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TR resumo

Prostata A imuno-histoquimica é uma técnica de grande ajuda no diagndstico de doencas da prostata, incluindo
os tumores. De igual importéncia, a andlise digital de imagens vem sendo cada vez mais utilizada em
estudos de alteracdes na prostata. O presente estudo teve como obijetivo quantificar morfometricamente
Anilise digital de imagens a expressdo da galectina-3 através da imuno-histoquimica em tecidos de préstata normal (PN), hiper-
plasia benigna da préstata (HPB) e adenocarcinoma prostatico (AP). Fragmentos cirdrgicos de tecido
prostético com AP (n=10), HPB (n=12) e PN (n = 10) foram fixados em formalina, submetidos a rotina
histolégica e embebidos em parafina. Foram feitos cortes histol6gicos (4um) montados em ldminas e
corados com hematoxilina e eosina (HE) para confirmar o diagnéstico. As amostras teciduais selecionadas
foram incubadas com anticorpo monoclonal antigalectina-3 por uma hora em temperatura ambiente
(37°C) e entdo incubadas com um anticorpo secundario. A revelacao foi realizada apés incubacéo com
diaminobenzidina (DAB) e peréxido de hidrogénio. A anélise morfométrica foi realizada mediante uma
estacdo de andlise digital de imagens, que consiste num microscépio éptico acoplado a uma camera
digital ligada a um computador equipado com o software de analise OPTIMAS®. Nas células de adeno-
carcinoma foi observada diminuicao significativa na marcacéo (p < 0,001) da imuno-histoquimica para
galectina-3. A partir da andlise digital de imagens das éreas médias marcadas obtivemos os seguintes
resultados: HPB (875,9 + 52,Tum?), AP (120,2 £ 23,3um?) e PN (238,4 £ 27,6um?). Os diferentes perfis
de expressao da galectina-3 diferenciaram as células neoplésicas da prdstata de células normais e de-
monstraram significativas alteracbes na expressao da galectina-3 nas lesdes tumorais investigadas.
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abstract ISE
Immunohistochemistry helps pathologists in the diagnosis of prostatic diseases, mainly carcinomas. Equally impor- | prostate
tant, digital image analysis is being increasingly used to study alterations in the prostate. The present work aims to
morphometrically quantify the immunostain of galectin-3 expressed in normal prostate (NP), benign hyperplasia
(BH) and prostatic adenocarcinoma (PA) in humans. Immunohistochemistry was developed using monoclonal | bigital image analysis
anti-galectin-3 antibody. Surgical specimens from different patients with BH (n=12), PA(n=10) and NP (n = 10)
were fixed in formalin, processed and embedded in paraffin. Hematoxylin and eosin staining was used to confirm
the diagnosis. Tissue slices (4um) were incubated with anti-galectin-3 antibody solution for one hour at room
temperature and then incubated with a secondary anti-body conjugated to peroxidase (30 minutes). The stain
pattern was visualized with diaminobenzidine (DAB) and hydrogen peroxide. Image analysis was carried out using
aworkstation consisting of a standard light microscope equipped with a digitalizing camera connected to a desktop
personal computer. Image storage and retrieval was managed using the OPTIMAS® software system. For prostatic
adenocarcinoma cells a significant decreased (p < 0.001) staining pattern for galectin-3 was observed. Computer
image analysis detected stained areas of atypic prostatic cells: BH (875.9 + 52.1um?), PA (120.2 + 23.3um?) and
NP (238.4 + 27.6um?). The different patterns of galectin-3 expression distinguished the neoplasic cells from normal
prostatic ones and significant alterations in the galectin-3 expression into the studied tumor lesions.
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Introducgéo

Neoplasias sdo desordens do crescimento e da diferen-
ciacdo celular que se manifestam como tumores formados
por uma massa de células atipicas, resultantes de uma série
de mudancas bioquimicas no ambiente celular®.

A fim de mapear alteracdes especificas que ajudem o
entendimento da progressdo dos tumores, diversos traba-
lhos tém utilizado histoquimica e imuno-histoquimica de
proteinas relacionadas a certas lesdes tumorais* 4,

As galectinas vém sendo largamente utilizadas como
ferramentas imuno-histoquimicas para descrever alteracdes
na superficie das células tumorais. Essas alteracdes séo
associadas ao crescimento de células tumorais na indugéo
de apoptose ou metéstase® 2.

Alteracdes na expressao de glicoconjugados séo fre-
quentemente observadas em tumores, entre os diversos
distarbios celulares que resultam em neoplasias. Apesar
disso, estudos acerca das alteracdes na glicosilagao celular
em determinados estagios da carcinogénese prostatica séo
escassos®.

Nas neoplasias prostaticas, a analise histopatoldgica tem
grande relevancia clinica. Exames histolégicos e sorol6gicos
descrevem aspectos muito importantes, possibilitando
0 monitoramento da evolucdo da doenca®. Contudo,
os métodos imuno-histoquimicos, quando analisados de
forma qualitativa, tém apresentado grande disparidade e
variabilidade de resultados entre diferentes observadores.
Assim, a fim de prover uma escala numérica e reprodutivel
dos padrdes de marcacdo dos tecidos, aumentando a sen-
sibilidade e o controle de qualidade das analises, tem-se
buscado cada vez mais refinamentos tecnolégicos através
de métodos morfométricos automatizados© 3.

A andlise digital de imagens somada aos novos mé-
todos da biologia molecular vem sendo cada vez mais
utilizada no estudo das neoplasias da prostata® ™. A
reconstrucdo tridimensional microscépica do adenocarci-
noma prostatico tem sido cogitada como nova ferramenta
para auxiliar o prognéstico e o diagndstico desse tipo
de tumor®. A interpretacdo dos resultados das técnicas
histoquimicas somada aos métodos computacionais de
andlise de imagens esta sendo bastante (til, especialmente
nos casos onde as suspeitas clinicas de cancer prevalecem
depois de biépsias com resultados negativos pelos méto-
dos tradicionais®@”.

Apesar de todas as inter-relacdes feitas de imuno-
histoquimica com galectinas e células tumorais, existem
poucos trabalhos demonstrando a eficiéncia do emprego

dessa técnica na marcacdo de lesdes tumorais de prostata,
benignas ou malignas. Parece haver ainda muitas aplicagdes
reservadas para esse promissor campo de investigacéo.

Assim, este estudo objetiva avaliar as diferencas entre
lesdes benignas e malignas da prostata refletidas na sua ex-
pressédo de carboidratos através da imuno-histoquimica com
a galectina-3 e andlise computadorizada de imagens.

Metodologia

Selecdo de casos

Foram escolhidos blocos de parafina contendo fragmen-
tos de tecido prostético anteriormente diagnosticados com
adenocarcinoma prostatico (n=10) ou hiperplasia prostatica
benigna (HPB, n = 12), dos arquivos do setor de patologia
do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), 6rgéo
suplementar da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
e de um laboratério particular do Recife. Para controle, foram
utilizados fragmentos de prostata (n = 10) sem distdrbios
de natureza anatdmica ou funcional, recolhidos do Servico
de Verificacdo de Obito (SVO) da Universidade Federal de
Pernambuco. Todas as amostras foram oriundas de homens
com idades entre 45 e 80 anos (média = 62,2 anos).

O protocolo experimental desenvolvido no presente
trabalho foi submetido e aprovado pelo comité de ética
de pesquisas envolvendo seres humanos da Universidade
Federal de Pernambuco (Centro de Ciéncias Bioldgicas
[CCB/UFPE], oficio 155/2005).

Processamento histologico

Os fragmentos teciduais selecionados para controle
foram fixados em formalina a 10%, submetidos a rotina
histoldgica e incluidos em parafina; em seguida confeccio-
naram-se os blocos. De todos os blocos foram obtidos cortes
com 4pm de espessura, montados em laminas histolégicas
silanizadas, coradas por hematoxilina e eosina e analisadas
por um patologista (C.A.B.L.), confirmando a hipétese
clinica de acordo com os achados histopatolégicos. Para
discriminacdo dos tumores foi empregada a classificacdo
da Organizacdo Internacional de Classificacdo Histoldgica
de Tumores (Heenan et al., 1996).

Imuno-histoquimica para galectina-3

Foi testada a imunorreatividade da antigalectina-3 con-
jugada a peroxidase (Sigma, USA) utilizando o protocolo
desenvolvido por Hsu et al. (1981). Os tecidos foram des-
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parafinizados em xilol e hidratados em alcool (70%-100%).
As laminas com tecidos prostéaticos (4um) foram incubadas
com tampdo citrato a 100°C por 30 minutos sob vapor
Umido, lavadas (por cinco minutos) com solugdo tampéo
salina de fosfato (PBS) e incubadas com soro de carneiro
liofilizado (a fim de evitar reacdes cruzadas), em seguida
incubadas com peréxido de hidrogénio por cinco minutos e
lavadas normalmente com PBS, sendo incubadas com uma
solucdo contendo anticorpo monoclonal antigalectina-3 (na
diluicdo 1:400) por 30 minutos, em temperatura ambien-
te (37°C). Em sequida, os tecidos foram incubados com
anticorpo secundario biotinilado (Kit LSAB DAKO/USA). A
revelacdo do anticorpo foi obtida através da reacdo da en-
zima peroxidase visualizada pela incubacéo dos tecidos em
uma solu¢do contendo diaminobenzidina (DAB + H,0,). Os
cortes foram contracorados com hematoxilina e analisados
em microscépio optico (Olympus BH-2, Japéo).

Analise computadorizada de imagens

Imagens digitais foram capturadas das laminas histol6-
gicas com um sistema de videocamera acoplado a um mi-
croscépio 6ptico (Olympus BH-2), ja utilizado com sucesso
em andlises diagndsticas©?. O sistema interativo de andlise
de imagens utiliza Software OPTIMAS™ e camera digital
CCBBW 410 (Sansung), disponiveis no Departamento de
Patologia da UFPE.

Os perfis de marcacéo da imuno-histoquimica para ga-
lectina-3 (magnificacdo 200x) revelados pela reacdo do DAB
+ peroxidase foram captados pelo ajuste do contraste do
nivel de cinza (gray value). A partir da captura das imagens
dos tecidos marcados com a galectina-3 padronizou-se a
margem de variacao (threshold range).

O parametro morfométrico adotado foi a drea média
total (um?) composta pelo somatério das estruturas cito-
plasméticas marcadas (perfil de marcacdo da imuno-his-
toquimica para galectinas-3) por campo captado (érea de
12.234um?) na lamina histoldgica. A andlise quantitativa
das células marcadas foi realizada por meio de sistema
automatico, estudando-se cinco campos em cada caso.

Para minimizar distor¢des nos valores das medicoes
devido a presenca de células ndo-marcadas, aplicou-se um
fator de corre¢éo (FC) de acordo com a equacgdo FC =s/S,
onde s é o valor da érea superficial marcada e §, a area
total medida®.

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente
utilizando os testes de Tukey e t de Student para um nivel
de significancia (p < 0,05).

Resultados

No presente estudo foi identificada uma expressdo
citoplasmatica da galectina, principalmente nos casos de
HPB (Figura 1) e tecido normal (Figura 2).

Nossos resultados demonstraram que ocorrem altera-
¢es significativas nos padrdes de expressdo da proteina
galectina-3 nas células do epitélio prostatico neoplasico
maligno (adenocarcinoma) (Figura 3) indicando uma re-
ducdo de 50,41% quando em comparacdo com o epitélio
secretor normal (Tabela 1).

Quanto ao sistema computadorizado de imagens uti-
lizado (Sistema OPTIMAS® 6.1), pode-se observar que as
diferentes etapas desde captura (Figura 4), processamento
(Figura 5) e anélise morfométrica das imagens (Figura 6)
foram executadas no minimo espaco de tempo (20 minu-
tos) para cada lamina analisada, o que demonstra que, ap6s
a calibracdo inicial do equipamento, o método proposto
ndo se configura uma técnica muito laboriosa.

Figura 1 - Perfil da galectina-3 em tecido com hiperplasia prostdtica benigna
(magnificagto 200x)

4

Figura 2 - Tecido prostdtico normal evidenciando galectina-3 nas células glandulares
(magnificagdo 200x)
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Figura 3 - Imuno-histoquimica para galectina-3 em tecido prostdtico com
adenocarcinoma (magnificagdo 200x)

Area média de tecidos normais
e tumorais prostaticos marcados

através de imuno-histoquimica
para galectina-3

Tabela 1
Tecido
Hiperplasia prostatica benigna

Area média (pm?)
875,9 + 52,1*
120,2 + 23,3%
238,4 + 27,6

Adenocarcinoma prostatico
Prostata normal
*p < 0,001.
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Figura 4 - Imagem da tela do programa de andlise de imagens (OPTIMAS 6.1),
durante a captura (drea total do campo = 12.234um?)

Mudancas qualitativas e quantitativas nos componen-
tes glicoprotéicos das membranas celulares séo altamente
significativas no desenvolvimento e na progressao de
muitos processos neoplasicos®®. Em células neoplasicas o
aumento no contelido e/ou na expresséo de carboidratos
superficiais tem sido amplamente documentado através
de histoquimica e imuno-histoquimica® *9. As galectinas,
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Figura 5 - Imagem da tela do programa de andlise de imagens (OPTIMAS 6.1),
ajuste do contraste (Caixa de didlogo a direita)
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Figura 6 - Imagem da tela do programa de andlise de imagens (OPTIMAS 6.1), drea
média de células marcadas (Areas teciduais marcadas)

particularmente, estdo sendo testadas como ferramentas
sensiveis, estaveis e de facil utilizacdo para distinguir células
transformadas e nao-transformadas® * 1% 4®),

As galectinas sdo observadas em varios tipos de células e
tecidos, e diversas fungdes sdo descritas para elas. As galectinas
tém recebido cada vez mais atencao cientifica devido as suas
diversas funcdes, ndo sé na glicobioquimica, mas também na
medicina, com possivel acéo farmacolégica. A mais estudada é
a galectina-3, uma proteina com diversos papéis biol6gicos.

No presente trabalho, a reducdo significativa nos pa-
droes de expressdao da galectina-3 em adenocarcinoma
prostéatico corrobora os resultados de trabalhos recentes
que relatam no cancer de préstata uma expressao reduzida
da galectina-3 a medida que ocorre a progressdo da doen-
ca. Em contrapartida, ha maior expresséo dessa proteina
em fragmentos de tecido normal quando comparados a
contraparte maligna®®.
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Muitas galectinas ainda necessitam ser mais precisa-
mente determinadas, o que demonstra que estudos sobre a
expressao tecidual ou a localizagdo intracelular da galectina-
3 sdo importantes no entendimento do comportamento de
alguns canceres(@2 35 43.48),

Em 1986, Gabius et al. publicaram o primeiro trabalho
relatando a expressdo da galectina-3 no carcinoma de
mama. Apds essa descoberta, trabalhos preliminares com-
parando a expressdo da galectina-3 em carcinoma de célon
com o tecido normal adjacente foram realizados®@* 26:42),

Estudos posteriores tiveram como objetivo avaliar a
expressdo imuno-histoquimica da galectina-3 em lesdes
cancerigenas, como em melanoma® 47, fibrossarcoma®"
39,40 células do tumor pancreatico?, adenocarcinoma®@,
leucemia® 2, cancer de célon, de préstata® 33, e de
mama®> 2,

Vérias evidéncias tém demonstrado a importancia das
interacdes de células cancerigenas e residuos de carboi-
dratos durante a progressao do cancer®” *®, sugerindo a
existéncia de grande nimero de moléculas envolvidas nesse
evento biolégico.

As glicoproteinas e os carboidratos da superficie celular
tém papel fundamental na interacéo célula/célula, e mu-
dancas nesses glicoconjugados nas células cancerosas apa-
rentemente estdo associadas a adesdo celular alterada e ao
desenvolvimento das propriedades invasivas do tumor®2.

Chan‘® também demonstrou que alfa e betagalactoside-
os e o acido silico contidos nos glicoconjugados sao expres-
sos pelas células prostaticas neoplasicas. Pode-se constatar
que, em geral, quanto mais anaplasica (desdiferenciada)
torna-se uma célula, mais intensa é a sua marcagao imuno-
histoquimica por determinadas galectinas, o que indica que
a distribuicdo e a natureza dos glicoconjugados superficiais
foram alteradas®“®.

Esta claro que a galectina-3 possui diversas fun¢des na
patogenia do céncer, na proliferacdo e na disseminacao
das metéstases. Além disso, foram encontradas alteracdes
nado somente na expressdao membranar da galectina-3, mas
também na sua distribuicao intracelular em determinados
celularest®“®),

Nas amostras estudadas neste trabalho, foi constata-
do aumento médio de 367,4% quando em comparagdo
com a expressao da galectina-3 entre tecidos com HPB
e tecidos prostaticos normais, o que corrobora estudos
anteriores 510.48),

E interessante notar que a localizacdo citoplasmética
da galectina-3 esta relacionada com eventos inibidores da

progressao tumoral, visto que sua localizagdo celular parece
variar durante a carcinogénese® > 22 36 48 Entretanto, a
transformacéo maligna de células da tiredide é acompa-
nhada de uma concentracdo intensa de galectina-3 com
perfil exclusivamente membranar®?.

Diversos trabalhos tém demonstrado comportamentos
antagdnicos no que se refere a expresséo de galectinas em
lesdes prostaticas® > 1% ®. No trabalho de Ellerhorst™® a
galectina-1 foi expressa nos fragmentos de préstata nor-
mal, neoplasia intra-epitelial prostatica e adenocarcinoma.
Entretanto, a galectina-3 apresentou expressdo diminuida
em adenocarcinoma e metastases do cancer de préstata
em comparagdo com o tecido normal e o HPB. Esse resul-
tado confirma os dados obtidos por este estudo quando
comparamos 0s casos de adenocarcinoma prostatico com
tecido normal e lesdo benigna (HPB).

De acordo com os dados encontrados neste estudo
pode-se sugerir que a diminuicdo na expressao da galec-
tina-3 estd associada a progressdo do cancer de préstata.
Contudo, sdo necessarios mais estudos principalmente
devido ao fato de que o aumento na expressdo da galecti-
na-3 em alguns tecidos e sua diminuicao em outros indica
sua diferente funcao nas diferentes patologias nos tecidos,
ora agindo como fator de desenvolvimento tumoral, ora
protegendo contra a progressdo do tumor.

Tanto na prética clinica como em trabalhos experimentais
€ de fundamental importéncia a utilizacéo de métodos para
quantificar parametros relevantes observados na formacéo de
tecido tumoral. Alguns métodos morfométricos semiquanti-
tativos tém sido utilizados, porém demandam maior tempo,
sao trabalhosos e os resultados nado sao precisos. Atualmente
€ possivel obter determinacéo quantitativa através de analise
digital de imagens. Esse método tem sido altamente validado
devido a resultados precisos quando comparado aos métodos
de score semiquantitativos e/ou descritivos®@.

A partir dos resultados da analise morfométrica utilizan-
do o sistema de analises OPTIMAS™ 6.1, pode-se constatar
a eficiéncia desse sistema para avaliar tecidos marcados com
a técnica de imuno-histoquimica.

Todavia existem algumas limitagdes, como padronizacédo
(calibragdo), alto preco do equipamento e longo periodo de
treinamento, que podem ser as causas da lenta implantacdo
dessa metodologia nos laboratérios de patologia, tanto para
uso na rotina histoldgica como para utilizagdo em imuno-
histoquimica de tecidos com lesdes tumorais®.

Poucos trabalhos tém empreendido a utilizacdo de
métodos morfométricos computadorizados para o estudo
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de distdrbios morfolégicos da prdstata® & ™. Entretanto,
aqueles que o fazem relatam os potenciais ganhos para o
entendimento da carcinogénese prostatica, principalmente
como um instrumento de relevante valor progndstico.

A quantificagdo morfométrica das lesdes tumorais enfrenta
algumas dificuldades, como a grande variedade histoldgica,
a etiologia e a evolucdo natural da doenca, a distribuicdo e a
composicdo bioquimica bastante varidvel dos tumores®@.

Dessa forma, de acordo com os dados qualitativos
(imuno-histoquimica) e quantitativos (anélise de imagens)
obtidos, pode-se constatar que as galectinas podem servir
como importantes sinalizadores das alteracdes bioquimicas
especificas nas células, com isso auxiliando na distincdo
entre lesdes tumorais benignas e malignas da prostata.

Conclusoes

A partir dos resultados obtidos conclui-se que houve
reducdo estatisticamente significativa na expressao tecidual
de galectina-3 em células do adenocarcinoma prostatico
(50,41%) quando comparadas ao tecido normal.

Todas as amostras de hiperplasia prostatica benigna
apresentaram aumento significativo na expressao celular
da galectina-3 (367,4%) quando comparadas com a con-
traparte maligna e o tecido normal.

O sistema de andlise de imagens utilizado (OPTIMAS™
6.1) demonstrou ser ferramenta eficiente na quantificagdo
da expressao citoplasmética da galectina-3 pela técnica de
imuno-histoquimica.
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