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Caracterizacio imunoistoquimica de neoplasias de bexigas
associadas a hematuria enzodtica bovina

Immunohistochemical characterization of neoplasms of the urinary
bladder associated with bovine enzootic hematuria

Maria Aparecida da Silva'; Julio Lopes Sequeira?;
Ana Paula Madureira®; Louisiane Carvalho Nunes*

Resumo

A hematuria enzodtica bovina é caracterizada pelo desenvolvimento de lesdes hemangiomatosas
relacionadas a diversos tipos de processos neoplasicos de origem epitelial ¢ mesenquimal. O uso de
biomarcadores pode auxiliar na classificagdo tumoral. Objetivou-se com este trabalho determinar a
histogénese das lesoes neoplasicas encontradas em bexigas, de animais da microrregido do Caparao, ES
com hematiiria enzootica bovina. Para isto foi realizada a imunoistoquimica com os anticorpos primarios:
anti-vimentina, anti-citoqueratina, anti-CD31 e anti-uroplaquina. As neoplasias encontradas foram
carcinoma urotelial, carcinoma in sifu, adenocarcinoma, hemangioma, mixoma ¢ hemangiossarcoma. As
marcagdes da citoqueratina em neoplasias epiteliais e da vimentina em neoplasias mesenquimais foram
significativas (p<0,05). CD31 mostrou positividade em todos os vasos de todas as amostras, no entanto,
a marcagao foi significativa (p<0,05) nas células endoteliais tumorais das neoplasias mesenquimais de
origem vascular, como hemangiomas e hemangiossarcomas. A marcagao da uroplaquina III foi diferente
nos diversos tipos neoplasicos e ndo demonstrou diferenca significativa (p>0,05). Em relacdo ao tipo de
marcacao no urotélio, observou-se que a maioria das neoplasias mostrou marcagao atipica, entretanto,
nos hemangiossarcomas nao houve marcacao do urotélio em nenhuma das amostras. A analise estatistica
de Spearman revelou correlagdo positiva (r= 0,63, p= 0,05) entre vimentina e CD31 e entre citoqueratina
e uroplaquina (r= 0,61, p= 0,05). Concluiu-se que os biomarcadores anti-citoqueratina, anti-vimentina
e anti-CD31 sdo importantes para o diagnostico das neoplasias epiteliais, mesenquimais e vasculares,
respectivamente. E possivel utilizar em associagdo vimentina ¢ CD31 em neoplasias mesenquimais
vasculares e citoqueratina e uroplaquina em neoplasias epiteliais. A uroplaquina demonstrou-se um
marcador efetivo ndo somente para o diagnostico tumoral, mas também para a avaliagdo da integridade
urotelial.
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Abstract

Bovine enzootic hematuria is characterized by the development of hemangiomatous lesions from several
types of neoplastic processes, from epithelial and mesenchymal origin. In this research the histogenesis
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of neoplastic lesions found in bladder of bovines with enzootic hematuria from Caparad microregion in
the state of Espirito Santo, Brazil was determined. To accomplish this objective, immunohistochemical
analysis was performed with primary antibodies: anti-vimentin, anti-cytokeratin, anti-CD31 and
anti-uroplakin. Neoplasms found included urothelial carcinoma, in situ carcinoma, adenocarcinoma,
hemangioma, myxoma e hemangiosarcoma. Immunohistochemical staining of cytokeratin in epithelial
neoplasms and vimentin in mesenchymal neoplasms was significant (p<0.05). CD31 was positive in
all the vessels of all samples, however, the staining was significant (p<0.05) in the tumor endothelial
cells of the vascular mesenchymal neoplasms, as in hemangiomas and hemangiosarcomas. Uroplakin
IIT staining was uneven in several neoplastic types and showed no significant difference (p>0.05). Most
neoplasms showed an atypical uroplakin staining on urothelium and, in the case of hemangiosarcomas
there was no staining of the urothelium at all. The Spearman statistical analysis revealed a positive
correlation (r= 0.63, p= 0.05) between CD31 and vimentin and between cytokeratin and uroplakin
(rs=—0.61, p= 0.05). It was concluded that biomarkers anti-cytokeratin, anti-vimentin and anti-CD3 1
are important for the diagnosis of neoplasms epithelial, mesenchymal and vascular mesenchymal,
respectively. It is possible to use vimentin and CD31 in association in vascular mesenchymal neoplasms
and cytokeratin and uroplakin in epithelial neoplasms. The uroplakin is an effective marker, not only for

tumor diagnosis, but also to evaluate the urothelial integrity.
Key words: Cytokeratin, vimentin, CD31, uroplakin III, bovine enzootic hematuria

Introducio

A ingestao por bovinos, de Pteridium aquilinum,
conhecida samambaia,

em uma quantidade inferior a 10g kg'dia™,

vulgarmente  como
durante um ou mais anos pode ocasionar uma
doenca ndo infecciosa e cronica denominada
hematuria enzoodtica bovina (HEB) (TOKARNIA;
DOBEREINER; PEIXOTO, 2000). A HEB ¢
caracterizada pelo desenvolvimento de neoplasias
na mucosa da bexiga dos bovinos e desencadeia a
presenca de sangue na urina (RADOSTITIS et al.,
2007). O papilomavirus bovino (BPV) associado a
intoxicagao por samambaia pode estar envolvido na
patogénese da doenca (CAMPO et al., 1992).

As bexigas dos animais acometidos por
HEB podem conter em suas paredes lesdes
hemangiomatosas relacionadas a diversos tipos
de processos neopldsicos de origem epitelial e
mesenquimal  (TOKARNIA; DOBEREINER;
PEIXOTO, 2000). E um mesmo animal pode
apresentar em sua bexiga mais de um tipo de
neoplasma com histogénese variada (PEIXOTO et

al., 2003; GABRIEL et al., 2009).

Apesar da diversidade tumoral encontrada
nas bexigas de animais com HEB nao had um

esclarecimento histologico acurado das variantes

das neoplasias destas bexigas (BORZACCHIELLO
etal., 2004), enquanto que em humanos ha descrigdo
detalhada de diversas variantes de carcinoma
urotelial, por exemplo (MOSTOFT; DAVIS, 1999).

Utilizar a imunoistoquimica, que combina
técnicas histologicas, imunologicas e bioquimicas,
a fim de detectar antigenos tissulares in situ
por meio de anticorpos especificos € moléculas
marcadoras, pode estabelecer o diagndstico preciso
das neoplasias e suas origens (RAMOS-VARA,

2005).

Por meio da técnica de imunoistoquimica, os
tumores epiteliais como papilomas e carcinoma
para marcadores
biomoleculares como citoqueratina e uroplaquina
I (RAMOS-VARA, 2005), e para os tumores
de origem mesenquimal, como os vasculares, a

transicionais sao positivos

vimentina e o CD31 podem ser mais especificos
(TORRES-OLIVEIRA et al, 2001; RAMOS-
VARA, 2005).

As citoqueratinas englobam uma grande gama
de proteinas filamentares de tamanho médio que
compdem o citoesqueleto das células epiteliais
(MOLL et al., 1982). Os anticorpos monoclonais
AE1 podem identificar citoqueratinas acidas (baixo
peso molecular 56,5 kDa), enquanto os anticorpos
monoclonais AE3 identificam citoqueratinas basicas

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 34, n. 1, p. 281-292, jan./fev. 2013



Caracterizag@o imunoistoquimica de neoplasias de bexigas associadas & hematiria enzodtica bovina

(alto peso molecular de 65 a 67 kDa) (SCHLEGEL
et al., 1980).

As uroplaquinas sdo encontradas nas células
superficiais do urotélio, principalmente em estagios
avancados de diferenciacao urotelial ¢ formam um
complexo extremamente insoluvel. Foram isoladas
da bexiga de bovinos trés tipos de uroplaquina de
acordo com seus pesos moleculares uroplaquina I
(27 kDa), uroplaquina II (15 kDa) e uroplaquina I1I
(47 kDa). No entanto, as uroplaquinas I e II foram
encontradas apenas na superficie do urotélio, e a
uroplaquina III foi encontrada em todas as camadas
do urotélio maduro (WU et al., 1990).

Posteriormente Yu et al. (1994) constataram
na bexiga de bovinos que ha duas isoformas para
a uroplaquina I, uroplaquina Ia com 27 kDa e
uroplaquina Ib com 28 kDa. Os quatro tipos de
uroplaquina, la, Ib, II e III foram encontradas
também no urotélio de bexigas de humanos,
macacos, ovinos, suinos, caninos, coelhos, ratos e
camundongos (WU et al., 1994).

Nas células de origem mesenquimal como os
fibroblastos, células endoteliais, leucocitos e células
mioepiteliais a vimentina € o principal filamento
intermedidrio que compde o citoesqueleto e
participa na arquitetura celular, integridade tecidual,
adesdo, migragao e sinalizagdo celular (IVASKA et
al., 2007).

A molécula de adesdo celular endotelial
plaquetaria 1 (PECAM-1) também conhecida como
CD31 mantém a integridade endotelial através da
adesdo célula-célula ou célula-matriz extracelular e
auxiliana passagem das células sanguineas paraa luz
dos vasos (BEHAR et al., 1996; BLANKENBERG;
BARBAUX; TIRET, 2003; LISTI et al., 2004), pode
se expressar na superficie de células endoteliais,
plaquetas e leucocitos (ELRAYESS; TALMUD,
2005), como macréfagos e histiocitos (AKIBA et
al., 2011).

O biomarcador CD31 foi utilizado de forma
eficiente em humanos

de

para o diagnoéstico

angiossarcomas (POHAR-MARINSEK;

LAMOVEC, 2010) e no diagnostico de
hemangiossarcoma em macaco aranha de cara

vermelha (CASAGRANDE et al., 2009).

Devido a existéncia de muitos casos de HEB,
56,4% de prevaléncia na microrregiao do Caparao,
sul do estado do Espirito Santo, (SILVA et al.,
2009), objetivou-se com este trabalho determinar a
histogénese das lesdes neoplasicas encontradas em
bexigas, bem como, identificar e classificar novas
variantes tumorais, de animais da microrregiao do
Caparad, ES com hematiria enzodtica bovina, por
meio da imunoistoquimica com os biomarcadores
anti-CD31 e

anti-vimentina, anti-citoqueratina,

anti-uroplaquina.

Material e Métodos

No matadouro frigorifico de Muniz Freire, ES,
foram selecionadas 26 bexigas de bovinos machos
e fémeas, oriundos de propriedades localizadas em
municipios da microrregido do Caparad, ES com
histérico da presenga de Preridium aquilinum e que
apresentavam neoplasias.

As
seccionadas no sentido caudo-cranial pela face

bexigas avaliadas foram previamente
ventral do orgdo para constatagdo da presenga
de

como hemorragias

hematiria e/ou de lesdes macroscopicas,

focais e difusas, lesdes
hemangiomatosas e papilomatosas. Juntamente
com a bexiga inteira foi coletada a urina, em tubos

de vidro de 10 mL.

As bexigas foram acondicionadas separadamente
em sacos plasticos transparentes, identificadas
quanto a procedéncia, e colocadas junto com os
tubos de urina devidamente identificados em caixas
isotérmicas com gelo para o transporte ao Hospital
Veterinario da UFES. No Setor de Patologia Animal
a urina foi centrifugada a 2500 rpm por 10 minutos
para classificagdo em macro ou microhematuria,
segundo o método descrito por Falbo et al. (2005).

Para uma melhor triagem das lesdes, cada bexiga
foi dividida em quatro quadrantes (A, B, C e D), que
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correspondiam as porg¢des cranial (A e B) e caudal
(C e D) da bexiga, e coletado um fragmento de
cada alteracdo macroscopica observada. Naqueles
quadrantes sem lesdes visiveis, foi coletado um
fragmento do centro do quadrante aleatoriamente.

As amostras foram submetidas ao processamento
histolégico de rotina para inclusdo em parafina.
Em seguida, submetidas a confeccdo de cortes
histologicos de trés micrometros em micrétomo
Estes
laminas histologicas de vidro com extremidade

rotativo. cortes foram depositados em
fosca e corados pelo método Hematoxilina-Eosina
(HE) para uma avaliagdo geral das alteragdes
morfologicas e classificacdo das lesdes de acordo

com Oliveira (2009).

A técnica de imunoistoquimica foi realizada
somente nos fragmentos que apresentaram lesdes
neoplasicas
utilizacdo dos seguintes anticorpos primarios: anti-
vimentina (Monoclonal Mouse Antibody to Porcine
Vimentin (Clone V9) Diagnostic BioSystems®),
anti-citoqueratina  (Mouse  Anti-Human Pan
Cytokeratin Monoclonal Antibody, Clone AE1/AE3,
Biocare Medical®), anti-CD31(Rabbit Anti-Human
CD31 Monoclonal Antibody, Clone SP38, Spring
Biosciense®) e anti-uroplaquina (Mouse Anti-

a0 exame microscopico, com a

Human Uroplakin III Monoclonal Antibody, Clone
AU, Biocare Medical®), previamente padronizados
no Laboratorio de Pesquisa do Servigo de Patologia
Veterinaria da Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, SP. Para padronizacdo dos biomarcadores
anti-vimentina e anti-uroplaquina foram utilizados
cortes de bexiga bovina, anti-citoqueratina cortes de
adenocarcinoma de glandula ceruminosa canino e
para anti-CD-31 cortes de corddo umbilical humano
nas diluigdes de 1:1000, 1:100, 1:800 e 1:200,
respectivamente.

Para a realizacdo da
inicialmente as laminas foram mergulhadas em
alcool a 70% e, depois de secas, imersas em cola
liquida a base de organosilano (A3648 — SIGMA,

St. Louis, E.U.A.). Cortes histologicos

imunoistoquimica,

com

trés micrometros de espessura foram feitos em
micrétomo rotativo e depositados sobre as laminas
com cola. As laminas com os cortes, em seguida,
permaneceram na estufa a 60°C por 24 horas para
fixacdo do tecido a lamina.

O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito
utilizando-se solugcdo de agua oxigenada a 10
volumes com metanol (1:9) por 10 minutos. Para
a recuperacgdo antigénica do material foi utilizada
solucdo tampdo de citrato 10 mM, pH 6,04, em
Pascal (panela de pressdo microprocessada Dako®
Denmark A/S) 125 °C por 30 segundos. O material
foi entdo resfriado por cerca de 20 minutos até atingir
a temperatura ambiente. Apos este procedimento foi
realizada lavagem com Tris (TRIZMA base, D5637
Sigma Chemical® C.O., St. Louis, E.U.A.) pH 7,42.
Em seguida foi realizado o bloqueio de proteinas
inespecificas com leite em p6 Molico® a 3% em Tris
por uma hora, em seguida foi realizada lavagem
com Tris.

A incubacdo com os anticorpos primarios anti-
vimentina, anti-citoqueratina, anti-CD31 e anti-
uroplaquina foi realizada apds a diluigdo, 1:1000,
1:800,1:200 e 1:100, respectivamente, em solugao
de albumina sérica bovina a 0,1% em camara
umida por 18 horas a 4 °C. Apds este procedimento
as laminas foram lavadas com solucdo de Tris e
utilizado o kit NovoLink™ (Novocastra Laboratories
Ltda. RE7140-K) que contém anticorpo secundario
e sistema de amplicacdo por polimeros. Para
visualizagdo da reagdo, os cortes foram tratados
com solu¢do de 3,3’diaminobenzidina (Liquid DAB
— K3466 Dako® Cytomation) durante trés minutos
a temperatura ambiente. Os cortes foram contra-
corados com hematoxilina de Harris, por 8 minutos
e, em seguida, as laminas foram lavadas em agua
corrente por 10 minutos e submetidas aos processos
de desidratacdo e montagem em resina sintética.

Posteriormente, foi realizada a
microscopica do material com o auxilio de
microscopio  oOptico.

classificagdo tumoral verificou-se a marcagao

avaliagdo

Para a confirmacdo da
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positiva para cada biomarcador. No caso do
anticorpo anti-uroplaquina foi considerada também
a forma de marcacdo no urotélio, classificada
como normal ou atipica. A marca¢do atipica foi
caracterizada pela descontinuidade da marcagdo e
presenca de coloragdo heterogénea mais evidente
na por¢do apical da célula, segundo descrito por
Carvalho et al. (2009).

Para a avaliagdo da marcacdo da vimentina,
citoqueratina e CD31 foi utilizado o teste de Qui-
quadrado acompanhado do teste exato de Fisher.
Para avaliacdo da expressdo da uroplaquina foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis acompanhado
do teste post hoc de Dunn. Para avaliar a correlagao
entre a marcagao dos anticorpos foi realizado o teste
de Spearman. Todos os testes foram realizados ao
nivel de 5% e a estatistica descritiva foi utilizada
para a classificacao histomorfoldgica das lesoes.

Resultados e Discussao

Na avaliacdo das 26 bexigas, 50% (13/26)
apresentaram apenas um tipo neoplasico, 26,93%
(7/26) dois tipos neoplasicos, 15,38% (4/26) trés
tipos neoplasicos e 7,69% (2/26) quatro tipos
neoplasicos.

53,85%
(14/26) das bexigas apresentaram neoplasias de

Dentre as neoplasias encontradas,
origem epitelial e 88,46% (23/26) neoplasias de
origem mesenquimal. Em 38,46% (10/26) das
bexigas foram encontradas neoplasias de origem
epitelial e mesenquimal, em 23,08% (6/26) mais
de um tipo de neoplasia de origem epitelial e em
15,38% (4/26) mais de um tipo de neoplasia de
origem mesenquimal. As neoplasias de origem
epitelial foram: carcinoma urotelial em 34,61%
(9/26); carcinoma in situ em 30,77% (8/26) e
adenocarcinoma em 15,38% (4/26) das bexigas.
As neoplasias de origem mesenquimal foram:
hemangioma em 50% (13/26); mixoma em 42,31%
(11/26) e hemangiossarcoma em 7,69% (2/26) das
bexigas.

Ao
imunoistoquimica constatou-se que a citoqueratina

avaliar os cortes submetidos a
(AE1/AE3) demonstrou expressdo positiva em
100% das neoplasias de origem epitelial, assim
como a expressdo do biomarcador anti-vimentina
foi positiva em 100% das neoplasias de origem
para
quanto para anti-vimentina as células neoplasicas
apresentaram marcagoes citoplasmaticas. As Figuras
1A e 1B ilustram a marcag@o com os anticorpos anti-

citoqueratina e anti-vimentina, respectivamente.

mesenquimal.  Tanto anti-citoqueratina

Houve maior frequéncia de marcagdo da
citoqueratina nas neoplasias epiteliais e da vimentina
em neoplasias mesenquimais mostrando diferenca
significativa (p<0,05). Gabriel et al. (2009) também
observaram em bexiga marcagdo positiva da
citoqueratina e da vimentina em neoplasias epiteliais
€ mesenquimais, respectivamente.

O fato de ter sido encontrado no exame
histopatoldgico das lesdes observadas na bexiga
de bovinos com HEB diversos tipos de processos
neoplésicos de origem epitelial e mesenquimal, em
um mesmo animal estd de acordo com o relatado
por Tokarnia, Dobereiner e Peixoto (2000) e Peixoto
et al. (2003). Esta diversidade tumoral confirma o
potencial carcinogénico da Pteridium aquilinum,
cujos principios toxicos afetam tanto o urotélio
quanto a lamina prépria, formados por tecidos de
origem epitelial e mesenquimal, respectivamente.

Os tipos de tumores carcinoma urotelial,
carcinoma in situ, adenocarcinoma, hemangioma,
mixoma e hemangiossarcoma encontrados neste
estudo sdao semelhantes aos encontrados por
Carvalho, Pinto e Peleteiro (2006). Estes autores
encontraram como principais neoplasias em
animais com HEB tumores malignos e benignos de
origem epitelial e mesenquimal, como carcinoma de
células de transigdo (41,4%), hemangioma (29,5%),
papiloma (9,6%) e hemangiossarcoma (4,9%).
Hemangiomas e hemangiossarcomas também
foram encontrados nos estudos realizados por Souto

et al. (2006) e Gabriel et al. (2009).

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 34, n. 1, p. 281-292, jan./fev. 2013

285



286

Silva. M. A. et al.

As marcagdes observadas no presente estudo
para citoqueratina e vimentina revelaram que cada
biomarcador foi especifico apenas para um tipo
de neoplasia, anti-citoqueratina para neoplasias
epiteliais e para
mesenquimais. Entretanto ha casos de neoplasias
em que ocorre marcagao para os dois biomarcadores
como no mesotelioma (PIACENTI et al., 2004) e
no carcinossarcoma tireoidiano (RODRIGUES et
al., 2007).

anti-vimentina neoplasias

A positividade de marcagdo da citoqueratina
em todos os carcinomas de bexiga do presente
estudo estdo de acordo com Lucena et al. (2011)
que observaram em carcinomas renais bovinos
expressao positiva para citoqueratina (AE1/AE3)
em 100% dos casos avaliados.

O fato de 100% das neoplasias epiteliais terem
sido marcadas pela citoqueratina (AE1/AE3),
enquanto nenhuma das neoplasias mesenquimais
expressou esta marcagdo, deve-se ao fato da
citoqueratina ser um constituinte exclusivo do
citoesqueleto de células epiteliais (MOLL et al.,
1982). A utilizagao do anticorpo pancitoqueratina
AE1/AE3 permite avaliar tanto a presenca de
citoqueratinas acidas quanto basicas (SCHLEGEL
et al,, 1980), o que garantiu eficacia de 100%
nas marcacdes de neoplasias de origem epitelial.
Trindade et al. (2004) observaram marcagao positiva
para a citoqueratina (AE1/AE3) em doenca de Paget
extramamaria em que este anticorpo foi utilizado
para confirmagdo da origem epitelial da lesao.

Por outro lado, a vimentina, por ser constituinte
exclusivo do citoesqueleto de células de origem
mesenquimal (IVASKA et al., 2007), ndo mostrou

marcacdo em nenhuma neoplasia de origem
epitelial neste estudo. Entretanto em schwannomas
e neurofibromas, que sao neoplasias de origem
mesenquimal, esta marcacdo ocorreu em 100% dos
casos (VIOTT et al., 2007).

Ao avaliar o CD31 constatou-se que houve
positividade em todos os vasos de todas as amostras.
A marcacao nas células neopléasicas ocorreu de
forma significativa (p<0,05) na membrana das
células endoteliais tumorais nas amostras de
neoplasias mesenquimais de origem vascular,
como hemangiomas e hemangiossarcomas. A
Figura 1C ilustra a marcacdo do anticorpo anti-
CD31 em amostras de bexiga. Albelda et al.
(1991) preconizaram a utilizagdo do CD31 ao
verificarem marcacdo na superficie de células
endoteliais, semelhante ao observado neste
estudo. A positividade em 100% das neoplasias
mesenquimais de origem vascular é semelhante ao
descrito por Ramos-Vara (2005), comprovado por
Casagrande et al. (2009) em hemangiossarcoma
primario intrauterino em macaco aranha de cara
vermelha e Carvalho et al. (2009) em lesdes do

tecido endotelial de bexigas de bovinos com HEB.

A marcagdo do CD31 foi negativa em 100% das
células neoplasicas dos mixomas e das neoplasias
de origem epitelial, porém houve marcagdo dos
vasos intratumorais, semelhante aos achados de
Giatromanolaki et al. (1997) em carcinoma de
células escamosas e adenocarcinomas pulmonares,
de Yilmazer, Han e Onal (2007) em carcinoma
renal de humanos e de Cristina et al. (2010) em
adenomas de hipdfise. Os mixomas provavelmente
ndo expressaram marcagao para o CD31, pois sdo
constituidos de fibroblastos e tecido mucoide, que
ndo expressam CD31.
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Figura 1. A- Fotomicrografia de bexiga bovina com hematiria enzodtica apresentando neoplasia epitelial maligna
(carcinoma urotelial, P 226/10). Marcagao positiva de citoqueratina (1:800) em células neoplasicas. Objetiva de 40x
(barra= 20pum). B — Fotomicrografia de bexiga bovina com hematiria enzodtica apresentando neoplasia benigna
(hemangioma, P 229/10). Marcagao positiva de vimentina (1:1000) em células neoplasicas. Objetiva de 20x (barra=
50um). C — Fotomicrografia de bexiga bovina com hematuria enzodtica apresentando neoplasia vascular maligna
(hemangiossarcoma, P241/10). Expressdao moderada de CD31 (1:200) em endotélio de vasos neoplasicos (seta) e
acentuada (cabeca de seta) em endotélio de vasos ndo neoplasicos. Objetiva de 20x (barra= 50pum). D — Fotomicrografia
de bexiga bovina com hematuria enzodtica (P 217/10). Marcagdo positiva de uroplaquina (1:100) caracterizando
urotélio atipico (seta). Objetiva de 40x (barra= 20um), Alegre-ES, 2012.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

A marcacdo da uroplaquina III foi diferente
nos diversos tipos neoplasicos e ndo demonstrou
diferenga significativa (p>0,05). Em relagdo ao
tipo de marcacao no urotélio, observou-se que nos
carcinomas uroteliais (9/9) e nos adenocarcinomas
(4/4) houve 100% de expressdo atipica; nos
carcinomas in situ, em 87,5% (7/8) a marcagao
foi atipica e em 12,5% (1/8) foi normal; nos
hemangiomas, em 61,54% (8/13) a marcacdo
foi atipica, 7,69% (1/13) normal e 30,77% (4/13)

negativa; nos mixomas, 9,1% (1/11) a marcacdo
foi atipica, 9,1% (1/11) normal e 81,8% (9/11)
negativa. Nos hemangiossarcomas nao houve
marcagdo do urotélio em nenhuma das amostras. A
Figura 1D ilustra a marcagdo para o anticorpo anti-
uroplaquina.

Semelhante ao presente estudo, Cota (2011)
observou alteracdo no urotélio de carcinomas de
bexigas marcados com uroplaquina III nos tumores
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com alto grau de malignidade e invasivos. Carvalho
etal.(2009)também verificaramurotélio adjacente as
neoplasias com marcag¢ao atipica nos hemangiomas,
no entanto, estes autores encontraram esta mesma
marca¢do nos hemangiossarcomas. No presente
estudo, acredita-se que nao tenha sido observada
marcagdo da uroplaquina nos hemangiossarcomas
pelo carater invasivo deste tipo de neoplasia que
leva a compressao e destruicdo do urotélio.

A uroplaquina III ¢ uma proteina encontrada
revestindo as células mais superficiais do urotélio
da bexiga e a estabilidade desta proteina frente a
condigdes adversas serve como uma barreira eficaz
para a permeabilidade celular (WU et al., 1990). As
agressoes a barreira que as uroplaquinas formam no
urotélio permitem que principios toxicos cheguem
aos vasos sanguineos da submucosa e pode ocasionar
hematuria e induzir edema (KYUNG; PARK; LEE,
2011). O fato de ter sido encontrada marcacao
atipica da uroplaquina no urotélio na maioria das
neoplasias epiteliais e dos hemangiomas pode
explicar a ocorréncia de hematuria nos animais
estudados. E possivel que a marcagio irregular
da uroplaquina, por interferir na permeabilidade
celular, possa facilitar a difusdo dos principios
toxicos da samambaia.

Por outro lado, a enorme estabilidade das
uroplaquinas foi avaliada em estudos de indugdo
de cistite em ratos pelo uso de medicamentos que
demonstrou que a uroplaquina III sofreu menos
danos e permaneceu mais intacta (KYUNG; PARK;
LEE, 2011). Estes dados revelam que esta proteina
nao ¢ facilmente danificada e isto pode indicar que
os principios toxicos da samambaia sejam bastante
nocivos as células uroteliais.

(2011) ao estudarem o
comportamento da uroplaquina em urotélios

Zupancic et al
normais ¢ com lesdes pré-neoplasicas de ratos
constataram que mesmo em lesdes pré-neoplasicas
a uroplaquina III mantém sua localizagdo. No
presente estudo foi
marca¢ao normal da uroplaquina nos carcinomas in

constatado presenga de

situ, nos hemangiomas e nos mixomas. Acredita-se
que esta marcag@o normal tenha ocorrido em alguns
casos pelo fato destes tipos neoplasicos ocuparem
pequenas areas de tecido ou por apresentarem
crescimento pouco invasivo.

O fato de ter sido observada marcacdo negativa
de
hemangioma, mixoma e hemangiossarcoma pode

para uroplaquina em algumas amostras
ser justificada pela invasao ou destrui¢do do urotélio
adjacente. Nestas neoplasias € possivel se verificar
crescimento exofitico que acomete o urotélio.

Kondi-Pafiti et al. (2012) verificaram a presenga
de marcacgdo da uroplaquina III em 76,66% (23/30)
dos casos de tumores ovarianos de Brenner que
apresentam em sua constituicdo células do tipo
urotelial. Trindade et al. (2004) e Torre et al. (2008)
afirmam que a doenca de Paget extramamaria
associada ao carcinoma urotelial tem marcagdo
positiva para uroplaquina III, semelhante ao
encontrado no presente estudo, em que todas as
bexigas com carcinoma urotelial foram marcadas

com esse biomarcador.

A analise estatistica de Spearman revelou
correlagdo positiva (r= 0,63, p= 0,05) entre
vimentina e CD31
uroplaquina (r= 0,61, p= 0,05), o que indica que,
na maioria das vezes em que ocorrer expressiao

e entre citoqueratina e

de vimentina no tecido tumoral ocorrera também
a expressdo de CD31. Assim como, quando ha
marcacdo de citoqueratina em amostra tumoral de
bexiga € possivel que se observe também expressao
de uroplaquina.

Houve correlacdo negativa entre vimentina e
citoqueratina (r= —1, p= 0,05), entre vimentina
¢ uroplaquina (r= - 0,61, p= 0,05), entre CD31
e citoqueratina (r= 0,63, p= 0,05) e entre CD31
0,14, p= 0,05). Estes dados
indicam que em neoplasias de bexiga quando
ha marcagcdo de vimentina ndo ha expressao de
citoqueratina. Por outro lado, quando ha expressao
de vimentina a probabilidade da expressdo de
uroplaquina ¢ menor. Em relagdo a expressdo do

¢ uroplaquina (r= —
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CD31, quando ocorre expressao deste marcador no
tecido, a expressdo da uroplaquina ou citoqueratina
sera menor.

As correlagdes encontradas neste estudo estdo
de acordo com Ramos-Vara (2005) que citou que
os tumores epiteliais como papilomas e carcinoma
transicionais sdo positivos para marcadores
biomoleculares como citoqueratina e uroplaquina
IIT e, para os tumores de origem mesenquimal,
como os vasculares, a vimentina e CD31 podem
ser mais especificos. Resultados semelhantes
também foram encontrados por Torres-Oliveira et
al. (2001) que encontraram marcacao de vimentina
e CD31 e negativa para citoqueratina em neoplasias
vasculares cardiacas em humanos e por Pastor-
Navarro et al. (2010) que verificaram marcagdo de
citoqueratina (AE1/AE3) e uroplaquina em cultivo

de células uroteliais.

Concluiu-se com o presente trabalho que os
animais da microrregido do Caparad, ES acometidos
pela HEB, apresentam diversos tipos neoplasicos
como carcinoma urotelial, carcinoma in situ,
adenocarcinoma, hemangioma, hemangiossarcoma
e mixoma. Entretanto, ndo foi possivel identificar

novas variantes destes tipos neoplasicos.

A histogénese tumoral foi definida com o
auxilio da imunoistoquimica e revelou que os
biomarcadores anti-citoqueratina, anti-vimentina e
anti-CD31 sdo importantes para o diagndstico das
neoplasias epiteliais, mesenquimais e vasculares,
respectivamente. E possivel utilizar em associagio
vimentina ¢ CD31 em neoplasias mesenquimais
vasculares e citoqueratina e uroplaquina em
neoplasias epiteliais.

A uroplaquina demonstrou-se um marcador
efetivo ndo somente para o diagnostico tumoral, mas
também para a avaliagdo da integridade urotelial.
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