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As vezes, quando o desejo nos impele, amar é espontaneo, mas muitas
vezes significa escolher amar, decidir amar. Caso contrario, o amor nao
passaria de emocao, de superficialidade, ou até de egoismo, e ndo aquilo
gue é na sua esséncia profunda: algo que compromete a nossa liberdade.

(Jacques Philippe)
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RODRIGUES, M.M.P. Atipia do epitélio prostatico canino: Aspectos
moleculares e imunofenotipicos. Botucatu, 2010, 82p., Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”

RESUMO

No homem e no cado, as lesdes displasicas sdo a neoplasia intra-epitelial
prostéatica (PIN) e a atrofia inflamatéria proliferativa (PIA), as quais vém sendo
estudadas devido seu potencial pré-maligno. Diversos fatores, bem como o
processo inflamatério, estdo relacionados a carcinogénese prostatica. A
cicloxigenase-2 (COX-2) apresenta papel fundamental na resposta inflamatoria
e apresenta relagdo com o desenvolvimento do céncer de préstata. Este
trabalho teve por objetivos caracterizar a proliferacdo e morte celular
(apoptose) das células basais e secretoras do tecido prostatico normal e atipico
(PIA, PIN e carcinoma) dos caes, avaliar a integridade da camada de células
basais por meio do anticorpo p63 e, analisar a expresséo génica de COX-2 nos
diferentes componentes teciduais da PIA canina por gRT-PCR. Avaliaram-se,
pela técnica de dupla marcacdo imunoistoquimica, os indices de proliferacédo e
apoptose com os marcadores Ki-67 e caspase-3, respectivamente, das células
secretoras (PSA positivas) e das células basais (34BE12 positivas). Para isso,
foram estudadas 130 prostatas de cdes adultos, inteiros e sem histérico de
lesdo prostatica. Observou-se aumento da proliferacdo e diminuicdo da
apoptose das células secretoras da PIA e do carcinoma, entretanto, as células
basais apresentaram maior indice proliferativo e menor taxa de apoptose
apenas nos focos de PIA. Na PIN, a proliferacdo celular mostrou-se mais
evidente em relagcdo a morte celular. Maior quantidade de células basais que
expressaram p63 foi constatada na PIA e no carcinoma. Os focos de PIA
apresentaram maior expressao génica de COX-2 no estroma em relacdo as
células epiteliais. Conclui-se que os compartimentos secretor e basal exibem
maior proliferacdo celular e menor taxa apoptética na PIA. O aumento da
marcacdo de p63 na PIA e no carcinoma sugere participacdo das células
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basais nas lesdes atipicas da prostata. Ainda, a expressdo de COX-2 na PIA é
maior no compartimento estromal, revelando importante papel desta enzima na

carcinogénese prostatica canina.

Palavras-chave: préstata canina, PIN, PIA, carcinoma prostatico, dupla

marcac¢ao imunoistoquimica, COX-2, qRT-PCR.
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RODRIGUES, M.M.P. Atypical canine prostatic epithelial: molecular and
imunophenotipic aspects. Botucatu, 2010, 82p., Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”

ABSTRACT

Dysplastic lesions in human and dogs are prostatic intraepithelial neoplasia (PIN) and
proliferative inflammatory atrophy (PIA), which have been investigated because of their pre-
malignant potential. Inflammatory process is related to prostate carcinogenesis.
Cyclooxygenase-2 (COX-2) plays a role in the inflammatory response and is correlated with the
development of prostate cancer. This study aimed to characterize the proliferation and
apoptosis of basal and secretory cells of normal and atypical prostate tissue (PIA, PIN and
carcinoma) of dogs, to assess the integrity of the basal cell layer through the p63
immunohistochemistry. In addition, we analyzed the gene expression of COX-2 in different
tissue components of canine PIA by gRT-PCR. Immunohistochemical double staining technique
was performed using Ki-67 and caspase-3 antibodies to asses cellular proliferation and
apoptosis, respectively. PSA was used to characterize the secretory cells and 34BE12 to
characterize the basal cells. Were analyzed 130 prostates of adult dogs with or without history
of prostatic lesion. Increased proliferation and decreased apoptosis of the secretory cells of the
PIA and the carcinoma was observed, however, the basal cells showed higher proliferative
index and lower rate of apoptosis only in foci of PIA. PIA and carcinomas showed high
expression of p63. It was observed higher gene expression of COX-2 in PIN stroma compared
to epithelial cells. We conclude that basal and secretory compartments exhibit higher
proliferative and lower apoptotic rate in PIA. The higher expression of p63 in PIA and
carcinomas suggests involvement of the basal cells in atypical lesions of the prostate.
Furthermore, the expression of COX-2 in PIA is higher in the stromal compartment, revealing

important role of this enzyme in the canine prostate carcinogenesis.

Key-words: canine prostate, PIN, PIA, prostate carcinoma, double stained
immunohistochemistry, COX-2, gRT-PCR.
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INTRODUCAO

"Ha pessoas que nunca se perdem porque nunca se

pdéem a caminho." (Goethe)
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Introducéo

A préstata canina apresenta semelhancas com a prdstata humana em
relacdo a hiperplasia prostatica benigna (HPB) e ao cancer prostatico (CP),
sendo amplamente estudada como modelo experimental para as afeccdes
prostaticas do homem (Lowseth et al., 1990; Waters et al., 1997; De Marzo et
al., 1999).

Baseado em estudos genéticos, topograficos e fenotipicos, muitos
autores acreditam na hipétese de que, em humanos, a atrofia inflamatéria
proliferativa (PIA) € precursora da neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN) e/ou
do carcinoma prostético (De Marzo et al., 1999; Karaivanov et al., 2007).

A PIN foi descrita por Bostwick e Brawer (1987) e é amplamente
reconhecida como um biomarcador importante para a deteccédo de cancer em
biopsias prostaticas do homem.

Evidéncias apontam a PIN de alto grau (HGPIN) como precursora do
adenocarcinoma prostatico e estd associada a alteracbes fenotipicas e
genotipicas (Montironi et al., 2007).

O termo atrofia inflamatéria proliferativa (PI1A) foi proposto por De Marzo
et al. (1999) para designar focos proliferativos do epitélio glandular associados
a inflamacéo (Billis et al., 2007).

Existem hipéteses que confirmam a PIA como precursora da PIN, dentre
essas a alta taxa proliferativa em ambas as lesdes, semelhancas fenotipicas
nas células secret6rias imaturas e localizagdo na zona periférica da PIA, PIN e
HGPIN (De Marzo et al., 1999).

O cancer de prostata das espécies canina e humana apresenta
similaridades morfolégicas e funcionais e essas sdo as Unicas espécies que
desenvolvem o carcinoma prostatico espontaneamente (LeRoy & Northrup,
2008).

Devido a alta incidéncia de infiltrado inflamatorio inespecifico nas
prostatas caninas associado a atipias epiteliais, bem como a pouca observacéo
de PIN e carcinoma no céo, propds-se o0 estudo das atipias do epitélio

prostéatico associado ou ndo ao processo inflamatorio.
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Portanto, o presente trabalho teve por objetivo geral a caracterizagao
imunofenotipica e molecular da PIA, PIN e carcinoma nos cées. Os objetivos
especificos foram:

Avaliacdo da proliferacdo das células secretoras e basais da
prostata canina;

Avaliacdo da apoptose das células secretoras e basais da
prostata canina;

Avaliacdo da integridade da camada de células basais na prostata
canina por meio do anticorpo p63;

Estudo molecular (QRT-PCR) da expressao de COX-2 no epitélio

atipico e estroma prostatico associado a infiltrado inflamatario.
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REVISAO DA
LITERATURA

"A leitura ndo deve ser mais do que um exercicio

para nos obrigar a pensar.”" (Edward Gibbon)
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Revisdo da literatura

A prostata, Unico 6rgao sexual acessoério nos cdes, tem como principal
funcdo a producdo do fluido prostatico que transporta e sustenta os
espermatozoides no processo de ejaculacdo (Swinney, 1998). No cado é
dividida em dois lobos e ao centro da glandula esta presente a uretra prostatica
(Johnston et al., 2001).

Microscopicamente, a préstata canina é dividida em l6bulos, sustentados
pelo estroma, e envolta por uma espessa capsula fiboromuscular. Esses I6bulos
séo constituidos por glandulas tubulo-alveolares (Johnston et al., 2001).

O epitélio prostatico € morfologicamente composto por duas camadas
celulares. A camada basal consiste em células achatadas a triangulares e atua
como progenitora do epitélio secretor (Lai et al., 2008). Nos cées, a camada de
células basais é descontinua (Leav et al.,, 2001). As células luminais s&o
cubicas a colunares (Lai et al., 2008). O estroma é constituido por células
musculares lisas, fibroblastos, nervos e vasos linfaticos e sanguineos (Chung
et al., 2005).

No homem, a préstata € dividida anatomicamente nas zonas periférica,
central, de transicdo e periuretral. JA no cdo, a préstata ndo apresenta divisdo
anatbmica (LeRoy & Northrup, 2008).

A préstata € uma glandula andrégeno-dependente, uma vez que a
castracdo do animal gera atrofia do tecido glandular e a presenca e/ou variagédo
nos niveis desses horménios leva ao aumento gradual da glandula, por
proliferacdo de elementos epiteliais e estromais (Rogers et al.,, 1986; Chew,
1997; Purswell et al., 2000). O crescimento prostatico e a secre¢ao do fluido
sdo mediados pela acdo da dehidrotestosterona (DHT), um metabdlito da
testosterona formado na presenca da enzima 5o-redutase das células

estromais (Johnston et al., 2001).

A préstata pré-pubere é composta por densos agregados de células

epiteliais envoltos por estroma acentuado, dando a glandula aspecto imaturo.
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Na puberdade a acdo androgénica resulta em expansao das células epiteliais
(LeRoy & Northrup, 2008).

O desenvolvimento da glandula prostatica e a manutencao da estrutura
e funcdo durante a fase adulta sdo dependentes de quantidade adequada de
andrégenos. A castracdo gera involugao da glandula devido atrofia das células
epiteliais, enquanto que todos 0s outros componentes celulares sofrem
diversas mudancas em relacdo a capacidade de proliferacdo e diferenciacéo
(Shidaifat et al., 2007).

O crescimento prostatico, as alteragcdes morfoldgicas referentes a idade
e o envolvimento hormonal na patogenia das lesbes prostaticas vem sendo
cada vez mais estudados nos cédes devido as semelhancas dos processos
entre as espécies canina e humana (Lowseth et al., 1990; Dorfman & Barsanti,
1995). Portanto, o cao é considerado um modelo natural para as doencas
prostaticas associadas ao envelhecimento, como a hiperplasia prostatica
benigna (HPB) e o carcinoma prostatico (Lai et al., 2008). Além do homem, o
céo € a unica espécie que desenvolve carcinoma prostatico espontaneamente
(Argyle, 2009).

A interacdo estroma-epitélio representa uma importante etapa no
desenvolvimento do cancer prostatico e da hiperplasia. Existe a influéncia de
fatores de crescimento, como o fator de crescimento epitelial (EGF) e fatores
inibitérios, como € o caso do fator de crescimento transformador-B (TGF-p)
(Hellstrom et al., 1997).

O carcinoma prostatico é a neoplasia mais frequente em homens e
apresenta alta morbidade e mortalidade (LeRoy et al., 2004). Existem
semelhancas entre a neoplasia prostatica no cdo e no homem. Ambos
desenvolvem espontaneamente, acometem pacientes idosos, sdo localmente

invasivos e desenvolvem metéstases 6sseas (Tremblay et al., 1999).

Em animais, a incidéncia do cancer de préstata € baixa. E incomum em
cées e rara em outras espécies de animais domésticos. Esta baixa incidéncia
pode estar relacionada a auséncia de testes diagnosticos e deteccdo precoce

nos animais assintomaticos (LeRoy & Northrup, 2008).
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No homem, a neoplasia prostatica acomete exclusivamente a zona
periférica. Nos cédes, a localizagdo da origem é desconhecida, porém
evidéncias relatam o epitélio ductal adjacente a regido periuretral como o mais

envolvido na génese dos tumores prostaticos (LeRoy & Northrup, 2008).

O estagio pré-neoplasico do CP em humanos é denominado neoplasia
intra-epitelial prostatica (PIN). Esta é caracterizada por transformacédo
neoplasica do epitélio secretor de ductos e acinos. O processo esta restrito ao
epitélio e é classificado em PIN de baixo (LGPIN) e de alto grau (HGPIN)
(Montironi et al., 2007).

Microscopicamente, a LGPIN caracteriza-se por ductos ou acinos
contendo epitélio hipercelular, condensado e irregular, com marcada variagédo
do tamanho nuclear. Nucleos alongados, hipercromaticos e pequenos
nucléolos podem estar presentes. A HGPIN se diferencia da LGPIN pela alta
celularidade e a estratificacdo celular mais evidentes, além da variagdo do
volume nuclear entre as células é menor, pois a maioria possui nucleo
aumentado. A presenca de nucléolo proeminente, freqiientemente multiplo, é
tipica na HGPIN e de grande utilidade diagndstica. Quatro padrdes
arquiteturais podem ser observados na HGPIN: sélido, micropapilar, cribiforme
e plano (Bostwick, 1997).

A LGPIN néo representa um fator de risco em biopsias para deteccéo do
carcinoma prostético por isso ndo esta relacionada ao desenvolvimento de
neoplasias (Montironi et al., 2007). J4& a HGPIN é considerada uma leséo

precursora do adenocarcinoma prostatico (Arriazu et al., 2006).

Segundo Helpap (1998), em humanos, o mecanismo de proliferagdo e
diferenciacéo celular esta alterado na PIN, pois sdo observadas células basais
diferenciadas atipicamente, com potencial proliferativo, migrando para o
compartimento secretor, enquanto no tecido normal ou hiperplasico a
capacidade proliferativa é restrita a camada basal. Com esta progressiva
indiferenciagcdo celular, tende a ocorrer também a perda gradativa das células
basais, facilitando a extenséo da lesao para o estroma e sua transformagao em

carcinoma invasivo (Algaba, 1997).
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A evolucdo de epitélio normal para PIN e cancer estd associada a
progressivas anormalidades do controle regulatério e diferenciagéo celular com
aumento da atividade proliferativa das células luminais e perda de marcadores
de diferenciacdo secretdria (PSA). A atividade proliferativa na PIN é
demonstrada por varios métodos, incluindo AgNOR e expressdo de
marcadores como o Ki-67 e antigeno nuclear de células em proliferacao
(PCNA), marcadores que determinam valor prognostico e indice proliferativo

(Feneley & Busch, 1997).

Como na replicagdo, a apoptose celular é controlada por uma rede de
mecanismos de sinalizagdo positivos e negativos e perturbacdes na morte
programada das células estdo implicadas nas doengcas autoimunes,
degenerativas, senis e infec¢des virais (Farinati et al., 2001). O mecanismo de
apoptose é executado por uma cascata de ativacdo sequencial de caspases
iniciadoras e efetoras. A caspase-3 € a executora terminal, essencial para as
alteracdes nucleares associadas a apoptose (Winter et al., 2001).

Winter et al, (2001) observaram diminuicdo da expressédo de caspase-3
em carcinomas prostaticos, quando comparada ao tecido normal. Do mesmo
modo, Ananthanarayanan et al. (2006) notaram expressdo de caspase-3
reduzida nos carcinomas e em focos de HGPIN em relag&o ao tecido prostéatico
normal no homem.

Os primeiros dados na literatura mencionando HGPIN em cées
descrevem a presenca da lesdo em 19 (66%) de 29 glandulas com diagndstico
prévio de adenocarcinoma. As HGPIN da préstata canina mostraram
caracteristicas citolégicas idénticas as da glandula humana, incluindo
hipercelularidade, perda da polaridade e aumento nuclear e nucleolar (Waters
et al.,, 1997). Porém, Argyle (2009) a descreve como rara na espécie canina.
Da mesma forma, Rossignol et al. (2004) estudaram 22 prostatas de cées
inteiros acima de sete anos de idade e ndo observaram HGPIN e apenas
guatro animais apresentaram LGPIN.

No homem, a PIN apresenta forte associagcdo com o cancer prostatico
em relacdo a ocorréncia na mesma glandula e localizagdo (Montironi et al.,

2007). Um critério diagnoéstico da PIN e do carcinoma é a perda da
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continuidade da camada de células basais observada em estudos
imunoistoquimicos que utilizaram anticorpos como o0 p63 e citoceratina de alto
peso molecular (34BE12) (Montironi et al., 2007). A imunomarcacgéo do p63 é
nuclear, enquanto que o 34BE12 é citoplasmatica (Shah et al., 2004)

Porém, no cdo, a camada de células basais do epitélio prostatico
normal, hiperpldsico ou com atipias é descontinua, o que dificulta a
caracterizagéo da PIN (Leav et al., 2001).

O marcador de células basais (34BE12) tem sido amplamente utilizado
na tentativa de distinguir o carcinoma prostatico das lesdes que 0 mimetizam
(Shah et al., 2004). O 34BE12 é uma citoceratina de alto peso molecular e, foi
primeiramente proposto como marcador de células basais por Gown & Vogel
(1984).

A expressdo do gene p63, membro da familia do p53, apresenta-se
diminuida no adenocarcinoma da prostata comparando-se ao epitélio normal e
é empregado como marcador de células basais no cancer prostatico. E
normalmente expressa em células basais de estruturas epiteliais, incluindo o
epitélio prostatico, e esta envolvida na diferenciacdo e proliferacdo epitelial
(Dhillon et al., 2009). A p63 pode estar associado a 34BE12, porém néao fornece
informac0®es adicionais ao diagnostico (Boran et al., 2010).

A p63, no homem, é expressa em diversas neoplasias epiteliais,
indicando possivel papel desta proteina no crescimento e desenvolvimento
nestes tumores (Ramalho et al.,, 2006). Molinié et al. (2006) observaram
expressdo de p63 em 1 a 100% de lesdes atroficas e benignas e auséncia total

em células basais no CP.

Utilizando a expressdo de p63 em préstatas humanas, Parsons et al.
(2001) demonstraram que as células basais do epitélio normal sao fortemente
marcadas, enquanto que na PIA e no HGPIN a marcacgdo esta mais esparsa e

negativa nos adenocarcinomas.

Matsuzaki et al. (2009), em estudo caracterizando a PIN no céo,
observaram aumento da expressdo de p63 nesta lesdo, sugerindo papel

importante das células basais na carcinogénese prostatica. Contudo, o papel
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das células basais no desenvolvimento e carcinogénese prostatica €
desconhecido. Estas células s@o consideradas indiferenciadas sem atividade
secretora e progenitoras das células luminais (El-Alfy et al., 2000).

Existem evidéncias que a inflamagdo pode contribuir para a
carcinogénese prostatica (Wang et al., 2007), acarretando danos repetidos no
genoma, resultando em aumento da proliferacdo celular (Wagenlehner et al.,
2007).

O processo inflamatério esta associado ao epitélio atréfico e este
apresenta aumento da taxa proliferativa e diminuicdo do indice apoptotico
(Woenckhaus & Fenic, 2008). Com isso, a atrofia prostatica pode representar
uma leséo proliferativa e, quando associada a inflamacdo, € denominada
atrofia inflamatéria proliferativa (PIA) (De Marzo et al., 2003). Nesse contexto,
De Marzo et al. (1999) propéem o termo PIA para designar foco discreto de
epitélio glandular proliferado com aspecto morfolégico de atrofia simples ou

hiperplasia p6s-atréfica, associado a inflamacao.

A atrofia prostatica em humanos € identificada com reducao do volume
glandular e estromal e pode ser dividida em dois grandes grupos: difusa e
focal. A difusa resulta da diminuicdo de andrégenos circulantes, enquanto que
a focal ndo apresenta esta relagcéo. A atrofia focal ocorre na zona periférica da
prostata, local onde se observam os carcinomas, e estd relacionada com
infiltrado inflamatério mononuclear (De Marzo et al., 1999; De Marzo et al.,
2003).

As células inflamatérias mononucleares sdo observadas com frequéncia
na zona periférica da préstata humana (Woenckhaus & Fenic, 2008). Da
mesma forma, a localizagédo da PIA na zona periférica da glandula do homem,
e seu potencial proliferativo sugerem a hip6tese de que a PIA represente uma
lesdo precursora do CP (De Marzo et al.,, 1999). Segundo modelo de
carcinogénese prostatica proposto por Palapattu et al. (2004), a PIA é descrita
como uma resposta das células epiteliais prostaticas normais a um

microambiente de estresse.
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O microambiente, caracterizado pelo acumulo de células inflamatorias,
especialmente no estroma, gera secrecao de proteases, fatores mitogénicos,

antiapoptoticos e angiogénicos (Wang et al., 2005).

Em homens idosos tem-se observado lesGes prostéaticas caracterizadas
por atrofia do epitélio, além de alteracGes estromais. Esses focos apresentam
aumento no indice proliferativo das células em relagdo ao epitélio normal e
usualmente estdo associados ao infiltrado inflamatério, ou seja, focos de PIA
(Platz & De Marzo, 2004).

A PIA ocorre adjacente a HGPIN e/ou ao céancer e apresenta
anormalidades genéticas semelhantes (Sugar, 2006; Karaivanov, 2007). A PIA
pode progredir para HGPIN e, subsequentemente, para carcinoma prostatico.
(Tomas et al., 2007; De Marzo et al., 2007; Karaivanov et al., 2007).

Em estudo realizado para caracterizar a morfologia e o imunofenoétipo da
PIA, observaram 34% de lesdes atroficas focais com areas com epitélio atipico

margeando diretamente acinos e ductos com HGPIN (De Marzo et al., 1999).

A relagcdo entre inflamagcdo, imunidade inata e cancer tem sido
amplamente aceita, no entanto, muitos dos mecanismos moleculares e
celulares que mediam essa relacdo nao foram elucidados (Coussens & Werb,
2002). As células inflamatérias produzem radicais livres toxicos, responsaveis
por causar danos teciduais e permanente lesdo no DNA, além da producao de

acido aracdonico (Wagenlehner et al., 2007).

Os produtos do metabolismo do acido araquidénico compéem um
conjunto de mediadores que modulam as respostas inflamatoéria e imunolégica.
Sao decorrentes da oxidagdo do acido araquidénico, o qual é gerado pela acéo
da enzima fosfolipase A,. A oxidagdo do acido araquidonico pode ser realizada
por duas vias enzimaticas: a da cicloxigenase e a da lipoxigenase. A acédo do
sistema enzimético da cicloxigenase (COX) sobre os fosfolipideos de
membrana converte o &cido araquidénico em prostaglandinas (Wang et al.,
2006).

Existem dois tipos de cicloxigenase que exercem funcgdes diferentes, a
cicloxigenase-1 (COX-1) e a cicloxigenase-2 (COX-2). A COX-1 (constituinte)
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uma enzima que precisa estar disponivel e funcional no organismo, sendo
expressa em Vvarios tecidos. A COX-2 ndo é detectada nos tecidos, mas pode
ser induzida por sinais pré-inflamatorios (Zha et al., 2001).

A COX-2 apresenta papel importante na carcinogénese, estimulando a
proliferacédo celular, inibindo a diferenciacdo epitelial e a apoptose, incitando a
invasividade celular e a metastase (Wang et al., 2005). Possui importante
funcdo na regulacdo da angiogénese associada a proliferacdo neoplasica
(Queiroga et al., 2005). O aumento na expressdo dessa enzima esta
relacionado a producdo do fator de crescimento endotelial, determinando a
habilidade para estimular o desenvolvimento de células endoteliais e promover
a angiogénese (Wang & Dubois, 2004).

Esses dados sugerem uma possivel acdo da COX-2 no processo de
progressdo da lesdo pré-neoplasica ou neoplasia benigna para proliferacdo

maligna (Kulkarni et al., 2001).

Mehar et al. (2008) sugerem a utilizagcdo de antinflamatérios nao
esterdides (AINES) inibidores da COX-2 para a prevencdo e tratamento do
cancer prostatico em humanos. Os AINES seletivos da COX-2 induzem a
apoptose de células neoplasicas e estdo associados ao aumento de sobrevida

dos pacientes e reducao de metastases.

A COX-2 é expressa em carcinomas prostaticos das espécies humana e
canina, sugerindo o envolvimento dessa proteina na patogénese das
neoplasias prostaticas de ambas as espécies. No homem é expressa em areas
gue apresentam inflamacao cronica (L’eplattenier et al., 2007). Ainda, estudos
em humanos tém avaliado a expressdo da COX-2 no cancer prostatico, porém
com resultados conflitantes. Gupta et al. (2000) sugerem uma elevada
expressao nos carcinomas, enquanto que Zha et al. (2001) demonstraram que
a expressao de COX-2 é extremamente baixa ou ausente na maioria das
neoplasias prostaticas.

Karaivanov et al. (2007) avaliaram a expressdo de COX-2 na PIN, PIA e
no carcinoma prostatico e demonstraram que esta foi significativa apenas na
PIN, contribuindo, portanto, para a hipétese da transformacédo de PIA, para
PIN.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Em préstatas caninas, a expressdo de COX-2 foi avaliada em percentual
de células epiteliais marcadas e intensidade de marcacgdo, observando-se
maiores escores para estas variaveis nos focos de células neoplasicas,
seguidos pelos de PIA, PIN e epitélio normal (Rodrigues et al., 2010).

Portanto, o estudo das lesGes prostaticas no cdo pode gerar maior
recurso diagnéstico e terapéutico na espécie humana, além de contribuir para o
avanco da Medicina Veterinaria no que diz respeito a aplicacdo de marcadores

especificos para as afec¢des prostaticas dos caes.
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CAPITULO 1

"Nao basta saber, é preciso também aplicar; ndo

basta querer, é preciso também fazer." (Goethe)
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Resumo

Atualmente, as lesdes pré-neoplasicas no homem, vém sendo estudadas
devido a alta mortalidade e morbidade do cancer prostatico. Na préstata
humana, a neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN) e a atrofia inflamatoria
proliferativa (PIA) compreendem lesbes consideradas pré-neoplasicas. A PIN
de alto de grau apresenta correlagdo com o diagndstico de carcinomas e a PIA,
lesé@o caracterizada por atipias com presenca de infiltrado inflamatorio, também
tem sido associada ao cancer prostatico em humanos. Estudos recentes
apontam uma baixa incidéncia de PIN em caes, e ndo existem relatos de PIA
nesta espécie. Diante disso, o presente trabalho teve por objetivo a
caracterizacdo imunoistoquimica das lesdes epiteliais atipicas da préstata do
cdo. As lesdes foram classificadas em PIA, PIN de acordo com critérios da
literatura humana e carcinoma de acordo com Foster e Ladds (2007). A técnica
de dupla marcacdo imunoistoquimica foi empregada com o0s anticorpos
34BE12/caspase-3, 34BE12/Ki-67, PSA/caspase-3 e PSA/Ki-67, além do
anticorpo p63 para avaliacdo da integridade da camada de células basais.
Observou-se maior numero de amostras positivas para a avaliacdo do indice
proliferativo e menor numero de amostras positivas para a avaliacdo do indice
apoptotico das células secretoras e basais na PIA e no carcinoma, porém na
PIN foi constatada maior numero de amostras positivas para proliferacdo das
células secretoras (PSA positivas). Os resultados sdo semelhantes aos da
prostata humana, o que sugere potencial pré-neoplasico da PIN e da PIA no
céo e, novamente aponta a préstata canina como modelo natural de estudo das

doencas prostaticas do homem.

Palavras-chave: cdo, prostata, PIA, PIN, carcinoma prostatico,

imunoistoquimica.
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1. Introducéo

O cao é considerado um modelo natural para o estudo das doencas
prostaticas do homem associadas ao envelhecimento, como a HPB e o
carcinoma prostéatico (Lai et al.,, 2008), o que se deve em parte, além do
homem, o cdo ser a Unica espécie que desenvolve carcinoma prostatico
espontaneamente (Argyle, 2009).

Na préstata humana, o estagio pré-neoplasico é caracterizado pela leséo
denominada neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN) (LeRoy & Northrup 2008),
sendo que a PIN de alto grau (HGPIN) é considerada precursora do carcinoma
prostatico (Montironi et al., 2007). Os primeiros dados na literatura
mencionando HGPIN em cées descrevem a presenca da lesdo em 66% das
glandulas com diagndstico prévio de adenocarcinoma (Waters et al., 1997).
Porém, Argyle (2009) a descreve como rara na espécie canina.

A inflamacdo da prostata € frequentemente associada ao epitélio
secretor atrofico que apresenta aumento da taxa proliferativa e diminuicao do
indice apoptotico (Woenckhaus & Fenic, 2008). Devido a essa e outras
caracteristicas, 0 processo inflamatério tem sido relacionado ao

desenvolvimento do carcinoma prostatico no homem (Tomas et al., 2007).

Assim, De Marzo et al. (1999) propuseram o termo atrofia inflamatoria
proliferativa (P1A) para designar os focos de proliferagéo epitelial glandular com
aparéncia morfolégica de uma atrofia simples ou hiperplasia poés-atrofica,

ocorrendo em associagado a inflamacao.

Em homens, um critério diagnéstico da PIN e do carcinoma, € a perda
da continuidade da camada de células basais observada em estudos
imunoistoquimicos, com a utilizacdo de anticorpos como o p63 e citoceratina de
alto peso molecular (34BE12) (Montironi et al., 2007).

A proteina p63 é expressa no compartimento epitelial de diversos 6rgaos
(Parsons et al., 2001; Shah et al., 2004), inclusive no epitélio prostatico normal
do homem (Yang et al., 1998). Quando comparada a imunomarcagédo da p63

com a 34BE12 em préstatas humanas, observa-se uma menor variacdo na
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intensidade de marcagao para p63, sendo este 0 marcador mais indicado no

diagndstico de carcinoma prostatico (Shah et al., 2004).

Utilizando a expressédo de p63 em préstatas humanas, Parsons et al.
(2001) demonstraram que as células basais do epitélio normal séo fortemente
marcadas, enquanto que na PIA e na HGPIN a marcacao € esparsa e negativa

nos adenocarcinomas.

Matsuzaki et al. (2009), em estudo caracterizando a PIN no céo,
observaram aumento da expressdo de p63 nesta lesdo, sugerindo papel
importante das células basais.

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizacdo
imunoistoquimica das lesdes epiteliais atipicas da préstata canina (PIA, PIN e
carcinoma) para avaliacao da proliferacdo e apoptose das células secretoras e

basais, bem como da integridade da camada de células basais.

2. Material e métodos

2.1. Material

Foram utilizadas 130 prostatas de cdes acima de quatro anos de idade,
inteiros e sem historico de afeccao prostatica, provenientes dos Centros de
Controle de Zoonoses das cidades de Botucatu (SP), Bauru (SP) e Goiania
(GO). Estas foram fixadas em formalina 10%, processadas e incluidas em
parafina. Cortes histopatolégicos foram confeccionados e corados pela técnica
de Hematoxilina-Eosina (HE). 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 (2007), por quatro patologistas.

Apés a classificacao histomorfologica, definiram-se as areas dos cortes
histologicos a serem amostradas para a confeccdo do bloco de microarranjo
tecidual (TMA), com auxilio do equipamento Tissue Microarrayer (Beencher
Instruments, Silver Spring, USA), com cores 1,0mm. Apds o corte em
micrétomo rotativo do bloco receptor, este foi passado para laminas de vidro

com fita adesiva (Instrumedics Inc, Hackensack, NJ, USA), mantidas em
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freezer a -20°C, até o momento da reacdo de imunoistoquimica, para evitar a
oxidagéo.

Das 130 proéstatas analisadas foram obtidos 149 diagnésticos diferentes,
uma vez que em uma mesma amostra havia lesdes distintas. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia/ UNESP, Botucatu/SP, sob protocolo 10/2007.

2.2. Imunoistoquimica

A dupla marcacao imunoistoquimica foi utilizada para caracterizar a
proliferacdo e a apoptose das células epiteliais secretoras (PSA/Ki-67 e
PSA/caspase-3) e basais (34BE12/Ki-67 e 343E12/caspase-3).

Para a avaliacdo da camada de células basais utilizou-se o anticorpo
primario anti-p63 (Dako M7247, clone 4A4, Dako, diluicdo 1:200) e, nas duplas
marcacgdes, para marcacdo do epitélio secretor utilizou-se o anticorpo anti-PSA
policlonal (Dako A0562, diluicdo 1:1000), e para o epitélio basal a citoceratina
de alto peso molecular (Dako MO0630, clone 34BE12, diluicdo 1:50). Para
avaliacao da proliferacdo celular a apoptose, nas células secretoras e basais,
utilizou-se adicionalmente os anticorpos primarios anti-Ki-67 (Dako M7240,
clone MIB-1, diluicdo 1:50) e anti-caspase-3 (Cell signaling 9661S, clone
Aspl75, diluigao 1:200).

Apés desparafinizacdo e hidratacdo, procedeu-se a recuperacao
antigéncia. Para o anticorpo p63 utilizou-se solugdo tampéo de Citrato 10mM,
pH 6,0, pré-aquecida em banho-maria a 96°C, por 20 minutos, e para a técnica
de dupla marcacdo (34pPEl2/caspase-3; 34BE12/Ki-67; PSA/caspase-3;
PSA/Ki-67) a mesma solucdo em panela de presséo (Pascal® Dako) a 121°C
durante trés minutos. A peroxidase enddgena foi bloqueada com perdxido de
hidrogénio 3% em metanol por 20 minutos. Em seguida o material foi mantido
durante uma hora, a 27°C, em solucéo de leite em pé desnatado (Molico®),
diluida a 3% em &gua deionizada. As laminas com os anticorpos anti-Ki-67 e
anti-caspase-3 foram incubadas em camara Umida, durante 18 horas
(overnight) a 4°C.
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O complexo secundario utilizado foi o Advance HRP (Dako K4068),
seguindo as recomendac¢fes do fabricante. As laminas foram lavadas com
solugdo tampéo TRIS pH 7,4 entre as etapas. Para a revelagdo da reacao foi
empregada a solugdo pronta para o uso de DAB (Dako K3468), por cinco
minutos. As laminas utilizadas para ao anticorpo primario anti-p63 foram
contra-coradas com Hematoxilina de Harris, desidratas e montadas.

Para a dupla marcacéo, as laminas foram novamente incubadas com um
segundo anticorpo primario (PSA e 34BE12), em camara Umida, durante duas
horas a 27°C. Em seguida, procedeu-se a etapa do complexo secundario com
o kit Advance HRP (Dako K4068) e, revelacdo com o cromdgeno AEC (Dako
K3461), por 15 minutos, a 27°C. Seguiu-se a contra-coloragdo com
Hematoxilina de Harris, lavagem em agua corrente e montagem das laminas
com meio aquoso Faramount (Dako S3025).

Utilizou-se linfonodo normal de c&o como controle positivo para 0s
anticorpos anti-Ki-67 e anti-caspase-3 e para 0s demais anticorpos (PSA,
34BE12 e p63), o tecido prostatico foi utilizado como controle interno. O
controle negativo foi realizado substituindo-se o0 anticorpo priméario por
imunoglobulina de camundongo (Dako N1698) para anticorpos monoclonais e
imunoglobulina de coelho (Dako N1699) para anticorpos policlonais. Todas as
reacdes foram acompanhadas de seus respectivos controles positivos e
negativos.

A avaliacdo das amostras de imunoistoquimica foi realizada em aumento
de 40X, localizando-se o foco de cada lesdo prostatica, sendo conferido o
resultado positivo ou negativo para a reagdo imunoistoquimica. As células
secretoras foram positivas quando se observou marcacgao citoplasmatica para
PSA, enquanto que a positividade das células basais foi considerada quando
houve marcacéo citoplasmatica para 34BE12 e nuclear para p63. Para os
anticorpos anti-Ki-67, anti-caspase-3 considerou-se a marcagdo nuclear. Para
avaliacdo da dupla marcagéo, verificou-se a positividade concomitante para
34BE12 e Ki-67 ou caspase-3 nos focos de lesdo e, em seguida nas outras
laminas imunomarcadas para PSA e Ki-67 ou caspase-3. Obteve-se assim o
namero de casos positivos e negativos para cada lesdo estudada.
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Para a avaliagcdo do anticorpo p63 considerou-se marcagédo nuclear e
escores foram utilizados em relagdo a porcentagem de células marcadas: -
sem marcacao; 1+: 0 a 25%; 2+: 25 a 50%; 3+: 50 a 75%; 4+: 75 a 100%
(adaptado de Harvey et al., 1999).

A analise estatistica foi realizada com auxilio do programa BioEstat 5.0,

utilizando-se o Teste Exato de Fisher, com grau de confianga de 0,05.

3. Resultados

Dos 149 diagnésticos instituidos na lamina de TMA, 31 cores foram
utilizados, sendo seis (19,4%) epitélio normal, 11 (35,5%) PIA, trés (9,6%) PIN
e 11 (35,5%) carcinomas.

A média do percentual de amostras negativas e positivas na dupla
marcacao imunoistoquimica para o0s anticorpos 34pEl2/caspase-3 e
34BE12/Ki-67 estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. NOmero de amostras negativas (-) e positivas (+) para dupla marcacéo
imunoistoquimica com 34PBEl12/caspase-3 e 34BE12/Ki-67 em prostatas

caninas, de acordo com o diagndstico histopatolégico.

34BE12 Caspase-3 Ki-67
- + - + - +
Normal (n=6) 2(33%) 4(66,7%) 4 (100%)" 0* 4 (100%)" o*
PIA (n=11) 2 (182%) 9 (81,8%) 8 (88,88%)° 1 (11,12%)® 8 (88,88%)° 1 (11,12%)°
PIN (n=3) 2 (66,7%) 1 (33,3%) 1 (100%)" 0* SL SL
Carcinoma 1 (9%) 10 (91%) 9 (90%)® 1 (10%)® 7 (70%)® 3 (30%)°

(n=11)

SL — sem leitura. Auséncia de controle positivo interno na reacdo ou auséncia de tecido.
Letras mailsculas diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica (Teste exato de
Fisher, p<0,05)
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Houve maior nimero de casos positivos para caspase-3 e Ki-67 na
dupla marcacdo de 34PBEl12/caspase-3 e 34BE12/Ki-67 nas préstatas que
apresentaram PIA em relacdo ao tecido prostatico normal e focos de PIN
(p<0,05). O maior percentual de expressdo para 34B3E12 foi observado nos
focos de PIA, onde 81,8% (9/11) das amostras expressaram este marcador,
entretanto os focos de PIN apresentaram 33,3% (1/3) de positividade para
34BE12.

A imunomarcacdo para 0s anticorpos anti-caspase-3 e anti-Ki-67 foi
observada em 11,12% (1/9) dos focos de PIA, no entanto, na PIN e nas
prostatas normais ndo houve expressao para estes anticorpos.

Diferenca estatistica foi observada nos focos de PIA e no carcinoma
guando avaliadas a proliferacdo e apoptose.

A figura 1 representa a imunomarcagdo para caspase-3 e Ki-67

associados ao 34BE12, nas diferentes lesdes estudadas.
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C D

Figura 1. Imunoistoquimica dupla marcacdo, Advance, DAB/AEC, contra-coloracao
Hematoxilina de Harris. (A) Préstata canina normal. Discreta marcacdo para 34BE12 e
auséncia de expressao de caspase-3, 40x. Dupla marcacao (34pPE12/caspase-3). (B) PIA
canina. 34BE12 (+) e caspase-3 (-), 40x. Dupla marcacdo (34BEl2/caspase-3). (C) PIA
canina. Marcacéo positiva para 34BE12 e Ki-67, 40x. Dupla marcacéo (34BE12/Ki-67). (D)
PIN canina. Marcacdo negativa para 34BE12 e caspase-3 (seta), 40x. Dupla marcacéo
(34BE12/caspase-3).

A tabela 2 mostra os resultados obtidos na leitura dos anticorpos
PSA/caspase-3 e PSA/Ki-67.
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Tabela 2. NOmero de amostras negativas (-) e positivas (+) para dupla marcacéo
imunoistoquimica com PSA/caspase-3 e PSA/Ki-67 em prostatas caninas, de

acordo com o diagndstico histopatolégico.

PSA Caspase-3 Ki-67
- + - + - +
Normal (n=6) 2 (33,3%) 4 (66,7%) 4 (100%)" o* 2 (50%)" 2 (50%)"
PIA (n=11) 2(18,2%) O (81,8%) 8 (88,88%)° 1 (11,12%)® 5 (555%)" 4 (45,5%)"
PIN (n=3) 2(66,7%) 1 (33,3%) 1 (100%)" 0* 0 (0%)* 1 (100%)*

Carcinoma (n=11) 1 (9%) 10 (91%) 9 (90%)® 110%)° 2 @0%)° 8 (80%)°

Letras mailsculas diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica (Teste exato de
Fisher, p<0,05)

Na avaliacao dos anticorpos PSA/caspase-3 houve diferenca estatistica
entre o numero de amostras positivas de PIA e carcinoma, em relacao ao
tecido prostatico normal e focos de PIN (p<0,05). O maior percentual de
amostras positivas para PSA foi observado no carcinoma (91%), seguido da
PIA (81,8%), préstata normal (66,7%) e da PIN (33,3%).

Observou-se diferenca estatistica, para a expressao de caspase-3, nas
prostatas que apresentaram PIA e carcinoma em relacdo a PIN e préstatas
normais. A proliferacdo celular esteve aumentada no carcinoma, onde 80%
(8/10) das amostras exibiram imunomarcacéo para o anticorpo anti-Ki-67.

A figura 2 revela a expressao dos anticorpos anti-caspase-3 e anti-Ki-67

nas células secretoras (PSA+) da PIA, da PIN e do carcinoma.
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Figura 2. Imunoistoquimica dupla marcacdo (PSA/caspase-3), Advance, DAB/AEC, contra-
coloracdo Hematoxilina de Harris. (A) PIA canina. Discreta marcacdo para PSA. Observar
transicdo entre epitélio normal e PIA, 40x. Dupla marcacdo (PSA/caspase-3). (B) PIN
canina. Marcagéo positiva para PSA e caspase-3, 40x. Dupla marcagcédo (PSA/caspase-3).
(C) Carcinoma prostatico em cdo. Marcacao intensa para PSA e caspase-3, 40x. Dupla
marcacao (PSA/caspase-3). (D) Carcinoma prostatico em cdo. Marcacgdo positiva para PSA
e Ki-67, 40x. Dupla marcacéo (PSA/Ki-67).

Na avaliacdo da imunomarcacao do p63 observou-se que a prostata do
cdo nao apresenta continuidade da camada de células basais em glandulas
normais e com lesdes atipicas.

As lesdes de PIA e carcinoma exibiram 36,4% e 90,9% das amostras,
respectivamente, com mais de 50% de células positivas para p63. O tecido
prostatico normal e os focos de PIN apresentaram positividade para este

marcador, porém com menos de 50% de células imunomarcadas (Figura 3).
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Figura 3. Préstata de cdo. (A) Tecido prostatico normal. Observar marcacéao nuclear de células
basais, 40x. (B) Atrofia inflamatoria proliferativa. Intensa marcacao de células basais e infiltracao
estromal, 40x. (C) Atrofia inflamatdria proliferativa. Células positivas com infiltracdo estromal, 40x.
(D) Neoplasia intra-epitelial prostatica. Discreta marcacao de células basais, 40x. (E) Carcinoma
prostatico. Grande quantidade de células basais positivas com infiltracdo estromal, 40x. (F)
Carcinoma prostatico. Diminuicdo da intensidade de marcacdo, 40x. Imunoistoquimica, p63,

Advance, DAB, contra-coloracdo Hematoxilina de Harris.
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4. Discussao

A préstata é sitio de diversas afecgfes, dentre essas a PIN, considerada
precursora do cancer prostatico (Rossignol et al., 2004). Waters & Bostwick
(1997) descrevem um alto indice dessa lesdo em cées. Entretanto, neste
trabalho a incidéncia foi baixa (9,67%), 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 a teoria de que a HGPIN ocorre
concomitantemente a focos de carcinoma (Waters & Bostwick, 1997).

A ocorréncia simultanea de HGPIN e carcinoma, em cées, variam de
30% a 72% (Waters et al.,, 1997). No entanto, no estudo de Aquilina et al.
(1998) e Madwell et al. (2004) 0% e 3% dos caes com carcinoma,
diagnosticado em exame histopatolégico, respectivamente, apresentaram focos
de PIN. No presente trabalho, focos de PIN foram observados em 10% dos
carcinomas avaliados.

Em recente estudo em cées, Lai et al. (2008) observaram
comprometimento de toda a glandula, com invasao da capsula nos carcinomas
prostaticos. Entretanto, neste estudo, as neoplasias prostaticas né&o

evidenciaram tal caracteristica.

A incidéncia de neoplasia prostéatica canina observada neste trabalho foi
baixa quando comparada com a do homem, visto que foram diagnosticados 11
casos de carcinoma em 149 diagnésticos (7,38%). Porém, maior que outros

relatos na medicina veterinéria (Cornell et al., 2000; LeRoy & Northrup, 2008).

A imunomarcagdo de PSA na prostata canina ja foi demonstrada por
outros grupos (Anidjar et al., 2001; Sorenmo et al., 2003) e n&o se observou a
presenca desta proteina no plasma de cées, e sim um gene hort6logo que
codifica a proteina arginina esterase prostatica, que conserva 0S mesmos
elementos responsivos a andrégeno do que os genes do homem (Olsson et al.,
2004).
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Xiao et al. (2004) avaliaram cancer prostatico em homens e observaram
um decréscimo na expressao do PSA nos casos com alto grau de Gleason. A
observacdo de carcinomas prostaticos caninos positivos para PSA e 34BE12
pode inferir na aquisicdo de um fendtipo indiferenciado, pela expresséao

imunoistoquimica de ambos os maracadores avaliados.

No presente estudo, com o0 uso da técnica de dupla marcagao
imunoistoquimica com anticorpos de proliferacao (Ki-67) e apoptose (caspase-
3) nas células secretoras do carcinoma prostatico do céo observou-se reducéo
na expressdao de marcadores apoptéticos e aumento significativo da

proliferacéo.

Foi postulado que as células epiteliais atréficas nos focos de PIA sao
alvo de transformacéo neoplasica, podendo dar origem ao carcinoma de forma
direta ou indireta, via o desenvolvimento de PIN (Montironi et al., 2002). Um
dos fatores que suporta esta hipétese € o maior indice proliferativo das células
epiteliais, quando comparadas com o0s &cinos normais (Wang et al., 2004), o
que também foi observado em neste estudo, jA que o percentual de amostras
com proliferacdo do compartimento secretor na PIA foi de 55,5% e 30% no

epitélio basal.

Wang et al. (2004) observaram, no homem, aumento da expressao de
bcl-2 em focos de PIA, o que corrobora os achados deste estudo, onde o indice

apoptotico, avaliado pela caspase-3, foi baixo em todas as lesdes estudadas.

A proteina p63 é um marcador de células basais, utilizado para
determinar o status da camada de células basais, permitindo distinguir, no

homem, lesées como PIA, PIN e carcinoma (Karaivanov et al., 2007).

As células basais na prostata normal do homem expressam grande
quantidade da proteina p63 (Parsons et al., 2001). Contudo, neste estudo
revelou foi constatada diminuicdo da marcagcdo em glandulas normais, com
lesBes benignas e nos focos de PIN. Ja Matsuzaki et al. (2009), avaliando
focos de PIN no cao, observaram maior percentual de células p63 positivas
nesta lesdo do que em &cinos normais. Estes autores inferem a participacéo

das células basais na origem da PIN.
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Na PIA e no carcinoma houve aumento da marcagdo da proteina p63,
discordando da literatura que refere reducao da expressao da p63 (Parsons et
al., 2001). Nossa hipétese com relacao a este achado discordante implica em
uma proliferacdo de células basais com ruptura da membrana basal e

infiltracdo de células atipicas no estroma.

Este achado é corroborado pela co-expressao, em células neoplasicas
da préstata canina, de citoceratinas de células luminais e basais, sugerindo a

origem dos carcinomas, a partir das células basais (Grieco et al., 2003).

Leav et al. (2001) utilizaram citoceratina para demonstrar que no tecido
prostatico normal os dutos prostaticos, e ndo 0s acinos, apresentam uma
camada de células basais continua, e que nos carcinomas, 0S &cinos
neoplasicos também apresentam essa camada continua, que pode sugerir que
as células neopléasicas se originaram do epitélio dos ductos, ou também que

houve invasao das células neoplasicas nos ductos.

Acreditamos que no cdo, o critério de invasividade pela descontinuidade
da camada de células basais ndo € o mais adequado. O mesmo argumento
pode ser usado no diagndstico morfolégico de focos de PIN, em que no homem
h&4 a manutencdo da camada de células basais. Este aspecto se perde na
avaliacao de PIN no cdo. Neste estudo ndo encontramos a camada de células
basais integra, nem no epitélio ductal de préstatas normais, nem nos

carcinomas.

5. Conclusoes

A PIA, a PIN e o carcinoma apresentaram maior percentual de células
secretoras (PSA+) em proliferagcdo do que em apoptose, sendo que na PIA e
no carcinoma a proliferacdo de células secretoras era mais acentuada do que
nos focos de PIN. Além disso, o compartimento de células basais na PIA
também apresentou proliferagdo celular, podendo auxiliar no crescimento da

lesdo. Na avaliacdo da camada de células basais prostaticas no céo, observou-
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se descontinuidade desta e aumento da imunomarcagdo de p63 na PIA e

carcinoma.
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CAPITULO 2

"Quando atingimos o objetivo, convencemo-nos

de que seguimos o0 bom caminho." (Paul Valéry)
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Resumo

As neoplasias prostaticas no homem apresentam grande importancia devido
sua incidéncia e mortalidade. Modelos animais tém sido utilizados para
investigacdo da carcinogénese prostatica. O cao apresenta algumas
semelhangas com o homem, principalmente em relacdo ao desenvolvimento
espontaneo do cancer de prostata. Algumas lesdes sdo consideradas pré-
neoplasicas no homem, dentre elas a neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN) e
a atrofia inflamatéria proliferativa (PIA). O processo inflamatério esta
relacionado ao surgimento do carcinoma prostatico, onde ha producao de
radicais livres e acido aracdonico.. A cicloxigenase-2 (COX-2) apresenta papel
fundamental na resposta inflamatéria e, tem relagdo com a carcinogénese
prostética. Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a expresséo
proteica e génica da COX-2 na PIA (estroma e epitélio) canina, utilizando a
imunoistoquimica (IHQ) e a qRT-PCR, apés microdisseccdo a laser,
separando-se os componentes estromal e epitelial. Os resultados da reacdo de
gRT-PCR mostram aumento da expressdo de COX-2 nas células estromais e
diminuicdo da expressao no epitélio, entretanto, na IHQ houve um aumento da
marcagdo de COX-2 na PIA. Deste modo, o desenvolvimento do cancer
prostético, nos caes, pode estar relacionado com a expressdo de COX-2 e

infere sobre o papel do estroma na carcinogénese da prostata canina.

Palavras-chave: cao, prostata, PIA, LCM, gRT-PCR, COX-2.
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1. Introducéo

O carcinoma prostatico € o cancer mais comum em homens e apresenta
estimativa de 28,6% de novos casos em 2010 (INCA, 2009). E uma neoplasia
com alta morbidade e mortalidade, porém tem-se observado reducdo da
incidéncia devido aos meios de diagnéstico e deteccdo precoce (LeRoy et al.,
2004). Frente a importancia e incidéncia do carcinoma prostatico no homem,
alguns animais tém sido utilizados como modelo na investigacdo da
patogénese e progressao desta leséo (De Marzo et al., 1999).

O céo, assim como o homem, apresenta desenvolvimento espontaneo
do céncer de prostata (Argyle, 2009). Muitos aspectos sao comuns entre
ambas as espécies, 0o adenocarcinoma prostatico é localmente invasivo,
apresenta desenvolvimento de metastases Osseas e est4d associado a
neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN) (Cornell et al., 2000).

A interagdo entre o estroma e 0 epitélio representa uma importante
etapa no desenvolvimento do céncer prostatico e da hiperplasia prostatica
benigna (HPB) (Hellstrom et al., 1997). O estroma influencia na infiltragcdo de
células neoplasicas quando ha perda da integridade da membrana basal, além
de intervir na evolugdo das lesdes pré-malignas (Basanta et al., 2009).

No tecido prostéatico adulto, do homem, a “conversa” entre o epitélio e 0
estroma adjacente mantém a homeostase da glandula (Basanta et al., 2009).

O processo inflamatério relaciona-se a carcinogénese prostatica (De
Marzo et al., 2007; Tomas et al., 2007). A inflamacgé&o esta associada ao epitélio
atréfico e este apresenta aumento da taxa proliferativa e diminuicdo do indice
apoptotico (Woenckhaus & Fenic, 2008). Assim, a atrofia prostatica inflamatoria
pode representar uma lesé@o proliferativa e, quando associada a inflamacao é
denominada atrofia inflamatéria proliferativa (PIA) (De Marzo et al., 2003).

As células inflamatoérias produzem radicais livres toxicos responsaveis
por danos teciduais e permanente lesdo no DNA, além da producéo de &cido
aracdénico (Wagenlehner et al.,, 2007). Este é convertido em varias
prostaglandinas pré-inflamatérias por acdo da enzima cicloxigenase (COX)
(Zha et al., 2001). O acumulo de COX-2 representa papel importante na
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carcinogénese, estimulando a proliferagdo e angiogénese e inibindo a apoptose
(Wang et al., 2005).

A COX-2 é expressa em carcinoma prostatico no homem e no cao,
sugerindo que esta proteina esteja envolvida na patogénese do carcinoma
prostatico das duas espécies (L'eplattenier et al., 2007). Karaivanov et al.
(2007) avaliaram a expressdo de COX-2 na neoplasia intra-epitelial prostatica,
na PIA e no carcinoma prostatico no homem e demonstraram que esta foi
significativa apenas nos focos de PIN. Enquanto que outros autores
observaram aumento da expressédo de COX-2 na PIA (Zha et al., 2001; Wang
et al., 2005).

O estudo das lesdes epiteliais atipicas € de fundamental importancia
para o entendimento do desenvolvimento do céancer prostatico no cao.
Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar a expressdo protéica e
génica de COX-2 em focos de PIA na préstata canina por meio das técnicas de
imunoistoquimica (IHQ) e gRT-PCR, uma vez que esta proteina relaciona-se a
angiogénese, inibicdo da apoptose, aumento da capacidade invasiva,

metastases e modulagéo da inflamacgéo nas diferentes afeccdes prostaticas.

2. Material e métodos

2.1. Material

As préstatas foram coletadas de cées eutanasiados por razées nédo
relacionadas as afeccdes prostaticas. Cortes sequenciais foram realizados,
onde o primeiro corte era mantido em formol 10% durante 24 horas e o
seguinte acondicionado em freezer a -80°C, e assim consecutivamente.

Para a avaliagdo proteica, utilizou-se uma lamina de microarranjo
tecidual (TMA), confeccionado com 149 amostras de tecido prostéatico canino,
com auxilio do equipamento Tissue Microarrayer (Beencher Instruments, Silver
Spring, USA). Apés o corte em micr6tomo rotativo do bloco receptor, este foi
passado para laminas de vidro com fita adesiva (Instrumedics Inc, Hackensack,

NJ, USA), mantidas em freezer a -20°C, até o momento da reacdo de
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imunoistoquimica, para evitar a oxidacao. A lamina de TMA continha 38 focos
de PIA.

Para a expressdo génica, utilizou-se 17 fragmentos congelados de
prostata canina que tiveram o diagnéstico de PIA e trés amostras de tecido
prostatico normal, confirmados por exame histopatoldgico. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia/ UNESP, Botucatu/SP, sob protocolo 10/2007.

2.2. Microdisseccéo a laser

Novos cortes histopatolégicos dos fragmentos prostaticos caninos
selecionados com diagnéstico de PIA, de cinco um foram confeccionados em
criostato (Leica CM 1900) e distendidos em laminas especificas (Fischerbrand
— Color frost, Fischer Scientific), mantidas em freezer -80°C. De cada amostra
foram obtidas trés laminas.

As laminas foram coradas com o kit LCM Staining (Ambion AM1935) e
secas a temperatura ambiente, por 5 minutos. Em seguida, procedeu-se a
captura de células com o aparelho PixCell lle (Arcturus Engineering, programa
Ver 2.0.0) acoplado a um computador. Para cada lamina foi cronometrado o
tempo de microdisseccao e observado o nimero de tiros do laser para cada
amostra. Foram microdissecadas células do epitélio (células atroficas) e do
estroma prostatico (tecido conjuntivo ao redor das glandulas atréficas,
associado ao infiltrado inflamatério), em caps (CapSure Macro LCM Caps,
Arcturus Bioscience, 10284-04) separados para cada componente tecidual. Foi
realizada uma média de 1785 tiros a laser em cada componente tecidual.

Os caps eram imediatamente colocados em um tubo eppendorf, com
100pL solucéo de lise (kit RNAqueous - Ambion AM1931) em estufa a 42°C,

por 30 minutos e armazenados a -80°C até o momento da extracdo de RNA.,
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2.3. RT-PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

O RNA total foi extraido utilizando o kit RNAqueous (Ambion AM1931),
seguindo as recomendacdes do fabricante. As amostras de RNA foram
purificadas com DNase | (Ambion AM1931) e utilizadas para sintese de cDNA
com o kit High-Capacity (Applied Biosystems 4322171) e posterior realiza¢c&o
da técnica de gRT-PCR.

As etapas da PCR quantitativa foram realizadas em termociclador
automatico (ABI Prism 7000 Sequence Detection System) e processadas pelo
sistema de deteccao ap6s numero variavel de ciclos em fase exponencial. O
gene constitutivo utilizado foi a p-actina (BACT). Para amplificacdo foi
empregado o kit Power SYBR Green PCR Master MIX (Applied Biosystems
4367218) que contém todos 0s reagentes necessarios para a reagao. O volume
final para cada reagéo foi de 10puL. Como controle positivo utilizou-se prostata
normal com componentes celulares distintos microdissecados (epitélio e
estroma).

Os primers utilizados para COX-2 foram 5’gcticgattgaccagagcag3’ e
5’caccataaagggcctccaac3’ e para a [-actina foram 5’ggcatcctgaccctcaagta3’ e
S'cttctccatgtcgtcccagt3’.

A quantificacdo do RNA obtido utilizou os valores de Ct (Cycle

Threshold) pela férmula 244V,

Para cada amostra, o valor de ACt foi
determinado subtraindo a média das duplicatas dos valores de Ct do gene de
interesse da média das duplicatas dos valores de Ct do gene referéncia (-
actina). Posteriormente, para determinar o AACt, o valor de ACt de cada
amostra foi subtraido do valor da média de ACt das amostras normais. Este

CAACY Para cada amostra foi determinada

ultimo valor foi adicionado a formula 2
a quantidade relativa de transcrito (QR).

O gene COX-2 foi considerado diferencialmente expresso nas amostras
de PIA reguladas positivamente (expressao aumentada) quando os valores de
QR eram = 2,0 e reguladas negativamente (expressdo diminuida) quando os

valores de QR eram < 0,5.
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2.4. Imunoistoquimica

A técnica de imunoistoquimica (IHQ) foi realizada com o objetivo de
confirmar o resultados da técnica de gqRT-PCR. O anticorpo primario utilizado
foi 0 anti-COX-2 (Dako M3617, clone CX-294, diluicdo 1:50), diluido em diluidor
de anticorpo (Dako S3022). Apés desparafinizacdo e hidratacéo, procedeu-se a
recuperacao antigénica utilizando solucédo tampé&o Citrato 10mM, pH 6,0, em
panela de presséo (Pascal® Dako) a 121°C durante trés minutos. A peroxidase
endogena foi bloqueada com peroxido de hidrogénio a 3% em metanol por 20
minutos. Em seguida o material foi mantido durante uma hora, a 27°C, em
solug&o de leite em p6 desnatado (Molico®) , diluida a 3% em agua deionizada.

As laminas foram incubadas, em camara Umida, com o anticorpo
primério durante 18 horas (overnight) a 4°C. O complexo secundario utilizado
foi 0 Advance HRP (Dako K4068), seguindo as recomendac¢fes do fabricante.
As laminas foram lavadas com solugédo tampéao TRIS pH 7,4 entre as etapas.
Para a revelagdo da reacdo foi empregada solugdo pronta para uso de DAB
(Dako K3468) por cinco minutos. As laminas foram contra-coradas com
Hematoxilina de Harris, desidratas e montadas.

Como controle positivo utilizou-se rim normal de cdo, de acordo com
Heller et al. (2005), enquanto que o controle negativo foi realizado substituindo-
se 0 anticorpo primario por imunoglobulina de camundongo (Dako N1698), nas
mesmas condi¢des de reacao.

Para a avaliacdo das amostras utilizou-se escores em relagdo a
porcentagem de células marcadas: - sem marcacdo; 1+: 0 a 25%; 2+: 25 a
50%; 3+: 50 a 75%; 4+: 75 a 100% (adaptado de Harvey et al., 1999).

3. Resultados

3.1. RT-PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

Para o gene enddgeno (BACT) e alvo (COX-2), ap6s a padronizacdo das

reacoes, foi avaliada a eficiéncia da reacdo para os pares de iniciadores para
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cada gene. As eficiéncias foram calculadas de acordo com as curvas-padréo
(diluicbes seriadas do cDNA) para cada par de iniciadores, sendo ambas

superiores a 90%.

Foi observada diminuicdo da expressdo do transcrito COX-2 em 65%
dos casos de PIA analisados, expressdo normal em 30% e aumento em 5%
dos casos quando ndo se considerou o compartimento tecidual isoladamente
(estroma e epitélio), conforme apresentado na tabela 1, Para a analise desse
perfil de expressdo génica foram consideradas 20 amplificagcbes que
apresentaram resultados satisfatérios nas amostras de PIA, tendo sido
incluidas tanto epitélio quanto estroma das 17 amostras de PIA que foram

avaliadas, ndo sendo todas pareadas.

Tabela 1. Perfil de expressao do gene COX-2 em amostras de PIA de préstata

caninas, apds microdisseccao a laser.

Gene Diminuicdo Normal Aumento

COX-2 65,0% (13/20) 30,0% (6/20) 5,0% (1/20)

Dentre as amostras avaliadas, diferentes tipos celulares foram
microdissecados nas préstatas normais e com focos de PIA, possibilitando a
analise separadamente dos niveis de transcritos das células estromais (S) e

das células epiteliais (E), conforme demonstrado na tabela 2.

Durante a microdisseccdo do estroma, células inflamatorias
mononucleares foram capturadas, sendo que nas amostras avaliadas a

intensidade da inflamacgéo variou de discreta a moderada.

Considerando cada componente celular separadamente, obteve-se um
total de 30 amostras, das quais 20 atingiram padrao de amplificacdo analisavel,
onde sete casos continham estroma (S) e epitélio (E) pareados (totalizando 14

amostras) e seis apresentaram amplificagdo apenas no componente epitelial.
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Tabela 2. Perfil de expressdo do gene COX-2 nas células epiteliais (E) e

estromais (S) de amostras de PIA de préstata caninas, ap6s microdisseccéo a laser.

Gene Diminuicédo Normal Aumento
COX-2 E 100% (13/13) 0 0
S 0 85,71% (6/7) 14,29% (1/7)

Na andlise pareada entre epitélio (E) e estroma (S) foram avaliadas sete
amostras e, niveis mais altos de expressdao do gene COX-2 nas células
estromais em relacdo as epiteliais foram observados (P=0,0004, teste de

Mann-Whitney, Figura 1).

Figura 1. Niveis de transcritos do gene COX-2 detectados nos diferentes tipos
celulares (epitélio e estroma) dos tecidos de PIA de prostatas caninas (P=0,0004, teste
de Mann-Whiney).

Na figura 2 estdo apresentados os resultados da expresséo do gene
COX-2 quando comparados os diferentes tipos celulares nos focos de PIA e

nas prostatas normais
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Figura 2. (A) Niveis de transcritos do gene COX-2 detectados no epitélio prostatico
normal e da PIA canina. (B) Niveis de transcritos do gene COX-2 detectados no

componente estromal da PIA e de pristatas caninas normais.

3.2. Imunoistoquimica

Das 38 amostras de PIA avaliadas, a expressdo de COX-2, nas células
epiteliais e estromais, variou entre 75 a 100% de células marcadas (escore 4)
em 33 casos (87%), enquanto que trés amostras (7,9%) apresentaram 50 a

75% (escore 3) de imunomarcagéo e duas (5,1%) mostraram expressao entre
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25 a 50% (escore 2) das células avaliadas. Entretanto, as células epiteliais e
estromais normais apresentaram expressao citoplasmatica que variou entre 0 a
25% (escore 1) de células marcadas

A imunomarcacao de COX-2 foi observada tanto nas células epiteliais
como nas estromais (Figura 2). Os achados revelam, portanto, imunomarcacgao

de COX-2 superior a 50% em 36 das 38 amostras avaliadas.
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C

Figura 3. Préstata de céo. (A) Epitélio prostatico normal. Discreta marcacao citoplasmatica nas células

epiteliais, 64x. Imunoistoquimica, COX-2, Advance, DAB, contra-coloracdo Hematoxilina. (B) Atrofia
inflamatdria proliferativa. Observar imunomarcacao citoplasmatica nas células epiteliais atipicas e células
inflamatdrias mononucleares estromais (seta), 40x. Imunoistoquimica, COX-2, Advance, DAB, contra-
coloracdao Hematoxilina. (C) Atrofia inflamatdria proliferativa. Imunomarcacdo em células epiteliais (seta
branca) e estromais (seta preta), 40x. Imunoistoquimica, COX-2, Advance, DAB, contra-coloracao

Hematoxilina.
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4. Discussao

A inflamagd@o crbnica estd relacionada com o desenvolvimento de
neoplasias em varios 6rgaos, inclusive na prostata (Wang et al., 2004). A PIA
foi descrita na prostata do homem e se caracteriza por infiltrado inflamatério
mononuclear e atrofia com atipia das células epiteliais (De Marzo et al., 1999).
Nas prostatas caninas avaliadas neste trabalho, foram constatadas lesées com
as mesmas caracteristicas morfolégicas descritas para a PIA em humanos.

A técnica de microdisseccao a laser pode ser utilizada para se obter
maior quantidade de determinada populacdo celular, fornecendo oportunidade
para o estudo das alteragbes nas vias de sinalizagdo em populagdes celulares
especificas (Grub Il et al., 2009). Esta técnica foi aplicavel as lesdes da
prostata canina estudadas, permitindo a extracdo de quantidades adequadas

de RNAm, para realizagdo da qRT-PCR.

Quando avaliados os diferentes tipos celulares, a expressdo de COX-2
nas células estromais apresentou-se igual e aumentada, entretanto no epitélio
houve diminuicdo da expressao. A expressdao de COX-2 no epitélio da PIA é
avaliada em relagé@o ao valor de referéncia do epitélio normal microdissecado,
portanto a reducdo da expressdo deste gene nas células atipicas do epitélio
nao retrata auséncia de expressao neste compartimento.

Os resultados obtidos corroboram o descrito em cancer colorretal, em
que a andlise isolada do estroma e epitélio obtidos por LCM, mostrou
alteracdes de sinais distintas entre os compartimentos avaliados (estroma e
epitélio maligno) (Sheehan et al., 2008).

O estroma interfere na evolucdo das lesdes pré-neoplasicas e atua
auxiliando na expansdo tumoral na auséncia de integridade da membrana
basal (Basanta et al., 2009; LeRoy & Northrup, 2008). Varios estudos
investigaram a interacdo entre o epitélio e o estroma prostaticos (Condon,
2005), sendo que no tecido prostatico adulto do homem, essa interagdo
mantém a homeostase da glandula (Basanta et al., 2009).

No presente estudo, o estroma apresentou importante participagéo, pois
a expressao do gene COX-2 em focos de PIA canina esteve aumentada neste
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compartimento celular. Na literatura, ndo foram encontrados estudos que
avaliam a expressdo génica de COX-2 na PIA canina, considerando-se 0s
componentes teciduais de forma isolada, pela técnica de LCM.

Uma vez que a composicdo do componente estromal é estatisticamente
correlacionada com a recorréncia de doencas prostaticas no homem, o papel
deste compartimento tecidual deve ser estudado em diferentes estagios de

lesBes prostaticas.

O aumento da expressdo da proteina COX-2 tem sido associado ao
risco de desenvolvimento de diversas neoplasias. No cancer de prostata do
homem, apresenta-se elevada e sua atividade implica na producdo de
prostaglandinas que interferem no processo de carcinogénese na presenca de
inflamacdo cronica (Mehar et al., 2007). O mesmo foi observado nos cées
avaliados neste trabalho, onde expressdo da proteina COX-2 foi superior a
75% em 87% das amostras com focos de PIA.

Este trabalho demonstrou intensa marcacdo de COX-2 em células
epiteliais e nas células inflamatérias adjacentes, assim como Wang et al.
(2004) em humanos, que observaram aumento da expresséo desta enzima no
epitélio prostatico com diferentes tipos de atrofia epitelial pds-inflamatoria
adjacente a inflamacéo croénica.

Em estudo prévio, Rodrigues et al. (2010) relatou aumento da
imunomarcacao de COX-2 nas lesdes atipicas do epitélio prostatico (PIN, PIA e
carcinoma) do cdo em relacdo a préstata normal. Este dado corrobora os
achados de diferentes trabalhos com lesfes prostaticas em humanos e com o
resultado atual, onde se notou aumento da imunomarcagdo de COX-2 nos
focos de PIA.

Quando comparados os resultados das duas técnicas utilizadas,
observa-se uma grande expressao protéica de COX-2 (acima de 50%), porém
diminuicdo dos niveis de RNAmM no compartimento epitelial e manutencdo ou
aumento destes valores no estroma. Pode-se inferir que as diferentes amostras
utilizadas neste trabalho (tecido em parafina e congelado) resultam na

discordancia observada entre os resultados da gRT-PCR e IHQ.
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Outros trabalhos (De Cremoux et al., 2002; Jarzabeck et al., 2005;
Labuhn et al., 2006) também demonstraram discrepancia nos resultados da
imunoistoquimica e expressao de RNAm.

A eficiéncia de traducdo do RNAm e a degradacéo protéica podem estar
relacionadas a diferenca observada entre as técnicas utilizadas, uma vez que a
expressdo protéica ndao é diretamente proporcional a expressdo de RNAmM
(Omoto et al., 2002).

Nosso estudo é pioneiro na avaliacdo da expressdo génica de COX-2
nos diferentes componentes teciduais da PIA canina, obtidos pela técnica de
LCM. Demonstra que nos focos de PIA canina ha maior expressdo de COX-2
no estroma em relacdo as células epiteliais. Portanto, o estroma pode agir de
forma paracrina nas células epiteliais, estimulando a proliferacdo celular,
reduzindo a apoptose deste compartimento e promovendo angiogénese no
microambiente, fatores que contribuem para a carcinogénese prostatica e que

a expressao proteica € aumentada nesta lesao.
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DISCUSSAO GERAL

"Quanto maiores sdo as dificuldades a vencer,
maior sera a satisfacao."

(Cicero)
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Discussao geral

Assim como descrito na literatura, acredita-se que o céo tenha grande
importancia como modelo experimental para o estudo das afec¢fes prostaticas

do homem devido a semelhanca morfologica, imunofenotipica e molecular,

também observadas neste trabalho.

Além disso, o estudo das lesdes da préstata no céo é fundamental para
compreensdo da carcinogénese prostatica nesta espécie, com o objetivo de
investigar possiveis vias para o tratamento e prevencdo de afeccbes néo-

neoplasicas, pré-neoplasicas e neoplasicas.

Quando avaliada a proliferacdo, por meio de imunoistoquimica utilizando
o anticorpo Ki-67 nas afeccfes prostaticas, observou-se aumento da expressao
nas células secretoras da PIA e do carcinoma, assim como descrito na
literatura. Acreditamos que estes valores poderiam ter sido maiores, uma vez
que é conhecida a sensibilidade deste anticorpo primario ao método de fixacao

utilizado.

A PIN ndo demonstrou proliferacao nas células basais, pois as amostras
nao foram consideradas, uma vez que houve auséncia de controle positivo
interno ou amostra (core se desprendia). Além disso, a baixa incidéncia desta
lesdo no cdo, mesmo com o0 humero de prostatas coletadas por nosso grupo e
pelo grupo da UFG, Goiania, nos impede de inferir sobre o comportamento

desta lesdo nesta espécie.

A inflamacdo pode apresentar papel importante na carcinogénese
prostética canina, pois as lesdes atipicas associadas a processo inflamatorio
demonstraram intensa proliferagdo, diminuicdo da apoptose (como
demonstrado neste estudo) e maior acumulo da proteina p53 mutante (dados

nao demonstrados neste estudo).

As células inflamatérias presentes no microambiente da lesdo sao
responsaveis pela producdo de radicais livres, os quais causam dano ao DNA,

além da producdo do acido aracddnico (Wagenlehner et al., 2007). Por acdo da
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cicloxigenase, este é convertido em diversas prostaglandinas pré-inflamatérias
(Zha et al., 2001).

Cada prostaglandina é responsavel por uma funcao dentro do processo
inflamatdrio, inclusive na carcinogénese como observado por diversos autores
(Tremblay et al., 1999). Neste estudo, avaliou-se o papel da COX-2 nas

atipicas da prostata do cao.

Como citado em diferentes trabalhos analisados, a COX-2 apresenta
papel fundamental no desenvolvimento de neoplasias em diversos 6rgdos, em
diferentes espécies, incluindo o cdo e o homem, inclusive na préstata, como
descrito para o homem. A expresséo desta enzima aumenta de acordo com a
evolucao do processo carcinogénico. Nao ha relatos sobre o papel da COX-2

nas lesbes prostaticas do cao.

Corroborando os achados de diferentes trabalhos na literatura humana,
este trabalho revelou aumento da expressdo de COX-2 na PIA canina, tal fato
ja observado em trabalho prévio, onde houve aumento da expressdo desta
enzima nas les@es atipicas em relacao ao epitélio prostatico normal (Rodrigues
et al., 2010).

Além da imunoistoquimica, a expressao da COX-2 foi avaliada pela da
técnica de gRT-PCR, ap6s microdisseccao a laser do tecido prostatico canino.
Os resultados mostraram que, quando analisados os compartimentos celulares
agrupados, houve uma diminuicdo na quantidade do transcrito. A diferenca
observada na imunoistoquimica (aumento da expressdo) comparada a qRT-
PCR pode estar relacionada com a metodologia, meia vida distinta entre o

RNAmM e a proteina.

Entretanto, na andlise dos diferentes componentes celulares (estroma e
epitélio), o estroma apresentou maior expressao do gene COX-2 em relagcdo ao
epitélio, da mesma lesdo. Os resultados obtidos corroboram o papel do
estroma no crescimento, invasividade tumoral, bem como aparecimento de

metastases, como ja observado em diversos relatos.
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O estroma interfere na evolugcdo das lesdes pré-neoplasicas, atua
auxiliando a expansdo tumoral quando ha degradagdo da membrana basal
(Basanta et al., 2009; LeRoy & Northrup, 2008).

A avaliacdo da integridade da camada de células basais na préstata do
cdo ndo é considerada critério diagnéstico para o carcinoma prostatico e PIN,
assim como observado no homem. A partir da imunomarcacao da proteina p63
nas lesbes atipicas da préstata canina, o presente estudo revelou aumento da
expressao nestas afec¢bes, bem como descontinuidade da camada de células
basais nas préstatas normais, concordando com estudos em cées (Leav et al.,
2001). Este resultado infere na possivel “indiferenciacdo” das células epiteliais
secretoras, que podem retornar a um fenétipo de células basais, com maior
capacidade proliferativa.

O estudo de neoplasias espontaneas no cdo, como 0 carcinoma
prostético, abrange o entendimento do desenvolvimento e progressdo do
cancer, bem como mecanismos moleculares de iniciacdo e progressao,

angiogénese e metéastase.

Talvez, a baixa incidéncia de céancer prostatico em cées, quando
comparada a espécie humana, assim como observado em neste trabalho, pode
estar relacionada com o diagnostico tardio, caréncia nos métodos diagnosticos
“in vivo” e auséncia de massas tumorais macroscépicas, uma vez que 0S

carcinomas observados eram microscopicos.

A hipotese da relacdo entre a inflamagcdo e o cancer prostatico é bem
elucidada no homem, entretanto devem ser consideradas evidéncias pouco

estudadas no cao, como dados epidemiol6gicos e caracteristicas genéticas.

Frente aos resultados obtidos, conclui-se que a lesdo atipica mais
freqiiente no cdo é a PIA, ainda ndo relatada nesta espécie. Questiona-se
quais seriam os mecanismos protetores do microambiente prostatico do céo
para que a taxa de adenocarcinomas seja menor do que a do homem, frente a
alta incidéncia de PIA nos caes.

Este trabalho permitiu caracterizar as lesbes prostaticas do cao,

adicionando dados inéditos a literatura veterinaria e demonstrou que as
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afeccdes prostaticas desta espécie, apesar de ndo serem morfologicamente
semelhantes as do homem, podem ser utilizadas como modelo de estudo para
a espécie humana. Além disso, traz informacdes importantes sobre o
diagndstico dos carcinomas prostaticos caninos, que podem nao se apresentar
como massas tumorais macroscopicas, porém sao passiveis de ocorréncia de

metastases.
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CONCLUSOES GERAIS

"Devemos seguir sempre o caminho que conduz

ao mais alto." (Platdo)
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Conclusdes gerais

Com base nos resultados, pode-se concluir que:

O epitélio secretor na PIA e no carcinoma apresentam aumento
da proliferacdo em relacdo as préstatas caninas normais, além de

taxa apoptotica reduzida;

O epitélio basal na PIA exibe taxa de proliferacdo maior e indice

apoptotico menor, em relacao as préstatas caninas normais;

O cédo apresenta descontinuidade da camada de células basais

nas prostatas normais

As células basais na PIA e no carcinoma expressam maior

guantidade de p63 em relacdo as préstatas caninas normais;

Nos focos de PIA da préstata canina, o gene COX-2 apresenta

expressado diminuida;

O estroma prostatico na PIA canina apresenta aumento da
expressao do gene COX-2.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

REFERENCIAS

"O pensamento € a acdo ensaiando."” (Sigmund

Freud)



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Referéncias

ALGABA, F. Neoplasia intra-epitelial prostatica. Urology Contemporanium, v.3,
n.3, p. 174-179, 1997.

ANANTHANARAYANAN, V; DEATON, RJ; YANG, XJ; PINS, MR; GANN, PH.
Alteration of proliferation and apoptotic markers in normal and premalignant

tissue associated with prostate cancer. BMC Cancer, v.6, p.1-9, 2006.

ARGYLE, DJ. Prostate cancer in dogs and men: a unigue opportunity to study
the disease. Veterinary Journal, v.180, p.137-138, 2009.

ARRIAZU, R; POZUELO, JM; HENRIQUES-GIL, N; PERUCHO, T; MARTIN, R;
RODRIGUEZ, R; SANTAMARIA, L. Immunohistochemical study of cell
proliferation, Bcl-2, p53, and caspase-3 expression on preneoplastic changes
induced by cadmium and zinc chloride in the ventral rat prostate. Journal of
Histochemistry and Cytochemistry, v.54, p.981-990, 2006.

BASANTA, D; STRAND, DW,; LUKNER, RB; FRANCO, OE; CLIFFEL, DE;
AYALA, GE; HAYWARD, SW; ANDERSON, ARA. The role of transforming
growth factor-B-mediated tumor-stroma interactions in prostate cancer
progression: An integrative approach. Cancer Research, v.69, n.17, p.7111-
7120, 2009.

BILLIS, A; FREITAS, LLL; MAGNA, LA; FERREIRA, U. Inflammation atrophy on
prostate needle biopsies: is there topography to cancer? International Brazilian
Journal of Urology, v.33, p.355-363, 2007.

BORAN, C; KANDIRALI, E; YILMAZ, F; SERIN, E, AKYOL, M. Reliability of the
34BE12, keratin 5/6, p63, bcl-2, and AMACR in the diagnosis of prostate

carcinoma. Urologic Oncology, 2010.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

BOSTWICK , DG; BRAWER, MK. Prostatic intra-epithelial neoplasia and early

invasion in prostate cancer. Cancer, v. 59, p.788-794, 1987.

BOSTWICK, D.G. Neoplasms of the prostate. In: Bostwick, D.E.; Eble, J.N.
Urologic Surgical Pathology, St. Louis: Mosby, p.343-421, 1997.

CHEW, DJ. An overview of prostatic disease. Compendium on Continuing

Education for the Practicing Veterinarian, v.19, n.3, p. 80-85, 1997.

CHUNG, LW; BASEMAN, A; ASSIKIS, V; ZHAU, HE. Molecular insights into
prostate cancer progression: the missing link of tumor microenvironment.
Journal of Urology, v173, p.10-20, 2005.

COUSSENS, LM; WERB, Z. Inflammation and cancer. Nature, v. 420, p.860-
867, 2002.

DE MARZO, AM.; MARCHI, VL; EPSTEIN, JI; NELSON, WG. Proliferative
inflammatory atrophy of the prostate: implications for carcinogenesis. American
Journal of Pathology, v.155, n.6, p.1985-1992, 1999.

DE MARZO, A.M; MEEKER, AK; ZHA, S; LUO, J; NAKAYAMA, M; PLATZ, EA;
ISAACS, WB; NELSON, WG. Human prostate cancer precursors and
pathobiology. Urology, v.62, p. 55-62, 2003.

DE MARZO, AM; PLATZ, EA; SUTCLIFFE, S; XU, J; GRONBERG, H; DRAKE,
CG; NAKALI Y; ISAACS, WB; NELSON, WG. Inflammation in prostate

carcinogenesis. Nature Review Cancer, p.256-269, 2007.

DHILLON, PK; BARRY, M; STAMPFER, MJ; PERNER, S; FIORENTINO, M;
FORNARI, A; MA, J; FLEET, J; KURTH, T; RUBIN, MA; MUCCI, LA. Aberrant
cytoplasmic expression of p63 and prostate cancer mortality. Cancer

Epidemiology Biomarkers Preview, v.18, p.595-600, 2009.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

DORFMAN, M; BARSANTI, J. Diseases of the canine prostatic gland.
Comparative Continuation Education, v.17, n.6, p.791-811, 1995.

EL-ALFY, M; PELLETIER, G; HERMO, LS; LABRIE, F. Unique features of the
basal cells of human prostate epithelium. Microscopic Research and Technique,
v.51, p.436-446, 2000.

FARINATI, F; CARDIN, R; FIORENTINO, M; D’ERRICO, A; GRIGIONI, W,
CECHETTO, A; NACCARATO, R. Imbalance between cytoproliferation and
apoptosis in hepatitis C virus related chronic liver disease. Journal of Viral
Hepatitis, v.8, p.34-40, 2001.

FENELEY, MR; BUSCH, C. Precursor lesions for prostate cancer. Journal of
Royal Society of Medicine, v. 90, p. 533-539, 1997.

GOWN, AM; VOGEL, AM. Monoclonal antibodies to human intermediate
filament proteins. Il. Distribution of filament proteins in normal human tissues.
American Journal of Pathology, v.114, p.309-321, 1984.

GUPTA, S; SRIVASTAVA, M; AHMAD, N; BOSTWICK, DG; MUKHTAR, H.
Over-expression of cicloxygenase-2 in human prostate adenocarcinoma.
Prostate, v.42, p.73-78, 2000.

HELLSTROM, M; RANEFALL, P; WESTER, K; BRANDSTEDT, S; BUSCH, C.
Effect of androgen deprivation on epithelial and mesenchymal tissue
components in localized prostate cancer. British Journal of Urology, v.79, p.421-
429, 1997.

HELPAP, B. Differential diagnosis of glandular proliferations in the prostate. A
conventional and immunohistochemical approach. Virchows Archive, v. 433, p.
397-405, 1998.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

JOHNSTON, SD.; MARGARET, V; KUSTRITZ, R; OLSON, PS. Canine and
feline theriogenology. Philadelphia: WB Saunders, 592p, 2001.

KARAIVANOV, M; TODOROVA, K; KUZMANOV, A; HAYRABEDYAN, S.
Quantitative immunohistochemical detection of the molecular expression
patterns in proliferative inflammatory atrophy. Journal of Molecular Histology,
v.38, p.1-11, 2007.

KULKARNI, S; RADER, JS; ZHANG, F; LIAPIS, H; HOKI, AT, MASFERRER,
JL; SUBBARAMAIAH, K; DANNENBERG, AJ. Cyclooxygenase-2 is
overexpressed in human cervical cancer. Clinical Cancer Research, v.7, p.429-
34, 2001.

LAI, CL; HAM RVD; LEENDERS, GV; LUGT, JVD; MOL, JA; TESKE, E.
Histopathological and immunoistochemical characterization of canine prostate
cancer. Prostate, v.68, p.477-488, 2008.

L'EPLATTENIER, HF; LAI, CL; HAM, RVD; MOL, J; VAN SLUIJS, F; TESKE, E.
Regulation of COX-2 expression in canine prostate carcinoma: increased COX-
2 expression is not related to inflammation. Journal of Veterinary Internal
Medicine, v.21, p.776-782, 2007.

LEAV, I; SCHELLING, KH; ADAMS, JY; MERK, FB; ALROQOY, J. Role of canine
basal cells in postnatal prostatic development induction of hyperplasia and sex
hormone-stimulated growth and the ductal origin of carcinoma. Prostate, v.48,
p.210-214, 2001.

LEROY, BE; NADELLA, MV; TORIBIO, RE, LEAV, I; ROSOL, TJ. Canine
prostate carcinomas express markers of urothelial and prostatic differentiation.
Veterinary Pathology, v.41, p.131-140, 2004.

LEROQOY, BE; NORTHRUP, N. Prostate cancer in dogs: comparative and clinical
aspects. Veterinary Journal, v.180, p.149-162, 2008.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

LOWSETH, LA; GERLACH, RF; GILLETT, NA; MUGGENBURG, BA. Age-
related in the prostate and testes of the beagle dog. Veterinary Pathology, v.37,
p. 347-353, 1990.

MATSUZAKI, P; COGLIATI, B; SANCHES, DS; CHAIBLE, LM; KIMURA, KC;
SILVA, TC; REAL-LIMA, MA; HERNANDEZ-BLAZQUEZ, FJ; LAUFER-
AMORIM, R; DAGLI, MLZ. Immunohistochemical characterization of canine
prostatic intraepithelial neoplasia. Journal of Comparative Pathology, p.1-5,
20009.

MEHAR, A; MACANAS-PIRARD, P; MIZOKAMI, A; TAKAHASHI, Y; KASS,
GEN; COLEY, HM. The effects of cyclooxygenase-2 expression in prostate
cancer cells: modulation of response to cytotoxic agents. Journal of

Pharmacology and Experimental Therapeutics, p.1181-1187, 2008.

MOLINIE, V; HERVE, JM; LUGAGNE, PM; LEBRET, T; BOTTO, H. Diagnostic
utility of a p63/a-methyl coenzyme A racemase (p504s) cocktail in ambiguous
lesions of the prostate upon needle biopsy. BJU International, v.97, p.1109-
1115, 2006.

MONTIRONI, R; MAZZUCCHELLI, R; LOPEZ-BELTRAN, A; CHENG, L;
SCARPELLI, M. Mechanisms of disease: high-grade prostatic intraepithelial
neoplasia and other proposed preneoplastic lesions in the prostate. Natural
Clinical Practice, v.4, n.6, p.321-332, 2007.

PALAPATTU, GS; SUTCLIFFE, S; BASTIAN, PJ; PLATZ, EA; DE MARZO, AM;
ISAACS, WB; NELSON, WG. Prostate carcinogenesis and inflammation:
emerging insights. Carcinogenesis, v.26, n.7, p.1170-1181, 2004.

PARSONS, JK; GAGE, WR; NELSON, WG; DE MARZO, AM. p63 protein
expression is rare in prostate adenocarcinoma: implications for cancer

diagnosis and carcinogenesis. Urology, v.58, p.619-624, 2001.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

PLATZ, EA; DE MARZO, AM. Epidemiology of inflammation and prostate
cancer. Journal of Urology, v.171, p.36-40, 2004.

PURSWELL, BJ; BEVERLY, J. Prostatic diseases in dogs: a review. Veterinary
Medicine, p.315-321, 2000.

QUEIROGA, FL; PEREZ-ALENZA, MD; SILVAN, G; PENA, L; LOPES, C;
ILLERA, JC. Cox-2 levels in canine mammary tumors, including inflammatory
mammary carcinoma: clinicopathological features and prognostic significance.
Anticancer Research, v.25, n.6B, p.4269-4275, 2005.

RAMALHO, LNZ; RIBEIRO-SILVA, A; CASSALI, GD; ZUCOLOTO, S. The
expression of p63 and cytokeratin 5 in mixed tumors of the canine mammary
gland provides new insights into the histogenesis of these neoplasms.
Veterinary Pathology, v.43, p.424-429, 2006.

RODRIGUES, MMP; DI SANTIS, GW, DE MOURA, VMBD; LAUFER AMORIM,
R. COX-2 and TGF-3 expression in proliferative disorders of canine prostate.

Brazilian Journal of Veterinary Pathology, 2010. (em publicag&o)

ROGERS, K.S.; WANTSCHER, L.; LEES, G.E. Diagnostic evaluation of the
canine prostate. Compendium Continuing Education of Small Animal Practice,
v.8,n.11, p.799-811, 1986.

ROSSIGNOL, A; VILLERS, A; MOLINIE, V; MAZEROLLES, C; PRADERE, M;
DELVERDIER, M. Histologie et immunohistochimie de la prostate du chien.
Validité du modele animal pour I"étude des lesions précancéreuses. Revue
Médice Véterinaire, v.155, p.21-26, 2004.

SHAH, RB; KUNJU, LP; SHEN, R; LEBLANC, M; ZHOU, M; RUBIN, MA.
Usefulness of basal cell cocktail (34BE12 + p63) in the diagnosis of atypical
prostate glandular proliferations. Anatomic Pathology, v.122, p.517-523, 2004.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

SHIDAIFAT, F; GHARAIBEH, M; BANI-ISMAIL, Z. Effect of castration on
extracellular matrix remodeling and angiogenesis of prostate gland.
Endocrinology of Journal, v.54, p.521-529, 2007.

SUGAR, LM. Inflammation and prostate cancer. Cancer Journal of Urology,
v.13, n.1, p.46-47, 2006.

SWINNEY, GR. Prostatic neoplasia in five dogs. Australian Veterinary Journal,
V.76, n.10, p.669-674, 1998.

TOMAS, D; KRUSLIN, B; ROGATSCH, H; SCHAFER, G; BELICZA, M; MIKUZ,
G. Different types of atrophy in the prostate with and without adenocarcinoma.
European Urology, p.98-103, 2007.

TREMBLAY, C; DORE, M; BOCHSLER, PN; SIROIS, J. Induction of
prostaglandin G/H synthase-2 in a canine model of spontaneous prostatic

adenocarcinoma. Journal of National Cancer Institute, v.91, p.1398-1403, 1999.

WAGENLEHNER, FME; ELKAHWAJI, JE; ALGABA, F; BJERKLUND-
JOHANSEN, T; NABER, KG; HARTUNG, R; WEIDNER, W. The role of
inflammation and infection in the pathogenesis of prostate cancer. BJU
International, v.100, p.733-737, 2007.

WANG, W; DUBOIS, RN. Cyclooxygenase 2 derived prostaglandin E, regulates
the angiogenic switch. Proceedings of National Academy of Sciences on the
United States of America, v.101, n.2, p.415-416, 2004.

WANG, W; BERGH, A; DAMBER, JE. Cyclooxygenase-2 expression correlates
with local chronic inflammation and tumor neovascularization in human prostate
cancer. Clinical Cancer Research, v.11, p.3250-3256, 2005.

WANG, LS; HUANG, YW; LIU, S; CHANG, HL; YE, W; SHU, S; SUGIMOTO, Y;
FUNK, JA; SMEAKS, DD; HILL, LN; LIN, YC. Conjugated linoleic acid (CLA)



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

modulates prostaglandin E2 (PGEZ2) signaling in canine mammary cells.
Anticancer Research, v.26, n.2A, p.889-898, 2006.

WANG, W; BERGH, A; DAMBER, JE. Increased expression of
CCAAT/Enhancer-binding protein beta in proliferative inflammatory atrophy of
the prostate: relation with the expression of COX-2, the androgen receptor, and

presence of focal chronic inflammation. Prostate, v.67, p.1238-1246, 2007.

WATERS, DJ; HAYDEN, DW; BELL, FW; KLAUSNER, JS; QIAN, J; BOSTWICK, DG.
Prostatic intraepithelial neoplasia in dogs with spontaneous prostate cancer.
Prostate, v. 30, p. 92-7, 1997.

WINTER, RN; KRAMER, A; BORKOWSKI, A; KYPRIANOU, N. Loss of
caspase-1 and caspase-3 protein expression in human prostate cancer. Cancer
Research, v.61, p.1227-1232, 2001.

WOENCKHAUS, J; FENIC, I. Proliferative inflammatory atrophy: a background
lesion of prostate cancer? First International Journal of Andrology, v.40, p.134-
137, 2008.

ZHA, S; GAGE, WR; SAUVAGEOT, J; SARIA, EA; PUTZI, MJ; EWING, CM,;
FAITH, DA; NELSON, WG. Cyclooxygenase-2 is up-regulated in proliferative
inflammatory atrophy of the prostate, but not in prostate carcinoma. Cancer
Research, v.61, p.8617-8623, 2001.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

“O medo é natural no homem prudente; saber vencé-lo é ser valente.”

(Alonso de Ercilla)



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Trabalho aceito para publicacédo: Brazilian Journal of Veterinary

Pathology

Original full paper

COX-2 and TGF-p expression in proliferative disorders of canine prostate

Marcela M. P. Rodriguesl; Giovana W Di Santis?; Veridiana Maria B. D. De Moura®; Renée Laufer

Amorim!”

1. Veterinary Pathology Service, UNESP, Botucatu, Brazil
2. Veterinary Medicine Faculty, State University of Londrina, Londrina, Brazil
3. Veterinary Medicine Faculty, Federal University of Goias, Brazil
* Corresponding Author: Renée Laufer Amorim, Veterinary Medicine Faculty (FMVZ) - Veterinary
Clinical Department, UNESP, 18618-000, Botucatu, SP, Brazil. e-mail: renee@fmvz.unesp.br

Abstract

COX-2 and TGF-B expression was determined in order to correlate non-neoplastic
lesions, preneoplastic lesions and carcinoma in the prostate of dogs. The results show
that neoplastic and preneoplastic lesions express more COX-2 and TGF-B when
compared to carcinomas, which suggests these proteins may cooperate in the process of

prostate tumorigenesis.

Key-words: carcinoma prostate, COX-2, dog, preneoplastic lesions, TGF-.

Introduction

Prostatic disorders frequently represent a problem in adult and elderly dogs

(5,12,17). The most common prostatic lesions in dogs include benign prostatic
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hyperplasia (BPH), prostatic inflammation, cysts and adenocarcinoma(9), all of

which result in prostatomegaly (2).

The stromal component alters epithelial cell differentiation (11) contributing
to the pathogenesis of benign prostatic hyperplasia (BPH). Stromal growth factors,
such as transforming growth factor-B (TGF-B) and fibroblast growth factor (FGF)

accumulate and contribute to BPH progression (16).

Canine prostate cancer is similar to that observed in humans with respect to
age at diagnosis, its association with high-grade prostatic intraepithelial neoplasia
(PIN) and its propensity for skeletal metastasis (1). Canine PIN is considered a
preneoplasic lesion, and was described by Waters & Bostwick in 1997 and its

diagnosis analogous with humans (14)

Significant alterations in the expression of oncogenes, growth factors and
growth factor receptors occur in the transition of benign epithelial tissue to PIN,
highlighting the fact that this lesion represents an important stage in the process of

carcinogenesis (21)

Another lesion that has more recently been under investigation in men is
prostatic glandular atrophy associated with inflammatory infiltration. This disorder is
also considered a prostatic adenocarcinoma precursor, and occurs in association with
chronic inflammation. For this reason it was designated as “proliferative
inflammatory atrophy” (P1A) by De Marzo et al.(3). In men, this lesion occurs in
areas adjacent to high-grade PIN (HGPIN) and/or cancer and presents with similar
genetic abnormalities (19). PIA can development into HGPIN and, subsequently,
prostatic carcinoma. Investigations regarding the frequency, distribution,
proliferative index and genetic alterations in PIA suggest a relation with HGPIN and

prostatic cancer (20). This lesion has not been described in dogs to date.

COX-2 promotes tumor development by a variety of mechanisms, including
induction of angiogenesis, possibly by generating free radicals, and carcinogenesis
(13). Studies using immunohistochemistry have confirmed high levels of COX-2
expression in human prostate cancer tissue and high-grade prostate intraepithelial

neoplasia (15).
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TGF-B  expression has been observed in several neoplasias.
Immunohistochemical studies revealed intense staining in prostate tumors compared
to normal prostate epithelial tissue, suggesting that neoplastic epithelial cells produce
and secrete TGF-( (22).

The objective of this study was to compare COX-2 and TGF-
immunolabeling in prostate hyperplasic, preneoplastic (PIA and PIN) and neoplastic

lesions in dogs.

Materials and methods

Five cases of each of the following diagnoses were obtained from Veterinary
Pathology Service archive material, Veterinary Medicine Faculty (FMVZ), Sdo Paulo
State University (UNESP), Botucatu, S&o Paulo, Brazil: epithelial hyperplasia, stromal
hyperplasia, PIA and prostatic carcinoma, and three cases of high grade PIN from
canine prostate. Five normal prostates were also collected as control tissue.

Each diagnosis was confirmed blindly by two pathologists (MMPR and RLA)
through review of the H&E stained slides. Epithelial and stromal hyperplasia and
prostatic carcinoma diagnoses were made according to Foster and Ladds(6). PIN
according Waters & Bostwick(21) and PIA according to De Marzo et al.(4).

New sections (3 um) were generated from the selected paraffin-embedded tissue
for immunohistochemical analysis. Sections were subjected to deparaffination and
rehydration. Sections were preheated in a water bath at 96°C for 25 minutes prior to
antibody staining. For antigen retrieval: 10 mM citrate solution, pH=6.0 was used for
the COX-2 primary antibody, clone CX-294 (Dako Corp., Carpinteria, CA) and 10 mM
EDTA solution, pH=8.0, for TGFp antibody, clone 17 (Novocastra, Norwell, MA).
Endogenous peroxidase activity was quenched using 10 volumes H202 for 20 minutes.
Each primary antibody was diluted 1:50 in 1% BSA, and slides were incubated in a
humidity chamber for 18 hours at 4°C. The slides were then washed with TRIS and
incubated with secondary antibody and streptavidin enzyme complex (LSAB) (Dako
Corp., Carpinteria, CA) for 30 minutes, each reagent, in the case of TGF-f antibody and
with Envision (Dako Corp., Carpinteria, CA) for 30 min for COX-2 primary antibody.

Color was developed for 3 minutes at room temperature with a freshly prepared solution
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of 3,3’ diaminobenzidine (Dako Corp., Carpinteria, CA) and the sections were then
lightly counterstained with haematoxylin, dehydrated and mounted. Negative control
slides were generated by incubating with mouse immunoglobulins (Dako Corp.,
Carpinteria, CA).

COX-2 and TGF-B immunohistochemical analyses were performed by
evaluating and scoring the staining intensity (no staining, weak, moderate and strong)
and the percentage of stained cells (no staining; 1 - 25%; 26 - 50%; 51 - 75% and
>76%), adapted from Heller et al. (.7), throughout the entire slide at 40x magnification
with the assistance of image analysis software (QWin v3.0, Leica, Wetzlar, Germany)

and a digital camera mounted on the microscope.

Results

COX-2 immunolabeling was cytoplasmic with intensity differences observed
between the diagnostic groups (Fig. 1A, C, E, G, I). In the normal prostate tissue no
immunolabeling was seen. However, in epithelial hyperplasia the epithelial cells were
weakly positive. Positive staining was observed in the stromal cells in stromal
hyperplasia, whereas the epithelial compartment was negative for COX-2 expression. In
both types of hyperplasia the inflammatory cells were positive for COX-2.

Immunohistochemical staining in the PIA and PIN samples demonstrated that
the dysplastic epithelial cells were positive for COX-2, with higher intensity and more
positive cells in PIA than in PIN samples (Table 1). However, the prostate carcinoma
group exhibited the most intense staining and the most number of positive COX-2 cells.
These data suggest that COX-2 expression is correlated with prostate carcinoma
progression.

Epithelial cells of epithelial hyperplasia, PIA, PIN and carcinoma were positive
for cytoplasmic TGF-p staining (Fig. 1B, D, F, H and Table 2). In contrast, in normal
canine prostate and stromal hyperplasia samples only the stromal cells showed positive
staining. PIA and PIN groups showed a similar pattern of TGF-f and COX-2
expression. However, prostate carcinoma samples exhibited lower intensity and a lower
percentage of cells for TGF-p staining than for COX-2 in these samples.
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The less differentiated neoplasias and metastastic samples had the greatest
staining intensity and number of positive cells, for both markers, showing the potential

involvement of TGF-f and COX-2 in prostate cancer progression.

Discussion

It was possible possible to make PIA diagnosis in dogs using the same criteria
as described for humansby the Marzo et al (4). Results from this study show that
epithelial cells in PI1A had a greater intensity and number of positive cells than PIN for
COX-2 staining, however, this was lower than for canine prostate carcinomas. These
results are in accordance with what has been demonstrated for human PIA, as described
by Sugar et al (19), where immunostaining for COX-2 expression in PIA samples
showed a high percentage of positive cells. In this group, staining was observed in
atypical cells, suggesting a fundamental role for this protein in the progression of
preneoplasic lesions toward neoplastic, as described by Patel et al. (18)

In our study, the carcinoma group demonstrated variation regarding the
percentage of COX-2 positive cells (one sample scored 1, two scored 2 and another two
scored 4). These results could be related to the degree of histological differentiation of
the neoplasia (i.e., undifferentiated or metastatic tumors presented positive expression in
greater than 75% of cells).

Our results further demonstrated that epithelial cells in normal prostate tissue
exhibited COX-2 immunostaining at low intensity. In contrast, Kirschenbaum et al. (10)
reported COX-2 expression in smooth muscle and basal cells in normal prostate tissue
samples. Luminal cells in these glands do not express COX-2, although they are
positive when found in areas presenting inflammatory foci.

In agreement with Hussaim et al. (8), COX-2 expression was observed in
adenocarcinoma and PIN, though this was more evident in areas of PIA. Therefore, we
believe that high COX-2 expression in atrophic lesions is associated with a chronic
inflammatory process implyng that inflammation participates in neoplasia progression,
which has been described by Sugar et al. (19).

TGF- and COX-2 perform opposing tasks in the processes of cellular

proliferation and apoptotic inhibition, thus in lesions presenting high COX-2 staining
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intensity, low TGF-f levels might be expected. However, observations in this study
showed a high percentage of positive cells for both TGF- and COX-2 in neoplasias.
The role that this increased number of TGF-f and COX-2 positive cells in prostate

adenocarcinoma should be investigated in canine and human prostate lesions.

In glands presenting stromal hyperplasia, higher TGF-p expression was noted
compared to epithelial hyperplasia. These results were expected due to the role of the
stroma in altering epithelial cell differentiation in the development of this lesion (11).

TGF-B accumulates in the stromal cells, contributing to BHP progression (16).

Canine carcinoma samples exhibited a higher percentage of TGF-f positive cells
than those normal prostate and epithelial hyperplasia samples. These data demonstrate
that TGF-[3 expression is higher in neoplasic than in hyperplasic lesions, as confirmed
by Wolff et al. (22).

COX-2 is likely an important component in prostatic cancer development, since
its expression was higher in the epithelial cells of PIA, PIN and carcinoma, than in
hyperplastic and normal tissue. TGF-B expression was higher in the stromal
compartment in PIA and PIN, which may contribute to the carcinogenic process through

TGF-pB’s role in angiogenesis.
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Table 1. Distribution of prostate glands by diagnosis (Epithelial hyperplasia, stromal
hyperplasia, PIN, PIA and prostatic carcinoma) regarding the intensity and percentage
of COX-2 positive cells.

Diagnosis Intensity Percentage of COX-2 positive cells
- + ++ +++ 0 1-25% 26-50% 51-75%  >75%
Normal (n=5) 2 3 0 0 2 3 0 0 0
Epithelial 4 1 0 0 4 1 0 0 0
Hyperplasia
(n=5)
Stromal 1 2 2 0 1 2 2 0 0
Hyperplasia
(n=5)
PIA (n=5) 0 0 4 1 0 0 3 1 1
PIN (n=3) 0 1 2 0 0 3 0 0 0
Carcinoma 0 1 2 2 0 1 2 0 2
(n=5)

Table 2. Distribution of prostate glands by diagnosis (Epithelial hyperplasia, Stromal
hyperplasia, PIN, PIA and prostatic carcinoma) regarding the intensity and percentge of

TGF-p positive cells.

Diagnosis Intensity Percentage of TGF-f positive cells
- + ++ +++ 0 1-25% 26-50% 51-75% >75%
Normal (n=5) 2 2 1 0 2 2 1 0 0
Epithelial 2 2 1 0 2 3 0 0 0
Hyperplasia
(n=5)
Stromal 0 2 3 0 0 3 2 0 0
Hyperplasia
(n=5)
PIA (n=5) 0 1 2 2 0 1 1 2 1
PIN (n=3) 0 2 1 0 0 2 1 0 0
Carcinoma 0 2 3 0 0 1 3 1 0

(n=5)
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