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RESUMO

Nas espécies humana e canina lesbes displasicas da préstata, como a
neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN) e a atrofia inflamatéria proliferativa
(PIA), sé@o estudadas quanto ao potencial de malignidade. As
metaloproteinases (MMP) sdo enzimas proteoliticas envolvidas no processo de
invasdo tumoral e metastase, causando destruicdo de barreiras bioldgicas
como a matriz extracelular (MEC) e a membrana basal (MB). O sistema
ativador de plasminogénio (PA) compreende proteinas com acdo na adesao
celular, regulacdo da migracéo, cicatrizagdo, angiogénese, inflamacéao,
regulacdo de fatores de crescimento e invasao tumoral. O receptor de ativador
de plasminogénio tipo uroquinase (UPAR) € um dos componentes do PA, com
variacdo de expressdo em células neoplasicas e estromais. Este trabalho teve
por objetivo verificar a expresséo e a correlagédo entre MMP-2 e MMP-9, assim
como a expressdao do UPAR no tecido prostatico canino normal e com
alteracdes proliferativas, incluindo a hiperplasia prostatica benigna (HPB), a
PIA, a PIN e o carcinoma, buscando avaliar o papel dessas proteinas no
remodelamento da MEC e no processo de invasao tumoral e metastase. Para
isso, foi realizada a imunoistoquimica em laminas de microarranjo tecidual
(TMA), com 149 cores selecionadas de 57 prostatas de cades adultos, nao
castrados, com ou sem historico de afeccBes prostaticas. Foram analisados,
para cada anticorpo, 298 cores, perfazendo 363 diagnosticos, sendo 36 (9,9%)
normais, 49 (13,5%) HPB, 132 (36,3%) PIA, 75 (20,7%) PIN e 71 (19,6%)
carcinomas. Foi possivel observar diferenca de imunomarcacéo citoplasmatica
de MMP-2 e MMP-9 em relacdo ao numero de células e intensidade de
imunomarcacao nas células epiteliais acinares e estromais periacinares em
relacdo aos diagndsticos. A correlacdo entre os anticorpos MMP-2 e MMP-9
ocorreu em préstatas caninas com PIA quanto ao numero de células
imunomarcadas no epitélio acinar e no estroma periacinar, bem como quanto a
intensidade de imunomarcacédo nas células estromais periacinares. Quanto ao
uPAR, houve diferenca na imunomarcacdo em relacdo ao diagndéstico, com
maior expressao nas displasicas e neoplasicas em relacdo as normais e com
HPB. O numero de células epiteliais imunomarcadas para uPAR variou entre
os diagnosticos, exceto entre PIN e carcinoma. Menor intensidade de
imunomarcacao epitelial foi constatada nas prostatas normais em relacdo as
com PIA, PIN e carcinoma. Entre as normais e com PIA houve diferenca no
namero de células e intensidade de imunomarcacao estromal. A intensidade de
imunomarcacdo estromal foi maior nas com PIA. As PIA-M (inflamacao
moderada) e PIA-A (inflamacdo acentuada) apresentaram maior intensidade de
imunomarcacao estromal e células estromais imunomarcadas para UPAR,
respectivamente. Concluiu-se que ha variagdo na expressao das gelatinases e
do uPAR na prostata canina, de acordo com a lesdo, com menor expressao
nas normais e com HPB e maior naquelas com PIA, PIN e carcinoma. A
correlacdo entre MMP-2 e MMP-9 em prostatas caninas com PIA indica que a
inflamagéo influencia a atividade dessas enzimas, com aumento simultdaneo na
expressdo de ambas no microambiente inflamatoério. Ainda, o aumento na
expressdo do uPAR nos microambientes inflamatério e neoplasico sugere
maior atividade proteolitica na MEC nesses casos.

Palavras-chave: céo, metaloproteinases, gelatinases, sistema ativador de
plasminogénio, CD87, TMA, HPB, PIA, PIN, carcinoma prostatico.
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ABSTRACT

Humans and dogs show dysplastic lesions in the prostate, such as prostatic
intraepithelial neoplasms (PIN) and proliferative inflammatory atrophy (PIA),
which are studied due to their malignance potential. The matrix
metalloproteinases (MMP) are a family of proteolytic enzymes thought to play
an important role in tumor invasion and metastasis in face of their ability to
degrade the extracellular matrix (ECM) and basement membrane. The
plasminogen activator (PA) system has been suggested to play a central role in
cell adhesion, migration, wound healing, angiogenesis, inflammation, regulation
of growth factors and tumor invasion. The receptor of plasminogen activator
type activator (UPAR) is a component of the PA, with a range of expression in
tumor cell and stromal cells. So, this study was aimed to evaluated the
expression and correlation between MMP-2 (gelatinase A) and MMP-9
(gelatinase B) as well as the expression of uPAR in normal canine prostate
tissue and also in tissue with proliferative disorders, including benign prostatic
hyperplasia (HPB), PIA, PIN and carcinoma. And therefore establish relation
among the role of these enzymes in the remodeling of the extracellular matrix
(ECM) and in the process of tumor invasion and metastasis. For this, it was
performed immunohistochemical staining in tissue microarray of 149 paraffin-
embedded fragments of prostate tissue selected from 57 prostates of non-
castrated adult dogs with or without prostatic diseases. A total of 298 cores
were analyzed and it was made 363 diagnoses: 36 (9.9%) normal, 49 (13.5%)
BPH, 132 (36.3%) PIA, 75 (20.7%) PIN and 71 (19.6%) carcinomas. It was
observed differences in cytoplasmatic immunohistochemical staining by MMP-2
and MMP-9 antibodies in relation to the cell number and intensity of labeling of
the acinar epithelial and stromal perilobular cells between normal tissue and in
those with proliferative disorders. A correlation between MMP-2 and MMP-9
antibodies occurred just in canine prostates with PIA in relation to the number of
labeled cells in acinar epithelium and perilobular stroma, as well as, the staining
intensity in the perilobular stromal cells. In relation to uPAR, it was observed
differences of immunohistochemical staining of uPAR antibodies in canine
prostate. Likewise, there was over expression in dysplastic and neoplasic
specimens, but not in normal and benign prostate tissue. A number of epithelial
cells labeled for uPAR showed variation among the diagnoses, except between
PIN and carcinoma. Less intensity of labeling was observed in acinar epithelial
cells of normal prostates compared with PIA, PIN and carcinoma. However, in
the normal cells and in those with PIA, there was a difference in the number of
cells, as well as in the intensity of stromal labeling. The intensity of labeling of
stromal perilobular cells was higher in the PIA. PIA-A (accentuated) and PIA-M
(moderated) cells showed greater intensity staining stroma and stromal cells
labeled for uPAR, respectively. Thus, this study concludes that there was
variation in gelatinases and uPAR expression in canine prostate according to
the lesion. Also, there was Less labeling in normal and BPH and higher in PIA,
PIN and carcinoma prostate tissues. The correlation between MMP-2 and
MMP-9 in canine prostates with PIA indicates that the inflammation likely
influenced the activity of these enzymes with simultaneous increase in their
expression. The uPAR high expression in inflammatory and neoplasic tissues
suggests high ECM proteolytic activity in these situations.

Keywords: dog, metalloproteinases, gelatinases, plasminogen activator
system, CD87, TMA, BPH, PIA, PIN, prostatic carcinoma.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1.1. Pr6stata

A préstata é a Unica glandula sexual acesséria no macho canino
(DORFMAN & BARSANTI, 1995). E um o6rgdo mdusculo-glandular, ovéide e
bilobulado, que circunda a uretra proximal (JOHNSTON et al., 2001). No cao, esta
localizada no espaco retroperitoneal, caudal a bexiga, ventral ao reto e dorsal a
sinfise pubica (Figura 1) (DORFMAN & BARSANTI, 1995; KAMOLPATANA et al.,
2000). No entanto, a glandula pode variar de posi¢cao no abdémen a depender da
idade, da distensdo da bexiga e de enfermidades envolvendo a glandula
(DORFMAN & BARSANTI, 1995; BARSANTI & FINCO, 1997).

Figura 1 - A) Vista ventrodorsal da cavidade pélvica canina. Observam-se bexiga
urinaria (1); préstata (2); reto (3) e uretra (4). B) Corte transversal de uma prostata
canina. Lobo esquerdo (1), lobo direito (2) e uretra prostatica (seta).

Fonte: DI SANTIS, 2003.

Com o avancar da idade, a préstata tende a aumentar gradualmente de
volume como resultado da hiperplasia glandular, podendo deslocar-se
cranialmente, de forma que a maioria dos machos ndo castrados com mais de
cinco anos de idade apresenta a maior parte do 6érgdo em posicdo abdominal. A
distensdo da bexiga pode também deslocar a glandula cranialmente para o
interior da cavidade abdominal (DORFMAN & BARSANTI, 1995; BARSANTI &

FINCO, 1997). Em contrapartida, por ser uma glandula andrégeno-dependente,



apos castracdo ocorre diminuicdo do seu volume (BARSANTI & FINCO, 1997;
JOHNSTON et al., 2001).

Tem como principal funcédo a producédo do liquido prostatico, como meio
de transporte e suporte para 0s espermatozéides durante a ejaculacao
(SWINNEY, 1998; BENOIST et al., 2002). Além disso, auxilia no répido
metabolismo da testosterona em diidrotestosterona (KUMAR E MAJUMDER,
1995).

A prostata canina é dividida em dois lobos por um septo medial de tecido
fiboroso (JOHNSTON et. al.,, 2001). Estes se subdividem em varios l6bulos,
contendo numerosas glandulas tubulo-alveolares ramificadas (acinos) com
epitélio colunar simples (CARTEE et. al., 1993), que sdo sustentadas por delicado
estroma e se estendem desde sua abertura no ducto uretral até a capsula
prostética, que limita e protege o parénquima glandular (JOHNSTON et. al.,
2001).

As células glandulares s&do cubicas a colunares e apresentam-se
normalmente em dupla camada, epitélio secretor colunar alto e epitélio basal, este
ultimo localizado ao longo da membrana basal. O estroma consiste de fibroblastos
e células musculares lisas, envoltos em colageno, com vasos sanguineos e
nervos (Figura 2) (BARSANTI & FINCO, 1997; DORFMAN & BARSANTI, 1995).

A proporcao entre estroma e epitélio glandular varia entre as fases da
vida. Até a puberdade, o cdo apresenta estroma fibromuscular como o maior
constituinte do érgao. Inicialmente, as células epiteliais tém citoplasma claro e,
com a maturidade sexual, se tornam mais eosinofilicas. O nudcleo torna-se basal e
as células colunares (COONEY et al, 1992), com predominio do componente
epitelial sobre o estroma (BARSANTI & FINCO, 1997).

No homem adulto, a prostata possui quatro zonas anatdmicas e
biologicamente distintas, denominadas periférica, central, transicional e periuretral
(COTRAN et al., 1999). COONEY et al. (1992) correlacionaram achados
ultrassonograficos com a histologia da prostata canina e observaram que o0s
detalhes celulares do epitélio e a morfologia acinar eram uniformes, ndo havendo,
como nos humanos, divisdo em zonas anatdomicas. Segundo estes autores,
histologicamente, a glandula prostatica dos cédes assemelha-se a porcao

periférica da préstata humana.



Figura 2 - Fotomicrografia prostatica canina. Histomorfologia
normal. Epitélio acinar com células cubicas a colunares,
dispostas em camada Unica (seta preenchida). Lumen glandular
(estrela), estroma de sustentacao fiboromuscular (seta vazada) e
célula basal (seta fina). HE, objetiva 40x. (DI SANTIS, 2007).
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Na prostata humana, a camada de células basais é continua e sua
interrupcdo esta envolvida na carcinogénese prostatica (HELPAP, 1998). Ja em
cées adultos, apenas os ductos sdo revestidos por camada continua de células

basais enquanto nos &cinos esta é descontinua (LEAV et al., 2001).

1.2. Alteracdes prostaticas

Assim como no homem, as doencas prostaticas representam um
problema comum em cées adultos e idosos (KRAWIEC & HEFLIN, 1992,
DORFMAN & BARSANTI, 1995). Dentre as enfermidades que acometem a
glandula prostatica dos caes, destacam-se as hiperplasias, as prostatites, o0s
cistos, as lesdes displasicas e as neoplasias (WATERS et al.,, 1997; LAUFER
AMORIM, 2001; DE MOURA, 2004).

Dentre as lesdes displasicas da préstata consideradas pré-malignas,
destacam-se a neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN) (BOSTWICK & BRAWER,



1987) e a atrofia inflamatoria proliferativa (PIA) (PLATZ & DE MARZO, 2004;
FAITH et al., 2005; DE MARZO et al., 2006; TOMAS et al., 2007; RODRIGUES,
2007; DI SANTIS, 2007).

Diversos autores encontraram maior frequéncia de hiperplasia prostéatica
benigna (HPB) e prostatite em estudos envolvendo a prostata canina (OLIVEIRA
et al., 1996; TESKE et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2007). JA KRAWIEC & HEFLIN
(1992) observaram, em ordem de frequéncia, prostatite bacteriana, cistos,
incluindo os de retencdo e aqueles associados a hiperplasia glandular,
adenocarcinomas e HPB. No entanto, os autores acreditam que os casos de HPB
podem ter sido subestimados, visto que animais que apresentaram aumento de
volume prostatico sem avaliacéo histopatolégica ndo foram considerados.

Quanto a predisposicédo racial as afeccdes prostaticas, CHEW (1997)
reporta que as ragas Dobermann e Pastor Alem&do sdo comumente citadas na
literatura. KRAWIEC & HEFLIN (1992) encontraram maior acometimento destas
racas por alteragfes prostaticas, entretanto esclarecem que as mesmas estavam
em maior nimero na populacao estudada. Estes autores destacam também que
44 racas de caes foram identificadas no estudo em questdo, e sugerem que o
desenvolvimento de tais afec¢des independe do fator racial.

O diagnostico das prostatopatias em cdes € um constante desafio, uma
vez que os sinais clinicos dessas afeccdes variam quanto ao tipo e gravidade da
lesdo. Além disso, a similaridade dos sinais nas diferentes enfermidades e a
substancial possibilidade de ocorréncia concomitante de duas ou mais alteracbes
limitam diagnésticos precisos. Ressalte-se que, a exce¢do da prostatite aguda,
cdes com doencas prostaticas podem apresentar-se assintomaticos (BARSANTI
& FINCO, 1997; KRAWIEC & HEFLIN, 1992).

Devido as similaridades em relacdo a ocorréncia natural e influéncia
hormonal no desenvolvimento das afecgbes prostéaticas, principalmente da HPB
(DI SANTIS, 2003; SHIMOMURA, 2007), da PIN (DE MOURA, 2004,
RODRIGUES, 2007; DI SANTIS 2007) e da PIA (RODRIGUES, 2007; DI SANTIS
2007; SHIMOMURA, 2007), o cao tem sido utilizado como modelo experimental
para o estudo de algumas dessas prostatopatias na glandula humana (WATERS
& BOSTWICK, 1997b; LEAV et al., 2001), contribuindo tanto para o conhecimento



médico quanto médico-veterinario acerca das doencas prostaticas em ambas as

espécies.

e Hiperplasia prostéatica benigna (HPB)

A HPB é uma alteracdo que compreende tanto o aumento no nimero de
células (hiperplasia) quanto com o aumento no tamanho das células (hipertrofia)
(SMITH, 2008). E a prostatopatia mais comum no c&o, visto que cerca de 100%
dos cées néo castrados com mais de trés anos desenvolvem evidéncias
histolégicas de hiperplasia (BARSANTI, 1999, DE MOURA, 2004; SMITH, 2008).
Esta associada, tanto nesta espécie quanto no homem, ao avancar da idade e a
desequilibrios hormonais envolvendo a testosterona, a diidrotestosterona (DHT) e
o estrogénio (LOWSETH et al., 1990, DORFMAN & BARSANTI, 1995;
MURAKOSHI et al., 1998; DE MOURA, 2004).

A histéria natural da HPB no cdo e no homem é similar em alguns
aspectos. Entretanto, difere em outros, visto que no cdo é glandular, o aumento
de volume prostatico tende a ocorrer externamente envolvendo o Orgao
difusamente, ou seja, é epitelial e uniforme (WILSON, 1980), e no homem é
estromal e nodular. Esta diferenca segundo DE MOURA (2004) ocorre devido a
maior concentracdo da enzima conversora de testosterona a DHT (5a redutase)
no epitélio do que no estroma prostatico em cées e no homem o contrario. Mesmo
assim, o cdo €é a Unica espécie ndao humana que desenvolve HPB
espontaneamente, o que reforca sua utilizagdo como modelo experimental para
esta doenca no homem (ISAACS, 1984; BARSANTI & FINCO, 1997; DE MOURA,
2004).

Segundo BARSANTI & FINCO (1997), em cées da raca Beagle, a HPB
esta presente em 40% dos animais com 2,5 anos de idade, em mais de 80%
daqueles com mais de seis anos e em cerca de 95% dos com mais de nove anos.
No homem, aproximadamente 20% dos individuos com quarenta anos de idade,
70% daqueles com sessenta e 90% dos com setenta anos apresentam HPB
(COTRAN et al., 1999).



Em relacdo aos fatores hormonais envolvidos na patogenia da HPB,
sabe-se que a testosterona, produzida nos testiculos, é o principal androgeno
circulante no organismo e protagonista na génese desta alteracdo do crescimento
celular que acomete a prostata de caes e homens. Além disso, da origem a outros
dois hormonios, a DHT e o 17B-estradiol, também arrolados na etiopatogenia da
HPB (KLAUSNER et al., 1994; DE MOURA, 2004).

O desequilibrio dos androgenos prostaticos altera a interacdo entre
epitélio e estroma, visto que as células epiteliais respondem a estimulos de
fatores de crescimento produzidos pelas estromais. Esta alteragdo pode resultar
em descontrole na proliferagdo, migracdo e morte celular, tornando-se um dos
fatores que contribuem para a HPB (JANULIS & LEE, 1999, DE MOURA, 2004).

Embora a HPB esteja tipicamente associada a proliferacdo de células
epiteliais, pode também ser evidenciada pela diminui¢cdo da taxa de morte celular,
ou seja, um desequilibrio entre proliferacdo e morte celular. Dando suporte a esta
hipétese, KLAUSNER et. al. (1994) observaram que a sintese de DNA e a taxa de
renovacao celular estavam diminuidas em cdes com HPB experimental. Segundo
ZIADA et al. (1999), esse desequilibrio pode ser causado por fatores hormonais,
de crescimento e oncogenes.

Em relacdo ao aspecto histolégico da HPB canina (Figura 3), dois
padrées sao identificados, sendo denominada hiperplasia glandular o processo
qualificado por aumento simétrico da prostata, onde apenas células secretoras
estédo proliferando; e de hiperplasia complexa quando caracterizado por aumento
assimétrico da glandula, com éareas de hiperplasia glandular intercaladas com
focos de atrofia. Os elementos estromais sdo proeminentes, principalmente em
areas atroficas. Freguentemente observam-se acinos dilatados, cisticos e
preenchidos por material eosinofilico. Inflamacgé&o croénica e metaplasia escamosa
podem estar presentes (JUNIEWICZ et al., 1994; KLAUSNER et al., 1994).

SMITH (2008) afirma que inicialmente ocorre hiperplasia glandular e,
posteriormente, as transicdes em hiperplasia cistica, que muitas vezes leva a
formacdo de estruturas cisticas no parénquima da prostata, dando-lhe a
aparéncia tipica do favo de mel. J& JOHNSTON et al. (2000) definem a HPB em
cdes como um aumento dos seus componentes glandulares e estromais. O fato é

gue o envolvimento destes constituintes pode estar relacionado com a idade do



animal, pois em caes jovens, com cerca de 2,5 anos, essa alteracao tem maior
envolvimento glandular, enquanto que em animais com mais de cinco anos, ainda
gue ndo predomine, 0 envolvimento estromal € marcante, geralmente associado a
inflamac&o crénica (KLAUSNER et al. 1994; BARSANTI, 1999).

o ~ e AL -
Figura 3 — Fotomicrografias prostaticas caninas com HPB. A) Hiperplasia
prostatica epitelial papilifera. Proliferacdo epitelial com projecdes digitiformes
para o interior do limen acinar (seta). B) Hiperplasia prostética epitelial cistica.
Proliferacédo epitelial com acinos dilatados e irregulares (seta). HE, objetiva 20x.
(RODRIGUES, 2007).

A variedade de alteracbes que se manifesta em uma mesma prostata
pode contribuir para as divergéncias na literatura quanto a ocorréncia de
hiperplasia estromal. Areas de hiperplasia glandular podem estar associadas a
focos de atrofia epitelial, com proliferagdo de elementos estromais (colageno e
musculo liso), assim como dilatacfes cisticas. Ainda, a inflamacgédo usualmente
acompanha o processo, demonstrando que este complexo envolve diversas
alteracdes na arquitetura normal da glandula (OLSON et al., 1987).

O céancer prostatico e a HPB apresentam eventos similares em sua
patogenia; entretanto € improvavel que a HPB seja caracterizada como leséo pré-
neoplasica (DE MARZO et al.,, 1999), embora frequentemente ocorra em
concomitancia a lesdes potencialmente pré-malignas (PIN e PIA) ou a carcinomas
em prostatas humanas (SCIARRA et al., 2002; DI SILVERINO et al., 2003).

O tratamento padrdo e também mais efetivo para a HPB € a castracéo, e
s6 deve ser instituido se sinais clinicos estiverem presentes. A involucdo da
glandula comeca em poucos dias e pode-se observar 50% de reducdo em trés



semanas. Se a involugédo esperada ndo ocorrer deve-se investigar a presenca de
outras alteragbes, como neoplasias ou abscessos (KLAUSNER et al.,, 1994;
BARSANTI & FINCO, 1997).

e Atrofia inflamatoria proliferativa (PIA)

A atrofia da prostata € identificada pela reducdo no volume glandular e
estroma pré-existentes e pode ser dividida em dois padrdes, difuso e focal. A
atrofia difusa resulta da diminuicdo de andrégenos circulantes e envolve a
préstata como um todo, de maneira relativamente uniforme. Ao contrério, a atrofia
focal ndo esta relacionada a diminuicdo de andrégenos circulantes e ocorre como
areas de epitélio atrofico intercaladas com areas de epitélio de aspecto normal e
sdo proliferativas, sendo que a ampla maioria esta associada a inflamacéao, de
maneira que essas lesées podem se originar em um cenario de estresse oxidativo
aumentado, possivelmente derivado das células inflamatérias proximas (DE
MARZO et al., 1999; DE MARZO et al., 2006).

A inflamagéo é sugerida como um fator etiolégico capaz de incitar a
carcinogénese por causar dano celular e no genoma, promover a substituicao
celular e criar um microambiente no tecido rico em citocinas e fatores de
crescimento que podem elevar a replicacao celular, angiogénese e reparo tecidual
(PALAPATTU et al., 2004). Portanto, no que refere a carcinogénese, a inflamacéo
pode ser um agente iniciador, via efeitos genotdxicos, ou um agente promotor, via
efeitos citotoxicos (PLATZ & DE MARZO, 2004).

O termo atrofia inflamatdria proliferativa (P1A) foi proposto para designar
focos de epitélio glandular proliferativo com o aspecto morfoldgico de atrofia focal
simples e inflamagdo concomitante (DE MARZO et al., 1999). Neste contexto,
TOMAS et al. (2007) constataram baixa frequéncia de apoptose e alto indice
proliferativo nos focos de PIA, reiterando a caracteristica proliferativa da lesdo de
aparéncia atrofica.

RUSKA et al. (1998), FAITH et al. (2005), SUGAR (2006) e TOMAS et al.
(2007) questionaram gque se as células estao proliferando e ndo ha perda celular

por apoptose na PIA, as lesbes deveriam crescer em volume. Contudo, 0s



mesmos sugerem um equilibrio entre proliferacdo e perda por mecanismos que
ndo 0s apoptoticos. Acreditam em injuria celular direta e que as células lesadas
caiam no liumen glandular e sejam eliminadas no ejaculado ou capturadas por
macrofagos. Além disso, creem que o epitélio em regeneracao suprima a morte
celular programada, ao menos temporariamente, para substituir as células
perdidas, fato que poderia explicar a expressdo aumentada de Bcl-2 nas células
secretoras da PIA, resultando em niveis muito baixos de apoptose e embasando o
conceito de que a PIA é uma lesdo regenerativa. Os fatores de crescimento
poderiam estar sendo liberados tanto pelas células epiteliais lesadas quanto pelas
células inflamatdrias presentes.

Existem varios critérios para que se considere uma lesdo pré-maligna,
como relacdo epidemioldgica, presenca anterior ao cancer, semelhancas
morfolégicas e proximidade ou equivaléncia as suas presun¢des de malignidade
(VIS et al.,, 2001). A PIN é considerada a lesdo precursora mais provavel do
carcinoma prostatico invasivo por atender a tais critérios (FOSTER et al., 2000).

Apesar da PIA também ser apresentada como lesdo prostatica pré-
maligna, destaca-se que BILLIS (1998), ANTON et al. (1999) e BILLIS & MAGNA
(2003) ndo encontraram associacfes entre a atrofia prostatica e cancer. Ja
WANG et al. (2009) encontraram evidéncia direta, mostrando transi¢cdes
morfologicas entre PIA e PIN, e PIA e carcinoma na préstata humana. Além disso,
muitos focos de PIA compartilham alteracdes fenotipicas, genéticas e moleculares
com a PIN e o carcinoma, sendo que estes poderiam ser o principal alvo para a
transformacao neoplasica (PARSONS et al., 2001; VAN LEENDERS et al., 2003).

PUTZI & DE MARZO (2000) avaliaram a relacdo entre PIN, PIA e
adenocarcinoma prostatico em humanos e observaram concomitancia entre PIN e
PIA, carcinoma e PIA, e carcinoma e PIN, sendo as combinacfes de topografia
variada, observando-se desde lesdes adjacentes a distantes. Desta forma, os
mesmos acreditam que embora ndo seja regra, a PIA pode representar um
precursor para a PIN e/ou para o carcinoma prostatico, embora assumam que a
relacéo topografica ndo seja uma prova definitiva desta proposta. Enfatizam ainda
que nem todas as lesdes de PIN ou pequenas lesbes de carcinoma estdo
associadas a atrofia, assim como nem todas as lesdes atréficas sdo precursoras

do PIN ou carcinoma.



10

Segundo PALAPATTU et al. (2004), a PIA compreende uma resposta das
células epiteliais prostaticas normais a um microambiente de estresse e regides
individuais de PIA que sao inabeis em debelar o dano oxidativo do genoma
podem progredir para PIN ou cancer prostatico. Assim, as células epiteliais da PIA
sdo possiveis alvo de transformac¢des neoplasicas, passando ou ndo por PIN, o
gue significa dizer que estas dao origem ao carcinoma indireta ou diretamente.
Contudo, outros tipos de cancer parecem se desenvolver diretamente a partir da
PIN, enquanto outros ainda manifestam-se sem qualquer evidéncia de lesdes
precursoras (WANG et al., 2009).

Apesar de bem estabelecida na préstata humana, até o momento, apenas
dois trabalhos estudaram a PIA na préstata canina, buscando avaliar seu papel na
evolucdo do cancer prostatico nesta espécie (RODRIGUES, 2007; DI SANTIS,
2007), sendo que DI SANTIS (2007) caracterizou morfologicamente e
imunofenotipicamente a PIA e a PIN, validando o potencial pré-maligno destas
lesbes na préstata do cdo. Ainda, embora RODRIGUES (2007) nao tenha
examinado o aspecto proliferativo da PIA, encontrou imunomarcacao para COX-2
e TGF-B em quantidade intermediaria entre o tecido normal e o carcinoma
prostético, concluindo tratar-se de lesdo pré-neopasica, jA que o aumento na
expressdo desses reguladores de atividades celulares € comumente observado
em processos neoplasicos (WOLFF et al., 1998; GUPTA et al., 2000).

DI SANTIS (2007), com base nos critérios de DE MARZO et al. (1999),
propds a subdivisdo da PIA canina de acordo com o grau de inflamacao adjacente
aos focos atréficos, sendo discreta quando h& poucas células inflamatorias e
estas sao espacadas em sua maioria (Figura 4); moderada quando ha agregados
de células inflamatérias sem destruicdo tecidual ou formacdo de foliculos ou
nédulos linféides (Figura 5) e intensa quando da presenca de agregados
confluentes de células inflamatorias com destruicdo tecidual ou formacao de

foliculos ou nédulos linféides (Figura 6).
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Figura 4 - Fotomicrografia prostatica canina com foco de
PIA. Células epiteliais com aumento de volume nuclear e
nucleolar (seta vazada) e infiltrado inflamat6rio mononuclear
intersticial periacinar discreto (seta cheia). HE, objetiva 40x.
(DI SANTIS, 2007).

Figura 5 - Fotomicrografia prostatica canina com foco de PIA.
Células epiteliais com aumento de volume nuclear e
nucleolar (seta vazada) e infiltrado inflamatério mononuclear
intersticial periacinar moderado (seta cheia). HE, objetiva
40x. (DI SANTIS, 2007).
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PIA. Células epiteliais com aumento de volume nuclear e
nucleolar (seta vazada) e infiltrado inflamat6rio mononuclear
intersticial periacinar acentuado (seta cheia). HE, objetiva
40x. (DI SANTIS, 2007).

e Neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN)

Inicialmente, o termo displasia foi utilizado para designar alteragbes néo
usuais no epitélio glandular prostatico e diferencid-las de lesbes
inquestionavelmente benignas e de proliferagbes verdadeiramente neoplasicas, e
abrangia vérias alteracdes, como as de natureza atréfica, inflamatéria e
metaplasica, além de hiperplasias atipicas glandulares e intraductais
(KASTENDIECK & HELPAP, 1989).

Em 1986, MCNEAL & BOSTWICK propuseram que a displasia intraductal
na préstata humana poderia representar uma lesdo pré-maligna, constituindo-se
no precursor biolégico direto do carcinoma prostatico. O termo neoplasia intra-
epitelial prostatica (PIN) foi proposto por BOSTWICK & BRAWER (1987) e
endossado consensualmente em 1989 (DRAGO et al., 1989), com o intuito de
substituir termos sinbnimos como displasia intra-ductal, hiperplasia atipica acinar,
hiperplasia com alteracdes malignas, marcada atipia e displasia ducto-acinar,
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unificando a terminologia PIN para designar as alteracdes displasicas intra-
epiteliais da prostata humana (BOSTWICK, 1995).

A PIN é observada em mais de 85% dos casos de cancer prostatico e em
43% de forma contigua as lesbBes prostaticas benignas da prostata humana
(MCNEAL & BOSTWICK, 1986; BOSTWICK, 1995), sendo que estudos acerca do
comportamento bioldgico desta lesdo comprovaram o aspecto pré-maligno da
mesma (BOSTWICK & BRAWER, 1987; FENELEY & BUSCH, 1997; DE MARZO
et al., 2003; BOSTWICK & QIAN, 2004; JONIAU et al., 2005).

Os mecanismos de proliferacao e diferenciacéo celular estdo alterados na
PIN, pois sdo observadas células basais atipicas, com potencial proliferativo,
migrando para o0 compartimento secretor, enquanto no tecido normal ou
hiperplasico a capacidade proliferativa € restrita a camada basal (HELPAP, 1998;
DI SANTIS, 2007; RODRIGUES, 2007). Com a indiferenciacao celular, tende a
ocorrer perda gradativa das células basais, facilitando a extensédo da lesdo para o
estroma e sua transformacdo em carcinoma invasivo (ALGABA, 1997), com
aumento da atividade proliferativa, neovascularizagcédo, instabilidade genética e
variacdo na quantidade de DNA (MCNEAL, 1989; BOSTWICK, 1997).

Histologicamente, a PIN consiste de alteragbes nos ductos ou &cinos,
geralmente multifocais. A lesédo pode ser de baixo (LGPIN) ou alto grau (HGPIN).
Focos de LGPIN caracterizam-se por ductos ou acinos com epitélio hipercelular,
condensado e irregular, com marcada variacdo do tamanho nuclear. Nucleos
alongados, hipercromaticos e pequenos nucléolos podem estar presentes. A
HGPIN é semelhante a LGPIN, porém a alta celularidade e a estratificacé@o celular
sdo mais evidentes e a varia¢do do volume nuclear entre as células é menor, pois
a maioria possui nucleo aumentado. Nucléolo proeminente e frequentemente
multiplo € uma caracteristica da PIN. Além disso, a membrana basal apresenta-se
integra e a lesdo apresenta crescimento lento (Figura 7) (BOSTWICK, 1995).

O primeiro relato mencionando HGPIN em caes descreve a presenca da
lesdo em 19 (66%) de 29 glandulas com diagndstico de adenocarcinoma. As
caracteristicas histolégicas da PIN na prOstata canina sdo similares aquelas
descritas na glandula humana (WATERS et al., 1997).
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Figura 7 - Fotomlcrografla prostatlca canina com foco de PIN.
Epitélio acinar estratificado e displasico, com marcada variacdo do
tamanho nuclear, nucléolo evidente e perda de diferenciacao
citoplasmatica (seta cheia). Neovascularizacdo confluindo na

regido circunvizinha aos acinos (setas vazadas) HE, objetiva 40x.
(DI SANTIS, 2007).

Assim como WATERS & BOSTWICK (1997a), que observaram incidéncia
de 55% de casos de PIN de alto grau em cées idosos e ndo castrados, sem
apresentarem evidéncias clinicas de cancer, DI SANTIS (2007) observou apenas
12,5% de casos de PIN canina nas mesmas condi¢cdes. No entanto, AQUILINA et
al. (1998) observaram PIN em 72% dos animais com adenocarcinoma prostético.
Os autores consideraram a frequente associacdo de PIN e adenocarcinoma um
forte indicativo de que aquela seja uma lesdo pré-maligana. Apesar da incidéncia
da lesao ter sido baixa nos animais sem cancer prostatico, 0s mesmos acreditam
que a PIN possa ter sido subestimada pelo fato de se ter avaliado apenas uma
amostra do tecido prostatico na maioria dos casos. Ainda segundo esses autores,
a prevaléncia da PIN em cées e em humanos € influenciada pela idade e por
andrégenos testiculares, constituindo a Unica espécie ndo humana em que a PIN
se desenvolve espontaneamente.

A PIN nas préstatas canina e humana apresenta-se de forma semelhante

no que diz respeito a morfologia, imunofendtipo e associacdo com o cancer
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(WATERS et al., 1997; BOSTWICK et al., 2000). Assim, a prostata canina é
apontada como modelo para a determinacao dos fatores que regulam a aparente
progressdo do epitélio benigno para PIN, e deste para o carcinoma invasivo
(WATERS & BOSTWICK, 1997a e b).

e Neoplasias prostaticas

As neoplasias da prOstata canina geralmente sdo epiteliais malignas e,
muitas vezes, apresentam estrutura glandular ou acinar. Portanto, sao
classificadas como adenocarcinomas. Apesar disso, ha relatos de fibrossarcoma,
leiomiossarcoma, hemangiossarcoma e linfoma primérios da préstata (MCENTEE,
2002; WINTER et al., 2006). Ressalta-se que o adenocarcinoma e o0 carcinoma
indiferenciado compreendem os tipos histolégicos mais comuns (BELL et al.,
1991; LADDS, 1993; WATERS et al., 1996; CORNELL et al., 2000).

Em contraste ao que ocorre na espécie humana, na qual o carcinoma
prostatico é a forma mais comum de cancer no homem e a segunda causa de
Obito entre esses homens (GARNICK, 1997; COTRAN et. al., 1999; VERHAGEN
et. al., 2002), nos cées as neoplasias das glandulas sexuais acessorias sao raras
e relatadas com maior frequéncia em animais adultos e idosos (BELL et al., 1991;
LEROY & NORTHRUP, 2009). Destaca-se que a lesdo é extremamente rara em
qgualquer outra espécie animal (KARR et al., 1995; DE MARZO et al., 1999;
CORNELL et al., 2000; COFFEY, 2001; MACLACHAN & KENNEDY, 2002).

De acordo com OLSON et al. (1987), cdes com adenocarcinoma
prostatico apresentam, em meédia 9,3 anos, variando de cinco a 13 anos.
AQUILINA et al. (1998) estudaram a préstata neoplasica canina e obtiveram a
média de nove anos. Ja BELL et al. (1991), CORNELL et al. (2000) e TESKE et
al. (2002) reportam a média de dez anos, com variagdes entre seis e 14 anos.

Histologicamente, a maioria dos carcinomas prostaticos humanos e
caninos apresenta padrdo intra-alveolar e morfologia heterogénea, variando de
pequenos focos de células relativamente bem diferenciadas a camadas de células
anaplasicas, lembrando carcinoma de células renais claras ou carcinoma de
células transicionais (Figura 8) (EPSTEIN & MURPHY, 1997; LEROY &
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NORTHRUP, 2009). Em associacao aos focos de neoplasias da préostata canina é
possivel encontrar focos de HBP, dilatacdo glandular e inflamac¢&o supurativa ou
linfoplasmocitaria significativa (BARSANTI, 1995).

Figura 8 - Fotomicrografia de carcinoma prostatico canino.
Areas de hemorragia entre as células neoplasicas (seta larga)
e figura de mitose (seta vazada). Proliferacdo celular,
anisiocitose, anisiocariose e perda da conformacgdo acinar.
HE, objetiva 40x/1.6x. (DE MOURA, 2004).

Os carcinomas prostaticos na espécie humana séo classificados de
acordo com o sistema de Gleason, que atribui escores (1-5) aos tumores com
base na diferenciacdo arquitetbnica de células em amostras coradas em HE
(HUMPHREY, 2004). Os escores de Gleason sédo atribuidos para dois padrdes
morfolégicos predominantes, que sao somados e produzem a nota final (exemplo,
Gleason 3+4=7), 0 que torna o sistema um indicador preciso da progressao e
evolucao clinica da doenga (HUMPHREY, 2004).

Padrdes semelhantes a Gleason foram encontrados nas neoplasias da
glandula canina (AQUILINA et al., 1998), mas seu significado progndstico é
desconhecido. Portanto, esta classificagdo néo € realizada rotineiramente
(MACLACHAN & KENNEDY, 2002).
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A avaliacdo histologica sugere que o processo neoplasico na préstata
humana tem inicio em lesGes pré-malignas, como as displasias, em que as
células sofrem alteracdes substanciais, diferindo-se das normais e adquirindo
caracteristicas proliferativas e de dominancia sobre as demais ao seu redor
(WEINBERG, 1996; O'SHAUGHNESSY et. al., 2002). Portanto, acredita-se que a
fase inicial do adenocarcinoma da prostata corresponda a HGPIN (MCNEAL,
1989; BOSTWICK, 1995; DE MARZO et al.,, 2006; BOSTWICK & QIAN, 2004;
JONIAU et al., 2005), que foi encontrada em 82% das prostatas com carcinoma
invasivo e em 43% das glandulas de homens acima de 50 anos sem sinais de
neoplasia (MCNEAL, 1989). No cao, a ocorréncia de PIN de alto grau com
carcinoma concomitante € relatada entre 30% e 72% dos casos (AQUILINA et al,
1998; MADEWELL et al., 2004). Em contraste, na auséncia de carcinoma a PIN
foi encontrada em apenas 3% dos casos por MADEWELL et al. (2004) e néo
relatada por AQUILINA et al. (1998).

O desenvolvimento do céancer prostatico humano estd associado a
mutacBes em genes prostaticos susceptiveis, como RNASEL e MSR1, juntamente
a defeitos sométicos em genes, como GSTP1, NKX3.1, PTEN, CDKN1B e o gene
receptor de andrégeno (DE MARZO et al., 2003). J& em cées, pouco se sabe
sobre a patogénese molecular e origem dos carcinomas da prostata (WINKLER et
al., 2006). De acordo com LEROY & NORTHRUP (2009), nao foram identificadas
mutacBes somaticas predispondo ao risco aumentado para o desenvolvimento do
cancer prostatico canino. No entanto, WINKLER et al. (2006) afirmam que ha
anormalidades cromossGmicas no carcinoma de préstata canina, como a
polissomia do cromossomo 13, hiperdiploidia, fusdes centroméricas e marcadores
com dois bracos. Ainda, MADEWELL et al. (1991) observaram aneuplodia em
carcinomas prostaticos caninos. Contudo, GANEM et al. (2007) afirmam que a
importancia da aneuploidia na génese do cancer de prostata humano ou canino &
incerta, pois ndo se sabe se esta alteracdo € causa ou consequéncia da
transformacao neoplasica.

Por se tratar de uma doenca multifatorial, tanto fatores endégenos quanto
exodgenos tém sido preditos como predisponentes ao risco de cancer da prostata
no homem, incluindo histérico familiar, ragca, idade e fatores nutricionais
(BOSTWICK et al., 2004; SONN et al., 2005), o que ndo se pode extrapolar aos
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cées, dificultando ainda mais a identificacdo das alteracdes genéticas associadas
ao processo (LEROY & NORTHRUP, 2009).

Devido a natureza agressiva da neoplasia e da falta de um teste de
identificacdo de cdes com cancer prostatico em estagio inicial, metastases sao
observadas em cerca de 80% dos cées e localizadas preferencialmente nos
linfonodos pélvicos, iliacos internos e externos até corpos vertebrais, sistema
esquelético e pulmdes (KOZLOWSKI, 1999; BARSANTI & FINCO, 1997;
CORNELL et al., 2000; TESKE et al., 2002; LEROY & NORTHRUP, 2009).

A etiologia é considerada espontanea, mas nao ha duvidas quanto ao
envolvimento hormonal (BONKHOFF et al., 1999). JOHNSTON et al. (2000)
relataram que a deplecdo andrégena pos-orquiectomia resulta em involucdo de
lesBes proliferativas prostaticas benignas, mas nao de carcinomas prostaticos.

BELL et al. (1991) estudaram o comportamento biolégico do
adenocarcinoma prostatico em cdes castrados e ndo castrados. Observaram
metastases em 89% dos animais e curiosamente as lesGes pulmonares
prevaleceram nos caes orquiectomizados. Além disso, o tipo histologico
observado com maior frequéncia foi 0 adenocarcinoma pouco diferenciado. Neste
contexto, sugere-se que O carcinoma prostatico possa ser mais agressivo nos
caninos castrados, mesmo considerando que cédes ndo castrados sdo mais
susceptiveis a doencas prostaticas (KRAWIEC & HEFLIN, 1992; SORENMO et
al., 2003; BRYAN et al., 2007). Para TESKE et al. (2002), a castracdo nao inicia,
mas favorece a progressao do processo neoplasico. Ja MAHAPOKAI et al. (2000)
descrevem que 0 aumento no numero de células basais observado na préstata de
animais castrados sugere gue 0s carcinomas prostaticos mais agressivos possam
ter origem nessas células, visto que as mesmas sdo androgeno-independentes,
sobrevivem e proliferam ativamente na auséncia de tais horménios. No que diz
respeito aos humanos, GARNICK (1997) cogita a possibilidade da vasectomia
aumentar o risco de cancer prostatico nesta espécie.

SWINNEY (1998) sugere duas possibilidades etiol6gicas para a neoplasia
prostatica em caes orquiectomizados: 1) as células envolvidas no tumor séo
horménio independentes e 2) as neoplasias sofrem influéncias de horménios

extratesticulares, como os produzidos na adrenal.
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Segundo PYLKKANEN et al. (1996), existem diferencas significativas
entre o cancer prostatico humano e canino, como a baixa incidéncia, o longo
periodo de laténcia e o grau de resposta hormonal, que descartam o cado como
modelo préatico para a carcinogénese prostatica humana. No entanto, de acordo
com BOSTWICK et al. (2000), existem semelhancas consideraveis, como o
desenvolvimento embrionério, a anatomia macroscépica e a microscépica
(LEROY & NORTHRUP, 2009), o desenvolvimento em idade avancada, a
concomitancia com focos de PIN, a localizacdo anatdbmica e a propensdo para
metdstases ésseas, que tornam a espécie canina um modelo experimental

adequado para o estudo do cancer prostatico humano.

1.3. Membrana basal e invasao tumoral

A membrana basal (MB) € extremamente importante no controle das
atividades celulares e principalmente na manutencdo da fisiologia das células
epiteliais (LABAT-ROBERT et al., 1990; FERGUSON et al., 1992; HAYWARD et
al., 1997). Na prostata canina, a MB d& suporte a camada de células do epitélio
basal que, por sua vez, sustenta o epitélio secretor (DORFMAN & BARSANTI,
1995; BARSANTI & FINCO, 1997), sendo que nos acinos esta € descontinua
(LEAV et al., 2001; Di SANTIS, 2003) e nos ductos continua (LEAV et al., 2001).
Ja o estroma prostético € constituido por fibroblastos e células musculares lisas,
envolvidos em colageno, com vasos sanguineos e nervos (DORFMAN &
BARSANTI, 1995; BARSANTI & FINCO, 1997).

Os principais componentes estruturais da MB séo colagenos tipos IV e V,
laminina, fibronectina e proteoglicanos. A relagcdo entre esses e a presenca ou
auséncia de fibronectina definem o tipo de MB nos diferentes tecidos (LIOTTA et
al. 1983; BRAY et al. 2002). Os constituintes basicos da MB foram detectados na
prostata humana normal e nos carcinomas com diferentes graus de diferenciacdo
tumoral, & excecdo do colageno do tipo VII, ausente nos ductos neoplasicos
(KNOX et al., 1994).

A descontinuidade da MB facilita a progressdo da neoplasia prostatica
(EPSTEIN, 1997; HELPAP, 1998). Além disso, a ruptura desta estrutura e a
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protedlise da matriz extracelular (MEC) podem alterar a aderéncia celular, além
de liberar fragmentos bioativos, dentre estes, fatores de crescimento e citocinas
(MC CAWLEY & MATRISIAN, 2001; ORTEGA & WERB, 2002; SCHENK &
QUARANTA, 2003), facilitando a invaséo tumoral. As enzimas de maior interesse
na protedlise da MEC, por degradar especificamente a MB, sdo as gelatinases A
(MMP-2) e B (MMP-9) (APARICIO et al. 1999, BOHLE & KALTHOFF, 1999).

Microfibrilas de colageno tipo IV e fibras do sistema elastico - fibras
elasticas, elauninicas e oxitalanicas — (CARNEIRO & JUNQUEIRA, 1995) também
sdo encontradas no estroma prostético e apresentam modificacbes durante a
involugdo prostatica. Esses componentes parecem estar envolvidos no controle
de alguns aspectos do comportamento celular e desempenham papel estrutural,
mantendo a integridade do o6rgdo (CARVALHO et al., 1997b; 1997a).
Modificacdes nas fibras do sistema elastico e nas células musculares também
foram descritas na préstata humana em condicdes normais e patoldgicas
(TOBOGA & VIDAL, 2003; VILAMAIOR et al. 2003). Ap6s a castracéo, as células
musculares e fibras do sistema elastico sofrem alteracdes fenotipicas, passando
do estado contratil ao de uma célula com capacidade de sintese e secrecao de
componentes da MEC, auxiliando no remodelamento dos componentes fibrilares
do estroma (VILAMAIOR et al. 2000).

Segundo SOLOMON et al. (1991), um neoplasma resulta de uma série
progressiva de alteracfes genéticas que ocorrem em um Unico clone celular,
como resultado de uma série de fatores, como alteracdo nos oncogenes sob agao
de fatores de crescimento e dos genes supressores tumorais. Dessa forma, a
célula transformada difere da célula normal principalmente pela notavel
capacidade de esquivar-se dos mecanismos homeostaticos do organismo,
favorecendo uma proliferacdo descontrolada. No entanto, essa proliferacéo cessa
gquando a neoplasia ja ndo consegue mais realizar o metabolismo apenas por
difusdo. Se continuar crescendo, as células ao centro morrerdo por necrose ou
apoptose. Acredita-se que microtumores neste estagio possam sobreviver em
estado dormente, em que o numero de células que proliferam se equivaleria ao
das que morrem (FOLKMAN, 1985; GASTL et al.,1997).

Para continuar a se desenvolver, a neoplasia precisa induzir a secrecao

de fatores pr6-angiogénicos, que induzem as células endoteliais dos vasos
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sanguineos adjacentes a degradar sua lamina basal e migrar em sua dire¢éo. Isto
faz com que o neoplasma se torne mais invasivo, conferindo-lhe maior potencial
metastatico (AUSPRUNK & FOLKMAN, 1997).

Do ponto de vista evolutivo, podemos considerar a neoplasia uma forma
aberrante de vida, de extraordinaria complexidade, que n&do pode ser explicada
unicamente por suas alteracdes genéticas (CLARK et al., 1995). Dessa maneira,
0 processo de transformacdo de uma célula normal em neoplasica maligna passa
por uma evolucdo sequencial, que culmina em invasao tumoral e metastase, e
esta relacionada a uma série de acontecimentos celulares e moleculares nas
células tumorais e adjacentes (BYERS et al., 1994; EFFERT et al., 1995;
ECCLES, 1999). Assim, a invasao tumoral consiste de etapas que incluem a
interacdo das células tumorais com a matriz extracelular (MEC), a destruicédo
hidrolitica desta pela liberacdo de enzimas proteoliticas e a subsequente
migracdo das ceélulas tumorais através da é&rea destruida (DEL MAESTRO et
al.,1990; AMBIRU et al., 1997).

Dentre as enzimas proteoliticas envolvidas na invasdo tumoral estdo as
matrizes de metaloproteinases (MMP), que contribuem para o crescimento
tumoral clivando dominios especificos de fatores de crescimento ancorados na
membrana plasmaética, liberando peptideos que sao mitogénicos para as células
tumorais e endoteliais (ECCLES, 1999) e ativando fatores angiogénicos (DEVITA
et al., 2001). Dessa forma, o processo de transformacéo neoplasica passa por
ativacdo da cascata de transducao de sinais celulares e moleculares. Isso ocorre
tanto nas células tumorais quanto nas estromais adjacentes ao tecido lesado
(HAHNEL et al., 1993; APARICIO et al., 1999), o que promove a motilidade e a
solubilizacdo de fatores de crescimento ligados a degradacdo das proteinas da
MEC, culminando em invasdo tumoral e metastase (EFFERT et al., 1995;
ECCLES, 1999; MCCAWLEY & MATRISIAN, 2001).

Proteinas de quatro grandes familias de proteases representam as
enzimas proteoliticas que degradam MEC e sao expressas em tumores:
metaloproteinases, aspartil-proteases, cisteino-proteases e serino-protease
(LIOTTA et al., 1991; ECCLES, 1999). O enfoque deste estudo se restringira a
analise das metaloproteinases e serino-protease de matriz extracelular por se

apresentarem de forma variada e abundante em ambientes tumorais.
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1.4. Matrizes de metaloproteinases (MMP)

As MMP constituem um grupo de endopeptidases calcio-zinco-
dependentes, com atividade hidrolitica de amplo espectro para as proteinas e
outros componentes extracelulares como colageno, elastina, laminina,
fibronectina e proteoglicanos (HEIKINHEIMO & SALO, 1995; BAGAVANDOSS,
1998; TANNEY et al., 1998; ISHIZUYAOKA et al., 2000; QUARANTA, 2000).

Essas enzimas estdo amplamente distribuidas em individuos saudaveis,
desempenhando papel importante em processos fisiolégicos como a cicatrizagdo
de feridas (WOLF et al., 1992; WYSOCKI et al.,, 1993), a reabsor¢cdo 6ssea
(MIKUNI & CHENG, 1987), a involucdo mamaria (TALHOUK et al.,1992) e outras
funcdes fisiolégicas associadas a gravidez e parto (HUPPERTZ et al., 1998;
JEFFREY, 1991) No entanto, o principal interesse nas MMP diz respeito ao seu
papel em certos mecanismos patoldégicos onde a protedlise da MEC € sua
caracteristica chave (MURRAY, 2001).

Dentre as enfermidades em que as MMP estdo envolvidas destacam-se
artrite reumatoide (MIKUNI & CHENG, 1987; HARRIS, 1990), fibrose hepatica
(AHRENS et al., 1996), enfermidades periodontais (PAGE, 1991), esclerose
multipla (CHANDLER et al., 1997), doencas cardiovasculares (TAMARINA et al.,
1997), alteracbes hematoldgicas (GUEDEZ et al., 1996) e cancer (ARTHUR,
1994). Nesta ultima, especialmente a acdo dessas enzimas encontra-se no
processo de invasdo através da membrana basal (MB) e do estroma pelas células
tumorais, angiogénese, penetracao nos vasos sanguineos e metastase (WERB et
al., 1996; BOHLE & KALTHOFF, 1999; HIDALGO & ECKHARDT, 2001).

As MMP pertencem a uma familia de mais de 23 proteinas (VISSE &
NAGASE, 2003; PAGE MCCAW et al.,, 2007) que sao produtos de genes
homologos ou pseudo-homodlogos relacionados entre si (WOESSNER, 1991). Sao
classificadas de acordo com critérios estruturais e funcionais em cinco grupos de
diferentes especificidades ao substrato (SHINGLETON et al., 1996): colagenases
(MMP-1, MMP-8 e MMP-13), gelatinases (MMP-2 e MMP-9), estromalisinas
(MMP-3, MMP-10, MMP-11 e MMP-26), matrilisina (MMP-7) e metaloproteinas de
membrana (MT-MMP) (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24 e MMP-
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25, também conhecidas como MT1-MMP a MT6-MMP, respectivamente.) (HE et
al., 1989; PARSONS et al., 1997; CAWSTON, 1998).

Ha também algumas MMP que possuem caracteristicas especiais que
impedem sua insercdo nos grupos supracitados, como a metaloelastase de
macrofago (BELAAOUAJ et al., 1994), a estromalisina-3 (BASSET et al., 1990), a
MMP-19 (PENDAS et al.,1997) e a enamelisina (LIANO et al., 1997).

A atividade catalitica das MMP pode ser regulada de quatro maneiras: na
expressao génica; na compartimentalizacdo (acumulo enzimatico pericelular);
pela ativacdo de pro-enzimas secretadas (Pro-MMP); e acdo dos inibidores
teciduais de metaloproteinases (TIMP) (VISSE & NAGASE, 2003; PARKS et al.,
2004; PAGE MCCAW et al., 2007). AlteracBes nesses sistemas reguladores tem
sido associadas a progressédo tumoral (BOHLE & KALTHOFF, 1999).

As MMP séao sintetizadas e secretadas na forma de um precursor latente,
este proteoliticamente ativado no espaco extracelular por outras proteases como
a plasmina, a triptase e a quinase. Além disso, as MMP podem ser ativadas por
processos de auto-ativacdo ou auto-clivagem, bem como por uma cascata em
que uma MMP ativa - MT1-MMP, por exemplo - é capaz de ativar uma MMP
latente - MMP-2 (MATRISIAN, 1990; STAMENKOVIK, 2000).

A fisiopatologia dos processos benignos e malignos na qual as MMP e as
TIMP estdo implicadas envolve alteracbes na MEC e tem sido alvo de
investigacdo. Contudo, o papel das MMP na fisiopatologia tumoral como
determinante do potencial metastatico das células neoplasicas tem gerado maior
interesse em investigacao clinica, ja que o processo de invasao tumoral inicia-se
a partir da degradacdo de elementos da MEC e do estroma intersticial, como
colageno, laminina, fibronectina, galactinas e proteoglicanos (LIOTTA et al.,1991).

In vivo, a expressdo das MMP ocorre nas células tumorais e nas
estromais adjacentes ao tumor invasivo, fornecendo um mecanismo eficiente para
a degradacdo da MEC. Pode ser que ambos os componentes celulares
contribuam em pontos diferentes da cascata metastatica. Segundo APARICIO et
al. (1999), as células tumorais positivas para MMP podem contribuir para o
crescimento e invasdo do tumor enquanto o elemento estromal colabora no

processo de remodelacdo que ocorre no tecido adjacente ao neoplasma.



24

Acredita-se que em tumores malignos ocorra superexpressao de MMP e
subexpressao de TIMP, o que resulta em aumento da atividade proteolitica
(BASSET et al., 1997; JOHNSEN et al., 1998; BOHLE & KALTHOFF, 1999). Esta
superexpressao é mediada por fatores de crescimento e citocinas secretados
pelas células neoplésicas, estromais e inflamatorias durante a progresséo tumoral
(BOHLE & KALTHOFF, 1999), ampliando a capacidade de invasdo da MEC e
disseminacao da neoplasia (MC CAWLEY & MATRISIAN, 2001).

Um aspecto relevante da dindmica das MMP na fisiopatogenia tumoral &
que sua expressdo ocorre tanto nas células neoplasicas quanto nas estromais e
endoteliais peritumorais (HAHNEL et al., 1993). Em consequéncia disso, e ainda
por serem expressas de forma abundante em tumores malignos,
independentemente de sua origem celular (HEPPNER et al., 1996; BASSET et al.,
1997; JOHNSEN et al., 1998), o emprego dessas enzimas como marcadores
tumorais vem sendo amplamente estudado (STAMENKOVIC, 2003).

Correlacdo significativa entre aumento na expressdo de MMP e pior
progndéstico, em termos de sobrevida, p6de ser demonstrada em neoplasias ha
espécie humana, como para estromalisina-3 (MMP-11) em cancer de mama
(AHMAD et al., 1998), colén (PORTE, 1995) e prostata (ROUYER et al., 1995);
gelatinase B (MMP-9) em neoplasma colorretal (ZENG et al., 2003) e prostéatico
(HAMDY, et al., 1994); gelatinase A (MMP-2) em neoplasma gastrico (ALLGAYER
et al., 1998), ovariano (GARZETTI et al., 1995), mamario (TALVENSAARI-
MATTILA et al., 1998), vesical (KANAYAMA et al., 1997) e prostatico (STEARNS
& WANG, 1993); e colagenase-3 (MMP-13) em neoplasma de mama
(BACHMEIER et al., 2001).

No cancer de proéstata, varias MMP tém sido descritas como coadjuvantes
na invasdo tumoral e metastase (LIOTTA et al., 1991; POWELL et al., 1993;
KNOX et al., 1996; LOKESHWAR, 1999). Entre os diferentes membros das MMP,
as isoformas MMP-2 e MMP-9 vém sendo estudadas contiguamente (GOMEZ et
al.,1997; LEEMAN et al., 2002) e aparecem aumentadas em amostras de tecidos
de pacientes com cancer prostatico, estando correlacionadas a estagios
avancados do tumor e a pior prognoéstico. Portanto, servindo como bons

marcadores de progressao tumoral e de prognostico (BRATLAND et al., 2003;
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JUNG et al., 2003; LIAO et al. 2003 ; TRUDEL et al., 2003; SAUER et al., 2004,
MORGIA et al., 2005; SEMAAN et al., 2005, LI et al., 2007).

As proteinases MMP-2 (gelatinase A; 72 kDa) e MMP-9 (gelatinase B; 92
kDa) sdo conhecidas como promotores de invasdo e metastase em uma
variedade de tumores, incluindo os coélon (KARAKIULAKIS et al., 1997), mama
(BACHMEIER et al., 2001) e cérebro (PAGENSTECHER et al.,, 2001). A
expressdo de MMP-2 e MMP-9 em tecidos prostaticos benignos e malignos foi
também documentada (VARANI, et al., 2001; WILSON et al., 2002). Os substratos
dessas MMP sdéo principalmente colageno 1V, V, elastina, gelatina, fibronectina e
laminina (DOCHERTY et al.,, 1992), sendo que a atividade enzimatica
preferencialmente ocorre nas células do estroma em torno das células tumorais
(BREHMER et al., 2003).

A expressao de gelatinase A (MMP-2) parece ser constitutiva enquanto a
gelatinase B (MMP-9, de 92 kDa) € expressa principalmente por células malignas
e parece estar relacionada a inflamacdo, pois € imunomarcada também em
neutrofilos, eosinofilos e macréfagos (MASSOVA et al.,, 1998; NAGAOKA &
HIROTA, 2000). A MMP-2 é predominantemente inibida por TIMP-2 (BEE et al.,
2000) e TIMP-4 (LIU et al.,, 1997) e a MMP-9 principalmente por TIMP-1
(SCHAEFER, et al., 1997).

Expressao aumentada de MMP-9 foi verificada em carcinomas de pulmao
humano (CHU et al., 1997) e tumores de células gigantes 6sseos (FRENCH et al.,
1994). Quanto ao carcinoma prostatico, BREHMER et al. (2003) acreditam na
provavel correlacdo entre MMP e o escore de Gleason, apesar de ndo terem
encontrado resultados significativos, mas justificam o fato pelo pequeno nimero
de amostras avaliado. Afirmam ainda o aumento da expressdo de MMP-9 em
tumores nado palpaveis.

HOEKSTRA et al. (2001) sugeriram o estudo da expressdo de MMP nos
tecidos como ferramenta para a avaliacdo do grau tumoral, dada a correlagéao
entre a expressdao de MMP no tumor e o estadgio do mesmo. Um exemplo é o
aumento de MMP-2, 7, 8, 9, 10, 13 e 14 em pacientes com céancer prostatico
quando comparados aos saudaveis (STEARNS & STEARNS, 1996). Também
JUNG et al. (2003) demonstraram elevada expressdao de MMP-9 no plasma

sanguineo de ratos com cancer prostatico progressivo, sugerindo a avaliagdo dos
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niveis de MMP-9 como ferramenta para monitorar a progressdo do carcinoma
prostético humano. Ainda, LIAO et al. (2003) e PANG et al. (2004) demonstraram
gue hormdnios androgenos podem regular a expressdo de MMP-2 e MMP-13.

O envolvimento das MMP nos tumores caninos e a relacdo dessas com o
grau tumoral foram demonstrados pela primeira vez por LOUKOPOULOQOS et al.
(2003). No entanto, estudos anteriores ja haviam encontrado MMP-2 e MMP-9 em
tumores caninos e tecidos normais, sendo detectadas em c&es com
osteossarcoma (LANA et al.,, 2000) e mastocitoma cutaneo (LEIBMAN et al.,
2000) em niveis mais elevados do que no tecido estromal ndo afetado. Contudo,
ndo ha registros até o momento sobre a participacdo das MMP nos processos

benignos e malignos da prostata canina.

1.5. Receptor de Ativador de plasminogénio do tipo uroquinase

O sistema ativador de plasminogénio (PA) €& composto por uma
serinoproteinase tipo uroquinase PA (uPA) e seu receptor (UPAR), uma
serinoprotease tipo tecido PA (tPA), plasminogénio e seus mdltiplos receptores,
bem como por trés inibidores (inibidores do ativador do plasminogénio - PAI-1,
PAI-2 - e protease nexina 1). Essas moléculas sdo encontradas na maioria dos
tecidos e fluidos corporais (WANG, 2001; BOCK & WANG, 2004).

A enzima uPA (54 kDa) é secretada como pré-enzima inativa que, apés
se ligar ao receptor de alta afinidade, catalisa a clivagem do plasminogénio para
formar a plasmina, que pode tanto degradar diretamente a membrana e a MEC
qguanto ativar outras proteases latentes, promovendo assim a disseminacgao
neoplasica (WANG, 2001; BOCK & WANG, 2004; SEHGAL et al., 2006).

Constituintes do sistema PA, em particular o uPAR, sdo adequados para
analise de rotina, j4 que apresentam niveis elevados de antigeno ndo apenas no
tecido neoplasico, mas também no soro, tornando-o facilmente acessivel para a
mensuracao (GAO et al., 2001; PLOUG et al., 2002; BOCK & WANG, 2004;
SEHGAL et al., 2006).

O sistema PA tem sido aludido por desempenhar papel central na adesao

celular, regulagdo da migracdo, cicatrizacdo, angiogénese, inflamacdo e
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regulando fatores de crescimento e invasao tumoral (PEI et al., 1999; GAO et al.,
2001; PLOUG et al., 2002 ; BOCK & WANG, 2004; SEHGAL et al., 2006), com
importante funcéo nos processos de metastase (COHEN et al., 1991; VASSALLI,
1994; DANO et al., 1994; KOBLINSKI et al., 2000).

Ha relatos sobre variacdo da expressdo de uPAR nas células tumorais, do
estroma ou ambas (BOCK & WANG, 2004; PIIRONEN et al., 2006) e ainda nas
células endoteliais vasculares, musculares lisas, neutréfilos e monocitos em
diferentes tipos de tumores (HADDOCK et al., 1991; PLESNER et al., 1994). No
entanto, as diferentes acdes deste sobre cada tecido ou tipo tumoral, se houver,
ainda nao foram totalmente explicadas (BOCK & WANG, 2004). Segundo BOCK
& WANG (2004), a variacdo de achados é inerente ao grande numero de
anticorpos e técnicas utilizadas.

O fato de se ter encontrado associagcdo entre uPAR e maior grau
histologico e estados avancados no céncer prostatico (STEWART et al.,, 2004)
torna qualquer expressao elevada de uPAR no cancer ndo sé uma possivel, mas
valiosa ferramenta de diagndstico. Além disso, também desperta a atencdo como
alvo terapéutico (MAZAR, 2001; BOCK & WANG, 2004; SEHGAL et al., 2006)

A avaliacdo de uPA e uPAR na prOstata é centrada no cancer primario
deste 6rgdo em pessoas e em modelos de doencas prostaticas em ratos e
camundongos (GILARDONI et al.,, 2003; PULUKURI et al., 2007). Nos caes,
BAILEY et al. (2006) foram os primeiros a relatar a expressao constitutiva destas
proteinas na prostata normal, ndo havendo relatos sobre o comportamento das
mesmas no tecido prostatico canino alterado.

Quanto a localizacéo e expressdo de uPAR ha controvérsias (BAILEY et
al., 2006; LI & COZZI, 2007; DASS et al., 2008; KUMANO et al., 2009). WILSON
et al. (1995) encontraram em ratos variacao significativa na expressdo de uPAR
entre as variaveis idade, regido da prostata e castracdo. GAVRILOV et al. (2001)
relatam associacdo entre UPAR expresso em células de adenocarcinoma de
préstata e estroma prostatico. J& USHER et al. (2005) sugeriram que, em alguns
casos, a expressao de uUPAR no tecido tumoral pode ser muito baixa ou negativa.

Diante do apresentado, a PIN e a PIA, tanto no cdo como no homem,
compreendem lesdes proliferativas prostaticas com potencial pré-maligno, o que

enfatiza a importancia da caracterizagdo morfoldégica e imunofenotipica dessas
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lesbes na prostata canina, especialmente da PIA, ainda pouco estudada nesta
espécie. Assim, o estudo da expressao de MMP-2 e MMP-9, bem como de uPAR
em prostatas caninas com PIN e PIA, pode adicionar dados ao conhecimento dos
eventos biologicos que desencadeiam o cancer prostatico no cao, servindo ainda
como modelo experimental para a verificagdo desses mesmos eventos na
prostata humana, j& que, além do homem, o c&o representa a Unica espécie ndo

humana em que o cancer prostatico ocorre espontaneamente.

1.6. OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo verificar a expressao de MMP-2 e MMP-9,
bem como a correlagédo entre as mesmas e ainda, avaliar a expressao de uPAR
no tecido prostatico canino normal e com alteracbes proliferativas, incluindo a
HPB, a PIN, a PIA e o carcinoma, buscando avaliar o papel dessas enzimas no

remodelamento da MEC e no processo de invasao tumoral e metastase.
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CAPITULO 2 - EXPRESSAO E CORRELACAO ENTRE MMP-2 E MMP-9 EM
PROSTATAS CANINAS NORMAIS E COM LESOES
PROLIFERATIVAS

RESUMO

Nas espécies humana e canina lesdes displasicas da préstata, como a neoplasia
intra-epitelial prostatica (PIN) e a atrofia inflamatéria proliferativa (PIA), s&o
estudadas quanto ao potencial de malignidade. As metaloproteinases (MMP) séo
enzimas proteoliticas envolvidas no processo de invasao tumoral e metastase,
causando degradacdo da matrix extracelular (MEC) e da membrana basal. Este
trabalho teve por objetivo verificar a imunomarcacdo de MMP-2 (gelatinase A) e
MMP-9 (gelatinase B), assim como a correlagdo entre as mesmas no tecido
prostético canino normal e com altera¢des proliferativas, incluindo a hiperplasia
prostética benigna (HPB), a PIA, a PIN e o carcinoma, buscando avaliar o papel
dessas enzimas no remodelamento da matriz extracelular e no processo de
invasdo tumoral e metastase. Foram analisadas em um microarranjo de tecido,
contendo 149 cores de 57 prostatas de cdes adultos, ndo castrados com ou sem
histérico de afeccdes nesta glandula. Destas, foram avaliados 298 cores dos
quais obtiveram-se 363 diagndsticos, sendo 36 (9,9%) normais, 49 (13,5%) HPB,
132 (36,3%) PIA, 75 (20,7%) PIN e 71 (19,6%) carcinomas. Houve diferenca no
namero de células imunomarcadas e na intensidade de imunomarcacdo dos
anticorpos MMP-2 e MMP-9 entre as células epiteliais acinares e estromais
periacinares em relacdo aos diagnosticos. Observou-se correlacdo entre o0s
anticorpos MMP-2 e MMP-9 apenas em préstatas caninas com PIA quanto ao
namero de células imunomarcadas no epitélio acinar e no estroma periacinar,
bem como quanto a intensidade de imunomarcacdo nas células estromais
periacinares. Concluiu-se que ha variacdo na expressdo das gelatinases na
préstata canina de acordo com a lesdo, com menor expressao nas normais e com
HPB e maior naquelas com PIA, PIN e carcinoma. A correlagdo entre MMP-2 e
MMP-9 em prostatas caninas com PIA indica que a inflamacéo influencia a
atividade dessas enzimas, com aumento simultaneo na expressdo de ambas no
microambiente inflamatério.

Palavras-chave: cao, gelatinases, TMA, HPB, PIA, PIN, carcinoma prostético.
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EXPRESSION AND CORRELATION OF MMP-2 AND MMP-9 IN CANINE
PROSTATE NORMAL AND WITH PROLIFERATIVE DISORDERS

ABSTRACT

Humans and dogs show dysplastic lesions in the prostate, such as prostatic
intraepithelial neoplasms (PIN) and proliferative inflammatory atrophy (PIA), which
are studied due to their malignance potential. The matrix metalloproteinases
(MMP) are a family of proteolytic enzymes thought to play an important role in
tumor invasion and metastasis in face of their ability to degrade the extracellular
matrix (ECM) and basement membrane. So, this study aimed to evaluate the
expression of MMP-2 (gelatinase A) and MMP-9 (gelatinase B) as well as the
correlation of them in normal in normal canine prostate tissue and also in tissue
with proliferative disorders, including benign prostatic hyperplasia (HPB), PIA, PIN
and carcinoma, and therefore establish relation among the role of these enzymes
and the remodeling of the ECM and the tumor invasion and metastasis. For this, it
was performed tissue microarray of 149 paraffin-embedded fragments of prostate
tissue selected from 57 prostates of non-castrated adult dogs with or without
prostatic diseases. A total of 298 cores were analyzed and it was made 363
diagnoses: 36 (9.9%) normal, 49 (13.5%) BPH, 132 (36.3%) PIA, 75 (20.7%) PIN
and 71 (19.6%) carcinomas. It was observed differences in cytoplasmatic
immunohistochemical staining by MMP-2 and MMP-9 antibodies in relation to the
cell number and intensity of labeling of the acinar epithelial and stromal perilobular
cells between normal tissue and in those with proliferative disorders. A correlation
between MMP-2 and MMP-9 antibodies occurred just in canine prostates with PIA
in relation to the number of labeled cells in acinar epithelium and perilobular
stroma, as well as, the staining intensity in the perilobular stromal cells. Thus, it
can conclude that there was variation in gelatinases expression in canine prostate
according to the lesion. Less expression was in normal and BPH and higher in
PIA, PIN and carcinoma. Correlation between gelatinases in canine prostates with
PIA suggests that the inflammation likely influenced the activity of these enzymes
with simultaneous increase in expression of both

Keywords: dog, gelatinases, TMA, BPH, PIA, PIN, prostatic carcinoma.
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INTRODUCAO

A prostata canina tem sido estudada devido as similaridades com a
glandula humana em relacdo a ocorréncia natural e influéncia hormonal no
desenvolvimento de afec¢gdes como a hiperplasia prostatica benigna (HPB) e o
carcinoma prostatico (CP) (LEROY & NORTHRUP, 2009).

Algumas lesbes displasicas que acometem a préstata do homem sao
consideradas pré-malignas, como a neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN), seja
por similaridades morfolégicas com o céncer ou por envolverem fatores
potencialmente carcinogénicos (DE MARZO et al., 2006). Outras, como a atrofia
inflamatoria proliferativa (PIA), sdo alvo de continua investigacdo, ja que ha
controvérsia acerca do seu potencial pré-maligno (WANG et al., 2009). Nos cées,
como nos humanos, a PIN tem sido descrita e caracterizada como uma lesdo pré
maligna, frequentemente em concomitdncia com o cancer (WATERS &
BOSTWICK, 1997). Ja a PIA, uma lesdo displasica e inflamatéria bem
estabelecida na prostata do homem (DE MARZO et al., 2006), é referida em
apenas dois estudos sobre a préstata canina (RODRIGUES, 2007; DI SANTIS,
2007), sendo inferido seu potencial pré-maligno (DI SANTIS, 2007).

A invasao tumoral consiste de etapas que incluem a interacéo das células
neoplasicas com a matriz extracelular (MEC), a destruicdo hidrolitica desta pela
liberacdo de enzimas proteoliticas e a subsequente migracao das células tumorais
atraves da area destruida (DEL MAESTRO et al.,1990; AMBIRU et al., 1997).

Dentre as enzimas proteoliticas envolvidas na invasdo tumoral estdo as
matrizes de metaloproteinase (MMP), que constituem um grupo de
endopeptidases calcio-zinco-dependentes, com atividade hidrolitica sobre
proteinas extracelulares como colageno, elastina, laminina, fibronectina e
proteoglicanos (ISHIZUYAOKA et al., 2000; QUARANTA, 2000). Sao classificadas
de acordo com critérios estruturais e funcionais em cinco grupos de diferentes
especificidades ao substrato (SHINGLETON et al., 1996): colagenases (MMP-1,
MMP-8 e MMP-13), gelatinases (MMP-2 e MMP-9), estromalisinas (MMP-3, MMP-
10, MMP-11 e MMP-26), matrilisina (MMP-7) e metaloproteinas de membrana
(MT-MMP) (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24 e MMP-25, também
conhecidas como MT1-MMP a MT6-MMP, respectivamente.) (CAWSTON, 1998).
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Nos humanos as proteinases MMP-2 (gelatinase A; 72 kDa) e MMP-9
(gelatinase B; 92 kDa) sdo conhecidas como promotores de invasao e metastase
em uma variedade de tumores, incluindo os de coélon (KARAKIULAKIS et al.,
1997), de mama (BACHMEIER et al., 2001) e de cérebro (PAGENSTECHER et
al., 2001). A expressdo de MMP-2 e MMP-9 em tecidos prostaticos benignos e
malignos sdo também documentadas (VARANI, et al., 2001; WILSON et al.,
2002). Essas proteinas clivam o subproduto do colageno, sendo a MMP-2 capaz
de degradar componentes do tecido conjuntivo, enquanto a MMP-9 é
predominantemente expressa pelas células do estroma (EGEBLAD & WERB,
2002), incluindo polimorfonucleares e macréfagos (NAGAOKA & HIROTA, 2000).

Quanto ao carcinoma prostatico humano, BREHMER et al. (2003)
acreditam na provavel correlacdo entre a expressdo de MMP e o escore de
Gleason. Afirmam ainda o aumento da expressao de MMP-9 em tumores nao
palpaveis. Também, JUNG et al. (2003) demonstraram elevada expressdo de
MMP-9 no plasma sanguineo de ratos com cancer prostatico progressivo,
sugerindo a avaliacdo sérica dos niveis de MMP-9 como ferramenta para
monitorar a progressao do carcinoma prostatico humano.

O envolvimento de MMP-2 e MMP-9 nos tumores caninos e a relagcéo
dessas com o grau tumoral foram demonstrados pela primeira vez por
LOUKOPOULOS et al. (2003). No entanto, estudos anteriores ja haviam
demonstrado essas proteinas em tumores caninos e tecidos normais, sendo
detectadas em cdes com osteossarcoma (LANA et al.,, 2000) e mastocitoma
cutaneo (LEIBMAN et al.,, 2000) em niveis mais elevados do que no tecido
estromal ndo afetado. Contudo, ndo h& registros até o momento sobre a
participacdo das MMP nos processos benignos e malignos da prdstata canina.

Assim, este trabalho teve por objetivo verificar a expressao de MMP-2 e
MMP-9, bem como a correlagdo entre as mesmas no tecido prostatico canino
normal e com alteragbes proliferativas, incluindo a HPB, a PIN, PIA e o
carcinoma, buscando avaliar o papel dessas enzimas no remodelamento da MEC

e no processo de invasao tumoral e metastase.
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MATERIAL E METODOS

a) Material e avaliacdo histomorfoldgica

Foram utilizadas 57 préstatas de cdes acima de quatro anos, nao
castrados e que apresentassem ou ndo historico de afeccao prostatica, sendo
proveniente da rotina necroscoépica do Setor de Patologia Animal da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Goias, Goiania, GO e do Servico de
Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, SP.

Apos a colheita, as prostatas eram identificadas e inicialmente
seccionadas em um corte transversal medial para melhor penetracdo do fixador,
garantindo adequada fixacdo do tecido prostatico. Quando grandes, as glandulas
eram seccionadas em dois cortes transversais, obtendo-se as porgdes cranial
(PC), medial (PM) e caudal (PD). As préstatas foram fixadas em formol
tamponado a 10% durante 48 horas e mantidas em &lcool 70° até o
processamento e inclusdo em parafina. Na sequéncia, foram confeccionados
cortes de 3um, distendidos em laminas histolégicas e corados por hematoxilina e
eosina para a avaliacao histomorfolégica.

A classificacdo histomorfolégica incluiu glandulas normais e com lesées
proliferativas, classificadas de acordo com os critérios de DORFMAN &
BARSANTI (1995) para HPB; DI SANTIS (2007) para PIA, com subclassificagéo
quanto ao infiltrado inflamatério periacinar, podendo ser discreto, moderado e
acentuado; BOSTWICK (1995) para PIN; e SUGAR (2006) para carcinoma. A
analise das laminas foi realizada em microscopio Optico, inicialmente em menor
aumento (32x), seguindo-se aos aumentos subsequentes (100x, 250x e 400x).

Como a proposta deste estudo foi a de avaliar o tecido prostatico normal e
com lesbes proliferativas especificas (HPB, PIA, PIN, e carcinoma), enfocando
morfologia e imunomarcacédo citoplasmatica de MMP-2 e MMP-9 em ambas as
formas ativas e passivas nas mesmas. Vale ressaltar que, uma préstata pode ser
fonte de mais de uma amostra para o estudo, ja que lesdes prostaticas distintas e

concomitantes sdo comuns, bem como a concomitancia de tecido prostéatico
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normal e alterado. Assim, das 57 prostatas analisadas foram obtidas 389 blocos e
493 diagnosticos.

b) Tissue Microarray (TMA)

Para a realizacdo da técnica de microarranjo de tecido (TMA) conforme
critérios propostos por ANDRADE et al. (2007), foram selecionadas 100 laminas
com os diferentes diagndsticos dentre as 389 avaliadas na classificacdo
histomorfol6gica. Na sequéncia, para a confeccdo do bloco de TMA, foram
selecionados 149 cores teciduais dos 100 blocos selecionados.

As 149 amostras foram marcadas nas l|aminas de referéncia e
identificadas nos blocos doadores, dos quais foram retirados cilindros de 1mm de
diametro (Tissue MicroArray builder 20010.2, Histopathology Ltd, Hungary), estes
transferidos para o bloco receptor (TMA) (KONONEN et al., 1998; BUBENDORF
et al., 2001). Neste também foi incluida uma amostra de placenta humana normal
para a orientacdo da leitura e identificacdo das demais amostras, sendo que esta
também serviu como controle positivo dos anticorpos anti-MMP-2 e anti-MMP-9
na técnica de imunoistoquimica.

Para melhor aproveitamento do bloco de TMA e seguindo os propésitos
de ANDRADE et al. (2007), foram obtidos 40 cortes sequenciais de 3um,
numerados e distendidos sobre laminas silanizadas, Star Frost White (Sakura,
ready to use, Germany - Dako 9545-1), que foram banhadas em parafina e
estocadas sob congelamento a temperatura de -20°C, para posterior utilizacdo na
técnica de imunoistoquimica. Da sequéncia de cortes, a primeira (1) e a ultima
(40) lamina foram submetidas a coloracédo de HE para a confirmacédo da presenca

de areas com as lesdes selecionadas nos blocos doadores.
c) Imunoistoquimica
Da sequéncia de 40 cortes obtidos do bloco de TMA, foram submetidos a

reacao de imunoistoquimica quatro, sendo as laminas de numero sete e 36 para

MMP-2, e seis e 35 para MMP-9, para a repeticdo das reacfes em niveis
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diferentes e obtencdo de amostra representativa das lesGes estudadas
(ANDRADE et al., 2007).

Seguiram-se as etapas de desparafinizacdo, hidratacdo e lavagem em
agua destilada. Para o anticorpo monoclonal anti-MMP-2, clone A-Gel VC2 (DBS -
Mob 312) foi empregada a diluicdo de 1:25 e a recuperacao antigénica em banho-
maria a 96°C, por 30 minutos, com tampao citrato 10mM, pH 6,0, pré-aquecido.
Para o anticorpo policlonal anti-MMP-9 (Dako A0150) foram utilizadas a diluicédo
de 1:200 e a recuperacdo antigénica em banho-maria a 96°C, por 20 minutos,
com tampdo TRIS-EDTA pH 9,0, pré-aquecido. Os bloqueios da peroxidase
enddgena foram realizados com H,O, a 8% e posteriormente procedeu-se a
incubacdo em solucdo de leite em p6é a 10% (Molico® - 10g/100 ml H,O
destilada), para bloqueio de fundo. A incubacdo de ambos os anticorpos se deu
em camara umida, durante 18 horas, a 4°C. Como anticorpo secundario utilizou-
se o sistema de amplificacdo de sinais Advance HRP (Dako K4068) e, para a
visualizagcédo da reacdo, DAB - diaminobenzidina - (Dako K3468-1). Tampéo TRIS
pH 7,4 e agua destilada foram utilizados entre as etapas para a lavagem das
laminas. Os cortes foram submetidos a contracoloracdo em Hematoxilina de
Mayer, lavagem, desidratacdo, diafanizacdo, montagem com resina sintética e
analise em microscépio éptico.

Como controle positivo das reagdes para os anticorpos MMP-2 e MMP-9
foram utilizadas amostras teciduais de placenta humana. Para controle negativo,
amostras de prostata canina foram incubadas com tampéo TRIS pH 7,4.

A intensidade de imunomarcacdo citoplasmatica dos anticorpos foi
avaliada de forma semi-quantitativa, utilizando-se o0s escores zero quando
negativa e um, dois e trés para as marcacfes discreta, moderada e acentuada,
respectivamente. Para a avaliacdo do numero de células imunomarcadas
empregou-se 0s escores zero quando negativo e um, dois, trés e quatro quando 1
a 25%, 26 a 50%, 51 a 75% e 76 a 100% das células da lesdo avaliada
apresentavam-se imunomarcadas, respectivamente. As variaveis numero de
células imunomarcadas e intensidade de imunomarcacdo foram avaliadas nas

células epiteliais e estromais periacinares.
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d) Analise estatistica

Foram utilizados dados descritivos e os testes Kruskal-Wallis e Mann
Whitney para a comparacao das variaveis numero de células imunomarcadas e
intensidade de imunomarcacdo dos anticorpos entre os diagndsticos. Ainda, o
teste correlacdo de Spearman foi utilizada para correlacionar a expressao dos
anticorpos em prostatas normais e com lesdes proliferativas. Os dados foram
processados nos programas Excel 2007 e SPSS (Statistical Package for the
Social Science), versdo 16.0, sendo considerado efeito significativo quando
p<0,05.

RESULTADOS

No intuito de se obter o maior nimero de les6es por amostra e, portanto,
maior representatividade, foram utilizados diferentes niveis de corte do bloco de
TMA. Desta forma, pela andlise das laminas de TMA de nimero um e quarenta
coradas em HE foram obtidos 363 diagnésticos das 298 cores.

Dos 363 diagnosticos, 36 (9,9%) eram glandulas normais, 49 (13,5%)
HPB, 132 (36,3%) PIA, 75 (20,7%) PIN e 71 (19,6%) carcinomas. Dentre os focos
PIA, 73 (55,3%) eram discretos (PIA-D), 41 (31,1%) moderados (PIA-M) e 18
(13,6%) acentuados (PIA-A).

Quanto a imunoistoquimica, foi obtida imunomarcacéo citoplasmética
tanto para MMP-2 quanto para MMP-9, com a expressao destes variando desde o
escore zero ao quatro para o niumero de células imunomarcadas e de zero a trés
para a intensidade de imunomarcacao a depender do tipo de diagnéstico (Figuras
le?2).

Observou-se diferenca estatistica quando comparadas as variaveis
namero de células imunomarcadas e intensidade de imunomarcacdo dos
anticorpos MMP-2 e MMP-9 nas células epiteliais acinares e estromais
periacinares em relacdo ao diagnostico (Kruskal-Wallis, p<0,05), sendo

apresentados os dados descritivos na tabela 1.



FIGURA 1 - Fotomicrografias de préstata canina com
imunomarcacdo citoplasmatica para MMP-2. A) Carcinoma
prostatico. Células epiteliais (seta cheia) e estromais (seta
vazada) imunomarcadas com escore dois em intensidade de
imunomarcacdo. Células epiteliais (seta cheia) com escore quatro
e estromais (seta vazada) com escore trés para namero de
células imonoimunomarcadas. IHQ, objetiva 40x. B) Auséncia de
imunomarcacdo para MMP-2 tanto em células epiteliais (seta
cheia) quanto estromais (seta vazada) no tecido prostatico
normal. IHQ, objetiva 40x.

57



FIGURA 2 - Fotomicrografias de préstata canina com
imunomarcacdo citoplasmatica para MMP-9. A) Carcinoma
prostatico. Células epiteliais (seta cheia) e estromais (seta
vazada) com escore trés para intensidade de imunomarcacéo e
escore quatro para numero de células imunomarcadas. IHQ,
objetiva 40x. B) HPB com imunomarcacgao positiva para MMP-9.
Células epiteliais (seta cheia) e estromais (seta vazada) com
escore um para intensidade de imunomarcacdo e escore dois
para o numero de células imunomarcadas. IHQ, objetiva 20x.
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TABELA 1 - Distribuicdo dos casos de acordo com os escores aplicados as variaveis numero de células imunomarcadas e intensidade de
imunomarcacdo dos anticorpos MMP-2 e MMP-9 nas células epiteliais acinares e estromais periacinares em relacdo ao diagnostico

Diagnostico Normal HPB PIA PIN Carcinoma
MMP-2 MMP-9 MMP-2 MMP-9 MMP-2 MMP-9 MMP-2 MMP-9 MMP-2 MMP-9
Anticorpo % % % % % % % % % %
(n=36) (n=36) (n=47) (n=46) (n=128) (n=128) (n=75) (n=74) (n=70) (n=71)
Escores Numero de células imunomarcadas no epitélio acinar
0 (0%) 88,9 (32) 56 (2) 36,2(17) 4,3 (2) 1,6 (2) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 2,9 (2) 0,0 (0)
1 (1 a 25%) 8,3 (3) 8,3(3) 23,4 (11) 2,2 (1) 7,0 (9) 1,6 (2) 2,7 (2) 0,0 (0) 2,9 (2) 0,0 (0)
2 (26 a 50%) 00() 11,1(4) 23,4(11) 109(5) 11,7 (15) 39(B) 12,0(9 4,1 (3) 10,0(7) 4,2 (3)
3 (51 a 75%) 2,8(1) 27,8(10) 2,1(1) 23,9(11) 17,2(22) 11,7 (15) 20,0(15) 14,9(11) 18,6 (13) 7,0 (5)
4 (76 a 100%) 0,0(0) 47,2(17) 149(7) 58,7(27) 62,5(80) 82,8(106) 65,3(49) 81,1(60) 65,7 (46) 88,7 (63)
Escores Intensidade de imunomarcacao nas células epiteliais acinares
0 (negativa) 88,9 (32) 56 (2) 36,2(17) 4,3 (2) 1,6 (2) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 2,9 (2) 0,0 (0)
1 (discreta) 11,1 (4) 47,2(17) 53,2(25) 39,1(18) 78,1(100) 28,1(36) 76,0(57) 27,0(20) 70,0 (49) 18,3 (13)
2 (moderada) 0,0(0) 33,3(12) 10,6(5) 28,3(13) 18,0(23) 41,4(53) 22,7(17) 50,0 (37) 25,7(18) 43,7 (31)
3 (acentuada) 0,0(0) 13,9 (5 0,0 (0) 28,3 (13) 2,3(3) 30,5(39) 1,3(1) 23,0(17) 1,4 (1) 38,0 (27)
Escores Numero de células imunomarcadas no estroma periacinar
0 (0%) 86,1 (31) 13,9(5) 39,6 (19) 8,7 (4) 7,0 (9) 3,9 (5) 8,0 (6) 1,4 (1) 7,1 (5) 0,0 (0)
1 (1 a 25%) 28 (1) 33,3(12) 14,6(7) 239(11) 11,7(15 13,3(17) 10,7(8) 17,6 (13) 10,0(7) 12,7(9)
2 (26 a 50%) 0,0 (0) 27,8(10) 83(4) 15,2(7) 21,1(27) 18,8(24) 20,0(15) 21,6 (16) 15,7 (11) 25,4(18)
3 (51 a 75%) 28(() 139() 14.6(7) 8,7(4) 22,7(29) 13,3(17) 25,3(19) 25,7 (19) 25,7 (18) 22,5(16)
4 (76 a 100%) 83(3) 11,1(4) 22,9(11) 43,5(20) 37,5(48) 50,8(65) 36,0(27) 33,8(25) 41,4(29) 39,4 (28)
Escores Intensidade de imunomarcacao nas células estromais periacinares
0 (negativa) 86,1 (31) 13,9(5) 39,6(19) 8,7 (4) 7,0 (9) 3,9 (5) 8,0 (6) 1,4 (1) 7,1 (5) 0,0 (0)
1 (discreta) 11,1 (4) 83,3(30) 43,8(21) 60,9 (28) 85,2(109) 59,4 (76) 80,0(60) 73,0(54) 78,6 (55) 66,2 (47)
2 (moderada) 2,8 (1) 0,0(0) 16,7(8) 26,1(12) 78(0) 305(39) 12,0(9 23,0(17) 12,9(9) 254(18)

3 (acentuada) 0,00) 28(1) 000 43(2) 0,0 (0) 63(8) 00(0) 27() 1,4(1) 85(6)



Quando aplicado o teste Mann-Whitney para a comparagdo entre 0s
diagnoésticos em relacdo as varidveis namero de células imunomarcadas e
intensidade de imunomarcacdo da MMP-2 nas células epiteliais e estromais
verificou-se diferenca entre normais e HPB, PIA, PIN e carcinoma e entre HPB e
PIA, PIN e carcinoma, respectivamente. J4 na comparacao entre a intensidade de
infiltrado inflamatdrio na PIA em relagcdo as variaveis estudadas nao foi observada
diferenca estatistica (Tabela 2).

Na comparacao entre os diagnésticos em relacéo as variaveis niamero de
células imunomarcadas e intensidade de imunomarcacdo da MMP-9 nas células
epiteliais e estromais verificou-se diferenca entre tecido prostatico normal e PIA,
PIN e carcinoma. Entre tecido prostatico normal e hiperplasico verificou-se
diferenca em relacdo ao numero de células imunomarcadas e intensidade de
imunomarcacao das células estromais. Com relacdo aos diagndsticos HPB e PIA,
assim como entre HPB e PIN a diferenca estatistica foi apenas quanto a variavel
namero de células imunomarcadas no epitélio acinar. Entre HPB e carcinoma foi
observada diferenca estatistica no numero de células imunomarcadas e na
intensidade de imunomarcacdo das células epiteliais acinares. Ainda, houve
diferenca entre PIN e carcinoma quanto a intensidade de imunomarca¢do das
células acinares.

Quanto aos tipos de PIA foi verificada diferenca entre PIA-D e PIA-M
guanto ao numero de células imunomarcadas e intensidade de imunomarcacao
das células estromais periacinares, bem como entre PIA-D e PIA-A em relacao ao

namero de células estromais imunomarcadas (Tabela 2).
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TABELA 2 - Comparacao entre os diagnosticos em relacdo as variaveis niumero de
células imunomarcadas e intensidade de imunomarcacdo de MMP-2 e MMP-9 nas

células epiteliais e estromais

Diagndéstico dNumero
e casos
Normal 36
HPB 46
PIA 128
o PIN 74
% Carcinoma 71
=
PIAD 71
PIA M 39
PIA A 18
Diagnostico NIAMEE
de casos
Normal 36
HPB 46
PIA 128
o PIN 74
% Carcinoma 71
=
PIA D 71
PIAM 39
PIA A 18

Média de
postos
NCMEP

122,22
144,62
188,9°
186,8"
199,2°

63,8%
65,4%
65,42

Média de

postos
NCMEP

33,72
91,9
208,5°
217,1°
214,9°

62,0
65,7°
73,7°

Média de
postos
IMEP
129,72
159,7%
184,0%°
176,1°
205,6°
Tipos de PIA
64,7°
64,6%
63,4°

Média de
postos
IMEP
43,02
134,8°
199,8°¢
207,2°
207,8°
Tipos de PIA
61,6%
65,4°
73,72

Médias de
postos
NCMES

105,62
168,9°
196,8°
176,2°
188,5°

56,22
70,8°
83,5°

Médias de

postos
NCMES

63,62
136,5"
199,7¢
198,5°
208,8°

66,0°
63,1°
61,4°

Média de
postos
IMES
121,62
173,3°
190,3°
173,9°
191,7°

59,52
73,3°
65,3%°

Média de
postos
IMES
61,6°
155,7°
195,0°
199,4°
204,3°

65,7°
64,0°
60,8%

Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste U-Mann Whitney
(p<0,05). NCMEP — numero de células imunomarcadas no epitélio acinar; IMEP —
intensidade de imunomarcacéo nas células do epitélio acinar; NCMES - numero de

células imunomarcadas

no estroma periacinar;

imunomarcacéo nas células do estroma periacinar.

IMES -

intensidade de

Observou-se correlacao entre os anticorpos MMP-2 e MMP-9 apenas em

prostatas caninas com PIA quanto ao numero de células imunomarcadas no

epitélio acinar, numero de células imunomarcadas no estroma periacinar e

intensidade de imunomarcacao nas células estromais periacinares (Tabela 3).
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TABELA 3 - Correlacdo entre MMP-2 e MMP-9 em prostatas
caninas normais, com HPB, PIA, PIN e carcinoma de acordo com o
nimero de células imunomarcadas e a intensidade de
imunomarcacao em células epiteliais e estromais

Correlacdo de Spearman entre MMP-2 e MMP-9

Diagnosticos NCMEP IMEP NCMES IMES
Normal r -0,088 -0,276 -0,258 -0,084
p 0,609 0,103 0,129 0,628
HPB r 0,097 0,13 0,106 0,263
p 0,525 0,393 0,483 0,077
PIA r 0,316 0,077 0,223 0,183
p 0,001 0,395 0,013 0,042
PIN r 0,053 0,076 0,114 0,166
p 0,652 0,517 0,333 0,158
Carcinoma r -0,021 0,145 0,130 0,002
p 0,864 0,230 0,283 0,985

(p<0,05). NCMEP — numero de células imunomarcadas no epitélio
acinar; IMEP - intensidade de imunomarcacdo nas células do
epitélio acinar; NCMES - numero de células imunomarcadas no
estroma periacinar; IMES - intensidade de imunomarcacdo nhas
células do estroma periacinar

DISCUSSAO

As gelatinases MMP-2 e MMP-9 tém sido estudadas tanto em tecidos
normais quanto naqueles com alteracdes benignas e malignas em diferentes
espécies, incluindo a canina (MUNGALL & POLLITT, 1999; LANA et al., 2000;
BREHMER et al., 2003; LOUKOPOULOS et al., 2003; DELELLA et al., 2010), ja
que sdo enzimas proteoliticas capazes de degradar componentes do tecido
conjuntivo, como os da MEC, durante a remodelacdo tecidual, que ocorre em
eventos fisiolégicos e patoldgicos (LOKESHWAR, 1999; EGEBLAD & WERB,
2002; MOOK et al., 2004). Contudo, ndo ha avaliacdo anterior dessas

metaloproteinases na prostata canina normal e com lesdes benignas, displasicas
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e malignas, como a realizada neste estudo, no qual se constatou a expressao de
MMP-2 e MMP-9 desde o tecido prostatico normal ao neoplasico.

In vivo, a expressdo das MMP ocorre nas células tumorais e nas
estromais adjacentes ao tumor invasivo, fornecendo um mecanismo eficiente para
a degradacdo da MEC. Pode ser que ambos os componentes celulares
contribuam em pontos diferentes da cascata metastatica. Segundo APARICIO et
al. (1999), as células tumorais positivas para MMP podem contribuir para o
crescimento e invasdo do tumor, enquanto o elemento estromal colabora no
processo de remodelacdo que ocorre no tecido adjacente ao tumor.

Neste estudo, a expressdo de MMP-2 e MMP-9 foi verificada tanto nas
células epiteliais quanto estromais do tecido prostatico canino, independente da
condicdo histomorfologica, semelhante ao que ocorre na prostata humana
(BREHMER et al., 2003) e de ratos (DELLELA et al.,, 2010). Ainda, embora
tenham avaliado a expressdo de MMP-2 e MMP-9 em tecidos neoplasicos
caninos de origem ndo prostatica, LANA et al. (2000), LEIBMAN et al. (2000) e
LOUKOPQULOS et al. (2003) relatam maior imunomarcacao dessas enzimas nas
células tumorais que nas estromais perineoplasicas.

A diferenca verificada neste estudo quando comparadas as variaveis
namero de células imunomarcadas e intensidade de imunomarcacdo de MMP-2 e
MMP-9 nas células epiteliais acinares e estromais periacinares em relacdo ao
diagnéstico, indica que essas enzimas apresentam expressado variavel no tecido
prostatico canino em funcdo da classificacdo histomorfolégica. Neste contexto,
constatou-se maior expressao epitelial e estromal de MMP-2 nas glandulas com
PIA, PIN e carcinoma em relacdo as normais e com HPB. Da mesma forma,
BREHMER et al. (2003) e ZHONG et al. (2008) observaram maior expressao de
MMP-2 e MMP-9 em préstatas humanas neoplasicas do que nas normais ou com
HPB, respectivamente.

Quanto a comparacdo de expressdo de MMP-2 entre as lesbes pré-
malignas (PIA e PIN) e o carcinoma, assim como entre os tipos de PIA avaliados
neste estudo, constatou-se que nao ha variacdo na imunomarcacao, sendo esta
acentuada em todos. Em humanos, acredita-se que em tecidos malignos ocorra
superexpressao de MMP e subexpresséao de seus inibidores (TIMP), o que resulta
em aumento da atividade proteolitica (BASSET et al., 1997; JOHNSEN et al.,
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1998; BOHLE & KALTHOFF, 1999), ampliando a capacidade de invasdo da MEC
e disseminacdo da neoplasia (Mc CAWLEY & MATRISIAN, 2001). Embora a
avaliacdo de expressao das TIMP ndo tenha sido foco deste estudo, é possivel
gque o mesmo ocorra com as lesbes pré-neoplasicas e neoplasicas da prostata
canina, ja que houve aumento expressivo das MMP.

De acordo com BOHLE & KALTHOFF (1999), a superexpressdo das
MMP é mediada por fatores de crescimento e citocinas secretados pelas células
neoplasicas, estromais e inflamatorias. Neste contexto, € provavel que a
expressdo aumentada de MMP-2 e MMP-9 na PIA da préstata canina seja, em
grande parte, mediada pelas células inflamatérias presentes no estroma
periacinar, caracteristica esta que reforca o potencial pré-maligno da lesdo citado
por DI SANTIS (2007), visto que quanto maior a concentracdo de MMP maior a
atividade de protedlise da MEC. Assim, tanto as células epiteliais displasicas da
PIA quanto as inflamatdrias presentes no estroma estariam envolvidas nos
processos transformacdo neoplasica e invasdo tumoral. Acerca disso, MOOK et
al. (2004) também sugerem que o aumento na expressdo de MMP-9 em tumores
acompanhados de inflamacao resulta em protedlise localizada e contribui para a
invasao tumoral.

Assim como ocorreu com a MMP-2, o estudo imunoistoquimico da MMP-9
nas préstatas caninas indica que a expressao da gelatinase B € maior em
glandulas com lesdes pré-malignas e com carcinoma em relacdo as normais e
com HPB. Ainda, a intensidade de imunomarcacdo da MMP-9 nas células
epiteliais dos carcinomas € maior do que nas da PIN, sugerindo maior atividade
proteolitica e, portanto, maior potencial de invasdo do tecido prostatico canino
maligno em relacéo ao pré-maligno ndo acompanhado de inflamacé&o, sendo esta
hipétese fundamentada na descricdo de que a gelatinase B € expressa
principalmente por células malignas (MASSOVA et al., 1998, NAGAOKA &
HIROTA, 2000).

Também, como nédo houve diferenca nas variaveis de expressdo da MMP-
9 entre a PIA e o carcinoma, conclui-se que estas lesbes apresentam o mesmo
perfil de expressédo para esta enzima, sendo provavel que nos carcinomas as
células tumorais sejam as principais responsaveis pelo aumento na expressao da

MMP-9, como descreve ZHONG et al. (2008), ao passo que na PIA este aumento
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parece ter maior relacdo com as células inflamatdrias presentes no estroma. A
maior expressao de MMP-9 no estroma dos tipos de PIA moderada e acentuada
reforca esta ideia.

Na avaliacdo da correlacdo de expressao entre as gelatinases A e B no
tecido prostético canino normal e com lesdes benignas e malignas, foi verificada
correspondéncia entre essas enzimas apenas em prostatas com PIA, ou seja, em
um microambiente inflamatdrio as metaloproteinases 2 e 9 apresentam aumento
de expressao concomitante e equivalente, particularmente nas células estromais,
0 que inicialmente sugere maior potencial de protedlise da MEC e da membrana
basal, facilitando a incursdo por células epiteliais glandulares com capacidade
invasiva.

Contudo, isso € apenas uma possibilidade, ja que ndo foi avaliada a
expressdo dos inibidores de metaloproteinases (TIMP), pois de acordo com
BREHMER et al. (2003), a atividade equilibrada das MMP e seus inibidores é o
principal fator responsavel pelo controle de degradacéo proteolitica da MEC, ao
passo que o desequilibrio na acdo dessas enzimas contribui para a progressao
tumoral (LICHTINGHAGEN et al., 2002).

Ainda, outras proteinas podem estar envolvidas nessa cascata que
resulta em degradacdo das barreiras bioldgicas, como é o caso do TGF-$ que,
segundo WILSON et al. (2002), regula a expressao de MMP-2 e MMP-9 no tecido
prostatico, o que significa dizer que ha aumento dessas enzimas na presenca de

TGF-B, o que justifica o observado nas préstatas caninas com PIA.

CONCLUSOES

Concluiu-se que ha variacdo na expressao das gelatinases A e B (MMP-2
e MMP-9) na préstata canina de acordo com a lesdo, com menor expressao nas
normais e com HPB e maior naquelas com PIA, PIN e carcinoma. Ainda, a
correlacdo entre MMP-2 e MMP-9 em prostatas caninas com PIA indica que a
inflamacgéo influencia a atividade dessas enzimas, com aumento simultaneo na

expressao de ambas no microambiente inflamatorio.
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CAPITULO 3 - EXPRESSAO DE uPAR EM PROSTATAS CANINAS NORMAIS
E COM LESOES PROLIFERATIVAS

RESUMO

Lesdes displasicas da préstata, como a neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN) e
a atrofia inflamatéria proliferativa (PIA), sdo estudadas quanto ao potencial pré-
maligno em humanos e cdes. O sistema ativador de plasminogénio (PA)
compreende proteinas com a¢do na adesdo celular, regulacdo da migracao,
cicatrizagcdo, angiogénese, inflamacgéo, regulacdo de fatores de crescimento e
invasdo tumoral. O receptor de ativador de plasminogénio tipo uroquinase (UPAR)
€ um dos componentes do PA, com variacdo de expressdao em ceélulas
neoplasicas e estromais. Assim, este estudo teve por objetivo avaliar a expressao
do uPAR em préstatas caninas normais e com lesdes proliferativas (HPB, PIN,
PIA e carcinoma), buscando avaliar o papel dessa proteina no remodelamento da
matrix extracelular (MEC) e no processo de invasdo tumoral. Foram analisadas
em um microarranjo de tecido, contendo 149 cores de 57 préstatas de caes
adultos, ndo castrados com ou sem historico de afeccdes nesta glandula. Destas,
foram avaliados 298 cores dos quais obtiveram-se 363 diagndsticos, sendo 36
(9,9%) normais, 49 (13,5%) HPB, 132 (36,3%) PIA, 75 (20,7%) PIN e 71 (19,6%)
carcinomas. Houve diferenca na imunomarcacédo do uUPAR nas préstatas caninas
em relacdo ao diagndstico, com maior expressao nas displasicas e neoplasicas. O
namero de células epiteliais imunomarcadas para UuPAR variou entre o0s
diagnésticos, exceto entre PIN e carcinoma. Menor intensidade de
imunomarcacao epitelial foi constatada nas prostatas normais em relacao as com
PIA, PIN e carcinoma. Entre as normais e com PIA houve diferenca no numero de
células e intensidade de imunomarcacdo estromal. A intensidade de
imunomarcacdo estromal foi maior nas com PIA. As PIA-M (inflamacao
moderada) e PIA-A (inflamacgédo acentuada) apresentaram maior intensidade de
imunomarcacdo estromal e células estromais imunomarcadas para UPAR,
respectivamente. Concluiu-se que ha variagdo na expressdo do uPAR na proéstata
canina de acordo com a lesdo. E ainda, o uUPAR apresenta-se superexpresso nos
microambientes inflamatério e neoplasico, sugerindo maior atividade proteolitica
na MEC nesses casos.

Palavras-chave: cdo, CD87, TMA, HPB, PIA, PIN, carcinoma prostatico.
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uUPAR EXPRESSION IN CANINE PROSTATE NORMAL AND WITH
PROLIFERATIVE DISORDERS

ABSTRACT

Dysplastic lesions of the prostate, such as intraepithelial neoplasia prostate (PIN)
and proliferative inflammatory atrophy (PIA), have been studied due to their
malignance potential. The plasminogen activator (PA) system has been suggested
to play a central role in cell adhesion, migration, wound healing, angiogenesis,
inflammation, regulation of growth factors and tumor invasion. The receptor of
plasminogen activator type activator (UPAR) is a component of the PA, with a
range of expression in tumor cell and stromal cells. So, this study was aimed to
evaluate the expression of uUPAR in normal canine prostate tissue and also in
tissue with proliferative disorders, including benign prostatic hyperplasia (HPB),
PIA, PIN and carcinoma. And therefore establish relation among the role of these
enzymes in the remodeling of the extracellular matrix (ECM) and in the process of
tumor invasion and metastasis. For this, it was performed tissue microarray of 149
paraffin-embedded fragments of prostate tissue selected from 57 prostates of non-
castrated adult dogs with or without prostatic diseases. A total of 298 cores were
analyzed and it was made 363 diagnoses: 36 (9.9%) normal, 49 (13.5%) BPH, 132
(36.3%) PIA, 75 (20.7%) PIN and 71 (19.6%) carcinomas. It was observed
difference of immunohistochemical staining of uPAR antibodies in canine prostate.
Overexpression was observed in dysplastic and neoplasic specimens but not in
normal and benign prostate tissue. A number of cells labeling for uPAR ranged
among the diagnoses, excepted between PIN and carcinoma. Less intensity of
labeling was observed in acinar epithelial cells of normal prostates compared with
PIA, PIN and carcinoma. However, in the normal cells and in those with PIA, there
was a difference in the number of cells, as well as in the intensity of stromal
labeling. The intensity of labeling of stromal perilobular cells was higher in the PIA.
PIA -M (inflammation moderate) and PIA-A (inflamation accentuaded) showed
greater intensity staining stroma and stromal cells labeled for uPAR, respectively.
Thus, it can conclude that there was variation in uPAR, expression in canine
prostate according to the lesion. Less expression was in normal and BPH and
higher in PIA, PIN and carcinoma. Although, overexpressed of UuPAR in
inflammatory and neoplastic microenvironments, suggests that proteolytic activity
was increased in these affections.

Keywords: dog, CD87, TMA, BPH, PIA, PIN, prostatic carcinoma.
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INTRODUCAO

A prostata canina tem sido estudada devido as similaridades com a
glandula humana em relacdo a ocorréncia natural e influéncia hormonal no
desenvolvimento de afec¢cées como a hiperplasia prostatica benigna (HPB) e o
carcinoma prostatico (CP) (LEROY & NORTHRUP, 2009).

Algumas lesbes displasicas que acometem a prostata do homem sé&o
consideradas pré-malignas, como a neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN) (DE
MARZO et al., 2006). Outras, como a atrofia inflamatéria proliferativa (PI1A), sao
alvo de continua investigacédo, ja que h& controvérsia acerca do seu potencial pré-
maligno (WANG et al., 2009). Nos cédes e nos humanos, a PIN tem sido descrita e
caracterizada como lesdo pré-maligna, frequentemente em concomitancia com o
cancer (WATERS & BOSTWICK, 1997). Ja a PIA, uma lesédo displasica e
inflamatoéria bem estabelecida na prostata do homem (DE MARZO et al., 2006), é
referida em apenas dois estudos sobre a préstata canina (RODRIGUES, 2007; DI
SANTIS, 2007), sendo inferido seu potencial pré-maligno (DI SANTIS, 2007).

A invasdo tumoral consiste de etapas que incluem a interacdo das células
neoplasicas com a matriz extracelular (MEC), a destruicdo hidrolitica desta pela
liberacdo de enzimas proteoliticas e a subsequente migracdo das células tumorais
através da area destruida (DEL MAESTRO et al.,1990; AMBIRU et al., 1997).

O sistema ativador de plasminogénio (PA) €& composto por uma
serinoproteinase tipo uroquinase PA (uPA) e seu receptor (UPAR), uma
serinoprotease tipo tecido PA (tPA), plasminogénio e seus mdltiplos receptores,
bem como por trés inibidores (inibidores do ativador do plasminogénio - PAI-1,
PAI-2 - e protease nexina 1) (WANG, 2001). A acdo em cascata deste sistema
resulta na degradacdo da MEC e esta envolvida no processo de adeséo celular,
migracdo, angiogénese e regulacao dos fatores de crescimento tumoral (PEI et
al., 1999), desempenhando importante funcdo nos processos de metastase
(COHEN et al., 1991; VASSALLI, 1994; DANO et al., 1994; KOBLINSKI et al.,
2000)

Constituintes do sistema PA, em particular o uPAR, sdo adequados para
analise de rotina ja que apresentam-se em niveis elevados no tecido neoplasico e
no soro (GAO et al., 2001; PLOUG et al., 2002; BOCK & WANG, 2004; SEHGAL
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et al., 2006). O fato de haver associa¢do entre UPAR e maior grau histoldgico e
estados avancados no cancer prostatico (STEWART et al., 2004) torna qualquer
expressdo elevada de uPAR no cancer ndo s6 uma possivel, mas valiosa
ferramenta de diagnoéstico. Além disso, também desperta a atencdo como alvo
terapéutico (MAZAR, 2001; BOCK & WANG, 2004; SEHGAL,et al., 2006)

A avaliacdo de uPA e uPAR na prostata é centrada no cancer primario
deste 6rgdo em pessoas e em modelos de doencas prostaticas em ratos e
camundongos (GILARDONI, et al., 2003; PULUKURI, et al.,, 2007). Nos céaes,
BAILEY et al. (2006) foram os primeiros a relatar a expressao constitutiva destas
proteinas na préstata normal, ndo havendo relatos sobre o comportamento das
mesmas no tecido prostatico canino alterado.

Quanto a localizacédo e expressao de uUPAR hé& controvérsias (BAILEY et
al., 2006; LI & COZzzI, 2007; DASS et al., 2008; KUMANO et al., 2009). WILSON
et al. (1995) encontraram em ratos variagdo significativa na expressao de uPAR
entre as variaveis idade, regido da prostata e castracdo. GAVRILOV et al. (2001)
relatam associacdo entre UPAR expresso em células de adenocarcinoma de
prostata e estroma prostatico. J& USHER et al. (2005) sugerem que em alguns
casos a expressao de uUPAR no tecido tumoral pode ser muito baixa ou negativa.

Assim, este estudo teve por objetivo avaliar a expressdo de uPAR em
préstatas caninas normais e com lesdes proliferativas, incluindo a HPB, a PIN, a
PIA e o carcinoma, buscando avaliar o papel dessa proteina no remodelamento

da MEC e no processo de invasao tumoral e metastase.

MATERIAL E METODOS

a) Material e avaliagdo histomorfolégica

Foram utilizadas 57 préstatas de cdes acima de quatro anos, nao
castrados e que apresentassem ou nao historico de afeccéo prostatica, sendo
provenientes da rotina necroscépica do Setor de Patologia Animal da Escola de

Veterinaria da Universidade Federal de Goids, Goiania, GO e do Servico de
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Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, SP.

Apés a colheita, as prostatas eram identificadas e inicialmente
seccionadas em um corte transversal medial para melhor penetracdo do fixador,
garantindo adequada fixacdo do tecido prostatico. Quando grandes, as glandulas
eram seccionadas em dois cortes transversais, obtendo-se as porgdes cranial
(PC), medial (PM) e caudal (PD). As préstatas foram fixadas em formol
tamponado a 10% durante 48 horas e mantidas em alcool 70° até o
processamento e inclusdo em parafina. Na sequéncia, foram obtidos cortes de
3um, estes distendidos em laminas histolégicas e corados por hematoxilina e
eosina para a avaliacao histomorfolégica.

A classificacdo histomorfoldgica incluiu glandulas normais e com lesdes
proliferativas, classificadas de acordo com os critérios de DORFMAN &
BARSANTI (1995) para HPB; DI SANTIS (2007) para PIA, com subclassificacéo
quanto ao infiltrado inflamatdrio periacinar, podendo ser discreto, moderado e
acentuado; BOSTWICK (1995) para PIN; e SUGAR (2006) para carcinoma. A
andlise das laminas foi realizada em microscépio Optico, inicialmente em menor
aumento (32x), seguindo-se aos aumentos subsequentes (100x, 250x e 400x).

Como a proposta deste estudo foi a de avaliar o tecido prostatico normal e
com lesBes proliferativas especificas (HPB, PIA, PIN, e carcinoma), enfocando
morfologia e imunomarcacdo de membrana e em alguns casos citoplasméatica
também uPAR nas mesmas, uma préstata péde ser fonte de mais de uma
amostra para o estudo, ja que lesBes prostaticas distintas e concomitantes sao
comuns, bem como a concomitancia de tecido prostatico normal e alterado.

Assim, das 57 préstatas analisadas foram obtidas 389 blocos e 493 diagnosticos.

b) Tissue Microarray (TMA)

Para a realizagcdo da técnica de microarranjo de tecido (TMA) conforme
critérios propostos por ANDRADE et al. (2007), foram selecionadas 100 laminas

com os diferentes diagnosticos dentre as 389 avaliadas na classificacdo
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histomorfolégica. Na sequéncia, para a confeccdo do bloco de TMA, foram
selecionados 149 cores teciduais dos 100 blocos selecionados.

As 149 amostras foram marcadas nas laminas de referéncia e
identificadas nos blocos doadores, dos quais foram retirados cilindros de 1mm de
diametro (Tissue MicroArray builder 20010.2, Histopathology Ltd, Hungary), estes
transferidos para o bloco receptor (TMA) (KONONEN et al., 1998; BUBENDORF
et al., 2001). Neste também foi incluida uma amostra de placenta humana normal
para a orientacdo da leitura e identificacdo das demais amostras.

Para melhor aproveitamento do bloco de TMA e seguindo os propdésitos
de ANDRADE et al. (2007), foram obtidos 40 cortes sequenciais de 3um,
numerados e distendidos sobre laminas silanizadas, Star Frost White (Sakura,
ready to use, Germany - Dako 9545-1), que foram banhadas em parafina e
estocadas sob congelamento a temperatura de -20°C, para posterior utilizacdo na
técnica de imunoistoquimica. Da sequéncia de cortes, a primeira (1) e a ultima
(40) lamina foram submetidas a coloracédo de HE para a confirmacao da presenca

de areas com as lesdes selecionadas nos blocos doadores.

c) Imunoistoquimica

Da sequéncia de 40 cortes obtidos do bloco de TMA, foram submetidos a
reacdo de imunoistoquimica dois - laminas de ndmero oito e 37, para a repeticao
das reacdes em niveis diferentes e obtencdo de amostra representativa das
lesBes estudadas (ANDRADE et al., 2007).

Seguiram-se as etapas de desparafinizacdo, hidratacdo e lavagem em
agua destilada. Foi utilizado o anticorpo monoclonal anti-uPAR, clone R4 (Dako
M7294), na diluicdo de 1:25 e recuperacdo antigénica em banho-maria a 96°C,
por 40 minutos, com tampao TRIS-EDTA pH 9,0. Os bloqueios da peroxidase
endogena e de fundo foram realizados em H,O, a 8% e em solucéo de leite em
po a 10% (Molico® - 10g/100 ml H,O destilada), respectivamente, e a incubacao
em camara umida, durante 18 horas a 4°C. Como anticorpo secundario utilizou-se
o0 sistema de amplificacdo de sinais Advance HRP (Dako K4068) e, para a

visualizagédo da reacdo, DAB - diaminobenzidina - (Dako K3468-1). Tampéo TRIS
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pH7,4 e agua destilada foram utilizados entre as etapas para a lavagem das
laminas. Os cortes foram submetidos a contracoloracdo em Hematoxilina de
Mayer, lavagem, desidratacdo, diafanizacdo, montagem com resina sintética e
analise em microscépio optico. Como controle positivo das reagfes foi utilizado
intestino delgado de cdo. Amostra de prostata canina foi incubada com tampao
TRIS pH7,4 como controle negativo.

A intensidade de imunomarcacdo dos anticorpos foi avaliada de forma
semi-quantitativa, utilizando-se os escores zero quando negativa e um, dois e trés
para as marcacdes discreta, moderada e acentuada, respectivamente. Para a
avaliacdo do numero de células imunomarcadas empregou-se metodologia
semelhante, com os escores zero quando negativo e um, dois, trés e quatro
quando 1 a 25%, 26 a 50%, 51 a 75% e 76 a 100% das células apresentavam-se
imunomarcadas, respectivamente. As variaveis numero de células
imunomarcadas e intensidade de imunomarcacdo foram avaliadas nas células

epiteliais e estromais periacinares.

d) Anédlise estatistica

Foram utilizados dados descritivos e os testes Kruskal-Wallis e Mann
Whitney para a comparacao das variaveis numero de células imunomarcadas e
intensidade de imunomarcacdo dos anticorpos entre os diagnésticos. Os dados
foram processados nos programas Excel 2007 e SPSS (Statistical Package for
the Social Science), versdo 16.0, sendo considerado efeito significativo quando
p<0,05.

RESULTADOS

No intuito de se obter o maior nimero de lesbes por amostra e, portanto,
maior representatividade, foram utilizados diferentes niveis de corte do bloco de
TMA. Desta forma, foram obtidos 363 diagndsticos das 298 amostras das duas

[aminas de TMA coradas em HE.
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Dos 363 diagnosticos, 36 (9,9%) foram normais, 49 (13,5%) HPB, 132
(36,3%) PIA, 75 (20,7%) PIN e 71 (19,6%) carcinomas. Dentre os focos PIA, 73
(55,3%) eram discretos (PIA-D), 41 (31,1%) moderados (PIA-M) e 18 (13,6%)
acentuados (PIA-A).

Quanto a imunoistoquimica foi obtida imunomarcacdo para uPAR, com a
expressdo variando desde o escore zero ao quatro para o numero de células
imunomarcadas e de zero a trés para a intensidade de imunomarcacdo a

depender do tipo de diagnéstico (Figuras 1 e 2).
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FIGURA 1 - Fotomicrografia de carcinoma prostatico canino com
imunomarcacdo de membrana e citoplasmatica para uPAR.
Células epiteliais (seta cheia) com escore trés e estromais (seta
vazada) com escore dois para intensidade de imunomarcacao.
Células epiteliais (seta cheia) e estromais (seta vazada) com
escore quatro para o numero de células imunomarcadas. IHQ,
objetiva 20x.
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FIGURA 2 - Fotomicrografia de prostata canina com PIN e
imunomarcacdo de membrana e citoplasmatica para uPAR.
Células epiteliais (seta cheia) com escore dois e estromais (seta
vazada) um para a intensidade de imunomarcagdo. Células
epiteliais (seta cheia) com escore quatro e estromais (seta vazada)
dois para o numero de células immunoimunomarcadas. IHQ,
objetiva 40x.

Observou-se diferenca estatistica quando comparadas as variaveis
namero de células imunomarcadas e intensidade de imunomarcacgéo do anticorpo
UPAR nas células epiteliais acinares e estromais periacinares em relacdo ao
diagndstico (Kruskal-Wallis, p<0,05), sendo apresentado os dados descritivos na

tabela 1.



79

TABELA 1 - Distribuicdo dos casos de acordo com os escores aplicados as
variaveis numero de células imunomarcadas e intensidade de imunomarcacao do
anticorpo UPAR nas células epiteliais acinares e estromais periacinares em
relagdo ao diagnodstico

uPAR Normal HPB PIA PIN Carcinoma
% (n=33) % (n=47) % (n=130) % (n=75) % (n=71)
Escores Numero de células imunomarcadas no epitélio acinar
0 (0%) 3,0 (2) 2,1(2) 0,0 (0) 1,3(1) 0,0 (0)
1 (1 a25%) 3,0 (2) 8,5 (4) 2,3 (3) 0,0 (0) 0,0 (0)
2 (26 a 50%) 30,3 (10) 4,3 (2) 2,3 (3) 0,0 (0) 0,0 (0)
3 (51 a 75%) 39,4 (13) 29,8 (14) 12,3 (16) 5,3 (4) 4,2 (3)
4 (76 a 100%) 24,2 (8) 55,3(26) 83,1(108) 93,3(70) 95,8 (68)
Escores Intensidade de imunomarcacédo nas células epiteliais
acinares
0 (negativa) 3,0(1) 2,1 (1) 0,0 (0) 1,3(1) 0,0 (0)
1 (discreta) 54,5(18) 40,4 (19) 40,0 (52) 34,7 (26) 29,6 (21)
2 (moderada) 42,4 (14) 40,4 (19) 40,8 (53) 50,7 (38) 52,1 (37)
3 (acentuada) 0,0 (0) 17,0 (8) 19,2 (25) 13,3 (10) 18,3 (13)
Escores Numero de células imunomarcadas no estroma periacinar
0 (0%) 21,2 (7) 12,5 (6) 8,5 (11) 12,0 (9) 15,5 (11)
1 (1 a25%) 42,4 (14) 25,0 (12) 30,8 (40) 37,3 (28) 31,0 (22)
2 (26 a 50%) 6,1 (2) 33,3(15) 16,2 (21) 21,3 (16) 12,7 (9)
3 (51 a 75%) 6,1 (2) 10,4 (5) 16,9 (22) 8,0 (6) 14,1 (10)
4 (76 a 100%) 24,2 (8) 18,8 (9) 27,7 (36) 21,3 (16) 26,8 (19)
Escores Intensidade de imunomarcacédo nas células estromais
periacinares
0 (negativa) 21,2 (7) 12,5 (6) 8,5 (11) 12,0 (9) 15,5 (11)
1 (discreta) 72,7(24) 77,1(36) 77,7(101) 77,3(58) 77,5 (55)
2 (moderada) 6,1 (2) 10,4 (5) 13,1 (17) 10,7 (8) 7,0 (5)
3 (acentuada) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,8 (1) 0,0 (0) 0,0 (0)

Quando aplicado o teste Mann-Whitney para a comparacdo entre 0s
diagnosticos em relacdo a varidvel nimero de células imunomarcadas para uPAR
nas células epiteliais, acinares verificou-se diferenca entre todos os diagnosticos,
exceto entre PIN e carcinoma. Quanto a intensidade de imunomarcacdo nas
células epiteliais foi constatada diferenca entre préstatas normais e com PIA, PIN
e carcinoma. No que concerne ao numero de células imunomarcadas no estroma
periacinar observou-se diferenca entre glandulas normais e com PIA. Ainda,

quanto a variavel intensidade de imunomarcacdo de uPAR nas células estromais
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periacinares houve diferenga entre prostatas normais e com PIA, bem como entre
as com PIA e carcinoma.

Quanto aos tipos de PIA foi verificada diferenca entre PIA-D e PIA-M
guanto a intensidade de imunomarcacdo das células estromais periacinares,
assim como entre PIA-D e PIA-A em relagdo ao numero de células estromais
imunomarcadas para UPAR (Tabela 2).

TABELA 2 - Comparacao entre os diagnosticos em relacdo as variaveis numero
de células imunomarcadas e intensidade de imunomarcacao de uUPAR nas células
epiteliais e estromais

Médiade Médiade Médias de Médiade

: , .. Numero
Diagnostico de casos postos postos postos postos
NCMEP IMEP NCMES IMES
Normal 36 78,82 132,42 150,92 157,62
HPB 46 136,6° 173,8%° 177,1%° 178,3%°
PIA 128 186,8° 181,5° 193,2° 190,3°
x PIN 74 204,8° 180,1° 168,7%° 179,5%°
< carcinoma 71 209,5° 195,9" 178,3*  168,3
> Tipos de PIA
PIA D 71 64,72 62,32 57,92 59,12
PIA M 41 68,42 68,02 70,2% 69,3°
PIA A 18 62,02 72,32 84,7° 82,3%

Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste U-Mann Whitney (p<0,05). NCMEP
— ndmero de células imunomarcadas no epitélio acinar; IMEP — intensidade de imunomarcacéo
nas células do epitélio acinar; NCMES - numero de células imunomarcadas no estroma periacinar;
IMES - intensidade de imunomarcacédo nas células do estroma periacinar

DISCUSSAO

Em diferentes tecidos da espécie humana, o sistema PA tem sido aludido
por desempenhar papel central na adesdo celular, regulacdo da migracao,
cicatrizagdo, angiogénese, inflamacédo e regulando fatores de crescimento e
invasao tumoral (GAO et al., 2001; PLOUG et al., 2002; BOCK & WANG, 2004),
com importante funcdo nos processos de invasao e metastase (VASSALLI, 1994;
DANO et al., 1994; KOBLINSKI et al., 2000). O uPAR, um dos constituintes desse
sistema, UPA regula a disseminacdo neoplasica de varias formas e o uPAR é

considerado adequado para a analise de rotina por apresentar-se em niveis
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elevados no tecido neoplésico e no soro (BOCK & WANG, 2004; SEHGAL et al.,
2006). Em cées héa poucas informagdes acerca da atividade desta glicoproteina
de membrana nos diferentes tecidos. Apenas BAILEY et al. (2006) relatam a
expressdo de uPA e UPAR nos tecidos do trato urinario de cées sadios, incluindo
a prostata. J&4 neste estudo, além das normais, também foi constatada a
expressdo de uPAR em préstatas com lesfes benignas, displasicas e malignas,
tanto nas células epiteliais quanto estromais.

A diferenca verificada neste estudo quando comparadas as variaveis
ndamero de ceélulas imunomarcadas e intensidade de imunomarcacdo de uPAR
nas células epiteliais acinares e estromais periacinares em relacdo ao
diagnéstico, indica que essas enzimas apresentam expressao variavel no tecido
prostatico canino em funcéo do processo patoldgico. Neste contexto, em relacao
a variavel nimero de células epiteliais acinares imunomarcadas para uPAR,
verificou-se diferenca entre todos os diagndsticos, exceto entre PIN e carcinoma,
com menor expressdo nas normais e maior nas com PIN e carcinoma,
semelhante ao descrito por GAVRILOV et al. (2001), RIDDICK et al. (2005),
SEHGAL et al. (2006) e LI & COZZI (2007) na préstata neoplasica humana e de
camundongos. Embora esses autores nao tenham estudado glandulas com PIN, a
expressdo aumentada de uPAR nas préstatas caninas com essa lesdo sugere a
ideia do seu potencial de invasao.

Quanto a intensidade de imunomarcacdo nas ceélulas epiteliais foi
constatada diferenca entre prostatas normais e com PIA, PIN e carcinoma, com
maior intensidade nas préstatas com lesGes displasicas e neoplasicas. Neste
sentido, LI & COZZI (2007) acreditam que a maior expressao dessa glicoproteina
de membrana nos carcinomas pode estar relacionada ao grau de diferenciacao
celular. Assim, quanto mais indiferenciadas as células maior a expressdo de
UPAR, sugerindo maior potencial invasivo do tumor. Ja USHER et al. (2005)
sugerem que em alguns casos a expressdo de uPAR no tecido tumoral pode ser
muito baixa ou negativa, o que difere deste estudo, visto que todos os focos de
carcinoma canino avaliados nas amostras de TMA apresentaram imunomarcacao
em alguma intensidade.

No que diz respeito a PIN, COZZI et al. (2006) relataram a expressdo em

oito de quinze préstatas humanas com esta lesdo, mas destacam que nao houve
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superexpressdo como nas amostras de carcinoma de alto grau, ao contrario do
observado neste estudo em que a PIN e o carcinoma apresentaram expressao
aumentada de uPAR. Essa diferenca pode ser justificada por divergéncias na
metodologia de ambos os estudos. No primeiro, os tumores foram classificados
de acordo com o grau de diferenciagdo celular (escore de Gleason), havendo
superexpressdo nos indiferenciados e expressao intermediaria nos diferenciados,
semelhante ao que ocorreu nas PIN. Ja neste estudo os tumores nao foram
graduados e apresentaram expressao aumentada, mas nem sempre, assim como
as PIN, o que pode refletir um padrdo menos agressivo para 0S tumores caninos
avaliados.

Maior numero de células imunomarcadas e maior intensidade de
imunomarcacdo para UPAR nas células estromais foram constatados na PIA em
relacdo as normais. Neste sentido, USHER et al. (2005) relataram a expressao de
UPAR em leucdcitos intersticiais na préstata humana neoplasica e BAILEY et al.
(2006) observaram acentuada imunomarcacao de uPAR nas células inflamatérias
intersticiais da prOstata canina. Assim, é provavel que a inflamacdo que
acompanha a lesdo epitelial displasica na PIA seja a responsavel por essa
diferenga, ja que as células inflamatoérias intersticiais apresentavam-se ampla e
intensamente imunomarcadas. A diferenca na intensidade de imunomarcacao de
UPAR nas células estromais periacinares entre glandulas com PIA e carcinoma
reforca esta hipotese, ja que os tumores apresentaram menor intensidade de
imunomarcacao em relacdo as PIA e ndo eram acompanhados por inflamacao
perineoplasica.

A comparacao entre os tipos de PIA reitera o descrito, ja que as células
inflamatoérias da PIA-M (moderada) apresentaram maior intensidade de
imunomarcacao em relacao as PIA-D (discreta), bem como as PIA-A (acentuada)
apresentaram maior numero de células estromais imunomarcadas para uPAR em
relacdo as PIA-D, sugerindo o papel da inflamacdo no remodelamento da MEC
préxima as lesfes displasicas da préstata canina e, possivelmente, contribuindo
na invasdao desta matriz por células epiteliais transformadas. Neste contexto,
ANDREASEN, et al. (1997) descrevem que o sistema PA €& importante no
processo de remodelamento tecidual devido a habilidade do complexo uPA-uPAR

em degradar a membrana basal em processos inflamatorios e neoplasicos.
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CONCLUSOES

Concluiu-se que ha variacdo na expressdo do uPAR na proéstata canina
de acordo com a leséo, sugerindo sua participacdo no remodelamento da MEC do
tecido prostatico normal e benigno, bem como do displdsico e maligno. Ainda, o
UPAR apresenta-se superexpresso nos microambientes inflamatorio e neoplésico,

sugerindo maior atividade proteolitica da MEC nesses casos.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

Na realizacdo desta dissertacdo foi possivel observar, durante a revisao
bibliografica, que ha controvérsia acerca do potencial de malignidade da PIA na
prostata humana e ndo h& trabalhos em periédicos que a descrevam no céo,
muito menos sua relagdo com os tecidos adjacentes e a concomitancia com
outras lesbes proliferativas como a HPB, a PIN e o carcinoma, no intuido de
verificar o potencial pré-maligno da PIA e melhor compreender os mecanismos
moleculares envolvidos na evoluc¢do do cancer prostético nesta espécie.

Ainda, observou-se a expressao das MMP, assim como do sistema PA
em especial MMP 2, MMP 9 e uPAR, nestas lesdes prostaticas, sendo possivel
confirmar a participacdo dessas proteinas no remodelamento da MEC do tecido
prostatico normal e benigno, bem como do displasico e maligno. E também a
participacdo das células epiteliais, das estromais adjacentes bem como das
células inflamatorias nos processos de degradacdo e remodelamento da MEC.
Confirmando desta forma, o que ja foi observado no homem e reiterando o
conceito de que a inflamacdo é um fator etiolégico capaz de incitar a
carcinogénese, por promover a substituicdo celular e criar um microambiente no
tecido rico em citocinas e fatores de crescimento que podem elevar a replicacao
celular, angiogénese e reparo tecidual.

No homem, o emprego dessas enzimas como marcadores tumorais vem
sendo amplamente estudado. No cdo ndo é possivel fazer esta correlacao apenas
diante deste estudo. Mas com a advento de novas técnicas de alta tecnologia,
como as de microarranjos (TMA - Tissue MicroArray - e LCM - Laser Capture
Microdissection) e PCR - Polymerase Chain Reaction, poderemos em um futuro
proximo identificar melhores marcadores, com maior confiabilidade para
marcadores de diagnéstico e tratamento, uma vez que a identificacdo de
marcadores de malignidade é a chave para terapias precoces e efetivas para o
cancer prostatico.

Outro fato importante e interessante que chamou muito atencdo no
decorrer do experimento foi o elevado nimero de casos de carcinoma prostatico e
PIN encontrados, contradizendo a literatura. Isto faz com que questionemos o

fator raridade exposto na literatura consultada. O que é raro? O aparecimento ou
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o diagnodstico destas lesBes na prostata canina? Ainda surge outra pergunta,
porque aqui em Goids tem tantos casos? Qual o fator predisponente presente
nesta regido do pais que possibilitou esta constatacdo tdo expressiva de
carcinoma. Um dos maiores problemas encontrados no decorrer deste
experimento foi a obtencdo de préstatas normais.

Diante do elevado numero de amostras obtidas foi possivel otimizar nosso
estudo com o uso do bloco de TMA. O que conferiu grande economia de
reagentes e tempo proporcionando a uniformizacdo na realizacdo das reacoes.
Facilitando na interpretacdo comparativa dos casos com possibilidade de
repeticdo das reacdes em multiplos niveis do bloco. Fornecendo melhor
representacdo do tumor do que um Unico corte original, simplificando o trabalho
das linhas de pesquisa pela utilizacdo do bloco em mais de um projeto.

Portanto, este estudo da expressao de MMP-2 e MMP-9, assim como de
UPAR em proéstatas caninas com PIN e PIA permitiu- nos adicionar novos dados
ao conhecimento destes eventos bioldégicos que desencadeiam o cancer
prostatico no cdo e reforcou ainda mais o conceito de que o cdo € o melhor

modelo experimental para a verificagdo desses eventos na prostata humana.
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