliais estabelecendo assim o processo
hiperplasico. Outra hipdtese é a de que exista um acumulo de células mesenquimais
(mesenchymal-like cells) derivadas do epitélio prostatico (Alonso-Magdalena et al, 2009;
Roehrborn e McConnell, 2007).

Os estrogénios ou a alteracao da relacdo estrogénio:androgénio em homens com idade
mais avangada podem estar relacionados com a patogénese da HPB (Bushman, 2009). Os
estrogénios tém acao sobre a célula prostatica, tanto na estimulacdo da proliferacdo quanto na

sua inibicdo através da ativacdo de dois receptores distintos para estrogénio presentes na
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préostata (ERa e ERB). A estimulacdo do ERa pode causar alteragdes na estrutura celular,
ocasionando atipias, hiperplasia ou neoplasia. O ERP tem papel inverso na proliferagdo
celular.

A aromatase € uma enzima que age sobre o androgénio transformando-o em
estrogénio e é expressa no tecido prostatico normal. Recentes estudos relacionando obesidade
e HPB mostram um aumento da relacdo estrogénio/testosterona em homens obesos resultando
no aumento da aromatizacdo da testosterona nos tecidos periféricos (Bushman, 2009).
Acredita-se que o sinergismo entre estrogénio e androgénio pode ser um fator determinante no
desenvolvimento da glandula. A auséncia da aromatase com a consequente auséncia local de
estrogénio e a falha na ativacdo do ERbeta leva ao desenvolvimento da HPB (Tang e Yang,
2009).

Outro mecanismo no qual o estrogénio pode estar envolvido € na supressdo da
apoptose celular prostatica, assim como os androgénios, que suprimem a morte celular
programada. O desequilibrio entre proliferacdo e apoptose celular, gera aumento no nimero
de células da prostata resultando no aumento da glandula (Cardoso et al, 2004; Tang e Yang,
2009). E 0 que se observa na prostata hiperplasica quando a comparamos com a glandula
normal. Esta resisténcia a apoptose pode ser decorrente da desregulacdo da expressao do
proto-oncogene bcl2 que é um potente supressor da apoptose (Kyprianou et al, 1996).

A expressdo de varios genes esta associada a HPB (Roehrborn e McConnell, 2007),
incluindo a expressdo de genes de moléculas extracelulares como proteoglicanos de
condroitin sulfato e fatores que promovem a sua sintese (Cardoso et al, 2004).

A composicdo da matriz extra celular (MEC) tem influéncia direta sobre os sintomas
obstrutivos decorrentes da hiperplasia (Chagas et al, 2001). As células estromais, juntamente
com os elementos da MEC, influenciam a morfogénese prostatica, a maturacdo celular e a
homeostase. Estudos sugerem que a proliferacédo e diferenciacdo celular na préstata pode ser
profundamente influenciada por mudangas na composicdo da membrana basal e dos
componentes do tecido conjuntivo ou ainda por mudangas na expressdo de fatores de
crescimento na prostata (Ricciardelli et al, 1997). Mudancas nas fibras colagenas, elasticas e
reticulares foram relacionadas com a remodelacdo tissular que se segue a diminuicao
androgénica e ao desenvolvimento de lesdes malignas (Ribeiro et al, 2009). Chagas (2001)
mostrou que ha aumento significativo na quantidade de fibras musculares lisas e de tecido

conjuntivo na hiperplasia prostatica.
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Na MEC também encontramos fatores de crescimento, que sdo pequenas moléculas
peptidicas que agem como estimulo a diferenciacdo e proliferagéo celular. Diversos fatores de
crescimento sdo secretados pelas células estromais e epiteliais.

Os fatores de crescimento se ligam aos proteoglicanos presentes na prostata. Os
proteoglicanos sdo componentes macromoleculares presentes nas membranas celulares e na
matriz extracelular com importante papel na modulacdo da proliferacdo e diferenciacéo
celular durante o crescimento e desenvolvimento dos tecidos. (Hildebrand et al, 1994;
Ricciardelli et al, 1997)

Ittman e Mansukhani (1997) mostraram que ha 9 diferentes FGF (fatores de
crescimento de fibroblastos) sendo que o FGF 7, também denominado KGF, tem importante
acao mitogénica nas células epiteliais. O papel real dos FGF e seus receptores na préstata
ainda ndo e completamente entendido, mas acredita-se que o padrdo da expressdao do FGF e
seus receptores na préstata € consistente com uma estimula¢do parécrina do crescimento
epitelial por FGF derivados do estroma e de proliferagdo das células estromais por
estimulacao autocrina.

Além dos FGF outros fatores produzidos no estroma prostatico também estdo
relacionados com o desenvolvimento da HPB como o PDGF (fator de crescimento derivado
das plaquetas), o IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina), o EGF (fator de
crescimento epidérmico) e o0 TGF-B1(fator transformador de crescimento f1). O TGF-B1, por
exemplo, € produzido pelas células basais da prostata. A baixa concentracdo de TGF-p1
predispde a proliferacdo celular, enquanto que altos niveis de TGF-B1 inibe o crescimento
celular do estroma prostatico (Guess, 2001; Ittman e Mansukhani, 1997; Jacobsen et al, 2001;
Ultergasser e Madersbacher, 2005; Cardoso et al, 2004).

Diversos fatores metabdlicos podem estar relacionados com a ocorréncia de HPB,
como por exemplo o diabetes mellitus, onde se observa atrofia epitelial severa, alterando
assim a estrutura molecular e a organizagdo da membrana basal do &cino, afetando funcbes
celulares tanto do epitélio quando do estroma prostatico (Bushman, 2009; Parsons et al, 2006;
Ribeiro et al, 2009).

A inflamacdo aguda e cronica da prostata € um achado histologico frequente em
homens com HPB e estd associado com a sua ocorréncia e progressdo. Acredita-se que um
dos fatores que contribuem para a prostatite cronica é o refluxo de urina da uretra para dentro
dos ductos prostaticos. Outros fatores sdao os mecanismos autoimunes. O estresse oxidativo

associado a acéo androgénica e a sindrome metabolica na qual os dois principais componentes
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sdo a obesidade (IMC > 30Kg/m2) e a homeostase anormal da glicose (Bushman, 2009;
Parsons et al, 2006).

A HPB tem origem multifatorial e diversos fatores, como 0s anteriormente
mencionados, podem interferir no processo hiperplasico. Desde a Ultima década, cada vez
mais se estuda a participagdo dos proteoglicanos nos mecanismos de proliferacdo e
diferenciagéo celulares.

1.3 Proteoglicanos

Proteoglicanos séo estruturas formadas por uma proteina principal (core protein) a
qual estdo ligados covalentemente diversas cadeias de glicosaminoglicanos (GAGS). Esta
proteina é dividida em regides que interagem com elementos estruturais distintos presentes
nas células ou nas matrizes extracelulares. Isto indica que proteoglicanos sdo essencialmente
uma classe de colagenos e glicoproteinas estruturais compostos por diferentes cadeias de
GAGs (Haralson e Hassel, 1995). Eles podem ser classificados em trés grupos: (1) os
proteoglicanos de superficie de membrana celular, (2) os proteoglicanos modulares (3) os
proteoglicanos ricos em leucina (Schaefer e Schaefer, 2010).

Os proteoglicanos modulares sdo uma excecdo a esta definicdo pois ndo possuem uma
proteina central. A estrutura principal é o hyaluronan (Schaefer e Schaefer, 2010). N&o serao
discutidos nesta dissertacdo pois ndo fazem parte dos proteoglicanos estudados.

As cadeias de GAGs sao formadas por unidades repetidas de dissacarideos
hexosamino-acetilada (N-acetil-galactosamina ou N-acetil-glucosamina) e principalmente por
acidos urénicos (acido D-glucurénico ou acido L-idurénico), sendo sulfatadas em varias
posi¢bes (Theocharis et al, 2010). Portanto os GAGs sdo polissacarideos carregados
negativamente, lineares e que podem ser divididos de acordo com a presenga ou auséncia de
sulfato. Os GAGs sulfatados compreendem o condroitin sulfato (CS), o dermatan sulfato
(DS), o keratan sulfato (KS), o heparin e o heparan sulfato (HS) (Hardingham e Fosang, 1992;
Schaefer e Schaefer, 2010; Haralson e Hassel, 1995).

A funcdo e acdo de cada proteoglicano € em grande parte determinada pelo nimero de
cadeias de GAGs ligados a ele, assim como a extensdo destas cadeias (Hardingham e Fosang,
1992). Hormonios e fatores de crescimento estimulam as vias de sinalizacdo a alongar a

cadeia de GAG e com isso h4 o aumento do peso molecular. Fatores de crescimento podem
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também alterar a epimerizacdo e o padrdo de sulfatacdo do dissacarideo e estas alteracdes
estruturais podem ter consequéncias funcionais (Little et al, 2008). Mudangas na estrutura das
cadeias laterais de GAGs dos proteoglicanos, como a elevacdo da expressdo de condroitin
sulfato e dessulfatacdo do heparan sulfato, tem sido associado com o desenvolvimento e
progressdo de doencas malignas em VArios tecidos, mas pouco se sabe sobre estas alteraces
no tecido prostatico (Ricciardelli et al, 1997).

Por serem carregadas negativamente, as cadeias de GAG atraem moléculas de agua e
com isso entram na regulacdo o equilibrio osmotico da matriz extracelular, mantendo-a
hidratada. Isto aumenta a concentracdo de macromoléculas na matriz e pode influenciar as
reacOes e interacOes moleculares que sdo dependentes da concentracdo do meio em que
ocorrem (Hardingham e Fosang, 1992).

Proteoglicanos possuem numerosas funcdes bioldgicas. Agem como componente
estrutural na organizagdo tecidual, interferem em indmeros pardmetros celulares, como a
proliferagdo, adesdo, migracdo e diferenciacdo celulares e interagem com os fatores de
crescimento e citoquinas assim como com os receptores dos fatores de crescimento que estdo
relacionados com a sinalizacao celular.

Durante a carcinogénese, as células maglinas secretam fatores de crescimento que
estimulam o crescimento celular e ativam as células estromais que por sua vez estimulam os
fatores de crescimento tumorais, facilitando assim a migracdo celular, o crescimento e a
invasdo tumorais. Portanto, a alteracdo da expressao de proteoglicanos modifica a estrutura da
matriz extracelular e com isso pode haver a facilitacdo do desenvolvimento de tumores
malignos ou benignos, incluindo a hiperplasia prostatica, e por isso sdo possiveis alvos no
tratamento farmacoldgico (Theocharis et al, 2010).

Babinski et al (2007) mostraram que a expressdo de proteoglicanos condroitin
sulfatados € seletivamente maior na regido periacinar do estroma da prostata hiperplasica em
relacdo & zona de transicdo da prostata normal através de estudos imunohistoquimicos.

Diversos estudos ja foram realizados relacionando a expressao dos proteoglicanos na
prostata normal ou hiperplasica assim como nas células tumorais de diversos 6rgdos como a
prostata, a mama, o estdmago e em neoplasia da cabeca e do pescogo. (Contreras et al, 2010).
Os proteoglicanos estdo envolvidos tanto no crescimento celular normal quanto no neoplasico
através da participacdo da adeséo célula a célula, célula @ matriz, na migracao e proliferagcdo
celular e na regulacdo da atividade dos fatores de crescimento (lida et al, 1997; Shariat et al,
2008).
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Os proteoglicanos analisados neste estudo foram o sindecan, pertencente ao grupo dos
proteoglicanos de superficie de membrana cujo GAG associado é o heparan sulfato, e o
decorin e o biglican, que sdo proteoglicanos condroitin sulfatados que fazem parte dos

proteoglicanos ricos em leucina (Small leucine-rich proteoglycans).

1.3.1 Sindecan

O sindecan é um proteoglicano de membrana, contendo cadeias de GAGs tanto de
heparan sulfato como de condroitin sulfato. Presente em grande quantidade no epitélio de
tecidos maduros e nas células epiteliais e mesenquimais durante o desenvolvimento
embrioldgico, o sindecan parece estar envolvido na regulagdo da forma e organizagdo das
células epiteliais (Reichardt, 1993), assim como na diferenciacdo e crescimento celulares e
age como um co-receptor para os fatores de crescimento de fibroblastos, que € um potente
fator de crescimento angiogénico envolvido na diferenciacdo celular (Shariat et al, 2008;
Shimada et al, 2009).

Contreras et al (2010) relataram 4 diferentes tipos de sindecan, conforme a
classificacdo a seguir:

1) Sindecan-1 é o principal sindecan presente nas células epiteliais.

2) Sindecan-2, também chamado de fibroglican devido a sua grande presenca nos

fibroblastos

3) Sindecan-3 ou N-sindecan, intensamente expresso no tecido nervoso

4) Sindecan-4 denominado amphiglycan ou ryudocan que pode estar presente em

diferentes tipos celulares.

A expressdo do sindecan-1 no tecido prostatico normal e hiperplésico é controversa.
Segundo Shariat et al (2008), o sindecan-1 é expresso nas células epiteliais basais dos acinos
em prostata normal e hiperplasica na mesma proporcdo, tem sua expressao reduzida nas
células prostaticas cancerosas e ndo foi observada expressdo nas células estromais.

Contrariamente aos estudos anteriores, Shimada (2009) mostrou que a expressao do
sindecan-1 no epitélio da préstata normal foi minima ou ausente, exceto nas células basais. O
mesmo foi descrito por Kiviniemi (2004) que realizou estudo que confirma que o sindecan-1 é

expresso nas celulas basais e acrescenta que também observou marcacdo na superficie baso-
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lateral das células colunares secretoras com menor intensidade (Kiviniemi et al, 2004;
Contreras et al, 2010).

A maioria dos estudos com sindecan foram realizados em casos de cancer de prostata,
mostrando que a expressdo do sindecan é inversamente proporcional ao grau de Gleason, isto
é, quanto menor for o grau de Gleason maior sera a expressdo do sindecan. Em carcinomas
pouco diferenciados ndo houve expressao de sindecan. Concluem ainda que a expressdo de
sindecan tem valor preditivo na progressdo do PSA e portanto na progressdo da doenca
(Kiviniemi et al, 2004; Shariat et al, 2008; Shimada et al, 2009). O mesmo néo foi descrito
por Chen (2004), que observou que ndo h& associacdo entre a imunorreatividade de sindecan-
1 e o grau de Gleason no cancer prostatico.

1.3.2 Proteoglicanos ricos em leucina (SLRP — small leucine-rich proteoglycans)

Os SLRPs sdo agrupados em 3 classes distintas: classe I que compreende o decorin e 0
biglican; classe Il inclui a fibromodulina, o lumican, o keratocan e PRELP; e a classe Il da
qual fazem parte o epiphycan e a osteoglycan (lozzo, 1998). Em classificacdo mais recente o
asporin, ECM2 e ECMX foram incluidos na classe |, osteoadherin passou a ser incluido na
classe Il e o opticin foi incorporado a classe Ill. Foram criadas ainda a classe 1V, da qual
fazem parte a chondroadherin, o nyctalopin e o Tsukushi, e a classe V composta pelo podocan
e podocal-like protein I. (Shaefer e Shaefer, 2010).

SLRP (small leucine-rich proteoglycans) sdo proteoglicanos compostos por uma
proteina central contendo unidades repetidas ricas em leucina e com um radical cisteina em
cada extremidade (lozzo, 1998) e apresentam-se ligados a no minimo uma cadeia de GAG.

O decorin apresenta uma cadeia de GAG de condroitin sulfato associada a proteina
central enquanto o biglican apresenta duas cadeias de condroitin sulfato ligadas a ele
(Pinheiro et al, 2005).

Os proteoglicanos condroitin sulfatados, do qual fazem parte o decorin e o biglican,
estdo presentes em praticamente todos os tecidos, tem diversas fungBes bioldgicas e estdo
envolvidos na regulacdo da proliferacdo celular. Estdo relacionados ainda a outras funcdes
regulatérias como fibrilogénese de colageno, crescimento tumoral e disseminagdo metastatica,
angiogénese, modulacdo da morte celular programada, inibicdo de TGF-B, fibrose pulmonar e

renal, desenvolvimento e distrofia musculares, sintese de fibrilina 1, cicatrizagdo de feridas,
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infarto do miocérdio e doenca de Lyme. Tem acgdo ainda sobre receptores de EGF, IGF-1,
LRP-1 (proteina | relacionada ao receptor de lipoproteina de baixa intensidade, PDGF (fator
de crescimento derivado das plaquetas) e TNF a (fator de necrose tumoral alfa) (Merline et al,
2009; Shaefer e Shaefer, 2010).

A estrutura do decorin e do biglican sdo muito semelhantes, porém ha uma diferenca
significativa na funcdo de cada um destes proteoglicanos. Estudos imunohistoquimicos
relatados por Hardinghan e Fosang (1992) mostraram que o decorin estava presente na matriz
extracelular que era rica em colagenos do tipo | e Il, tendo um papel na estrutura/montagem
da fibra coldgena, enquanto que o biglican foi identificado como uma molécula que se
acumula na regido pericelular, postulando-se que ele esteja envolvido na morfogénese e
diferenciacéo celular.

Decorin representa um poderoso inibidor da migracdo celular e de crescimento da
célula tumoral. A falta do decorin € “permissiva” para o desenvolvimento tumoral. A
expressdo do decorin encontra-se alterada em diversos tipos de cancer incluindo tumores
ovarianos, gastricos, pancreaticos e lipossarcomas, entre outros. Diversas células tumorais ndo
expressam decorin, em especial as que tem origem epitelial, como no caso de cancer de colon,
pancreas e mama (Hu et al, 2009; Theocharis et al, 2010). O mecanismo pelo qual a expresséo
do decorin é bloqueada ainda permanece desconhecido. Isto é de grande importancia pois
atribui-se ao decorin um papel anti-tumoral. O tratamento com a administracdo sistémica de
decorin em ratos apresentou excelente resultado na reducdo do volume tumoral, na
diminuicdo do ritmo de crescimento do tumor e na prevencgéo da disseminacdo metastatica em
tumores de mama, pancreas, ovario e pulmao. (Theocharis et al, 2010). Em outro estudo (Hu
et al, 2009), decorin foi injetado intraperitonealmente em ratos levando a uma diminuigéo
significativa do peso do tumor comparado ao grupo controle. A avaliacdo patoldgica
confirmou o retardo na progressdo do tumor. A proliferacdo celular foi extremamente
reduzida em todos o0s lobos prostaticos dos animais tratados e a apoptose foi
significativamente maior. Com isso, concluiu-se que a administragéo de decorin in vivo tem
papel inibidor tumoral.

A acdo dos SLRPs sobre determinados fatores de crescimento ndo sdo uniformes para
todos os proteoglicanos. Decorin consegue inibir temporariamente o EGFR (receptor do fator
de crescimento epidérmico), porém o biglican ndo teve agdo inibitdria. O decorin conseguiu
inibir a expresséo e a fosforilacdo dos receptores androgénicos em todos os lobos prostaticos
do rato assim como nas células prostaticas cancerosas humanas androgénio dependentes. Mais

uma vez o biglican foi ineficaz (Hu et al, 2009).
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A concentracdo de GAGs condroitin sulfatados estd aumentada na HPB o que sugere
que proteoglicanos condroitin sulfatados estdo relacionados com a proliferacdo celular que
ocorre nesta desordem. Cardoso et al (2003) e Ricciardelli (1997) mostraram pouca ou
nenhuma imunomarcacdo no tecido prostatico normal quando usados anticorpos anti-CS.
Entretanto no tecido hiperplésico observou-se uma fraca expressao de CS distribuida por todo
o0 estroma porém uma forte marcacdo foi observada na regido periacinar e na membrana basal
do epitélio acinar. Ricciardelli (1998 e 1999) demonstrou que no cancer de prostata ha um
aumento maior da expressdo de CS no estroma da regido peritumoral quando comparado com
a expressdo de CS na HPB. Porém ao analisar a expressdo de decorin e versican relatou que
apesar do aumento da expressdo destes dois proteoglicanos ocorrer na HPB e no cancer de

prostata, somente o versican tem valor preditivo na estimacéo da progressao do cancer.

1.4 Antigeno prostéatico especifico (PSA — Prostatic Specific Antigen)

O antigeno prostatico especifico é uma protease que age na liquefagdo do sémen e
serve como um marcador biogquimico para HPB e cancer de prostata (Guess, 2001) .

Estima-se que o PSA sérico esteja aumentado tanto na hiperplasia prostatica quanto no
cancer de prostata, porém o aumento no cancer € cerca de 10 vezes maior, sendo de cerca 0,3
ng/mL/g de tecido hiperplasico e de 3,5 ng/mL/g de tecido com adenocarcinoma (Guess,
2001).

Na HPB a elevacdo do PSA ocorre devido ao aumento da massa epitelial enquanto que
no cancer de prostata a elevacdo acontece devido a destruicdo tecidual e consequente
vazamento do PSA na circulacgdo sistémica (Jacobsen et al, 2001).

A dosagem sérica do PSA, assim como o toque digital retal, faz parte dos exames de
triagem para a deteccdo do cancer de prostata e do diagnostico de HPB.
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2 OBJETIVO

O presente estudo tem por objetivo analisar a expressdo dos proteoglicanos sindecan,
biglican e decorin na préstata normal e hiperplasica através de estudo imunohistoquimico e
avaliar se a variacdo da expressdo destes proteoglicanos entre os dois grupos esta relacionada

com o desenvolvimento da hiperplasia.
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3 MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
do Rio de Janeiro (CEP/HUPE n° 2889).

As amostras de prostatas com hiperplasia benigna (grupo HPB) foram obtidas de 16
pacientes submetidos a prostatectomia aberta, com o volume prostatico variando de 76 a 143
mL (99,5 mL + 17,62 mL) com idade de 67 a 78 anos (71,78 anos = 3,14 anos) e de 8
pacientes submetidos a ressecgdo transuretral, com volume de 59 a 79 mL (65,5 mL + 10,76
mL) com idade de 60 a 84 anos (70,87 anos £ 7,75 anos). O valor do PSA variou de 1,28 a 6,1
ng/mL (4,00 ng/mL + 1,44 ng/mL).

O diagndstico de hiperplasia prostatica benigna foi firmado baseado nos sintomas do
paciente, no exame fisico, no exame histopatoldgico da bidpsia prostatica realizada no pré-
operatdrio e na confirmacdo do laudo histopatoldgico da peca cirirgica. As amostras obtidas
por ocasido da realizacdo da prostatectomia aberta foram colhidas da zona de transicéo,
proxima a uretra, onde facilmente se observa macroscopicamente os nddulos hiperplasicos.
Das amostras obtidas durante a ressecgé@o transuretral foram usadas somente aquelas cujas
dimensdes do fragmento eram maiores do que 18 x 4 x 3 mm (L x T x AP). As regides do
tecido prostatico que se apresentavam escurecidas devido ao processo de eletrocoagulagéo
durante a resseccdo endoscopica foram excisadas e descartadas para que a peca analisada ndo
apresentasse alteracfes morfo-estruturais decorrentes da alta temperatura da alga de resseccéo.

Os critérios de exclusdo dos pacientes selecionados foram idade menor do que 50
anos, PSA maior do que 10 ng/ml, o uso de cateter vesical, 0 uso de medicacao inibidora da
enzima 5o redutase e a presenca de cancer no exame histopatoldgico da pecga cirargica.

Um segundo grupo, o grupo controle, consistiu de 8 amostras da zona de transicdo da
prostata de homens adultos jovens, com idade entre 18 e 28 anos (25,25 anos * 4,17 anos),
falecidos por acidente, colhidas por ocasido da necropsia realizada no periodo de até 8 horas
apos o Obito. A zona de transicdo foi localizada e dissecada como descrito previamente
(McNeal, 1984; Babinski et al, 2003) e as pecas foram colocadas imediatamente em solucéo
tamponada de formol & 10% para a fixagdo do tecido. Em seguida foi realizada a inclusdo das
mesmas em parafina.

De cada peca foram realizados cinco cortes com 5 micrémetros de espessura, com
intervalo de 30 micrémetros entre cada um, tendo sido montados em laminas silanizadas para

a realizacdo de estudo imunohistoquimico.
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3.1 Imunohistoquimica

Foram utilizados os seguintes anticorpos primarios: anti-sindecan-1 (Abcam,
monoclonal, cat. no. ab714, Cambridge, USA) na dilui¢do de 1:75; anti-decorin (Calbiochem,
policlonal, cat. no. PC673, Gibbston, USA) e anti biglican (R&D Systems, monoclonal, cat.
no. MAB2667, Minneapolis, USA) ambos com dilui¢ao de 1:100.

Os anticorpos secundarios empregados foram: Biotin-Goat anti-human IgG (Zymed,
cat. no. 81-7140, San Francisco, USA) para a imunomarcagdo para decorin, na diluicdo de
1:200. Para os anticorpos biglican e sindecan foi usado Histostain Plus kit (Invitrogen, cat. no.

85-9643, Camarillo, CA, USA), ambos de acordo com as instrucdes do fabricante.

3.1.1 Sindecan

ApoOs a desparafinizacdo e rehidratacdo, o material foi submetido & recuperacao
antigénica por calor através da imersdo em solucdo tampdo TRIS-EDTA (trisaminomethane-
ethylenediaminetetraacetic acid) (overnight em estufa a 601C). A atividade da peroxidade
enddgena foi blogqueada com a imersdo das laminas em solucdo de metanol e perdxido de
hidrogénio na proporcdo de 9:1 durante 15 minutos. O bloqueio de sitio antigénico
inespecifico foi realizado com soro de cabra (anti-goat) durante 10 minutos e precedeu a
incubagdo com o anticorpo primario anti-sindecan, mantido em estufa a 37(1C por 1 hora. O
controle negativo foi incubado com PBS-BSA (phosphate buffered saline with bovine serum
albumin). Em seguida, a técnica de imunohistoquimica foi realizada com o kit Histostain Plus
com a incubacdo do anticorpo secundario e posteriormente com a estreptavidina, conforme
instrugdes do fabricante. O agente revelador utilizado foi 0 DAB (diaminobenzidina) (Zymed,
cat. no. 00-2014, San Francisco, CA, USA), aplicado sobre os cortes em capela escura. As
laminas foram imersas em solucdo de hematoxilina e foram tratadas em seguida de acordo
com o protocolo padrdo para a desidratacdo do tecido até a montagem da lamina. Entre cada
etapa foram realizados 3 banhos com PBS durante 2 minutos cada.
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3.1.2 Decorin e higlican

A imunohistoquimica foi realizada com os anticorpos primarios anti-decorin e anti-
biglican seguindo o mesmo protocolo anteriormente descrito, porém diferindo em trés
aspectos: 1) ndo foi necessaria a recuperacdo antigénica por calor no inicio do processamento;
2) a incubag&o do anticorpo primario foi realizada colocando-se o material na geladeira por 24
horas, segundo as orientacdes do fabricante; e 3) no decorin, 0 anticorpo secundario

empregado foi o Biotin-Goat anti-human IgG.

3.2 Analise Histoldgica

As laminas foram analisadas e fotografadas com microscépio (Olympus, BX51,
Tokio, Japdo) equipado com uma camera digital (Olympus, DP71, Tokio, Japdo). As imagens
foram adquiridas com resolugédo de 2040 x 1536 pixels e salvadas em arquivo no formato TIF.

A avaliacdo quantitativa da imunomarcacdo do sindecan foi realizada a partir das
imagens capturadas com aumento de 400X usando o programa ImageJ versdao 1.44 (NIH,
Bethesda, Maryland, USA). Demarcou-se uma area contigua de epitélio, cuja profundidade se
estendia da membrana basal a superficie do limen. A area marcada pelo anticorpo foi
selecionada usando-se uma ferramenta de selecdo de cor e foi expressa como um percentual
da &rea delineada de epitélio. O método de quantificacdo usado para a andlise da
imunomarcacdo do decorin e do biglican foi semelhante ao do sindecan, isto é, utilizou-se a
ferramenta de selecdo de cor para a afericdo do percentual de area marcada pelos anticorpos
porém, nesta quantificacdo, foram demarcadas trés areas do estroma, de maneira aleatoria, e
foi calculada pelo programa a média dos valores percentuais das areas selecionadas. Realizou-
se também a avaliacdo semiquantitativa da intensidade da imunomarcacdo do decorin e do
biglican atraves de um sistema de graduacao, como utilizado anteriormente por Brimo et al
(2010). Atribuiu-se um escore a cada campo de cada amostra, sendo o escore 1 para a
marcagdo de fraca intensidade, o escore 2 para a de moderada intensidade e o escore 3 para a
de forte intensidade (Figura 5). Foram preparadas cinco laminas de cada amostra e foram
analisados cinco campos de cada corte, totalizando 25 campos avaliados. Para cada amostra

foi atribuido um valor de escore.
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3.3 Anélise estatistica

Os dados do percentual de area marcada pelo anticorpo foram expressos como média
desvio padrdo. Aplicou-se o teste t de Student para comparacdo das médias. Para a avaliacdo
semi-quantitativa da intensidade da marcacdo do biglican e do decorin, os dados foram
expressos como moda, tendo sido aplicado o teste de Mann-Whitney. A correlagéo entre a
imunomarcacao do sindecan e o valor do PSA total, o volume prostatico e a idade do paciente
foi determinada por regresséo linear seguida de um teste t para o coeficiente de correlacéo.
Foram considerados estatisticamente significativos os resultados com p-valor<0,05.

3.4 Outras anélises

O nivel sérico de PSA total foi medido por método imunoenzimatico (Architect Total
PSA kit, Abbott Laboratories, IL, USA) e expresso como ng/mL. O volume prostatico foi

determinado em mL por meio de ultrassonografia.
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Figura 5 — Intensidade da imunomarcacdo do biglican e decorin de acordo com escores:
fotomicrografias das préstatas normal e hiperplasica. Imunohistoquimica realizada com
anticorpos anti-biglican e anti-decorin na prostata normal (A, C, E) e hiperplésica (B, D, F)
exemplificando a intensidade da imunomarcacao de acordo com os escores (avaliagdo semi-
quantitativa). Escore 1 (fotos A e B), escore 2 (fotos C e D) e escore 3 (fotos E e F).
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4 RESULTADOS

4.1 Sindecan

A imunomarcacéo do sindecan ocorreu exclusivamente no epitélio acinar.

No tecido prostatico normal, observou-se uma imunomarcacdo de fraca intensidade
em alguns trechos, ndo continuos, do epitélio acinar delimitado (figura 6A). Diversos campos
ndo apresentavam nenhum segmento de epitélio marcado pelo anticorpo (figura 6B). Na
prostata hiperplasica a imunomarcacdo revelou uma forte expressdo do proteoglicano na
camada de células basais (figura 7A) e por vezes uma discreta marcacdo na superficie
basolateral das células secretoras (figura 7B), ndo mais em segmentos, mas de maneira
continua no epitélio. Pode-se observar a marcacdo da membrana citoplasmatica das células
secretoras em cortes tangenciais do epitélio (figura 8A). Em todos os campos analisados, tanto
da prdéstata normal quanto da hiperplasica, o estroma ndo apresentou marcacao do sindecan-1
(figura 8B).



33

Figura 6 - Imunomarcacgdo do sindecan-1 na prostata normal. Na préstata normal a marcagdo
esta ausente (A) ou pode ser observada uma fraca marcagdo em alguns segmentos do epitélio
acinar (B). 400X.
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Figura 7 - Imunomarcacdo do sindecan-1 na hiperplasica. Nas amostras de HPB a marcacao é
evidente e localizada principalmente na camada basal do epitélio acinar (A, B) e com menor
intensidade na periferia das células secretoras (B). Ndo houve diferenca no padrdo de
imunomarcacdo entre as amostras de prostata colhidas por via aberta (A) e endoscépica (B).
400X.
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Figura 8 - Imunomarcacdo do sindecan-1 hiperplasica. Na préstata hiperplasica observa-se a
imunomarcacdo do sindecan-1 na periferia das células secretoras (A).No controle negativo
nédo se observou marcacgédo do proteoglicano (B). 400X.
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As médias dos valores da expressao do sindecan-1 nas amostras de prostatas colhidas
durante a prostatectomia aberta transvesical (Figura 7A) e a resseccdo transuretral da prostata
(Figura 7B) foram comparadas através do teste t de Student para se avaliar se os resultados
destes diferentes métodos de coleta do tecido prostatico apresentavam diferenca estatistica
(Figura 9). Por ndo ter sido encontrada diferenca significativa foi possivel agrupar as amostras
colhidas pelas duas técnicas em um unico grupo, o grupo HPB.
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Figura 9 — Comparagéo dos valores da expressdo do sindecan-1 nas amostras de PTV (32,7%
+ 11,2%, N=11) e RTU (33,2% * 11,4%, N=5) ndo mostrou diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05).

Ao compararmos a expressao do sindecan-1 nas prostatas do grupo HPB e do grupo

controle observamos a importante diferenca entre os grupos com p<0,001 (Figura 10).
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Figura 10 — Comparacdo dos valores da expressdo do sindecan-1 no grupo HPB (32,9% =+
10,9%, N=16) e no grupo controle (3,6% = 4,6%, N=6) realizada atraves do teste t de Student
mostrou diferenca estatisticamente significativa (p<0,001).

N&o se observou associacdo entre as médias do valor do PSA total (Figura 11), da

idade (Figura 12) e do volume prostéatico (Figura 13) com a expressdo do sindecan-1.
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Figura 11 — A correlagéo linear realizada entre a expressdo do sindecan-1 e o valor do PSA
ndo mostrou associacao (r=0,0388; p>0,05).
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Figura 12 — A correlacdo linear realizada entre a expressdo do sindecan-1 e a idade néo
mostrou associagédo (r=-0,0094; p>0,05).
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Figura 13 — A correlagdo linear realizada entre a expressdo do sindecan-1 e o volume
prostatico ndo mostrou associacao (r=-0,0704; p>0,05).
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4.2 Biglican

Ao se observar as fotomicrografias, o biglican se distribuiu por todo o estroma, com a
marcacdo nitidamente positiva na matriz extracelular, enquanto que feixes de musculo liso
foram negativos, tanto na préstata normal (Figura 16A) quanto na préstata hiperplasica
(Figura 16B).

Os resultados da quantificacdo das areas marcadas mostraram que nao houve diferenca
significativa na imunomarcacao entre as amostras colhidas pela prostatectomia aberta e pela
resseccdo transuretral (Figura 14).

Expresséo do Biglican (%)

Figura 14 — Comparacéo dos valores da expressdo do biglican nas amostras de PTV (24,3% +
5,0%, N=10) e RTU (27,8% = 1,9%, N=5) ndo mostrou diferenga estatisticamente
significativa (p>0,05).

Assim como na analise do sindecan, os dois grupos foram analisados em conjunto
(grupo HPB), néo tendo sido observada diferenca estatisticamente significativa entre o grupo
HPB e o grupo controle (Figura 15).
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Figura 15 — Comparacéo dos valores da expressdo do biglican no grupo HPB (25,5% + 4,5%,
N=15) e no grupo controle (27,2% + 12,2%, N=7) realizada através do teste t de Student ndo
mostrou diferenca estatisticamente significativa (p>0,05).
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Figura 16 - Imunomarcacdo do biglican na prostata normal (A) e hiperplasica (B). A
marcacgdo do anticorpo € observada exclusivamente no estroma. Tanto no epitélio quanto nos
feixes de fibras musculares a marcacgdo ¢ negativa (*). N&o se observa diferenca significativa
entre as amostras de prostata normal e hiperplasica. 400X.

Uma vez que a expressdo dos proteoglicanos pode ser avaliada também pela
intensidade da imunomarcacdo, a cada corte foi atribuido determinado escore, de acordo com
a metodologia descrita no topico material e métodos. A moda dos escores dos grupos HPB e
controle foram submetidos ao teste de Mann-Whitney, ndo tendo sido observada diferenca

estatisticamente significativa (p>0,05).
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4.3 Decorin

O padrdao de marcacdo do decorin foi similar ao do biglican, isto é, difusamente

distribuido no estroma, tanto na prostata normal quanto na prostata hiperplésica (Figura 17).

no biglican (Figura 9), o padrdo de marcacdo nos grupos controle e HPB séo silimares e
somente 0 estroma apresenta imunomarcagéo positiva. 400X.



41

A analise estatistica ndo mostrou diferenca na expressdo do decorin entre 0S grupos
PTV e RTU (Figura 18), sendo agrupados em um Gnico grupo HPB que também ndo mostrou

diferenca estatistica significativa quando comparado ao grupo controle (Figura 19).
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Figura 18 — Comparacdo dos valores da expresséo do decorin nas amostras de PTV (23,9% *
8,3%, N=14) e RTU (31,9% = 8,9%, N=5) ndo mostrou diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05).
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Figura 19 — Comparacao dos valores da expressdao do decorin no grupo HPB (26,0% = 9,0%,
N=19) e no grupo controle (20,4% * 7,3%, N=6) realizada atraves do teste t de Student ndo
mostrou diferenca estatisticamente significativa (p>0,05).

Assim como realizado com o decorin, foi comparada a intensidade da imunomarcagéo
na prostata normal e hiperplasica. A moda dos escores dos grupos controle e HPB foram
submetidos ao teste de Mann-Whitney, nédo tendo sido observada diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05).
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5 DISCUSSAO

5.1 Sindecan

Entre os diferentes tipos de sindecan, o sindecan-1 é o mais estudado no tecido
prostatico. Ha controveérsias quanto a intensidade e a distribuicdo da imunomarcacdo nos
tecidos normal e hiperplésico.

Shahrokh et al (2008) relataram que, ao estudarem prostatas provenientes de
prostatectomia radical, observaram a expressdo de sindecan-1 na camada basal do epitélio
acinar com a mesma intensidade de marcacdo no tecido prostatico normal e hiperplésico.
Kiviniemi et al (2004) observaram forte marcagdo do sindecan-1 nas prostatas normais, sendo
ainda mais intensa nas prostatas hiperplasicas, porém as denominadas prdstatas normais eram
areas onde ndo se observou neoplasia, em homens com idade mais avangada, submetidos a
cirurgia para tratamento de cancer. Os achados de ambos os autores nédo estdo de acordo com
0s resultados encontrados por Shimada (2009), que estdo em consonancia com o0s obtidos no
presente estudo, onde se mostrou que h& importante diferenca na expressao do sindecan-1
entre os grupos estudados (p<0,001). O aumento da expressdo do sindecan-1 no grupo HPB
aconteceu principalmente na camada de células basais e sabe-se que esta camada de células
tem importante papel na génese da hiperplasia (Schalken e Leenders, 2003). Acredita-se que 0
cancer de prostata tenha inicio na camada basal (Lawson et al, 2010).

As células epiteliais secretoras sdo diferenciadas, androgénio-dependentes, possuem
uma baixa capacidade proliferativa e um alto indice de apoptose. Ao contrario destas, as
células basais sdo pouco diferenciadas, androgénio-independentes, possuem alta capacidade
proliferativa e baixo indice apoptético, 0 que as faz ser consideradas células-tronco
(stem-cells) (Schalken e Leenders, 2003).

Acredita-se que as celulas secretoras tenham a sua origem a partir das células basais,
porém isso ndo ocorre através de um processo de diferenciacdo de uma célula em outra. As
células basais sofrem uma divisdo assimétrica, onde uma parte da célula permanece como
uma célula-tronco e a outra da& origem a uma célula intermediaria, de
proliferagdo/amplificacdo transitdria, denominada TP/A (transiently proliferatin/amplilfying
cell population). Esta etapa da proliferacdo celular pode ser bem evidenciada ao se estudar a

presenca de queratinas nas diferentes camadas celulares do epitélio através de
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imunohistoquimica. H& mais de 20 tipos de queratinas identificadas no citoesqueleto. A
expressdo da queratina depende do epitélio e do grau de diferenciacdo celular que as células
se encontram. A regido luminal do epitélio expressa queratina 18 em grande quantidade
enquanto a camada basal do &cino prostatico expressa queratinas 5 e 14. Com isso, as células
intermediarias foram assim denominadas pois expressam tanto queratina 5 como queratina 18,
encontrando-se em um estagio de diferenciacdo anterior ao das células secretoras (Schalken e
Leenders, 2003).

Sendo assim, a expressao do sindecan, que se encontra aumentada na camada basal do
epitélio hiperplasico, pode estar diretamente relacionada com a ocorréncia da HPB, uma vez
gue na préstata normal, do jovem, a expressao do sindecan é minima ou ausente, pois a
prostata encontra-se numa fase de quiescéncia, onde a proliferacéo e diferenciacdo celulares
sdo realizadas somente para a homeostase do tecido, ndo havendo desequilibio na relagédo
proliferagéo/apoptose celular.

Outra importante observacdo deste trabalho é que a expressao do sindecan ndo tem
correlagdo com a idade, o valor do PSA total ou o volume prostatico avaliado no grupo HPB,
0 que sugere que o sindecan é um possivel marcador independente da hiperplasia.

Tem sido dada grande atencdo as alteracdes da expressdo do sindecan nas diversas
patologias prostaticas (PIN (prostatic intraepithelial neoplasia), cancer de préstata localizado
e metastatico) na tentativa de correlaciona-las com a recorréncia de elevacdo do PSA, que
mostra a progressao da doenca.

Vérios estudos mostram que no cancer de prostata localizado existe uma menor
expressdo do sindecan a proporcdo que aumenta o grau de Gleason. Carcinomas bem
diferenciados (Gleason 2) tem a expressdao do sindecan-1 diminuida em relacdo a sua
expressao na hiperplasia benigna, porém ainda é facilmente detectada. Carcinomas pouco
diferenciados (Gleason 5) ndo expressam o sindecan-1. Por outro lado, quando se observa a
imunorreatividade do sindecan e a recorréncia do valor do PSA, ha evidéncias de que o
aumento da expressdao do sindecan pode estar relacionado com a progressdao da doenca
(Shahrokh, 2008; Kiviniemi, 2004).

Chen et al (2004) mostrou que a expressdo do sindecan tem valor progndéstico na
progressdo do cancer com score de Gleason 7, mas ndo com outro escore. Outros estudos
mostraram que h&d um aumento da expressdo de sindecan-1 no cancer metastatico e no cancer
horménio refratario quando comparada com o cancer localizado (Kiviniemi et al, 2004;
Shariat et al, 2008; Shimada et al, 2009). Se tais observacdes se firmarem como verdades,

poderemos prever que os adenocarcinomas de prostata com alto escore de Gleason que
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expressarem sindecan-1 com pouca intensidade ou ndo possuirem expressdo para este
proteoglicano terdo menor chance de progressao quando comparado com o0s adenocarcinomas
que apresentarem grande expressao de sindecan-1.

Observamos uma priorizacéo dos estudos envolvendo o cancer devido a sua gravidade,
porém ndo se pode esquecer que a hiperplasia benigna pode causar grande prejuizo na
qualidade de vida do paciente devido aos sintomas obstrutivos e irritativos do trato urinario,
além de poder levar a importantes alteracbes metabdlicas devido a insuficiéncia renal de
origem pos-renal causada pela obtrucdo infravesical severa e retencdo urinaria.

Sabendo-se que o nimero e a extensdo das cadeias de GAGs alteram diretamente a
funcédo e acédo de cada proteoglicano e que 0 aumento da sua expresséo ocorre em condic¢des
patolégicas como observado no caso sindecan nas prostatas normal, hiperplasica e com
cancer, é possivel que, com estudos futuros, se descubra uma terapia-alvo que mantenha o
papel e a estrutura destas cadeias de GAG e conseqlentemente da expressdao normal do
proteoglicano, evitando-se assim o desenvolvimento de tumores benignos ou malignos da
prostata (Litlle et al, 2008; Theocharis et al, 2010).

5.2 Decorin e biglican

A imunohistoquimica realizada com o uso de anticorpo anti-decorin e anti-biglican
neste estudo mostra uma localizacdo e distribuicdo semelhante em alguns aspectos aos
estudos anteriormente realizados.

Cardoso et al (2004) e Ricciardelli et al (1997) mostraram que ha a presenca de
proteoglicanos condroitin sulfatados disperso em todo o estroma prostatico, sendo que a
intensidade da marcagdo é pequena ou ausente no estroma prostatico normal porém com forte
intensidade ao redor do acido da prostata hiperplasica podendo, esta marcacéo, se estender em
direcdo ao estroma. No nosso estudo analisou-se a presenca de dois proteoglicanos em
separado, o biglican e o decorin. Ambos 0s proteoglicanos ndo apresentaram a distribuicédo
periacinar e também ndo se observou diferenca significativa entre a préstata normal e a
hiperplasica, conforme descrito em estudos prévios de Cardoso et al (2003), o que pode ser
explicado pela diferenca dos anticorpos utilizados. No estudo de Cardoso et al (2003) os
anticorpos eram anti-GAG (condroitin sulfato) e ndo anti-proteina central, como empregado

nesta pesquisa. A marcacao periacinar anteriormente descrita poderia ser devido & marcagdo
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de outro proteoglicano, como o versican, por exemplo (True et al, 2009). O PDGF e seus
receptores, que se encontram aumentados na HPB, estimulam a sintese do versican, porém
ndo a do decorin e do biglican (Cardoso et al, 2010), o que pode justificar 0 aumento de
proteoglicanos condroitin sulfatados anteriormente observados por Cardoso et al (2003).

Hardinghan e Fosang (1992) atribuiram um papel ao biglican na participagdo da
morfogénese, diferenciacdo e proliferacdo celular do acino e ao decorin na participagdo na
estrutura/montagem da fibra coladgena, estando relacionado, portanto, a manutencdo da
estrutura da matriz. Uma vez que o decorin esta disperso igualmente em todo o estroma e
presente na mesma concentracdo nas prostatas normal e hiperplésica, este achado é condizente
com a funcdo a ele atribuida pelos autores, porém a fungéo atribuida ao biglican ndo pode ser
corroborada pois o tecido prostatico normal expressou este proteoglicano de maneira
semelhante a préstata hiperplasica. Quanto ao biglican, esperar-se-ia encontra-lo aumentado
na regido periacinar na glandula hiperpléasica, o que ndo aconteceu. Logo, ndo se pode
correlacionar o aumento ou a diminui¢do da expresséo do biglican com o desenvolvimento da
HPB.

Mais uma vez a influéncia dos proteoglicanos no cancer de préstata € o que disperta
grande interesse pois busca-se incessantemente um marcador tumoral que possa predizer a
evolucédo do cancer e possibilite a escolha de um tratamento com a menor morbidade possivel
de acordo com as chances de progressédo da doenga.

Postula-se que o decorin tenha um papel inibidor do desenvolvimento tumoral. A sua
diminuicdo no tecido seria “permissiva” para o desenvolvimento do cancer (Hu et al, 2009;
Theocharis et al, 2010). O decorin bloqueia a ativacdo do fator de crescimento epidérmico e
de receptores androgénicos, diminuindo a sintese do PSA e aumentando a apoptose (Hu et al,
2009). Quando sua expressao estd aumentada, o decorin é capaz de inibir o crescimento
tumoral atraves da ativacdo de um gene supressor do cancer de prostata (Fassan et al, 2011).

Conclui-se, entdo, que se a expressao do decorin ndo estiver alterada na HPB, podera,
na verdade, permitir ou facilitar o crescimento e a proliferacdo do tecido hiperplasico. Com

isso, pode-se dizer que o decorin pode tem um papel indireto no desenvolvimento da HPB.
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6 CONCLUSAO

A pesquisa translacional ¢ de grande importancia nos dias atuais. A aplicacdo dos
resultados dos estudos no diagnostico e tratamento de doencas tem sido o objeto maior da
pesquisa basica.

A auséncia de diferenca estatisticamente significativa do biglican e do decorin entre os
grupos estudados permite a conclusdo de que estes proteoglicanos ndo estdo envolvidos
diretamente na génese da hiperplasia. E possivel atribuir ao decorin um papel indireto no
processo hiperplasico da prostata. Se este tem alguma acdo inibitéria no desenvolvimento da
hiperplasia, esta ndo € grande o suficiente para impedir que a influéncia de fatores
permissivos e facilitadores da hiperplasia suplantem este papel inibitorio.

A observacdo de que a expressdo do sindecan-1 estd extremamente aumentada na
préstata hiperplasica quando comparada com a prostata normal nos permite afirmar que o
sindecan-1 tem importante participacdo no desenvolvimento da hiperplasia prostatica benigna.
Estudos futuros poderdo determinar por que existe 0 aumento da sua expressdo e talvez seja
possivel descobrir uma maneira de se tratar a hiperplasia sem a realizacdo de procedimento

cirurgico, ou de se impedir o desenvolvimento hiperplasico da préstata.
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