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MECANISMO DE TRANSDUCAO DE SINAL NA PROSTATA DE CAO: AVALIAGCAO
NAS VIAS DA p-ERK1/2 E DA CYR61

RESUMO

O aumento da glandula prostatica canina com o envelhecimento pode ser decorrente de
uma proliferacdo excessiva do estroma e epitélio acinar, uma diminuicdo na taxa de
apoptose, entre outros. Esses processos celulares sdo mediados por horménios, fatores
de crescimento e proteinas, dentre elas podemos citar as proteinas CYR61 e p-ERK1/2
e os fatores de crescimento EGF, TGF-a e EGFr. Préstatas originadas de 29 céaes, com
pesos variando entre 6 a 40 kg, foram retiradas, lavadas e pesadas e o volume medido,
os valores variaram em 3,8 a 130 g e 2,4 a 90 cm?® respectivamente. Dos fragmentos
avaliados 55,17% apresentaram diagnéstico de HPB-ep e 5,75% apresentaram
diagndéstico normal. Exames de IHQ foram realizados e para a proteina CYR61 houve
uma forte imunorreatividade nas FML, MLA e ndcleo das células epiteliais dos
fragmentos avaliados. Houve diferencas estatisticas entre grupos de HPB quanto a
fracao da area de marcacao, no exame de W.B. a proteina teve como peso molecular
médio 37,72 kDa. Quanto ao EGF houve uma predominancia de marcagcao na FML e
nucleo das células epiteliais, os pesos moleculares médio deste fator de crescimento foi
de 47,03 e 41,65 kDa nos fragmentos prostaticos avaliados. O TGF-o teve
imunorreatividade nas FML e citoplasma das células epiteliais, e no exame de W.B.
houve 2 bandas de pesos moleculares médios de 52,23 e 38,88 kDa. O receptor de
membrana EGFr apresentou imunorreatividade nas FML e ndcleo das células epiteliais,
no W.B. houve apenas uma banda visivel de peso molecular médio de 48,49 kDa. A
proteina p-ERK1/2 esteve predominante nas FML e ndcleo das células e no W.B.
apresentou 3 bandas de pesos moleculares médios de 42,61; 39,56 e 37,26 kDa.

Houve correlagéo positiva entre as proteinas e os fatores de crescimento.

Palavras chave: fator de crescimento, hiperplasia prostatica benigna, displasias,

imunoistoquimica, western blotting
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TRANSDUCTION SIGNAL MECHANISM IN CANINE PROSTATE GLAND:
EVALUATION IN THE p-ERK1/2 AND CYR61 PATHWAY

ABSTRACT

The canine prostate gland enlargement also aging could be resulting of excessive
stroma and acinar epithelium proliferation, reduced apoptosis, among other. These
cellular mechanisms are mediated by hormones, growth factors and proteins, like the
proteins CYR61 and p-ERK1/2 and the growth factors EGF, TGF-a e EGFr. Prostate
from 29 dogs, weighing 6 to 40 kg, were collected, washed, wheighed and volume was
measured, with average from 3,8 to 130 g and 2,4 to 90 cm?® respectively. Approximately
55,17% of samples were diagnosed with HPB-ep and 5,75% were normal. IHQ exams
were accomplished and high CYR67 immunoreactivity in SMF, ASM and epithelial cells
nucleus was observed. There were statistical differences between BHP groups related
to immunoreactivity area, by means of W. B. and the mean molecular weight was 37,72
kDa. By analyzing EGF, immunoreactivity in SMF epithelial cells nucleus was prevalent,
the mean molecular weights was 47,03 41,65 kDa. TGF-a presented immunoreactivity in
SMF and epithelial cells cytoplasm and W.B. showed two bands with mean weight 52,23
and 38,88 kDa. The EGFr membrane receptor presented immunoreactivity in SMF and
epithelial cells nucleus, W.B. showed only one visible band with mean molecular weight
48,49 kDa. The p-ERK1/2 protein was prevalent in SMF and cell nucleus, W.B. showed
three bands with mean molecular weights 42, 61; 39,56 and 37,26 kDa. There was

positive correlation between proteins and growth factors.

Key-words: growth factor, benign prostate hyperplasia, PIN, immunohistochemistry,

immunoblotting



1 INTRODUCAO

Desde que se iniciou a domesticacdo de nossos animais de producao, a relacao
entre o tratador e os animais tem sido muito proxima. Durante séculos, esta relacédo é
simbidtica. Por exemplo, os bovinos dependem do homem para fornecer abrigo,
nutricdo e cuidados gerais, enquanto que o homem beneficia-se do leite, do esterco
para combustivel ou adubo, e producao de calor (ENGLISH et al., 1992).

No caso de animais de estimacado ou de companhia essa relagdo é ainda mais
estreita, pois esta envolvido o fator sentimental ou afetivo. Essa relagao de afeto existe
entre as duas partes e sabe-se que nao tem valor financeiro estimado. Nos ultimos 25
anos, numerosos estudos tém demonstrado os efeitos benéficos da presenca de um
animal de companhia na saude mental e fisica do ser humano. Por isso esses animais
estdo sendo empregados como terapia complementar no tratamento de pessoas com
alguma deficiéncia fisica ou mental, essa nova modalidade terapéutica esta fazendo
com que ocorra um incremento da populacdo de animais de companhia, seja por
aumento de numero ou sobrevida, principalmente em paises industrializados por acdes
favoraveis no dmbito nutricional e sanitario dos animais que em conjunto formam parte
de seu bem estar.

Devido a esse aumento da sobrevida, algumas enfermidades que geralmente se
manifestam em cédes idosos aumentaram sua freqliéncia em centros clinicos
veterinarios, dentre elas, as alteracdes prostaticas tem merecido especial destaque.

As doencgas prostaticas sdo comuns em caes idosos. Com o envelhecimento,
esta glandula aumenta de volume e peso, usualmente devido a hiperplasia ou
transformacao neoplasica (BARSANTI & FINCO, 1989). Entre as principais alteracdes
que afetam a prostata se encontram: a prostatite (que somam 60% das alteracdes),
Hiperplasias Prostaticas Benignas (HPB) (40%), Neoplasia Prostatica Intraepitelial (PIN)
(8%) e neoplasias (2%) (OLIVEIRA et al., 2007).

Acredita-se que a maioria das enfermidades que cursam com alteracbes
morfolégicas ocorra por modificacbes em alguma fase do ciclo celular (PERALTA-
ZARAGOZA et al., 1997), que é estimulado e regulado por transducdes de sinais entre



receptores, mensageiros e efetores. Os receptores sdo proteinas de membrana
capazes de se ligar a um transmissor (fator de crescimento, horménios, entre outros) na
parte extracelular e permitir a modificagdo de algum componente intracelular, ou seja,
0s receptores sdo os pontos de entrada da informacdo na célula. A funcdo dos
mensageiros intracelulares é transmitir o sinal do receptor da membrana a diversas
proteinas, que fardo com que um determinado sinal possa ser sentido pela célula. Os
efetores sdo o0s componentes que produzem o efeito final na célula, que
freqlentemente sao fosforilagdes quando se trata de proteinas quinases (LENZ, 2000).

Segundo MASSAGUE (1987) a proliferacdo, diferenciacdo e organizacdo das
células dos tecidos animais sao controladas por diversas formas de comunicacao
intercelular. Uma delas envolve uma rede de polipeptidios, como por exemplo, fatores
de crescimento, que ativam receptores de membrana para transducédo de sinais de
proliferacao e diferenciacdo. Outra forma envolve uma quantidade de moléculas de
aderéncia ancoradas na membrana celular ou depositadas na matriz extracelular
(MEC).

Durante o processo de transformagcdo das células normais em células
neoplasicas, ocorrem varias alteracdes genéticas. Neste processo, ocorre a perda do
controle dos mecanismos de replicacéo e reparag¢dao do DNA, assim como a segregacao
do material genético. Ainda que as células normais tenham estratégias de defesa contra
o desenvolvimento de tumor, as células tumorais ativam diferentes vias de escape que
permitem a progressao da neoplasia (PERALTA-ZARAGOZA et al., 1997).

Dessa maneira, padronizar novas técnicas de diagnéstico precoce das
enfermidades prostaticas de caes utilizando pesquisas de proteinas envolvidas no
desenvolvimento de alteracbes teciduais € uma importante alternativa para a melhor

compreensao do processo e descobrimento de formas adequadas de tratamento.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Descricoes anatomica, histologica e funcional da préstata canina

A préstata é a Unica glandula sexual acesséria do cdo. E um 6rgao bilobulado,
com septo mediano na superficie dorsal. Esta localizada no espago interperitoneal,
caudal a bexiga e a uretra proximal, podendo variar de posicdo no abdome dependendo
da idade do animal, distensdo da bexiga e presenca de enfermidades prostaticas
(BARSANTI & FINCO, 1989; DORFMAN & BARSANTI, 1995). Dorsalmente a glandula
esta o reto e em sua regiao ventral a sinfise pubiana e parede abdominal. A préstata é
recoberta por uma cépsula de tecido fibromuscular (ROGERS et al., 1986).

Histologicamente, a glandula prostatica é composta por &acinos glandulares
sustentados por estroma de tecido conjuntivo e musculatura lisa, envolta por uma
espessa capsula fiboromuscular. As células epiteliais prostaticas sao de dois tipos: a) um
epitélio secretor colunar alto, que pode se projetar em forma de papilas para o interior
da glandula, e b) epitélio basal, situado rente a membrana basal. O papel dessas
células é desconhecido, mas podem ser precursoras de células secretoras. O estroma
predomina em animais pré-puberes e, apés a maturidade sexual do animal, o
componente epitelial € mais abundante (BARSANTI & FINCO, 1989).

A glandula prostatica é responsavel pela producado do fluido prostatico para o
transporte e sustentagdo nutricional dos espermatozoides na ejaculagdo (BARSANTI &
FINCO, 1989; DORFMAN & BARSANTI, 1995). Outras func¢des desta glandula incluem:
participar no controle do fluxo urinario da bexiga, devido ao volume de musculatura lisa;
contribuir como glandula exécrina para o plasma seminal com moléculas e enzimas
como a fibrinolisina, coagulase e outras, que facilitam a fertilidade; reduzir a acidez da
uretra e aumentar a motilidade do esperma por meio do fluido prostatico; hidrolisar a
fosforilcolina em colina, envolvida na nutricdo dos espermatozéides, através da
fosfatase acida prostatica; auxiliar como glandula endocrina no rapido metabolismo da
testosterona em diidrotestosterona (DHT), influenciando nas fungbdes do hipotalamo e

hipdfise; e, na espécie humana, os altos niveis de zinco observados no plasma seminal,



parecem ser de origem prostatica e possuem acdo antimicrobiana (KUMAR &
MAJUMDER, 1995).

Com o0 avangcar da idade, a prostata aumenta de volume e peso
concomitantemente, com a maturagao sexual e elevagao da testosterona sérica. Apds a
maturidade sexual, permanece neste tamanho até o desenvolvimento da hiperplasia
prostatica benigna (HPB) (BARSANTI & FINCO, 1989). Esta glandula passa entédo, a
apresentar localizagdo abdominal com seu aumento de tamanho relacionado a idade
(CHEW, 1997).

2.2 Doencas prostaticas no cao

A prostata € o sitio da maioria das doencas do trato reprodutor masculino,
principalmente em caes de meia idade. Devido a alta incidéncia de enfermidades nesta
glandula, os caninos devem ser sempre submetidos ao exame da préstata (PURSWELL
et al., 2000).

Dobermann e Pastor Alem&o sdo as ragas mais acometidas por enfermidades
prostaticas (KAY et al., 1989; CHEW, 1997). GORMAN (1996) citou como as mais
freqUentes alteracdes prostaticas a HPB, a metaplasia escamosa, as prostatites
bacterianas, os abscessos, 0s cistos e as neoplasias. A HPB € a desordem prostatica
mais frequliente, seguida de prostatite e neoplasias, segundo CHEW (1997). Porém em
estudo realizado por OLIVEIRA et al. (2007) a prostatite foi a desordem mais
frequentemente encontrada.

O Quadro 1 representa os sinais clinicos associados a cada uma das doencas
prostaticas, segundo DORFMAN & BARSANTI (1995).

A préstata do cao é um dos melhores modelos naturais para doencas deste
6rgao em humanos, havendo similaridades tanto no desenvolvimento espontaneo das
HPBs com o avanco da idade, como nas neoplasias (MCENTEE et al., 1987;
LOWSETH et al., 1990; KARR et al., 1995).



Quadro 1 - Sinais clinicos associados com as doencgas prostaticas no cao.

Tenesmo Disuria Descarga Uretral Febre, depressao, dor
Hiperplasia ~  --------------- Prost. bacteriana Prost. bacteriana
Cistos Cistos Cistos e
Abscesso Abscesso Abscesso Abscesso
Neoplasia Neoplasia Neoplasia Neoplasia

2.2.1 Prostatite

Prostatite € um termo que se utiliza para definir um processo infeccioso e/ou
inflamatério da glandula prostatica (MARTINS et al., 2000). Acredita-se que a maioria
das infecgdes € causada por bactérias que atingem a préstata por via ascendente,
embora também possa ocorrer por via hematégena (KAY, 2003). Os patégenos mais
comuns sdo E. coli, Staphilococcus sp, P. mirabilis, Streptococcus e Mycoplasma. Os
isolados menos comuns incluem Klebsiella, Brucella canis, Pseudomonas e
Ureaplasma. Infecgbes anaerdbias sdo raras e infec¢gdes micoticas disseminadas
podem causar prostatite (MARTINS et al., 2000).

A prostatite € o principal transtorno prostatico que afeta a fecundidade, por
provocar deteriorizacdo dos espermatozéides, diminuicao da libido, dor e disseminacao
da infeccdo para epididimo e testiculos e a andlise do sémen é parte integral da
avaliagdo de possivel infecundidade ou subfecundidade do c&o. Este estudo esta
indicado em cédes com suspeita de prostatite, orquite ou epididimites. (FELDMAN &
NELSON, 1996).

Os sinais clinicos mais comuns em uma prostatite sdo dor, febre, letargia,
hematuria, dificuldade de locomocgao e infertilidade. O tratamento da prostatite, bem
como abscesso prostatico, pode ir desde a castragdo, administracao de antibiéticos que
tenham penetracdo na capsula prostatica como, por exemplo, o cloranfenicol, a
associagao sulfa+ trimetoprim (tem que considerar que as sulfonamidas promovem
aplasia de medula e ceratoconjuntivite seca) e a enrofloxacina, seja que tipo de

antibiotico instituido geralmente se administra por varias semanas. Outra terapia que



pode ser associada ao antibidtico € a utilizacdo de medicamentos que diminuem o
tamanho da glandula, como por exemplo, a finasterida (KUSTRITZ, 2006).

2.2.2 Hiperplasia prostatica benigna

A HPB se desenvolve de forma espontanea na préstata, geralmente tem maior
incidéncia em cdes de idade avancada (BAMBERG-THALEN & LINDE-FORSBERG,
1992). Pode ser dividida em estromal, epitelial/cistica e atualmente complexo
hiperplasia prostatica para a denominagdo do achado de diferentes classificacées de
hiperplasias na mesma glandula.

Entre os agentes que causam a HPB podem ser citados:

- a testosterona, metabolizada em diidrotestosterona que ativa a proliferagao
celular (COTRAN et al., 1999) por ligagcdo a receptores androgénicos especificos,
presentes nos nucleos das células (KLAUSNER et al., 1994);

- fatores de crescimento; horménios do complexo pituitaria-hipotalamico;
presenca de células inflamatérias, do tipo linfo-plasmocitaria, no estroma, ja que os
linfécitos liberam fatores que estimulam a formagéao de matriz, pela sintese de colageno,
além de promoverem a proliferacdo de células epiteliais e estromais, pela secrecéo de
IL-6 e IL-7 (Interleucinas 6 e 7), além de exercer efeitos indiretos na promocao de
neovascularizacao, ja que liberam fator de crescimento endotelial vascular (LEE et al.,
1997);

- diminuicao da taxa de apoptose (KLAUSNER et al., 1994);

- desequilibrio entre morte e proliferacao celular (ZIADA et al., 1999).

Apesar de ser considerada uma alteracdo comum em caes idosos, em alguns
animais essa condicao esta associada a problemas urinarios, dor e anormalidades para
defecar (BAMBERG-THALEN & LINDE-FORSBERG, 1992). Os tratamentos da HPB
vao desde castracao, retirando assim a fonte de testosterona impedindo a sua
metabolizacdo até o DHT que é o principal responsavel pelo aumento de volume
prostatico, até a administracdo de estrogenos, progestagenos, inibidores da 5a-
redutase (KUSTRITZ, 2006) e agonistas de GnRH (PARAMA-RAMIREZ, 2005).



2.2.3 Neoplasia prostatica intraepitelial

A Neoplasia Prostatica Intraepitelial (PIN) é a lesdo precursora dos carcinomas
prostaticos. Sdo compostas por focos Unicos ou multiplos de proliferagao intra acinar
com anaplasia nuclear, porém, ndo ha invasdo da membrana basal e foram observadas
em 66% dos casos de neoplasia espontdnea em préstata de caes. A PIN tem
crescimento lento, pode invadir a membrana basal, entdo se diagnostica como cancer.
O diagnostico precoce da PIN é importante, pois o desenvolvimento do carcinoma pode
levar anos, o0 que permitiria a utilizacdo de terapias que possam evitar a progressao até
a neoplasia (WATERS & BOSTWICK, 1997). O tratamento ideal para essa leséo € a

prostatectomia, associada a castracao do animal (KUSTRITZ, 2006).

2.2.4 Neoplasias prostaticas

As neoplasias prostaticas acometem caes entre oito e dez anos de idade, sem
haver predisposicao racial, e causam aumento de volume glandular, que a palpacao
retal apresenta-se firme e irregular com perda total ou parcial da rafe mediana (LEAV &
LING, 1968).

O adenocarcinoma € o tipo de neoplasia mais frequente da glandula prostéatica
do cao, essa neoplasia mostra-se bem diferenciada, com glandulas aumentadas de
volume e padrao papilar. Os nulcleos sdo grandes e vacuolizados com um ou mais
nucléolos evidentes. H4 variagées no tamanho e forma nuclear, mas o pleomorfismo
nao é acentuado e as figuras de mitose sao raras. Os acinos apresentam-se préximos
uns aos outros, com pouco estroma entre eles (KOZLOWSKY, 1999; COTRAN et al.,
1999).

O tratamento das neoplasias prostaticas é paliativo e inclui prostatectomia,
castragdo, quimioterapia e acompanhamento radiografico em busca de provaveis
metastases (KUSTRITZ, 2006).



2.3 CYR61

A proteina CYR61 (CCN1) faz parte da familia das CCN — Fator de Crescimento
de Tecido Conectivo (CTGF), Proteina Rica em Cisteina (CYR61), e Gene da
superexpressdao do Nefroblastoma (Nov) - que é constituida por seis proteinas que
participam na proliferacdo celular, migracdo, formacado de tecido de cicatrizagdo e
fibrose, diferenciacao celular e angiogénese, entre outros (BRIGSTOCK, 2003).

A CYR61 estd bem caracterizada como ligante de integrinas (BABIC et al., 1999;
JEDSADAYANMATA et al.,, 1999). Apresenta-se em niveis baixos nas células em
repouso, mas sao rapidamente induzidas em resposta a fatores de crescimento
(SIMMONS et al., 1989; O'BRIEN et al., 1990), divisao celular (O'BRIEN et al., 1990),
em resposta ao estrogeno no tecido uterino (RIVERA-GONZALEZ et al., 1998), pela
vitamina D3 nos osteoblastos fetais (SCHUTZE et al.,, 1998) e pelo fator Vll-a e
trombina nos fibroblastos humanos (PENDURTHI et al., 2000). No desenvolvimento
embrionario, a expressdao da CYR61 € elevada em locais de neovascularizacao e
condensagcao mesenquimal (O'BRIEN & LAU, 1992) o que confirma seu papel na
angiogénese e condrogénese (KIREEVA et al., 1996; BABIC et al., 1998; BABIC et al.,
1999).

A CYR61 é uma proteina ligante da heparina (KIREEVA et al., 1996) e se
acumula apés ser secretada na matriz extracelular, onde permanece estavel e pode ser
detectada apds as células entrarem em repouso (YANG & LAU, 1991; KIREEVA et al.,
1997). Em contraste, a CYR61, associada com a superficie celular é rapidamente
degradada por um mecanismo desconhecido (YANG & LAU, 1991).

A proteina CYR61 também foi observada em todas as partes do cérebro de
adultos, e em resposta a estimulagdo dos receptores muscarinicos de acetilcolina nas
células HEK293 (NAUS et al., 2000), correspondentemente foi encontrada durante a
diferenciacao neuronal das linhagens de células do hipocampo (CHUNG & AHN, 1998).

Entretanto, em pesquisas recentes, ficou comprovada uma ativagao exacerbada
da proteina CYR61 em diversas enfermidades, dentre elas a arteriosclerose (HILFIKER
et al.,, 2002; SCHOBER et al.,, 2002), trombose (PENDURTHI et al., 2000) e



especialmente cancer de mama (SAMPATH et al., 2001; XIE et al., 2001; MENENDEZ
et al., 2003). Mais recentemente foi relatado o papel importante da proteina no

desenvolvimento de alteracdes prostaticas, principalmente a HPB (SAKAMOTO et al.,
2003).

2.4 Familia do Fator de Crescimento Epidérmico

Fatores de crescimento sdo definidos como um diversificado grupo de
polipeptidios que tem como principal fungdo modificar a proliferagéo celular. Atualmente
constituem um grupo diferenciado em endocrinologia, pois a biologia desses fatores
difere da classica biologia hormonal, onde seus locais de sintese e agdo nao sao
limitados a determinados tecidos. Muitos fatores de crescimento provavelmente
funcionam de modo paracrino e em certos casos, a sua acao pode ser de natureza
autdcrina. A difusdo dos locais de sintese e localizacao das diversas células alvo limita
em quantidades, a purificagdo do material disponivel para a realizacao de estudos com
animais vivos, restringindo o progresso de compreensdao das funcodes fisiologicas
normais de muitos fatores de crescimento envolvidos no crescimento e
desenvolvimento (CARPENTER & COHEN, 1990).

O “Epidermal Growth Factor” (EGF) ou Fator de Crescimento Epidérmico foi o
primeiro fator de crescimento descoberto. Foi isolado da glandula submaxilar de ratos
em 1962 por COHEN (1962). Desde entdo, estudos com o referido fator de
crescimento, proporcionam varias pesquisas a respeito de eventos celulares e
moleculares que sdo subjacentes & efeitos biolégicos de uma série de fatores de
crescimento e horménios.

A familia do EGF tem sido objeto de muitos estudos, ja que além de regular
processos como multiplicagdo e diferenciacdo, se encontram implicado em numerosos
processos patoldégicos como o cancer, processos degenerativos, entre outros
(AARONSON, 1991). A familia é composta pelo Fator de Crescimento Epidérmico
(EGF), Fator de Crescimento de Transformante-Alpha (TGF-a), a anfiregulina, o fator de
crescimento semelhante ao EGF ligado a Heparina (HB-EGF), a Beta-celulina (3-TC) e
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a epiregulina (EPR). Todos eles atuam sobre o receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFr ou ErbB1) (CARPENTER & COHEN, 1979, 1990; MASSAGUE, 1987;
MASSAGUE & PANDIELLA, 1993; GROENEN et al., 1994; TOYODA et al., 1995;
BOONSTRA et al., 1995).

Todos os membros da familia EGF sdo proteinas que possuem seis cisteinas,
que formam trés pontes de disulfeto. Estas pontes sdo essenciais para manter sua
estrutura terciaria e para exercer seus efeitos biolégicos. Em ocasides, podem viajar
pelo sangue constituindo dimeros, o que permite prolongar sua vida média e atuar de
forma endécrina (MASSAGUE, 1987; MASSAGUE & PANDIELLA, 1993).

2.4.1 Fator de Crescimento Epidérmico

O EGF, também conhecido por urogastrona, é um fator de progressdo que
estimula a divisdo celular por se ligar a receptores especificos de tirosinoquinase na
membrana da célula. Foi descoberto inicialmente por sua capacidade em causar
erupcao precoce de dentes, e esta amplamente distribuido nas secrecoes e liquidos
tissulares como saliva, urina e conteudos intestinais (COTRAN et al., 1999).

Esse fator de crescimento possui um importante papel na regulacdo da
proliferacdo tanto de células normais quanto células neoplasicas (SHRESTHA et al.,
1992). A presenca do EGF é essencial para a indugao da mitose. Além do mais, reduz
o contato célula-célula, o que comprova sua habilidade em promover a motilidade de
queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais (BOULOUGOURIS & ELDER, 2001).

2.4.2 Fator de Crescimento Transformante-alpha (TGF-a)

O “Transforming Growth Factor-Alpha” (TGF-a) ou Fator de Crescimento
Transformante-Alpha € um polipeptideo de 50 aminoacidos que foi extraido inicialmente
de células transformadas pelo virus do sarcoma e por esse motivo foi considerado seu
envolvimento na transformacdo de células normais em cancerosas (KUMAR et al.,
1995; COTRAN et al., 1999). Ele é estrutural e funcionalmente similar ao EGF em 40 e
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50%, respectivamente, e acredita-se que, por isso, eles atuam no mesmo receptor o
“Epidermal Growth Factor Receptor” (EGFr), induzindo efeitos biolégicos similares
(SCHREIBER, 1988; SCHLESSINGER, 1988).

O TGF-a ativo e soluvel é processado a partir de um precursor transmembrana, o
pré-TGF-a. Essa molécula é formada por um dominio extracelular aminoterminal e esta
ancorado no plasma a partir de uma porcao hidrofobica aminodcida intermediaria,
possuindo ainda uma porg¢ao citoplasmatica C-terminal (KUMAR et al., 1995).

O pr6-TGF-a passa por uma clivagem endoproteolitica sequencial para que haja
a liberagéo da forma ativa do fator. A forma transmembrana também & biologicamente
ativa e pode interagir com o receptor EGFr em células adjacentes. Existe ainda uma
forma mais agressiva desse fator transmembrana, o pré-TGF-a que sofreu apenas
clivagem em sua porcao N-terminal, e que foi detectado na membrana plasméatica em
certas linhas de células tumorais. Esse precursor apresenta uma capacidade
aumentada de ativar EGFr e isso vem sendo associado com maior crescimento em
alguns tumores (MULET et al., 2006).

O TGF-a € encontrado em embrides em desenvolvimento e em varios tecidos
normais adultos. Em muitos casos, sua distribuicao estd associada oo EGFr, o que
conduziu a idéia de que o TGF-a € um regulador autocrino e paracrino do crescimento
normal do desenvolvimento. Também foi relacionado a cicatrizacdo e homeostase em
tecidos como pele, glandulas mamarias, figado e rins. Na cicatrizacdo, em especial, o
TGF-a é produzido por macréfagos ativos e eosinodfilos, sugerindo uma funcao
imunolégica no processo, onde o TGF-a e o VEGF intensificam a aticagéo e liberagéo
de fibroblastos. Em queratindcitos, o TGF-a promove migracao celular e proliferacéo
(KUMAR et al., 1995; HINKLE et al., 2003).

Além de sua funcao na formacao, manutencao e reparacao tecidual, tem sido
relacionada a progressao, invasdo e metastase de uma série de neoplasias, tanto pelo
suprimento sanguineo, devido ao potencial angiogénico que promove a vascularizacao
do tumor, quanto pela proliferacdo celular e depdsito de matriz extracelular
(WELLS,1999; BOULOUGOURIS & ELDER, 2001).
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Sugere-se que o TGF-a também esteja envolvido com a iniciacao da proliferacao
vascular através da mediacao de outros fatores angiogénicos, tais como o “Vascular
Endothelial Growth Factor” (VEGF) ou Fator de crescimento do endotélio vascular.
Assim, o TGF-a induziria fortemente a sintese de VEGF em queratindcitos, exercendo
um papel significante na iniciacdo e na manutencdo da permeabilidade vascular
aumentada e proliferacdo (SOARES et al.,, 2000). Segundo BOULOUGOURIS &
ELDER (2001) e MULET et al. (2006), o TGF-a é um fator angiogénico mais potente
que EGF.

2.5 Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFr)

O receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFr) € uma glicoprotéina
membro da familia ErbB de receptores tirosinoquinases, por esse motivo também
conhecido por ErbB1 ou HER1 (SOARES et al., 2000). Em outras palavras, esse
receptor € uma proteina transmembrana que possui atividade intrinseca de ativacao
fosfotransferase (EL-RAYES & LORUSSO, 2004).

A porcéo extracelular do EGFr possui uma por¢cao amino-terminal que funciona
como sitio de reconhecimento para determinados fatores de crescimento. Uma regiao
hidrofobica que representa o segmento transmembrana, e sua estrutura intracelular
pode ser alinhada a proteinas tirosinoquinases e a subunidade catalitica das quinases
dependentes do cAMP (AMP ciclico). A ligacao de moléculas a esse receptor é
especifica e de alta afinidade (BOULOUGOURIS & ELDER, 2001).

O EGFr pode se ligar e ser ativado por alguns fatores de crescimento,
codificados por virus, entre outros (SHRESTHA et al.,, 1992; BOULOUGOURIS &
ELDER, 2001; EL-RAYES & LORUSSO, 2004). EGF e TGF-a contém varios tipos de
aminoacidos que possuem um papel importante em sua ligagdo com o receptor. A
estimulacdo exercida por um desses ligantes pode promover replicacdo de DNA
seguida por divisdo celular. Esse sistema parece ser uma das influéncias mais
importantes no crescimento de células epiteliais e de outros tipos (BOULOUGOURIS &
ELDER, 2001).
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A ativacdo do EGFr leva a proliferacdo celular, o que pode explicar como a
presenca desse receptor em tumores pode contribuir para o seu crescimento
(BOULOUGOURIS & ELDER, 2001; EL-RAYES & LORUSSO, 2004).

A funcdo de EGFr esta desregulada em varias desordens malignas, nas quais
podemos encontrar super expressao do receptor (YAMADA et al., 1989; VERED et al.,
2003; MULET et al., 2006; EL-RAYES & LORUSSO, 2004), mutacao do receptor que
resulta em ativacdo independente de ligante e ativagdo autdcrina a partir de
superproducao dos ligantes (BOULOUGOURIS & ELDER, 2001; EL-RAYES &
LORUSSO, 2004). Nesses tumores, o EGFr esta envolvido na transformagéo maligna e
no crescimento tumoral, a partir da inibicdo da apoptose, proliferacao celular, promocao
de angiogénese e metastase (EL-RAYES & LORUSSO, 2004).

E importante ressaltar que, para que possa gerar proliferacdo exagerada, a
expressdao de EGFr deve ser acompanhada da presenca de ligantes ativos, ja que o
surgimento de um fenédtipo maligno depende da exposicdo das células a altas
concentracdbes de EGF. A hiperproliferacdo também pode estar relacionada a uma
alteracdo do meio que promova a apresentagdo do receptor a fluidos secretérios
contendo EGF, implicando em sinalizacao e proliferacdo inesperada (BOULOUGOURIS
& ELDER, 2001).

Em relacdo a angiogénese, o EGFr presente em células endoteliais pode
participar indiretamente do crescimento tumoral, sinalizando a proliferagédo do endotélio
vascular (YAMADA et al., 1989).

BOULOUGOURIS & ELDER (2001) verificaram, em seus estudos, que
carcinomas mamarios que exibiam EGFr em suas células normalmente eram os que
mais se disseminavam. Este fato pode estar relacionado ao aumento da producéao de
proteases que degradam a MEC através desse receptor, e as alteracées que sua
ativacao promove na adesao e motilidade celulares.
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2.6 Proteina quinase mitégeno — ativada (MAPK) e sua via de transducao de sinal

Para ARAUJO et al. (2001) dentre as proteinas quinases existem as Proteinas
quinases mitégeno — ativada (MAPK), que constituem um médulo de trés quinases,
formam um sistema regulatorio que estabelece uma via sequencial de ativagdo de
proteinas quinases.

O primeiro componente do modulo é a MAP quinase quinase (MAPKKK, c-Raf-
1). Que pode ser ativada tanto por fosforilagdo quanto por interacdo com uma proteina
de ligacdo GTP da familia Ras ou Rho. As MAPKKK s&o quinases serina/treonina que,
quando ativadas, fosforilam e ativam a préxima quinase no médulo, a MAP quinase
quinase (MAPKK). As MAPKK s&o quinases que reconhecem e fosforilam um motivo
Thr-X-Tyr na al¢a de ativagdo da MAPK, o que define as MAPKK como sendo quinases
de dupla especificidade. As MAPKs constituem a quinase final no médulo de ativacao e
fosforilam seus substratos em residuos de serina e treonina; a grande maioria dos
substratos das MAPK séao fatores de transcricdo. As MAPKs podem ser categorizadas
em 5 sub-familias: MAPK-ERK 1/2, MAPK-p38, MAPK-jnk, MAPK-ERK 5 e as MAPK
ERK 3/4. As MAPK nomeiam a via de transducéo de sinal onde sdo empregadas (isto
€, via da ERK 1/2, via da MAPKp38, etc).

Segundo LENZ (2000), as MAPKs estdo envolvidas em diversos eventos
celulares, entre os quais podem ser destacados:

Proliferacdo celular: 0 mecanismo parece envolver expressdo da ciclina D1 e a
repressao do inibidor de ciclo celular p27 Kip mediada pela ERK (LAVOIE et al., 1996;
KERKHOFF & RAPP, 1998). As MAPKs também estdo envolvidas na sinalizacdo que
inibe a proliferacao celular, sendo que a ativacédo da p38 e atividades muito elevadas da
cRaf-1 (e provavelmente ERK) aumentam a expressao de proteinas inibidoras do ciclo
celular como p21 cip1 (LAVOIE et al., 1996; SEWING et al., 1997; KERKHOFF &
RAPP, 1998).

Apoptose: a ativagdo da JNK induz apoptose, enquanto que a ativacdo da ERK
bloqueia o processo apoptoético em linhagens feocromocitoma (“pheochromocytoma
cells” - PC12) (XIA et al., 1995), o que foi confirmado pelo efeito supressor da ativacéo
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da ERK por “Fibroblastic Growth Factor 2” (FGF-2) da apoptose induzida por fator de
necrose tumoral a ( “Tumor Necrosis Factor o” - TNFa) (GARDNER & JOHNSON,
1996). A p38 também parece ser uma das responsaveis pela apoptose induzida pela
retirada de fatores de crescimento (KUMMER et al., 1997).

Transcricdo de genes: varios fatores de transcricdo podem ser regulados pelas
MAPKs, como a proteina de ligacdo ao elemento regulado por cAMP (“regulated
element binding protein” - CREB — cAMP), através de uma quinase ativada pela ERK
denominada Rsk2 (XING et al., 1996). ERK e JNK podem fosforilar diretamente a Elk1,
podendo levar a indugdo da expressdo da c-fos, integrando desta forma os sinais
destas duas cascatas (KARIN, 1996 e WHITMARSH et al., 1998). JNK também pode
fosforilar e ativar c-jun, que forma, juntamente com c-fos, o ativador transcripcional AP1
(GUPTA et al., 1995).

Integragédo de sinais: as MAPK, por serem ativadas pelos mais diversos
mecanismos de transducéo de sinal, sdo importantes integradoras de sinal, como por
exemplo, a mediacdo de muitos efeitos do Ca** em neurdnios (FINKBEINER &
GREENBERG, 1996).

Diferenciacdo celular: ativagcbes com cinéticas de desativacdo lenta podem
induzir diferenciacdo em PC12 (MARSHALL, 1995 e 1998) e megacariocitos (RACKE et
al., 1997).

Plasticidade neuronal: Tanto estudos com delecao de genes (“knockout” - KO)
bem como utilizando inibidores mostraram o envolvimento das MAPKs em eventos de
plasticidade como potenciacdo de longa duracao ( “long-term potentiation” - LTP) e
memoria (IMPEY et al., 1999 e WALZ et al., 1994).

As MAPKs sao formadas por trés familias de quinase, MAPK, MAPKK e
MAPKKK. Embora vérias quinases possam regular as MAPKKK e inuUmeras outras
possam ser reguladas pelas MAPKs, produzindo cascatas de cinco ou mais quinases,
estes trés niveis de quinases sdo conhecidos como cascata das MAPKs. Em cada um
dos niveis existem varios subtipos, sendo que trés cascatas razoavelmente
independentes tém sido denominadas ERK, c-jun quinase (“c-Jun Kinase “- JNK) e p38
(WIDMANN et al., 1999).
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ROYUELA et al. (2002), MALIK et al. (2002), UZGARE et al. (2003), estudando a
expressao da p38MAPK e ERK 1/2 em préstatas normais e alteradas, observaram que
em tumores em processo de diferenciagdo e/ou multiplicacdo a ativacdo destas
enzimas foi significantemente elevada, enquanto que em tumores bem estabelecidos e
em metastases, ocorre diminuicdo da expressao da p38MAPK e de ERK 1/2.

PAPATSORIS & PAPAVASSILIOUS (2001) afirmaram que a intensidade de
sinalizacdo da MAPK esta diretamente implicada com a progressdo das alteracdes
prostaticas, porém postulam que efeitos farmacolégicos sobre esta sinalizacao podem

criar novos caminhos para o controle clinico-terapéutico dessas alteracdes.

2.7 Interacao entre fatores de crescimento e proteinas

O EGF e/ou TGF-a, ao interagir com o EGFr, ativa varios sistemas de transducao
de sinais: a rota das MAP quinases, a da fosfatidil-inositol 3-quinase (PI3K), a da
fosfolipase Cy (PLCy) e do STAT (Transdutor ativador de sinal de transcri¢ao).

Quando o EGF atua sobre o receptor, produz uma troca conformacional e um
processo de dimerizacao no receptor. O EGFr ndo sé pode formar dimeros consigo
mesmo, mas também com o ErbB2 e ErbB3. Este processo de dimerizacdo produz a
ativagdo da tirosina quinase como consequéncia da transfosforilacdo dos residuos de
tirosina dos extremos C-terminal (SCHLESSINGER, 1988; ULLRICH &
SCHLESSINGER, 1990; COUNTAWAY et al., 1990; WEISS & SCHLESSINGER, 1998).

As tirosinas fosforiladas do receptor sdo reconhecidas por proteinas que
possuem extremos SH2 (Shc) (HELDI, 1991; KOCH et al.,, 1991; MARGOLIS, 1992;
VAN DER GEER & PAWSON, 1995). Estas proteinas com dominio SH2 podem ser de
dois tipos:

- proteinas adaptadoras, como Grb2 que podem recrutar outras proteinas
transdutoras como a Sos;

- enzimas que podem ativar ao serem fosforiladas pelo receptor.
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Existem outras proteinas SH2 cuja funcdo ainda se desconhece, mas que
possivelmente atuem como reguladoras negativas impedindo que se liguem outras
proteinas SH2 as tirosinas fosforiladas.

Quando o EGFr é estimulado, inicia-se a rota das MAP quinases, onde a
proteina Ras atua como ligante central permitindo a integracdo de diferentes sinais
(ANDERSON et al., 1990; LOWENSTEIN et al., 1992; ROZAKIS-ADCOCK et al., 1993;
QUILIAN et al., 1995)

Semelhante aos fatores de crescimento, a proteina CYR61 € expressa por meio

de fatores de crescimento como o TGF-3, FGF, PDGF e horménios como 17B-estradiol,
a proteina liga-se a integrinas como a “integrina avp3” que inicia a rota de transdugao

de sinal da MAP quinase como exemplificado na Figura 1.
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Figura 1— Esquematizacao proposta para a integragéo da proteina CYR61, dos fatores
de crescimento EGF e TGF-a, do receptor EGFr com a rota de transducgéo de

sinal da proteina MAP quinase p-ERK1/2, baseado em LEASK & ABRAHAM,
(2006); PEDERSEN & POULSEN, (2006) e ARAUJO, (2001).
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3 OBJETIVOS

1 — Localizar e quantificar, por meio de IHQ, a proteina CYR61, os fatores de
crescimento EGF, TGF- a, o receptor EGFr e a proteina quinase mitbgeno — ativada p-
ERK1/2 em préstatas normais e alteradas de caes.

2 — Correlacionar as intensidades encontradas nos grupos, normal e com
diferentes graus de HPB, avaliados com as diferentes proteinas estudadas.

3 — Detectar, por meio de “Western blotting”, a proteina CYR61, os fatores de
crescimento EGF e TGF- a, o receptor EGFr e a MAP quinase p-ERK1/2, bem como

seus pesos moleculares aparentes em prostatas normais e alteradas de caes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Colheita do material

Os caes adultos (n=29) e em sua maioria sem raca definida, doadores das
prostatas utilizadas neste estudo, foram provenientes do Centro de Zoonoses da cidade
de Sertaozinho-SP. Os animais foram pesados (PC= peso caes), pré-anestesiados com
acepromazina 1% (0,055 - 0,11mg/kg IM), e apdés 20 minutos, anestesiados com
cloridrato de xilazina 2% (1,1 mg/kg/EV), passados cinco minutos aplicou-se cetamina
(22 mg/kg/IM). Apds constatacdo de que os animais estavam em plano cirdrgico,
realizou-se uma incisdo na linha média ventral e a prostata foi retirada. Os animais
foram sacrificados com sobredosagem de anestésico e posteriormente a pele foi
aproximada através de rafia.

A glandula foi lavada com solucao salina 0,9%, pesada (PP = peso préstata) e
seu volume (VP = volume préstata) medido por meio de imersdo em Becker contendo
solugdo salina 0,9% em sua maxima capacidade. O volume transbordado foi
mensurado por seringa graduada.

Posteriormente as préstatas foram recortadas em trés fragmentos seguindo a
estruturacdo das partes, cranial (A, n=2), medial (B, n=2) e caudal (C, n=2), de acordo

com a Figura 2.

Figura 2- Fotografia de préstata de cao indicando

os locais dos cortes efetuados para
cada método de conservagao. Fonte:
LAUFER-AMORIM, 2001
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Os trés fragmentos prostaticos obtidos de cada glandula foram acondicionados
em frascos, identificados de acordo com o nimero do cao e parte da prostata colhida,
contendo solugédo de formalina 10% tamponado com fosfatos e pH 7.4. Ap6s 12 horas
os fragmentos foram recortados em partes menores, colocados em cassetes igualmente
identificados e acondicionados em recipiente contendo alcool etilico 70% por 12 horas.
Passado esse periodo, foram processados para a técnica inclusdo em parafina, obtidos
cortes histoldgicos de 5 um e aderidos a laminas. Posteriomente foram corados pelo HE
(Hematoxilina e Eosina) como descrito por LUNA (1968). O procedimento foi realizado
no Laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia animal da
FCAV/UNESP.

Outras trés partes da glandula (circulo vermelho) foram acondicionadas em tubos
criogénicos, identificados, e transportados inicialmente em botijdo contendo nitrogénio
na fase liquida a temperatura de -196°C e posteriormente armazenados em freezer -
80°C no Laboratério de Reproducdo Animal da FCAV/UNESP. Antes do processamento
para o exame de Western Blotting (W. B.), os tubos com as amostras, foram colocados
em um recipiente isotérmico contendo diéxido de carbono (CO,) solidificados e levados
para a Unidade de Protebmica da Faculdade de Farmacia da Universidade
Complutense de Madrid-Espanha.

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissao de Etica e Bem Estar Animal -
CEBEA da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” por estar de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacao Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao — COBEA.

4.2 Diagnostico Anatomopatolégico

O diagnoéstico anatomopatolégico foi realizado no Servico de Patologia
Veterinaria do Departamento de Clinica Veterinaria da FMVZ/UNESP por meio de
microscopia optica e seguiram o padrao descrito por LAUFER- AMORIM, 2001:

- Normal (N): auséncia de alteracao histologica

- Prostatite (P): presenca de infiltrado inflamatoério no estroma e/ou luz glandular



22

- HPB-Epitelial papilifera (HPB-ep): hiperplasia das células epiteliais glandulares
sem hipertrofia, levando a uma proliferagdo papilifera para o limen glandular, mantendo
a membrana basal intacta.

- HPB-estromal (HPB-e): proliferacéo do estroma fibroso ou muscular, associado
ou nao a atrofia glandular e presenca de infiltrado inflamatério intersticial mononuclear

- Complexo Hiperplasia Prostatica Benigna (CHPB): presenca das hiperplasias
estromal, epitelial papilifera e epitelial cistica em um mesmo fragmento

- Displasia ou PIN: presenca de células displasicas no epitélio glandular.

- Neoplasia: presenca de células neoplasicas no epitélio glandular.

4.3 Imunoistoquimica (IHQ)

A técnica de IHQ foi fundamentada no principio do complexo avidina-biotina-
peroxidase, descrito por HSU et al. (1981).

Cortes histolégicos de préstata humana foram empregados para padronizacao
das diluigcdes de cada anticorpo utilizado.

Os blocos de parafina com os fragmentos, de prostata canina escolhidos, foram
seccionados numa espessura de 3um e os cortes aderidos em lamina previamente
tratada com 3-amino-propyl-triethoxisilane (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA). Os
cortes foram desparafinizados com banhos subsequentes de Xilol PA (3 vezes), alcool
nas concentracoes: absoluto (2 vezes), 90%, 70% e 50%, seguidos de agua destilada.
A recuperacdo antigénica foi realizada por meio de solu¢do tampéao de citrato de sodio
(pH 6.0) em panela de pressao por 30 minutos. A enzima peréxidase enddgena foi
neutralizada utilizando peréxido de hidrogénio PA (10 vol., 9%) por 15 minutos. Apo6s
cinco lavagens em solucao PBS (pH 7.4), as proteinas foram blogueadas com soro
normal de cabra (Vectastain Elite Kit ABC — Vector laboratories, Burlingame, CA, USA)
por uma hora a temperatura ambiente em sistema umido e fechado.

Os anticorpos utilizados, descritos no Quadro 2, quando adicionados aos cortes
foram mantidos por toda noite a temperatura ambiente (variando de - 4 °C a 4°C) em
sistema umido e fechado.
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Quadro 2 - Descricao dos clones, procedéncia, especificidade e diluicdo dos anticorpos
utilizados na IHQ, em tecidos prostaticos caninos.

Anticorpo Clone/procedéncia Especificidade Diluicao utilizada
anti- CYR61 pc, H-78, Santa Cruz, CA, USA rt, cmg, hu 1/400
anti- EGF pc, Ab-3, PC08, Calbiochem, CA, USA hu 1/20
anti- TGF-a mc, Ab2, GF10, Calbiochem, CA, USA hu, cmg, rt, ca, hmt 1/20
anti- EGFR mc, Ab-5, GR15, Calbiochem, CA, USA hu 1/20
anti-p-ERK1/2 pc, 91015, Cell Signaling, MA, USA rt, hu 1/200

Legenda: pc= policlonal, mc= monoclonal, rt= rato, cmg= camundongo, hu= humano, ca=

canino, hmt= hamster

Apés lavagens, o anticorpo secundario policlonal biotinilado (Vectastain Elite Kit
ABC — Vector laboratories, Burlingame, CA, USA) e o monoclonal (OS02B, Calbiochem,
CA, USA) foram adicionados na concentracao recomendada pelo fabricante no primeiro
caso e 1/200 no segundo caso, e permaneceu nos tecidos por um periodo de 30
minutos a temperatura ambiente em sistema Umido e fechado. Ap6s lavagem do
anticorpo secundario, foi adicionado o complexo Avidina-biotina-peroxidase (Vectastain
Elite Kit ABC — Vector laboratories, Burlingame, CA, USA) por 30 minutos a temperatura
ambiente em sistema Umido e fechado. A reacdo foi detectada pela adicdo do 3,3
“dihydrate diaminobenzidine-tetrahydrochloride” (DAB, Dako Cytomation Carpinteria,
CA, USA) aos cortes e a contracoloracao foi realizada com hematoxilina de Harris. O
controle negativo foi realizado com os mesmos cortes dos fragmentos prostaticos,
porém com auséncia de adi¢cdo do anticorpo primario. As laminas foram montadas com
o meio Aquatex (Merck, Darmstadt, Germany). As IHQs foram realizadas no Laborat6rio
de Reprodugédo Animal da Faculdade de Veterindria da Universidade Complutense de
Madrid- Espanha.

Apoés a classificacao final dos 87 fragmentos, 28 destes foram escolhidos para
compor 0s grupos experimentais do exame de IHQ que foram assim distribuidos:

- HPB versus N, onde o numero de amostras de cada grupo foi composto por:
HPB-e (n=6), HPB-ep (n=6), CHPB (n=6) e N (n=5);

- P versus N, onde os que tinham prostatite somaram dois fragmentos e cinco

foram os normais;
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- Displasia ou PIN versus N com trés fragmentos com dispalsia ou PIN e cinco
normais.

Inicialmente os cortes histoldgicos marcados com os anticorpos policlonais e
monoclonais foram avaliados sob microscopia de luz 6ptica (Olympus BX 50, Camara
Olympus DP 50, Olympus, Hamburg - DE). Foram retiradas fotos de 10 campos
diferentes (média ponderada) de cada fragmento de cada grupo de diagnéstico e de
cada proteina estudada para avaliar a presenca ou auséncia de marcacao, inicialmente
nos diferentes diagnosticos anatomopatolégicos e, posteriormente, dentro de cada
diagnéstico.

Para realizar as avaliacoes, cada fragmento foi dividido em componente
estromal, onde foram verificadas marcacbes nas seguintes estruturas:- fibras
musculares lisas (FML), fibroblastos (F), musculatura lisa das artérias e/ou arteriolas
(MLA), células endoteliais (CE), infiltrado de célula mononuclear (CM); componente
epitelial acinar, onde a marcagéao foi verificada no citoplasma e nudcleo das células
secretoras.

As fotos também foram utilizadas para avaliacao da intensidade e area tingida
pelo anticorpo correspondente, por meio do “software Image J” 1.40 (Java Corporation
— CA, USA) para os diagnésticos de HPB e normal. Apds analise das imagens, os
valores numéricos emitidos pelo software foram utilizados para a realizacao dos testes
estatisticos.

A avaliagao estatistica foi realizada por meio do programa SAS e foi utilizado o
teste de correlacdo para avaliar os dados numéricos obtidos entre os diagndsticos
normal e HPB, e a proteina estudada.

Todos os procedimentos que necessitaram de microscopia Optica foram
realizados nas dependéncias do Laboratério de Histologia Animal da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Complutense de Madrid-Espanha.
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4.4 “Western Blotting” (W. B.)

A técnica de Western Blotting utilizada seguiu o padrao descrito por LAEMMLI
(1970) com modificacdes para o estudo em questéo.

As amostras congeladas foram levadas a Unidade de Protedmica da Faculdade
de Farmacia da Universidade Complutense de Madrid — Espanha.

Dos fragmentos prostaticos congelados, foi escolhido um fragmento normal, um
de cada diagnostico estudado e um fragmento de Utero higido de cadela. As proteinas
estudadas ja foram identificadas neste tecido canino (TAMADA et al., 2005).

As amostras foram lisadas mecanicamente com solu¢cdo de RIPA (anexo)
acrescida de inibidores de proteases (Complete, Mini, EDTA-free; Protease Inhibitor
Cocktail Tablets, cat#11836170001, ROCHE, IN, USA) e fosfatases (ortovanadato de
sédio 100 mM). Foram centrifugadas por 15 minutos a 4°C a 14.000 rpm para obtencao
do extrato de proteinas (sobrenadante). A proteina foi quantificada pela técnica
colorimétrica de BCA (Acido Bicincronico, Pierce, 23225, IL, USA).

Em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10% (anexo) foi adicionado 50ug de
proteina de cada amostra e o marcador de peso molecular Precision plus protein
Standards dual color (Bio-Rad Laboratories Inc, Cat.: 161-0374, CA, USA). A
transferéncia foi realizada para uma membrana de Polivinilidene fluoride (PVDF) numa
voltagem de 100 volts por uma hora e as membranas foram coradas com vermelho
ponceau.

As membranas foram lavadas por 10 segundos em metanol puro e
posteriormente foram lavadas 2 vezes em TBS-T (anexo) 5 minutos cada vez.
Adicionado solucédo de bloqueio (leite desnatado 5%) por uma hora a temperatura
ambiente em sistema fechado. Ap6s lavagens com TBS-T, foram adicionadas as
diluicbes dos anticorpos primarios, descritos no Quadro 3, em sistema fechado a
temperatura ambiente, por 12 horas.
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Quadro 3 - Descricao dos clones, procedéncia, especificidade e diluicdo dos anticorpos
utilizados no W.B., em tecidos prostaticos caninos.

Anticorpo Clone/procedéncia Especificidade Diluicdo utilizada
anti- CYR61 pc, H-78, Santa Cruz, CA, USA rt, cmg, hu 1/3000
anti- EGF pc, Ab-3, PC08, Calbiochem, CA, USA hu 1/250
anti- TGF-a mc, Ab2, GF10, Calbiochem, CA, USA hu, cmg, rt, ca, hmt 1/200
anti- EGFR mc, Ab-2, GR0O2L, Calbiochem, CA, USA hu 1/100
anti-p-ERK1/2 pc, 91015, Cell Signaling, MA, USA rt, hu 1/500

Legenda: pc= policlonal, mc= monoclonal, rt= rato, cmg= camundongo, hu= humano, ca=

canino, hmt= hamster

Apo6s lavagem com TBS-T, as membranas foram incubadas com anticorpo
secundario policlonal (NA9340v, Amersham Bioscience, NJ, USA) e monoclonal
(NA9310v, Amersham Bioscience, NJ, USA) a temperatura ambiente em sistema
fechado por duas horas. Apods sucessivas lavagens de TBS-T e duas de TBS, as
membranas foram colocadas na solucdo reveladora Super Signal West Pico
Chemiluminescente Substrat HRP (Cat#34080, Pierce, MD, USA). Retirado o excesso
de solucdo, as membranas foram expostas ao filme de Raio-X (6468359, Kodak, AM,
BR) e reveladas na maquina reveladora de Raio-X (Kodak, X-OMAT 2000 Processor).
No Quadro 3 estdo descritos as concentragcdes utilizadas d o anticorpo secundario e
tempos em que as membranas ficaram expostas na solugdo reveladora e filme

radiografico.

Quadro 4 - Descricao da diluicdo do anticorpo secundario e os tempos em que as membranas

permaneceram na solucao reveladora e filme radiografico.

Tempo na solucao Tempo de exposicao no
Proteina Diluicdo Ac secundario reveladora filme radiografico
anti- CYR61 1/2000 3 min 10 min
anti- EGF 1/2000 3 min 10 min
anti- TGF-a 1/500 5 min 30 min
anti- EGFR 1/500 10 min 30 min
anti-p-ERK1/2 1/2000 5 min 30 min

Legenda: Ac= anticorpo
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Os filmes foram escaneados no Laboratério de Sanidade Animal da Faculdade
de Veterinaria da Universidade Complutense de Madrid, para obtencdo dos pesos
moleculares (GS 800 Calibrated Densitometer, Bio-Rad labs, UK) de cada proteina

avaliada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliacao morfoldgica

Os 29 caes utilizados nesta pesquisa apresentaram PC variando de 6 a 40 kg, o
PP variando 3,8 a 130 g e o VP variando de 2,4 a 90 cm®.

Neste estudo nao foi possivel determinar a idade exata dos animais, ja que eram
provenientes de centro de controle de zoonoses. Porém, por observagdo do conjunto
dentario dos animais pode-se afirmar que todos tinham idade adulta. Os animais, em
sua maioria, eram sem raga definida.

Dos valores dos parametros de cada prostata avaliada foram realizadas
correlagdes entre: PC x PP, PC x VP e PP x VP e foi observado que:

1. PC x PP teve coeficiente de correlacdo de R=0,57 (P<0,01).

2. PC x VP teve coeficiente de correlacao de R=0,62 (P<0,001).

3. PP x VP apresentou coeficiente de correlacdo de R=0,99 (P<0,0001).

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que cédes mais pesados
possuem préstatas mais pesadas e com maior volume, e préstatas com maior peso
correspondem as préstatas com maior volume.

Segundo BARSANTI & FINCO (1986) o desenvolvimento da glandula prostatica
esta relacionado com raga, idade e peso corporal do cao.

De acordo com JOHNSTON et al. (2000) 80% dos caes inteiros com mais de
cinco anos de idade apresentam algum tipo de HPB e o volume da glandula dos
animais afetados € de 2 a 6,5 vezes maior em relacao a animais com mesmo peso com
préstatas normais. RUSSEL & WILSON (1994) afirmaram que o desenvolvimento da
HBP no cao se da de forma espontanea a partir do terceiro ano de vida por influéncia
do hormdnio DHT, um metabdlito da testosterona resultante da agdo da enzima 5a —
redutase, ja que POULET (1985) afirmou que o crescimento normal da préstata é
estabilizado por volta de dois anos de idade.

Devido ao numero de glandulas com os diagndsticos normais e com diferentes

graus de HPB, foi possivel realizar estudo estatistico comparando os parametros PC,
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PP e VP, e os dados estao apresentados na Tabela 1. Os diagnosticos de prostatite e
adenocarcinoma apareceram somente uma vez € nenhuma préstata foi considerada em
seu total com displasia ou PIN, por isso nao foi possivel realizar médias dos

parametros.

Tabela 1 - Médiaszerro padrao da média para os parametros peso cao (PC), peso préstata (PP)
e volume prostata (VP) para os animais que apresentaram préstatas normais e com

diferentes graus de HPB.

Parametros
Diagnoéstico PC (kg) PP (g) VP (cm®)
N 14,50+6,50 15,80+8,30 14,7548,25
HPB-ep 15,3812,34 21,68+7,37 16,2745,16
HPB-e 16,5045,22 6,73+2,19 6,03+1,84
CHPB 12,2043,12 9,32+1,78 7,74+2,30

No presente estudo constatou-se que as prostatas que apresentaram menor
peso e menor volume foram as com diagnostico de HPB-e, seguidos pelos CHPB, as
Normais e HPB-ep.

ATALAN et al. (1999) avaliaram por meio de ultra-sonografia e histopatologia, 77
prostatas de caes inteiros e castrados e encontraram 16 atréficas com média de PP
6,32 g e VP 9,36 cm®, 17 prostatas normais onde a média do PP foi de 12,10 g e VP
14,90 cm®, trés prostatites com média de PP 20,10 g e VP 22,57 cm?®, 36 préstatas com
HPB onde a média do PP foi de 32,71 g e o VP de 34,66 cm® e cinco neoplasicas com
médias de PP 78,65 g e VP 78,70 cm®. DI SANTIS (2003) estudando glandulas
prostaticas caninas imaturas e maduras, com diferentes diagnésticos, encontrou como
as mais leves as com HPB-e, seguidos pelas HPB-ep (papilifera e cistica) e as mais
pesadas foram as com CHPB e por ultimo as normais.

Segundo BARSANTI & FINCO (1986) e ATALAN (1999) a avaliacdo de
parametros como tamanho e volume da glandula sdo importantes para monitoracao

clinica e terapéutica da mesma.
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5.2 Diagnéstico e avaliacao histopatoldgica

As 29 glandulas prostaticas avaliadas apresentaram o seguinte diagnéstico geral:
16 glandulas com diagndstico de hiperplasia epitelial (papilifera ou cistica), trés com
hiperplasia estromal, seis glandulas apresentaram complexo hiperplasia prostatica
benigna, duas glandulas ndo apresentaram alteracao histoldgica e foram classificadas
como normais, uma com prostatite e uma com adenocarcinoma (Tabela 2 e Figura 3). O

diagnéstico geral foi obtido pela analise das trés partes de cada préstata.

Tabela 2 — Diagnéstico histolégico das prostatas dos 29 caes oriundos do Centro de Zoonoses
da cidade de Sertdozinho-SP.

Diagnostico/Prostata Frequéncia
Normal (N) 2
Prostatite (P) 1
Hiperplasia epitelial papilifera e cistica (HPB-ep) 16
Hiperplasia estromal (HPB-e) 3
Complexo hiperplasia prostatica benigna (CHPB) 6
Displasia ou PIN(D) 0
Adenocarcinoma 1
Total de prostatas 29
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Figura 3 — Distribuicdo percentual dos diagndsticos histoldgicos de prostatas de caes oriundos
do Centro de Controle de Zoonoses da cidade de Sertaozinho-SP.
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Pela disparidade dos dados obtidos nao foi possivel realizar estudo estatistico
para verificar a possivel correlacdo entre o diagnéstico geral de cada préstata com os
parametros PC, PP, VP.

Foram examinados 87 fragmentos originarios das 29 prostatas colhidas e destes
5,74% (n=5) ndo apresentaram alteracdo histolégica, sendo considerados normais
(Figura 5A), 2,30% (n=2) apresentaram apenas prostatite crénica (Figura 5B), 16,10%
(n=14) apresentaram como diagnéstico hiperplasia estromal (Figura 5C), 55,17% (n=48)
tiveram como diagnéstico hiperplasia epitelial (papilifera ou cistica) (Figura 5D), 16,10%
(n=14) apresentaram diagnéstico de complexo hiperplasia prostatica benigna, ou seja,
hiperplasia estromal, epitelial (papilifera e cistica) no mesmo fragmento (Figura 6A),
3,44% (n=3) apresentaram displasia ou PIN (Figura 6B) e 1,14% (n=1) dos fragmentos
apresentaram diagnostico de adenocarcinoma (Figura 6C).

Tabela 3 — Diagnéstico histolégico de fragmento cranial, medial e caudal das 29 préstatas de
cao colhidas no Centro de Controle de Zoonoses da cidade de Sertaozinho-SP.

Total
Diagnostico/ Fragmento Cranial Medial Caudal |Fragmentos
Normal (N) 3 1 1 5
Prostatite (P) 0 1 1 2
Hiperplasia epitelial papilifera e cistica (HPB-ep) 18 13 17 48
Hiperplasia estromal (HPB-e) 1 7 6 14
Complexo hiperplasia prostatica benigna (CHPB) 6 4 4 14
Displasia ou PIN 1 2 0 3
Adenocarcinoma 0 1 0 1
Total Fragmentos 29 29 29 87
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Prostatite (P)
B Hiperplasia epitelial papilifera e cistica (HPB-ep)
u Hiperplasia estromal (HPE-e)

Compiexo hiperpiasia prostatica benigna (CHFPB)

Figura 4 — Distribuicao percentual dos diagnédsticos histolégicos de fragmentos de préstatas de
caes oriundos do Centro de Zoonoses da cidade de Sertdozinho-SP.

Na presente pesquisa 93,10% das préstatas avaliadas, apresentaram algum tipo
de alteracdo e quando comparado ao estudo dos fragmentos gerados dessas
glandulas, essa porcentagem subiu para 94,25%. Sendo os animais selecionados de
idade adulta, esse resultado corrobora com os achados de OLIVEIRA et al. (2007) nos
quais encontraram 100% de alteracbes em 50 fragmentos avaliados provenientes de
diferentes cdes adultos e sem raga definida. Os autores OLSON et al. (1987);
KRAWIEC, (1994) e DORFMAN & BARSANTI, (1995) citaram como conclusdes de
seus estudos a alta incidéncia de alteracdes prostaticas em animais adultos a idosos.

Em relacdo a quantidade de alteracbes na mesma glandula, houve uma
frequéncia de 100% de presenca de mais de uma alteracdo nas prostatas avaliadas.
Também DI SANTIS (2003) e MOURA (2004) relataram o mesmo achado com
freqUéncia de 95% e 91%, respectivamente. O grande incoveniente dessa caracteristica
da préstata canina, em desenvolver diversas alteracbes em diferentes partes da mesma
glandula, é a dificuldade do estabelecimento do diagnéstico, na clinica diaria, nos
atendimentos de animais com suspeita de alteracdes prostaticas.

As alteragbes mais encontradas no mesmo fragmento foram as HPBs e
displasias associadas com infilirados inflamatérios manonuclear, caracterizando

quadros de prostatites variando de leves a acentuados, mesmo nao sendo a alteracao
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mais evidente. A grande freqiiéncia dos achados de duas ou mais alteracées na mesma
glandula prostatica sugere que uma alteracdo seja fator predisponente ao
estabelecimento de outras alteragdes. Ainda, LEE et al. (1997) afirmaram que dentre os
fatores ambientais que contribuem para o desenvolvimento das HPBs estava a
presenca do infiltrado mononuclear néo relacionado a microorganismos e que pode ser
considerado um fator somatico, jA que estas células produzem interleucina que
estimulam a formacdo de matriz pela sintese de colageno, assim como promovem a
proliferacao das células estromais e epiteliais na glandula prostatica.

O diagnostico mais freqientemente encontrado nos fragmentos prostaticos
avaliados foi a HPB chegando a 87% das glandulas. Este achado estd de acordo com
os resultados de MOURA (2004) que encontraram 77% de alteragcdes envolvendo
alguma classificacdo de HPB.

Neste estudo, o diagndstico de HPB foi dividido de acordo com o componente
prostatico que apresentou hiperplasia, resultando em HPB-ep aqueles com hiperplasia
do tipo glandular com formacdes papilares e/ou cisticas que tiveram freqiéncia de
55,17% nos fragmentos, os com HPB-e aqueles com hiperplasia no tecido estromal ou
conjuntivo e apareceram em 16,09%, e os CHPB, que foram fragmentos prostaticos
com hiperplasias glandulares e estromais, somaram 16,09% dos casos.

Essa classificacdo € semelhante a descrita por DI SANTIS (2003) o qual em seu
estudo diferenciou as HPBs em estromal, epitelial cistica, epitelial papilifera e
hiperplasias complexas. Em nosso estudo, considerou-se a hiperplasia do tipo papilifera
e cistica no mesmo grupo (HPB-ep), ja que as duas sdo de ordem glandular. Quanto as
frequéncias de aparecimento de cada HPB, DI SANTIS (2003) e MOURA (2004)
encontraram em suas pesquisas que o aparecimento em maior niumero foi do CHPB,
discordando dos achados deste estudo.

LEAV & LING (1968) relataram que a hiperplasia do tipo epitelial ou acinar ocorre
devido a um excesso de andrégenos e a hiperplasia do componente estromal devido a
um excesso de estrogenos. Estudos recentes demonstraram a localizacdo dos
receptores de estrbgeno no componente estromal da préstata humana com HPB.
Também GRIFFITHS et al. (1991) afirmaram que em caes saudaveis, investigacdes
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IHCs evidenciaram a presenca desses receptores tanto nas células estromais quanto
epiteliais dos ductos da regidao peri-uretral. MOURA (2004) estudando receptores
prostaticos para estrégenos e andrégenos em cdes com glandula normal e com
diferentes classificacbes de HPB nao obteve marcacdao ao exame de IHQ. Enquanto
que SCHULZE & BARRACK (1987) e LEAV (2001) obtiveram éxito nos componentes
estromal e epitelial, pesquisando a imunorreatividade de receptores de estrégenos e
androgenos, respectivamente, na glandula prostatica de caes.

A displasia glandular ou PIN mesmo ndo sendo encontrada na glandula
prostatica inteira, foi observada em 3,45% dos fragmentos avaliados e geralmente
encontrava-se em areas de intensa infiltragdo inflamatéria como descrito por LAUFER -
AMORIM (2001) e DI SANTIS (2003).

A displasia é a lesao precursora dos adenocarcinomas prostaticos. Sao
compostas por focos Unicos ou multiplos de proliferacao intra acinar com anaplasia
nuclear, porém, ndo ha invasao da membrana basal e foram observadas em 66% dos
casos de neoplasia espontidnea em préstata de caes. A PIN tem crescimento lento,
pode invadir a membrana basal, entdo se diagnostica como cancer. O diagndstico
precoce da PIN é importante, pois o desenvolvimento do carcinoma pode levar anos, o
que permitiria a utilizacdo de terapias que pudessem evitar a progressao até a
neoplasia (WATERS & BOSTWICK, 1997).

Segundo AQUILINA et al. (1998), a préstata humana e canina sdo semelhantes
tanto morfologicamente quanto em relacao a predisposicao ao cancer. Nestas espécies,
a PIN funciona como uma alteragdo que antecede a neoplasia prostatica. Assim, 0s
cdes sao modelos espontdneos de PIN, servindo como ferramenta importante na
avaliagdo de agentes quimioterapicos. Os mesmos autores ao realizar um estudo com
199 prostatas de caes, obtidas em necropsia, observaram incidéncia de 3% de PIN. Ja
quando correlacionaram a incidéncia desta afeccdo com adenocarcinoma prostatico,
obtiveram 72% de positividade, dados similares aos humanos.

Os fragmentos com diagnostico de prostatite somaram 2,30%, o diagndstico foi
baseado na presenca de varios focos, sem alteragcdo morfologica epitelial e estromal,
de infiltrado inflamatério do tipo mononuclear linfo-plasmocitario. Segundo JOHNSTON
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et al. (2000), uma das principais conseqiéncias da prostatite é a infecundidade, por
essa provocar diminuicdo da motilidade e aumentar a taxa de espermatozdides
morfologicamente anormais, diminuicdo da libido por dor no momento de contracao
prostatica e disseminagao da infecgao para epididimos e testiculos.

Apenas um fragmento foi diagnosticado com adenocarcinoma, o que representou
1,15% das amostras avaliadas. Essa é uma alteracéo considerada em animais de idade
avancada e essa caracteristica € comum tanto em caes como em humanos (AQUILINA
et al.,, 1998). As neoplasias prostaticas dos caes sao extremamente agressivas e
provocam metastase em varios érgaos (LEIB, 1986). A prevaléncia de metastases na
espécie canina é de 80%, sendo que o pulmao € o érgao mais acometido (JOHNSTON
et al., 2000) juntamente com os linfonodos pélvicos e o sistema esquelético
(KOZLOWSKI, 1999).
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5.3 Avaliacao imunoistoquimica

5.3.1 Avaliag&o da proteina CYR61 nas diferentes classificacées de HBP versus N

Todos os fragmentos com diferentes classificagbes de HPB (n=18) e N (n=5)
apresentaram marcacao positiva para a proteina CYR61 e os componentes estromal e
epitelial acinar também tiveram marcagédo positiva (Figuras 7A, 7B, 7C e 8A). No
Quadro 5 estdo descritos os componentes estromais e epiteliais que apresentaram
marcacao mais evidente para cada diagndéstico e classificacdo de HPB.

Quadro 5 — Componentes estromais e epiteliais acinar que apresentaram maior destaque na
marcacao para a proteina CYR61 em fragmentos prostaticos caninos classificados
como normais e diferentes graus de hiperplasia prostéatica benigna (HPB)

Diagnésticos

Proteina Normal HPB-ep HPB-e CHPB

C. estr C. epitel C. estr C. epitel C. estr C. epitel | C.estr C. epitel

CYR61 FML, MLA nicleo FML, MLA nicleo FML, MLA citoplasma | FML, F  nucleo

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores de intensidade e area tingida obtidos
apos analise pelo software.

Tabela 4 - Médiasterro padrao da média para intensidade da marcacao e area tingida com a
proteina CYR61 em fragmentos de prostata de cao

CYR61
DA das prostatas | N° de fragmentos V?rl‘ct)(rarr‘r;?gaicége Valo:ir::izi; (?/S area
N 5 4134+1157 19,024+1,733°
HPB-ep 6 4017+1858 17,293+1,822°
HPB-e 6 3888+787 21,346+0,577%
CHPB 6 33814790 25,739+1,9512

Letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Para a area tingida houve diferencas estatisticas entre os diagndsticos N versus
CHPB (p<0,05) e HPB-ep versus CHPB (p<0,01) no teste ndo paramétrico de Tukey.

5.3.2 Avaliag&o da proteina CYR61 nos diagnésticos de P versus N

Todos os fragmentos avaliados com diagnéstico N (n=5) e prostatite (n=2)
apresentaram marcacao positiva para a proteina CYR61 e os componentes estromal e
epitelial acinar também tiveram marcacao positiva (Figura 8B). No Quadro 6 estado
descritos os componentes estromais e epiteliais que apresentaram marcagdo mais

evidente para cada diagnéstico avaliado.

Quadro 6 — Componentes estromais e epiteliais acinar que apresentaram maior destaque na
marcacao para a proteina CYR61 em fragmentos prostaticos caninos normais e

com prostatite

Diagnésticos
Proteina Normal Prostatite
C. estr C. epitel C. estr C. epitel
CYR61 FML, MLA nucleo FML, CM nucleo, citoplasma

5.3.8 Avaliagao da proteina CYR61 nos diagnésticos de Displasia ou PIN versus N

Nos fragmentos com DA compativel com displasia (Figura 8C) o componente
estromal que mais apresentou coloracdo foi a FML e a F seguido das CM e o
componente epitelial foi o nucleo, porém houve marcacao discreta no citoplasma. No
Quadro 7 estao descritos os componentes estromais e epiteliais que apresentaram forte

marcacao para cada diagndéstico avaliado.
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Quadro 7 — Componentes estromais e epiteliais acinar que apresentaram maior destaque na
marcacgao para a proteina CYR61 em fragmentos prostaticos caninos normais e
com displasia ou PIN

Diagnésticos
Proteina Normal Displasia ou PIN
C. estr C. epitel C. estr C. epitel
CYR61 FML, MLA nucleo FML, F nucleo, citoplasma

O anticorpo anti-CYR61 mostrou-se efetivo em marcar componentes estromais e
epiteliais em todos os diagnésticos histologicos de fragmentos prostaticos caninos
avaliados, mesmo que em diferentes intensidades de marcacgao entre e dentro de cada
componente avaliado. Este achado pode ser explicado por existir evidencias apontando
que esta proteina esta distribuida de forma diferente na matriz extracelular, em partes
da célula ou na superficie da mesma (YANG & LAU, 1991). Existe uma estreita relacao
da proteina e seus principais receptores e ligantes, e por isso, acredita-se que a
proteina seja sintetizada perto de seu local de acdo (KIREEVA et al., 1997). Estudos
com préstatas humanas com HPB determinaram a localizagdo da proteina CYR61 tanto
no epitélio acinar como em estruturas estromais. Porém a imunorreatividade nao seguiu
um padrao para todas as amostras, ou seja, os autores encontraram em algumas
amostras imunorreatividade nos dois componentes (estromal e epitelial) e em outras a
marcacao ocorreu em apenas um dos componentes avaliados, € os autores nao
determinaram onde ocorreu a imunorreatividade nas estruturas de cada componente
avaliado (SAKAMOTO et al., 2004).

No presente estudo, os componentes estromais que mais expressaram a
proteina CYR61 foram a fibra muscular lisa, musculatura lisa das artérias e fibroblastos.
A proteina CYR61 € rapidamente expressada em células como fibroblastos e células
endoteliais em resposta a fatores de crescimento e citoquinas (KIREEVA et al., 1996), e
foi identificada em células de musculo liso tanto no citoplasma quanto no nucleo
(TAMURA et al., 2001). Acredita-se que a presenca desta proteina em determinadas

céulas como fibroblastos, células endoteliais e musculatura lisa, seja a razdo pela qual
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esta intimamente ligada a processos angiogénicos, reparacao tecidual, proliferacdo e
adesédo celular (BRIDGSTOCK, 1999).

Com relacao ao componente epitelial acinar a proteina nao seguiu um padrao
uniforme, visto que em alguns diagnésticos houve maior imunorreatividade no ndcleo e
em outros no citoplasma e as vezes em ambos concomitantemente. Estudos com
células de musculo liso (TAMURA et al., 2001) e com placentas no desenvolvimento
embrionario (KIREEVA et al., 1997) também identificaram imunorreatividade em
citoplasma e/ou nucleo das células avaliadas. Acredita-se que o motivo seja 0 mesmo ja
explicado anteriormente, a proteina é sintetizada e distribuida de acordo com o estimulo
e local de agéo.

Em pesquisas recentes, ficou comprovada uma ativagao exacerbada da proteina
CYR61 no trato reprodutor na progressao de alteracdes prostaticas, principalmente a
HPB em humanos e cades (SAKAMOTO et al, 2003; OLIVEIRA, 2005) e em
enfermidades endometriais em humanos (MACLAUGHLAN et al., 2007).

Nesta pesquisa houve um grande numero de amostras com diferentes tipos de
HPB, o que permitiu formar e avaliar diferentes grupos de hiperplasias frente ao
diagnéstico normal. Apds analise dos dados obtidos, encontrou-se diferenca
significativa entre os diagnésticos normal versus CHPB-ep e HPB-ep versus CHPB com
relagdo a fragdo de darea onde houve imunorreacdo. Pode-se concluir que os
fragmentos de préstatas normais e com HPB-ep apresentaram maior intensidade de
imunorreacdo, porém com menor fracdo de area tingida, enquanto que os fragmentos
com CHPB tiveram marcagdo em uma fragdo maior de area para que houvesse valor
similar de intensidade de imunorreacdo. Com relagdo a este dado ndo se encontrou
relatos a respeito de comparacdo entre intensidade e area tingida em diferentes
tratamentos com a proteina CYR61.



X0t "[qo ‘sLueH 8p BuljIXOleWSH WO SOPBI0D BAJUOD ‘Dgy Opolow
‘(ejo4d) |el@uds sjusuodwod & (BY|9WIBA) [BWOIISS 8lusauodwod :Se}eS SBU OPUBIOUSBPING ‘L9HAD euldloid B wod
opeotew ‘(D) 8-gdH @ (g) de-gdH ‘(v) jewJlou oulued ooneisoid opios) ap s02160[01SIy S8100 ap selyelf0101wo}o4 — / einbi4

- - = s

A4



X0 ‘[0 ‘suueH op BuljIXOleWaH W09 SOPEBIOD BJUO0D ‘Dgy opolsw ‘(ejaid) [elpnds sjusuodwod
9 (eyjpwloAn) [ewolise djusuodwod :Seles SeUu OPUBIOUBPING ‘L9HAD Buidloid B wWod opedsew ‘(D) eise|dsip
o (a)

alelsold ‘(y) gdHD ap oonsoubelp woo oulued odljelsold opios) ap so2160(01sIy S81I00 ap SselelfoioIwo}o4 — g einbi4

1974



44

5.3.4 Avaliacdo do fator de crescimento EGF nas diferentes classificagbes de HPB

versus N

Todos os fragmentos normais e os que foram classificados em diferentes graus
de HPB apresentaram marcacao positiva para o fator de crescimento EGF e os
componentes estromal e epitelial acinar também tiveram marcacgao positiva (Figuras 9A,
9B, 9C e 10A). No Quadro 8 estao descritos os componentes estromais e epiteliais que

apresentaram marcacao mais evidente em cada diagndstico avaliado.

Quadro 8 — Componentes estromais e epiteliais acinar que apresentaram maior destaque na
marcacao do EGF em fragmentos prostéaticos caninos classificados como normais
e com diferentes graus de hiperplasia prostatica benigna (HPB)

Diagnésticos
Proteina Normal HPB-ep HPB-e CHPB
C.estr C.epitel | C.estr C.epitel | C.estr C. epitel C. estr C. epitel
EGF FML, F nucleo FML nucleo FML nucleo FML, CE nucleo

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores de intensidade e area tingida obtidos
apds analise pelo software.

Tabela 5 - Médiasterro padrao da média para intensidade da marcagao e area tingida com o
EGF em fragmentos de préstata de céao

EGF
DA das prostatas | N°de fragmentos V?:‘?Lr:r;?g;zge Valo:ir:;z::) (‘3/3 area
N 5 2765+742 2,893+0,245
HPB-ep 6 2390+150 3,296+0,340
HPB-e 6 26731254 3,055+0,353
CHPB 6 24224275 2,455+0,545

Nos parametros avaliados ndo houve diferenca estatistica entre os diagndsticos

marcados com o fator de crescimento EGF.
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5.3.5 Avaliagéo do fator de crescimento EGF nos diagnosticos de P versus N

Todos os fragmentos normais e com prostatite avaliados no estudo
apresentaram marcacao positiva para a proteina EGF e os componentes estromal e
epitelial acinar também tiveram marcacao positiva (Figura 10B). No Quadro 9 estédo
descritos os componentes estromais e epiteliais que apresentaram marcagdo mais

evidente em cada diagndéstico avaliado.

Quadro 9 — Componentes estromais e epiteliais que apresentaram maior marcacao para o EGF
nos fragmentos prostaticos normais e com prostatite de céo

Diagnésticos
Proteina Normal Prostatite
C. estr C. epitel C. estr C. epitel
EGF FML, F nicleo FML, F nucleo

5.3.6 Avaliacdo do fator de crescimento EGF nos diagnésticos de Displasia ou PIN

versus N

Todos os fragmentos normais e com displasia ou PIN avaliados no estudo
apresentaram marcacao positiva para a proteina EGF e os componentes estromal e
epitelial acinar também tiveram marcacgao positiva (Figura 10C). No Quadro 10 estao
descritos 0s componentes estromais e epiteliais que apresentaram marcagdao mais

evidente em cada diagndstico avaliado.

Quadro 10 — Componentes estromais e epiteliais que apresentaram maior marcagao para o

EGF nos fragmentos prostaticos caninos normais e com displasia ou PIN

Diagnésticos
Proteina Normal Displasia ou PIN
C. estr C. epitel C. estr C. epitel
EGF FML, MLA nicleo FML, CE citoplasma
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Com relacdo ao anticorpo anti-EGF, este também se mostrou efetivo na
marcacao de componentes estromais e epiteliais dos fragmentos de préstata canina
avaliados. Estudos apontam que os componentes da familia do EGF possuem uma
localizacdo extensa dentro do organismo. Em camundongos, a fonte principal dos
precursores de EGF e TGF-a € a glandula submaxilar (RALL et al., 1985) e nos
humanos a fonte principal sdo as glandulas de Bruner no duodeno, mas 0s precursores
também foram encontrados em pequenas quantidades no cérebro, rins, pulmao,
musculo estriado, préstata, testiculo, ovarios, utero, glandula mamaria e fluidos
corporais como saliva, leite, urina (CATTERTON et al., 1979; IMAI, 1982; SPORN et al.,
1983; KASSELBERG et al.,, 1985; ROBERTS et al.,, 1985; LYNCH et al., 1987;
MUSTOE et al., 1987; SCHULTZ et al., 1987) e em caes o precursor do EGF foi isolado
na urina (KOBAYASHI et al., 1985).

O componente estromal que mais apresentou imunorreacao pelo anti-EGF foi a
fibra muscular lisa em todos os diagnésticos avaliados. Estudos foram realizados em
caes para verificar a acao deste fator de crescimento nas fibras musculatures lisas das
artérias com diferentes protocolos anestésicos, e houve vasodilatacdo (GAN et al.,
1987), o que confirma que a proteina EGF encontra-se presente e promove acao em
fibras musculares lisas de caes.

Em relagdo ao componente epitelial acinar, houve marcagcao mais evidente no
nucleo das células, diferentemente do que ocorreu com diagndstico de displasia ou PIN
onde houve marcagdo no citoplasma. Um estudo com diferentes tecidos de humanos
de idades variando de feto a adultos localizaram por IHQ uma marcacdo nuclear em
glandula sudoripara, glandula mamaria em lactagdo e glandula submandibular
(KASSELBERG et al., 1985). Ja em pesquisa com suino mesticos com a finalidade de
localizar o EGF, TGF-a e EGFr no trato reprodutor masculino, o EGF foi identificado no
citoplasma das células epiteliais das prostatas avaliadas (OLIVA-HERNANDEZ &
PEREZ-GUTIERREZ, 2008). Como os componentes da familia EGF tem localizagao
extensa no organismo, e participam de processos de desenvolvimento normal e

também em alteracdes teciduais acredita-se que o fato de ter sido identificado nos dois
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componentes epiteliais avaliados, seja a proximidade do local de ativagdo do seu
receptor, bem como o tipo de sinal enviado.

Acredita-se que em 6érgaos como prostata e rins a producdo de EGF é
estimulada como resposta a alguma agressao no tecido como, por exemplo, condicoes
de acidez e aumento nos niveis de prostaglandina E, (PGE2) metabdlito da COXz
(Cicloxigenase 2) frente a algum processo inflamatério (KASSELBERG et al., 1985).

Devido ao grande numero de HPB encontrado, avaliaram-se diferentes grupos
de hiperplasias frente ao diagnéstico normal. Apos andlise estatistica dos dados obtidos
(Tabela 5) verificou-se que ndo houve diferengas significativas entre os diagndsticos
avaliados.
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5.3.7 Avaliacdo do fator de crescimento TGF-a nas diferentes classificacbes de HPB

versus N

Todos os fragmentos normais e os que foram classificados em diferentes graus
de HPB apresentaram marcacao positiva para o fator de crescimento TGF-a e os
componentes estromal e epitelial acinar também tiveram marcacao positiva (Figuras
11A, 11B, 11C e 12A). No Quadro 11 estdo descritos os componentes estromais e
epiteliais que apresentaram marcag¢ao mais evidente em cada diagnostico avaliado.

Nos fragmentos normais, os componentes estromais ndo apresentaram um
destague na marcacao com o fator de crescimento.

A marcacao no citoplasma das células secretoras dos fragmentos prostaticos

avaliados teve como caracteristica comum a forma puntiforme perinuclear.

Quadro 11 — Componentes estromais e epiteliais acinar que apresentaram maior destaque na
marcacgdo para o TGF-a em fragmentos prostaticos de céo classificados como

normais e com diferentes graus de hiperplasia prostatica benigna (HPB)

Diagnésticos

Proteina Normal HPB-ep HPB-e CHPB
C.estr | C. epitel C. estr C. epitel C. estr C. epitel | C. estr | C. epitel
Sem

TGF-a destaque | citoplasma | FML, CM | citoplasma | CM, FML, F | citoplasma CE |citoplasma

Na Tabela 6 sdo apresentados os valores de intensidade e area tingida obtidos
apos analise pelo software.
Tabela 6- Médiasterro padrao da média para intensidade da marcacao e area tingida com o
TGF-a em fragmentos de préstata de céao

TGF-a
DA das prostatas N° de fragmentos V?:t);:ns?g;gge Valo:il:geiz? (‘3/3 area
N 5 3950+328 3,317+0,232
HPB-ep 6 25461259 2,879+0,562
HPB-e 6 2830+374 3,003+0,186
CHPB 6 39391696 3,496+0,522
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Nos parametros avaliados ndo houve diferenca estatistica entre os diagndsticos
marcados com o fator de crescimento TGF-a.

5.3.8 Avaliacdo do fator de crescimento TGF-a nas diferentes classificacbes de P

versus N

Todos os fragmentos normais e com prostatite avaliados no estudo
apresentaram marcacao positiva para a proteina TGF-a e os componentes estromal e
epitelial acinar também tiveram marcacao positiva (Figura 12B). No Quadro 12 estao
descritos os componentes estromais e epiteliais que apresentaram marcagdo mais

evidente em cada diagndéstico avaliado.

Quadro 12 — Componentes estromais e epiteliais que apresentaram maior marcacao para o

TGF-a nos fragmentos prostaticos normais e com prostatite de cao

Diagnésticos
Proteina Normal Prostatite
C. estr C. epitel C. estr C. epitel
TGF-a Sem destaque citoplasma FML, F citoplasma

5.3.9 Avaliagdo do fator de crescimento TGF-a nas diferentes classificagbes de

Displasia ou PIN versus N

Todos os fragmentos normais e com displasia ou PIN avaliados no estudo
apresentaram marcacao positiva para a proteina TGF-a e os componentes estromal e
epitelial acinar também tiveram marcacao positiva (Figura12C). No Quadro 13 estédo
descritos 0s componentes estromais e epiteliais que apresentaram marcagdo mais
evidente em cada diagndéstico avaliado.

A marcacao no citoplasma das células secretoras dos fragmentos prostaticos

avaliados teve como caracteristica comum a forma puntiforme perinuclear.
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Quadro 13 — Componentes estromais e epiteliais que apresentaram maior marcagao para o

TGF- a nos fragmentos prostaticos caninos normais e com displasia ou PIN

Diagnésticos
Proteina Normal Displasia ou PIN
C. estr C. epitel C. estr C. epitel
TGF-a Sem destaque citoplasma FML, F, CM citoplasma

Os estudos com o anti-TGF-o em fragmentos prostaticos caninos também
mostrou-se passivel de ser utilizado, ja que houve marcagdo em cada componente dos
fragmentos prostaticos analisados. Em caes este fator de crescimento foi localizado em
células gastricas (CHEN et al., 1993), rins (DEMPSEY & COFFEY, 1994), Gtero em
diferentes fases do ciclo estral (TAMADA et al., 2005) e pela grande semelhanca entre
os outros membros da Familia EGF acredita-se que o TGF-a esteja presente nos
mesmos tecidos onde foi localizado o EGF (RALL et al., 1985).

No componente estromal dos fragmentos avaliados, o TGF-a esteve presente em
maior destaque nas fibras musculares lisas, célula mononuclear e fibroblasto. No
diagnéstico normal ndo houve imunorreatividade que destacasse algum componente
estromal. O TGF-a esta envolvido em processos de crescimento e desenvolvimento
normal de diversos tecidos, desempenha papel importante na reparacao de feridas, é
promotor angiogénico e tem funcao imunoldgica por ser encontrado em macréfagos e
eosinodfilos (KUMAR et al., 1995). A acao desenvolvida por esse fator de crescimento
explica os componentes em que houve maior imunorreatividade no componente
estromal dos fragmentos avaliados.

Ja no componente epitelial acinar todos os fragmentos avaliados apresentaram
imunorreatividade no citoplasma. Esse fator de crescimento foi identificado no
citoplasma da glandula prostatica de suinos (OLIVA-HERNANDEZ & PEREZ-
GUTIERREZ, 2008). Em estudo com fragmentos prostaticos com diagnésticos normais,
HPB e carcinoma prostatico o TGF-a foi imunolocalizado via IHQ tanto em células
basais quanto nas células colunares secretoras e em alguns componentes estromais
(DE MIGUEL et al., 1999). Em humanos as células epiteliais prostaticas sao produtoras
de TGF-a (TAYLOR & RAMSDELL, 1993).
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Quanto a caracteristica de imunorreagéo no citoplasma das células epiteiliais dos
fragmentos prostaticos avaliados, descrita como puntiforme na regido perinuclear, nao
se encontrou dados na literatura que pudessem servir de comparagao e auxiliar na
discusséo.

Os diferentes grupos de HPB tiveram suas intensidades avaliadas frente aos
dados do diagnostico normal quanto ao fator de crescimento TGF-a, e ap6s anélise dos
valores (Tabela 6), verificou-se que nao houve diferencas significativas entre os
diagndésticos avaliados.



"X0¥ ‘[qo ‘suieH ap euljixojewaH
WOD SOpeJod Bluod ‘Dgy opoldw ‘lelauds sjusuodwod :BleS BU OpuelduspiA® ‘D-48)| eulslosd B Wwod
opeosew ‘(D) 8-gdH o (g) do-gdH ‘(v) rewJsou ouiues ooleisosd opiosl ap s02160|01sIy S81I00 ap seljelboioiwolo4 — || einbiq

12°]



X0 ‘[0 ‘suueH op BuljIXOleWaH W09 SOPEBIOD BJUO0D ‘Dgy opolsw ‘(ejaid) [el@nds susuodwod
8 (eylpwuaA) [ewodise slusuodwod :Seles Seu OpUBIDUBPIAS ‘D-4K)| eulsloid e wod opedsew ‘(D) elsedsip
9 (g) amelsoud ‘(y) gdHD ap odnsoubeip wod oulued odlelsold oplos) ap s02160|0)sIy S8L02 ap Seljelboioiwoio4 — g1 einbiq

qg



56

5.3.10 Avaliagcédo do EGFr nas diferentes classificagbes de HPB versus N

Todos os fragmentos normais e os que foram classificados em diferentes graus
de HPB apresentaram marcacao positiva para o EGFr e os componentes estromal e
epitelial acinar também tiveram marcacao positiva (Figuras 13A, 13B, 13C e 14A). No
Quadro 14 estao descritos os componentes estromais e epiteliais que apresentaram
marcacao mais evidente em cada diagndstico avaliado.

Nos fragmentos prostaticos normais, 0s componentes estromais nao

apresentaram um destaque na marcac¢ao com o fator de crescimento EGFr.

Quadro 14 — Componentes estromais e epiteliais acinar que apresentaram maior destaque na
marcacao para o EGFr em fragmentos prostaticos de cao classificados como
normais e com diferentes graus de hiperplasia prostatica benigna (HPB)

Diagnésticos

Proteina Normal HPB-ep HPB-e CHPB
C.estr C. epitel C. estr C.epitel | C.estr C.epitel | C.estr C. epitel
Sem

EGFr destaque  ndcleo FML, MLA nicleo FML, F nicleo FML, F nucleo

Na Tabela 7 sdo apresentados os valores de intensidade e area tingida obtidos

apos analise pelo software.

Tabela 7- Médiasterro padrao da média para intensidade da marcacao e area tingida com a
proteina EGFr em fragmentos de préstata de céao

EGF-r
DA das prostatas | N°de fragmentos V?rlggrr‘r:iag;zge Valo:irr:lgeic(jjlg (S/S area
N 5 13781331 1,000+0,192
HPB-ep 6 18291550 1,528+0,518
HPB-e 6 26451426 2,208+0,469
CHPB 6 27141248 1,686+0,359

Nos parametros avaliados ndao houve diferenga estatistica entre os diagnésticos

marcados com o EGFr.
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5.3.11 Avaliacdo do EGFr nas diferentes classificagdes de P versus N

Todos os fragmentos normais e com prostatite avaliados no estudo
apresentaram marcagao positiva para a proteina EGFr e os componentes estromal e
epitelial acinar também tiveram marcacao positiva (Figura 14B). No Quadro 15 estao
descritos os componentes estromais e epiteliais que apresentaram marcagdo mais

evidente em cada diagndéstico avaliado.

Quadro 15 — Componentes estromais e epiteliais que apresentaram maior marcagao para o
EGFr nos fragmentos prostaticos normais e com prostatite de céao

Diagnésticos

Proteina Normal Prostatite

C. estr C. epitel C. estr C. epitel

EGFr Sem destaque nicleo FML, F nucleo

5.3.12 Avaliagdo do fator de crescimento EGFr nas diferentes classificagbes de

Displasia ou PIN versus N

Todos os fragmentos normais e com displasia ou PIN avaliados no estudo
apresentaram marcagao positiva para a proteina EGFr e os componentes estromal e
epitelial acinar também tiveram marcacgao positiva (Figura 14C). No Quadro 16 estao
descritos 0s componentes estromais e epiteliais que apresentaram marcagdo mais

evidente em cada diagndéstico avaliado.

Quadro 16 — Componentes estromais e epiteliais que apresentaram maior marcagao para o
EGFr nos fragmentos prostaticos caninos normal e com displasia ou PIN

Diagnésticos

Proteina Normal Displasia ou PIN

C. estr C. epitel C. estr C. epitel

EGFr Sem destaque nucleo FML, F nucleo
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Todos os fragmentos analisados para o anticorpo anti-EGFr apresentaram
imunorreatividade positiva e com isso o anticorpo mostrou-se efetivo no estudo com
tecido prostatico canino. O EGFr foi identificado em cadelas por NERURKAR et al.
(1987) em tumores de glandula mamaria, por TAMADA et al. (2005) em Uutero de nas
diferentes fases do ciclo estral e IGLESIAS-NUNEZ et al. (2008) em Gtero normal e
acometido por complexo hiperplasia endometrial cistica (CHEC). No trato reprodutor de
caes machos, o EGFr foi associado a aumento de fertilidade, pois esta envolvido na
proliferacdo das células de Sertoli quando estimulado pelos receptores acetilcolina-
muscarinicos (PORTO et al. 2008). Em tecido prostatico, o EGFr foi identificado em
ratos (JACOBS & STORY, 1988) e suinos (OLIVA-HERNANDEZ & PEREZ-
GUTIERREZ, 2008).

No componente estromal dos fragmentos avaliados, o EGFr esteve presente em
maior destaque nas fibras musculares lisas e fibroblasto. No diagnéstico normal,
igualmente ao TGF-a, ndo houve imunorreatividade que destacasse algum componente
estromal. O fato de ter sido encontrado nestes locais esta de acordo com os achados ja
descritos para o EGF e TGF-0, uma vez que o EGFr é receptor comum aos dois fatores
de crescimento, e essas estruturas do componente estromal também apresentaram
uma imunorreatividade marcante para o EGF e TGF-o.

No componente epitelial acinar todos os fragmentos avaliados apresentaram
imunorreatividade no nudcleo. Esse fator de crescimento foi identificado no citoplasma
da glandula prostatica de suinos (OLIVA-HERNANDEZ & PEREZ-GUTIERREZ, 2008).
Foram identificadas no nucleo das células das glandulas endometriais de cadela na
fase de proestro (TAMADA et al., 2005) e nas glandulas endometriais de cadelas
saudaveis e acometidas por CHEC (IGLESIAS-NUNEZ et al., 2008). A localizagdo
nuclear do EGFr, bem como alguns de seus ligantes, esta relacionado ao estado de
proliferacdo dos tecidos, além do potencial papel de transcricido ou co-ativador de
genes necessarios para seus efeitos mitogénicos (LIN et al., 2001).

Ilgualmente ja comentado nos demais anticorpos utilizados, o EGFr foi avaliado

nos diferentes grupos de HPB quanto a intensidade e fracdo de area tingida frente aos
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dados do diagnéstico normal, e apds andlise dos valores (Tabela 7), verificou-se que
nao houve diferengas significativas entre os diagnésticos avaliados.
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5.3.13 Avaliagdo da proteina p-ERK1/2 nas diferentes classificagbes de HPB versus N

Todos os fragmentos com diferentes classificacdes de HPB e N apresentaram
marcacao positiva para a proteina p-ERK1/2 e os componentes estromal e epitelial
acinar também tiveram marcacao positiva (Figuras 15A, 15B, 15C e 16A). No Quadro
17 estdo descritos 0os componentes estromais e epiteliais que apresentaram forte

marcacao em cada diagnostico avaliado.

Quadro 17 — Componentes estromais e epiteliais acinar que apresentaram maior destaque na
marcagdo para a p-ERK1/2 em fragmentos prostaticos de cdo classificados

como normais e com diferentes graus de hiperplasia prostatica benigna (HPB)

Diagnosticos

Proteina Normal HPB-ep HPB-e CHPB

C.estr C. epitel | C.estr C. epitel | C.estr C.epitel | C.estr C. epitel

p-ERK1/2 |FML, F  nucleo FML nucleo FML, F nucleo FML, CE nucleo

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores de intensidade e area tingida obtidos
apds analise pelo software.

Tabela 8- Médiasterro padrao da média para intensidade da marcacao e area tingida com a
proteina p-ERK1/2 em fragmentos de préstata de céo

p-ERK 1/2
DA das prostatas | N°de fragmentos V?:‘ct);r:r;?g;gge Valo:ir:geiz::) (‘3/3 area
N 5 18951657 6,600+2,562
HPB-ep 6 26821686 12,299+2 485
HPB-e 6 31811689 15,644+2,062
CHPB 6 24311376 9,952+1,353

Nos parametros avaliados ndo houve diferenca estatistica entre os diagndsticos

marcados com a proteina p-ERK1/2.
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5.3.14 Avaliagdo da proteina p-ERK1/2 nas diferentes classificagdes de P versus N

Todos os fragmentos normais e com prostatite avaliados no estudo
apresentaram marcacao positiva para a proteina p-ERK 1/2 e os componentes estromal
e epitelial acinar também tiveram marcacao positiva (Figura 16B). No Quadro 18 estédo
descritos os componentes estromais e epiteliais que apresentaram marcagdo mais

evidente em cada diagndéstico avaliado.

Quadro 18 — Componentes estromais e epiteliais que apresentaram maior marcacao para a
proteina p-ERK1/2 nos fragmentos prostaticos caninos normais e com prostatite

Diagnésticos
Proteina Normal Prostatite
C. estr C. epitel C. estr C. epitel
p-ERK1/2 FML, F nicleo FML, F nicleo

5.3.15 Avaliacdo da proteina p-ERK1/2 nas diferentes classificacdes de Displasia ou
PIN versus N.

Todos os fragmentos normais e com displasia ou PIN avaliados no estudo
apresentaram marcacao positiva para a proteina p-ERK 1/2 e os componentes estromal
e epitelial acinar também tiveram marcacao positiva (Figura 16C). No Quadro 19 estao
descritos os componentes estromais e epiteliais que apresentaram marcagdo mais

evidente em cada diagndéstico avaliado.

Quadro 19 — Componentes estromais e epiteliais que apresentaram maior marcagao para a
proteina p-ERK1/2 nos fragmentos prostaticos caninos normais e com displasia

ou PIN
Diagnésticos
Proteina Normal Displasia ou PIN
C. estr C. epitel C. estr C. epitel
p-ERK1/2 FML, F nucleo FML, F nicleo
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A utilizacdo do anticorpo anti-p-ERK 1/2 nos fragmentos prostaticos de caes,
mostrou-se efetivo, ja que houve marcacao nos componentes estromal e epitelial em
cada diagndstico avaliado. A mesma proteina foi utilizada em tecidos caninos como rins
(LI et al., 2004), trato grastointestinal (STEPAN et al.,, 2004), sistema respiratério
(BONGALON et al., 2004) e cardiovascular (KOIKE et al., 2004). A utilizacao deste
anticorpo ja havia sido bem sucedida em estudos com prostatas caninas diagnosticadas
com displasia ou PIN, prostatite, HPB-ep e HPB-e (OLIVEIRA, 2005).

No componente estromal dos fragmentos avaliados, o p-ERK 1/2 esteve
presente em maior destaque nas fibras musculares lisas e fibroblasto. Sabe-se que
tanto as fibras musculares lisas quanto os fibroblastos estdo envolvidos na sintese da
MEC, o que facilita a comunicagdo entre células, estdo envolvidos também com a
producado de colageno e elastina que auxiliam na regeneracao tecidual e mantem um
meio ideal para transmissao de sinais entre uma célula e outra e entre estruturas dentro
da mesma célula. As fibras musculares lisas estdo envolvidas no processo de contracao
de o6rgaos e os fibroblastos em processos como regeneracao tecidual. A proteina
ERK1/2 esta envolvida em diversos eventos celulares, dentre eles a proliferacao celular,
integracdo de sinais dentro e entre as células, apoptose, transcricdo de genes,
diferenciacao celular, plasticidade neuronal, entre outras fungdes (LENZ, 2000).

No componente epitelial acinar todos os fragmentos avaliados apresentaram
imunorreatividade no nudcleo. Esse achado esta de acordo com uma das principais
funcdes da proteina ERK1/2 que é a ativacao via fosforilagdo de proteinas efetoras
presentes no nucleo das células que sdo capazes de codificar o estimulo recebido
promovendo a agdo esperada, seja ela transcricdo genética, producdo de proteina,
sinalizagao para um novo ciclo celular, diferenciagéo e desenvolvimento tecidual e inicio
do processo de apoptose.

A proteina p-ERK1/2 foi avaliada nos diferentes grupos de HPB quanto a
intensidade e fracdo de area tingida frente aos dados do diagndstico normal, e apo6s
analise dos valores (Tabela 8), verificou-se que nao houve diferencas significativas
entre os diagnosticos avaliados.
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5.4 Correlacao entre as intensidades das proteinas e fatores de crescimento com
os fragmentos de prostatas normais e com diferentes classificacées de HPB.

Para maior entendimento da rota de transducédo de sinal proposta neste estudo,
foi realizado o teste de Correlagdo de Pearson, com a finalidade de avaliar a existéncia
de interacdo entre as diferentes proteinas e as classificacbes de HPB avaliadas no
quesito intensidade.

A Figura 1 propbe uma interacdo entre todas as proteinas e fatores de
crescimento aplicados nos fragmentos de prostatas caninas avaliados neste estudo,
seria légico que a medida que a alteracao prostatica fosse se agravando do ponto de
vista histopatolégico, as proteinas extracelulares ou sinalizadoras (CYR61, EGF e TGF-
a) se comportassem de maneira semelhante quanto a intensidade e/ou a area tingida
das proteinas mensageiras (EGFr e p-ERK1/2) para tanto foi realizado um teste de
Correlacao de Pearson entre os diferentes diagnésticos de HPB encontrados versus os
fragmentos sem alteracéo.

Nos fragmentos normais houve correlacao positiva e acima de 50% com o EGF x
EGFr (r= 0,68; p=0,19) e 0 TGF-a x EGFr (r=0,80;p=0,10), 0 que era esperado, ja que o
EGFr é o receptor padrao do EGF e TGF-o. (CARPENTER & COHEN, 1979). Nas
avaliacoes houve correlagédo positiva e acima de 50% entre o EGF x p-EKR1/2 (r=0,81;
p=0,09). Em estudos com células de placenta humana, a adicdo de EGF levou uma
super ativacao da p-ERK1/2 e PI3K (QIU et al., 2004), o que confirma uma interacao
entre as proteinas encontradas nos fragmentos prostaticos avaliados neste estudo.

No diagnostico de HPB-ep houve correlacdo positiva e acima de 50% com as
proteinas CYR61 x EGF (r=0,51; p=0,29), que pela disposicdo demonstrada na Figura 1
nao teriam relacdo alguma, porém GASHOW et al. (2006) estimulando células
endometriais com EGF observaram uma super e rapida expressao da proteina CYR61
nas células estudadas, o que corrobora os resultados das andlises realizadas nos
fragmentos prostaticos caninos.

No diagnéstico HPB-e houve correlagao positiva e acima de 50% entre CYR61 x
TGF-a (r=0,86; p<0,02), considerada significante ja que teve p<0,02, que também nao
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teria relacdo alguma segundo a Figura 1, porém sabe-se do poder angiogénico das
duas proteinas e da semelhanca estrutural e funcional dos membros da Familia EGF
(CARPENTER & COHEN, 1979), e acredita-se que esta seja a explicagcdo para a
correlacdo positiva encontrada entre essas proteinas neste diagnéstico. Houve
correlacao positiva e acima de 50% no TGF-a x p-ERK 1/2 (r=0,64; p=0,16) que sugere
interacdo entre proteina sinalizadora com proteina mensageira. Houve também uma
corelagdo negativa considerada significante (p<0,01) entre as proteinas EGF x p-
EKR1/2 (r=-0,89; p<0,01).

No diagnostico CHPB houve correlacdo positiva e acima de 50% entre as
proteinas CYR61 x TGF-a (r=0,58; p=0,22) e entre EGF x EGFr (r=0,64; p=0,16).,

ambas combinacoes e explicacdes ja descritas anteriormente.

5.5 Avaliacao Western Blotting (W.B.)

5.5.1 Avaliagdo do CYR61

O W.B. da proteina CYR61, nos diferentes fragmentos, apresentou uma banda

definida de pesos moleculares descritos no Quadro 20 para cada diagnéstico, a
amostra normal ndo apresentou banda visivel na quantidade de 50ug de proteina

4

(o)}

kel

colocadas em cada po¢o do gel de poli-acrilamida SDS-PAGE 10%.
- CYR61

_i

Figura 17 - Imagem radiogréfica escaneada da banda da proteina CYR61, bem

.(——- w

.(——- N

37kDa =

como o marcador molecular, detectada por quimiluminescéncia, em
prostatas de caes com prostatite (1), HPB-ep (2), HPB-e (3), CHPB
(4) e displasia (5) e utero higido de cadelas (6).
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Quadro 20 — Peso molecular (kDa) da proteina CYR61 nos fragmentos prostaticos analisados
por Western Blotting

Diagnéstico | Prostatite HPB-ep  HPB-e CHPB Displasia Utero Média
CYR61 (kDa) 37,56 37,56 37,37 37,43 37,93 38,44 37,72

A proteina CYR61, neste estudo, apresentou peso molecular médio de 37,72
kDa, porém nao foi possivel verificar sua presenca em todos os ensaios. Segundo
informacgdes técnicas de anti-CYR671 (NovusBio, NB100-357, CO, USA), similar ao
utilizado neste estudo, este anticorpo quando usado para W.B., pode apresentar trés
bandas com valores 25 kDa e 37 kDa, consideradas estruturas desnaturantes (clivadas)
da proteina, e outra de 45 kDa que é a forma integra. Segundo dados disponiveis no
GenBank, a proteina pré6-CYR671 no cao tem peso molecular de 41,64 kDa. Dados
semelhantes, em estudos prostaticos caninos, ndo foram encontrados na literatura para
comparacao e discussao.

5.5.2 Avaliagédo do EGF

O W.B. do fator de crescimento EGF apresentou duas bandas definidas de pesos
moleculares descritos no Quadro 21, a amostra do controle positivo ndo apresentou
banda visivel na quantidade de 50ug de proteina colocadas em cada pogo do gel de
poli-acrilamida SDS-PAGE 10%.

1 2 3 4

5 6

50kDa
EGF

37kDa

Figura 18 - Imagem radiografica escaneada da banda da proteina EGF, bem como
o marcador molecular, detectada por quimiluminescéncia, em préstatas
normais (1), prostatite (2), HPB-ep (3), HPB-e (4), CHPB (5) e displasia
(6).
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Quadro 21 — Peso molecular (kDa) da proteina EGF nos fragmentos prostaticos analisados por
Western Blotting

Diagnéstico Normal Prostatite HPB-ep HPB-e CHPB Displasia Média
EGF (kDa) 46,76 46,15 47,44 47,31 47,50 - 47,03
41,38 40,83 41,48 41,76 42,20 42,25 41,65

O fator de crescimento EGF apresentou, nos fragmentos prostaticos caninos
estudados, duas bandas com média de peso molecular de 47,03 kDa e 41,65 kDa e
igualmente ao CYR61, as bandas nao estavam presentes em todos os diagnosticos
avaliados. Segundo dados descritos no GenBank o peso molecular da proteina pro-
EGF no cdo é de 134,29 kDa. Em estudos com o pro-EGF e EGF derivados de cultivo
de células renais e urina de ratos, encontraram que o pré-EGF origina duas formas
reativas do EGF, uma com baixo peso molécular (6 kDa) e outra de médio peso
molecular (45 kDa), supfe-se ainda, que a forma de 45 kDa, é uma forma intermediéria
entre o pr6-EGF e o EGF de 6 kDa (JOURNE et al., 1997). Com isso acredita-se que os
pesos moleculares encontrados neste estudo com fragmentos prostaticos caninos e o
fator de crescimento EGF sejam forma intermediaria da proteina como descrito

anteriormente.

5.5.3 Avaliacao do TGF-a

O W.B. do fator de crescimento TGF-a apresentou duas bandas definidas, em
alguns diagndsticos, de pesos moleculares descritos no Quadro 22, na quantidade de
50ug de proteina colocadas em cada poco do gel de poli-acrilamida SDS-PAGE 10%.

Ll

e
e

5CkDa -
TGF-w

Figura 19 - Imagem radiogréfica escaneada da banda da proteina TGF-a, bem
como o marcador molecular, detectada por quimiluminescéncia, em
préstatas normais (1), prostatite (2), HPB-ep (3), HPB-e (4), CHPB
(5), displasia (6) e utero (7).
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Quadro 22 — Peso molecular (kDa) da proteina TGF-a nos fragmentos prostaticos analisados

por Western Blotting e valor médio.

Diagndstico Normal Prostatite HPB-ep HPB-e CHPB Displasia utero Média

TGF-a(kDa) 51,22 51,94 52,33 52,24 53,79 51,87 52,23
38,21 38,63 3881 39,55 38,12 39,98 38,88

O TGF-a apresentrou duas bandas, e semelhante aos dois anteriores, nem todos
os diagnésticos apresentaram as bandas visiveis ao raio-X. A média dos pesos
moleculares das bandas variou de 52,23 e 38,88 kDa. Em estudo de acompanhamento
da secrecdo de TGF-a pelos macréfagos alveolares de coelhos em idades variando de
zero dias até quatro meses de idade, encontraram-se trés isoformas de TGF-a com
pesos moleculares médios de 46, 30 e 14,3 kDa (WAGNER et al., 1995). Em outro
estudo envolvendo cultivo de células epiteliais humanas foi encontrado outras trés
isoformas do TGF-a com pesos moleculares 16, 25 e 36 kDa (LI et al., 2004). Segundo
consta no GenBank, o pr6- TGF-a do cao tem peso molecular de 49,19 kDa. Os valores
encontrados neste estudo diferem dos valores observados na literatura, uma explicacéao
l6gica seria a diferenca das espécies estudadas e o grau de alteragédo tecidual, visto
que na literatura consultada, as amostras sao tecidos em desenvolvimento ou cultivo

celular.
5.5.4 Avaliacao do EGFr
O W.B. da proteina EGFr apresentou uma banda definida de peso molecular de

pesos moleculares descritos no Quadro 23, na quantidade de 50ug de proteina
colocadas em cada poc¢o do gel de poli-acrilamida SDS-PAGE 10%.

1 2 3 4

50kDa EGFr

Figura 20 - Imagem radiografica escaneada da banda da proteina EGFr,
bem como o marcador molecular, detectada por
quimiluminescéncia, em prostatas normais (1), prostatite (2),
HPB-e (3), CHPB (4).
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Quadro 23 — Peso molecular (kDa) da proteina EGFr nos fragmentos prostaticos analisados por

Western Blotting e valor médio.

Diagndstico Normal Prostatite HPB-ep  HPB-e CHPB Displasia Média
EGFr (kDa) 49,08 47,74 47,99 49,15 48,49

O receptor de membrana EGFr apresentou uma banda definida nas amostras
avaliadas e o peso molecular médio foi de 48,49 kDa. Em estudos com placenta
humana, foram identificados duas isoformas do receptor EGFr de 170 kDa com pesos
moleculares de 60 e 110 kDa, onde a segunda foi comprovadamente vinculada a
superficie das células e acredita-se ser um excelente indicador de progressao de
doencgas envolvidas no desenvolvimento placentario (REITHER & MAIHLE, 2003). O
GenBank refere-se ao pro-EGFr de caes com 175,41 kDa de peso molecular. Neste
estudo encontrou-se um peso molecular abaixo do achado na literatura o que sugere
gue mais estudos nesta area devem ser realizados com a finalidade de entendimento

dessa isoforma em prostatas de caes.

5.5.5 Avaliagédo do p-ERK 1/2

O W.B. da proteina p-ERK 1/2 apresentou trés bandas definidas de pesos
moleculares médios descritos no Quadro 24, na quantidade de 50ug de proteina
colocadas em cada pog¢o do gel de poli-acrilamida SDS-PAGE 10%.
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Figura 21 - Imagem radiografica escaneada da banda da proteina EGF, bem
como o marcador molecular, detectada por quimiluminescéncia, em
prostatas com prostatite (1), HPB-ep (2), HPB-e (3), CHPB (4),
displasia (5) e utero (6).
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Quadro 24 — Peso molecular (kDa) da proteina p-ERK1/2 nos fragmentos prostaticos

analisados por Western Blotting e valor médio.

Diagnéstico Prostatite HPB-ep HPB-e CHPB Displasia Utero Média
p-ERK 1/2 (kDa) 42,74 42,37 42,82 42,50 42,61
- 39,65 39,47 39,56

36,87 36,79 37,22 37,62 37,79 37,28 37,26

O W.B. da proteina p-ERK 1/2 em fragmentos de prostatas de caes apresentou

trés bandas, igualmente comentado para as outras proteinas, essa proteina nao

apresentou banda visivel em todos os diagnédsticos estudados. A média dos pesos
moleculares encontrados foi de 42,61; 39,56 e 37,26 kDa. Segundo dados do GenBank

a proteina p-ERK 1 e p-ERK 2 tem como pesos moleculares em caes 41,26 e 42,75

kDa respectivamente. Nao foram encontrados dados na literatura referente a esses

achados que pudessem servir para comparacao e discussao.
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6 CONCLUSAO

Pelo presente estudo podemos concluir que:

1)

Os fragmentos prostaticos com diferentes diagndsticos histolégicos tiveram
imunorreacdo positiva nos componentes estromais e epiteliais com as
proteinas CYR61, EGF, TGF-a, EGFr e p-ERK 1/2.

O método de quantificagdo da imunorreacdo dos fragmentos classificados
como normais e com diferentes graus de HPB, por meio do exame
imunoistoquimico e auxiliado pelo “software Image J 1.40”, mostrou-se de
utilizacdo viavel, jA que a avaliacdo realizada resultou em dados de
intensidade da imunorreacdo e fragdo da area tingida, o que permitiu
comparacao com demais dados obtidos.

A correlagdo realizada entre as proteinas estudadas e os diagnosticos
normais e os diferentes graus de HPB foi possivel e confirmou a existéncia de
interacao entre as proteinas estudadas.

O exame de Western Blotting mostrou-se efetivo na deteccao e determinacao
do peso molecular das proteinas CYR61 e p-ERK1/2 e os fatores de
crescimento EGF, TGF-a e EGFr em lisado de tecido prostatico canino

normal e acometido por diversas alteracoes.
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ANEXOS

Solucao RIPA

50mM Tris-HCI, pH=7,4
150mM NacCl

imM EDTA

1% Triton x-100

1% Sodium deoxycholate
0,1% SDS

Adicionar inibidores de proteases e 100mM de ortovanadato

Gel de poliacriamida SDS PAGE 10%
Gel de separacgao

Agua destilada.........oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 5,9 mL
Mistura de acrilamida/bis-acrilamida..................... 5mL
Tris HCI 1,5M, pH 8,8....cccoe e 3,8 mL
SDS 1090 uuuiiieeeeeiiiieee et 150 pL
APS 10%.ccciiiiieiiee ettt 150 pL
TEMED (6,6M)....uiniiiiiiiiiee e 6 uL
Gel de empacotamento
Agua destiladan..........coeeveueueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 2.25 mL
Mistura de acrilamida/bis-acrilamida..................... 0,65 mL
Tris HCI 1,5M, pH 8,8.....ccceoiiiiiieeeee 1 mL
SDS 1090t uueiieeeeeiiiieie et 40 pL
APS 10%.cccciiciieiiee ettt 40 uL
TEMED (6,6M).....cuiiiiiiiiiiieeee e, 4 uL

Solucao de TBS-T (pH 7,4, 1L, 10%)



HoO destilada........cooovveeeeeeiiiieeeeieeeeeeeeeeeeeee 1000mL
TWEEN 20 i 500puL

Analise IHQ dos cortes histologicos para cada diagnostico e para cada proteina

CYR61
Diagnéstico NORMAL
Componentes estromais 2AF 7AA 12CA 5AA 7BA TOTAL
FML 2 1 1 1 2 1,4
F 1 1 1 1 0,8
MLA 3 1 1 2 2 1,8
CE 1 1 1 1 0,8
CM 0
Componente epitelial
citoplasma 1 1 1 1 1 1
nucleo 2 2 1 2 2 1,8
CYR61
Diagnéstico HPB-ep
Componentes estromais 1AA 1ICA 8BA 4AA 9AA 12BA TOTAL
FML 2 2 3 2 3 1 2,16
F 1 1 2 1 2 1 1,33
MLA 3 3 3 2 3 1 2,5
CE 2 1 1 1 2 1 1,33
CM 1 2 2 1 2 1 1,5
Componente epitelial
citoplasma 1 1 2 1 2 1 1,33

nucleo 3 3 1 2 1 1 1,83




CYR61

Diagnostico HPB-e

Componentes estromais 3AA 13BA 21CA 26AA 26BA  26CA TOTAL
FML 1 3 1 2 2 2 1,83
F 1 3 1 2 1 1 1,5
MLA 3 3 1 2 2 2 2,16
CE 1 1 1 1 1 1 1
CM 1 2 1 2 1 1 1,33

Componente epitelial

citoplasma 1 2 1 2 1 1 1,33
nucleo 1 1 0,33
CYR61
Diagnostico CHPB
Componentes estromais 10AA 10BA 16BA 16CA 17BA 18AA  TOTAL
FML 3 3 3 2 3 1 2
F 3 1 3 2 1 1 1,83
MLA 3 2 3 1 2 1 2
CE 3 2 3 2 2 2 2,33
CM 3 3 2 1 1 1,66
Componente epitelial
citoplasma 3 3 1 1 1 1,5
nucleo 3 3 2 2 1,66
CYR61
Diagndstico PROSTATITE
Componentes estromais 2BF 2CF TOTAL
FML 1 1 1
F — 1 0,5

MLA - 1 0,5



CE
CM 11

Componente epitelial

citoplasma 1 1
nucleo 1 1
CYR61
Diagndstico DISPLASIA
Componentes estromais 6BA 21AA 21BA  TOTAL
FML 1 1 0,66
FML 1 1 0,66
MLA 0
CE 1 1 1 1
CM 1 1 1 1
Componente epitelial
citoplasma 1 1 1 1
nucleo 2 1 1
EGF
Diagnéstico NORMAL
Componentes estromais 2AF 7AA 12CA 5AA 7BA TOTAL
FML 1 1 1 1 1 1
FML 1 1 1 1 1 1
MLA 2 1 1 0,8
CE 1 1 1 1 0,8
CM e
Componente epitelial
citoplasma 1 1 0,4
nudcleo 2 1 2 1 2 1,6




EGF

Diagnéstico HPB-ep

Componentes estromais 1AA 1CA 8BA 4AA 9AA 12BA TOTAL
FML 1 1 1 1 1 2 1,16
FML 1 1 1 1 - --- 0,66
MLA 1 1 0,33
CE 1 1 1 ---- 1 1 0,83
CM ---- 1 ---- ---- ---- ---- 0,16
Componente epitelial
citoplasma 1 1 1 1 0,66
nucleo 1 2 2 2 1,16
EGF
Diagnéstico HPB-e
Componentes estromais 3AA 13BA 21CA 26AA 26BA 26CA TOTAL
FML 1 1 1 1 1 0,83
FML 1 1 0,33
MLA -=-- === -—-- 1 1 == 0,33
CE -—-- 1 1 1 == -—-- 0,5
CM -—-- 1 1 == == 1 0,5
Componente epitelial
citoplasma 1 1 0,33
nucleo 2 2 0,66
EGF
Diagnéstico CHPB
Componentes estromais 10AA 10BA 16BA 16CA 17BA 18AA TOTAL
FML 1 1 1 1 1 - 0,83
FML 1 1 - 0,33
MLA 1 ---- 1 1 1 - 0,66



CE 1 1 — 1
CM 1 - -—-- 1 0,5
Componente epitelial
citoplasma 1 1 - 0,66
nucleo 1 2 2 1,16
EGF
Diagnéstico PROSTATITE
Componentes estromais 2BF 2CF TOTAL
FML 1 1 1
FML 1 1 1
MLA
CE
CM
Componente epitelial
citoplasma 1 1
nucleo 1 1,33
EGF
Diagnéstico DISPLASIA
Componentes estromais 6BA 21AA 21BA  TOTAL
FML 1 1 1 1
FML 1 1 0,66
MLA 1 0,33
CE 1 1 1 1
CM - 1 1 0,66
Componente epitelial
citoplasma 1 1 0,66
nucleo
TGF-a
Diagnéstico NORMAL
Componentes estromais 2AF 7AA 12CA 5AA  7BA TOTAL
FML 1 0,2



1 0,2
MLA 1 0,2
CE 1 0,2
Componente epitelial
citoplasma 1 1 1 1 1 1
nucleo
TGF-a
Diagnéstico HPB-ep
Componentes estromais 1AA 1CA 8BA 4AA  9AA 12BA TOTAL
FML 1 1 1 0,5
F 1 1 0,33
CE 1 0,16
CM 1 1 1 0,5
Componente epitelial
citoplasma 1 1 1 1 1 0,83
nucleo
TGF-a
Diagndstico HPB-e
Componentes estromais 3AA 13BA 21CA 26AA 26BA 26CA TOTAL
FML 1 1 ---- 1 1 0,66
F 1 1 - 1 1 0,66
CE 1 0,16
CM 1 1 1 1 0,66
Componente epitelial
citoplasma 1 1 1 1 1 1 1
ntcleo 1 0,16
TGF-a
Diagnéstico CHPB
Componentes estromais 10AA 10BA 16BA 16CA 17BA 18AA TOTAL
FML 1 1 1 -~ 05
F 1 016
CE 1 1 1 1 066



CM 1 1 1 - 0,5
Componente epitelial
citoplasma 1 1 1 1 1 1 1
nucleo
TGF-a
Diagnostico PROSTATITE
Componentes estromais 2BF 2CF TOTAL
FML 1 1 1
F 1 1 1
MLA
CE
CM
Componente epitelial
citoplasma 1 1 1
nucleo
TGF-a
Diagnéstico DISPLASIA
Componentes estromais 6BA 21AA 21BA  TOTAL
FML 1 1 0,66
F 1 1 0,66
MLA
CE ---- 0,16
CM 1 1 0,66
Componente epitelial
citoplasma 1 1 1 1
nucleo
EGFr
Diagnéstico NORMAL
Componentes estromais 2AF  7AA 12CA  5AA  7BA TOTAL
F 1 0,2

Componente epitelial

citoplasma



nucleo

EGFr

Diagndstico HPB-ep

Componentes estromais

1AA 1CA 8BA 4AA 9AA 12BA TOTAL

FML 1 1 1 0,5
F 1 1 0,33
MLA 1 0,16
Componente epitelial
citoplasma
nucleo 1 1 1 1 1 2 1,16
EGFr

Diagndstico HPB-e

Componentes estromais

3AA 13BA 21CA 26AA 26BA 26CA TOTAL

FML 1 1 1 0,5
F 1 1 1 1 0,66
CM 1 1 0,33
Componente epitelial
citoplasma 2 0,33
nucleo 1 1 1 1 1 1 1
EGFr
Diagnostico CHPB
Componentes estromais 10AA 10BA 16BA 16CA 17BA 18AA TOTAL
FML 1 1 1 0,5
F 1 1 0,33
CM 1 0,16
Componente epitelial
citoplasma
nucleo 1 1 1 1 1 1 1




EGFr
Diagndstico PROSTATITE

Componentes estromais 2BF 2CF TOTAL
FML 1 0,5
F 1 1 1
MLA
CE
CM 1 0,5
Componente epitelial
citoplasma
nucleo 1 1 1
EGFr
Diagnéstico DISPLASIA
Componentes estromais 6BA 21AA 21BA TOTAL
FML 1 1 0,66
F 1 1 0,66
MLA
CE 1 0,33
CM 1 0,33
Componente epitelial
citoplasma
nucleo 1 1 0,66
p-ERK1/2
Diagnostico NORMAL
Componentes estromais 2AF  7AA 12CA  5AA  7BA TOTAL
FML 1 1 1 1 1 1
F 1 1 1 1 0,8
MLA 1 1 1 0,6
CE 1 1 0,4
CM ---- 1 0,2
Componente epitelial
citoplasma
nucleo 1 1 1 1 1 1
p-ERK1/2

Diagndstico HPB-ep

Componentes estromais 1AA 1CA 8BA 4AA 9AA 12BA TOTAL




FML 1 1 1 1 1 1 1
F 1 1 1 0,5
MLA 1 1 1 0,5
CE 1 0,16
CM 1 1 0,33
Componente epitelial
citoplasma 1 0,66
nucleo 1 1 1 1 0,83
p-ERK1/2
Diagndstico HPB-e
Componentes estromais 3AA 13BA 21CA 26AA 26BA 26CA TOTAL
FML 1 1 1 1 1 1 1
F 1 1 1 1 1 0,83
MLA 1 1 1 -—-- 1 0,66
CE -—-- 1 1 1 - 1 0,66
CM 1 1 - 1 0,5
Componente epitelial
citoplasma
nucleo 1 1 1 1 1 1 1
p-ERK1/2
Diagnéstico CHPB
Componentes estromais 10AA 10BA 16BA 16CA 17BA 18AA TOTAL
FML 1 1 1 1 1 0,83
F 1 1 - 1 1 0,66
MLA 1 0,16
CE 1 1 1 1 1 0,83
CM 1 0,16
Componente epitelial
citoplasma
nucleo 1 1 1 1 1 0,83
p-ERK1/2
Diagnéstico PROSTATITE
Componentes estromais 2BF 2CF TOTAL
FML 1 1 1
F 1 1 1

MLA



CE
CM

Componente epitelial

citoplasma
nucleo 1

1
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