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RESUMO

O cancer de prostata ¢ a segunda causa de morte por cancer no pais. Devido a esse
fator, surgiu o interesse de mostrar qual a relacao existente entre a cirurgia de vasectomia e a
incidéncia do carcinoma prostatico. Alguns estudos epidemiologicos apontaram o aumento do
risco de cancer de prostata em homens vasectomizados (Emard et al.,2001). Por outro lado
outros autores defenderam que ndo existe correlagdo (Patel et al.,2005) e ainda ha aqueles que
disseram que a vasectomia esta relacionada com a reducdo do risco de cancer de prostata
(Ross,1983). Diante de uma analise dos trabalhos publicados, tal discussdo permanece até

hoje.

A vasectomia ou deferentectomia ¢ um método anticoncepcional masculino, o qual
consiste na sec¢ao dos ductos deferentes do homem, impedindo que os espermatozoides sejam
expelidos juntamente com o liquido seminal durante a ejaculagdo, e ¢ uma das cirurgias mais

simples, econdmicas e sem complicagdes pds-operatorias

Este trabalho tem como objetivo avaliar o processo de proliferagdo celular e avaliar
imuno-histoquimicamente a expressao dos marcadores especificos de PCNA (Proliferating
Cell Nuclear Antigen) e Ki-67, na prostata de gerbilo, ap6s indu¢ao quimica pela injecao
intraperitoneal do carcindgeno N-metil-N-nitrosuréia (MNU), pois a regulagdo do equilibrio
funcional entre os processos de proliferagdo celular e apoptose, esta relacionada com a

hiperplasia e o carcinoma prostatico.

O procedimento experimental foi realizado no Laboratoério do Departamento de

Anatomia, juntamente com a coleta dos dados para anélise posterior.

Palavras-chave: prostata, vasectomia, proliferacdo celular, gerbilo.



ABSTRACT

Prostate cancer is the second leading cause of cancer death in the country. Due to this
factor, the interest of showing what relationship exists between vasectomy surgery and the
incidence of prostate carcinoma has started. Some epidemiological studies showed an
increased risk of prostate cancer in vasectomized men (Emard et al., 2001). On the other hand
other authors have argued that there is no correlation (Patel et al., 2005) and there are those
who said that vasectomy is linked to reduced risk of prostate cancer (Ross, 1983). Faced with

an analysis of published works, such discussion remains today.

The vasectomy, or deferentectomia, is a contraceptive male method, which is the
section of the vas deferens of man by preventing the sperm from being expelled along with
the seminal fluid during ejaculation, and is one of the most simple, economical,

uncomplicated post- operative.

This study aims to evaluate the process of cell proliferation and to evaluate immuno-
histochemically the expression of specific markers of PCNA (Proliferating Cell Nuclear
Antigen) and Ki-67, in the prostate of the gerbil after chemical induction by intraperitoneal
injection of the carcinogen N-methyl -N-nitrosourea (MNU), because the regulation of the
functional balance between cell proliferation and apoptosis is associated with hyperplasia and

prostatic carcinoma.

The experimental procedure was performed at the Laboratory of the Department of

Anatomy, along with collecting the data for later analysis.

Keywords: prostate, vasectomy, cell proliferation, gerbil.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos a correlagdo entre o cancer de prostata e a vasectomia tem sido o
motivo de varias discussdes. Alguns estudos epidemiologicos apontaram o aumento do risco
de cancer de prostata em homens vasectomizados (Emard et al.,2001). Por outro lado outros
autores defenderam que nao existe correlacdo (Patel et al.,2005) e ainda ha aqueles que
disseram que a vasectomia esta relacionada com a reducdo do risco de cancer de prostata
(Ross,1983). Diante de uma analise dos trabalhos publicados, tal discussdo permanece até

hoje.

A vasectomia ou deferentectomia ¢ um método anticoncepcional masculino utilizado
desde a primeira metade do século passado. Esta cirurgia consiste na seccdo dos canais
deferentes do homem, impedindo que os espermatozdides sejam expelidos juntamente com o
liquido seminal durante a ejaculacdo, ¢ ¢ uma das mais simples, econdmicas e sem

complicagdes pds-operatorias (Linnet,1983).

Nos Estados Unidos mais de 15% dos homens acima dos quarenta anos foram
submetidos a vasectomia como método anticoncepcional; no mesmo pais o cancer de prostata
¢ a segunda causa de morte por cancer. Ja nos paises desenvolvidos, o cancer de prostata
ocupou o primeiro lugar em incidéncia de neoplasias, correspondendo a aproximadamente
10% de todos os canceres diagnosticados na popula¢do masculina do mundo todo (Cancer
Statistics, 2005), e ¢ também o segundo lugar em mortalidade por cancer em homens,

perdendo apenas pelo cancer de pulmao (Reiter & Dekemion, 2002).

O cancer de prostata ¢ uma moléstia claramente associada ao envelhecimento
masculino. Aos 50 anos de idade, 30% dos homens submetidos a bidpsias podem apresentar
focos histologicos da neoplasia, com ou sem significado clinico. A medida que o homem
envelhece, essa incidéncia acentua-se, atingindo 60% a 70% dos homens com idade entre 80 e
90 anos e, hipoteticamente, todo aquele que ultrapasse os 100 anos de vida (Brawley et al.,
2000). Das patologias que acometem a prostata, as mais comuns sao: Hiperplasia Benigna

Prostatica (HBP), Neoplasia Intraepitelial Prostatica (NIP) e Adenocarcinoma Prostatico.

A prostata ¢ um conjunto de glandulas tubulos-alveolares ramificadas, cujos ductos
desembocam na uretra prostatica. Tais glandulas sao formadas por epitélio cilindrico simples
secretor e por estroma muito vascularizado e rico em células musculares lisas. A secre¢ao

prostatica ¢ um liquido fino de aspecto leitoso que compde o volume do sémen e apresenta
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propriedades importantes para que a fertilizagdo tenha éxito, colaborando com a motilidade e

a fertilidade dos espermatozoéides (Aumiiller et al., 1989).

Os niveis constantes de androgenos circulantes sdo responsaveis pelo crescimento
normal, pela diferenciag@o e pela manutencao da integridade funcional (secretora) e estrutural
da prostata. Tais atividades ocorrem através da integragcdo reciproca entre o0 mesénquima € o
epitélio (Cunha et al, 2004). A proliferacdo e morte celular sdo monitoradas por estes
androgenos que controlam a circulagdo sanguinea local; os mesmos possuem trés funcgoes
principais nas células prostaticas: (1) podem estimular a proliferacdo, especialmente nas
células epiteliais; (2) estimulam a diferenciacdo das células epiteliais secretoras; (3) inibem a

apoptose de células prostaticas (Marker et al., 2003).

A testosterona, principal hormoénio andrdgeno, atua nas células epiteliais secretoras
luminais via receptor nuclear. Mas, nas células basais e estromais, esse mesmo hormoénio ¢é
convertido pela 5-a-rdutase em di-hidrotestosterona, a qual é cerca de 10 vezes mais potente

que a testosterona e, também, liga-se ao receptor nuclear de andrégeno ( William, 2001).

A testosterona também pode ser convertida através da enzima aromatase em
estrogeno, o qual regula o desenvolvimento e funcdo da prostata em varias fases da vida do
homem. A produgdo desse estrogeno na prostata interfere no crescimento prostatico. Sua
regulacdo sobre a prostata tem sido considerada um fator hormonal de risco para o

desenvolvimento de hiperplasia benigna prostatica e cancer de prostata (Lou et al., 2005).

O desenvolvimento neoplasico ¢ marcado pelos importantes processos de proliferagcdo
e de morte celular (apoptose), os quais sdo atividades bioldgicas fundamentais tanto para
processos fisioldgicos, como patoldgicos. A regulacdo do ciclo celular ¢ dependente de
proteinas quinases (Wang et al., 2003) e outras proteinas como a p16, p27 e p53 (Fernandez,
2002). Assim, o ciclo celular pode ser estudado em diferentes fases através do estudo de
marcadores moleculares relacionados a proliferacdo celular - como Ki67 ¢ PCNA e

relacionados a apoptose - como DNA fragmentado , p53 e caspases (Wang et al., 2005).

O PCNA (Poliferation Cell Nuclear Antigen) ¢ a proteina acessoria da DNA
polimerase e € sintetizada nas fases G1 e S do ciclo celular. Entretanto, o PCNA correlaciona-
se com o estado proliferativo da célula. A deteccdo imuno-histoquimica do mesmo indica que
a célula esta em divisao e nao na fase GO do ciclo. A proteina Ki-67 ¢ uma proteina nuclear e

nucleolar, atua especialmente nos componentes granulares durante as fases Gl, G2 e M
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(McCormick et al., 1993), e esta fortemente associada com a proliferagdo de células.
Anticorpos criados contra a proteina Ki-67 permite avaliar imuno-histologicamente a
proliferacdo celular, a qual ¢ caracteristica de neoplasias humanas. A expressao exclusiva nas
células em proliferacdo, obtida por anticorpos criados contra a proteina Ki-67, tem sido uma
grande ferramenta na pesquisa do cancer (Scholzen et al., 2000) e na utilizagdo como
marcador diagnostico em varios tipos de tumores malignos. Anticorpos que reconhecem a Ki-
67 encontradas em ratos e camundongos foram descritos recentemente e estdo abrindo portas
para a investigacdo sobre a regulacdo da proteina Ki-67 em modelos animais experimentais

(Endl et al., 2000).

O componente central do processo de apoptose ¢ um sistema proteolitico que envolve
uma familia de proteases chamadas caspases. Essas sdo uma familia de proteinas
intracelulares envolvidas na iniciacdo e na execu¢do da apoptose. Ha dois tipos de caspases:
inicializadoras (8, 9 € 12) e executoras (2, 3, 6 ¢ 7). As inicializadoras sdo capazes de ativar as
executoras ou amplificar a cascata de caspases pelo aumento da ativag¢ao das inicializadoras.
Enquanto que as executoras clivam substratos citoplasmaticos (como actina e citoqueratinas)

e nucleares (como polimerase e lamininas), culminando na apoptose (Kim et al., 2001).

A falha no mecanismo de regulacdo do equilibrio funcional entre os processos de
proliferagdo celular e apoptose esta relacionada com a hiperplasia € o carcinoma prostatico
(Carson & Rittmaster, 2003). Com isso, os marcadores moleculares de proliferacao celular e
apoptose sdo alvo de grande interesse, pois sua modificagdo no padrdo de expressdo pode
provocar um desequilibrio entre esses processos, fator chave na compreensdo da
carcinogénese (Davis & Day, 2002). Recentemente verificou-se que a proliferacao celular na
prostata ventral de ratos aumentou sete dias apds vasectomia (Pereira et al., 2006). Isso
despertou interesse em estudar a possivel influéncia da vasectomia no estabelecimento de
lesdes neopldsicas na prostata ventral, porque os novos resultados podem ajudar no

entendimento da correlagdo entre vasectomia e cancer de prostata.

Vérios modelos experimentais tém sido desenvolvidos para o estudo da carcinogénese
prostatica; Bosland (1996) fez ampla revisdo da literatura abordando tais modelos para
inducdo (quimica e hormonal) de tumores prostaticos. A incidéncia de tumores prostaticos
provocados pela administragao cronica de testosterona (indugdo hormonal) ¢ de baixa a

moderada em muitas linhagens de ratos (Bosland, 1992), mas nao em todas (Shirai, 1991). Na
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maioria dos estudos, os carcinomas desenvolvem-se primeiramente na prostata dorsolateral e

glandula de coagulagao e, posteriormente, na prostata ventral (Shirai, 1991).

A exposicao perinatal ao estrogeno ¢ outro modelo experimental de indugdo hormonal
de tumores de prostata. Em 1983 Ari e colaboradores trataram ratos Wistar com
dietilestilbestrol (DES), a partir do nascimento até um més de idade, e encontraram metaplasia
escamosa, mas nao hiperplasia e lesdes neoplasicas. A exposi¢cdo neonatal ao estrogeno pode
conduzir a imprints lobo-especificos da prostata pelo processo conhecido como
estrogenizagdo, que esta associada a varias lesdes prostaticas como hiperplasia epitelial, NIP,

adenocarcinomas e inflamagao cronica, durante o envelhecimento (Huang et al., 2005).

A indugdo quimica de tumores prostaticos pode ser feita pela aplicagdo do carcindogeno
quimico diretamente no tecido prostatico ou pela administragdo sistémica. A aplica¢do direta
na prostata do carcindégeno quimico provoca sarcomas e carcinomas de células escamosas,
porém apenas alguns carcindogenos quimicos — como N-nitrosobis-(2-oxopropil)-amina e 3,2-
dimetil-4-aminobifenil — sdo eficientes na indugdo de tumores de prostata pela administracao

sistémica em ratos (Shirai et al., 1991).

O modelo que se torna mais eficiente ¢ o da exposi¢do ao carcinégeno seguida da
administracdo de androgenos, embora os modelos de indu¢do hormonal e quimica provoquem
lesdes na prostata de algumas linhagens de ratos. Em 1992 Pollard obteve experimentalmente
prostatas cancerosas a partir de injecdes intraperitoneais de N-metil-N-nitrosuréia associadas
a injecdes intradérmicas de propionato de testosterona. Esse modelo ¢ eficaz, pois em 45
semanas desenvolveu tumores em até 90% dos ratos Lobund-Wistar submetidos ao

tratamento.

Por apresentar uma freqiiéncia relativamente alta de neoplasias prostaticas espontaneas
nove meses depois da inducdo, o gerbilo também sofreu indug¢do experimental de tumores
prostaticos, enquanto que no rato Wistar tais lesdes desenvolvem-se quinze meses apos

indugdo (Zanetoni et al., 2004).

Os gerbilos tém sido amplamente utilizados para estudos de natureza cientifica,
principalmente pelo fato de terem comportamento extremamente docil em cativeiro
(Domeniconi et al.,, 2007); outra vantagem desses animais ¢ o fato deles serem
consideravelmente menores que os ratos, mas essencialmente maiores que os camundongos ¢

hamsters. O controle da micg@o ¢ também uma importante caracteristica dos gerbilos, os quais
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por serem de origem desértica, consomem pouca quantidade de liquido, facilitando a
manutengdo da limpeza nas gaiolas em cativeiro ¢ promovendo grande higiene nas salas de
biotérios (Scarano et al., 2006). O gerbilo ¢ considerado sexualmente maduro a partir dos 3
meses de idade, quando se inicia o periodo reprodutivo do gerbilo macho. Esse periodo
termina por volta dos 12 aos 15 meses de vida, quando o gerbilo atinge a senilidade (Harkness

& Wagner, 1995).

A prostata ventral do gerbilo estd constituida de dois lobos amarelados, imediatamente
ventrais a bexiga urinaria, exatamente no ponto em que a uretra recebe os dois ductos
ampulatorios, tais lobos estdo ligados na jungdo da bexiga urinaria com as vesiculas seminais
(Pinheiro et al., 2003). A prostata desse roedor apresenta glandulas formadas por epitélio
simples e altamente secretdrio. Entre os ductos glandulares, encontra-se o estroma conjuntivo
ricamente vascularizado, com poucas fibras conjuntivas e eldsticas, além de abundantes
células musculares lisas dispostas concentricamente. Ultra-estruturalmente o epitélio

prostatico apresenta heterogeneidade entre os seus tipos celulares (Zanetoni, 2007).

Na prostata do gerbilo senil, na qual podem ocorrer alteracdes morfoldgicas
espontaneas, foram observadas alteracdes neoplasicas intra-epiteliais, adenocarcinomatosas e
hiperplasia estromal (Zanetoni, 2007). Lesdes proliferativas foram evidenciadas na prostata de
gerbilos senis apds aproximadamente 18+5,4 meses. Recentemente, também, notou-se o
aumento da proliferagdo celular epitelial na prostata ventral de gerbilos vasectomizados, com

conseqiiente desequilibrio entre os processos de morte e proliferacio celular, em favor desta

(Pereira et al., 2009).

Perante a morfologia semelhante a prostata humana, a prostata do gerbilo desperta
interesse bioldgico e biomédico, devido a sua compacidade e fusdo dos seus lobos. Este tipo
de conformagdo anatdmica ndo esta presente no rato e no camundongo, onde os lobos sdo
distintos (Price, 1963). Vale ressaltar que o gerbilo apresenta facilidade e plasticidade de

manuseio em laboratério (Zanetoni, 2007).
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2. OBJETIVO

Avaliar o processo de proliferacdo celular e avaliar imuno-histoquicamente a
expressao de PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) e Ki-67, na prostata de gerbilo, apos

indugdo quimica pela injecao intraperitoneal do carcindgeno N-metil-N-nitrosuréia (MNU).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Manutencdo dos gerbilos em biotério: No Biotério do Departamento de
Anatomia — Instituto de Biociéncias — UNESP — Campus Botucatu, 40 gerbilos machos
adultos, Meriones unguiculatus, foram mantidos em gaiolas de plastico com tampa de aco
inox forradas com maravalha, sob condi¢des ambientais controladas (tais como: temperatura,
umidade do ar e 12/12 horas claro/escuro). Os gerbilos receberam dieta sélida e dgua “ad

libitum”.

3.2. Formacao dos grupos experimentais, realizacao dos procedimentos cirdrgicos
e aplicacdo do carcinogeno N-metil-N-nitrosuréia (MNU): Os gerbilos foram divididos em

dois grupos experimentais (simulado ou “sham” e vasectomizado).

Vasectomizado: os animais desse grupo foram divididos em dois subgrupos —

vasectomizado 01 e vasectomizado 02.

Aos 110 dias de idade, os gerbilos do subgrupo vasectomizado 01 e vasectomizado 02,
foram anestesiados com 1 ml de Dopalen® (1,16 mg de cloridrato de quetamina/10ml de
veiculo g.s.p.), 0,5ml de Rompun® (2g de cloridrato de xilazina/100ml de excipiente q.s.p.) €
Iml de solucao fisioldgico (0,9%) por quilograma (Kg) de peso do animal, via intraperitoneal.
A vasectomia foi realizada através de incisdo abdominal sagital mediana. Os ductos
deferentes, juntamente com os vasos deferentes, foram ligados - com o uso de fios de algodao
n°l - em duas regides diferentes (0.5 cm de distancia uma da outra). O fragmento entre as
duas ligaduras foi removido e desprezado. Posteriormente, foi realizada sutura da incisdo em

duas etapas: musculo e pele.

Aos 120 dias de idade, os gerbilos do subgrupo vasectomizado 02 receberam dose
unica do carcindgeno N-metil-N-nitrosuré¢ia (MNU) via intraperitoneal (30mg de MNU/1 Kg

de peso corporeo).
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Simulado (sham): os animais desse grupo foram divididos em dois subgrupos —

simulado 01 e simulado 02.

Aos 110 dias de idade, os gerbilos dos subgrupos simulado 01 e simulado 02, foram
anestesiados com 1 ml de Dopalen® (1,16 mg de cloridrato de quetamina/10ml de veiculo
g.s.p.), 0,5ml de Rompun® (2g de cloridrato de xilazina/100ml de excipiente qg.s.p.) e 1ml de
solucdo fisioldgico (0,9%) por quilograma (Kg) de peso do animal, via intraperitoneal. A
simulacdo foi realizada através de incisdo abdominal sagital mediana. Realizou-se
manipulagdo dos drgaos genitais simulando a vasectomia e, em seguida, foi suturada a incisao

em duas etapas: musculo e pele.

Aos 120 dias de idade, os animais dos subgrupos simulado 02 receberam dose tnica
do carcindgeno N-metil-N-nitrosuréia (MNU) via intraperitoneal (30mg de MNU/1 Kg de

peso corporeo).

Apos a realizacdo das cirurgias os animais ficaram em observagao durante o periodo

de recuperacao.

3.3. Coleta do material biologico: Foi realizada eutanasia por decapitagdo dos
gerbilos de todos os grupos experimentais aos 360 dias de idade seguida de laparotomia

abdomino-pélvica para coleta da prostata ventral.

3.4. Processamento histologico da proéstata: Os fragmentos da prostata foram
fixados em solu¢do de formaldeido por 24 h. Apos a fixacao os fragmentos foram lavados em
agua corrente por 24h e armazenados em solucdo de alcool 70% até o momento da inclusao.
Durante o processo de inclusdo os fragmetnos foram desidratados em série de solucdes
alcoolicas de concentracdes crescentes (80, 90 e 100%) e diafanizados em xilol. Em seguida,
os fragmentos foram incluidos em Paraplast® e cortados com 5Sum de espessura. As secg¢des

foram colocadas em laminas histologicas silanizadas.

3.5. Padronizacdo da técnica de Imuno-histoquimica: As ldminas histologicas
contendo os fragmentos da prostata ventral de gerbilo foram desparafinizadas em dois banhos
de 15 minutos de xilol, e em seguida, hidratadas em série decrescente de alcodis (100, 90 e

70%), seguida de lavagem em agua corrente.

A recuperagdo do antigeno foi realizada em tampao Citrato 10mM pH 6,0 por 40

minutos em panela de pressdo (PCNA) e em tampao citrato 10mM pH 6,0 por 5 minutos em
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microondas (Ki67). Apds o resfriamento natural, as laminas foram lavadas em 4gua
deionizada e, em seguida, incubadas com Peroxidase Block (Novocastra®) por 10 minutos
para realizagdo do bloqueio da peroxidase endogena. Posteriormente, as laminas foram
lavadas em tampao Tris HCI 0,05M pH 7,6, 2 vezes por 5 minutos. Em seguida, as laminas
foram incubadas com Protein Block (Novocastra®) por 10 minutos para realizagdo do
bloqueio protéico. Posteriormente, as laminas foram lavadas em tampao Tris HC1 0,05M pH
7,6, 2 vezes 5 minutos. Em seguida, as ldminas foram incubadas com os anticorpos primarios
anti-Ki67 (mouse monoclonal antibody Ki-67 — Novocastra® na dilui¢ao 1:200 em tampao
Fosfato 10mM pH 7,4) ou anti-PCNA (mouse monoclonal antibody PCNA — Novocastra® na
diluicao 1:100 em tampao Fosfato 10mM pH 7,4) por 1 hora. Posteriormente, as laminas
foram lavadas em tampao Tris HCI 0,05M pH 7,6, 2 vezes por 5 minutos. Em seguida, as
laminas foram incubadas com Post Primary Block (Novocastra®) por 30 minutos.
Posteriormente, as laminas foram lavadas em tampao Tris HCI 0,05M pH 7,6, 2 vezes por 5
minutos. Em seguida, as laminas foram incubadas com Polimer (Novocastra®) por 30
minutos. Posteriormente, as laminas foram lavadas em tampao Tris HCI 0,05M pH 7,6, 2
vezes por 5 minutos. Em seguida, as laminas foram incubadas com DAB cromogen
(Novocastra®) por 5 minutos para revelagdo. Posteriormente, as laminas foram contra-
coradas com hematoxilina por 2 minutos, enxaguadas em agua corrente, desidratadas em série

alcodis e montadas com laminula.

3.6. Analise de imagens e fotodocumentacdo: As laminas foram fotografadas com a
camera AxioHR Zeiss acoplada ao microscopio AxioPhot 2. O software AxioVision 4.7 foi
utilizado para analise de imagens e mensuragdo das seguintes variaveis: altura do epitélio da
prostata de gerbilo (em pum), indice (percentual) de células epiteliais PCNA positivas (em %)
e indice (percentual) de células epiteliais Ki67 positivas (em %). Para varidvel altura do
epitélio foram realizadas 500 aferi¢des por grupo experimental. Para as variaveis, indice de
c¢lulas PCNA positivas e indice de células Ki-67 positivas, foram realizadas contagens em 10

campos (fotografados aleatoriamente em objetiva de 40X) por animal por grupo experimental.

3.7. Analise estatistica: Os resultados de altura de epitélio, indice de células PCNA
positivas e indice de células Ki67 positivas de todos os grupos experimentais, foram
apresentados na forma de média e desvio-padrao e submetidos a analise de variancia

complementada com o teste de Tukey (P<0,05).
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4. RESULTADOS

Os dados de média e desvio padrao da altura do epitélio da prostata de gerbilo sao
apresentados na Tabela 1. Analisando esses resultados, podemos notar que: ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os grupos simulado 01 e simulado 02, mas houve
diferenca estatistica significativa entre os grupos simulado 01 e vasectomizado 01; também
houve diferenca significativa entre os grupos vasectomizado 01 e vasectomizado 02; e entre

os grupos simulado 02 e vasectomizado 02. (Tabela 1).

Tabela 1. Altura do epitélio da prostata de gerbilo, em pm.

Grupo Simulado 01 Simulado 02 Vasectomizado 01 | Vasectomizado 02

Alturaepitélio | 11,05+2,79% | 11,88+427% | 12,17+2,76" 15,62 + 5,87°

* Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (P<0,001).

Os dados de indice de células epiteliais PCNA positivas na prostata de gerbilo sdo
apresentados na Tabela 2 na forma de média e desvio padrdo. Quando comparamos o
subgrupo vasectomizado 01 com o simulado 01, verificamos que o nimero de células PCNA
positivas ¢ maior no vasectomizado 01. Na comparacao entre os subgrupos vasectomizado 02
e simulado 02, verificou-se que o numero de células PCNA positivas ¢ maior no subgrupo

vasectomizado 02 (Figura 1).

Quando comparamos os subgrupos simulado 01 e simulado 02, verificamos que o
nimero de células PCNA positivas ¢ maior no simulado 02. Na comparacdo entre os
subgrupos vasectomizado 01 e vasectomizado 02, verificou-se que o numero de células

PCNA positivas € maior no subgrupo vasectomizado 02 (Figura 1).

Os dados de indice de células epiteliais Ki-67 positivas na prostata de gerbilo sdo
apresentados na Tabela 2 na forma de média e desvio padrdo. Quando comparamos o
subgrupo vasectomizado 01 com o simulado 01, verificamos que o nimero de células Ki-67

positivas ¢ maior no vasectomizado 01. Na comparacao entre os subgrupos vasectomizado 02
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e simulado 02, verificou-se que o nimero de células Ki67 positivas ¢ maior no subgrupo

vasectomizado 02 (Figura 2).

Quando comparamos os subgrupos simulado 01 e simulado 02, verificamos que o

nimero de células K-i67 positivas ¢ maior no simulado 02. Na comparacdo entre os

subgrupos vasectomizado 01 e vasectomizado 02, verificou-se que o nimero de células Ki-67

positivas € maior no subgrupo vasectomizado 02 (Figura 2).

Ao compararmos o indice de células PCNA positivas com o indice de células Ki67

positivas de um mesmo subgrupo, notamos que o indice de células Ki-67 positivas foi maior.

Tabela 2. indice de células epiteliais PCNA positivas e Indice de células Ki-67 positivas na prostata de

gerbilo, em %.

Grupo Simulado 01 Simulado 02 Vasectomizado Vasectomizado
01 02

indice
3,19+0,015% 10,90 £ 0,041% | 11,58 +0,040% | 19,71 + 0,072

PCNA

indice
1,69 + 0,013 3,41+£0,016™ | 3,65+0,019% 3,76 + 0,022

Ki-67

* Letras maiusculas diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre os indices e letras mintsculas diferentes

indicam diferenga estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (P<0,001).
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Figura 1. Fotomicrografias da prostata de gerbilos submetidos a rea¢do imuno-histoquimica anti-PCNA. A)
subgrupo Simulado 01. B) subgrupo Simulado 02. C) subgrupo Vasectomizado 01. D) subgrupo Vasectomizado
02. As células coradas em marrom (castanho) sdo células PCNA-positivas, as demais sio PCNA-negativas.

Barra=20pm.
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Figura 2. Fotomicrografias da prostata de gerbilos submetidos a reagdo imuno-histoquimica anti-Ki67. A)
subgrupo Simulado 01. B) subgrupo Simulado 02. C) subgrupo Vasectomizado 01. D) subgrupo Vasectomizado

02. As células coradas em marrom (castanho) sdo células Ki67-positivas, as demais sdo Ki67-negativas.

Barra=20pm.
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5. DISCUSSAO

De acordo com as analises feitas em relacao a altura do epitélio de todos os grupos,
podemos notar que os subgrupos que receberam a aplicagdo do carcinbgeno MNU
apresentaram altura do epitélio maior do que os subgrupos que ndo receberam. Também
podemos notar que os subgrupos que foram submetidos a vasectomia também apresentaram
altura do epitélio maior do que os subgrupos simulados. Possivelmente a vasectomia, bem

como o carcindgeno MNU, promovem uma pequena hipertrofia celular epitelial.

Comparando os indices de células PCNA-positivas e células Ki-67-positivas, ha maior
especificidade para o Ki-67 e verifica-se que a interpretagdao dos resultados ¢ igual para ambos
os marcadores, porém o valor absoluto para cada marcador foi diferente. Esses resultados
corroboram com dados da literatura que relatam imunoreatividade para o PCNA em todas as
fases do ciclo celular, exceto GO; e imunoreatividade para Ki-67 somente nas fases G1, G2 e
M do ciclo celular (Esposito et al., 200). Assim, pode-se afirmar que a expressao do Ki-67
ocorre por um periodo menor do ciclo celular que a do PCNA, constituindo um marcador
mais seletivo. Esses dados corroboram com dados da literatura. Esposito e colaboradores
(2000) concluiram que os indices de PCNA foram mais elevados do que os de Ki-67 em cada

espécime estudado, fato explicavel pela meia-vida de até 20 horas do primeiro antigeno.

Com base nos resultados podemos notar que os subgrupos que foram submetidos a
cirurgia de vasectomia apresentaram maior indice de células PCNA positivas e Ki-67
positivas. Esses resultados corroboram com Pereira e colaboradores (2006), que verificaram o
aumento dos indices de células PCNA e Ki67 positivas na prostata de ratos 7 dias apds
vasectomia. Ja em relacdo a aplicagdo do carcindgeno MNU, os subgrupos que receberam
aplicacdo de MNU apresentaram maior indice de células PCNA positivas e Ki-67 positivas.
Esposito e colaboradores concluiram que a determinacdo da imunoreatividade dos marcadores
Ki-67 ¢ PCNA ¢ um método objetivo e quantificavel para avaliar a proliferagdo celular que

pode subsidiar as informagdes prognosticas.

O aumento dos indices de células PCNA e Ki-67 positivas na prostata de gerbilos 8
meses apos a cirurgia também esta de acordo com a literatura. Pereira e colaboradores (2010)
verificaram que os indices de células PCNA e Ki-67 positivas na préstata de gerbilos sao
maiores quando a analise ¢ realizada 8 meses ap6s a cirurgia do que quando ¢ realizada 4

meses apos. Esses resultados também corroboram com dados da literatura que evidenciam
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aumento do risco relativo de cancer de prostata em homens quando a vasectomia ¢ realizada
precocemente (Cox et al., 2002). Fatores ainda nao determinados podem estar envolvidos na

alteracdo prostatica pos-vasectomia, quando essa ¢ realizada no inicio do periodo reprodutivo.

6. CONCLUSAO
Assim, podemos concluir que:

e A vasectomia promove aumento da prolifera¢do celular no epitélio da prostata

ventral de gerbilo;

e O carcindgeno MNU promove aumento da proliferacao celular no epitélio da

prostata ventral de gerbilo;

e A interacdo entre vasectomia e MNU promove aumento da proliferagcdo celular

na prostata de gerbilo maior do que os dois fatores isoladamente.
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