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AVALIAGCAO DA EXPRESSAO PROTEICA DE PTEN, MDM2, P53 E AR EM
LESOES PROLIFERATIVAS DA PROSTATA CANINA

RESUMO - A préstata canina pode desenvolver espontaneamente lesdes
proliferativas, associadas com a idade, inflamacéo e os hormdnios, tais como: a
hiperplasia prostatica benigna (HPB), a atrofia inflamatoria proliferativa (PIA) e
o carcinoma prostatico (CaP). Consequentemente, o cao pode ser usado para
o estudo do processo carcinogénico da préstata no homem. Alteracdes na
expressao génica, proteica e na fungédo do PTEN e TP53 foram detectadas nas
lesbes pré-neoplasicas e neoplasicas da préstata humana. A super-expresséao
da oncoproteina MDM2 e a perda de marcacao nuclear do receptor andrégeno
(AR) foram correlacionados com progressdo tumoral e ineficiéncia ao
tratamento anti-andrégeno do CaP no homem. Neste contexto, o objetivo deste
estudo foi avaliar a expressao proteica de PTEN, MDM2, p53 e AR para
determinar seu papel no processo carcinogénico da prostata canina e validar
os resultados obtidos pelo grupo de pesquisa com a técnica de hibridacao
genbmica comparativa (CHG) nesses genes. Com isso, foi construido um
microarranjo de tecido (TMA), com 74 amostras da glandula prostatica canina,
divididas em 18 HPB, 22 PIA, 19 CaP e 15 prostatas de tecido normal. A
técnica de imuno-histoquimica para os anticorpos PTEN, MDM2, p53, e AR, foi
realizada pelo método de peroxidase e DAB. O PTEN, p53 e AR apresentaram
perda de marcagdo nuclear nos carcinomas prostaticos quando comparados
com o tecido prostatico normal. Na oncoproteina MDM2, o tecido normal
obteve marcacéo nuclear e citoplasmatica discreta enquanto no CaP, mais de
85% das amostras apresentaram super-expressao citoplasmatica/nuclear. A
perda de marcacao nuclear do PTEN, p53 e AR, e o ganho da expressao de
MDM2 também foi relatado no CaP do homem, sugerindo que existem
semelhancgas nas alteragcbes moleculares da rede PTEN/MDM2/p53 e AR em
ambas as espécies no processo de carcinogénese prostatica. Por conseguinte,
a espécie cao € um modelo potencial para o estudo molecular das vias de
sinalizacdo como PTEN/MDM2/p53 e AR envolvidas no CaP do homem.

Palavras-chave: C&o, Préstata, Carcinogénese, Imuno-histoquimica,
Expressao.



EVALUATION OF PROTEIN EXPRESSION OF PTEN, MDM2, P53, AND AR,
IN PROLIFERATIVE LESIONS OF CANINE PROSTATE

ABSTRACT- The canine prostate may spontaneously develop prostatic
proliferative lesions, associated with aging, inflammation and hormones, such
as: benign prostatic hyperplasia (BPH), proliferative inflammatory atrophy (PIA)
and prostatic carcinoma (PCa). Consequently, the dog can be used for the
study of carcinogenesis process in the prostate of men. Changes in PTEN and
TP53 gene and protein expression and function were detected in preneoplasic
and neoplasic lesion of human prostate. MDM2 oncoprotein overexpression and
loss of nuclear staining of androgen receptor (AR) were correlated with tumor
progression and inefficiency antiandrogen treatment of PCa in men. In this
context, the aim of this study was to evaluate PTEN, MDM2, p53 and AR
protein expression to determine their role in carcinogenic process of the canine
prostate. We built a tissue microarray (TMA), with 74 samples of canine
prostate, divided into 18 BPH, PIA 22, 19 PCa and 15 prostates of normal
tissue. The immunohistochemistry was carried for PTEN, MDM2, p53, and AR
antibodies with peroxidase method and DAB. The PTEN, p53 and AR showed
loss of nuclear staining in canine prostate carcinoma compared with normal
prostate tissue. MDM2 oncoprotein, in normal tissue was discrete cytoplasmic
and we observed nuclear staining in CaP, while more than 85% of the samples
showed cytoplasmic/nuclear overexpression. The loss of nuclear staining of
PTEN, p53 and AR, and the gain of MDM2 expression was also reported in
human PCa, suggesting that there are similarities in the molecular alterations of
PTEN/MDM2/p53 network and AR in both species in the process prostate
carcinogenesis. Therefore, the dog is a potential model for the study of
molecular signaling pathways as PTEN/MDM2/p53 and AR involved in human
PCa.

Keywords: Dog, Prostate, Carcinogenesis, Immunohistochemical, Expression.
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1 INTRODUGAO

O homem, o cdo e outras espécies animais podem desenvolver
espontaneamente lesdes proliferativas prostaticas associadas com a idade e com os
horménios androgenos, incluindo: hiperplasia prostatica benigna (HPB) e carcinoma
prostatico (CaP) (TESKE et al., 2002; LEROY; NORTHUTUP, 2009). Outra lesao
considerada pré-neoplasica na prostata do homem, de origem possivelmente
inflamatoria, denominada atrofia inflamatéria proliferativa (PIA) também foi identificada
na préstata canina (TOLEDO et al., 2010).

A HPB e o CaP sao doengas que se manifestam em homens e caes adultos, em
idade reprodutiva, como resultado de um desequilibrio entre a proliferacéo e a apoptose
das células prostaticas (LEROY; NORTHUTUP, 2009; NUNZIO et al., 2011).

No homem, aproximadamente 90% dos individuos com 80 anos de idade
padecem HPB; um de trés pacientes poderia requerer tratamento para mitigar os
sintomas causados pela doenga (TIMMS; HOFKAMP, 2011). A idade, os hormdnios e a
interacdo epitélio-mesénquima, sdo fatores que contribuem na patogénese da HPB,
mas, 0S mecanismos precisos da sua origem ainda sdo desconhecidos (SMITH, 2008;
TIMMS; HOFKAMP, 2011). Ademais, o desenvolvimento da HPB, atualmente, nédo é
considerado um fator de risco para a ocorréncia do CaP (NUNZIO et al., 2011).

Outra leséo prostatica de importdncia no homem, € o CaP. Dentro das
neoplasias, € a segunda causa de 6bito no Brasil, estima-se 68.800 novos casos para o
ano 2014 (INCA, 2013). E também a segunda neoplasia no homem com maior
incidéncia no mundo (1.111.686 individuos), e a quinta causa de obito (307.471
individuos), nos ultimos cinco anos (WHO, 2012). Fatores de risco para seu
desenvolvimento incluem: a idade, o historico familiar, e a raca; assim como fatores
ambientais e possivelmente a dieta (RUBIN; DE MARZO, 2004).

Na espécie canina, o CaP é raro, ocorre em 5-7% dos individuos com doencga
prostatica (SMITH, 2008). A doenca € diagnosticada, principalmente, em estados

avancados sem resposta a terapia com privacdo de androgenos (MACLACHLAN;



KENNEDY, 2004; SMITH, 2008).

Os carcinomas prostaticos no homem e no cdo sao localmente invasivos,
possuem predilecao por metastases no tecido 6sseo e podem mostrar variagdo no seu
curso clinico (LEROY; NORTHUTUP, 2009; HEIDENREICH et al., 2011; COLLEDGE et
al.,, 2013). Esses aspectos clinico-patolégicos sugerem que o cdo é um modelo
potencial para o estudo da progressao e crescimento do CaP no homem (CORNELL et
al., 2000; ROSOL et al., 2004; TOMAS et al., 2007; WINKLER, 2007; ARGYLE, 2009;
KELLER et al., 2013). Em ambas as espécies sdao desconhecidas as etiologias tanto da
HPB, quanto da PIA e do CaP. Nao obstante, comprovou-se que algumas vias de
sinalizacao génicas envolvidas na sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacao celular
podem estar alteradas no processo de carcinogénese prostatica (VISAKORPI et al.,
1995a; TAMURA et al., 1999; NELSON; DE MARZO; DEWEESE, 2001; SALMENA;
CARRACEDO; PANDOLFI, 2008, YU et at., 2014a).

Genes supressores tumorais responsaveis pelo controle desses processos
celulares, como o homologo de fosfatase e tensina (PTEN) e TP53, que atuam de forma
independente e dependente da via das fosfatidilinositol-3 quinases (PI13Ks), apresentam
um papel importante no surgimento do CaP no homem (TAMURA et al., 1999;
SALMENA; CARRACEDO; PANDOLFI, 2008; UZOH et al, 2009; WOZNEY;
ANTONARAKIS, 2014). Outrossim, existe evidencia de que a oncoproteina murino
duplo minuto 2 (MDM2) envolvida na complexa rede PTEN/MDM2/p53, esta implicada
na inibicdo da apoptose de células neoplasicas, ao degradar a proteina p53 no
citoplasma (MAYO et al., 2002; TOVAR et al., 2011). A super-expressao de MDM2 ¢é
correlacionada com agressividade tumoral, maior risco de metastases, menor tempo de
sobrevida e aumento na refragado andrégena (JUVEN-GERSHON; OREN, 1999; LEITE,
2001).

A rede PTEN/MDM2/p53 esta intimamente associada ao receptor andrégeno
(AR) (CARVER, 2011; WANG et al., 2011). Esse receptor nuclear € ativado pela
testosterona para ligar-se com fatores de transicdo que regulam a expresséo génica de
diversas proteinas (VISAKORPI et al., 1995b; CHATTERJEE, 2003; YUAN et al., 2013).

Em condigbes normais, o AR €& importante para a manutencdo da diferenciacao



prostatica (NICHOLSON; RICKE, 2011), comportando-se como um antagonista de
PTEN e de p53 no processo de apoptose celular (VISAKORPI et al., 1995b; MAYO;
DONNER, 2002).

Assim, o conhecimento destes marcadores pode ser utili em estudos de
oncologia comparada, uma vez que o tumor de préstata no cdo apresenta
caracteristicas epidemiologicas, clinicas, comportamento biolégico e molecular
semelhante como homem, servindo como um modelo animal potencial para o
entendimento da génese do CaP (TOMAS et al.,, 2007; WINKLER, 2007; ARGYLE,
2009; KELLER et al., 2013).

Neste estudo, objetivou-se avaliar a expressao proteica de PTEN, MDM2, p53 e
AR, no processo de génese tumoral prostatico, além de validar os resultados obtidos
pela técnica de CGHarray em estudos prévios realizados pelo nosso grupo de
pesquisa, para permitir uma melhor compreensdo da via das PI3Ks e dos genes
dependentes (MDM2) e independentes (PTEN, AR, TP53) da mesma e, com isso,

estabelecer uma nova perspectiva para o prognostico do CaP no cao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Prostata canina

A préstata constitui a unica glandula sexual acessoria importante do cao (SMITH,
2008). Em outros mamiferos ha, adicionalmente, glandulas vesiculares e bulbouretrais
(BRUDAS et al., 2007). Limita-se pelo reto dorsalmente e pela sinfise pubica na regiao
ventral nos animais adultos, enquanto nos jovens até dois anos de idade se localiza na
regido pélvica em torno da uretra proximal (ROOT-KUSTITZ; KLAUSNER, 2000;
JOHNSTON et al., 2000; EVANS; LAHUNTA, 2013).

Os lobos glandulares se encontram envoltos por uma capsula fibrosa que possui
fiboras musculares lisas (musculo urethralis) (KONING; MAIERL; LIEBICH, 2005). Cada
lobo & dividido em I6bulos por trabéculas (KONING; MAIERL; LIEBICH, 2005).
Glandulas tubulo-acinares séo organizadas dentro dos I6bulos e separadas por estroma
de tecido conjuntivo e musculo liso. As secregdes provenientes dessas glandulas séo
drenadas através de pequenos condutos que desembocam na uretra (LEROY;
NORTHRUP, 2008; SMITH, 2008).

No parénquima da proéstata as células séo de dois tipos, epitelial e estromal. As
células estromais compreendem os fibroblastos e células musculares lisas (BARSANTI,
FINCO, 1992; EROSCHENKO, 2008), enquanto, o epitélio prostatico de tipo colunar
biestratificado é constituido por células secretoras luminais e células basais. As células
basais estdo relacionadas com o desenvolvimento e organizagdo dos ductos e acinos
(LEAV et al., 2001; LEROY; NORTHRUP, 2008).

As glandulas tubulo-acinares secretam o fluido prostatico, composto por citrato,
lactato e colesterol, que auxiliam no transporte, nutricdo e metabolismo dos
espermatozoides, além de globulinas e enzimas hidroliticas envolvidas na liquefacao do
sémen, apos ser depositado no trato genital feminino (JOHNSTON et al., 2000;
PURSWELL et al., 2000).



2.2 Lesoes proliferativas prostaticas no cao

A espécie animal que apresenta com mais frequéncia lesbes proliferativas
prostaticas € o cado, destacando-se: a hiperplasia prostatica benigna (HPB), atrofia
inflamatoéria proliferativa (PIA) e o carcinoma prostatico (CaP). A HPB é uma doenca
espontanea que se manifesta nos caes nao castrados, com prevaléncia de 95% nos
individuos acima de nove anos de idade (SMITH, 2008; NASCIMIENTO; SANTOS;
EDWARDS, 2011). A idade, os horménios e a interacdo epitélio-mesénquima sao
fatores que contribuem na patogénese da HPB, mas os mecanismos precisos da sua
origem ainda sao desconhecidos (FOSTER; LADDS, 2007; TIMMS; HOFKAMP, 2011).
O desenvolvimento da HPB nao € fator de risco para a ocorréncia do CaP, embora, a
inflamacéao cronica pode estar implicada na progresséo tanto da HPB quanto do CaP
(NUNZIO et al., 2011).

Na HPB canina, o crescimento glandular prostatico é excéntrico, causando
constipacdo possivelmente pela compressao do reto. Microscopicamente, esta leséo é
classificada dependendo de quais células estdo comprometidas, como: hiperplasia do
epitélio acinar e hiperplasia fibromuscular (FOSTER; LADDS, 2007).

Em relagdo aos fatores hormonais, sabe-se que os androgenos tém um papel
importante na regulagéo do crescimento da glandula prostatica, através do receptor de
andrégeno (AR) (GALLARDO et al.,, 2009). A testosterona (T4) e seu metabdlito
diidrotestosterona (DHT) ligam-se aos receptores androgénicos nucleares que sinalizam
a transcricdo de fatores de crescimento mitogénicos para as células epiteliais e
estromais (LEAV et al., 2001; DE MOURA et al., 2006). A DHT pode ser dez vezes mais
potente que a T4 na estimulagdo do crescimento celular prostatico, um aumento na sua
producao esta relacionado diretamente com o surgimento da HPB (JOHNSTON et al.,
2000; DE MOURA et al., 2006; MEMON, 2006).

Androgenos e estrogenos s&o utilizados para induzir a HPB no cao
(TRACHTENBERG,; HICKS; WALSH, 1980; ROYUELA et al., 2001; GALLARDO et al.,
2007, 2009). Gallardo et al., (2009) demonstraram que a HPB canina induzida pelo



tratamento com esses hormoénios, apresenta um aumento da expressao do AR nas
células epiteliais, no entanto, a diminuicdo da expressédo do AR foi identificada apds a
suspensao do tratamento. Existe evidéncia de que os andrégenos, pela via AR, nao
estimulam a proliferacédo celular nos animais com glandula prostatica normal (WU et al.,
2007). Segundo Nicholson e Ricke (2011) o AR é importante na manutencao da
diferenciacdo prostatica e pode atuar, igualmente, na supressdo da proliferagdo
epitelial.

A PIA é outra lesdo importante na proliferacéo celular, considerada precursora do
CaP e associada a inflamacgao (TOMAS et al., 2007; DE MARZO et al., 2007; BILLIS,
2010; PERLETTI et al., 2010; CELMA et al., 2013). E considerada como uma resposta
de proliferagdo celular causada por infecgdo, dano celular por estresse oxidativo,
hipoxia ou autoimunidade (WOENCKHAUS; FENIC, 2008). O conceito de PIA foi
proposto por De Marzo et al. (1999) para a prostata humana, designa o foco de
proliferacdo glandular epitelial com aparéncia morfolégica de uma atrofia simples ou
hiperplasia pés-atréfica, ocorrendo em associacdo com inflamagdo crbnica.
Histologicamente a PIA no homem localiza-se com frequéncia na regido periférica,
adjacente a focos de neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) e/ou CaP (TOMAS et al.,
2007; WANG; BERGH; DAMBER, 2009; BASTAROS et al., 2014). No estudo de
caracterizacao histomorfoldégica da PIA no cdo realizado por Toledo et al. (2010),
determinou-se que o epitélio displasico formado por acinos atroficos sempre era
acompanhado por infiltrado inflamatorio intersticial, predominantemente linfocitario, um
padrao histologico similar a PIA humana.

O incremento da expressédo da proteina antiapoptética BCL-2, do marcador de
proliferacdo celular Ki67 (MIB-1) e do gene c-MYC, além da diminuicdo de expressao
dos genes supressores tumorais: NKX 3.1, CDK1NB que codifica o p57 e do PTEN,
sustentam a hipotese de que a PIA no homem é uma lesdo pré-neoplasica (RUSKA;
SAUVAGEOT; EPSTEIN, 1998; SUGAR, 2006; DE MARZO et al., 2007; WANG;
BERGH; DAMBER, 2009).

No cdo também foi relatado um aumento da expressdo de MYC e diminuigéo na

expressao do NKX 3.1 na PIA e no CaP, quando comparado a préstata normal



(FONSECA-ALVES et al., 2013). A inflamacgao cronica € um fator importante para o
desenvolvimento de diversos canceres em humanos e modelos animais (COUSSENS;
WERB, 2002). Segundo Maclennan et al. (2006), no homem, existe uma forte relagao
entre a inflamacao cronica e lesbes pré-malignas e malignas nas altera¢des do epitélio
prostatico. A expressdao aumentada das proteinas COX-2 (ZHA et al.,, 2001;
RODRIGUES et al., 2010) e Glutationa S-transferase P1 (GSTP1) (DE MARZO et al.,
2007; CROCE et al., 2011) na PIA do homem e do cédo, pode ser considerada como
uma resposta celular para o estresse oxidativo associado a radicais livres na inflamagéo
cronica (WOENCKHAUS; FENIC, 2008; CROCE et al., 2011). Nas lesdes proliferativas
prostaticas caninas, a GSTP1 e o 6xido nitrico encontraram-se super-expressos ao ser
comparadas com o epitélio prostatico normal, sugerindo que esses mediadores da
inflamacgao protegem o tecido prostatico normal contra danos efetuados por estresse
oxidativo (CROCE et al., 2011). O GSTP1 pode sofrer silenciamento na transicdo de
PIA para PIN e no CaP, incrementando a suscetibilidade das células epiteliais
prostaticas contra danos genémicos efetuados por oxidantes inflamatérios e agentes
carcinogénicos derivados dos alimentos (WAGENLEHNER et al., 2007; WANG;
BERGH; DAMBER, 2009; CELMA et al., 2014).

Ainda existem muitos questionamentos sobre o papel da PIA no surgimento do
CaP no homem e no cao, sendo necessarias mais avaliacdes genéticas e epigenéticas
em futuras investigagcdes para se obter um melhor entendimento desta leséo.

O CaP é uma neoplasia rara que ocorre em 5-7% dos cées com doenca
prostatica, espontaneamente, com prevaléncia em individuos entre oito e dez anos de
idade (SMITH, 2008). A castracédo e a idade avancada s&o consideradas os principais
fatores de risco para seu surgimento (BRYAN et al.,, 2007; LEROY; NORTHUTUP,
2009). Ha alta prevaléncia da doenca em caes machos castrados, que pode se
desenvolver em um tempo variavel apds a castracédo, mas na mesma idade que em
cdes nao castrados, o que sugere que a castracdo ndo é um fator inibidor do CaP
(TESKE et al., 2002; SOREMNO, 2003). A maioria dos CaPs no cao séo diagnosticados
apo6s manifestar sinais clinicos similares a HPB, em funcdo do aumento de tamanho do

orgao (FOSTER, 2009). Os sinais clinicos incluem: anorexia, perda de peso, hematuria,



estranguria, tenesmo e debilidade nos membros pélvicos (SMITH, 2008; JACOBS et al.,
2013). Geralmente os pacientes que manifestam esses sinais clinicos ja apresentam
metastase nos linfonodos pélvicos, sub-lombares, ossos e diferentes 6rgaos, incluindo
o cérebro (MACLACHLAN; KENNEDY, 2004; FOSTER, 2009).

O diagnéstico do CaP no cao é confirmado pelo exame histopatologico, no qual,
0 padrao caracteristico € intra-alveolar, acompanhado frequentemente com focos de
HPB, dilatacdo glandular cistica, e areas com inflamacao aguda ou crénica (LEROY;
NORTHUTUP, 2009).

A etiologia e classificagdo do CaP do cdo ainda ndo foram completamente
elucidadas. No estudo de Cornell et al. (2000), as neoplasias prostaticas foram
classificadas como: adenocarcinomas, carcinomas uroteliais, carcinomas de células
escamosas ou carcinomas mistos, que incluem dois ou mais tipos de diferenciagéo:
glandular, urotelial, escamosa ou sarcomatdide. Das 76 neoplasias prostaticas
avaliadas nesse estudo, 36% foram consideradas adenocarcinomas, contudo, mais da
metade desses tumores exibiram heterogeneidade intratumoral. A denominagdo de
adenocarcinoma de préstata no cao ainda € discutida por muitos autores, uma vez que
uma parte significativa das neoplasias pode expressar marcadores de origem urotelial
(SOREMNO et al., 2003; LAI et al., 2008; FOSTER, 2009). No homem é possivel
distinguir-se o carcinoma de origem prostatico do carcinoma urotelial (ou carcinoma das
células transicionais), mediante a imunomarcacdo do antigeno prostatico especifico
(PSA) (MAKAROV et al., 2009).

Outros biomarcadores como a a-metilacil-Coenzima-A racemase (AMACR),
GSTP1, Latato desidrogenase (LDH), Ki-67, MicroRNAs, p63, PTEN, antigeno
prostatico de cancer 3 (PCA3), TGF beta1, entre outros, podem ser utilizadas como
biomarcadores para o diagnoéstico, prognéstico e predicdo do CaP no homem.
(NELSON et al., 2001; PARSONS et al., 2001; NARUSE et al., 2007;WOODSON et al.,
2008; SZCZYRBA et al., 2011; CHOUCAIR et al., 2012; YAP et al., 2012; CRAWFORD
et al., 2012; FISHER et al., 2013; FELGUEIRAS; SILVA; FARDILHA, 2014)

A caracterizagdo histomorfolégica e imuno-histoquimica do CaP no céo foi
relatada por varios autores nos ultimos anos (SOREMNO, 2003; GRIECO et al., 2003;



LEROQOY et al., 2004; LAI et al., 2008; FONSECA-ALVES et al., 2010; RODRIGUES et
al., 2013). Lai et al. (2008) analisaram 20 neoplasias com varios imunomarcadores
implementados anteriormente nos CaP no homem. Nesse estudo a marcacéo para PSA
foi de 8/20, para o antigeno de membrana prostatico especifico (PSMA) de 11/20,
enquanto, a uroplaquina Il (UPIIl) e a citoqueratina 7 (CK7) (marcadores para
carcinomas das células transicionais no homem) expressaram marcagdo em 17/20 e
12/20 dos carcinomas, respectivamente. Outras citoqueratinas como a CK5, CK14 e
CK18, também foram altamente expressas no tumor prostatico. Os autores propdem
que a diferenca de marcagéo dessas proteinas no CaP no cdo tornam essa lesao
proliferativa mais agressiva e menos diferenciada ao ser comparada com o cancer de
préstata no homem.

Uma diferenga importante entre o CaP no homem e no cédo €& o papel que
desenvolvem os androgenos como fator de crescimento da neoplasia. A maioria dos
CaPs no homem, no estagio inicial, sdo altamente dependente dos andrégenos, e por
tanto, a privagcado desses horménios pode ser utilizada para sua terapia. Em contraste,
os CaPs nos caes nao respondem ao tratamento com andrégenos, mesmo no estagio
inicial da doencga. Por este motivo, o tratamento da neoplasia no cdo é feito de forma
paliativa, com inibidores de ciclooxigenases, quimioterapia e radiacdo (SORENMO et
al., 2004; SMITH, 2008).

2.3 Genes envolvidos na via da sinalizagao das PI3Ks

As fosfatidilinositol-3 quinases (PI3Ks) fazem parte de uma familia de enzimas
constituidas por um grande grupo de proteinas quinases de serina/treonina, incluindo:
as fosfatidilinositol quinases, proteinas quinases dependentes de DNA (DNA-PK), a
ataxia telangiectasia mutada (ATM) e a ataxia telangiectasia e Rad3 relacionadas (ATR)
(KATSO, 2001). As PI3Ks estdo envolvidas na regulagcdo de processos celulares,

principalmente, na sobrevivéncia, proliferacéo, diferenciacdo, quimiotaxia e homeostase
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da glicose (CUI; CAl; ZHOU, 2014). Sao classificadas em trés classes de acordo com
suas caracteristicas estruturais e sua especificidade de substrato. A classe | é a
principal responsavel pela transmissdo de sinais de crescimento e sobrevivéncia dos
receptores de tirosina quinase (RTKs), dos receptores acoplados a proteina G (GPCRs)
e dos oncogenes, como a proteina RAS (VARA et al., 2004; LIU et al., 2009).

As PI3Ks classe | séo sub-divididas na classe |A e IB. A classe IA é composta por
heterodimeros que consistem em uma subunidade catalitica (p110) e uma unidade
regulatoria (p85) (AKINLEYE et al., 2013; CUI; CAIl; ZHOU, 2014). Ao ser ativada a
subunidade catalitica p110, as PI3Ks podem fosforilar o substrato fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato (PIP2) e converté-lo num segundo mensageiro chamado fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PIP3) (KATSO, 2001; CHALHOUB; BAKER, 2009). A PIP3 proporciona locais
de acoplamentos para proteinas de sinalizagdo que tem dominios de homologia
plecstrina (PH), como: a fosfoinositido-dependente de quinase 1 (PDK1) e o AKT
também conhecido como proteina quinase B (PKB) (VARA et al., 2004; CHONG et al.,
2013). O PDK1 fosforila e ativa a Akt provocando uma ampla gama de eventos na
cascata de sinalizagao.

Por sua parte, a classe IB das PI3Ks, € ativada diretamente pelos receptores
GPCRs, mediante a interagdo com a subunidade GBy nas proteinas G triméricas. As
subunidades p110B e p1106, também podem ser ativadas por estes receptores
(KATSO, 2001; LIU et al., 2009). A fosforizacdo da AKT permite a ativacéo e inibicao de
muitas proteinas implicadas na regulagcéo do crescimento, sobrevivéncia e proliferacao
celular, além de ter efeitos adicionais sobre a angiogénese tumoral, ao ser mediador do
fator indutor de hipdéxia 1-alfa (HIF-1a) e do fator de crescimento endotélio vascular
(VEGF) (VIVANCO; SAWYERS, 2002; GRAUPERA; POTENTE, 2013). A regulagao do
crescimento celular na via PISK/AKT é realizada, principalmente, pela associagdo com a
proteina mTOR (alvo da rapamicina em mamiferos), também conhecida como (FRAP1)
(OWONIKOKO; KHURI, 2013). Depois de ser fosforilada, mTOR contribui no controle
do inicio da transcricdo de RNAm, na formagé&o de ribossomos e, consequentemente,
na sintese de proteinas em fung¢ao da disponibilidade de nutrientes (WATANABE; WEI,

HUANG, 2011). O aumento da expressao do mTOR foi determinado em diferentes tipos
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de canceres em humanos e animais, e por tanto, a inibicdo da sua fungcdo é
considerada um alvo importante para o estudo e elaboracdo de farmacos
antineoplasicos (MERIC-BERNSTAM; GONZALEZ-ANGULO, 2009).

O mecanismo pelo qual o AKT protege as células da morte provavelmente é
multifatorial, posto que, esta proteina fosforila varios componentes diretamente
envolvidos no processo de sobrevivéncia (VIVANCO; SAWYERS, 2002). Por exemplo,
o BAD, um membro pré-apoptotico da familia das proteinas BCL-2, pode promover a
morte mediante a formacdo de um heterodimero nao funcional, com o fator de
sobrevivéncia BCL-XL. A fosforilagdo da BAD pelo AKT evita essa interagao, resultando
num ganho da funcao antiapoptética do BCL-XL (DATTA et al., 1997).

O processo de fosforilagao da caspase 9 também é gerado pelo AKT e o0 membro
da familia de fatores de transicao forkhead (FKHR) (também chamado FOXO1)
(MANNING; CANTLEY, 2007), evitando a ativacao de proteinas pré-apoptoticas como:
BIM e FAS ligante (YUAN et al., 2011). Por fim, o AKT influencia na sobrevivéncia
celular com efeitos indiretos em dois principais reguladores desse mecanismo, o fator
nuclear kB (NF-kB) e a proteina p53 (MENG et al., 2002).

A AKT esta envolvida nos processos de regulagéo do ciclo celular ao fosforilar as
CKils (inibidores de quinases dependentes de ciclinas) p21 e p27, favorecendo dessa
forma em sua translocacédo ao citoplasma e posterior degradacao. Ao ser abolido o
efeito antiproliferativo das CKls sobre os complexos das ciclina-quinases, a taxa de
proliferacdo celular é aumentada (VIVANCO; SAWYERS, 2002). De forma direta ou
indireta, AKT também fosforila e inibe a glicogénio sintetase quinase (GSK3pB), a
fosfodiesterase-3B, a proteina fosfatase 2A e possivelmente a RAF1, elaborando uma
complexa rede intracelular (SHARMA; CHUANG; SUN, 2002). Na Figura 1, € resumida
a via da sinalizacdo das PI3Ks e os diferentes mecanismos de regulacdo do

crescimento, sobrevivéncia e proliferacédo celular.
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Figura1 Esquema da via de sinalizagéo das fosfatidilinositol-3 quinases (PI3Ks). A ativagéo
das classes IA e IB é efetuada por meio da estimulagédo das RTKs e GPCRs. Na
classe A1, depois da conversao por subunidades cataliticas p110 de Ptdins(4,5)P2
(PIP2) para PtdIns(3,4,5) P3 (PIP3) proporcionar locais de acoplamentos nas
proteinas de sinalizagdo que tem dominios de homologia plecstrina, incluindo a
PDK1 e o AKT. De forma independente ao AKT, as PI3Ks também estédo implicadas
na regulacédo da atividade de outros alvos celulares, como a soro-e-quinase
induzida por glicocorticéides (SGK) e as proteinas G pequenas RAC1 e a PKC. A
atividade desses alvos leva a sobrevivéncia, a reorganizagao do citoesqueleto e a
transformacao celular. PTEN (Homologo de fosfatase e tensina) antagonista das
PI3Ks por desfosforilagédo da PIP3; BAD, BCL-2 agonistas associados com morte
celular; FOXO1, (também conhecido como fator de transi¢do forkhead (FKHR);
GSK3B, glicogénio sintetase quinase; mTOR, alvo da rapamicina em mamiferos;
NFkB, factor nuclear-kB; PKC, proteina quinase; S6K, proteina ribossomal quinase;
LPA, acido lisofosfatico.

Fonte: Liu et al., (2009).
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2.4 A complexa rede PTEN/MDM2/p53 associada com o receptor andrégeno (AR)

no processo de carcinogénese prostatica.

Os mecanismos de sobrevivéncia, proliferacdo e crescimento celular,
mencionados anteriormente na via PI3K/AKT, séo regulados pela enzima PI-3,4,5-P3
fosfatase ou homoélogo de fosfatase e tensina (PTEN). O PTEN é conhecido por ser um
importante gene envolvido na supressao tumoral, atuando de forma dependente ou
independente da via PI3K/AKT (SALMENA; CARRACEDO; PANDOLFI, 2008;
CHALHOUB; BAKER, 2009). E expresso nas sinaliza¢cdes de dano celular, bloqueando
a sobrevivéncia da célula mediante a ativacdo de p53 (MAYO; DONNER, 2002;
GERICKE, A.; MUNSON, M.; ROSS, 2006).

No homem, o PTEN esta localizado no brago longo (q) do cromossomo 10, na
posicado 23,3 (10g23.31), um lécus que € altamente susceptivel em sofrer delecao de
um alelo ou mutacdo em diferentes carcinomas primarios, incluindo: carcinoma renal,
glioblastomas, carcinoma endometrioide, de mama, de pulm&o, de cblon, melanoma e
CaP (LI et al., 1997; TAMURA et al., 1999; CHOW; BAKER, 2006;UZOH et al., 2009;
CUl et al., 2014). Nos CaPs do homem, sdo conhecidos trés mecanismos de inativagcéo
do PTEN: delecdao cromossémica, mutacdo somatica e alteracdo epigenética. A
inativacao bialélica € comumente identificada quando existe mutagédo de um alelo e
delecéo do outro (UZOH et al., 2009). A perda ou alteracdo de um alelo no gene PTEN
€ identificada em 70-80% dos casos de CaP, enquanto, a inativagdo homozigota se
determina com menos frequéncia (WANG; PARSONS; ITTMANN,, 1998; SALMENA;
CARRACEDO; PANDOLFI, 2008). Wu, McRoberts e Theodorescu (2007) comprovaram
que a perda génica do PTEN pode cumprir um papel importante no tropismo das
células prostaticas neoplasicas pelo tecido 6sseo, na metastase. Atualmente, o rato é o
unico modelo animal utilizado para descrever as alteragbes genéticas do PTEN no CaP.
Nesta espécie foi demonstrado que existe haploinsuficiéncia do PTEN (fendmeno no
qual existe apenas uma copia funcional do gene). No trabalho de Trotman et al., 2003,

os niveis celulares da proteina PTEN, foram inversamente correlacionados com a
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ocorréncia de invasao do CaP. No cado, a mutagdo do gene PTEN foi identificada no
cancer de mama, osteossarcoma, hemangiossarcoma e melanoma (KOENIG et al.,
2002; LEVINE; FOREST; SMITH, 2002; DICKERSON et al., 2005; QIU et al., 2008).

PTEN regula indiretamente a via das PI3Ks/AKT quando produz a
desfosforilacdo de PIP3 convertendo-lo em PIP2 (TAMURA et al., 1999; AKINLEYE et
al., 2013). As PI3Ks e PTEN sé&o enzimas antagonistas na fung¢do exercida na PIP3 e,
consequentemente, possuem efeitos opostos no processo de proliferagcdo e
sobrevivéncia celular (CHALHOUB; BAKER, 2009). Por exemplo, quando PTEN
bloqueia a via PI3K/AKT, inibe a fungdo da oncoproteina MDM2, envolvida no processo
de sobrevivéncia celular e no surgimento de varias neoplasias (GERICKE; MUNSON,;
ROSS, 2006). A perda do PTEN permite ao AKT fosforilar a serina 166 e serina 186 no
dominio de MDM2, obrigando a translocacdo da oncoproteina MDMZ2 do citoplasma
para o nucleo (MAYO; DONNER, 2002; GERICKE, A.; MUNSON, M.; ROSS, 2006). Ja
no nucleo, MDM2 funciona como uma ubiquitina ligase E3, que se liga com a proteina
supressora tumoral p53, para formar um complexo, o qual & degradado pelo
proteossoma no citoplasma (KLEIN, 2004; TOVAR et al.,, 2011). O MDM2 inibe a
atividade transcricional da p53 e causa alteragdes no ciclo celular, na reparagéo do
DNA, senescéncia, angiogénese e apoptose (PANT; LOZANO, 2014). Qualquer
perturbacdo nesses processos permite a acumulacdo de mutagées numa linhagem
celular, que pode ser transmitida para futuras geragbes, aumentando o risco do
desenvolvimento de neoplasias.

A amplificagdo ou super-expressdao de MDM2 podem ser correlacionadas com:
lesdes proliferativas de alto-grau, agressividade tumoral, maior risco de metastases,
menor tempo de sobrevida e aumento na refragdo hormonal ou resisténcia para os
antineoplasicos (CHENE, 2003; YU et al., 2014b). O aumento de expressdo de MDM2 é
identificada principalmente em sarcomas de tecidos moles, osteossarcomas, leucemias,
carcinoma de mama e CaP (JUVEN-GERSHON; OREN, 1999; MAYO; DONNER, 2002;
CHENE, 2003; YU et al, 2014b). Leite et al. (2001), determinaram que a
super-expressdo de MDM2 no CaP homem esta frequentemente associada com o

incremento de proliferacdo celular e o aumento de volume do 6rgdo. A importancia
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dessa oncoproteina como controle da atividade de p53 foi demonstrada em ratos, nos
quais efetuou-se o silenciamento de MDM2 (JONES et al., 1995). Os embriées de rato
com silenciamento de MDM2 morriam no inicio da gestagao, nao obstante, quando era
induzida a deleg¢édo do TP53, nao foi promovida a morte destes individuos.

Em condigdes normais, niveis baixos de p53 sdo degradados no citoplasma da
célula por MDM2. PTEN é considerado como um protetor de p53, porque regula a
funcdo de MDM2 ao restringi-lo no citoplasma, onde € produzida sua degradagéo, isto
permite também, a amplificacdo do TP53, para promover sua resposta apoptética
celular (STAMBOLIC et al., 2001; MANFREDI et al., 2010)

TP53 também é considerado um supressor tumoral em mamiferos. Ratos com
auséncia de TP53 demonstram maior frequéncia de desenvolvimento de tumores,
quando comparados com ratos normais, a restauragado na expressao génica de TP53
induz a apoptose e senescéncia nos tumores (DONEHOWER et al., 1992; WANG et al.,
2011). Ratos nos quais foi realizada a delecdo do PTEN e TP53, também obtiveram
maior ocorréncia de invasao no CaP, quando comparados aos ratos controle (CHEN et
al., 2005).

Na via das PI3Ks/AKT, os supressores tumorais PTEN e TP53 nao atuam
individualmente, os dois sdo necessarios para a regulacdo de oncoproteinas como a
MDM2 e de processos de inibicdo/estimulagdo do crescimento, o que permite a
formacdo de uma complexa rede PTEN-MDM2-p53, essencial para a homeostase
celular (MAYO; DONER, 2002; DE ASSIS; ISOLDI, 2014).

A funcdo de supressdo tumoral do PTEN n&o é exercida exclusivamente no
citoplasma, alguns estudos sugerem que PTEN ingressa no nucleo por varios
mecanismos, incluindo: difusdo passiva, importacdo mediada por RAN ou MVP, e
monoubiquinagédo (LIU et al., 2005; GIL et al., 2006; CHALHOUB; BAKER, 2009; BASSI
et al., 2013). PTEN nuclear pode ser independente da via PI3Ks/AKT e cumprir outras
funcdes importantes, como: a regulacédo da integridade cromossomal, a progressao do
ciclo celular, a inducédo de apoptose e a resposta do dano celular através da regulacao
de RAD51 (CHUNG et al., 2006; GIL et al., 2006; CHALHOUB; BAKER, 2009; KREIS et

al., 2014). Ademais, Li et al. (2006), demonstraram que PTEN nuclear pode controlar a
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proliferacdo celular mediante a acetilacdo de histonas e do p53, essa acetilacdo é
importante para a regulacdo de fatores de transicéo, proteinas efetoras, chaperonas e
proteinas do citoesqueleto.

A atividade de supressao tumoral de p53 pode ser prejudicada por mutagodes.
Mutagdes no gene TP53 ocorrem em mais de 50% de todas as neoplasias detectadas
nos humanos (LEROY; ANDERSON; SOUSSI, 2014). No CaP, a mutacado de TP53 &
rara, apresentando-se, unicamente nos estagios avancados da doencga. O TP53 mutado
também foi relacionado com metastase e crescimento independente de andrégenos
nessa neoplasia (KANEKO et al., 2005).

A perda da funcéo de p53 pode inibir a expressao de p21, permitindo a ativacéo
de ciclinas que atuam na progressao do ciclo celular, neste caso, a senescéncia e a
apoptose que sao esperadas em condigdes normais, ndo serdo produzidas depois de
efetuar-se um dano celular. Nao obstante, varios autores descrevem que o TP53
mutado pode ter um ganho de fun¢gdes, ndo relacionadas com o TP53 normal, em
alguns casos, ocasionando fungdes de tipo oncogénicas (VAN OIJEN; SLOOTWENG,
2000; OREN; ROTTER, 2010).

A complexa rede PTEN/MDM2/p53 descrita anteriormente esta relacionada
intimamente com a via do AR, no processo de carcinogénese prostatica do homem.
Depois de ser fosforilado por andrégenos (testosterona e/ou DHT), o AR altera sua
conformacao estrutural para permitir sua translocac¢ao nuclear, onde regula a expressao
de varias proteinas (YUAN et al.,, 2013). AR nuclear & antagonista de apoptose e
contribui no processo de proliferacdo celular (VISAKORPI et al., 1995a; YUAN et al.
2013).

Tal como acontece no homem, nas fases avancadas da doencga, o CaP do céo
nao responde ao tratamento com antiandrogenos quando é detectado tanto em animais
castrados quanto em animais intactos (ROSOL et al., 2004; LAI et al., 2009). Por esta
razao, se acreditava, originariamente, que a resisténcia do tratamento com andrégenos
no CaP era devido a perda de expressdao do AR, a qual se exacerbava conforme
evoluia a neoplasia (QUARMBY et al., 1990), embora novas evidéncias indicam que o

aumento da expressédo de AR ocorre com o desenvolvimento de tumores avancados
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(LINJA et al., 2001; GUSEVA et al., 2012). No cao, a marcacao imuno-histoquimica de
AR foi demonstrada uniformemente no nucleo de todas as células epiteliais e a maioria
de celulas estromais durante o desenvolvimento prostatico, assim como, nos acinos e
ductos da prostata de animais em idade reprodutiva (GALLARDO et al.,, 2007;
PELLETIER, 2008; NICHOLSON, 2011).

O AR tem a capacidade de ligar-se no dominio fosfatase de PTEN, isto reduz
sua translocagcdo nuclear e, portanto, sua transativacdo (LIN et al., 2004). PTEN
também pode promover a degradacgéo do receptor andrégeno e ser um antagonista no
processo de proliferacéo celular (WANG et al., 2011). A perda ou mutagdo de PTEN
pode ter um impacto direto na ativacdo independente de andrégenos por AR. Por
exemplo, a inativacao de PTEN e ativacédo da via PI3K/AKT no CaP, proporciona um
ambiente favoravel para a ativacado das proteinas antiapoptéticas BCL-2 e BCL-XL. A
super-expressdo de BCL-2 foi implicada na conversdo de neoplasias prostaticas
androgeno-dependentes em neoplasias prostaticas andrégeno-refratarias no homem
(GROSSMANN; HUANG; TINDALL, 2001).

O AR também pode ser regulado por MDM2 em multiplos niveis. Primeiro,
quando é ativada a via PI3K/AKT, é produzida a fosforilagdo de MDM2 e AR por AKT,
quando MDM2 é recrutado na rede AKT-MDM2-AR, funciona como uma ubiquitina
ligase E3, promovendo a ubiquitinacdo e degradacao proteossomal de AR (LIN et al.,
2002). O segundo nivel de regulagao ocorre no elemento responsivo aos androgenos
(ARE) dentro dos promotores dos genes alvo de AR. Nas células neoplasicas da
prostata expostas a andrégenos, AR se associa com MDM2 e a histona desacetilase 1
(HDAC1) (GAUGHAN et al.,, 2006). A atividade de HDAC1 é requerida para
potencializar a ubiquitinacacao de AR (LEVAV-COHEN; HAUPT; HAUPT, 2005).

Estudos indicam que a amplificagdo do gene AR (comprovada pela técnica de
hibridizacdo por fluorescéncia do DNA cromossomal) ou mutacdo (comprovada por
sequenciamento de DNA) estdo relacionadas com o crescimento acelerado de células
neoplasicas malignas e com CaPs humanos em fase avangada, resistentes a terapia
anti-hormonal (GELMANN, 2002; CHATTERJEE, 2003; SHAFI; YEN; WEIGEL, 2014).

A inibicdo da expressdao de TP53 por mutacdo também é observada nos CaPs
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horménio-refratarios (CONCATO et al., 2009; GUSEVA et al., 2012), e em alguns casos
pode modificar a ligacdo nuclear do AR, e a capacidade de proliferagcdo das células
epiteliais neoplasicas (GUSEVA et al., 2012). Por fim, estudos em cultivos com células
neoplasicas da préstata humana (LNCaP) comprovaram que a inibicdo de TP53 nuclear
aumenta a expressao do AR (ALIMRAH et al., 2007; GUSEVA et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

A partir de estudos prévios do grupo, com a técnica de CGHarray em lesdes prostaticas
caninas, observou-se alteragées no numero de copias (CNVs) dos genes PTEN, MDM2,

TP53 e AR. Baseados nesses achados, o presente estudo teve o objetivo de:

e Avaliar a expressao proteica do PTEN, MDM2, p53 e AR em glandulas
prostaticas caninas normais, com hiperplasia prostatica benigna (HPB), atrofia
inflamato6ria prostatica (PIA) e carcinoma prostatico (CaP).

e Comparar os resultados da expressdo imuno-histoquimica dessas proteinas

entre as lesbes prostaticas do céo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica

Foram selecionadas 74 préstatas caninas dos arquivos de Servigo de Patologia
Veterinaria da FMVZ, UNESP, Botucatu e do Departamento de Medicina Veterinaria da
UFG, Goiania. As amostras obtidas de blocos de parafina foram cortadas por um
microtomo automatico (Leica 2155) com uma espessura de 3um. Posteriormente se
realizou a montagem das laminas com a técnica de coloracéo de hematoxilina e eosina
(HE). As laminas com HE foram examinadas por trés patologistas, ao mesmo tempo,
num microscépio multicabegas. O diagnéstico das lesdes observadas em cada lamina
foi realizado de acordo com o estabelecido na literatura para HPB (NASCIMIENTO;
SANTOS; EDWARDS, 2011), PIA (TOLEDO et al., 2010), e CaP (LEROY E
NORTHUTUP, 2009).

4.2 Microarranjo de Tecido (TMA)

Para cada lamina, a area mais representativa de lesdo foi circunscrita e
organizada numa lamina de microarranjo de tecido ou tissue microarray (TMA). Essa
técnica foi elaborada usando o equipamento Tissue Microarrayer (Beencher
Instruments, Silver Spring, USA). A Iamina de TMA foi composta por 19 CaP, 22 PIA, 18

HPB e 15 prostatas normais. Cada core na lamina de TMA correspondia a um animal.
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4.3 Técnica de imuno-histoquimica

Para realizar a analise da expressao proteica de PTEN, MDM2, p53 e AR foi

utilizada uma lamina de TMA para cada anticorpo (Tabela 1).

Tabela1. Diluigdes, clones e procedéncia de anticorpos utilizados em préstatas

normais e com lesdes proliferativas, cortes parafinizados.

Anticorpos Espécie/Procedéncia Clones Diluigées
PTEN (P) Coelho/Bioss Bs-0686R 1:500
MDM2 (P) Coelho/Abcam ab38618 1:50

p53(M) Camundongo/Novocastra DO-7 1:50
AR (M) Camundongo/Abcam ab77557 1:100

*M=monoclonal e P=policlonal.

Quatro laminas de TMA foram desparafinizadas em xilol, desidratadas em alcool
e lavadas em agua deionizada. Para o anticorpo PTEN n&o foi necessaria realizar a
recuperacao antigénica, enquanto a recuperagao antigénica do MDM2, p53 e AR foi
feita com citrato pH 6,0, em panela de pressdo (Pascal, DAKO). O bloqueio da
peroxidase enddgena se efetuou com solugcédo de 8% de perdxido de hidrogénio em
alcool metilico durante 20 minutos. Apos esta etapa, procedeu-se com o bloqueio de
proteinas inespecificas com solugao de leite em p6 3% (Molico®) durante uma hora em
temperatura ambiente.

As laminas foram incubadas em camara Uumida com os anticorpos primarios
diluidos (Tabela 1) durante 18 horas a 4°C. Como anticorpo secundario foi utilizado o kit
Advance (Dako) e 3’-diaminobenzidine tetrahidrocloreto (DAB, Dako) como cromdgeno
durante 3 minutos. Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris e,
posteriormente, desidratados e montados com resina, para ser observados no
microscopio 6ptico. Como controle negativo o anticorpo primario foi substituido pela

imunoglobulina da espécie que o anticorpo foi produzido, sob as mesmas condigdes de
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reacdo. Os tecidos utilizados para o controle positivo dos quatro anticorpos estao
descritos na Tabela 2.

As laminas montadas foram observadas em microscopio de luz acoplado a
camera digital e através do programa de analise de imagens QWin 3.0 (Leica). Foram
determinados dois tipos de marcacao (citoplasmatica e nuclear). A intensidade de
marcacao e o escore por distribuicdo da marcacgao foi realizada seguindo a metodologia
de Fonseca-Alves et al., (2013). A intensidade de marcacédo foi considerada como
(0- ausente 1 - fraca, 2 - moderada e 3- forte). Enquanto a avaliacdo do percentual de
células marcadas em cada core foi por escore de zero a quatro, sendo 1 (menor que
25% das células positivas), 2 (26 a 50% de células positivas), 3 (51 a 75% de células

positivas), e 4 (> 75% de células positivas), observadas em objetivo de 40x, para cada

core.
Tabela 2. Tecido utilizado como controle positivo, localizagdo, distribuicdo e
intensidade da imunomarcacgao para os anticorpos testados.
Anticorpo Con_tr.ole Locallzaga~o da Distribuicao Intensidade
positivo Marcacao
PTEN Prostatel Citoplasmatica/ nuclear 4 2
normal, cdo
p53 ngﬁzfaéaéo Nuclear 4 1
Prostata
AR _ Nuclear 4 3
normal, céo
Prostata _ _
MDM2 Citoplasmatica/ nuclear 3 1

normal, cdo
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4.4 Analise estatistica

Para realizar a analise estatistica da expresséo proteica de PTEN, MDM2, p53 e
AR foi utilizado teste Quiquadrado, os resultados foram considerados estatisticamente
significativos com p<0,05. A analise estatistica foi elaborada com o programa Graph
Pad Prism5 (Graph Pad Software Inc., La Jolla, CA).
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5 Resultados

5.1 Analise da expressao proteica do PTEN, MDM2, p53 e AR

Na seguinte tabela estdo os resultados em escore da imunomarcacao dos
marcadores PTEN, MDM2, p53 e AR no tecido prostatico normal e nas lesbes

proliferativas prostaticas do cao.
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Tabela 3. Resultados em escore de distribuicdo na imunomarcagao das proteinas
PTEN, MDM2, p53 e AR no tecido prostatico normal e nas lesbes

proliferativas prostaticas do cao.

Proteina Grupo N N (%) p

<25% 26-50% 51-75%  276%

74 1 2 3 4
Normal 15 0 0 5(33.3)  10(66.6)

PTEN HPB 18 0 4(22.2)  7(38.8)  7(38.8)  <0.0001
PIA 22 1(4.5) 9(40.9)  6(27.2)  6(27.2)
CaP 19 10(52.6)  9(47.4) 0 0
Normal 15 5(33.3) 8(53.3) 1(6.6) 1(6.6)

MDM2 HPB 18 5(27.7) 5(27.7)  5(7.7)  3(16.6)  0.003
PIA 22 3(13.6) 7(31.8)  6(27.2)  6(27.2)
CaP 19 0 2(10.5)  5(26.3)  12(63.1)
Normal 15 0 2(13.3)  10(66.6)  3(20)

p53 HPB 18 0 10(55.5)  4(22.2)  4(22.2) <0.0001
PIA 22 0 6(27.2)  6(27.2)  10(45.4)
CaP 19 19(100) 0 0 0
Normal 15 0 0 0 15(100)

AR HPB 18 0 0 0 18(100)  <0.0001
PIA 22 0 3(13.6)  5(22.7)  14(63.3)
CaP 12 9(81.8) 1(9) 2(18.1) 0

*A avaliagdo do percentual de células marcadas em cada core do TMA foi realizado por

escore de zero a quatro.
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A localizagao de imunomarcacao do supressor tumoral PTEN foi citoplasmatica e
nuclear. No tecido prostatico normal observou-se marcagao citoplasmatica difusa com
intensidade fraca, enquanto a marcagao nuclear foi de intensidade moderada. Quando
comparados os tecidos normais com os CaPs, PTEN apresentou perda de marcagéo
nuclear e aumento da intensidade citoplasmatica nos CaPs (p<0,0001) (Tabela 4).

Devido a alta distribuicdo de células com marcagcao nuclear na préstata normal
(100% das amostras apresentaram mais de 50% de células positivas - escores 3 e 4), a
mesma foi utilizada como controle positivo das reagdes imuno-histoquimicas. Assim, a
diminuigdo de marcacao nuclear observada nos CaPs, so foi considerada real quando
houve tecido normal adjacente com intensa imunomarcacao.

As amostras com HPB obtiveram marcacéo citoplasmatica de intensidade fraca e
marcacgao nuclear de intensidade moderada. Entre esta lesdo e o CaP também foi
observada diferencga estatistica significativa (p<0.0001) (Tabela 4).

Na PIA a intensidade de marcacéo citoplasmatica e nuclear do PTEN foi
moderada. A PIA foi a lesdo que mais apresentou heterogeneidade na distribuicdo de
marcagao celular com PTEN. As células epiteliais normais obtiveram diferenga
significativa ao ser comparadas com PIA (p=0.0175) (Tabela 4). Esta diferenca também
foi identificada quando comparou-se PIA com CaP (p=0.0002) (Tabela 4). Na Tabela 4
sdo mencionados os grupos que apresentaram diferenca estatistica significativa quando

foi comparado seu escore da imunomarcagéo da proteina PTEN.

Tabela4. Grupos que apresentaram diferencga estatistica quando foi comparado seu

escore por distribuicdo na imunomarcagao nuclear com PTEN.

Comparagao entre grupos P

Préstata normal VS CaP <0.0001
HPB VS CaP <0.0001
Préstata normal VS PIA 0.0175

PIA Vs CaP 0.0002
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MDM2 demonstrou aumento de expressdo nos CaPs quando comparados com
as prostatas normais (p=0.0001) (Tabela 5). O tecido normal apresentou marcacgéo
nuclear e citoplasmatica discreta, em contrapartida, mais de 85% dos CaP obtiveram
aumento na expressao citoplasmatica/nuclear. Na HPB foi observada moderada
intensidade de marcacao citoplasmatica e forte marcacao nuclear, e ao ser confrontada

com o CaP do cao, esta demonstrou baixa expressao proteica (p=0.0061) (Tabela 5).

Tabela 5. Grupos que apresentaram diferenca estatistica quando foi comparado seu

escore por distribuicdo das células imunomarcadas com MDM2

Comparagao entre grupos p
Préstata normal VS CaP 0.0001
HPB VS CaP 0.0061

Foi observada uma diminuicdo na expressdo nuclear de p53 nos CaPs ao
comparar-se com tecido normal prostatico (p<0.0001) (Tabela 6). Mais de 85% das
prostatas normais apresentaram escore 3 ou 4, enquanto, 100% dos CaPs
apresentaram escore 1 (<25% de células positivas). Nestes tumores observamos
moderada marcacao citoplasmatica. Na HPB a expressao foi alta quando comparada
com o CaP (p<0,0001) (Tabela 6). Na PIA, mais de 75% das células apresentaram
imunomarcacéo de p53, entre este grupo e o CaP observou-se diferencga estatistica no

escore por distribuicdo da porcentagem de células positivas (p<0,0001) (Tabela 5).

Tabela 6. Grupos que apresentaram diferenca estatistica significativa quando foi

comparado seu escore por distribuicdo na marcacao de células positivas

para p53.
Comparagao entre grupos p
Préstata normal Vs CaP <0.0001
HPB Vs CaP <0.0001

PIA Vs CaP <0.0001
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A imunomarcacao nuclear pelo AR se apresentou em mais de 75% das células
epiteliais normais (escore 4), de todas as amostras avaliadas (n=15). Nos CaP, se
observou baixa expressao proteica, dos 11 CaP avaliados, 9 obtiveram menos de 25%
das células imunomarcadas (escore 1). Ao comparar-se as amostras normais com 0s
CaP, houve diferenca estatistica significativa (p<0,0001) (Tabela 7). Na HPB o receptor
andrégeno foi super-expresso (escore 4 em 100% das amostras) e teve diferenca
estatistica com os CaPs (p<0,0001) (Tabela 7). No tecido normal, na HPB e na PIA a
intensidade de marcagao nuclear foi de moderada a forte. Na PIA mais de 85% das
amostras apresentaram escore 3 ou 4 e, quando se comparou o escore de distribuicdo
da PIA com os CaPs também obteve diferenca estatistica significativa (p<0,0001)
(Tabela 7).

Tabela7. Grupos que apresentaram diferenca estatistica significativa quando foi

comparado seu escore por distribuicdo na marcagao de AR

Comparacgao entre grupos o]
Préstata normal Vs CaP <0.0001
HPB Vs CaP <0.0001

PIA Vs CaP <0.0001
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Reagdo Imuno-histoquimica de PTEN na prostata normal e nas
lesdes proliferativas prostaticas do cdo. A. Prostata normal canina,
marcagao citoplasmatica fraca e nuclear forte (setas), (escore 4)
B. HPB canina, marcacao citoplasmatica de intensidade fraca,
marcacgao nuclear moderada (setas), escore de distribuigdo 3. C. PIA,
com expressao no citoplasma e nucleo (setas) das células epiteliais.
D. CaP do cédo com auséncia de marcacgéo nuclear (seta), marcacao
citoplasmatica forte, presenca de mitose (cabeca de seta). Barra= 50
pgm.
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Figura 3. Reag&o imuno-histoquimica de MDM2 na préstata normal e nas
lesdes proliferativas prostaticas do cdo. A. Préstata normal,
marcacao citoplasmatica fraca e nuclear forte (setas) (escore 4). B.
HPB, marcacao citoplasmatica de intensidade moderada, marcacgéo
nuclear forte (setas) (escore 4). C. PIA com imunomarcagao
citoplasmatica fraca e marcacao nuclear moderada (setas) (escore
2). D. CaP com expressao citoplasmatica e nuclear (seta negra) em
mais de 50% das células neoplasicas (escore 3). Auséncia de
marcacao nuclear (seta vermelha). Barra= 50 pm.
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Marcacao imuno-histoquimica de p53 na prostata normal e nas lesdes
proliferativas prostaticas do cdo. A. Préstata normal, marcagao nuclear
forte (setas) (escore 4). B. HPB com alta expressao nuclear (setas)
(escore 4). C. PIA com super-expressdo nuclear (setas) (escore 4).
D. CaP com auséncia de marcacao nuclear nas células neoplasicas
(setas). Barra= 50 pm.



Figura 5.

32

Imuno-histoquimica de AR na préstata normal e nas lesbes proliferativas
prostaticas do cdo. A. Prostata normal, com super-expressédo nas células
epiteliais (setas) (escore 4). B. HPB com alta expressédo nuclear (setas)
(escore 4). C. PIA com super-expressao no nucleo das células displasicas
(setas) (escore 4). D. CaP com auséncia de marcagao nuclear nas células
neoplasicas (asterisco) (observar aumento da ilustragdo), nota-se também
intensa marcacédo nuclear na glandula normal e hiperplasica adjacente
(setas). (Barra= 50um).
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6 DISCUSSAO

Em estudo prévio de nosso grupo, utilizando a técnica de CGHarray em lesbes
prostaticas do cao: hiperplasia prostatica benigna (HPB), atrofia inflamatéria proliferativa
(PIA), e carcinoma prostatico (CaP), foram identificadas alteracbes no numero de
copias génicas (CNVs) na via PTEN-MDM2-TP53, assim como no AR (LAUFER-
AMORIM, 2011). Este estudo teve o objetivo de validar os resultados prévios pela
técnica de imuno-histoquimica, além de ndo serem encontrados dados na literatura
veterinaria sobre essas proteinas em lesdes prostaticas do cao.

Observamos perda da expressao proteica de PTEN nos CaPs dos cdes em
comparagao com o tecido prostatico normal e a HPB. No homem ja foram realizados
varios estudos de expressédo proteica e génica do PTEN nas diferentes lesdes
proliferativas prostaticas, demonstrando o importante papel deste supressor tumoral no
surgimento e progresséo da neoplasia prostatica (MCCALL et al., 2008; UZOH et al.,
2009; LOTAN et al., 2013; CUI et al., 2014). Lotan et al. (2013) determinaram que
mediante a imunomarcacdo de PTEN era possivel distinguir a neoplasia intraepitelial
prostatica (PIN) do carcinoma intraductal prostatico no homem. No PIN, o PTEN se
apresentou no citoplasma de todas as células displasicas, enquanto no carcinoma
intraductual prostatico 84% das amostras (38/45), obtiveram perda citoplasmatica deste
supressor tumoral. A perda de marcacao citoplasmatica do PTEN nos carcinomas
intraductais pode estar associada com um pior prognéstico nesses pacientes (LOTAN et
al., 2013).

No Homologo de fosfatase e tensina (PTEN), localizado no cromossomo 26 do
cao, foram descritas diminuicdo da expressao proteica em diferentes neoplasias nesta
espeécie, incluindo: o cancer de mama, osteossarcoma, hemangiossarcoma e melanoma
(KOENIG et al., 2002; LEVINE; FOREST; SMITH, 2002; DICKERSON et al., 2005; QIU
et al., 2008; THOMAS et al., 2009).

No trabalho de Qiu et al. (2008) foi avaliada a expresséao proteica de PTEN em 4

glandulas mamarias normais e 50 neoplasias mamarias em cadelas (22 benignas e 28
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malignas). Observou-se 100% de imunomarcagédo positiva de PTEN nas glandulas
mamarias normais € nas neoplasias benignas, enquanto nas neoplasias mamarias
malignas a marcacéo foi evidenciada em 67% das amostras avaliadas (p<0.01).
Igualmente, se demonstrou que a perda de marcac¢ao de PTEN nos tumores malignos
mamarios esteve correlacionada com metastase nos linfonodos regionais (p<0.01) (QUI
et al., 2008).

No carcinoma mamario, a perda de expressao imuno-histoquimica € identificada
especificamente no citoplasma das células neoplasicas (QUI et al., 2008). No entanto,
nosso estudo demonstrou que a perda de imunomarcagéo do PTEN também pode ser
nuclear nas células malignas prostaticas. Essa perda pode se tornar progressiva,
dependendo do grau de malignidade da doenca proliferativa da préstata (houve maior
expressdo nuclear na HPB, seguida da PIA e do CaP).

A expressao proteica do PTEN é observada com frequéncia no citoplasma e no
nucleo de diferentes tipos de células (GERICKE; MUNSON; ROSS, 2006; SALMENA,;
CARRACEDO; PANDOLFI, 2008). O PTEN nuclear pode ser independente da via
PI13Ks/AKT e cumprir outras fungdes importantes, como: a regulacdo da integridade
cromossomal, a progressao do ciclo celular, a indugédo de apoptose e a resposta do
dano celular através da regulagdo de RAD51 (CHUNG et al., 2006; GIL et al., 2006;
CHALHOUB; BAKER, 2009; KREIS et al., 2014).

Perdas de marcagao nuclear de PTEN foram relatadas em varias neoplasias no
humano, incluindo: carcinoma de células escamosas no es6fago, melanoma cutaneo,
carcinoma colorretal, tumores das células das ilhotas pancreaticas e linfoma de células
B (PERREN et al., 2000; TACHIBANA et al., 2002; ZHOU et al., 2002; FRIDBERG et
al., 2007). A perda de expresséao nuclear do PTEN foi correlacionada com a progressao
tumoral (GERICKE et al.,, 2006; GIL et al., 2006; CHALHOUB; BAKER, 2009),
semelhante ao observado em nosso estudo, em que houve uma progressiao na
diminuicdo da imunomarcacdo de PTEN nuclear na lesdo hiperplasica (HPB),
pré- neoplasica (PIA) e CaP.

Em um estudo efetuado com linhagens de células prostaticas neoplasicas

dependente da proteina p53 introduzidas em ratos, se evidenciou que a presenca de
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PTEN nuclear foi suficiente para reduzir o crescimento do CaP. Os autores sugerem
que a principal funcdo do PTEN no nucleo € proteger as células epiteliais do dano
oxidativo e do desenvolvimento de CaP (CHANG et al., 2008). Tal afirmativa pode se
relacionar a progressao das lesdes prostaticas do cao, uma vez que houve perda de
PTEN nas lesbes pré-neoplasicas e neoplasicas, o que poderia conferir menor efeito
protetor aos danos oxidativos, ja descritos no processo carcinogénico da préstata
canina por Croce et al. (2011).

Outra funcdo do PTEN é bloquear a via PI3K/AKT, inibindo também a
oncoproteina MDM2, envolvida no processo de sobrevivéncia celular e no surgimento
de varias neoplasias (GERICKE; MUNSON; ROSS, 2006). Observamos diminuicdo da
expressao de PTEN e aumento de MDM2 nos CaP dos céaes, o que nos faz inferir sobre
esse papel de inibigio do PTEN sobre a MDM2, ja que suas expressbdes foram
inversamente proporcionais. A HPB apresentou expressao proteica de MDM2
semelhante ao tecido prostatico normal, diferente da lesdo pré-neoplasica (PIA) e CaP,
em que houve aumento da expressdo dessa proteina. A amplificagdo e super-
expressao de MDM2, tém sido relatadas em varias neoplasias da espécie canina,
como: o osteossarcoma, mastocitoma, sarcomas dos tecidos moles e tumores das
glandulas hepatoides (MILLER et al., 1996; NASIR et al., 2002; NAKANO; TAURA;
INOUE, 2005; WU; HAYASHI; INOUE, 2006).

Nos CaPs do cédo, Laufer-Amorim (2011) identificou por CGHarray ganho do
namero de cépias do MDM2 em 14.3% das amostras avaliadas (2/14), o que foi
verificado em nosso estudo, com ganho de expressao proteica que ocorreu em 63.1%
dos CaPs (12/19); nestes CaPs foi observado um escore de 4 de distribuicao da
imunomarcacgao, sendo esta citoplasmatica e nuclear.

A super-expressao e amplificacdo de MDM2 estdo correlacionadas com maior
risco de metastase, menor tempo de sobrevida e aumento na refracdo hormonal ou
resisténcia para os antineoplasicos nos CaPs do homem (CHENE, 2003; YU et al.,
2014b). Em nosso estudo nao dispunhamos de dados clinicos para avaliar potencial
metastatico e sobrevida, porém em relacédo a refragcdo hormonal, os CaPs do céo se

apresentaram com baixa expressédo de AR, que pode estar relacionada a maior
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expressao de MDM2.

Alteragbes génicas de MDM2 também podem afetar a funcédo do TP53. Em
condigdes normais, niveis baixos de p53 sdo degradados no citoplasma da célula por
MDM2. O MDM2 inibe a atividade transcricional da p53 e causa alteragbes no ciclo
celular, na reparacao do DNA, senescéncia, angiogénese e apoptose (KANEKO et al.,
2005; PANT; LOZANO, 2014). Houve uma diminuicdo na expressao de p53 nos CaPs
do cdo (100% dos tumores com menos de 25% de células positivas para p53) em
relacdo ao tecido prostatico normal e HPB, com comportamento semelhante para a
MDM2, demonstrando o descrito por Kaneko et al. 2005 e Pant e Lozano, 2014, sobre a
atividade de MDM2 degradar o p53. Talvez esse seja um dos fatores que possa
explicar a menor expressao de p53 nos CaPs do céo.

Laufer-Amorim (2011) também sugeriu que pode existir uma ligacdo entre o
oncogene MDM2 e o gene TP53 no surgimento do CaP. No seu trabalho, dos trés CaPs
caninos que apresentaram perda no numero de cépias do TP53, dois deles obtiveram
ganhos gendmicos envolvendo MDM2. Essas observagbes concordam com o0s
resultados do nosso estudo, no qual, 63.1% dos CaPs avaliados evidenciaram super-
expressao proteica para MDM2, em contrapartida, 100% dos CaPs apresentaram
auséncia de expressao nuclear para p53.

Para Ji et al. (2011) ha uma forte interagao entre MDM2 e TP53 na regulagéo do
crescimento de células neoplasicas prostaticas do homem. Cultivos com células
prostaticas PC-3 nas quais foi inibida a acdo da MDM2, permitiu a reducdo do
crescimento de células cancerigenas da prostata pela agcdo da proteina p53. Isso
também foi comprovado em ensaios com camundongos in vivo (JI et al., 2011).

Nos CaPs do homem, Leite et al. (2001) determinaram que a super-expressao de
MDM2 esta frequentemente associada com o incremento de proliferacao celular e o
aumento de volume da glandula prostatica. Os autores propbéem que CaPs com
fendtipo MDM2/p53 positivos, apresentam um comportamento mais agressivo em
comparagao com os CaPs que tem baixa ou nula imunomarcagdo nesta proteinas.
Talvez no cao, observamos CaPs menos agressivos pelo fendétipo p53-, porém estudos

correlacionando dados moleculares e clinicos com grande numero de amostras devem
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ser desenvolvidos.

A proteina p53 é considerada a guardid do genoma, com fungdo supressora
tumoral em mamiferos, induzindo também a realizacédo de apoptose ou senescéncia
nas células que sofrem danos no DNA, para manter o equilibrio entre a taxa de
proliferacdo e morte celular (PANT; LOZANO, 2014).

Em nosso estudo o tecido prostatico normal apresentou maior expressao de p53
do que os CaPs (com perda de expresséo). Resultados diferentes foram relatados por
Croce et al. (2011) que nao observaram diferenca de marcacao da p53 entre as lesdes
benignas, pré-neoplasicas e neoplasicas da prostata canina, porém o anticorpo primario
utilizado foi diferente, sendo o monoclonal no presente estudo e policlonal no estudo de
Croce et al. (2011).

E possivel que no presente estudo, a perda de marcagdo nuclear de p53
estivesse correlacionada com a super-expressao de MDM2, a perda de expressao
nuclear de PTEN ou com a mutagcdo do TP53. Como foi mencionado anteriormente, o
PTEN permite a protecdo das células epiteliais contra o dano oxidativo e o
desenvolvimento de CaP (CHANG et al., 2008). Segundo Mayo e Doner (2002), o
promotor do PTEN possui um sitio de ligacdo na p53, e quando €& ativado permite a
transicdo do gene PTEN, aumentando seus niveis no citoplasma e no nucleo da célula;
qualquer alteracédo nesta ligacdo gera danos irreparaveis que podem terminar em
mutacdes celulares. Li et al. (2006) demonstraram que PTEN nuclear também pode
controlar a proliferacéo celular mediante a acetilacdo de histonas e do p53. Contudo,
existe grande controvérsia sobre o papel que desempenham as alteragbes génicas do
TP53 nas lesdes pré-neoplasicas e neoplasicas da préstata, posto que, algumas destas
podem estar relacionadas com ganhos ou perdas da sua fungao (LEITE et al., 2001;
ZENG; KYPRIANOU, 2005; OREN, ROTTER, 2010).

No CaP do homem, a mutacdo de TP53 é rara, apresentando-se, unicamente
nos estagios avancados da doenca. O TP53 mutado foi relacionado com metastase e
crescimento independente de andrégenos nessa neoplasia (KANEKO et al., 2005).
Segundo Zeng e Kyprianou (2005) mutagdes no TP53 conduzem a prorrogag¢ao do

tempo de meia vida da proteina p53 na célula, permitindo sua avaliagdo mediante a
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técnica de imuno-histoquimica. No entanto, neste estudo ndo foi observada a
expressao nuclear de p53 nos 19 CaPs caninos selecionados, mas isto também nao
indica que essa mutagdo ndo possa existir. E necessario realizar outras técnicas
moleculares como PCR para analisar o sequenciamento desses CaPs e possiveis
mutacdes celulares.

Os CaPs do céo apresentaram menos de 25% de células positivas para AR
(escore 1), demonstrando uma independéncia dos CaPs aos estimulos androgénicos. A
perda dos receptores androgénicos foi gradativa de acordo com a lesdo prostatica. A
PIA apresentou 85% das lesbes com mais de 50% de células positivas para AR e tanto
a HPB quanto a prostata normal tiveram 100% das amostras com 100% de nucleos
positivos para AR. Gallardo et al., (2007) observaram perda da expressao proteica do
AR nos carcinomas quando comparados com tecido normal, HPB e prostatite. Esses
autores identificaram uma intensidade de marcagao entre moderada e forte em mais de
95% das células epiteliais no tecido normal e hiperplasico. Nos CaPs essa expresséo
foi observada em 58% das células, dessa porcentagem entre 10 e 20% eram células do
estroma prostatico (GALLARDO et al., 2007). De forma similar, Leav et al. (2001)
identificaram a expressao do AR nuclear em um dos 19 casos de CaPs estudados,
enquanto nos animais com prostata normal, reprodutivamente intactos jovens (7/7) e
adultos (14/14) apresentaram maior expressao nuclear.

Em homens, amostras de CaPs primarios e metastaticos foram submetidas para
realizar IHQ com os anticorpos para as variantes AR N-terminal e AR C-terminal, as
quais foram determinadas previamente por PCR. Demonstrou-se que AR C-terminal
teve perda da expressao nuclear nos carcinomas metastaticos em comparagcédo com os
carcinomas primarios (ZHANG et al., 2011). Essas varia¢des no AR, também devem ser
estudadas no cao em futuras pesquisas na busca de mutagbes que possam ser alvo
quimioterapéutico nos tumores resistentes ao tratamento com antiandrégenos.

A complexa rede PTEN/MDM2/p53 esta relacionada intimamente com a via do
receptor andrégeno (AR) no surgimento do CaP do homem e em animais modelos para
seu estudo (CRONAUER et al., 2004; CARVER et al., 2011). Alteragdes da funcgao

nuclear do AR podem estar presentes quando MDMZ2 esta super-expresso ou
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amplificado; a oncoproteina MDM2 promove a ubiquitinacdo e degradacgao
proteossomal de AR (LIN et al., 2002). Enquanto a perda ou mutacdo do PTEN e p53
proporcionam um impacto direto na ativacdo independente de androgenos por AR
(GROSSMANN; HUANG; TINDALL, 2001) e no surgimento de CaPs horménio-
refratarios no homem (CONCATO et al., 2009; GUSEVA et al., 2012). Os resultados
que obtivemos nos permite inferir que as alteracdes descritas na rede PTEN-MDM2-p53
nos CaPs do homem também poderiam estar afetando a fungdo nuclear do AR nos

CaPs do c3o.
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7 CONCLUSOES

e Observou-se diminuicao da expressao proteica de PTEN nos CaPs do cdo em
comparagao com a préstata normal, HPB e PIA.

e Observou-se aumento da expressao proteica de MDM2 nos CaPs do cdo em
comparagao com a préstata normal, HPB e PIA.

e Houve perda da expresséo proteica de p53 nos CaPs em comparagdo com a
préstata normal, HPB e PIA.

e No presente estudo, a perda dos receptores androgénicos foi gradativa de
acordo com a lesdo prostatica, sendo menor nos CaPs do que no tecido

prostatico normal, HPB e PIA.
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