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FONSECA-ALVES, C.E. Avaliacado Epigenética dos Genes NKX3.1 e CDH1
e Expressdo do C-MYC, NKX3.1 e E-Caderina por Imuno-histoquimica em
Microarranjo de Tecido (TMA) de Lesbes Pré-neoplasicas e Neoplasicas
Na Préstata De Caes. Botucatu, 2016. 123p. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Botucatu, Universidade Estadual Paulista.
RESUMO

A prostata canina € um bom modelo para estudos comparados entre 0 cdo e 0
homem, uma vez que essas duas espécies desenvolvem espontaneamente
carcinoma de prostata (CP). Para melhor caracterizagdo do CP canino, a
presente pesquisa foi dividia em quatro capitulos que avaliam diferentes
aspectos dos CPs em cdaes. A atrofia inflamatoéria proliferativa (PIA) é uma
lesdo pré-neoplasica descritas em humanos e pouco estuda em caes. Noés
caracterizamos essa lesdo em caes e identificamos uma forte relagéo entre a
localizacao topogréfica da PIA com os CPs. Além disso, foi identificada a perda
de expressdo génica e proteica de PTEN e AR na PIA. Esses fatores
associados corroboram com o potencial pré-neoplasico desta lesdo em cées.
Um achado interessante foi a alta expresséo de P63 na PIA e em um grupo de
CP caninos. Para melhor caracterizar este grupo, foi avaliada a expressao
imuno-histoquimica de diferentes citoqueratinas e outras proteinas
relacionadas ao desenvolvimento do CP em humanos. Os carcinomas que
apresentam expressao de P63 apresentaram padrbes morfoldégicos com escore
de Gleason alto e um fenétipo mais agressivo quando comparado a tumores
gue ndo apresentacdo expressdo de P63. Posteriormente, a expressao génica
e proteica de E-caderina, NKX3.1 e C-MYC foi avaliada em CP como
marcadores nas diferentes lesdes. Além disso, nés avaliamos a metilacao
como mecanismo regulatorios dos genes CDH1 e NKX3.1. Foi possivel
identificar a perda de E-caderina e NKX3.1 nos tumores, comparado a prostata
normal bem como o aumento da expressao de C-MYC. A expressao de E-
caderina teve relacdo com a sobrevida dos pacientes e a hipermetilacdo do
gene CDH1 é o possivel mecanismo regulatorio deste gene. Nao foram
encontradas alteracdes de metilacdo no promotor do gene NKX3.1, indicando
outro mecanismo na regulacéo deste gene.

Palavras-chave: canino, carcinoma prostatico, metilacdo, mRNA, Western

blotting.



FONSECA-ALVES, C.E. Epigenetic evaluation of NKX3.1 and CDH1 and
immunohistochemistry expression of C-MYC, NKX3.1 and E-cadherin
using tissue microarray (TMA) of pre-neoplastic and neoplastic prostate
of dogs. Botucatu, 2016. 123p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The canine prostate gland can be used as a model to human prostatic disease
since dogs and men are the only species that spontaneously develop prostate
carcinoma (PC). To better characterize the canine PC, this research was
divided into four chapters that evaluated different aspects of the PC in dogs.
The proliferative inflammatory atrophy (PIA) is a pre-neoplastic lesion described
in humans and few studies in dogs describe it as a preneoplastic lesion. This
study characterized PIA in dogs and identified a strong relationship between the
PIA topography with PC. In addition, we identified the loss of PTEN and AR
expression in PIA. These findings demonstrated the potential of PIA as a pre-
neoplastic lesion in dogs. An interesting finding in this research was the high
expression of P63 in PIA and a group of PC. This study found a group of PC
showing P63 positive expression in neoplastic epithelial cells. Thus, these
tumors were selected to better characterize them using immunohistochemistry.
These tumors had an aggressive phenotype and presented high expression of
AKT and C-MYC and loss of NKX3.1. Further, we selected a usual group of PC
and evaluate the expression of E-cadherin, NKX3.1 and C-MYC. In addition, we
evaluated the methylation as a regulatory mechanism of CDH1 and NKX3.1
genes. We have identified loss of E-cadherin and NKX3.1 in PC compared to
normal prostate and C-MYC overexpression. The expression of E-cadherin was
related to overall survival and Gleason score. The hypermethylation  of
CDH1can be the protein regulatory mechanism in canine PC. We did not find
methylation alterations in NKX3.1 promoter gene.

Keywords: canine, prostate cancer, methylation, mMRNA, Western blotting.
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1. INTRODUCAO

Segundo dados do Instituto Nacional do Céncer (INCA) para o ano de
2016 séo esperados 68.800 novos casos de carcinoma prostatico (CP), que é
considerado como a segunda causa mais comum de mortes relacionadas ao
cancer em homens com mais de 50 anos de idade. As estimativas mundiais
apontam um crescimento em 25 vezes na incidéncia do CP, e este fato esta
associado ao diagndéstico precoce por meio do teste do Antigeno Prostético
Especifico (PSA) e o exame clinico de toque retal (INCA, 2016). Atualmente ha
uma grande discussdo em torno do diagnoéstico precoce do CP em humanos.
As estatisticas apontam que 100% dos homens que chegarem aos 100 anos
de idade, irdo apresentar evidéncia histolégicas de CP (INCA, 2016). No
entanto, em 90% desses casos, 0s pacientes ndo irdo apresentar progressao
tumoral ou evolucéo clinica da doenca (BANGMA et al., 2007). Assim, muitos
pacientes idosos que apresentarem tumores indolentes podem passar por
procedimento invasivos de forma desnecessaria.

Na medicina veterinaria, os dados relacionados a incidéncia das
neoplasias prostaticas em caes sao controversos. No entanto, ha um consenso
ao afirmar que em cées, o CP apresenta incidéncia menor que no homem. As
afeccdes prostaticas benignas séo frequentemente encontradas na clinica dos
animais de companhia, especialmente em caes. As alteracbes da prostata mais
comuns sdo a hiperplasia prostatica benigna (HPB), a prostatite (FONSECA-
ALVES et al., 2010) e os cistos prostaticos (FONSECA-ALVES et al., 2012). De
acordo com JOHNSTON et al. (2000), 100% dos caes nao castrados
apresentaram alteracdes histoldgicas prostaticas com o avancar da idade. Em
caes, ndo é reportada alta incidéncia de CP indolente. De acordo com a
literatura veterinaria, os CP s&o agressivos, altamente metastaticos e
apresentam prognostico desfavoravel (LEROY & NORTHRUP, 2009). A
prostata canina € considerada modelo para estudo comparativo da prostata
humana, uma vez que essas sdo as Unicas duas espécies em que ocorre
espontaneamente o cancer prostatico, neoplasia intraepitelial prostatica (PIN),
hiperplasia prostatica benigna (HPB) (BOSTWICK et al.,, 2000) e a atrofia
inflamatoria proliferativa (PIA) (PALMIERI et al., 2014). O CP canino

compartilha muitas caracteristicas semelhantes ao do homem, e seria um
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modelo de estudo para o CP invasivo/metastatico (BELL et al., 1991,
BOSTWICK & QIAN, 2004).

Na medicina humana, a imunomarcacdo de proteinas especificas para
as células basais é utilizada para diferenciar lesbes pré-neoplasicas dos
carcinomas prostaticos (TAN et al.,, 2015). Dentre as principais lesbes pré-
neoplasicas descritas na medicina humana, destacam-se a PIN (ZHOU et al.,
2003) e a PIA (DE MARZO et al., 1999). Em caes, existe uma controvérsia em
relacdo a alta frequéncia e influéncia da PIN no desenvolvimento do CP e a
literatura sobre a relacdo da PIA e os CP € escassa (PALMIERI et al., 2014).
WATERS & BOSTWICK (1997) e BOSTIWICK et al. (2000) encontraram uma
alta incidéncia de PIN em céaes (mais de 80% das amostras analisadas), no
entanto, 0s autores avaliaram um ndamero muito pequeno de amostras.
MADEWELL et al. (2004) e AQUILINA et al. (1998) realizaram dois grandes
estudos avaliando a frequéncia da PIN em amostras de tecido prostatico canino
e encontraram frequéncia de PIN menor que 3% no tecido prostatico canino.
Um estudo brasileiro (MATSUZAKI et al, 2010) identificou uma baixa
frequéncia da PIN em lesbes prostaticas caninas e em todos os casos, tratava-
se de lesdes de baixo grau (low grade PIN).

Em CP humanos, a perda da expressdo das proteinas E-caderina e
NKX3.1 é amplamente descrita ha em tumores com alto escore de Gleason
(DEBELEC-BUTUNER et al.,, 2014). A perda do NKX3.1 e E-caderina se
correlaciona com a alta incidéncia de metastases dos pacientes. Outro gene
importante para os CP em homens € a expressao do gene C-MYC. O gene C-
MYC codifica a proteina MYC que apresenta papel de regulacdo da
proliferacdo celular em condicdes fisioldgicas (FARIA & RABENHORST, 2006).
No CP em homens, a oncoproteina MYC apresenta expressdo aumentada e,
os niveis de transcritos do gene C-MYC se correlaciona com o
desenvolvimento de metastases nos pacientes (ANDERSON et al., 2012). Em
caes, apenas um estudo avaliou a expressdo de NKX3.1 e MYC em CP
caninos (FONSECA-ALVES et al., 2013).

Devido ao limitado conhecimento sobre a biologia dos CP em céaes, a
presenta pesquisa realizou um estudo morfologico, imuno-histoquimico e
molecular para caracterizagcdo de diferentes lesbes pré-neoplasicas e

neoplasicas da préstata de céaes.
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Considerac0fes Finais

Os carcinomas prostaticos caninos sédo neoplasias com comportamento
biologico agressivo e, ao diagnostico, a maioria dos pacientes apresenta
metastase. Esse comportamento difere do homem, que apresenta em sua
maioria, carcinomas de baixo grau. A préstata canina apresenta algumas
particularidades histologicas, que devem ser consideradas ao utilizar o céo
como modelo de estudo para doenca humana. Destaca-se a descontinuidade
da camada de células basais como a principal diferenca entre as duas
espécies. A atrofia inflamatéria proliferativa (PIA) € uma lesdo com alta
incidéncia em caes e apresentar um alto potencial como lesdo pré-neoplasica
da prostatica canina, assim como no homem.

O escore de avaliacao utilizando a porcentagem de células negativas
para o anticorpo E-caderina correlacionou-se com o prognostico dos pacientes,
bem como o escore de Gleason. Assim, para tumores que apresentam perda
focal de E-caderina, este sistema pode ser util na avaliagdo destes tumores, e
demonstra a heterogeneidade entre as células de um mesmo tumor. A perda
de NKX3.1 é frequente nos carcinomas prostaticos caninos e esta alteracao
pode ser relacionada com a agressividade dos tumores em caes.

As neoplasias prostéticas caninas podem ser utilizadas como modelo de
estudo para os carcinomas em humanos, no entanto, deve-se ficar atento as
particularidades de cada espécie para uma melhor aplicacdo desse modelo em

oncologia comparada.
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