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RESUMO

MONTEIRO, Filipe Gabriel Reis. Expressao proteica de proteoglicanos e outros
componentes da matriz extracelular no estroma das diferentes regidoes da
prostata humana normal. 2018. 64 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

A hiperplasia prostatica benigna (HPB) e o cancer de prostata (CaP), séo
consideradas algumas das patologias mais frequentes no homem adulto. A incidéncia
particular destas doencas em regifes especificas da prostata levam a conjectura da
existéncia de heterogeneidade nas zonas propostas por McNeal. Este estudo teve por
objetivo analisar a composicdo do estroma destas diferentes zonas, com foco em
proteoglicanos; para isso, foram coletadas amostras de préstata normais de jovens
adultos com idade entre 17 e 28 anos, as quais posteriormente foram seccionadas
para andlises histologicas e bioquimica de coldgeno total. Foram usados anticorpos
primarios contra a-actina, decorin, biglycan, versican V1 e fibronectina. A
imunomarcacao foi avaliada a partir do método colour deconvolution e as médias entre
as zonas foram comparadas usando one-way ANOVA seguido pelo método Holm-
Sidak, os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05. O material
estudado compreendeu a uma amostra homogénea de adultos jovens. O ensaio
bioguimico de hidroxiprolina variou significativamente entre as zonas da préstata (p <
0,001). O conteudo de fibronectina, biglycan e decorin também mostraram variacées
estatisticamente distintas no estroma de cada uma dessas zonas (p < 0,001; p =0.003;
p < 0,001 respectivamente). O versican V1, apesar de ndo variar em densidade por
regiao (p = 0,357), foi caracterizado por sua marcagcao quase que exclusivamente em
nervos. A marcagao de a-actina também ndo variou em quantidade e intensidade (p
= 0,404). O estudo mostra uma forte evidéncia da existéncia de heterogeneidades
entre as diferentes zonas da prostata humana normal, a qual podem estar associadas
a mecanismos protetores ou fisiopatolégicos diferenciados entre elas.

Palavras-chave: prostata; anatomia zonal, proteoglicanos; imuno-histoquimica;
bioquimica total de colageno.



ABSTRACT

MONTEIRO, Filipe Gabriel Reis. Protein expression of proteoglycans and other
components of extracellular matrix in the stroma of different regions of the normal
human prostate. 2018. 64 f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Benign prostatic hyperplasia (BPH) and prostate cancer (CaP) are considered
some of the most common pathologies in adult men. The particular incidence of these
diseases in specific regions of the prostate leads to the conjecture of the existence of
heterogeneity in the areas proposed by McNeal. This study aimed to analyze the
stromal composition from this different zones, focusing on proteoglycans; for this,
normal prostate samples were collected from young adults aged 17 to 28 years old, as
they were sectioned for histological analysis and total collagen biochemistry. Primary
antibodies against a-actin, decorin, biglycan, versican V1 and fibronectin were used.
Immunohistochemistry assay was evaluated from the color deconvolution method and
as means between how zones were compared one-way ANOVA pathway following the
Holm-Sidak method, the results were considered significant when p < 0.05. The
studied material comprised a homogeneous sample of young adults. The biochemical
assay of hydroxyproline varied significantly between the zones of the prostate (p <
0.001). The content of fibronectin, biglycan and decorin also showed statistically
distinct variations in the stroma of each zone (p < 0.001, p = 0.003, p < 0.001
respectively). The versican V1, although not varying in density by region (p = 0.357),
was characterized by its marking almost exclusively on nerves. The a-actin marking
also did not vary in quantity and intensity (p = 0.404). The study shows strong evidence
of the existence of heterogeneities between different zones of the normal human
prostate, which may be associated with different protective or pathophysiological
mechanisms.

Keywords: prostate; zonal anatomy; proteoglycans; immunohistochemistry;
biochemistry of total collagen.
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INTRODUCAO

De todos os tumores malignos que acometem individuos do sexo masculino, o
cancer de prostata tem a mais alta taxa de incidéncia e € a segunda causa mais
frequente de morte por cancer (Tabayoyong e Abouassaly, 2015). Além disso, a
hiperplasia prostéatica benigna (HPB), que afeta acentuadamente a qualidade de vida,
€ a doencga urologica mais prevalente em homens com idade acima dos 50 anos
(Mobley et al., 2015).

Anatomicamente, a glandula prostatica € dividida em quatro diferentes regifes
ou zonas. Com base nos estudos pioneiros de McNeal (1968, 1981) essas regides
tém sido tradicionalmente denominadas de estroma fibromuscular anterior (AFS),
caracterizado pela auséncia de epitélio glandular; zona central (CZ) e zona periférica
(P2), as quais constituem em torno de 95% do tecido glandular na préstata de adultos
jovens; e de menores dimensdes a zona de transicdo (TZ). Posteriormente, outros
termos foram propostos para essas regifes, baseados em critérios de terminologia
anatbmica mais modernos (Wendell-Smith, 2000). Entretanto, de acordo com a
recomendacdo mais recente, os termos tradicionais supre com mais eficiéncia as
necessidades histopatoldgicas deste 6rgao e por isso devem ser mantidos (Myers et
al., 2010).

Embora essas divisdes anatdmicas em regides ou zonas nem sempre sejam
aparentes, elas sdo de qualqguer maneira de grande importancia na patologia
prostatica. O cancer de prostata (CaP), por exemplo, ocorre muito mais comumente
na zona periférica, enquanto que a HPB é causada basicamente por um crescimento
da zona de transigcdo (Myers et al.,, 2010). A distribuicdo anatdbmica diferenciada
desses processos patolégicos sugere a existéncia de heterogeneidades morfolégicas
e/ou importantes heterogeneidades histolégicas (Srodon e Epstein, 2002) e funcionais
(Terry e Clark, 1996; Li et al., 2001) nas regides da préstata. Se nao levadas em
consideracdo, essas diferencas podem resultar em erros de interpretacdo, e até
mesmo de diagndstico histopatolégico, quando se avalia as alteracdes no tecido
prostatico (Srodon e Epstein, 2002).

Além de fornecer suporte para as estruturas glandulares (Babinski et al., 2007),
0 estroma prostatico também expressa fatores paracrinos, como fibroblast growth
factor 5 (FGF5), insulin-like growth factor 2 (IGF2), insulin-like growth factor-binding
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protein 4 (IGFBP4), e matrix metallopeptidase 1 (MMP1), que diretamente afetam a
proliferacéo de células do epitélio glandular, tanto benigno quanto maligno (Wang et
al., 2011). Da mesma maneira que o epitélio, ao qual apresenta diferencas entre as
zonas da prostata humana, heterogeneidades na distribuicdo de componentes do
estroma das diferentes zonas prostaticas também ja foram mostradas em humanos
(Zhang et al., 2003). No entanto, as analises do estroma que foram feitas nesses
casos se restringiram aos dois tipos mais frequentes de colageno, e, além disso, as
amostras foram obtidas de individuos com idade variando entre 18 e 45 anos. Deve-
se notar que o tamanho da préstata aumenta com a idade (Roehrborn et al., 2009), e
gue aos 45 anos aproximadamente 20% dos homens ja apresentam algum grau de
crescimento da glandula prostéatica (Epstein et al., 1984; Bostwick et al., 1992).

Através do estudo realizado por Cardoso et al. (2004) foi mostrado que na HPB
a expressao de proteoglicanos de condroitin sulfato, que sdo outros componentes da
matriz extracelular (MEC) do estroma, estava ndao apenas aumentada, mas também
se localizava especificamente na regido periacinar. Esses proteoglicanos podem estar
assim associados a proliferacéo epitelial que ocorre na HPB. Nesse estudo, foram
utilizadas somente amostras de zona de transicdo, o que sugere que a expressao
desses proteoglicanos pode ser especifica para essa regiao.

Proteoglicanos sao glicoconjugados complexos encontrados principalmente
nos tecidos conjuntivos e na superficie das células. Eles desempenham diversos
papéis na biologia normal das células e tecidos, e estdo envolvidos em uma série de
processos patoldgicos, incluindo o cancer (Theocharis et al., 2010). Na verdade, a
maioria das investigacbes sobre o envolvimento de proteoglicanos na patologia da
prostata tem-se centrado sobre o cancer. Por exemplo, os sindecans, uma familia de
proteoglicanos da superficie celular (Bernfield et al., 1999; Yamashita et al., 1999),
tém sido associados com alteracdes fenotipicas de epitélio para mesénquima, com o
crescimento andrégeno-independente, e com a progressao tumoral (Contreras et al.,
2010; Popovic et al., 2010).

Apesar da importancia dos proteoglicanos na patologia da prostata, como visto
acima, ndo ha dados mostrando a distribuicdo dos diferentes tipos dessas

macromoléculas na matriz extracelular das diferentes regiées da préstata humana.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Préstata normal

As primeiras ilustragdes e observagoes sobre as glandulas sexuais masculinas
séo datadas do século XVI por Andreas Vesalius, e até mesmo a interagéo funcional
entre testiculo e préstata ja sdo conhecidos ha anos através dos relatos de John
Hunter (Aaron et al., 2016). Entretanto os aspectos morfolégicos da prostata ainda
vem sendo alvo de estudos e intensas discussodes revisitadas ao longo dos anos afim
de elucidar os mecanismos fisiopatoldgicos deste 6rgao.

A préstata € a maior glandula acessoOria do sistema genital masculino, é
também um érgéo retroperitoneal com uma face anterior, separada da sinfise pubica
pela gordura retroperitoneal do espaco retropubico, e uma face posterior, relacionada
com a ampola retal pela fascia retoprostatica. Sua base envolve o colo da bexiga, e a
mesma se estende até o apice repouso sobre a face superior do diafragma urogenital,
por fim suas laterais se relacionam com o masculo levantador do anus. A prostata esta
presente na maioria dos mamiferos e € importante na funcao reprodutiva pois secreta
um liguido leitoso, e ligeiramente alcalino (pH de 7,29) rico em fosfatase acida, acido
citrico e fibrinolisina que irdo participar na ativagdo e nutricdo dos espermatozoides.
Em um adulto jovem e saudavel as dimensdes dessa glandula variam pouco, entre +
3 cm no plano vertical (apical-basal), + 4 cm no plano transversal (esquerda a direita)
e = 2,5 cm no plano sagital (anteroposterior) (Samaratunga et al., 2011), seu peso €
de + 30 g sem as vesiculas seminais (Berry et al., 1984; Samaratunga et al., 2011,
Wilson, 2011), e seu formato comumente € comparado com o de uma noz.

Em individuos geneticamente normais, 0 sexo genotipico é precocemente
determinado uma vez que aja fecundacdo do espermatozoide X ou Y, entretanto, o
sexo gonadal s6 comeca a ser estabelecido apos a 72 semana de desenvolvimento
embrionério através da interacdo de trés porcgdes: as gdnodas fetais, 0 seio urogenital,
e dois pares de ductos genitais (mesonéfricos e paramesonéfricos). No sexo
masculino, a diferenciacdo sexual € um processo assimétrico, determinado sob a
influéncia dos andrégenos produzidos pelo testiculo fetal. Ha a regressao do par de

ductos paramesonéfricos, sob a influéncia do horménio anti-Milleriano, expressado
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nas células testiculares de Sertoli e a estabilizacdo, pelos andrégenos, do par de
ductos mesonéfricos (Aaron et al., 2016).

A diferenciacdo sexual masculina continua sob a influéncia da testosterona
produzida pelas células de Leydig do testiculo fetal. Ha o desenvolvimento, a partir
dos ductos mesonéfricos, do par de ductos deferentes (que dardo origem as vesiculas
seminais), epididimos e ductos ejaculatorios. O epitélio da uretra prostética, originado
do endoderma, comeca a proliferar lateralmente ao seio urogenital e formar brotos no
tubérculo paramesonéfrico, na qual penetrardo no mesénquima circunjacente e enfim
dardo origem a prostata. Sob o controle mesenquimatoso do local, os brotos formarao
corddes ramificados e comecardo a desenvolver um limen que dard origem a uma
rede de tubulos e alvéolos caracteristicos das glandulas prostaticas, que aos poucos
sofrerdo diferenciacao (Wilson, 2011; Aaron et al., 2016).

A porcao proximal da uretra, envolvida pela préstata, em seu terco médio, mais
precisamente na parede posterior, apresenta uma saliéncia oval denominada coliculo
seminal (do inglés Veromontanum), na qual esta proxima ao 6stio de desembocadura
das glandulas prostaticas, este denominado utriculo prostatico, uma estrutura residual
embrionaria. Esta proeminéncia apresenta a saida para onde os ductos ejaculatérios,
gue atravessam a proéstata, confluem.

A préstata humana é composta por varios componentes glandulares e nao
glandulares que estdo compactados por uma cépsula fiboromuscular em comum. Esta
capsula é densa e neurovascular, incorporando os plexos prostaticos de veias, que
drenam para as veias iliacas internas, e nervos que tem origem no plexo hipogastrico
inferior. Sua irrigacdo € feita através das artérias prostaticas que sdo ramos
principalmente das artérias iliacas internas (Figura 1). Histologicamente a prostata
consiste em 30 a 50 glandulas tubuloalveolares, a grande maioria delas apresentando
epitélio pseudoestratificado cilindrico, que envolvem a uretra prostatica e estdo
dispostas em trés camadas concéntricas: uma camada mucosa, com glandulas que
se abrem e secretam seu conteudo diretamente na uretra, uma camada submucosa e
uma camada periférica, ambas com conjuntos de glandulas que secretam seu
conteudo por meio de ductos que desembocam no seio prostatico na parede posterior
da uretra (McNeal, 1981, 1988).
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Figura 1 — Visao interna da pelve masculina

Legenda: (A) espaco retropuUbico preenchido pela gordura retroperitoneal; (B) fascia retoprostatica
separando a prostata do reto. Em vermelho a artéria iliaca interna e seus ramos; em azul a
veia iliaca interna e seus ramos; e em amarelo o plexo hipogéstrico inferior e seus ramos.

Fonte: O autor, 2018.

As varias porc¢des tubuloalveolares estéo circundadas por um estroma rico em
musculo liso, esse esta presente de forma distinta e geralmente desorganizada em
diferentes zonas da prostata, e contetdo fibroso, por isso geralmente é descrito como
estroma fibromuscular. Durante a ejaculacdo ha a contracdo dos inumeros feixes
musculares presentes no estroma prostatico, forcando a secre¢cdo em direcdo a uretra.
O estroma fibromuscular vem sendo alvo assiduo de estudos, ja que a distribuicéo
anatbmica diferenciada das doencas da préstata sugere a existéncia de
heterogeneidades morfoldgicas, histologicas (McNeal et al., 1986; Srodon e Epstein,
2002) e funcionais em diferentes zonas da prostata (Terry e Clark, 1996; Li et al.,
2001).

Lowsley no comeco do século XX comegou um debate, que perdura até hoje,
sobre a nomenclatura usada para descrever a morfologia prostatica (Selman, 2011).
De inicio ele descreveu a préstata humana como sendo um o6rgdo com lobos
fusionados e que ndo podiam ser separados através de dissecacao (Lowsley, 1915),
0 que a distinguia da prOstata apresentada pela maior parte dos outros mamiferos,

gue possuem lobulos distintos tanto em sua anatomia, quanto histologia e fisiologia,
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incluindo a de primatas (Lewis et al., 1981; Robel et al., 1983; Sugimura et al., 1986;
Gemzik et al., 1992; Puga et al., 2014; Martins et al., 2015).

Foram os trabalhos de John E. Mcneal na década de 60 que deram forca a
nomenclatura mais utilizada atualmente, a qual divide a prostata em quatro zonas
histologicamente distintas e anatomicamente delimitadas (Figura 2). Apesar dos
acinos dentro de cada zona da préstata terem tamanho e espacamento distintos, a
identificagdo destas zonas unicamente atraveés destas caracteristicas ndo pode ser
feita de forma confiavel (McNeal, 1968).

Figura 2 — Dimensdes da préstata humana normal e sua anatomia zonal

Dimensodes:

* 3 cm no plano apical-basal;
* 4 cm no plano transversal;
* 2,5 cm no plano sagital.

Segundo Mcneall (1968):

: compoe
70% do epitélio glandular e
esta em contato direto com a
Peso: capsula fibrosa.
+ 30 g sem as vesiculas
seminam. : compde 20%
do epitélio glandular e en-

A base da prostata envolve o volve os ductos ejaculatérios

colo da bexiga e serve como
local de entrada para a
vesicula seminal e para a

Sy e )
ampola do ducto deferente. compde 5% do epitélio glan

dular e envolve a uretra

O apice por sua vez estare- proximal.

pouso sobre a face superior

do diafragma urogenital. Zona aglandular.

Legenda: a glandula prostética tem diferentes dimensfes ao longo de suas extensées; sendo a base
mais larga, e o apice mais fino; por isso sua mensuracdo deve ser feita considerando os
pontos de maiores dimensdes (Samaratunga et al., 2011). As cores do esquema representam
as zonas segundo (McNeal, 1968), e sua prevaléncia, que pode aumentar ou diminuir, ao
longo das seccdes.

Fonte: O autor, 2018.

A zona periférica representa cerca de 70% do epitélio glandular da préstata
humana, seu estroma é bem caracteristico pois possui feixes de musculo liso
desordenados e bem espacgados entre si. Apesar de sua estrutura acinar ser muito
parecida com as demais zonas, seus ductos sofrem uma intensa arborizacéo ao passo
gue se distancia da uretra proximal (McNeal, 1981, 1988). Esta zona € a principal area
de desenvolvimento do cancer de prostata e prostatite (Selman, 2011).

A zona central apresenta ductos e acinos, aos quais representam cerca de 20%
do epitélio glandular, envolvendo os ductos ejaculatorios. Esta mais presente na base
da préstata, desaparecendo gradualmente ao se aproximar do coliculo seminal. Seu
estroma possui fibras de musculo liso compactas. E reconhecido na literatura que esta

zona possui algum mecanismo de protecdo, pouco explorado; o aparecimento de
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células tumorais nela € considerada incomum, e geralmente quando encontradas sao
focos secundarios originados principalmente da PZ (McNeal, 1981, 1988).

A zona de transicdo representa uma pequena porcao da préstata, ocupando
cerca de 5% do epitélio glandular, geralmente apresenta Aacinos pequenos e
espacados que envolvem a uretra proximal e sdo observaveis até a por¢cao terminal
do coliculo seminal. Seus ductos, a maior parte deles circundados pelo estroma
fioromuscular anterior, desembocam na parede anterior da uretra prostatica. E a zona
que tem a maior prevaléncia de hiperplasia prostatica benigna (McNeal, 1981, 1988;
Selman, 2011).

Por ultimo, o estroma fibromuscular anterior, € caracterizado por seu denso
conteddo de musculo liso e tecido conjuntivo, e pela auséncia de epitélio glandular
(McNeal, 1981, 1988). Até ha pouco mais de uma década, acreditava-se que esta
zona da prostata ndo desempenhava papel algum em sua fisiologia; entretanto,
estudos vem demonstrando que o desenvolvimento de cancer nesta regiao nao € raro,
e sim subestimada pelos patologistas devido a sua localizagéo anatdomica dificultar a
deteccdo do mesmo (Bouye et al., 2009). As diferencas no estroma destas diferentes
zonas € demonstrada com mais clareza na Figura 3.

No final do século XX foi proposta uma revisdo da ndémina anatdémica proposta
por Mcneal, alegando que a mesma ndo atendia as regras de nomenclatura
determinadas pelo comité federativo de terminologia anatdbmica da federacao
internacional de associacdo de anatomistas. De acordo com esta revisdo, a zona
periférica que estaria abaixo das demais zonas seria dividida em dois lébulos,
denominados inferomedial e posteromedial, separados por um septo denominado
comissura prostatica; a zona central passaria a ser chamada de I6bulo superomedial,
e a zona de transicdo de anteromedial (Wendell-Smith, 2000).

Apesar de considerar importante a atualizacdo na nébmina anatdbmica proposta
por Wendell-Smith (2000), uma revisao publicada em 2010 por Myers e colaboradores
na Clinical Anatomy afirma que esta ndo deveria ser tomada de forma radical e sim
como uma regra limitada a estrutura macroscopica, ja que nao supre as necessidades
e particularidades histopatolégicas (Myers et al., 2010). Assim sendo, a nomenclatura
estabelecida por Mcneal continua sendo ainda hoje a mais precisa, e por

consequéncia a mais utilizada nos estudos e na clinica.
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Figura 3 — Diferenc¢a estromal das diferentes zonas da prostata humana

f

"’J'.‘ % )'

2 ?}-':"._v‘,’@’r//»‘
—~ AL )
— 2’6’7(.’:‘3 =

Lo

Legenda: seccdo transversal da préstata normal corada com hematoxilina e eosina mostrando a
diferenca no estroma de suas diferentes zonas. (CZ) apresenta feixes transversais de
musculo liso, geralmente ordenados, que estdo dispostos préximos uns dos outros; (PZ)
apresenta feixes de musculo liso dispersos em seu estroma e espacados uns dos outros,
diferente da zona central; (TZ) apresenta seu conteddo de musculo liso bem compactado
semelhante a “pacotes”; (AFS) seu estroma se assemelha bastante ao da zona de transigéo
apesar de também apresentar feixes de musculo liso dispostos transversalmente, sua maior
caracteristica estd na auséncia de epitélio glandular.

Fonte: O autor, 2018.
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1.2 Patologia da prostata

Dois processos patologicos acometem a préstata com frequéncia suficiente
para serem discutidos com maior aprofundamento, séo eles: HPB e o CaP. A HPB,
uma das principais responsaveis pela diminuicdo da qualidade de vida no homem, é
tdo comum e ocorre com tanta frequéncia em idades mais avancadas que € descrita
como um processo normal que acompanha o envelhecimento (Mobley et al., 2015).
Ja o CaP é uma lesdo que vem aumentando sua incidéncia com o passar dos anos,
e atualmente € considerado a segunda causa de morte mais comum no homem
(Tabayoyong e Abouassaly, 2015). Esses diferentes tipos de lesdes possuem
frequéncias significativamente distintas em cada zona da prostata, suficiente para

gerar discussfes sobre possiveis heterogeneidades entre elas.

1.2.1 Hiperplasia prostatica benigna (HPB)

A HPB é um distarbio que aumenta consideravelmente sua incidéncia no
homem com a progresséo da idade (Lim, 2017). E caracterizado pelo aumento do
volume da prostata devido hiperplasia do seu estroma e das células epiteliais,
resultando na formacgéao de nédulos que podem crescer em direcao a uretra e estreitar
seu canal; dependendo do grau de agressividade deste crescimento esse processo
pode resultar em sintomas urinarios obstrutivos como polacidria, nocturia, disuria,
gotejamento por sobrefluxo, esforco miccional e até infeccdo do trato urinario devido
ao aumento do residuo pés-miccional. O aumento da resisténcia ao fluxo urinério pode
levar a hipertrofia da musculatura da bexiga e consequentemente a trabeculacao da
parede vesical, em casos mais extremos pode haver aumento da pressao intravesical,
que ocasiona a elevacéo retrograda da presséo no sistema pielocalicial, resultando
em hidronefrose e prejuizo da funcédo renal. A prostata com HPB pode chegar a pesar
+ 80 g (Mobley et al., 2015).

A HPB acomete quase que exclusivamente a zona de transicao,
microscopicamente a caracteristica tipica desta lesdo é a nodularidade. Inicialmente

estas lesBes sdo compostas por nodulos fiboromusculares, totalmente formados por
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células estromais, mas pode haver o aparecimento de nodulos fibroepiteliais com
predominéancia glandular ao longo de sua evolucdo (McNeal, 1988). A hiperplasia
nodular ndo € considerada uma lesdo pré-maligna.

Pesquisas mostram que a rigidez da préstata na HPB pode estar associada a
alteracdes no estroma, como a diminui¢cdo do numero de fibras elasticas e colagenas
(Babinski et al., 2014). AlteracGes na relacdo estrogénio:androgénio ao longo dos
anos (Bushman, 2009; Song et al., 2016; Filipovski et al., 2017) e até mesmo de
macromoléculas extracelulares, como o aumento local de proteoglicanos de condroitin
sulfato, podem estar associados com uma maior pré-disposicédo da zona de transicéo
a desenvolver a patogénese da HPB (Cardoso et al., 2004). Entretanto, 0s mecanismo
gue levam a essa morbidade ainda ndo séo totalmente compreendidos, e acredita-se
que o principal causador do processo hiperplasico seja a redu¢ao na taxa de apoptose,
gue levaria ao acumulo de células senescentes nesta zona (Untergasser et al., 2005).

Os casos leves de HPB podem ser tratados sem terapia medicamentosa ou
cirargica, por exemplo, com diminui¢cdo da ingestdo de liquidos e &lcool. Para casos
mais graves pode ser necessario procedimentos mais invasivos como a ressecgao
transuretral da prostata (TURP) que tem sido o padréo ouro na reducao dos sintomas
(Mobley et al., 2015).

1.2.2 Cancer da prostata

O céancer de prostata € uma das maiores causas de morte entre homens no
mundo. E uma doenca caracteristica da idade avancada, geralmente acometendo
individuos com mais de 50 anos. Existe também intrigantes diferencas raciais e
nacionais em sua incidéncia, sendo 0 mesmo raro em asiaticos e bastante comum
entre negros. A maioria dos canceres prostaticos tem origem na zona periférica, e
podem ser detectados ao exame do toque retal; sua localizacédo afastada da uretra
caracteriza o quadro, geralmente assintomatico, desta morbidade. Os niveis séricos
do antigeno prostatico especifico (PSA) podem estar elevados nesta condicéo,
entretanto esse parametro ndo chega a ser conclusivo, mas auxilia na detecgcéo do
CaP, ja que em condicbes como a HPB o mesmo também pode sofrer alteracoes
(Pernar et al., 2018).
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O PSA é produto do epitélio prostatico e é secretado normalmente no sémen.
E uma protease cuja a funcéo é clivar e liquefazer o coagulo seminal formado apés a
ejaculacdo, entretanto esse produto também pode ser encontrado em quantidades
minimas circulante no soro sanguineo.

Entre os tumores que acometem a prostata, o adenocarcinoma € o tipo de leséo
mais comum, e também o0 que tem maior incidéncia de metastase, geralmente se
disseminando para o esqueleto axial. E histologicamente caracterizado por células
com padrdes glandulares, tipicamente menores que as glandulas benignas, revestidas
por uma unica camada uniforme de epitélio cuboide ou colunar baixo. Estas glandulas
malignas sdo mais aglomeradas, ndo possuem ramificacbes nem dobras papilares,
apresentam nucleos avantajados e citoplasma escuro. Acredita-se que a maior parte
dos CaP sejam precedidos por uma lesdo nao invasiva chamada de neoplasia
intraepitelial prostatica (PIN), isto porque a maior parte de suas caracteristicas
histol6gicas podem ser consideradas semelhantes ao de células tumorais (Srodon e
Epstein, 2002).

O diagndstico histologico do CaP através de bidpsias ainda acontece,
entretanto a escassa quantidade de tecido removido pode muitas das vezes vir com
poucas amostras de glandulas malignas em meio a muitas glandulas benignas. Este
nao é o Unico desafio, ja que a classificacdo e o estadiamento subjetivo através do
escore de Gleason, que se baseia grande parte nos padrdes glandulares, pode levar
a um diagndstico superestimado submetendo o individuo a um tratamento agressivo
desnecessario (Leze et al., 2014). Por ultimo, algumas caracteristicas particulares de
zonas préximas a regido acometida por lesdes tumorais também podem sugerir
diagnésticos errbneos (Srodon e Epstein, 2002). Atualmente, o tratamento mais
comum para o CaP € a prostatectomia radical, entretanto a radioterapia e
manipulacdes hormonais também sao utilizadas em alguns casos.

Mesmo ja tendo conhecimento que caracteristicas biologicas e o estilo de vida
possam pré-dispor individuos a essa doenca (Pernar et al., 2018); assim como a HPB,
0S mecanismos desencadeadores do CaP ainda ndo sdo totalmente conhecidos.
Estudos demonstram que estruturas como nervos periféricos (Sakamoto et al., 1999;
Coarfa et al., 2018), células neuroendécrinas (Lugnani et al., 2014), e até mesmo
macromoléculas como proteoglicanos (Edwards, 2012) podem ter papel chave na
fisiopatologia desta doenca.
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1.3 Matriz extracelular e proteoglicanos

Uma das principais caracteristicas das células do tecido conjuntivo é a ampla
guantidade de material extracelular que separa suas células. Essa complexa rede de
macromoléculas constitui a matriz extracelular; que apesar de muito semelhante nos
diversos tecidos animais, varia em densidade, composi¢ao, organizagao e funcao. Por
exemplo, a MEC pode tornar-se calcificada para formar estruturas rigidas como os
0Ss0s, ou pode formar a matriz transparente que concede protecao a cornea. Entre
seus principais constituintes estdo: (1) as proteinas fibrosas, como a elastina que
confere elasticidade ao tecido, e o coldgeno que confere resisténcia durante o
estiramento; (2) e os glicosaminoglicanos (GAGs) de matriz, que estao
covalentemente ligados a um nucleo proteico (do inglés core protein) formando os
proteoglicanos, na qual podem desempenhar diversos papéis (Rnjak-Kovacina et al.,
2017; Llacua et al., 2018).

Os GAGs séo cadeias de polissacarideos lineares, ndo ramificadas, composta
de unidades dissacaridicas repetidas que irdo compor + 80% do peso dessas
macromoléculas. Um dos dois acucares destas unidades de dissacarideos € sempre
uma hexosamina-acetilada (N-acetilglicosamina ou N-acetilgalactosamina) e o outro
geralmente € um &cido urdnico (D-glicurénico ou L-idurénico). Grupamentos de sulfato
sdo encontrados comumente na maioria desses acucares, o que concede a molécula
uma carga negativa caracteristica dos GAGs.

Com excesséao da hialuronana, todos os GAGs séo covalentemente ligados a
um nucleo proteico para formarem proteoglicanos; essa proteina central € produzida
pelos ribossomos, e sera futuramente ligada a uma cadeia de polissacarideos dentro
do aparelho de Golgi, através de uma ligagao tetrassacaridica unida a um residuo de
serina. Os proteoglicanos podem ser classificados pelo tipo de cadeia de
glicosaminoglicanos que decora seu nucleo proteico ou sua localizagdo. Muitos deles
sdo secretados para a MEC mas alguns sao intracelulares ou proteinas integrais de
membrana, isso permite que possuam numerosas fungbes bioldgicas como:
diferenciacdo e migracao celular (Wight, 2017); regulacdo do processo inflamatorio
(Haylock-Jacobs et al., 2011), angiogénese (Schaefer et al., 2017), protecdo da matriz

(Neill et al., 2012) e interacdo com fatores de crescimento (Afratis et al., 2017).
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1.3.1 Proteoglicanos ricos e leucina (SLRP)

Os SLRP sao proteoglicanos compostos por um nucleo proteico contendo
unidades repetidas ricas em leucina, com um radical cisteina em cada extremidade, e
estdo ligados a pelo menos uma cadeia de GAGs. Sao amplamente expressos em
todos os tecidos, sendo decorin e o biglycan os mais estudados desta familia (Rnjak-
Kovacina et al., 2017).

O decorin apresenta uma cadeia de condroitin sulfato associado a sua proteina
central, esta ligado as hélices triplas de colageno, tendo papel importante na estrutura
e montagem destas fibras. E notavelmente uma macromolécula protetora da MEC;
diversas células tumorais ndo expressam decorin, sua presenca esta associada a
regulacéo pra baixo de receptores para tirosina quinases que estao super expressos
em células doentes. Além de impedir a progressdo da neoplasia, este proteoglicano
também diminui a probabilidade de metastase (Neill et al., 2012).

O poder inibidor do decorin sobre crescimento tumoral é corroborado em
diversos estudos e alvos diferentes, como por exemplo sua administracao
intraperitoneal em espécimes de camundongos (Zhang et al., 2012), que mostraram
bons resultados na supressdo das células tumorais, e inibicdo da progressao
cancerigena nos diferentes lobos da prostata animal. O decorin na préstata humana
nao sO é considerado um potente inibidor do crescimento tumoral, mas também um
excelente indutor de apoptose nestas células (Edwards, 2012).

Apesar do decorin ser classificado como um proteoglicano de MEC, um estudo
mostrou através de analises imunohistoquimicas que pode haver expressdo desta
macromolécula dentro de células doentes em alguns tipos de cancer de pulméo (Hong
et al., 2016), e que essa expressao estava ligada ao prognéstico da doenca.

Considerando os diferentes estudos com decorin e seu poder supressor na
progresséao de tumores, trabalhos investigativos sobre seu papel funcional na préstata
ainda séo escassos. Um dos raros estudos encontrados, feito com 42 biopsias de
préostata, demonstram que a expressao de decorin pode estar aumentada proximo a
lesGes do tipo PIN, mas ndo no CaP, ao qual diminuiria conforme a progressédo da

doenca (Banerjee et al., 2003). Com camundongos, andlises imunohistoquimicas e
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ensaios de western blot mostram que a distribuicao sistémica de decorin sofre drastica
reducdo na presenca de células tumorais em associacdo a regulacao pra baixo da
atividade dos receptores do fator de crescimento epidérmico, e de andrégeno (Hu et
al., 2009).

O biglycan por sua vez, apresenta uma grande similaridade ao decorin quando
se trata de estrutura, exceto por suas duas cadeias de condroitin sulfato associadas a
proteina central, entretanto sua semelhanca para por aqui, uma vez que 0 mesmo hao
parece possuir as mesmas propriedades antiproliferativas.

Um estudo bioquimico em cultura de células com foco nas caracteristicas
hematopoiéticas do biglycan demonstraram que a sua presenca influencia na
atividade de crescimento de células monociticas em diferentes tecidos, inclusive
medula 6ssea (Kikuchi et al., 1995). Um outro estudo, envolvendo lUpus nefrite, mostra
gue a superexpressdo de biglycan em ratos controle desencadeia a ativacdo de
citocinas como a CXCL13 em macrofagos, que € responsavel por recrutar células 3
para os rins saudaveis levando a danos. Em contrapartida, a deficiéncia desse
proteoglicano levou a um desfecho mais favoravel em camundongos com lUpus
(Moreth et al., 2010).

Na préstata humana o biglycan tem sido associado a progressdo do CaP. Um
estudo de 2017 publicado no jornal “neoplasia”, fez uma analise em amostras de
11,050 prostectomias radicais e observou que a alta expressao deste proteoglicano
estava associado a um mal progndstico da doenca, relacionado muitas das vez com
0 aumento da incidéncia de metastase. Em areas saudaveis do tecido essa expressao
se encontrou diminuida, quase nula, e mostrava um possivel sequestro dessas
macromoléculas pelo tecido maligno (Jacobsen et al., 2017). Existe grande interesse
no estudo de biglycan na préstata humana e seu valor no entendimento da progressao
do CaP, ja que este, além de estar envolvido com sinalizacdo imunoldgica, mostra-se
estar envolvido também em vias moleculares intimamente ligadas a metastase 6ssea
(Edwards, 2012).

1.3.2 Versican
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O versican € um proteoglicano pertencente a familia dos hialectanos, presente
na matriz extracelular, envolvido na facilitacdo de processos como a adeséo, migracao
e diferenciagéo celular (Wight, 2017). Devido ao seu splicing alternativo existem cinco
isoformas de veriscan conhecidas (VO, V1, V2, V3, V4), todas elas consistem em um
dominio globular N-terminal e C-terminal, denominados G1 e G3 respectivamente, e
a quantidade de GAGs ligados a sua proteina central varia de uma isoforma para
outra.

E muito comum o estudo do versican em células nervosas, geralmente
envolvendo morbidades como gliomas, neurofioromas, meduloblastomas e neurite
(Xiang et al., 2006; Arslan et al., 2007; Hu et al., 2015). Entretanto isoformas como VO
e V1 sédo encontradas em abundancia nos diversos tecidos animais, inclusive na
prostata humana, onde foram associadas ao desenvolvimento de nédulos neoplésicos
na matriz periglandular (True et al., 2009). Estudos com cultura de células de CaP
demostraram também que o versican produzido por fibroblastos prostaticos inibe a
ligacdo das células doentes a fibronectina, permitindo uma maior mobilidade das
células tumorais aumentando assim seu poder metastéatico (Sakko et al., 2001). Além
disso a expressdo de versican por fibroblastos se mostrou aumentada através do
estimulo do fator de crescimento TGF-B1 (do inglés transforming growth factor beta),
em associacdo a diminuicdo de proteinases da familia das ADAMTS (do inglés A
desintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs) (Sakko et al., 2003;
Binder et al., 2017) responséaveis pela clivagem desta macromolécula.

Desta forma estudos com versican, e suas isoformas, vem demonstrando um
terreno fértii para o entendimento do seu poderoso papel na progressdo e

agressividade do cancer de préstata.

1.3.3 Fibronectina

7

A fibronectina insoltvel, secretada por fibroblastos, € uma importante
glicoproteina adesiva presente na matriz extracelular; sua estrutura envolve dimeros
ou multimeros onde cada subunidade € composta por até trés sequéncias curtas de
40, 60 e 90 aminoéacidos, conhecidos como dominios do tipo I, Il e Il respectivamente;

cada isoforma de fibronectina possui um ou mais destes dominios capazes de interagir
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com diversas moléculas como: colageno, proteoglicanos e receptores de membrana,;
empregando assim versatilidade a suas funcfes biologicas (Brotchie e Wakefield,
1990).

Seu papel na adesdo celular é tdo forte que estudos envolvendo esta
glicoproteina na cicatrizacao, respostas inflamatérias e na continuidade da gravidez
nao sdo raros (Bastian et al., 2016; Yanez et al., 2016; Dos Santos et al., 2018);
entretanto esta pode estar também envolvida na organizacdo celular de diferentes
tecidos. Em um estudo envolvendo placenta, andlises imunohistoquimicas
demonstraram um aumento de fibronectina em tecidos lesados que estavam em
processo cicatricial, sugerindo um importante papel desta molécula no reparo e
remodelacdo tecidual (Tossetta et al.,, 2016). A sintese de fibronectina pode ser
estimulada atraves de fatores de crescimento como o EGF (do inglés epidermal growth
fator) e/ou TGF-B, enquanto sua degradacdo acontece principalmente através de
proteases nao especificas.

A fibronectina tem se mostrado importante também no processo de migracéo
celular, controlando a motilidade de certos tipos de célula como demonstra estudos
com crista neural e melanoma (McCarthy et al., 1986; Strachan e Condic, 2008). Estas
funcdes de adesdo e motilidade tem sido relacionadas também com o potencial
infiltrativo de células tumorais, levando a conjectura de que a expressao desta
glicoproteina em tecidos doentes pode determinar o quao agressivo pode ser a
progresséao do cancer.

1.3.4 Colageno

O colageno é umas das proteinas mais abundantes presente no tecido animal.
Atualmente, existem cerca de 28 tipos de colageno que podem ser classificados e
organizados de acordo com suas estruturas moleculares em dois grupos: os classicos
fibrilares, e os néo fibrilares, formadores de rede. Sua estrutura geral é formada por
trés cadeias paralelas de polipeptideos unidas por ligagdes de hidrogénio e interacdes
hidrofébicas, formando assim uma tripla a-hélice, geralmente rotacionada para
esquerda. Dentre os residuos de aminoacidos encontrados na estrutura dos diversos

tipos desta proteina, a prolina e a hidroxiprolina sdo os mais comuns, se destacando
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principalmente por fornecerem estabilidade molecular a sua estrutura helicoide
(Shoulders e Raines, 2009). Essa estabilidade é fundamental para o desempenho de
suas fungdes bioldgicas, e fornece aos tecidos solidez e resisténcia mecanica.

Sua estrutura versétil permite ligacdes com diversas biomoléculas, dentre elas
proteoglicanos como decorin, esta interacdo na préstata humana por exemplo, pode
estar associada ao controle da resposta celular a andrégenos e ao gene hedgehog o
que forneceria protecdo contra o CaP ou em outras situacbes aumento da atividade
proliferativa (Montano et al.,, 2018). As diversas possibilidades de interacbes sao
responsaveis pela ampla aplicabilidade do colageno na biotecnologia.

Ele ndo s6 é comumente utilizado na pratica clinica, como é aplicado com
diversos propositos, desde estéticos (Avila Rodriguez et al., 2017) até cicatricial. Uma
revisdo sistematica de 2013, sobre feridas ulcerativas em diabéticos, mostra que o
uso de curativos medicamentosos a base de coladgeno tem se tornado comum na
rotina de enfermagem, pois melhora a cicatrizacao dos tecidos lesados (Holmes et al.,
2013). Na proOstata acredita-se que o colageno, mais especificamente o tipo I,
desempenha um importante papel na proliferacdo de células tumorais e metastase
O0ssea como demonstra estudos com cultura de células de CaP (Hall et al., 2008;
Sottnik et al., 2013).

Apesar dos diferentes tipos de colageno serem empregados em estudos
cientificos, o tipo | é visivelmente o mais estudado, uma vez que este € o componente
mais comum da MEC dos diversos tecidos animais, encontrado principalmente na
pele, nos ossos e tenddes (Shoulders e Raines, 2009). Os tipos II, encontrado
principalmente em cartilagens, e IV, encontrado principalmente na lamina basal,
também sdo aplicados com frequéncias em varios estudos para a elucidacdo de
mecanismos fisiopatolégicos (Ozegbe et al., 2004; Sun e Cho, 2004; Kim e Kim, 2005;
Rider et al., 2013; Mak e Mei, 2017; Matsuura-Hachiya et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Determinar se o0 estroma das diferentes regifes da prostata normal de adultos
jovens apresenta heterogeneidade em sua composicdo dando maior énfase a

proteoglicanos.

2.2 Especificos

a) Coletar amostras de préstata humana normal de adultos jovens com idade
entre 17 e 28 anos;

b) Realizar a mensuracdo das amostras de prostata com auxilio de um
paquimetro;

c) Realizar o processamento, e o whole mount do material destinado as analises
histoldgicas;

d) Determinar o coldgeno total das diferentes zonas da prostata através da analise
de hidroxiprolina;

e) Estudar a diferenca na expressdo dos diferentes componentes da matriz
extracelular entre as diferentes zonas prostéticas através de imunohistoquimica

do whole mount das amostras.
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3 MATERIAL E METODOS

As amostras de prostata inteiras foram obtidas através da necropsia de 17
homens, com idade entre 17 e 28 anos (média 21). Foram incluidos apenas casos em
gue o Obito ocorreu por causas acidentais, sendo feita a necropsia até 8 horas post-
mortem. Para o estudo considerou-se os seguintes critérios de exclusdo: individuos
com (1) indice de massa corpérea extrapolando a faixa de 18,5 a 24,9; (2) sinais
macroscopicos de doencas metabdlicas; (3) sinais macroscépicos de cirurgias
pélvicas; e (4) prostatas que durante andlise histopatologica do tecido mostrasse
sinais indicando neoplasias e reac¢fes inflamatérias. A fixacdo das amostras
aconteceu em dois momentos: ainda in situ, através da perfusdo de formalina
tamponada a 4% pela artéria iliaca interna; e apds remocdo, com a imersao das
amostras na mesma solucdo. Afim de garantir uma melhor fixacdo do material foi
realizado uma incisdo no plano sagital na por¢cédo ventral da prostata com auxilio de
uma tentacanula, expondo todo o comprimento do I[imen uretral. A mensuracédo das
dimensdes da prostata foi feita apos a limpeza das amostras com auxilio de um

paquimetro segundo os critérios de (Samaratunga et al., 2011).

3.1 Histologia

As amostras de préstata foram cortadas no plano transversal obliquo (Weinreb
et al., 2016) em intervalos de aproximadamente 5 mm da base até o coliculo seminal.
A localizacao das diferentes zonas prostaticas foi feita de acordo com publicacdes
prévias (McNeal, 1988; Wendell-Smith, 2000; Myers et al., 2010; Weinreb et al., 2016).
Os fragmentos das amostras foram processados através da técnica histoldgica de
rotina, desidratados em baterias de alcool crescente e clarificados em xilol para entao
ter sua inclusdo em Paraplast (Sigma-Aldrich). A partir destas seccbes foram
preparadas laminas whole mount (Montironi et al., 2011), e de amostras de tecidos
separados das zonas periférica, central, e de transicdo, assim como do estroma

fibromuscular anterior. Subsequentemente, as laminas com secc¢des de tecido com 5
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Mm de espessura foram armazenados em temperatura ambiente para posteriormente

serem usadas nas técnicas de histoquimica e imunohistoquimica.

3.2 Histoquimica

As sequintes técnicas histoquimicas foram realizadas: hematoxilina e eosina
para determinagéo das zonas segundo os critérios de McNeal (McNeal, 1988) e para
determinar se a prostata estava livre de processos inflamatérios e outras morbidades;
Picrosirius para observar a organizacao de colageno presente no tecido, e tricrémico

de Masson para a andlise de tecido conjuntivo x musculo liso.

3.3 Imunohistoquimica

Os cortes de tecido prostatico foram reidratados, e posteriormente lavados em
PBS por 10 minutos. Dando continuidade ao protocolo, estas amostras foram tratados
com Tris EDTA + Tween, pH 9,0, por 3 horas em uma temperatura de 60 °C, para a
recuperacao antigénica por calor. A peroxidase enddgena foi bloqueada através da
incubacédo das laminas por 15 minutos em camara escura com uma solucao a 9:1 (v/v)
de metanol:H202, e logo apds lavado em PBS. Os sitios de ligacdo inespecifica
também foram bloqueados através do tratamento das sec¢des com uma solucéo de
PBS BSA 3% durante 30 minutos e cadmara Uumida.

Os cortes foram entéo tratados e deixados overnight em camara imida com os
anticorpos primarios direcionados a identificagdo de células musculares lisas
utilizando o anticorpo a-actina de musculo liso (SC-32251; Santa Cruz Biotechnology,
Carlsbad, CA, USA), na diluicdo de 1:75; da proteina fibronectina (Sigma-Aldrich,
monoclonal, cat. no. F7387), na diluicdo de 1:600; e dos proteoglicanos biglycan (R&D
Systems, monoclonal, cat. no. MAB2667, Minneapolis, MN); decorin (Calbiochem,
monoclonal, cat. no. PC673, Gibbson, USA), ambos na diluicdo de 1:100; e versican
(Abcam, policlonal, cat. no. Ab19345, Cambridge, USA); na diluicdo de 1:400. Os
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controles negativos foram tratados da mesma forma, mas com uma solucao de PBS
BSA 1% em substituicdo ao anticorpo primario.

As amostras entao foram lavadas em PBS e tratadas com anticorpo secundario
biotinilado conjugado a estreptavidina (Dako, Biotinylated Link Universal and
Streptavidin-HRP, cat. no. KO690, Carpinteria, California, USA) seguindo as instrucées
do fabricante. Ao final as marcacfes foram reveladas através do kit DAB substrate
(Cell Marque, cat. no. 957D-30, Rocklin, California, USA) em camara umida e escura,
também seguindo as instruc¢des do fabricante. O excesso de DAB foi lavado com agua
destilada e a marcacfes foram contrastadas com hematoxilina. As amostras entao
foram desidratadas e as laminas foram montadas com Entellan (Merck, Darmstadt,
Germany).

Todas as imagens histolégicas foram capturadas em resolucéo de 4080 x 3072
pixels usando uma camera digital (DP71, Olympus, Tokyo, Japan) acoplada a um

microscopio de luz (BX51, Olympus).

3.4 Quantificacdo da Imunohistoquimica

As andlises foram feitas através de fotomicrografias capturadas em um
aumento final de 200x usando o método colour deconvolution (Helps et al., 2012) que
leva em consideragdo tanto a area quanto a intensidade da marcacéo da 3,3’-
diaminobenzidina (DAB). As imagens entdo foram carregadas usando o software
ImageJ versdo 1.50 (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA)
carregado com os plug-ins Rolling_Ball_Background e Colour_Deconvolution (ambos
disponiveis no site do ImageJ) para avaliar somente o estroma. O resultado final foi
expresso como quantidade relativa de imunomarcacdo (DABwt% do inglés DAB
weight %) na imagem, excluindo o epitélio acinar e lumens. Este método apresenta
vantagens em relagdes a outros que quantificam imunomarcacgdes (Helps et al., 2012),
e tem sido utilizado em diversas investigacoes, incluindo avaliagao de proteoglicanos
em tumores (Zhou et al., 2015).

Para cada prostata foram analisados cinco campos por zonas prostaticas, e um

valor médio de imunomarcacéo foi entdo calculado a partir destes campos.
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3.5 Determinacéo Biogquimica da Concentracdo de Colageno Total

A determinacdo da concentracdo de colageno total foi realizada através da
dosagem do aminoacido hidroxiprolina. Amostras das diferentes zonas da préstata
foram retiradas e fixadas em acetona por 24 horas; posteriormente clivadas em
fragmentos (£ 2x2 mm). Esses fragmentos entdo foram delipidados em duas etapas
de 24 horas em cloroférmio:metanol (2:1, v/v), e apos secagem a 60 °C, as amostras
foram pesadas. Cerca de 10 a 20 mg de tecido seco foram submetidas a hidrolise
acida em 1 mL de HCI 6N por 18 horas a 118 °C, como descrito anteriormente (Cabral
et al., 2003). A concentracao de colageno total foi entdo determinada pela dosagem
de hidroxiprolina segundo método colorimétrico (Bergman |, 1963), e o resultado final
foi expresso em microgramas de hidroxiprolina por miligramas de tecido seco e

delipidado.
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Figura 4 — Whole mount em plano transversal de uma secc¢éo de préstata normal entre a base e o

coliculo seminal, corada com tricromico de Masson

1cm

Legenda: a identificacdo das zonas foi baseada nos critérios de (McNeal, 1981) e no diagrama do
apéndice Il de (Weinreb et al., 2016). Os quadrados amarelos representam a localizacéo e o
tamanho aproximado dos tecidos retirados da préstata para a analise bioquimica de colageno.

Fonte: O autor, 2018.

3.6 Estatistica

O objetivo deste estudo foi verificar se a composi¢cao do estroma varia entre as
quatro zonas da préstata humana, partindo do principio de que nenhuma destas zonas
predominam sobre as outras. I1Sso exigiu que todas as combinacdes possiveis de
pares fossem comparadas estatisticamente. Portanto, optou-se pelo método de Holm-
Sidak, uma vez que esse é menos sensivel ao nimero de comparacdes, diminuindo
assim a probabilidade de erro estatistico do tipo Il (Streiner, 2015).

Os resultados numéricos séo apresentados como média + desvio padrédo (SD).
Para cada variavel analitica, os resultados para cada uma das quatro zonas da
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préostata foram primeiramente analisadas a partir de one-way ANOVA, seguido pelo
método de Holm-Sidak.

Os dados estatisticos foram gerados através do software GraphPad Prism, v.
7.00 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA), e os resultados foram considerados

estatisticamente significativos quando o p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados demograficos e biométricos

Os dados demograficos e biométricos sobre as amostras de prostata séo
apresentados na Tabela 1. Os valores para todos os parametros numéricos
apresentaram baixa variabilidade, demonstrando que o0 material estudado

compreende uma amostra homogénea de adultos jovens.

Tabela 1 — Dados demogréficos e biométricos das amostras de préstata.

Dados demograficos e biométricos Média + SD
Idade (em ano) 216+3,5
Massa corporal 257+1,6
Peso da prostata (g) 20,6 £2,9
Dimensao vertical da préstata (cm) 24+0,3
Dimensao transversa da préstata (cm) 3,3+£0,3
Dimensao sagital da préstata (cm) 2,3+0,3

Numero de individuos

Cor da pele Branca, 1; Preta, 6; Parda, 10

Legenda: dimensdes e peso referente a préstata sem vesicula seminal (Samaratunga et al., 2011). A
classificagdo racial dos individuos foi baseada apenas na cor da pele.
Fonte: O autor, 2018.

4.2 Colageno total

Os resultados do ensaio bioquimico de hidroxiprolina mostraram que a
concentracédo total de coldgeno no tecido da proéstata variou significativamente entre
suas quatro zonas (Tabela 2). Além disso, a comparacédo entre as médias dos pares
(Tabela 3) mostra que a concentracdo encontrada no AFS (32,28 + 3,79), € 43% (p =
0,004) e 71% (p < 0,001) maior que as da CZ e PZ, respectivamente. Entretanto, o
AFS nao foi estatisticamente diferente (p = 0,230) quando comparado coma TZ (28,16
+ 5,32), que teve o0 segundo maior conteudo de colageno. CZ (22,57 + 7,85), e
notavelmente PZ (18,77 £ 4,17), apresentaram a menor concentracao dentre as zonas

avaliadas.
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A analise qualitativa, sob luz polarizada, das laminas coradas com Picrosirius
corrobora com os resultados do ensaio bioquimico (Figura 6B); além de mostrar que
a organizacdo das fibras de colageno nas diferentes zonas prostaticas apresenta

distingdes (Figura 6A).
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Figura 5 — Zonas prostaticas coradas por picrosirius red

Legenda: (A) organizacdo dos feixes de colageno a partir da técnica histoquimica de picrosirius red. (B)
Polarizacdo correspondente aos campos apresentados em (A) mostra a densidade do
conteudo desta proteina nas diferentes zonas da prostata. Fotomicrografias correspondentes
ao aumento final de 200x.

Fonte: O autor, 2018.
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4.3 Fibronectina

No estroma da PZ a imunomarcacéao de fibronectina se mostrou desordenada
e frequentemente intensa ao longo dos seus feixes; esta caracteristica ndo se repetiu
nas demais zonas, as quais apresentaram imunomarcacfes pontuais, geralmente
proximas a fibroblastos, ou como no caso do AFS, proximo a células de musculo liso
(Figura 6).

A analise de variancia mostrou que ha diferencas estatisticamente significativas
entre as zonas (Tabela 2). A quantidade relativa de imunomarcacdo desta
glicoproteina no estroma da PZ mostrou-se 93% (p < 0,001), 81% (p < 0,001) e 48%
(p = 0,006) maior do que no AFS, e nas CZ e TZ, respectivamente (Tabela 3).

Figura 6 — Imunomarcacéo anti-fibronectina

200 yim_

TZ AFS

Legenda: a imunomarcacdo anti-fibronectina mostra-se mais intensa na PZ. Fotomicrografias
correspondentes ao aumento final de 200x.
Fonte: O autor, 2018.
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4.4 Biglycan

A imunomarcacao do biglycan, proteoglicano rico em leucina, se mostrou fraca
e raramente difusa no estroma. As regides em torno de vasos sanguineos e acinos
parecem ser mais imunorreativas, apresentando marcacdes frequentes e um pouco
mais intensa (Figura 7).

Ao analisarmos as médias entre CZ e PZ, fica evidente que ambas possuem
valores quase idénticos de imunomarcacao (Tabela 2), que por sua vez nao eram
significativamente diferentes da TZ (Tabela 3). No entanto, o conteudo deste
proteoglicano no AFS foi em média 45% menor quando comparado com a das trés
zonas glandulares (p = 0,005; p = 0,007; p = 0,033, respectivamente).

Figura 7 — Immunomarcacao anti-biglycan

CZ - PZ

’ 200 ym fA AT e 5200 pm

TZ ~ AFS

Legenda: a immunomarcacéo anti-biglycan mostra menor densidade de marca¢des no AFS quando
comparado as demais zonas. Fotomicrografias correspondentes ao aumento final de 200x.
Fonte: O autor, 2018.

45 Decorin
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Em contraste ao biglycan, o decorin que também é um proteoglicano intersticial
rico em leucina teve uma distribuicdo caracteristicamente heterogénea (Tabela 2).
Sua imunomarcacao, encontrada ao longo do tecido conjuntivo das diferentes zonas,
foi notavelmente mais intensa na CZ, com feixes espalhados preenchendo quase todo
estroma (Figura 8). O AFS por sua vez, mostrou uma marcac¢ao mais clara, e frequente
apenas aquando em regifes proximas a capsula fibrosa.

Assim o contetdo de decorin na CZ foi 97% (p < 0,001), 87% (p < 0,001) e
132% (p < 0,001) maiores que os da TZ, PZ e AFS, respectivamente (Tabela 3). Por
outro lado, TZ, PZ bem como AFS, tinham todas o conteudo similar deste

proteoglicano.

Figura 8 — Imunomarcacédo de decorin

CZ B . PZ

10 200 pm

) 200 pm - S g 200, D
Legenda: a imunomarcac¢éo de decorin chama atencéo pela sua presenca e intensidade serem maiores
na CZ quando comparadas as outras zonas. Fotomicrografias correspondentes ao aumento

final de 200x.
Fonte: O autor, 2018.
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46 Versican V1

A andlise de variancia ndo detectou diferenca estatistica na marcacédo de
versican V1 nas diferentes zonas da pristata como mostra a tabela 2 e 3. Entretanto,
deve-se notar que a imunomarcacao deste foi associada principalmente a nervos, com
excecdo da TZ onde também mostrou-se distribuido de forma difusa, principalmente
em regido periuretral; e no AFS onde também mostrou reatividade em células

musculares (Figura 9).

Figura 9 — Imunormagcéo anti-versican v1

gz PZ

o e e

200 pm’

AFS

Legenda: a imunormacdo anti-versican vl mostra afinidade na maior parte das vezes por nervos,
excetuando na TZ e no AFS, onde tiveram marcacfes presentes em regides pontuais do
estroma. Fotomicrografias correspondentes ao aumento final de 200x.

Fonte: O autor, 2018.
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4.7 a-actina para musculo liso

As andlises imunohistoquimicas de a-actina para musculo liso mostraram
marcacdes notavelmente distribuidas de forma a preencher quase todo o estroma das
diferentes zonas da prostata. Assim como a distribuicdo, a quantidade e intensidade
dessas marcacOes, como mostra a figura 10, ndo apresentaram distincdo entre as
zonas. Assim como o versican V1, a analise estatistica ndo encontrou diferenca

significativa entre as amostras (Tabela 2 e 3).

Figura 10 — Imunomarcacéo anti-a-actina

¢z o PZ
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Legenda: a imunomarcagao anti-a-actina mostra uma distribuicio homogénea no estroma das
diferentes zonas da préstata. Nao houve destaque na intensidade nem quantidade de
marcacao. Fotomicrografias correspondentes ao aumento final de 200x.

Fonte: O autor, 2018.
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Tabela 2 — Expresséo de diferentes componentes do estroma das diferentes zonas da préstata

humana.
Componentes Zonas da Préstata one-way
Estromais TZ PZ cz AFS ANOVA
Colageno total 28,16 +532 18,77 +417 2257+7,85 32,28+3,79 <0,001
Fibronectina 15,89 +5,62 23,55+7,51 13,02+3,75 12,18+3,25 <0,001
Biglycan 14,13 +3,62 1551+£3,80 1598+6,70 8,33+ 2,51 0,003
Decorin 21512481 22642524 “2IE 18255577 <0001
Versican V1 18,72 +3,65 18,58+3,07 16,35+4,17 18,21 +4,07 0,357
a-actina de musculo liso 19,20+ 2,71 20,06 £4,14 20,17 +4,81 17,50 + 3,61 0,404

Legenda: a concentracdo de colageno total foi determinada bioquimicamente como microgramas de
hidroxiprolina por miligrama de tecido prostatico. A concentracdo das outras proteinas foi
determinada como a quantidade relativa de imunomarcagcéo (DABwt%) na imagem. Estes
resultados sdo mostrados como média + desvio padrdo (SD) a partir de 17 préstatas. Para
cada componente, a média das zonas foi analisada por one-way ANOVA, e os valores de p
sdo mostrados na tabela.

Fonte: O autor, 2018.

Tabela 3 — Andlise estatistica da expressdo dos diferentes componentes do estroma das diferentes
zonas da préstata humana.

Componentes estromais TZ vs PZvs CZvs

P Pz CzZ AFS Ccz AFS AFS
Colageno total 0,004 0,114 0,230 0,230 < 0,001 0,004
Fibronectina 0,006 0,379 0,292 < 0,001 < 0,001 0,711
Biglycan 0,747 0,746 0,033 0,820 0,007 0,005
Decorin 0,679 < 0,001 0,414 < 0,001 0,299 < 0,001
Versican V1 0,980 0,521 0,980 0,523 0,980 0,622
a-actina de musculo liso 0,925 0,925 0,808 0,949 0,580 0,580

Legenda: a média de cada componente do estroma (Tabela 2) também foi analisada pela comparacao
entre pares, utilizando método Holm-Sidak, e os resultados de p sdo mostrados na tabela.

Fonte: O autor, 2018.
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5 DISCUSSAO

Apesar de certas patologias da préstata parecerem ter maior incidéncia em
certas racas e etnias, suas dimensdes em adultos jovens parecem nao depender
destas caracteristicas, e desta forma, pouco variam. Considerada a maior glandula
sexual masculina, este 6rgdo em condi¢cdes saudaveis mede entorno de 3 cm no plano
vertical (apical-basal), 4 cm no plano transversal (esquerda a direita), e 2,5 cm no
plano sagital (anteroposterior). Amostras normais e nao hiperplasicas pesam em
meédia 30 g sem as vesiculas seminais (Berry et al., 1984; Samaratunga et al., 2011,
Wilson, 2011).

Os valores de peso e dimensdes das amostras usadas no presente estudo,
além de possuirem pouca variabilidade, sdo consistentes com aqueles que foram
previamente relatados como normais para a prostata de adultos jovens (Berry et al.,
1984; Wilson, 2011). O estabelecimento de critérios de exclusdo apropriados, em
associacdo com dados demograficos homogéneos e localizacdo das zonas
prostéticas apoiada pela literatura (McNeal, 1981), déo forca ao objetivo desse estudo
em estabelecer as caracteristicas morfolégicas e heterogeneidade na composicao da
préstata de adultos jovens saudaveis.

Apesar dos limites entre as zonas da préstata por vezes nao ser evidente, e de
suas organizacdes estruturais se mostrarem muito parecidas, estudos recentes vem
demonstrando que elas desempenham papeis diferenciados na fisiologia prostatica
(Terry e Clark, 1996; Li et al., 2001). Este conhecimento é importante uma vez que
direciona os estudos e possibilita uma maior compreensdo dos mecanismos
fisiopatolégicos por qual essa glandula passa. Atualmente ja se sabe, por exemplo,
que a TZ é a principal zona acometida pela HPB (Selman, 2011). Também € bem
estabelecido que a PZ pode possuir caracteristicas particulares que a pré-dispde ao
CaP e as diferenciam da CZ, na qual mostra-se pouco susceptivel a neoplasias
(Selman, 2011). Nossos resultados mostraram que o estroma das diferentes zonas
glandulares possui composic¢oes distintas no contetudo de colageno total (p < 0,001),
fibronectina (p < 0,001), biglycan (p = 0,003) e decorin (p < 0,001), o que refor¢ca a
hipétese de que essa heterogeneidade esta envolvida com o0s processos
fisiopatoldgicos distintos existentes nestas regides (Schauer e Rowley, 2011; Kruslin
et al., 2015).
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Devido a auséncia de tecido glandular o AFS foi originalmente considerado uma
estrutura de suporte sem envolvimento em transtornos funcionais da proéstata
(McNeal, 1981). No entanto, descobertas posteriores, mostraram que esta regiao
desempenha um importante papel na patologia prostatica (Fine et al., 2007). Isso se
tornou cada vez mais evidente com as tentativas incansaveis de melhorar o
diagnoéstico de CaP. Estudos mostram que altos niveis de PSA, e a bidpsia negativa
da ZP podem ser indicativos de crescimento tumoral no estroma fibromuscular anterior
(Radtke et al., 2015; Schouten et al., 2015; Villers et al., 2017). Nao obstante a esses
fatos, o AFS geralmente ndo esta incluido em estudos sobre a composicdo e
morfologia do tecido prostatico humano normal (Laczko et al., 2005; True et al., 2009;
Alves et al., 2018).

Nossos resultados corroboraram com os estudos que concedem ao estroma
fibromuscular anterior papel na homeostase do tecido prostatico, uma vez que as
analises mostraram um estroma cuja composicao, principalmente de biglycan, diferiu
marcadamente das zonas que apresentavam epitélio glandular.

Diversos estudos vem concedendo destaque ao papel do estroma na regulagéo
e progressao dos diversos tipos de cancer (Hanahan e Weinberg, 2011), uma vez que
este expressa diversas macromoléculas responsaveis por promover um meio ideal
para o crescimento tumoral, ou suprimir a atividade neoplasica. O estroma
fiboromuscular da préstata € formado basicamente por dois tipos de células: as de
musculo liso, e os fibroblastos (Kassen et al., 1996). A distribuicdo homogénea de
muasculo liso encontrada em nossa analise qualitativa corrobora com estudos
previamente publicados (Kassen et al.,, 1996; Laczko et al., 2005), os quais
demonstram que estas células sdo comuns no estroma prostatico.

O musculo liso da préstata € considerado uma estrutura mecéanica que auxilia
no processo de ejaculacéo, impulsionando o contetdo seminal em direcdo a préstata
durante sua contracdo. Sabe-se que a organizacdo de seus feixes varia entre as
diferentes zonas das prostata, se apresentando organizados na CZ, desordenados e
espacados na PZ, e compactos na TZ e no AFS (McNeal, 1981); entretanto a
quantidade de musculo liso nestas zonas parece nao ter diferencas. Em nosso estudo
a quantidade e intensidade da marcacdo para a-actina entre as quatro zonas se
mostrou semelhante diante da analise estatistica (p = 0,404). De modo diferente, no
estudo de Laczko e colaboradores (2005) com préstata de doadores de orgaos, o

conteudo para a-actina apesar de se mostrar homogéneo entre as diferentes regides
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analisadas; apresentou uma pequena, mas significante, diferenca entre CZ e TZ.
Porém, é necessario considerar, que além do baixo nimero de amostras (n=9)
analisadas pelo referido estudo, a presenca de prostatas advindas de individuos
acima de 30 anos, 0s quais j& apresentam um pequeno grau de variabilidade no
tamanho da glandula (Bostwick et al., 1992), pode comprometer a precisdo do
resultado.

Apesar de nao apresentar diferenga no conteudo de a-actina, futuras andlises
dos tipos de célula marcadas para este anticorpo podem nos dar novas pistas na
caracterizacdo destas zonas; uma vez que miofibroblastos, aos quais pré-dispde
tecidos saudaveis a processos inflamatoérios e estdo aumentados em condi¢cdes com
a HPB (Hanahan e Weinberg, 2011; Leimgruber et al., 2011), podem estar presentes
nestas marcagodes (Zhang et al., 2003).

O colageno é o conteado mais abundante no tecido conjuntivo de diversos
orgaos animal, é referenciado como sustentador da arquitetura epitelial (Banerjee e
Shanthi, 2016). Tanto sua auséncia (Chen et al., 2012), quanto seu excesso (Mak et
al., 2016) estdo correlacionados a processos patologicos. Na préstata esta proteina
estd comumente associada a prostatite, e ao adenocarcinoma de prostata, onde nao
€ raro haver a deposi¢cdo de micronddulos fibrilares invadindo o lumen do &cino
(Bauman et al., 2014). Estudos comparativos de contetdo de colageno na préstata
normal e na HPB ndo mostram diferenca entre as amostras, entretando, ha de se
destacar a presenca de feixes mais espessos no tecido hiperplasico. Analises
estereoldgicas envolvendo a densidade de colageno entre as CZ, TZ, e PZ além de
se mostrarem conflitantes, excluem o AFS.

Amin e colaboradores (2010) mostraram que a zona periférica apresenta maior
densidade de colageno quando comparada a zona central; obstante a esses
resultados, o recente estudo de Alves e colaboradores (2017) apresentou resultados
inversamente proporcionais nestas duas regides. Nosso ensaio bioquimico de
hydroxiprolina, mostra que apesar de haver diferengca estatistica entre zona
fibromuscular anterior, quando comparada com PZ (p < 0,001) e CZ (p = 0,004), e de
TZ quando comparada com PZ (p = 0,004), PZ e CZ ndo mostram diferenca na
guantidade de colageno total (p = 0,230). Esses resultados corroboram com as
analises imunohistoquimicas feita por Zhang e colaboradores (2003) que avaliaram
0S componentes estromais das diferentes zonas da prostata, exceto AFS. Os dados
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conflitantes relatados no presente estudo, podem ser provenientes do emprego de
técnicas de quantificacdo inadequadas para analises histolégicas.

Células do estroma fibromuscular da préstata também dividem espagco com
macromoléculas conhecidas como proteoglicanos, essas desempenham papéis
importantes em inUmeros processos celulares no tecido animal. Suas caracteristicas
regulatérias na migracdo, adesao, diferenciacdo, crescimento e morte celular séo
comumente exploradas na literatura. Mudancgas no equilibrio destas macromoléculas
podem comprometer a homeostase tecidual e desencadear diversos processos
fisiopatolégicos (Edwards, 2012). Estudos na prOstata ainda ndo sdo conclusivos;
todavia, ja sdo mostrados alguns vislumbres de caracteristicas que podem estar
associadas a alguns proteoglicanos como o biglycan, decorin e versican no tecido
prostatico.

A imunohistoquimica realizada com uso de anticorpo anti-biglycan neste estudo
mostra que a intensidade das marcacdes séo fracas ou ausentes na maior parte do
estroma prostatico, a incidéncia destas marcac6es foi maior em torno de vasos
sanguineos e acinos. Entre CZ, PZ, e TZ ndo houve diferenca estatistica, entretanto
o0 AFS apresentou menor expressdo deste proteoglicano quando comparado as
demais zonas (p = 0,005; p = 0,007; p = 0,033, respectivamente). Estes dados
corroboram em alguns aspectos a estudos anteriormente realizados.

O biglycan € um proteoglicano exclusivo de matrix extracelular, faz parte dos
grupos dos proteoglicanos ricos em leucina (SLRP), e é considerado na literatura uma
macromolécula multifuncional (Nastase et al., 2012). Jacobsen et al (2017) mostrou
gque a expressdo deste proteoglicano estd diminuida ou ausente nas regibes
saudaveis da prostata. Em contraste, as areas acometidas com CaP apresentaram
imunomarcac¢des muito mais intensas, e estavam associadas a metastase. Chen e
colaboradores (2007), concluiram em seu estudo que o acumulo de biglycan no CaP
seria proveniente de células 6sseas, as quais sofreriam retroalimentacéo por ErbB3
(do inglés Receptor tyrosine-protein kinase 3) encontrado em células neoplasicas da
préstata.

Apesar de também fazer parte dos SLRP, o decorin parece desempenhar um
papel muito distinto do proposto para o biglycan. Postula-se que o0 mesmo tenha um
papel protetor da matriz extracelular (Neill et al., 2012), impedindo possiveis
metastases, inibindo o crescimento tumoral e induzindo a apoptose dessas células

(Banerjee et al., 2003), isto porque ele bloqueia o fator de crescimento EGF e de
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receptores androgénicos, diminuindo assim a sintese do PSA (Hu et al., 2009).
Estudos mostram que a baixa expressao desse proteoglicano pode ser permissiva
para o desenvolvimento do cancer (Banerjee et al., 2003; Hu et al., 2009; Henke et al.,
2012). Andlises imunohistoquimicas de Decorin em amostras histopatoldgicas, mostra
marcacOes fracas em tecidos acometidos pela HPB, enquanto no CaP estas
marcacfes sao raras ou ausentes dependendo da agressividade da doenca (Banerjee
et al., 2003).

No presente estudo, a imunomarcacao para decorin no estroma da CZ foi
estatisticamente maior (p < 0,001) que a da PZ, TZ e AFS. Este resultado configura
um importante achado no estudo da préstata humana, uma vez que dentre as zonas
que a compde, a CZ é a que menos tem incidéncia de crescimento tumoral,
corroborando com atual papel do decorin em protecao contra processos neoplasicos.

O versican é um hyalectano envolvido na facilitacdo de processos como
adesdo, migracdo e diferenciacdo celular. Geralmente é empregado em estudos
envolvendo o tecido nervoso. Existem cinco isoformas de versican conhecidas, sendo
VO e V1 as mais comuns na prostata humana (True et al., 2009). Sua marcacao na
préstata humana normal é dita como focal, mas nao séo fornecidos detalhes adicionais
sobre a distribuicdo real deste proteoglicano (True et al., 2009). Andlises
imunohistoquimicas mostram que as isoformas VO e V1 estdo localizadas no estroma
periglandular em amostras de HPB e CaP (Ricciardelli et al., 1998), e sua intensidade
esta associada a progressao da doenca.

Descobrimos que a isoforma V1 localiza-se principalmente em nervos, que
geralmente estdo dispostos periacinares, e apesar de ndo haver diferenca estatistica
entre as zonas (p < 0.357), alguns pontos devem ser discutidos; estudos mostram que
a densidade de nervos se diferencia em algumas zonas da prOstata. A TZ é
caracterizada por ter a menor densidade (lwata et al., 2001; Powell et al., 2005), talvez
por isso nossas marcacdes tenham se mostrado mais frequente no estroma desta
zona. A PZ por sua vez, é caracterizada por ter a maior densidade de nervos (Powell
et al., 2005), e considerando seu volume na préstata, claramente pode ficar mais
susceptivel a acdo do versican V1 (lwata et al., 2001).

Estudos in vitro mostram que o desequilibrio na expresséo de versican impede
o ancoramento das células tumorais a glicoproteina fibronectina, facilitando sua

motilidade e possibilitando a invaséo de tecidos adjacentes (Ricciardelli et al., 2007).
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A fibronectina esta intimamente envolvida na adeséo celular e em processos
inflamatorios; sua sintese € estimulada através de fatores de crescimento como o EGF
e o TGF-B1 (Suzuki et al., 2006), evidéncias apoiam a hipétese que a alta densidade
desta glicoproteina na matrix extracelular de diversos tecidos, potencializa as rea¢fes
locais. Na TZ a fibronectina é apresentada como um possivel protagonista na
progressdo da hiperplasia; a densa concentracdo de fibronectina periacinar
encontrada em amostras de HPB, pode estar atuando como barreira a difusdo de
moléculas, aumentando as respostas celulares nas quais caracterizam essa
morbidade (Manaia et al., 2015). Em contrapartida, amostras normais de prostata
mostram marcacdes dispersas e até pouco reativas a esta glicoproteina (Manaia et
al., 2015).

Nossos resultados também mostram imunomarcacges desordenadas e pouco
reativas em amostras da CZ, TZ e AFS. Entretanto, a marcacao no estroma da PZ foi
significativamente mais frequente e intenso que as demais zonas (p < 0,001), o que
poderia contribuir para o sequestro de fatores de crescimento que aumentariam a
probabilidade da aparicdo de processos neoplasicos, uma vez que, macromoléculas
protetoras como o decorin estdo diminuidas nesta regido. Nao podemos deixar de
lado também as evidéncias que a PZ é marcadamente a regido mais acometida pela

prostatite.
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CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que existem heterogeneidades na expressao
de colageno, fibronectina, decorin, e biglycan entre as diferentes zonas da prostata.
Esse achado é compativel com a literatura, a qual mostra que o microambiente
existente em cada uma dessas zonas pode ser o diferencial no processo de
adoecimento desse tecido.

A fibronectina chamou nossa atencdo por sua elevada concentracdo no
estroma da zona periférica, condicdo que poderia expor essa regido a moléculas
responsaveis pela inducao de diversas atividades celulares. A expressao de decorin,
por sua vez, aqui encontrada intensamente elevada na zona central, quando
comparada as demais, pode explicar a razdo desta regiao ser resistente a maior parte
dos processos patolégicos que acometem o tecido prostatico. J& a marcacao para
versican V1 apresentou uma caracteristica peculiar em nosso estudo, marcando
principalmente nervos periféricos presentes na prostata, apesar de ndo mostrar
variagdes entre as zonas.

Apesar de ficar claro que cada uma das zonas possui elementos e
caracteristicas proprias, sdo necessarios mais estudos conclusivos afim de

compreender o papel destes componentes na homeostase da préstata humana.
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