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Resumo

O fator de crescimento transformador-f (TGF-), um mediador do crescimento prostatico, induz a
angiogénese e inibe a proliferacao celular. Neste estudo, esse marcador foi utilizado com o objetivo
de avaliar sua imunomarcagao no tecido normal e com lesdes proliferativas benignas, pré-neoplasicas
e neoplasicas da prostata canina. Para isso, foram selecionadas 54 glandulas com histomorfologia
normal, hiperplasia prostatica benigna (HPB) epitelial, HPB estromal, atrofia inflamatdria proliferativa
(PTA), neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) e carcinoma, utilizadas para a confec¢do de um bloco
de microarranjo tecidual (Tissue Microarray - TMA). As laminas de TMA foram submetidas a técnica
de imunoistoquimica com o anticorpo anti-TGF-f, sendo avaliada a intensidade de imunomarcagao
nas células epiteliais e estromais. Houve imunomarcacao de TGF-f3 no tecido normal e naqueles com
lesdes proliferativas. Maior imunomarcacao de TGF-f foi constatada nas células do tecido prostatico
normal e com HPB, enquanto as células prostaticas com PIA, PIN e carcinoma exibiram menor
imunomarcagdo dessa citocina, o que sugere a acdo do TGF-B na manutencdo da homeostase do
tecido normal e com lesdo proliferativa benigna e na progressao das lesdes proliferativas pré-malignas
e malignas da prostata canina.

Palavras-chave: carcinoma, fator de crescimento, imunoistoquimica, PIA, PIN.

Abstract

The transforming growth factor- (TGF-f), a mediator of prostatic growth induces angiogenesis and
inhibits cell proliferation. It was used in this study in order to evaluate its expression in normal
prostatic tissue and those with benign proliferative lesions, pre-malignant and malignant prostatic
diseases. A total of 54 glands with normal histomorphology, epithelial benign prostatic hyperplasia
(BPH), stromal BPH, prostatic inflammatory atrophy (PIA), prostatic intraepithelial neoplasia (PIN),
and adenocarcinoma were selected and used in the tissue microarray block (TMA). The TMA slides
were subjected to the immunohistochemistry with anti-TGF-f and its staining intensity in epithelial
and stromal cells was evaluated. There was TGF-B immunostaining by both normal tissues and

Cienc. anim. bras., Goiénia, v.20, 1-10, e-34543, 2019



2 TOLEDO,D.C. et al.

those with proliferative lesions. Higher TGF-f3 immunostaining was observed in cells from normal
prostatic tissues and with HPB, whereas prostatic cells with PIA, PIN and carcinoma exhibited lower
immunostaining of this cytokine, suggesting the action of TGF-f in the maintenance of normal
tissue homeostasis and with benign proliferative lesion and in the progression of pre-malignant and
malignant proliferative lesions of the canine prostate.

Keywords: carcinoma, immunohistochemistry, growth factor, PIA, PIN.
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Introducao

A semelhanca do que ocorre na espécie humana, as doencas prostaticas tém sido frequentemente
observadas na prostata canina e sdo comuns em cdes ndo castrados adultos e idosos'). As lesdes
proliferativas na préstata canina incluem a hiperplasia prostatica benigna (HPB), a atrofia inflamatoria
proliferativa (PIA), a neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) e o adenocarcinomat'-.

AHPB compreende a principal afecgdo prostatica em caes adultos ndo castrados”. A PIA ¢é considerada
uma lesdo pré-maligna devido as similaridades morfoldgicas com o carcinoma prostatico e por envolver
fatores potencialmente carcinogénicos, como a inflamagao®. Da mesma forma, a PIN consiste em uma
lesao displasica do epitélio secretor da prostata, apresentando atipias celulares semelhantes aquelas
do adenocarcinoma®. Quanto aos carcinomas prostaticos, estes ocorrem frequentemente no homem
¢ podem se desenvolver espontaneamente no cao®”, em que comumente apresentam comportamento
agressivo e, muitas vezes, estrutura glandular ou acinar, sendo classificados como adenocarcinomas®.

O fator de crescimento transformador beta (TGF-B) ¢ uma citocina relacionada a uma variedade de
processos biologicos como apoptose, tumorigénese, proliferagdo, diferenciagdo e expressio génica®. E
responsavel por inibir a proliferacio de diversos tipos celulares, especialmente as linhagens epiteliais.
Nesse contexto, as células do tecido prostatico neoplasico sdo reconhecidamente moduladas por essa
citocina®.

O TGF-B ¢ sintetizado por diferentes células, incluindo linfocitos, macrofagos, fibroblastos, células
musculares lisas, condrocitos, astrocitos, células epiteliais, plaquetas ¢ ainda células tumorais!'?,
Ainda, de acordo com Niu et al.'V, 0 TGF-f acumula-se nas células estromais, fator que contribui
para a proliferagdo celular e a progressao das lesdes proliferativas que ocorrem na prostata. Contudo,
para Lee et al.”, 0 modo de agdo do TGF-f no tecido prostatico ¢ variavel.

Diante disso, este estudo avaliou a imunomarcagdo de TGF- na prostata canina visando melhor
compreender sua acdo no tecido prostatico normal e com lesdes proliferativas, incluindo HPB
(epitelial e estromal), PIN, PIA e carcinoma.

Material e métodos

Foram colhidas 150 prostatas de caes adultos, ndo castrados, com ou sem historico clinico de doenca
prostatica e provenientes da rotina necroscopica de dois laboratorios de patologia animal. Apos a
colheita, as glandulas foram identificadas e inicialmente seccionadas em um corte transversal na
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por¢do média, para melhor penetragdo do fixador. Quando maior que 3 cm de diametro, a préstata foi
submetida a dois cortes, obtendo-se trés por¢des — cranial (PCr), medial (PM) e caudal (PCa).

As glandulas foram fixadas em formalina tamponada a 10% durante 48 horas, recortadas,
acondicionadas em cassetes e mantidas em alcool 70° até o processamento e inclusdo em parafina. Em
seguida, foram confeccionados cortes histoldgicos de 3 um, os quais foram distendidos sobre laminas
histologicas e corados por hematoxilina e eosina (HE) para a avaliagao histomorfologica.

Na avaliagdo histomorfoldgica foram selecionadas amostras de prostatas normais (n=7) e com lesdes
proliferativas, estas de acordo com critérios de Fonseca Alves et al.") para HPB (epitelial n=10 e
estromal n=6), Toledo et al.® para PIA (discreta n=5, moderada n=6 e acentuada n=5), Bostwick
e Qian® para PIN (n=7) e¢ Sugar!'? para carcinoma (n=8), totalizando 54 prostatas. A analise foi
realizada em microscopio Optico, inicialmente em menor aumento (32x), seguindo aos aumentos de
100x, 200x e 400x.

As amostras provenientes das 54 prostatas foram utilizadas para a confec¢ao do bloco de microarranjo
tecidual (TMA), em duplicata, e realizacdo da técnica de imunoistoquimica e imunomarcagdo de
TGF- B. As amostras foram marcadas nas laminas de referéncia (HE) e identificadas nos blocos
doadores, dos quais foram retirados cilindros (cores) de 1 mm de diametro (Tissue MicroArray
builder 20010.2, Histopathology Ltd, Hungary), correspondentes as areas marcadas, e transferidos
para o bloco receptor (TMA), conforme descrito por Kononen et al.'® e Bubendorf et al."». No bloco
receptor também foi incluida uma amostra de placenta humana normal para a orientagao da leitura das
amostras nas laminas de TMA.

Do bloco de TMA foram obtidos cortes de 3 um, estes distendidos sobre laminas silanizadas (Starfrost
White, Sakura, ready to use, Germany — Dako 9545-1) e submetidos a coloragdo de HE para a
confirmagdo das lesdes selecionadas na avaliacdo histomorfolégica, e a técnica de imunoistoquimica
para a avaliacao da imunomarcagao de TGF- f.

Uma lamina de TMA, com amostras em duplicata, foi diafanizada em trés imersdes sequenciais
de xilol, durante 30 minutos cada, a temperatura ambiente. Em seguida, foi submetida a passagens
sequenciais em alcool (100°x3, 95°x1, 85°x1 e 70°x1), por cinco minutos cada. Na proxima etapa,
com o intuito de reduzir coloragdo de fundo, a lamina foi incubada por cinco minutos em solugdo de
dodecil sulfato de s6dio (SDS) e lavada em agua destilada.

Para arecuperagado antigénica, a lamina foi submersa em solugao tampao EDTA pH 8.0,a 96°C, durante
25 minutos, em banho-maria. Apés o arrefecimento, foi lavada em agua destilada e submetida ao
bloqueio da peroxidase enddgena por imersao em solucao de perdxido de hidrogénio a 10% (10 ml de
H202/90 ml de metanol), por 10 minutos. Seguiram-se o bloqueio das marcagdes inespecificas (BSA
a 1%/1 h e solugao de leite em p6 desnatado a 10%/1h30min - Molico® 10 g/100 ml H20 destilada), e
a incubag¢do com o anticorpo primdrio anti-TGF- (mouse monoclonal antibody transforming growth
fator beta, clone 17, #NCL-TGFB, Novocastra), na concentragdo de 1:50 (Antibody diluent, ADS-
125, Spring), em camara umida por 18 horas, a temperatura de 4 °C. Nos cortes utilizados como
controle negativo, o anticorpo primario foi substituido por solu¢do tampao TRIS pH 7,4 e placenta
como controle positivo da reagdo.

As etapas seguintes consistiram da incubag¢dao com anticorpo secundario (Advance System, Dako
K4068) em camara imida, a temperatura ambiente, durante 30 minutos, e da revelacdo da reacdo em
solucao de diaminobenzidina (DAB, Dako K3468-1), por trés minutos. Entre as etapas, as laminas
foram lavadas em solug¢ao tampao TRIS pH7,4. Seguiram-se a contracoloragao em hematoxilina de
Harris por 20 segundos; a lavagem em 4gua destilada; a desidratagdo em banhos de alcool (85°x1,
95°x1 e 100°x3), por cinco minutos cada, e de xilol, durante cinco minutos cada; a montagem das
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laminas com laminulas histologicas e resina sintética e a analise em microscopio Optico.

A avaliacao dos resultados foi realizada de forma semi-quantitativa por meio de escores. Foi avaliada a
intensidade de imunomarcacao nas células epiteliais e estromais periacinares, utilizando o escore zero
para auséncia de imunomarcag¢o; um, dois e trés para as marcagdes discreta, moderada e acentuada,
respectivamente, conforme critérios adaptados de Rodrigues et al.?. As amostras foram analisadas
por um avaliador, sendo realizada a analise em duplicata, em que os escores de classificagdo foram
estabelecidos para cada um dos fragmentos amostrados.

A analise dos dados do estudo imunoistoquimico foi realizada por meio do teste Kruskal-Wallis e
Mann Whitney para a variavel intensidade de imunomarcac¢do do anticorpo anti- TGF- B entre os
diagnosticos. Os dados foram processados nos programas Excel 2010 e SPSS (Statistical Package
for the Social Science), versdao 16.0, sendo considerado efeito significativo quando p<0,05. Sendo os
dados apresentados na forma de frequéncia absoluta e relativa por escore de intensidade de marcagao.

Resultados

Empregando-se a técnica de imunoistoquimica nas amostras de prostata canina normal e com lesdes
proliferativas, foi obtida imunomarcacao citoplasmatica para TGF-, tanto nas células epiteliais da
glandula prostatica quanto nas células estromais. A imunomarcacdo apresentou variacdo do escore
zero ao trés de acordo com o tipo celular (epitelial ou estromal) e o diagnostico (Figuras 1 e 2).

Houve diferenca na intensidade de imunomarcacao de TGF- 3 nas células epiteliais de acordo com
o diagndstico (p<0,05). Entretanto, quando considerados os tipos de PIA, ndao houve diferencga. Ja
para a intensidade de imunomarcacdo de TGF-P nas células estromais periacinares também houve
diferenca entre os diagndsticos (p<0,05) (Tabela 1).
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Figura 1. Distribuig¢io dos casos de acordo com os escores para a intensidade de
imunomarcagdo das células epiteliais acinares para TGF-p nos diferentes padrdes
histomorfolégicos analisados na prostata do cdo. (p<0.05).
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Figura 2. Distribuigdo dos casos de acordo com os escores para a intensidade de
imunomarcagdo das células estromais periacinares para TGF-f nos diferentes padroes
histomorfolégicos analisados na préstata do cdo (p<0.05).

Tabela 1. Distribuigio da frequéncia absoluta e relativa dos casos de acordo com os escores
aplicados a variavel intensidade de imunomarcagio do anticorpo TGF-P nas células epiteliais
acinares e estromais periacinares em relagio ao padrio histomorfologico

Células epiteliais (p=0,006)

Negativo Discreta Moderada Acentuada
DIAGNOSTICO 2 % » % 2 % 2 %
NORMALA - 0.0 2 10,0 3 214 2 25
HPB EPITELIAL® - 0.0 2 10,0 4 28,6 4 50
HPB ESTROMALCA# - 0.0 5 25 1 7.1 - 0.0
PIA DISCRETAP? 1 8.3 2 10 2 143 - 0.0
PIA MODERADAES 3 25,0 2 10,0 1 7.1 - 0.0
PIA ACENTUADAF 2 16,7 - 0.0 1 7.1 2 25
PINGASB 2 16,7 4 20 1 7.1 - 0.0
CARCINOMAFEAS R 333 3 15 1 7.1 - 0.0

TOTAL 12 1000 20 1000 14 1000 8 100,0

Células estromais (p=0,035)

Negativo Discreta Moderada Acentuada
DIAGNOSTICO n % n % n % n %
NORMALA 4 19.0 1 7.1 2 12,5 - 0.0
HPB EPITELIALE R 19,0 4 28,6 2 12,5 - 0.0
HPB ESTROMALS® 1 48 4 28,6 1 6.3 - 0.0
PIA DISCRETAP? 2 9.5 - 0.0 2 12,5 1 33.3
PIA MODERADAEBCGH . 0.0 1 7.1 4 25,0 1 333
PIA ACENTUADAFH 1 4.8 - 0.0 3 18,8 1 333
PINC 3 14,3 3 214 1 6.3 - 0.0
CARCINOMAH 6 28,6 1 7.1 1 6.3 - 0.0

TOTAL 21 1000 14 10000 16 1000 3 100,0

Teste: Kruskal Wallis. No campo diagnéstico, mais de uma letra indica diferenga (p<0,05) entre os
diagnésticos que as letras representam.

Nas células epiteliais prostaticas o TGF-f3 apresentou imunomarcagao citoplasmatica (Figura 3). As amostras
de PIA, PIN e carcinoma apresentaram maior frequéncia de casos com escore zero, € desses amaiorianao exibiu
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imunomarcag¢do em escore acentuado. O tecido prostatico normal e com HPB apresentou imunomarcagdo
para TGF-B com os escores variando de um a trés para normal ¢ HPB epitelial, ¢ um e dois para HPB
estromal. No epitélio acinar foi verificada diferenga na imunomarcagio de TGF-f3 entre glandulas com HPB
estromal, normal e HPB epitelial, com marcacdo acentuada nos dois tltimos tipos. Também houve diferenca
entre a imunomarcagdo de TGF-3 nas amostras de PIN e carcinoma em comparagdo aquelas normais € com
HPB epitelial, nas quais houve maior imunomarcagdo. Ainda, o0 TGF-$ exibiu maior imunomarcacdo do
epitélio acinar nas prostatas com HPB epitelial em relagdo a PIA moderada (Tabela 1).

~ : 3 : . P - B S e eyl AR
Figura 3. Fotomicrografias da préstata canina. [HQ, anti-TGF-f. Imunomarcagido
citoplasmatica de células epiteliais (seta vazada) e estromais (seta cheia) A) Préstata normal.
Controle negativo, sem imunomarcagdo 20x. B) Préstata normal. Escore dois para intensidade
de imunomarcagdo. 40x. C) HPB epitelial. Intensidade de imunomarcagio com escore dois nas
células epiteliais e escore um nas células estromais. 20x. D) PIA Discreta. Intensidade de
imunomarca¢do com escore trés nas células epiteliais e dois nas estromais. 20x. E) PIA
moderada. Células epiteliais e estromais com escore um para a intensidade de imunomarcagio.
20x. F) Carcinoma prostatico. Células epiteliais com escore um e estromais com escore zero
para a intensidade de imunomarcagdo. 20x. Advance, DAB, contracoloragio Hematoxilina de
mayer.
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Nas células estromais da prostata do cdo foi observada diferenga na imunomarcagao do anticorpo anti-
TGF-B entre os diagndsticos selecionados. Foi observada maior imunomarcacdo de TGF-f3 nas células
estromais de glandulas com PIA moderada em relagdao aquelas com HPB epitelial, HPB estromal,
PIN e carcinoma. Também houve diferen¢a na imunomarcacdo de TGF-  em prostatas com PIA
acentuada e carcinoma, com menor imunomarcac¢do nas células estromais do tecido prostatico com
carcinoma. Da mesma forma que o observado para as células epiteliais, ndo foi observada diferenga
entre os tipos de PIA. As células estromais periacinares, quando marcadas pelo TGF-f, apresentaram
marcagao citoplasmatica, principalmente fibroblastos (Figura 3). Houve maior frequéncia do escore
zero nas lesdes de PIN e carcinoma. Apenas nas prostatas com PIA foi verificado o escore trés de
imunomarca¢do para TGF-B nas células estromais, sendo observada marcagdo citoplasmatica nas
células do infiltrado inflamatorio (Tabela 1).

Discussao

Nas prostatas caninas avaliadas neste estudo foi observada imunomarcacdo de TGF-f nas células
epiteliais e estromais de acordo com o padrao histomorfoldgico da glandula, havendo positividade
nas amostras de prostata normal e com lesdes proliferativas benignas (HPB), pré-maligna (PIA e PIN)
e malignas (carcinoma). Segundo Niu et al.'V, o TGF- possui fung¢des de inibigdo da proliferacao
tecidual, diferenciacdo, estimulo a apoptose e indugdo a angiogénese, apresentando, portanto, papel
importante na manuten¢do da homeostase do tecido prostatico normal e na progressdo de lesoes
pré-neoplasicas a neoplasicas, o que parece de fato ocorrer no microambiente prostatico quando
considerados os resultados da imunomarcacdo de TGF-B desta pesquisa no tecido normal e em
proliferacdo da glandula canina.

As amostras de prostata canina normal e com HPB exibiram abundante positividade citoplasmatica
para TGF-f nas células epiteliais e estromais, com destaque ao componente epitelial. Nesse contexto,
ha descrigdes de que as concentracdes basicas de TGF-[3 sao altas no tecido prostatico com HPB e seu
acumulo pode contribuir para a progressao da lesdo, uma vez que a superexpressao ou a disfuncgao
de fatores de crescimento como o TGF-B pode estar relacionada aos mecanismos patologicos da
HPBU>19, Em contrapartida, Lee et al.® referem que o modo de a¢do do TGF-f3 no tecido prostatico
¢ varidvel, ja que na HPB essa citocina atua de modo a manter a homeostase epitelial e, no cancer
prostatico, além do TGF-B apresentar-se em quantidade reduzida, as cé€lulas neoplédsicas podem
desenvolver resisténcia a essa citocina, o que aumenta a possibilidade de desenvolvimento tumoral.

As células epiteliais na prostata canina com PIA moderada apresentaram menor imunoexpressao de
TGF-B em comparagao aquelas com HPB, e as estromais em area de PIA moderada apresentaram maior
imunoexpressao dessa citocina do que as demais lesdes. Esses resultados corroboram as observagdes
de Rodrigues et al.?, que referem maior imunomarcagdo de TGF-p no estroma da prostata canina
com PIA e concluem que isso implicaria na evolucao dessa lesdo ao cancer prostatico. Ressalte-se
que no presente estudo a maior imunomarcagao de TGF- 3 no estroma das lesoes de PIA decorreu da
positividade no citoplasma das células inflamatorias, especialmente linfocitos, que predominam no
estroma adjacente do epitélio displdsico. Assim, muito embora o TFG- [ esteja aumentado no estroma
da PIA, o mesmo nao ocorreu no epitélio displasico correspondente, no qual a agdao de inibi¢ao da
proliferagdao dessa citocina pode estar limitada ou nula devido as alteragdes displasicas do mesmo.
Essa hipotese ganha respaldo na descrigdo de Niu et al.'V sobre a fisiologia do tecido prostatico,
no qual as células estromais sob influéncia de andrdgenos e fatores de crescimento como o TFG-3
sinalizam a diferenciacdo e inibem a proliferagdo epitelial, enquanto as células epiteliais sinalizam
a diferenciacdo do estroma, especialmente as células musculares lisas. Dessa forma, sugere-se
aqui que o epitélio displasico possa exibir alteragdes funcionais que interfiram nessa dinamica de
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homeostase, impedindo a inibi¢ao da proliferacdo celular. Ainda, sugere-se que o excesso de TGF-3
no microambiente inflamatorio possa favorecer sua a¢do funcional angiogénica e, por consequéncia,
a progressdo de lesdes proliferativas como a PIA. Ainda, Ward"® afirma que o TGF-B induz a
produgdo de p15 e p27, que sdo proteinas inibidoras do ciclo celular e atuam impedindo ou regulando
negativamente as vias sinalizadoras de progressao celular. Assim, segundo Lodish et al.('”, na auséncia
de sinalizagdo de TGF-f ha contribuicdo para a proliferagdo celular anormal e para a malignidade.

Nas amostras de PIN no cao predominaram auséncia de reagdo e discreta imunomarcagdo para TGF-3
nas células epiteliais e estromais. Em contraste, ao estudar a PIN de alto grau na préstata de ratos,
Wong et al.?” constataram marcagdo imunoistoquimica para TGF-P nas células estromais adjacentes
as c¢lulas epiteliais displasicas, enquanto no epitélio acinar ndo foi visualizada imunomarcacao da
citocina. Com esses resultados, os autores sugeriram o papel do TGF-f no estimulo da proliferacao
celular e no desenvolvimento neoplasico, tendo que sua auséncia no epitélio remete a impossibilidade
de sua fungdo bioldgica de inibi¢ao da proliferacdo, o que também foi considerado para as amostras
de PIN deste estudo, mesmo diante de discreta imunomarcagao nas células epiteliais.

Nas amostras de tecido prostatico canino avaliadas neste estudo as células epiteliais apresentaram-se
mais intensamente marcadas para TGF-f do que as estromais, tanto no tecido normal como neoplasico,
0 que também foi observado por Perry et al.?", que realizaram estudo comparativo do TGF-B na
prostata humana normal e neoplasica.

Neste estudo as amostras de carcinoma prostatico apresentaram menor expressao de TGF-
em comparagdo ao tecido normal, tanto nas células epiteliais quanto nas estromais peritumorais.
Entretanto, Wolff et al.?? realizaram estudo imunoistoquimico em neoplasias prostaticas humanas
e observaram acentuada imunomarcac¢ao para TGF-f no tecido neoplédsico quando comparado ao
tecido prostatico normal, o que também fora observado por Rodrigues et al.” em prostatas caninas
neopldasicas, o que possibilitou aos autores sugerir que as cé€lulas epiteliais tumorais produzem e
secretam essa citocina. De outra parte, a exemplo dos resultados da presente pesquisa, em que houve
maior imunomarca¢do de TGF-B no tecido normal e com proliferacdo benigna (HPB), bem como
menor imunomarcagdo dessa citocina nas lesoes pré-malignas e malignas, Lee et al.® referem que,
no cancer prostatico, o TFG- B apresenta-se em quantidade reduzida e as células neoplésicas nao
sao afetadas pela citocina, o que aumenta a possibilidade do desenvolvimento neoplasico. Diante
desses resultados divergentes, considera-se que sdo necessarias pesquisas adicionais para esclarecer
se a maior ou menor imunomarcacao de TGF-B nas células neoplasicas da prostata canina reflete
atividade tumoral de maior ou menor agressividade, a exemplo do que ja fora estudado na prostata
humana com céncer, para a qual constatou-se que quanto menor a expressao de TGF- B, maior o grau
de indiferenciagdo da neoplasia®.

Conclusao

Ha variag@o na imunomarcagdo de TGF-f3 na prostata canina de acordo com o padrao histomorfologico,
sendo maior no tecido prostatico normal e com lesdo proliferativa benigna (HPB) e menor naquele
com lesdes pré-malignas (PIA e PIN) e malignas (carcinoma), o que indica a agdo do TGF-f na
manuten¢do da homeostase do tecido normal e com lesdo proliferativa benigna e na progressao das
lesdes proliferativas pré-malignas e malignas da prostata canina.
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