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RESUMO

Introducéo: O Cancer de prostata e a Hiperplasia prostatica benigna sédo os principais
tumores malignos e benignos, respectivamente, que mais acometem homens em todo
o mundo. Estudos vém mostrando que alteracfes na expressdo de genes, levam a
modificagbes pos-traducionais relevantes no desenvolvimento e invaséo dos tumores
prostéticos. Objetivo: O trabalho visa correlacionar a expressdo das enzimas
Fucosiltransferases 3 e 6, no endotélio vascular em bi6psias de Adenocarcinoma
prostatico e Hiperplasia prostéatica benigna, a fim de verificar o envolvimento dessas
proteinas no desenvolvimento tumoral e seu poder de estimular a metastase.
Metodologia: As biopsias foram submetidas a técnica de imunohistoquimica para
avaliar a expressdo das proteinas fucosiltransferases 3 e 6 nos tecidos. A
imunoexpressao foi avaliada no microscopio éptico, a fim de verificar a presenca ou
ndo das marcagbes no endotélio vascular. Conclusdo: Verificou-se diferenca na
expressdo das FUTs nos dois tipos de tecidos, porém para o desenvolvimento de
novos biomarcadores, faz-se necessario mais estudos.

Palavras-chaves: Cancer de prostata, Hiperplasia Prostatica Benigna, Glicosilacéo,
Fucosilacéo

ABSTRACT

Introduction: Prostate cancer and benign prostatic hyperplasia are the major benign
and malignant tumors, respectively, that affect men around the world. Studies have
shown that there is an expression of genes, leading to a relevant post-translational
position in the development and invasion of prostate tumors. The aim of this study was
to correlate Fucosyltransferases 3 and 6 without vascular endothelium in prostatic
adenocarcinoma biopsies and benign prostatic hyperplasia, in order to identify non-
tumoral proteins and their power to stimulate metastasis. Methodology: Biopsies were
submitted to the immunohistochemical technique for the visualization of
fucosyltransferases proteins 3 and 6 in the tissues. The immunoexpression was
evaluated as an optical microscope in order to verify the presence or not of the
markings on the vascular endothelium. Conclusion: The variation of FUTs in the two
types of tissues was verified, but for the development of new biomarkers, it is done
with more studies.

Key words: Prostate Cancer, Benign Prostatic Hyperplasia, Glycosylation,
Fucosylation



INTRODUCAO

O Cancer Prostatico (CaP) é considerado um problema de Saude Publica,
sendo a segunda neoplasia maligna mais frequente em homens. De acordo com o
Instituto Nacional de Céancer, no Brasil, devido ao aumento da expectativa de vida,
melhorias dos sistemas de informacéo e evolugdo de métodos diagndsticos, as taxas
de incidéncia tendem a aumentar ao longo dos anos 2. Além do cancer, outras
doencas podem acometer a glandula prostatica, como a Hiperplasia Benigna da
Préstata (HBP), que atinge até 90% dos homens com idade acima de 80 anos, sendo
a segunda neoplasia benigna mais comum nos homens G4, A etiologia dos tumores
prostaticos ainda ndo é bem esclarecida, porém os principais fatores de riscos que
podem estar mais envolvidos nas alteracdes genéticas e morfologicas sdo os
andrégenos, a hereditariedade e o tabagismo ©-6)

As neoplasias malignas séo caracterizadas pelo alto crescimento celular, pois
0 cancer nao conseguiria progredir na auséncia de um ambiente favoravel no
organismo humano - Um dos principais pontos para o seu crescimento ocorrer é a
vascularizagdo, pois fornece ao tumor oxigénio e nutrientes, além de remover produtos
residuais ®). Os vasos sanguineos no tumor apresentam estruturas anormais com
suas ceélulas endoteliais hiperplasicas e com padrdes de conexao célula-célula
modificados, o que facilita a saida de células cancerosas para 0 meio extravascular e
potencializa o poder de migragdo para outros tecidos ©).

O poder de desprendimento de células do tumor primario e migracao vascular
€ evidenciado por modificacdes de glicoconjugados modificados presentes na
membrana de células tumorais e de células vasculares, atribuindo assim, a
capacidade de proliferacdo e migracdo regional e sistémica 9. Essas modificacbes
ocorrem a partir de enzimas denominadas de glicosiltransferases, que adicionam
carboidratos na cadeia de glicanos no processo pés-traducional protéico. Apds esse
processo, € muito comum, principalmente em tumores malignos, haver um tipo
especifico de glicosilagdo que é a fucosilagdo (FUC) (9,

A fucosilacdo é determinada pela inclusdo especifica do carboidrato L-fucose
na cadeia glicidica, através das glicosiltransferases denominadas de
fucosiltransferases. A FUC é uma das modificacdes mais comuns envolvidas no
desenvolvimento de doencas como o cancer. Os diferentes niveis de FUC em
amostras de pacientes com neoplasias benignas ou malignas tém demonstrado ser
um possivel biomarcador, na diferenciacdo de malignidade e/ou benignidade tecidual
(11)_

Para avaliacdo histologica de expresséo de proteinas, a imuno-histoquimica é
um recurso muito utilizado no diagnostico histopatologico e como ferramenta de
pesquisas. Essa técnica baseia-se na utilizacdo de anticorpos e na identificacdo de
moléculas especificas em alguns tecidos 1?2, Com isso, vem sendo cada vez mais
empregada com o propoésito de maior entendimento da progressdo dos tumores,
permitindo a diferenciacdo molecular entre os tumores benignos e malignos,



determinacdo da origem tecidual e até mesmo avaliagcdo de prognostico de acordo
com o perfil molecular 3.14),

Diante dos avancos nas técnicas de imuno-histoquimica e o elevado indice de
tumores prostaticos, esse trabalho buscou correlacionar a expressdo das enzimas
fucosiltransferase 3 (FUT3) e fucosiltransferase 6 (FUT6) no endotélio vascular em
bidpsias de pacientes com adenocarcinomas prostaticos e hiperplasia benigna da
prostata, a fim de averiguar o envolvimento destas proteinas de glicosilacdo no
desenvolvimento do tumor e possivel poder de metastase.

MATERIAL E METODOS

Foram captadas 60 biopsias de tecido prostatico em parafina, sendo 30
diagnosticadas como Adenocarcinoma Prostatico (AP) e 30 diagnosticadas como
Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB), além de 6 biopsias de tecido normal para
controle. As amostras foram obtidas no Setor de Anatomia-patologica do Hospital das
Clinicas da UFPE e os prontuéarios referentes aos pacientes de cada biopsia foram
adquiridos no Servigco de Arquivamento Médico e Estatistica (SAME) do Hospital das
Clinicas de Pernambuco. As amostras foram processadas no setor de Patologia do
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA-UFPE).

Na técnica de imunohistoquimica (IHQ) as amostras foram cortadas com 4 ym
de espessura e colocadas em laminas com tratamento de albuminizacdo. Foram
desparafinadas em xilol e desidratadas em alcool (100% e 70%). Posteriormente, as
laminas foram incubadas, por 10 minutos, em Hidroxido de Aménio a 10% para a
eliminacdo de pigmentos formélicos. Em seguida, foi feita a recuperacéo antigénica
pelo calor, em cadmara de vapor d’agua, durante 30 minutos, utilizando-se tampé&o
citrato a 10Mn (STIMER). Apds a recuperacgédo antigénica, as laminas foram resfriadas
e incubadas com 0,3 % de peréxido de hidrogénio em metanol, durante 30 minutos e
mantidas a 25°C, e em seguida, essas laminas foram novamente incubadas, por 1
hora a 25°C, com tampao PBS-BSA 1%. Apos isso, os tecidos foram incubados a 4°C,
durante 16 horas, com anticorpo policlonal anti-FUT 3 e o anti-FUT 6, ambos na
diluicdo de 1:200. Apds a incubacédo do anticorpo primario, foi realizada a incubacéao
com o anticorpo secundario (ADVANCE HPR LINK- DAKO) e terciario (ADVANCE
HRP ENZIME - DAKO) cada um por 45 minutos em temperatura de 25°C. A revelagao
da reacéo foi feita com DAB (diaminobenzidina)-H202 e as laminas foram contra
coradas com hematoxilina. As lavagens realizadas entre as etapas relatadas, durante
o método, foram feitas com tampéao fosfato de s6dio 100mM ©).

As marcagOes teciduais foram analisadas por microscopia Optica, com a
objetiva de grande aumento (40x), sendo consideradas positivas e negativas. O
critério de positividade foi de acordo com Nascimento et al (2015) @9, determinando
como positiva as biépsias que apresentava mais de 50% do tecido vascular marcado.
Todos os dados foram compilados no Excel v. 2016 e analisados através do software
Graphpad prism v. 6, utilizando os testes t-student e teste exato de Fisher, acatando
como significativo o valor de p menor ou igual a 0,05.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
do Centro Universitario Tabosa de Almeida (ASCES-UNITA), sob o protocolo de



namero 2.396.646. Para esse trabalho foi solicitado a dispensa do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), tendo em vista que a pesquisa se voltou
apenas para o uso de amostras biolégicas fornecidas pelo SAME, ndo havendo
contato com os pacientes. Durante toda a pesquisa foi seguido os aspectos éticos
contidos na Resolucéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude.

RESULTADO
Adenocarcinoma prostatico (AP)

A correlacdo entre os dados clinico-histopatolégicos correspondentes ao
estadiamento Gleason, estadiamento TNM, idade, PSA total, e imunoexpressdo de
FUT3 e FUT6 em tecido vascular de AP, ndo demonstraram resultado significante
(tabela 1). Durante a avaliacdo das marcacdes vasculares, foi possivel observar que
as poucas amostras positivas apresentaram marcagfes apenas o endotélio vascular,
com ambas as FUTSs utilizadas.

Tabela 1- Correlagédo entre dados clinico-histopatoldgicos das amostras de AP e imunoexpresséo de
FUT3 e FUT6 em vasos sanguineos.

Variaveis Total (%) FUT 3 p* FUT 6 p*

+ - + -

Idade (anos)

50 a 59 03 01 02 00 03
(10%)
0,2238 0,1844
60 a 69 20 01 19 03 17
(66,7%)
70a79 07 00 07 02 05
(23,3%)
Gleason
6 06 00 06 02 04
(20%)
7 22 02 20 03 19
(73,3%) 0,2035 0,2668
8 01 00 01 00 01
(3,3%)
9 01 00 01 00 01
(3,3%)
Classificacado T
T2 16 01 15 02 14
(53,3%) 0,2080 0,1970
T3 09 01 08 01 08
(30%)
SIN** 05
(16,6%)

Classificacdo N




NO 16 01 15 03 13

(53,3%) 0,2080 0,1866

NX 09 01 08 01 08
(30%)

SIN** 05
(16,6%)

Classificacéo

M

MX 25 03 22 04226 4 o3 04226
(83,3%)

SIN** 05
(16,6%)

PSA total

<5 07 00 07 02 05
(23,3%)

6-12 18 02 16 0,1066 03 15 0,1562
(60%)

12,1-18 04 00 04 00 04
(13,3%)

SIN** 01
(3,3%)

* Teste utilizado na andlise estatistica: t-student.
**S/N: dados nao informados

Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB)

Ao realizar a correlacdo entre idade e a imunoexpressao de FUT3 e FUT6 em
tecido vascular de HPB, obtivemos resultado significativo na avaliacdo de expresséo
de FUT3 (p=0,0354) (tabela 2). Na analise entre dosagens de PSA e imunoexpressao
de FUT3 e FUT6 nao obteve-se resultados significativos (tabela 2). As amostras com
marcacfes positivas tanto para FUT3 como FUTG6, tiveram uma maior prevaléncia de
marcacfes no endotélio vascular e menos de 3% das amostras com marcacao na
tunica média e adventicia.

Tabela 2- Correlagdo entre dados clinicos das amostras de HPB e imunoexpressao de FUT3 e FUT6
em vasos sanguineos.

Variaveis Total (%) FUT 3 p* FUT 6 p*
+ - + -
Idade
>50 a 59 5 00 05 04 01
(16,6%)
>60 a 69 09 02 07 01 08
(30%) 0,0354 0,9245
>70a79 11 01 10 07 04
(36,6%)
>80 04 01 03 03 01

(13,3%)




S/N** 01

(3,3%)
PSA total
<5 09 01 08 04 05
(30%) 0,0591 0,3828
6-12 08 00 08 05 03
(26,6%)
12,1-18 07 02 05 05 02
(23,3%)
S/IN 06
(20%)

* Teste utilizado na analise estatistica foi t-student.
** S/N: dados ndo informados

Correlacionando a imunoexpressao de FUT3 e FUT6 em tecido vascular e os
tumores, observou-se em AP que nao houve correlagéo significativa de expresséo
(p=0,7065), jA em HPB houve uma correlacao significativa entre a imunoexpressao de
FUT3 e FUT6 (p=0,0220) (Figura 1).
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 1 - A) Imunoexpresséo entre FUT3 e FUT6 em tecido vascular de AP. B) Imunoexpressao
entre FUT3 e FUT6 em tecido vascular de HPB. * Teste exato de Fisher.

DISCUSSAO

Apbs a processo de tradugdo génica, as proteinas sofrem modificacbes pos-
traducionais no reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi, apresentando como a
principal modificacdo a Glicosilacdo (9. Esse processo consiste na adicdo de
carboidratos a proteinas por meio das glicosiltransferases, enzimas com potencial de
insercdo dos mais diversos carboidratos, e também na retirada especifica dos
carboidratos da cadeia glicidica, por meio das glicosidases, formando um mecanismo
altamente controlado por atuacdo enzimatica (17,

A fucosilacdo € um processo presente em diversos tecidos normais, com
alteracdes benignas ou malignas, sendo essencial para a comunicacéo celular. Este
processo acontece diante da atuacao das fucosiltransferase (FUTs) FUT3 e FUT6 que
fazem parte do grupo alfa 1,3/ 4-FUTs (FUTs 3, 4, 5, 6, 7 e 9) e estdo envolvidas na
sintese de Sialyl Lewis x, com fungdo de reconhecimento celular e transducgéo de
sinais por meio das selectinas na superficie celular. A alta expressao dessas FUTSs,



tanto na superficie das células tumorais malignas e benignas, como também nas
células endoteliais, vem sendo relacionadas com maior invasdo e metastase dos
tumores (18-

Com o avancar da idade, a préstata tende a aumentar de volume e sofre
mudancas e/ou processos inflamatorios, por estimulo hormonal continuo, sendo esse
um dos principais fatores para o desenvolvimento de AP e HPB (19, Segundo o
Instituto Nacional do Cancer (2019) @9 o AP afeta principalmente homens acima de
65 anos de idade, como também Lin et al (2017) @Y declarou em seu trabalho uma
prevaléncia de HPB em homens que estdo na sexta década de vida. Esses dados
corroboram com nosso estudo que apresenta maior quantidade dos pacientes com
AP com idade entre 60 a 69 anos e maior quantidade de pacientes acima de 70 anos
com HPB.

Diante da avaliacdo da imunoexpresséao das proteinas FUT3 e FUT 6 no tecido
vascular de AP e HPB, ndo sdo encontrados estudos iguais ou semelhantes na
literatura. Os resultados obtidos pelo nosso trabalho demonstrou uma baixa
positividade tanto para FUT3 como para FUT6 no tecido vascular das amostras de AP
e HPB.

Em estudo com células do tumor prostatico, Yin et al (2010) 2, utilizaram RNA
de interferéncia (iRNA) na terapia de cancer de préstata, mostrando uma diminuicao
na expressao de FUT3 e consequente inibicdo do crescimento celular, reducédo da
taxa de migracdo e invasdo. Esse achado, pode revelar um menor potencial de
metastase e invasdo do tumor maligno, principalmente nos tumores com menor
gleason e sem metastase loco regional, como evidenciado em nosso estudo. No
cancer colorretal, a utilizacdo de miRNA para seu controle apresentou como resultado
areducao da expressado de FUT 5 e FUT6 nas células tumorais e consequente inibicéo
da proliferacédo, migracédo, invasdo e angiogénese de células malignas 3.

Dwek et al (2010) ? em estudo avaliaram a fucosilacdo do PSA, observando
o produto final da atuacdo das FUTs através do Ensaio de Lectina Imunossorvente
Ligado a Enzimas em pacientes com HPB, supondo que a fucosilacdo do PSA seria
proporcional a fucosilagdo das células hiperplasicas. Os resultados obtidos em seu
trabalho relataram que pacientes com HPB ndo apresentam altera¢des nos niveis de
fucosilagcdo entre as suas amostras biologicas. Em contrapartida, nosso trabalho
observou uma maior expressao de fucosiltransferases no endotélio das biopsias
diagnosticadas com HPB, quando comparado com as amostras de AP, destacando-
se a FUT6. Porém, ndo houve resultado significativo de expressao de FUT3 e FUT6
em relacdo a dosagem de PSA, tanto em HPB como em AP. Se faz necessario
avaliacdo da fucosilacdo da molécula de PSA em amostra sanguinea.

No estudo de Vasconcelos et al (2013) ®), houve maior expressdo da FUT6
comparada a FUT3 em células tumorais de AP e HPB, através da imunohistoquimica,
destoando de nosso estudo. Compreendendo que o tecido vascular tem funcéo e
maquinaria molecular divergente das células glandulares, e que sao células
saudaveis, ha possibilidade de diferencas na expressao de glicosiltransferases, e
consequentemente, mudancas na formacdo de glicoconjugados, justificando as



diferencas de imunoexpressdo quando ha comparacao entre células pertencentes a
tumores (malignos e benignos) prostaticos.

Desta forma, a baixa expressédo de FUT3 e FUT6 no tecido vascular de AP e
HPB, demonstra um potencial de melhor progndstico para os pacientes, pois segundo
estudos de Esposito et al (2019) @9, essas fucosiltransferases expressas estdo
altamente envolvidas em processos de metastase dssea e progressao tumoral.

CONCLUSAO

Diante da avaliacdo dos dados clinico-histopatoldgicos, concluiu-se que o0s
pacientes idosos e com PSA alterado demonstram sinal de alerta para doencas
prostaticas. Quando diagnosticados com AP, geralmente apresentam grau de
estadiamento intermediario, levando muitas vezes a melhor resposta terapéutica e
prognodstico. Ao avaliar a imunoexpressao, ha diferenca de expressdo de FUT3 e
FUT6 em AP e HPB, porém apresentando poucos casos positivos, sugerindo um
melhor progndéstico e menor poder de invasdo e metastase dos tumores malignos
prostéticos. Porém, fica a olhos vistos, a necessidade de mais estudos para avaliacéo
da expressédo de proteinas envolvidas na glicosilacdo de tecido vascular de tecidos
com diagnéstico de AP ou HPB.
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