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RESUMO

LesBes pré-neoplasicas da préstata humana foram descritas como neoplasia intra-
epitelial prostatica (PIN) e atrofia inflamatoria proliferativa (PIA) e sdo importantes
no diagnostico precoce do cancer. Nos caninos a PIN foi descrita pela primeira vez
por Waters & Bostwick (1997) e nosso grupo de estudo de prostata canina
reconheceu a alta fregiiéncia de PIA. A relagdo funcional entre inflamacéo e cancer
ndo é nova. O estresse oxidativo crbnico resulta em peroxidacdo de lipideos e
geracdo de outros produtos com potencial de dano ao DNA. Este trabalho teve por
objetivo avaliar a expressdo de oOxido nitrico (iNOS-2) agente envolvido no
desenvolvimento de atipias no epitélio prostatico, correlacionando-o com a
imunomarcagdo dos genes “protetores” como p53 e GSTP-1, para tal, foram
coletadas prostatas de cdes encaminhados ao Servigo de Patologia Veterinéria da
FMVZ — UNESP, Botucatu e da Escola de Veterinaria, UFG, Goiania, GO, tendo
sido estas pesadas, medidas, clivadas, processadas, coradas pelo método de
Hematoxilina e eosina, submetidas a técnica de imunoistoquimica, para 0s anticorpos
INOS-2, GSTP-1 e p53. Os cinco grupos de diagndsticos foram estabelecidos sendo:
Grupo I: Animais com préstatas normais; Grupo Il: Animais com hiperplasia
prostatica; Grupo IlI: Animais com PIN; Grupo IV: Animais com PIA, Grupo V:
Animais com prostatite; Grupo VI: Animais com adenocarcinoma prostatico. Os
resultados foram tabulados por grupo diagnéstico e submetidos ao teste estatistico de
Tuckey. Os objetivos do presente trabalho consistem em avaliar o papel de 6xido
nitrico como causador de lesdo genotoxica no epitélio prostatico atipico, neoplasico,
normal e hiperplésico e sua correlagcdo com genes protetores como o p53 e GSTP-1,
avaliar e quantificar a imunomarcacdo do 6xido nitrico nas hiperplasias prostaticas,
neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN), atrofia inflamatoria proliferativa (PIA) e
carcinoma prostatico; comparar a intensidade de marcagdo entre 0s grupos
estudados; avaliar e quantificar a imunomarcacdo do p53 e GSTP-1 nas hiperplasias
prostaticas, neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN), atrofia inflamatoria
proliferativa (P1A) e carcinoma prostatico; correlacionar a imunomarcagéo de Oxido
nitrico, p53 e GSTP-1 nas diferentes afec¢bes prostaticas do cdo. Os carcinomas
prostaticos do cdo e a PIA apresentam maior nimero de amostras (41) com mais de
75% das celulas positivas para NOS-2, demonstrando a influéncia do estresse
oxidativo no desenvolvimento destas lesdes. As prostatas normais de cdes, bem como

as afeccOes desta glandula (HPB, PIA, PIN, prostatite e carcinoma)



expressam a proteina GSTP-1, o que confere protecdo ao tecido prostatico canino
a danos oxidativos. A proteina p53 estava presente em todas as amostras
estudadas, incluindo o tecido prostatico normal, porém as lesdes prostaticas
apresentaram maior nimero de amostras com escores mais elevados de marcacdo
(escores trés e quatro), presente em 95% dos focos de PIA e carcinoma.
Concluiu-se que o aumento de expressdo de INOS-2 nas lesdes prostaticas no céo
e que a expressdo de GSTP-1 pode proteger o tecido prostatico canino, o que
contribuiria para a baixa freqiéncia de adenocarcinomas prostaticos nesta
especie.

Palavras chave: préstata, cdo, 6xido nitrico, p53, GSTP-1



ABSTRACT

Preneoplastic lesions of human prostate were described as prostatic intraepithelial
neoplasia (PIN) and proliferative inflammatory atrophy (PIA) and are very important
in early diagnosis of cancer. PIN in dogs was first described by Waters & Bostwick
(1997) and our study group of canine prostate recognized the high incidence of PIA.
A relacdo funcional entre inflamacdo e cancer ndao € nova. The functional
relationship between inflammation and cancer is not new. The chronic oxidative
stress results in lipid peroxidation and generation of products with potential for DNA
damage. This study aimed to evaluate the expression of nitric oxide (iNOS-2) agent
involved in the development of atypical epithelium in the prostate, correlating it with
the immunostaining of “protectors™ genes as p53 and GSTP-1, for this purpose were
collected prostates from dogs sent to the Department of Veterinary Pathology of
FMVZ - UNESP, Botucatu and the School of Veterinary Medicine, UFG, Goiania,
GO, they were weighed, measured, cleaved, processed and stained with hematoxylin
and eosin, subjected to immunohistochemistry for the iNOS antibody-2, GSTP-1 and
p53. Five groups of diagnoses were established: Group I: animals with normal
prostates, Group Il: Animals prostatic hyperplasia, Group Ill: Animals with PIN,
Group IV: Animals with PIA, Group V: Animals with prostatitis, Group VI. Animals
with prostatic adenocarcinoma. The results were tabulated by diagnostic group and
subjected to statistical analysis (Tuckey Test). The purpose of this study are to assess
role of nitric oxide to cause genotoxic damage in prostatic epithelial atypical
neoplastic, normal and hyperplastic and its correlation with protective genes such as
p53, and GSTP-1, evaluate and quantify the immunostaining of nitric oxide in
prostatic hyperplasia, prostatic intraepithelial neoplasia (PIN), proliferative
inflammatory atrophy (PIA) and prostatic carcinoma, comparing the intensity of
staining between groups, assess and quantify the immunostaining for p53 and GSTP-
1 in prostatic hyperplasia, prostatic intraepithelial neoplasia (PIN), proliferative
inflammatory atrophy (P1A) and prostatic carcinoma; correlate the immunostaining
of nitric oxide, p53, and GSTP-1 in different prostatic disease in dogs. Prostatic
carcinomas of the dog and PIA have a higher number of samples (41) over 75% of
cells positive for NOS-2, demonstrating the influence of oxidative stress in the
development of these lesions. The prostates of normal dogs as well as the disorders
of this gland (HPB, PIA, PIN, prostatitis and carcinoma)



express GSTP protein-1, which protects canine prostate tissue from oxidative
damage. The p53 protein was present in all samples studied, including normal
prostate tissue, but the prostatic lesions that had a higher number of samples marked
(scores three and four), 95% of foci of PIA and carcinoma. It was concluded that the
increased expression of iINOS-2 in prostatic lesions in dogs and that the expression of
GSTP-1 can protect the canine prostate tissue, which would contribute to the low
frequency of prostate adenocarcinomas in this specie.
Key words: prostate, dog, nitric oxide, p53, GSTP-1



INTRODUCAO

O cdo deve ser utilizado como modelo para um melhor entendimento da
carcinogénese prostatica no homem e de possiveis alternativas terapéuticas, pois na
sociedade moderna compartilha 0 mesmo microambiente com o homem. Apesar de
casos isolados na literatura de cancer de prostata, outras espécies, como 0s simios e
felinos, homem e cdo poderiam ser considerados como as Unicas espécies a desenvolver
espontaneamente esta lesdo. (LE ROY& NORTHRUP, 2009).

O termo displasia foi introduzido por McNeal & Bostwick (1986) para designar
as anormalidades das células epiteliais dos ductos e acinos prostaticos, sendo
substituido pelo termo Neoplasia Intraepitelial Protatica (PIN), proposto por Bostwick
(1992).

Weinstein & Epstein (1993) caracterizam a PIN como glandulas com arquitetura
benigna, porém com atipias citologicas. A auséncia de um padrdo infiltrativo e

manutencdo de células basais sdo critérios para este diagndstico.

Esta lesdo foi descrita no cdo em 1997 por Waters & Bostwick e seu diagndstico
¢ feito por analogia com a descricdo de alteracdes celulares dos humanos feita por
McNeal & Bostwick (1986). A PIN de alto grau (HGPIN) é a uma das lesdes que, no
homem, é considerada predisponente ao cancer prostatico (BILLIS, 2003; ROSSIGNOL
et al., 2004).

Waters e Bostwick (1997a) utilizaram 35 cdes sem evidéncias clinicas de
doencas prostaticas para avaliar a incidéncia de HGPIN em glandulas supostamente
normais e determinar se a prevaléncia da lesdo era influenciada pela idade ou por
androgenos testiculares. No grupo de animais com idade entre sete e 17 anos e nédo
castrados observaram-se focos de HGPIN em 55% dos cdes. Outros dois grupos
avaliados incluindo animais ndo castrados de um a quatro anos de idade, e animais
castrados com sete a 17 anos apresentaram menor incidéncia da lesdo: 8 e 9%,
respectivamente. Tais resultados sugerem que HGPIN no c&o, assim como no homem, é

influenciada pela idade e por hormdnios androgénicos testiculares.

Outra lesdo que recentemente vem sendo estuda no homem ¢é a atrofia prostatica.
Esta afeccdo também é considerada precursora do adenocarcinoma prostatico e ocorre

associado as inflamagdes cronicas (DE MARZO et al., 2003).



A atrofia prostatica pode representar uma lesdo proliferativa e, como esta é
acompanhada de inflamacdo, o termo atrofia inflamatéria proliferativa (PIA) foi
introduzido (DE MARZO et al., 2003).

A PIA ocorre adjacente a focos de HGPIN e/ou cancer e apresenta
anormalidades genéticas semelhantes (SUGAR, 2006). A PIA pode progredir para
HGPIN e, subseqlientemente para carcinoma prostatico, ou diretamente para este
ultimo. Investigacbes sobre freqiiéncia, distribuicdo, estagio proliferativo e mudangas
genéticas na PIA sugerem a sua relacdo com o HGPIN e o cancer prostatico em
humanos (TOMAS et al., 2006).

Recentemente, um grupo de pesquisadores classificou as lesbes prostaticas
atroficas propondo a subdivisdo em dois grupos: atrofia proliferativa com inflamagéo
(PIA) e atrofia proliferativa sem inflamacéo (PA) (TOMAS et al., 2006).

Rodrigues (2007) descreveu casos de atrofia inflamatoria da prostata canina e
avaliou seu papel na evolugdo do céancer prostatico. Concluindo que a PIA ocorre em
cdes com os mesmos padrbes morfolégicos do que os descritos para o homem,
reforcando a necessidade de estudos na espécie canina, a fim de se verificar se esta
ocorre antes do PIN e carcinoma, como nos humanos. O que reforca a importancia da
avaliacdo do comportamento de lesdes anteriormente denominadas displasicas.

A associacdo com a inflamacdo crbnica sugere que a PIA é resultado de uma
proliferacdo regenerativa das células epiteliais em resposta a injuria causada pelos
oxidantes inflamatorios (SUGAR, 2006).

O aparecimento do cancer prostatico estd mais relacionado as inflamagoes
cronicas do que as agudas (TOMAS et al., 2006).

Insultos crénicos como as infecgdes, isquemia ou toxinas, resultam em influxo
de macrofagos e linfocitos. Estas células inflamatdrias podem produzir espécimes
reativos de oxigénio e nitrogénio (PALAPATTU et al., 2004; SUGAR, 2006). O
estresse oxidativo cronico resulta em peroxidacdo de lipideos e geracdo de outros
produtos com potencial de dano ao DNA (DE MARZO et al., 2003; PALAPATTU et
al., 2004).

Atualmente, a relacdo entre inflamag&o, imunidade inata e cancer tem sido mais
amplamente aceita, no entanto, muitos dos mecanismos moleculares e celulares que

mediam essa relacdo ndo foram completamente elucidados (COUSSENS et al., 2002).



O NO ¢ um radical livre inorganico sintetizado a partir da L-arginina pela
familia de isoenzimas denominadas sintases de 6xido nitrico (NOS). Diversos efeitos
bioldgicos tém sido atribuidos ao NO, tais como, transmissdo neuronal, vasodilatagao,
relaxamento de mdasculo liso e mediador de efeitos citotoxicos de magréfagos e
neutrofilos (KLOTZ et al., 1998).

Ha trés isoformas de NOS, denominadas, neuronal (nNOS), endotelial (eNOS)
induzida (iNOS). Neurotransmisséo e vasodilatacdo estdo associadas com nNOS, mas a
citotoxicidade de macrofagos e imunossupressdo induzida nos tumores esta associada a
INOS (JECKINS et al., 1995). A expressdo de iNOS ocorre através de endotoxinas e/ou
citocinas e essa enzima fornece uma liberacéo sustentada de 6xido nitrico (BALTACI et
al., 2001).

Producdo anormal de NO foi demonstrada em varias condi¢Ges patologicas,
incluindo doencas inflamatérias e auto-imunes, dano tecidual por hipéxia ou anoxia e
desordens proliferativas (GRANDINI et al., 1999).

O o&xido nitrico € um importante mensageiro intercelular nos mamiferos
superiores. O mecanismo de sinalizacdo intercelular é em geral, realizado através de
receptores de membrana celular na célula alvo; que sdo habitualmente
transmembranosos tendo contato com citoplasma e desencadeando uma “cascata” de
sinais intracelulares que finalizardo em uma mudanca na célula (FLORA FILHO et al.,
2000). O NO é também considerado uma molécula biologicamente ativa que ¢é
conhecida por estar em associacdo com muitos processos fisiologicos (CRONE et al,
1998).

De acordo com Burnett et al (1995), é um agente citotoxico envolvido em
aspectos de proliferacdo celular e apoptose, responsavel pelo relaxamento de vasos
sanguineos, € como neurotransmissor que € ativado nos sistemas nervoso central e
periférico (Dawson & Snyder, 1994; Garthwaite & Boulton, 1995).

Dados recentes da expresséo de 0xido nitrico demonstraram que radicais livres
podem tanto iniciar a carcinogénese ou proteger a célula de desenvolver caracteristicas
malignas, dependendo de condig¢Bes bioldgicas ou genéticas (PALAPATTU et al.,
2004).

Modelos experimentais de inflamacdo crbénica em outros Orgdos que ndo a
prostata revela que o 0xido nitrico é capaz de causar mudancas estruturais no gene TP53
e podem afetar sua fungdo (PALAPATTU et al., 2004).



A proteina p-53 ¢ considerada “guardia” do genoma, pois se um erro ocorre na
transcricdo do DNA ela interrompe o ciclo para que os mecanismos de reparagéo atuem.
Se o processo falhar, acionam-se eventos apoptoéticos e ha destruicdo da célula
danificada (SCHMITT, 1999; WANG et al., 2009).

Em células normais a proteina p-53, denominada tipo selvagem, tem meia-vida
curta e ndo se acumula no tecido em niveis detectaveis. Mutacfes ou delegBes no gene
TP53 podem levar a producdo alterada da proteina, a qual deixa de desempenhar sua
funcdo e acumula-se no tecido podendo ser detectada por imunoistoquimica
(SCHMITT, 1999).

Cheng et al. (1999) avaliaram a super-expressao de p-53 nas préstatas de 55
pacientes humanos submetidos a prostatectomia radical, indicada pela recorréncia de
cancer apos terapia radioativa. O exame histopatologico revelou que as neoplasias
recorrentes eram biologicamente agressivas e que 28 pacientes apresentavam HGPIN
concomitantemente. O acumulo nuclear de p-53, observado em 91% dos pacientes
relacionou-se com o fendtipo agressivo dos tumores e a positividade em 68% dos focos
de HGPIN corroborando com a suposicéo de que esta € uma lesao pré-maligna.

A comparacdo da expressao de p-53 em areas de HGPIN, HPB e
adenocarcinoma prostatico mostra que ha diferenca significativa entre sua expressao na
HPB e no carcinoma, contrariamente, quando se compara HGPIN e adenocarcinoma, a
diferenca ndo é estatisticamente significativa, estreitando a relacdo entre as duas lesdes
(TAMBOLI et al., 1998).

De acordo com DI SANTIS (2007), no estudo de prdstatas caninas a expressao
de p53 ndo foi detectada nos focos de HGPIN, o que indica que este pode ser um
mecanismo de defesa efetivo da préstata canina que justifique a baixa incidéncia de
cancer em relagdo ao homem. Talvez, a viabilidade do gene TP53 determine a néo
progressao, ou a progressdo mais lenta para o cancer. O mesmo vale para PIA, onde ha
lesdo celular causada por fatores liberados pelas células inflamatorias, mas sem
alteracédo do gene TP53, o0 que potencialmente permite parar a diviséo celular e corrigir
a fita de DNA ou induzir a apoptose.

O gene GSTP-1 codifica uma enzima que atua como um detoxificante
carcinogénico. GSTP1 tem sido descrito como um gene “guardido”, pois protege a
célula ativamente de dano oxidativo do genoma mediado pelos componentes
carcinogénicos (PALAPATTU et al., 2004; WANG et al., 2009).



No epitélio prostatico normal humano, a expressdo de GSTP1 estd geralmente
confinada ao compartimento basal. Células benignas luminais ou colunares podem ser
induzidas a expressar GSTP1 face ao desenvolvimento do estresse oxidativo. Epitélio
prostatico maligno, no entanto, quase invariavelmente ndo expressa GSTP1 devido a
ilha de hipermetilacdo CpG na regido promotora do gene GSTP1 (PALAPATTU et al.,
2004 ; WANG et al., 2009).

OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho consistem em:

OBJETIVO GERAL:

o Avaliar o papel de 6xido nitrico como causador de lesdo genotoxica no epitélio
prostatico atipico, neoplésico, normal e hiperplasico e sua correlagdo com genes

protetores como o p53 e GSTP-1,

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Avaliar e quantificar a imunomarcacdo do Oxido nitrico nas hiperplasias
prostaticas, neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN), atrofia inflamatoria proliferativa

(PIA) e carcinoma prostatico;
o Comparar a intensidade de marcacao entre 0s grupos estudados

o Avaliar e quantificar a imunomarcacdo do p53 e GSTP-1 nas hiperplasias
prostaticas, neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN), atrofia inflamatoria proliferativa

(PIA) e carcinoma prostatico;

o Correlacionar a imunomarcacéo de Oxido Nitrico, p53 e GSTP-1 nas diferentes

afeccdes prostéaticas do céo.
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RESUMO

A lesdo pré-neoplésica no cdo, neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN), foi descrita em
1997 por Waters & Bostwick e seu diagndstico é feito por analogia aos critérios
estabelecidos para a lesdo humana feita por McNeal & Bostwick (1986).Uma outra
lesdo que vem sendo estuda é a atrofia prostatica proliferativa (PIA). Esta afeccdo
também é considerada precursora do adenocarcinoma prostatico e ocorre associada a
inflamacdes cronicas. O cdo deve ser utilizado como modelo para um melhor
entendimento da carcinogénese prostatica no homem de e possiveis alternativas
terapéuticas, pois na sociedade moderna compartilha 0 mesmo microambiente com o
homem. Confeccionou-se um microarranjo de tecido (TMA) com 146 amostras de
lesBes prostaticas caninas. Este continha 17,22% de HPB, 32,42% de PIA, 2,65% de
prostatite, 8,61% de focos de PIN, 29,14% de carcinomas e 9,34% de prdstatas normais.
Cortes histoldgicos sequenciais foram feitos e utilizados para reacdo de
imunoistoquimica com os anticorpos primarios anti p-53, anti-NOS-2 e anti-GSTP..
Avaliou-se de cada core o escore de células marcadas para cada anticorpo utilizado. Os
resultados foram tabulados por grupo diagnostico e submetidos ao teste estatistico de
Tuckey. Os carcinomas prostaticos do cdo e a PIA apresentam maior niumero de
amostras (41) com mais de 75% das células positivas para NOS-2, demonstrando a
influéncia do estresse oxidativo no desenvolvimento destas lesdes. As prostatas normais
de cées, bem como as afec¢des desta glandula (HPB, PIA, PIN, prostatite e carcinoma)
expressam a proteina GSTP-1, o que confere protecdo ao tecido prostatico canino a
danos oxidativos. A proteina p53 estava presente em todas as amostras estudadas,
incluindo o tecido prostatico normal, porém as lesdes prostaticas apresentaram maior
nimero de amostras com escores mais elevados de marcacdo (escores trés e quatro),
presente em 95% dos focos de PIA e carcinoma. Concluiu-se que o aumento de
expressdao de NO nas lesdes prostaticas no cdo e que a expressdo de GSTP-1 pode
proteger o tecido prostatico canino, o que contribuiria para a baixa freqliéncia de
adenocarcinomas prostaticos nesta espécie. Ja a expressdo de p53 foi positiva e
uniforme em préstatas normais e com lesdes hiperplésicas e displasicas.

Palavras chave: cdo, prostata, imunoistoquimica, 6xido nitrico, GSTP-1, p53.



ABSTRACT

The pre-neoplastic lesion in the dog, prostatic intraepithelial neoplasia (PIN), was
described in 1997 by Waters & Bostwick and its diagnosis is made by analogy to the
criteria established for the human lesion made by McNeal & Bostwick (1986). Another
lesion that has been studied is the proliferative prostatic atrophy (PIA). This condition
is also considered a precursor of prostate adenocarcinoma and is associated with chronic
inflammation. The dog can be used as a model for a better understanding of prostate
carcinogenesis in man and possible therapeutic alternatives, because in modern society
they share the same microenvironment as men. A tissue microarray (TMA) with 149
samples of canine prostatic lesions, containing 17.22% of BPH, PIA 32.42%, 2.65%
prostatitis, 8.61% foci of PIN, 29.14% carcinomas and 9.34% normal prostates.
Sequential histological sections were made and used for immunohistochemistry reaction
with primary antibodies anti p-53, anti-NOS-2 and anti-GSTP. We evaluated the score
for each antibody employed. The results were tabulated by diagnostic group and
subjected to statistical analysis (Tuckey Test). Prostatic carcinomas and PIA had higher
number of samples (41) with more than 75% of cells positive for NOS-2, demonstrating
the influence of oxidative stress in the development of these lesions. The prostates of
normal dogs as well as the disorders of this gland (BPH, PIA, PIN, prostatitis and
carcinoma) expressed GSTP-1 protein, which gives protection to the canine prostate
tissue to oxidative damage. The p53 protein was present in all samples studied,
including normal prostate tissue, but the prostatic lesions had a higher number of
samples with higher scores (more than 50% of positive cells), in 95% of foci of PIA and
carcinoma. We found an increased expression of NO in prostatic lesions of dogs and
that the expression of GSTP-1 can protect the canine prostate tissue, which would
contribute to the low frequency of prostate adenocarcinoma in this species. The
expression of p53 was positive in all lesions as well as the normal prostate

Key words: dog, prostate, immunohistochemistry, nitric oxide, GSTP-1, p53.



INTRODUCAO

Com relacdo as alteracBes prostaticas, o termo displasia foi introduzido por
McNeal & Bostwick (1986) para designar as anormalidades das células epiteliais dos
ductos e é&cinos prostaticos, sendo substituido pelo termo Neoplasia Intraepitelial
Protatica (PIN), proposto por Bostwick (1995).

A lesdo pré-neoplasica no cdo, neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN), foi
descrita em 1997 por Waters & Bostwick e seu diagndstico é feito por analogia com a

descricdo de alteracdes celulares dos humanos feita por McNeal & Bostwick (1986).

Outra lesdo que recentemente vem sendo estuda é a atrofia prostatica. Esta
afeccdo também € considerada precursora do adenocarcinoma prostatico e ocorre

associado a inflamagdes cronicas (DE MARZO et al., 2003).

A atrofia prostatica pode representar uma lesdo proliferativa e, como esta é
acompanhada de inflamagdo, o termo atrofia inflamatoria proliferativa (PIA) foi
introduzido (DE MARZO et al., 2003).

A PIA ocorre adjacente a focos de neoplasia intra epitelial prostatica de alto grau
(HGPIN) e/ou cancer e apresenta anormalidades genéticas semelhantes (SUGAR,
2006). A PIA pode progredir para HGPIN e, subseqilientemente para carcinoma
prostatico ou evoluir diretamente para este Gltimo. Investigacbes sobre frequéncia,
distribuicdo, estagio proliferativo e mudancas genéticas na PIA sugerem a sua relacdo
com o0 HGPIN e o cancer prostatico em humanos (TOMAS et al., 2006).

Recentemente, um grupo de pesquisadores classificou as lesbes prostaticas
atroficas propondo a classificacdo em dois grupos: atrofia proliferativa com inflamagédo
(P1A) e atrofia proliferativa sem inflamacéo (PA) (TOMAS et al., 2006).

O homem e o cdo sdo provavelmente as Unicas espécies a desenvolver
espontaneamente o cancer prostatico, compartilhando diversas caracteristicas clinicas e
patoldgicas da doenca, embora haja relatos isolados da doenca em simios e felinos. (LE
ROY& NORTHRUP, 2009).

Oxido nitrico (NO) é um radical livre inorganico sintetizado a partir da L-
arginina pela familia de isoenzimas denominadas sintases de Oxido nitrico (NOS).

Diversos efeitos biologicos tém sido atribuidos ao NO, tais como, transmissao neuronal,



vasodilatacdo, relaxamento de musculo liso e mediador de efeitos citotoxicos de
magrofagos e neutrofilos (KLOTZ et al., 1998).

Produgdo anormal de NO foi demonstrada em varias condi¢bes patoldgicas,
incluindo doencas inflamatorias e auto-imunes, dano tecidual por hipdxia ou anoxia e
desordens proliferativas (GRANDINI et al., 1999).

A proteina p-53 é considerada “guardia” do genoma, pois se um erro ocorre na
transcricdo do DNA ela interrompe o ciclo para que os mecanismos de reparagéo atuem.
Se o processo falhar, acionam-se eventos apoptoticos e ha destruicdo da célula
danificada (SCHMITT, 1999; WANG et al., 2009).

Em células normais a proteina p-53, denominada tipo selvagem, tem meia-vida
curta e ndo se acumula no tecido em niveis detectaveis. Mutacfes ou delecBes no gene
TP--53 podem levar a producdo alterada da proteina, a qual deixa de desempenhar sua
funcdo e acumula-se no tecido podendo ser detectada por imunoistoguimica
(SCHMITT, 1999).

A comparacdo da expressdo de p-53 em areas de HGPIN, HPB e
adenocarcinoma prostatico mostra que ha diferenca significativa entre sua expressao na
HPB e no carcinoma, contrariamente, quando se compara HGPIN e adenocarcinoma, a
diferenca ndo é estatisticamente significativa, estreitando a relacdo entre as duas lesdes
(TAMBOLI et al., 1998).

O gene GSTP-1 codifica uma enzima que atua como um detoxificante
carcinogénico. GSTP1 tem sido descrito como um gene “guardido”, pois protege a
célula ativamente de dano oxidativo do genoma mediado pelos componentes
carcinogénicos (PALAPATTU et al., 2004; WANG et al., 2009).

No epitélio prostatico normal humano, a expressdo de GSTP1 esta geralmente
confinada ao compartimento basal. Células benignas luminais podem ser induzidas a
expressar GSTP1 face ao desenvolvimento do estresse oxidativo. Epitélio prostatico
maligno, no entanto, quase invariavelmente ndo expressa GSTP1 devido a ilha de
hipermetilagdo CpG na regido promotora do gene GSTP1 (PALAPATTU et al., 2004;
WANG et al., 2009).

Ha trés isoformas de NOS, denominadas, neuronal (nNOS), endotelial (eNOS)
induzida (iNOS). Neurotransmissdo e vasodilatagéo estdo associadas com nNOS, mas a
citotoxicidade de macrofagos e imunossupressdo induzida nos tumores esta associada a
INOS (JECKINS et al., 1995). A expressdo de iINOS ocorre através de endotoxinas e/ou



citocinas e essa enzima fornece uma liberacdo sustentada de éxido nitrico (BALTACI et
al., 2001).

O objetivo deste estudo foi avaliar a expressao protéica de iNOS, GSTP1 e p53
pela técnica de imunoistoquimica em tecido prostatico canino normal e com diferentes

afeccdes, dentre elas HPB, PIN, PIA e carcinoma.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

Foram utilizadas as préstatas de 149 cdes provenientes Centro de Controle de
Zoonoses das Prefeituras Municipais de Botucatu/SP e Bauru/SP e na Escola de
Medicina Veterinaria da Universidade de Goias, Goiania. As glandulas foram retiradas
e apos todas as afericbes (comprimento, largura, altura, peso), cortes de 0,5 cm de
espessura com navalhas para micrétomo, descartaveis foram feitos e colocados em
cassetes plasticos.

Em seguida foram identificados e anotados os dados como idade (animal jovem,
adulto e idoso), raca, presenca de testiculos e possiveis alteragdes macroscopicas na
prostata.

Os cassetes plasticos permaneceram no formol por 24 horas e, em seguida,
foram colocados em alcool 70%. Logo apds foram processados para inclusdo em
parafina. Foram confeccionados cortes de trés um em micrétomo automatico, colocados
em estufa para desparafinizar e corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina. As lesdes
foram classificadas em PIA de acordo De Marzo et al. (1999), PIN segundo Waters e
Bostwick (1997) e carcinoma de acordo com Foster e Ladds (1997).

De cada lamina histologica confeccionada, a area das respectivas lesbes foi
demarcada e submetida a técnica de microarranjo de tecido (TMA), realizada no
Hospital A.C. Camargo, S&o Paulo, SP, Brasil. O anexo dois identifica todos o0s casos
contidos na lamina de TMA.

Das areas previamente definidas nos respectivos blocos de parafina, foi feita
uma biopsia (core) com o0 uso do equipamento Tissue Microarrayer (Beencher
Instruments®, Silver Spring, USA). Os cores tinham o diametro de 1,0mm, sendo
introduzidos em um bloco de parafina virgem, com a distancia de 0,2mm entre eles
(Figura 1). O bloco receptor foi seccionado em micrétomo, sendo os cortes transferidos

para laminas adesivas (Instrumedics Inc®, Hackensack, NJ). A primeira delas foi corada



por HE e os diagnosticos revistos (Figura 1). As demais permaneceram em freezer -

20°C até a realizagdo da técnica de imunoistoquimica.

Figura 1- Lamina de microarranjo de tecido (TMA) de prostata de cdo (A). Aspecto da lamina e (B)

cores corados por HE.

Técnica de imunoistoquimica

Optou-se por adquirir anticorpos policlonais 6xido nitrico e apds padronizacGes
apresentadas no anexo 3 a técnica foi realizada nas laminas de TMA.

Seguiu-se o protocolo do Laboratério de Imunoistoquimica do Servigo de
Patologia da FMVVZ — UNESP — Botucatu para os anticorpos primarios 0xido nitrico
(iNOS-2 (N20), Ig Rabbit Santa Cruz), GSTP-1 (anti-GSTP-1 RB-050-A Glutathione S-
Transferase, pi-Ab-1, Labvision), p53 (NCL-p53-CM1, Novocastra).

A desparafinizacéo foi realizada com dois banhos em xilol de 30 e 20 minutos
cada em temperatura ambiente e o processo de desidratagéo foi realizado com passagens
em alcool absoluto (trés vezes de trés minutos), alcool 95° e alcool 85°,

Procedeu-se a recuperacgdo antigénica com solucdo de citrato 10mM, pH 6,0 pré-
aquecida em camara de pressdao Pascal®. O bloqueio da peroxidase enddgena foi
realizado utilizando 92 ml de alcool metilico e 8 ml de peréxido de hidrogénio PA
durante 20 minutos. Em seguida o material foi mantido por 1 hora em solugéo de leite
Molico® diluida a 3% em &gua deionizada.

Procedeu-se a incubacdo com o anticorpo primario na diluicdo de 1:100 para 0s
anticorpos NOS-2 e GSTP-1 e 1:500 para p-53, em diluidor de anticorpos (Dako S3022)
em cadmara Umida por 18 horas a 4°C para NOS-2 e GSTP-1 e por 2 horas para p-53 a

27°C. O complexo secundério utilizado foi o Advance (Dako K4068), exceto para



GSTP-1 onde usamos o kit VECTASTAIN ABC® (Vector Labs) seguindo as
recomendacdes do fabricante. As laminas foram lavadas com solucdo tampéo TRIS pH
7,4 entre as etapas.

Para revelacdo da reacdo foi empregada solucdo pronta para uso de DAB (Dako
K34466) por cinco minutos. As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de
Harris, desidratas e montadas.

Como controle positivo das reagdes, utilizou-se para o anticorpo priméario p53
um carcinoma de células escamosas de cdo, sabidamente positivo para este anticorpo;
para 0 GSTP-1, figado canino e para o NOS-2, intestino delgado de cdo, ambos
seguindo as recomendacdes do fabricante dos anticorpos primarios. Os controles
negativos foram feitos substituindo-se o anticorpo primario por imunoglobulina de
coelho, nas mesmas condicdes das reacfes com anticorpo primario.

Para a avaliacdo das amostras utilizou-se escores em relacdo a porcentagem de
células marcadas para os anticorpos NOS-2, GSTP-1 e p-53, sendo 0: sem marcagdo; 1:
até 25% de células marcadas; 2: 25 a 50% de células marcadas; 3: 50 a 75% e 4: 75 a
100% (adaptado de Wang et al., 2009). A leitura foi feita no foco da leséo, em objetiva

de 40 vezes.
RESULTADOS

As laminas coradas com hematoxilina e eosina foram avaliadas por trés
patologistas (RLA, GBC, MMPR) e classificadas de acordo com metodologia descrita.
O anexo trés apresenta o resultado das leituras e a figura 2 ilustra a morfologia das

lesdes estudadas.



Figura 2- Prostata de cdo (A) Prostata normal. Padrdo epitelial e estromal caracteristico. HE, 20x. (B) Hiperplasia

prostatica benigna. Proliferacdo organizada de células epiteliais com formagdes cisticas. HE, 20x. (C) Prostatite. Intenso
infiltrado inflamatério polimorfo e mononuclear difuso estromal e intracinar. HE, 20x. (D) Atrofia inflamatéria
proliferativa. Infiltrado inflamat6rio mononuclear estromal e foco de atipia epitelial com atrofia. HE, 40x. (E) Neoplasia
intra-epitelial prostatica. Foco de células epiteliais que apresentam empilhamento e atipia. HE, 40x. (F) Carcinoma

prostatico. Células epiteliais desorganizadas que apresentam atipia nuclear e nucléolos evidentes. HE, 40x.



Ap0s o estabelecimento do diagndstico de cada amostra, escolheu-se a area mais
representativa da mesma, que foi marcada com uma caneta permanente para a
confeccdo do bloco receptor do microarranjo de tecido (TMA). Este continha 17,22% de
HPB, 32,42% de PIA, 2,65% de prostatite, 8,61% de focos de PIN, 29,14% de
carcinomas e 9,34% de prostatas normais.

As tabelas apresentadas nos anexos 4, 5, 6,7,8 e 9 correspondem a leitura das
l&aminas na técnica de imunoistoquimica, para os anticorpos NOS-2, GSTP-1 e p53.

A figura dois corresponde a imunomarcacao obtida para os anticorpos estudados.
Observamos, a esquerda a marcacao nos cores e a direita em aumento maior.

O resultado da avaliacdo esta exposto nas figuras trés, quatro, cinco e seis e
tabelas 1, 2 e 3.



Figura 3- Préstata de cdo (A) TMA imunomarcagdo positiva para NOS-2 objetiva de 5x. (B)
Imunomarcacéo positiva para NOS-2 objetiva de 10x. (C) Imunomarcacéo positiva para GSTP-1 objetiva
de 5x. (D) Imunomarcagdo positiva para GSTP-1 objetiva de 10x. (E) Imunomarcacéo positiva para p53

objetiva de 5x. (F) Imunomarcacdo positiva para p53, objetiva de 10x.



Tabela 1: Percentual de amostras positivas para o anticorpo primario NOS-2, de acordo
com o diagnostico histopatoldgico da préstata e escore de % de células
marcadas para cada lesdo.

Diagnostico/escore | Normal | HPB | PIA | Prostatite | PIN | Carcinoma
Escore 0
Escore 1 16,66% | 4%
Escore 2 16,66% | 12% | 4,88% 45,16% 7,89%
Escore 3 66,66% | 28% | 24,39% 7,69% 36,84%
Escore 4 56% | 70,73% 100% 45,16% 55,26%

Percentual de marcacdo: zero: ndo marcado; um: até 25%de células marcadas por campo; dois: de 26 a
50%; trés: de 51 a 75% e quatro: mais de 76% de células marcadas por campo. (adaptado de Wang et al.,
2009).
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Figura 4 — Percentual de amostras positivas para NOS-2, distribuidas nos escores avaliados, de acordo

com o diagndstico histopatoldgico.



Todas as alteracdes prostaticas tiveram mais de 45% das amostras classificadas
no escore quatro, ja as normais, ndo passaram de trés. O teste estatistico de Tuckey, com
significancia de 95%, revelou que o percentual de amostras de lesdes prostaticas caninas
com escore 4, era significativamente diferente dos escores 1 (p<0,01) e 2 (p<0,05). As
amostras de PIA e carcinoma obtiveram o maior percentual de amostras com escores
mais altos (escores 3 e 4) do que as demais lesdes prostaticas estudadas e o tecido
prostadtico normal. Ja a prostatite apresentou 100% das amostras com maior

imunomarcacao para NOS-2 (100% escore, 4).

Tabela 2: Percentual de amostras positivas para o anticorpo primario GSTP-1, de
acordo com o diagnostico histopatoldgico da préstata e escore de % de
células marcadas para cada leséo.

Diagnostico/escore | Normal | HPB | PIA | Prostatite | PIN | Carcinoma
Escore 0 2,271%
Escore 1 15,38% 9,10% 25% 2,63%
Escore 2 8% | 9,10% 10,53%
Escore 3 16% 7,69% 13,16%
Escore 4 86,62% | 76% | 79,54% 75% 92,31% 73,68%

Percentual de marcacdo: zero: ndo marcado; um: até 25%de células marcadas por campo; dois: de 26 a
50%; trés: de 51 a 75% e quatro: mais de 76% de células marcadas por campo. (adaptado de Wang et al.,
2009).
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Figura 5 — Percentual de amostras positivas para GSTP-1, distribuidas nos escores avaliados, de acordo

com o diagndstico histopatoldgico.

Exceto a prostatite, todas as lesbes e a prdstata normal do cdo, apresentaram
maior percentual de amostras com escore 4 Para GSTP-1 (76 a 100% de células
marcadas). Em uma amostra de PIA ndo houve expressdo desta proteina (escore zero).

Considerando-se escores acima de 50% de células marcadas (escores 3 e 4),
todas as lesdes estudadas tinham mais de 75% das amostras nestes intervalos de
imunomarcacao, inclusive o tecido prostatico normal.

O numero de amostras escore 4 foi significativamente diferente daquelas escore
zero (p<0,01), 1 (p<0,001), 2 (p<0,001) e 3 (p<0,01), pelo teste de Tuckey observado
em todas as lesdes.
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Tabela 3: Percentual de células marcadas pelo anticorpo primario anti-p53 (clone CM-
1) de acordo com diagndstico histopatoldgico das lesdes prostaticas

estudadas.
Diagnostico/escore | Normal | HPB PIA | Prostatite | PIN | Carcinoma
Escore 0
Escore 1 7,69% | 3,70% 14,28% 2,63%
Escore 2 7,69% | 7,40% | 2,13% 25% 2,63%
Escore 3 23,08% | 3,70% | 6,38% 75% 42,86% 18,42%
Escore 4 69,23% | 85,18% | 91,49% 42,86% | 76,31%

Percentual de marcacdo: zero: ndo marcado; um: até 25%de células marcadas por campo; dois: de 26 a
50% ;trés: de 51 a 75% e quatro: mais de 76% de células marcadas por campo. (adaptado de Wang et al.,
2009).
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Figura 6 — Percentual de amostras positivas para p53, distribuidas nos escores avaliados, de acordo com

o diagnostico histopatoldgico.

Todas as amostras avaliadas exibiram marcacdo para o anticorpo primario anti-
p53. Os maiores numeros de amostras positivas no escore 4 ocorreram nos diagndsticos

de HPB, PIA e carcinoma.



Quando avaliamos a imunomarcacgdo para esta proteina, superior a 50% (escores
3 e 4), observamos que os focos de PIA e carcinomas tiveram mais de 95% das
amostras nestes valores.

O percentual de amostras com escore 4, independentemente da lesdo

histopatoldgica, foi estatisticamente diferente dos escores 1 e 2 (p<0,05).

DISCUSSAO

A prostata é sitio de diversas afeccdes, dentre elas a neoplasia intra-epitelial
prostatica (PIN), considerada precursora do cancer prostatico (ROSSIGNOL et al.,
2004).

Waters & Bostwick (1997) descrevem um alto indice desta lesdo em cées,
entretanto nosso trabalho revelou baixa incidéncia (8,61%) concordando com os dados
de Rossignol et al. (2004) e Argyle (2009).

Assim como descrito na literatura, registramos focos de PIN adjacentes aos
carcinomas prostaticos, anuindo com a teoria de que a PIN seja uma lesdo pré-
neoplasica (Waters & Bostwick, 1997) e, como nos humanos, onde ha focos de HGPIN,
ha carcinoma.

Na prostata normal do cdo e nas lesGes avaliadas, observou-se expressao
protéica de NOS-2, sendo que a PIA e os carcinomas apresentaram maior nimero de
amostras com mais de 75% de células positivas (escore 4) do que as demais amostras. O

papel do 6xido nitrico na carcinogénese é controverso.

A formacdo de Oxido nitrico através de iNOS causa efeitos citotoxicos e
citostaticos nas células tumorais e, ainda pode atuar como inibidora do crescimento
tumoral. No entanto, oxido nitrico, pode promover angiogénese em tumores e ainda
estimular seu crescimento (Baltaci et al.,2001). A via do 6xido nitrico nessa a¢do dupla
ocorre fora do nucleo e h4 muitos achados conflitantes no papel do Oxido nitrico no
crescimento tumoral (Uotila et al., 2001).

Estudos de Klotz et al. (1998) e Uotila et al. (2001) indicaram que a expressao
de NOS-2 é estimulada no adenocarcinoma prostatico humano e que essa proteina e
também expressa na PIN, como observado em nosso estudo, na prostata canina. Esses
achados sdo de interesse especial, pois 0 6xido nitrico desempenha papel importante na
angiogénese e progressao tumoral e pode também mediar efeitos sobre o fator de

crescimento do endotélio vascular.



Em prostatas humanas a atividade do iNOS foi verificada nos estudos de Klotz
et al. (1998) e Grandini et al. (1999) os quais mostraram resultados conflitantes quanto
a expressao imunoistoquimica em amostras de HPB. Klotz et al. (1998) relataram que o
carcinoma prostatico teve uma alta expressdo, enquanto o tecido benigno ndo, e
sugerem que a expressdo de INOS poderia ser utilizada como marcador especifico para
adenocarcinoma prostatico. Em contrapartida, Grandini et al. (1999) mostraram que
INOS era positiva em amostras de HPB e n&do detectaram iNOS em trés pacientes com
préstatas normais e indicaram que iNOS ndo poderia ser utilizado como marcador
especifico para adenocarcinoma prostatico.

Corroborando com os resultados de Baltaci et al. (2001), que concluiram que
todas as condic¢Bes patoldgicas que acometem a glandula e poucas amostras de HPB
expressaram iNOS, sendo que a intensidade de marcacdo foi maior nos casos de
HGPIN, PIN e carcinoma, reforcando o papel do iNOS na carcinogénese prostatica, as
afecgdes prostaticas do cdo expressam NOS-2, tendo o percentual de células marcadas
mais intenso nos carcinomas e menos na HPB e PIN. Todas as amostras prostaticas
avaliadas apresentaram maior escore de imunomarcacdo (mais de 75% de todas as
amostras foram escore 3 e 4 ->50% de células marcadas) para GSTP-1.

A GSTP-1 é induzida na resposta oxidativa e deve estar aumentada nos focos de
PIA, pelo infiltrado inflamatdrio presente (PARSONS et al., 2001). Como o numero de
amostras positivas para NOS-2 também foi alto, inferimos que o GSTP-1 esteja
aumentado em resposta ao estresse oxidativo.

Nas areas de PIA, a alta imunomarcacdo de GSTP-1 é esperada, uma vez que
sugere a existéncia de estresse oxidativo na area, devido ao microambiente inflamatério.
Este resultado é concordante com dados da literatura humana (WANG et al., 2009).

No entanto, Nakayama et al. (2003), encontraram diminui¢cdo de GSTP-1 nas
areas de PIA e propuseram que a auséncia da expressdo de GSTP-1 pode ser
conseqiiéncia da hipermetilacdo das ilhas CpG. Os resultados obtidos mostraram que as
mudancas na hipermetilagdo ocorrem em algumas lesGes de PIA e sugerem evidéncias
moleculares de que estas iniciaram a progressdao para HGPIN e/ou adenocarcinoma
prostatico.

Em estudos prévios de nosso grupo (De Moura, 2004, Rodrigues, 2007 e Di
Santis, 2007) e na literatura mais recente consultada sobre afec¢des prostaticas no céo, é
descrita uma baixa frequéncia de focos de HGPIN e carcinoma (Rossignol et al., 2004,
LeRoy & Northrup, 2009, Argyle, 2009). Varias hipoteses podem ser levantadas a este



respeito, e uma delas seria a alta reatividade do epitélio prostatico nos focos de PIA ao
GSTP-1, que atuaria como protetor aos danos de espécimes reativas do oxigénio,
evitando lesbes no material genético (iniciacao celular) (RODRIGUES et al., 2010).

Wang et al. (2009) comentam sobre o acimulo de p53 e expressdo aumentada de
GSTP-1, que poderia induzir a apoptose dessas células, por outros mecanismos, que ndo
a via do p53, como por exemplo o dano a mitocondria por radicais livres, com a
subseqiente liberacdo de citocromo c, que ativard a apoptose pela via das caspases. J&
aquelas células que acumulam p53, mas ndo expressam GSTP-1 podem ser alvo de
alteracdes genéticas e transformacéo neoplasica.

Estes resultados nos fazem pensar, que o estudo de um biomarcador ou um
grupo pequeno deles, pode néo explicar ou elucidar a progresséo tumoral, em diferentes
modelos. Devemos levar em consideragdo as vias envolvidas e o conhecimento de que
no organismo vias alternativas sdo responsaveis por resultados biolégicos semelhantes.

O percentual de positividade para a proteina p53 foi elevado em todas as areas.
Porém, quando avaliamos a imunomarcagdo para esta proteina superior a 50% (escores
3 e 4), observamos que os focos de PIA e carcinomas tiveram mais de 95% das
amostras nestes valores. O acimulo da proteina mutante é fator de prognoéstico ruim,
pois a parada do ciclo celular para eventuais corre¢des da fita de DNA e o estimulo a
apoptose estardo ausentes nesta célula, por mutacdo do gene TP53, considerado o
“guardido do genoma” (Wang et al., 2009).

Em humanos, a expressdo de p53 esta relacionada a indices proliferativos mais
elevados no céancer prostatico e na HGPIN e a um fen6tipo mais agressivo no cancer
(Cheng et al., 1999) e sua mutacdo ja foi detectada em focos de PIA (TSUJIMOTO et
al., 2002).

Stricker et al. (1996) relatam que adenocarcinomas prostaticos em humanos,
positivos para p53 tém maior probabilidade de progressdo da doenca, 0 que corrobora
com o potencial maligno dos focos de PIA, que em nosso estudo foram reativos para
esta proteina.

Por outro lado, a avaliagdo imunoistoquimica da proteina p53 ndo é uma
ferramenta muito precisa para correlacionar sua expressdo em lesdes prostaticas. 1sso se
deve por dois fatores: meia vida curta da proteina o que torna dificil sua identificacdo no
tecido e a uma possivel reacdo cruzada entre as formas selvagem e mutante como

demonstrado por Wang et al.,2009.



A evolucdo dos focos de PIA para carcinoma, ou mesmo do epitélio adjacente
normal (porém com acumulo de p53, NOS-2 e GSTP-1) associado a informacdo da
baixa freqliéncia de cancer de prostata na espécie canina (Rossignol et al., 2004, LeRoy
& Northrup, 2009, Argyle, 2009) nos faz questionar se 0 aumento de expressdo de
GSTP-1 € um fator protetor e indutor da apoptose de células potencialmente malignas e
se a superexpressdo de NOS-2 e acumulo de p53 seriam indutores de proliferacdo

celular, angiogénese, que corroboraria para o surgimento de cancer.

CONCLUSOES:

Os carcinomas prostaticos do cdo e a PIA apresentam maior nimero de amostras
com mais de 75% das células positivas para iINOS-2, demonstrando o papel do estresse
oxidativo no desenvolvimento dessas lesoes.

As proéstatas normais de cées, bem como as afec¢des desta glandula (HPB, PIA,
PIN, prostatite e carcinoma) expressam a proteina GSTP-1, o que confere protecdo ao
tecido prostético canino a danos oxidativos.

A proteina p53 esta presente em todas as amostras estudadas, incluindo o tecido
prostatico normal, porém as lesdes prostaticas apresentaram maior nimero de amostras

com escores mais elevados de marcagao.
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RESUMO

O homem e o céo dividem o mesmo ambiente e desenvolvem, espontaneamente, com o
avancar da idade lesdes prostaticas, tais como hiperplasia prostatica benigna e
carcinoma prostatico. Por isso, 0 cdo deve ser utilizado como modelo para um melhor
entendimento da carcinogénese prostatica no homem de possiveis alternativas
terapéuticas. O estudo de lesbes pré-neoplasicas é importante para se conhecer a
evolucdo do processo carcinogénico visando diagndstico precoce dos tumores. No
homem, a neoplasia intra-epitelial prostatica de alto grau (HGPIN) e a atrofia
inflamatdria proliferativa (PIA) sdo consideradas lesdes precursoras do carcinoma
prostatico. No cdo, ha descricdes de HGPIN e carcinoma. Em nossa experiéncia, a lesdo
displésica de maior incidéncia no cdo é a PIA. Este trabalho teve por objetivo avaliar a
imunomarcacao de p53, COX-2 e GSTP-1 em focos de atrofia inflamatoria proliferativa
(PIA) de prostatas caninas e em acinos morfologicamente normais, adjacente aos focos
de PIA, a fim de verificar o potencial pré-maligno deste microambiente. Selecionou-se
11 proéstatas caninas com éareas de PIA, baseados na descricdo de De Marzo et al.
(2006). Os seguintes anticorpos foram utilizados: anti- p53 (NCL-p53-CM1); anti-
GSTP-1(RB-050-A Glutathione S-Transferase, pi-Ab-1); anti-COX-2
(Cyclooxygenase-2 clone: CX-294). Utilizou-se o teste t ndo paramétrico para e foram
considerados significativos valores de p<0,05. Os anticorpos GSTP-1, COX-2 e p53
mostraram expressao rica e heterogénea tanto nas células epiteliais normais como nos
focos PIA. Nao houve diferenca significativa entre as médias de imunomarcacéao de p53
nos focos de PIA e epitélio normal adjacente. A evolucdo dos focos de PIA para
carcinoma, ou mesmo do epitélio adjacente normal (porém com acumulo de p53, COX-
2 e GSTP-1) associado a informacdo da baixa frequéncia de cancer de prostata na
espécie canina nos faz crer que o aumento de expressdo de GSTP-1 é um fator protetor
e indutor da apoptose de células potencialmente malignas e que a superexpressao de
COX-2 e acumulo de p53 seriam indutores de proliferacdo celular, angiogénese, que
corroboraria para o possivel surgimento de cancer. A avaliacdo conjunta dessas
proteinas em focos de lesdo de PIA no cdo € inédita na literatura e o presente trabalho
demonstra que nos focos de PIA no cdo ha acimulo da proteina p53, combinada com
aumento da expressdo de COX-2 e GSTP-1, que pode ocorrer pelo estresse oxidativo,
devido a presenca do infiltrado inflamatorio, podendo entdo, o epitélio prostatico ser

foco de alteracdo genética e transformacdo neoplésica. O epitélio adjacente,



morfologicamente normal, pode ja ter sofrido danos nestas vias metabolicas, que
induziriam a les&o celular, em momentos subseqientes.
Palavras chave: PIA, cdo, p53, COX-2, GSTP-1



ABSTRACT

Man and dog share the same environment and develop spontaneously with advancing
age prostatic lesions such as benign prostatic hyperplasia and prostatic carcinoma.
Therefore, the dog should be used as a model for a better understanding of prostate
carcinogenesis in humans of possible therapeutic alternatives. The study of pre-
neoplastic lesions is important to understand the evolution of the carcinogenic process
aimed at early diagnosis of tumors. In men, prostatic intraepithelial neoplasia high grade
(HGPIN) and proliferative inflammatory atrophy (PIA) are considered precursor lesions
of prostatic carcinoma. In dogs, there are descriptions of HGPIN and carcinoma. In our
experience, the higher incidence of dysplastic lesions in the dog is the PIA. This study
aimed to evaluate the immunostaining of p53, COX-2 and GSTP-1 in foci of
proliferative inflammatory atrophy (PIA) of canine prostates and morphologically
normal acini adjacent to foci of PIA in order to verify the potential pre- this malignant
microenvironment. It was selected 11 canine prostates with areas of PIA, based on the
description of De Marzo et al. (2006). The following antibodies were used: anti-p53
(NCL-p53-CM1), anti-GSTP-1 (RB-050-A Glutathione S-transferase, pi-Ab-1), anti-
COX-2 (Cyclooxygenase-2 clone : CX-294). We used the nonparametric t test and were
considered significant for p values <0.05. Antibodies GSTP-1, COX-2 and p53
expression showed rich and heterogeneous in both normal epithelial cells as foci PIA.
Antibodies GSTP-1, COX-2 and p53 expression showed rich and heterogeneous in both
normal epithelial cells as foci PIA. There was no significant difference between the
mean of p53 immunostaining in foci of PIA and adjacent normal epithelium. The
evolution of foci of PIA for carcinoma, or even the adjacent normal epithelium (but
with accumulation of p53, COX-2 and GSTP-1) associated with information of low
frequency of prostate cancer in dogs makes us believe that the increase in expression of
GSTP-1 is a protective factor and inducer of apoptosis of premalignant cells and that
overexpression of COX-2 and accumulation of p53 would induce cell proliferation,
angiogenesis, thereby confirming that for the possible development of cancer. The joint
assessment of these proteins into foci of PIA lesions in the dog is new in the literature
and this work demonstrates that the foci of PIA in the dog there is an accumulation of
p53 protein combined with increased expression of COX-2 and GSTP-1, which can
occur by oxidative stress due to the presence of inflammatory infiltrates, thus, the

prostatic epithelium be the focus of genetic and neoplastic transformation. The



epithelium adjacent morphologically normal, may have suffered damage in these
pathways, which induce cellular injury in subsequent moments.
Keywords: PIA, dog, p53, COX-2, GSTP-1



INTRODUCAO:
Em 1999, uma nova definicdo, atrofia inflamatéria proliferativa (PIA), foi
proposta e considerou-se precursora da PIN e do carcinoma’.Outras lesdes consideradas
possivelmente pré-malignas nos homem também tém sido avaliadas quanto a esse

potencial, entre elas a atrofia inflamatéria proliferativa (P1A) 2% %% "%,

O homem e o cdo sdo provavelmente as Unicas espécies a desenvolver
espontaneamente o cancer prostatico, compartilnando diversas caracteristicas clinicas e
patoldgicas da doenca, embora haja relatos isolados da ocorréncia em outras espécies
como simios e felinos *°.

A relagdo funcional entre inflamacdo e cancer j4 vem sendo avaliada *.
Pesquisadores * '° descreveram que independentemente da etiologia, 0s processos
inflamatdrios podem ser carcinogénicos por causarem danos celulares genotdxicos e ndo
genotoxicos, criando no tecido um microambiente rico em citocinas e fatores de

crescimento que podem aumentar a proliferacdo celular e angiogénese .

No homem, lesbes gendmicas somaticas, incluindo alteracbes numéricas do
cromossomo oito e aumento da frequéncia de ilhas de hipermetilacdo CpG do gene
GSTP-1 sdo encontradas nas células de PIA e sdo similares aquelas nas células de PIN

e carcinoma .

O gene GSTP-1 codifica uma enzima que atua como um detoxificante
carcinogénico. GSTP-1 ¢ descrito como um gene “guardido”, pois protege a célula
ativamente de dano oxidativo do genoma mediado pelos componentes carcinogénicos
15.

No epitélio prostatico normal humano, a expressdo de GSTP-1 est4 geralmente
restrita as células basais. As células luminais podem ser induzidas a expressar GSTP-1
face ao desenvolvimento do estresse oxidativo. Epitélio prostatico maligno, no entanto,
raramente expressa GSTP-1 devido a ilha de hipermetilacdo CpG na regido promotora
do gene GSTP-12%°,

Hussain et al.*?

realizaram estudo relacionando a cicloxigenase-2 (COX- 2) com
0 desenvolvimento e prevencdo do cancer em outros tecidos.Os resultados obtidos
sugerem possivel papel da cicloxigenase-2 no processo de progressdo da lesdo pré-
neoplasica ou neoplasia benigna em neoplasia maligna, aléem de induzir uma variedade

de estimulos mitogénicos e inflamatérios .



Wang et al. *mostraram que as células luminais epiteliais da PIA super
expressaram COX-2 e tiveram aumento da expressao dos niveis de Bcl-2, corroborando
com o papel pré neoplésico desta lesdo em humanos.

O gene supressor de tumor TP53 é 0 gene mais comumente mutado em
neoplasias do homem. Sob condicGes de dano ao DNA, a proteina p53 selvagem
(constitutiva) pode tanto induzir apoptose quanto parar o ciclo celular para que ocorra o
reparo do DNA. Mutacio do gene TP53 resulta em perda de sua fungdo >**. A proteina
p53 mutada tem meia vida prolongada, o que culmina em acumulo anormal desta no
nucleo e a presenca da p53 mutante pode ser detectada indiretamente por métodos de
imunoistoquimica.

Em nossa experiéncia a lesdo displasica de maior incidéncia no céo é a PIA® %,

Y Teocioéo

Como ela é considerada como precursora do cancer prostatico no homem
melhor modelo natural de estudo das afeccbes prostaticas, este trabalho teve por
objetivo avaliar a imunomarcacdo de p53, COX-2 e GSTP-1 em focos de atrofia
inflamatéria (PIA) em prostatas caninas e em 4&cinos morfologicamente normais
adjacente aos focos de PIA, a fim de verificar o potencial pré-maligno deste

microambiente.
MATERIAIS E METODOS

SELECAO DAS AMOSTRAS

O material utilizado consistiu de fragmentos de préstata canina com areas de
atrofia inflamatoria proliferativa, baseados na descricdo de De Marzo et al.”. Estas
glandulas foram selecionadas dos arquivos, do grupo de estudos em afec¢des prostaticas
caninas, da FMVZ, UNESP, Botucatu, SP, no periodo de 2004 a 2009 e da Escola de
Veterinaria da UFG, Goiania, GO. O material de arquivo foi revisado por quatro
patologistas GBC, MMPR, MBRF, RLA e deste, selecionou-se 11 casos.

IMUNOISTOQUIMICA

As reacGes de imunoistoquimica seguiram o protocolo descrito por Hsu et
al.,1981, * com adaptacdes do Laboratério de Imunoistoquimica do Servico de
Patologia Veterindria do Departamento de Clinica Veterindria da FMVZ, Unesp,

Botucatu. Os seguintes anticorpos foram utilizados: anti- p53 (NCL-p53-CM1,



Novocastra,); anti-GSTP-1(RB-050-A Glutathione S-Transferase, pi-Ab-1, LabVision);
anti-COX-2 (Cyclooxygenase-2 clone: CX-294). A recuperacao antigénica foi feita em
solugéo Citrato 10mM, pH6,0 em camara de pressédo Pascal®, bloqueio da peroxidase
enddgena com H,O, a 3% em metanol, por 20 minutos e bloqueio de proteinas
inespecificas com Protein Block® (DakoCytomation,REF X0909) por 30 minutos. A
incubacdo foi feita por 18 horas a 4°C, seguindo-se com 0 uso do complexo
Advance®(DakoCytomation, REF K4068) e cromogeno DAB® (DakoCytomation,
REF K3468), de acordo com indicacdes do fabricante. As laminas foram contra coradas
com Hematoxilina de Harris e por 30 segundos e desidratadas e montadas com
laminula.

Como controle positivo utilizou-se uma amostra de carcinoma de células
escamosas canino, sabidamente positivo para p53, rim de cdo para COX-2 e para GSTP
figado de cdo (conforme indicacGes do fabricante). O controle negativo consistiu na
substituicdo do anticorpo primério por imunoglobulina da espécie em que o respectivo
anticorpo primario foi fabricado (Ig Coelho — DakoCytomation REF X0903 para p53 e
GSTP) e Ig camundongo, (DakoCytomation REF N1698 para COX-2).

AVALIAQAO QUANTITATIVA DA IMUNOI\/IARCA(;AO DE P53

As laminas foram levadas a um microscopio 6ptico Leica DMR®, na objetiva de
40x, acoplado a um sistema de analise de imagens constituido por uma camera digital
Leica DFC 500® e o software de analise de imagens Leica QWin v3.0. Considerou-se
como imunomarcacao positiva nucleos fortemente marrons para p53. Contou-se, em
200 células epiteliais de acinos normais adjacentes ao foco de PIA, o numero de células

positivas e negativas. O mesmo procedimento foi realizado para os focos de PIA.

AVALIA(}AO POR ESCORE DA IMUNOMARCACAO DE GSTP-1 E COX-2

A imunomarcagdo positiva foi considerada pela coloracdo castanha do
citoplasma das células epiteliais. O mesmo sistema de analise de imagens foi utilizado
para este fim. Cinco campos de 20X foram avaliados da seguinte forma nos focos de
PIA e epitélio normal adjacente: atraves de uma escala numérica de 0-3, em que zero
representa expressdo de GSTP-1 e COX-2 s0 pelas células basais; 1 imunomarcacéo em
menos de um terco das células luminais; 2 de um a dois tercos e 3 expressdo em mais de

dois tercos das células luminais, de acordo com Wang et al., 2009.



ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos ao programa computacional GraphPad InStat
3®, utilizando-se o0 Qui-quadrado grau de liberdade 1 para comparar se houve diferenca
estatistica entre o percentual de células marcadas dos focos de PIA e acinos adjacentes

normais para o anticorpo priméario p53 e escore de marcacdo para GSTP-1 e COX-2.

RESULTADOS

O anticorpo p53 mostrou expressao nuclear rica e heterogénea tanto nas células
epiteliais normais como nos focos PIA (Fig.1). A média do percentual de positividade
para p53 foi de 78,84% nos focos de PIA e 72,95% no epitélio prostatico normal
(Tabela 1). N&o houve diferenca estatistica significativa entre as médias de
imunomarcacao de p53 nos focos de PIA e epitélio normal adjacente.

Os anticorpos GSTP-1 e COX-2 apresentaram expressao citoplasmatica rica e
heterogénea tanto nas células epiteliais normais como nos focos de PIA (Figura 1). A
média do escore de marcacdo para COX-2 e GSTP1 foi 2,87 e 2,21 nos focos de PIA e
2,89 e 2,25 no epitélio normal adjacente, respectivamente (Tabela 1).

N&o houve diferenca estatistica entre o percentual de células marcadas para p53
nos focos de PIA e epitélio morfologicamente normal adjacente. Porém, observa-se que

o epitélio normal tem menor valor de células marcadas, 17,7, do que os focos de PIA.

Tabela 1: Media de escore e percentual de células marcadas para COX-2, GSTP1 e p53
nos focos de PIA e epitélio normal adjacente.

Diagnostico Média do Escore Média do Escore Média do % de
de marcacéo de marcagéo marcacgéo p53
COX-2 GSTP1
Foco PIA 2,87+0,25 2,21+0,42 78,84+16,72
Epitélio normal 2,89+0,20 2,25+0,40 72,95424,24

adjacente




DISCUSSAO

Tanto os focos de PIA como o epitélio normal adjacente apresentaram elevada
imunomarcacgdo para as proteinas estudadas, sem diferenca estatistica entre as areas
avaliadas. Este fato pode ser considerado um epifenbmeno, uma vez que o epitélio
considerado morfologicamente normal divide 0 mesmo microambiente que o foco de
PIA, e os mediadores inflamatérios produzidos e liberados pelas células podem agir de
forma exdcrina e iniciar uma resposta a injaria no epitélio adjacente.

O percentual de positividade para a proteina p53 foi elevado nas areas de PIA e
epitélio normal adjacente (78,84 e 72,95, respectivamente). O acUmulo da proteina
mutante é fator de progndstico ruim, pois a parada do ciclo celular para eventuais
correcBes da fita de DNA e o estimulo a apoptose estardo ausentes nesta célula, por
mutacao do gene TP53, considerado o “guardido do genoma” 30,

Em humanos, a expressdo de p53 esta relacionada a indices proliferativos mais
elevados no cancer prostatico e na HGPIN e a um fen6tipo mais agressivo no cancer e
sua mutacéo ja foi detectada em focos de PIA * 7,

Stricker et al.”® relataram que adenocarcinomas prostaticos em humanos,
positivos para p53 tém maior probabilidade de progressdo da doenca, 0 que corrobora
com o potencial pré-maligno dos focos de PIA, que em nosso estudo foram reativos
para esta proteina.

A COX-2, um metabolito do acido aracdbnico, pode ser produzida nos processos
inflamatdrios e por células neoplasicas, o que estimula a proliferacdo celular,
angiogénese e inibe a apoptose *".

Na literatura ha dados controversos quanto a expressdo de COX-2 no epitélio
prostatico normal, atipico e neoplésico de humanos. De acordo com Hussain et al. **n&o
houve diferenca entre a imunomarcacdo de COX-2 em PIN, carcinoma e epitélio
normal. Gupta et al. 'demonstram elevada expressdo em carcinomas prostaticos,

enquanto Zha et al. **

relatam niveis baixos ou ausentes desta proteina.

Kirchembaum et al.** descrevem marcagdo somente na musculatura lisa e raras
células basais de préstatas normais do homem, porém as células luminais passam a ser
positivas quando em éareas de infiltrado inflamatorio, o que corrobora com os achados
de nosso estudo, por se tratar de epitélio morfologicamente normal, porém adjacente ao
foco inflamatério.

J& Wang et al. ®encontraram evidéncias de que a regulacdo da COX-2 é feita

através das células luminais epiteliais adjacentes a focos de inflamagdo cronica com



tipos diferentes de atrofia pds inflamatdria das células epiteliais. Essas tiveram uma alta
taxa de proliferacdo e regulacdo do gene anti-apoptético Bcl-2, produzindo mudangas
que caracterizaram 0s tumores e lesdes pré-cancerosas prostaticas. Tais achados
sugerem que a inflamacdo crbnica deve estar envolvida na patogénese precoce do
cancer de prostata.

A GSTP-1 é induzida na resposta oxidativa e deve estar aumentada nos focos de
PIA, pelo infiltrado inflamatério presente®.

Nas areas de PIA, a maior imunomarcacdo de GSTP-1 (média do escore de
marcacdo 2,2) é esperada, uma vez que sugere a existéncia de estresse oxidativo na area,
devido ao microambiente inflamatorio. Este resultado € concordante com dados da
literatura humana®.

No entanto, Nakayama et al.’

, encontraram diminuicdo de GSTP-1 nas areas de
PIA e propuseram gue a auséncia da expressdo de GSTP-1 pode ser conseqiiéncia da
hipermetilagcdo das ilhas CpG. Os resultados obtidos mostraram que as mudangas na
hipermetilagdo ocorrem em algumas lesdes de PIA e sugerem evidéncias moleculares de
que estas iniciaram a progressao para HGPIN e/ou adenocarcinoma prostatico.

8,9 23

Em nossos estudos e na literatura mais recente consultada sobre afeccdes

prostéticas no cdo, é descrito uma baixa freqiiéncia de focos de PIN e carcinoma % °.
Vaérias hipéGteses podem ser levantadas a este respeito, e uma delas seria a alta
reatividade do epitélio prostatico nos focos de PIA ao GSTP-1, que atuaria como
protetor aos danos de espécimes reativas do oxigénio, evitando lesdes no material
genético (iniciacdo celular).

No epitélio normal, adjacente, também se observou alto escore de marcacao para
GSTP-1 (média 2,25). Tal fato pode ser justificado pelo microambiente, como no caso
do COX-2, ou em resposta ao aumento de proteinas pro-inflamatorias nestas células e
este aumento ser um epifendmeno.

Wang et al. *comentaram sobre o actimulo de p53 e expressdo aumentada de
GSTP-1, que poderia induzir a apoptose dessas células, por outros mecanismos, que nao
a via do p53, como por exemplo danos mitocondias por radicais livres, com a
subseqiente liberacdo de citocromo C que ativara a apoptose pela via das caspases. Ja
aquelas células que acumulam p53, mas ndo expressam GSTP-1 podem ser alvo de
alteracdes genéticas e transformacéo neoplasica.

Estes resultados nos fazem pensar, que o estudo de um biomarcador ou um

grupo pequeno deles, pode ndo explicar ou elucidar a progressdo tumoral, em diferentes



modelos. Devemos levar em consideracdo as vias envolvidas e o conhecimento de que

no organismo vias alternativas sdo responsaveis por resultados biologicos semelhantes.
A evolucdo dos focos de PIA para carcinoma, ou mesmo do epitélio adjacente

normal (porém com acumulo de p53, COX-2 e GSTP-1) associado a informacdo da

baixa freqiiéncia de cancer de préstata na espécie canina 2% * 1

nos faz questionar se o
aumento de expressdo de GSTP-1 é um fator protetor e indutor da apoptose de células
potencialmente malignas e a superexpressdo de COX-2 e acumulo de p53 seriam
indutores de proliferacdo celular, angiogénese, que corroboraria para o surgimento de
cancer.

A avaliacdo conjunta dessas proteinas em focos de lesdo de PIA no céo é inédita
na literatura e o presente trabalho demonstra que nos focos de PIA no cdo h& acumulo
da proteina p53, combinada com aumento da expressdo de COX-2 e GSTP-1, que pode
ocorrer pelo estresse oxidativo, devido a presenca do infiltrado inflamatério, podendo
entdo, o epitélio prostatico ser foco de alteragdo genética e transformacao neoplasica. O
epitélio adjacente, morfologicamente normal, pode ja ter sofrido danos nestas vias

metabolicas, que induziriam a lesdo celular, em momentos subseqtientes.



Figura 1 - Prostata de cdo. Epitélio normal adjacente aos focos de PIA (A,C e
E) e focos de PIA (B, D e F). A e B — Imunomarcacéo positiva para
p53. Notar nucleo das células epiteliais luminais e basais positivos.
DAB, contra-coloracdo Hematoxilina de Harris, obj 40x. C e D -
Imunomarcagdo  positiva para GSTP-1. Notar marcacdo
citoplasmatica difusa nas células epiteliais. DAB, contra-coloracéo
Hematoxilina de Harris, obj, 20x. E e F - Imunomarcago positiva
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DISCUSSAO GERAL

A proéstata é sitio de diversas afec¢des, dentre elas a neoplasia intra-epitelial
prostatica (PIN), considerada precursora do cancer prostatico (ROSSIGNOL et al.,
2004).

Waters & Bostwick (1997) descrevem um alto indice desta lesdo em caes,
entretanto nosso trabalho revelou baixa incidéncia (8,61%) concordando com os dados
de Rossignol et al. (2004) e Argyle (2009).

Assim como descrito na literatura, registramos focos de PIN adjacentes aos
carcinomas prostaticos, anuindo com a teoria de que a HGPIN seja uma lesdo pré-
neoplésica (Waters & Bostwick, 1997) e, como nos humanos, onde ha focos de HGPIN,
ha carcinoma.

Na literatura veterinaria, a ocorréncia de HGPIN e carcinoma varia de 30% a
72% (Waters et al., 1997, Aquilina et al., 1998, Madwell et al. 2004). No entanto, no
estudo de Aquilina et al. (1998) e Madwell et al. (2004) 0% e 3% dos cdes com
carcinoma, diagnosticado histologicamente, respectivamente, apresentaram focos de
PIN.

Morfologicamente, a maioria dos carcinomas prostaticos caninos observados
neste estudo era do tipo acinar pequeno, de acordo com o descrito Lai et al., 2008. Este
foi o tipo de tumor mais frequente na casuistica destes autores. De acordo com Le Roy
et al., 2007, uma complicacdo do diagnéstico das neoplasias prostaticas no céo é a
similaridade histolégica com o epitélio da bexiga (células de transicdo), porém ndo
observamos nenhuma das neoplasias prostaticas deste estudo com este aspecto e sim, o
aspecto histopatolégico dos carcinomas eram semelhantes aos tumores do homem grau

1 e 2 de Gleason ou do tipo acinar pequeno.

Porém, ao contrario do descrito por estes autores, 0s tumores nao ocupavam toda
a prostata e ndo se observou invasdo da céapsula ou tecido adjacente em um nimeroF
significante de amostras. Le Roy et al. (2009) tambeém citam que os carcinomas

prostaticos sao dispersos por toda a glandula e costumam envolver a uretra prostatica e a



Goiania, Goias, como parte do grupo de estudo em afeccdes prostaticas do cdo (Escola
de Veterinéria, UFG).

Acreditamos que diferengas como esta (da invaséo de toda a glandula x focos de
carcinoma) se deva ao tipo de material coletado, pois neste estudo, coletdvamos as
préstatas inteiras, seccionadas a cada centimetro, sendo toda ela incluida em parafina, o
que possibilitou encontrarmos focos de neoplasia, que passariam sem diagnostico, em
uma analise macroscopica ou clinica. Outro ponto interessante foi a origem das
neoplasias, de cdes de Goiania, o que nos faz pensar em fatores ambientais, como

poluicdo, que interfiram diretamente com o processo de carcinogénese prostatica.

Observamos que de 80 casos avaliados, 63,75% (51 casos), as glandulas
apresentaram volume entre 0 e 20 cm®, 0 que nos leva a crer que o tamanho da glandula

pode ndo estar relacionado com o surgimento das lesdes.

Em nossos estudos (De Moura, 2004, Rodrigues, 2007 e Di Santis, 2007) e na
literatura mais recente consultada sobre afeccGes prostaticas no céo, é descrito uma
baixa frequéncia de focos de PIN e carcinoma (Rossignol et al., 2004, LeRoy &
Northrup, 2009, Argyle, 2009). Varias hipoteses podem ser levantadas a este respeito, e
uma delas seria a alta reatividade do epitélio prostatico nos focos de PIA ao GSTP-1,
que atuaria como protetor aos danos de espécimes reativas do oxigénio, evitando lesdes
no material genético (iniciacdo celular).

O percentual de positividade para a proteina p53 foi elevado em todas as areas.
Porém, quando avaliamos a imunomarcacdo para esta proteina superior a 50% (escores
3 e 4), observamos que os focos de PIA e carcinomas tiveram mais de 95% das
amostras nestes valores. O acimulo da proteina mutante é fator de prognéstico ruim,
pois a parada do ciclo celular para eventuais corregdes da fita de DNA e o estimulo a
apoptose estardo ausentes nesta célula, por mutacdo do gene TP53, considerado o
“guardido do genoma” (Wang et al., 2009).

Em humanos, a expressdo de p53 esté relacionada a indices proliferativos mais
elevados no cancer prostatico e na HGPIN e a um fendtipo mais agressivo no cancer
(Cheng et al., 1999) e sua mutacgdo ja foi detectada em focos de PIA (TSUJIMOTO et
al., 2002).

Stricker et al. (1996) relatam que adenocarcinomas prostaticos em humanos,

positivos para p53 tém maior probabilidade de progressdo da doenca, 0 que corrobora



com o potencial maligno dos focos de PIA, que em nosso estudo foram reativos para
esta proteina.

Por outro lado, a avaliagdo imunoistoquimica da proteina p53 ndo é uma
ferramenta muito precisa para correlacionar sua expressdo em lesdes prostaticas. I1sso se
deve por dois fatores: meia vida curta da proteina o que torna dificil sua identificacdo no
tecido e a uma possivel reacdo cruzada entre as formas selvagem e mutante como
demonstrado por Wang et al.,2009.

A evolucdo dos focos de PIA para carcinoma, ou mesmo do epitélio adjacente
normal (porém com acumulo de p53, NOS-2, COX-2 e GSTP-1) associado a
informacdo da baixa freqiiéncia de cancer de préstata na espécie canina (Rossignol et
al., 2004, LeRoy & Northrup, 2009, Argyle, 2009) nos faz questionar se 0 aumento de
expressao de GSTP-1 € um fator protetor e indutor da apoptose de células
potencialmente malignas ou se a superexpressao de NOS-2 e COX-2 e acumulo de p53
seriam indutores de proliferacdo celular, angiogénese, que corroboraria para o
surgimento de cancer.

A evolucdo dos focos de PIA para carcinoma, ou mesmo do epitélio adjacente
normal (porém com acumulo de p53, COX-2 e GSTP-1) associado a informacdo da
baixa freqliéncia de cancer de préstata na espécie canina (Rossignol et al., 2004, LeRoy
& Northrup, 2009, Argyle, 2009) nos faz questionar se 0 aumento de expressédo de
GSTP-1 é um fator protetor e indutor da apoptose de células potencialmente malignas
ou se a superexpressdao de COX-2 e acimulo de p53 seriam indutores de proliferacdo
celular, angiogénese, que corroboraria para o surgimento de cancer.

A avaliagdo conjunta dessas proteinas em focos de lesdo de PIA no céo é inédita
na literatura e o presente trabalho demonstra que nos focos de PIA no cdo ha acimulo
da proteina p53, combinada com aumento da expressdo de NOS-2, COX-2 e GSTP-1,
que pode ocorrer pelo estresse oxidativo, devido a presenca do infiltrado inflamatorio,
podendo entdo, o epitélio prostatico ser foco de alteracdo genética e transformacao
neoplasica. O epitélio adjacente, morfologicamente normal, pode ja ter sofrido danos

nestas vias metabdlicas, que induziriam a lesdo celular, em momentos subsequentes.



CONCLUSOES GERAIS

Os carcinomas prostaticos do cdo e a PIA apresentam maior nimero de amostras
com mais de 75% das células positivas para NOS-2 e COX-2, demonstrando o papel do
estresse oxidativo no desenvolvimento dessas lesdes.

As prostatas normais de cdes, bem como as afec¢des desta glandula (HPB, PIA,
PIN, prostatite e carcinoma) expressam a proteina GSTP-1, o que confere protecdo ao
tecido prostatico canino a danos oxidativos.

A proteina p53 esta presente em todas as amostras estudadas, incluindo o tecido
prostatico normal, porém as lesdes prostaticas apresentaram maior nimero de amostras

com escores mais elevados de marcagao.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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