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catenina e Caveolina-1 no processo carcinogênico da próstata canina e 

suas metástases. Botucatu, 2016. 87p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade 
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RESUMO  

As alterações na expressão de E-caderina, -catenina, APC e Caveolina-1 nas 

células epiteliais prostáticas têm sido estudados em humanos como 

mecanismos relacionados com progressão tumoral, invasão e metástase. Estas 

proteínas estão envolvidas no processo de adesão celular e ativação da via 

WNT canônica. No cão, a perda da expressão proteica de E-caderina e a 

translocação da -catenina da membrana para o citoplasma/núcleo foram 

descritas anteriormente em lesões prostáticas caninas. No entanto, nenhum 

estudo correlacionou alterações de expressão dessas proteínas com as 

proteínas APC e Caveolina-1. Devido ao prognóstico desfavorável do 

carcinoma prostático (CaP) no cão e a importância da identificação de novos 

marcadores prognósticos e preditivos, o presente estudo visou avaliar as 

expressões gênica e proteica de E-caderina, -catenina, APC e Caveolina-1 

em diferentes lesões prostáticas caninas, além de avaliar o padrão de 

metilação do gene APC. Foram utilizados neste estudo 10 CaPs, 4 metástases 

de carcinoma prostático, 10 amostras de atrofia inflamatória proliferativa (PIA) e 

10 próstatas normais de cães para análise imuno-histoquímica. Para a técnica 

de RT-qPCR forma utilizados 11 próstatas normais, 11 PIA, 17 CaPs e 3 

metástases. Para análise de metilacão foram utilizadas seis próstatas normais, 

seis próstatas com PIA e 12 CaPs. Este estudo revelou aumento de expressão 

gênica e proteica de Caveolina-1 nas amostras de CaP e metástases, além de 

menor expressão nas amostras de carcinoma com escore de Gleason mais 

baixos. Identificou-se marcação membranosa de E-caderina e - catenina nas 

próstatas normais e perda heterogênea nas lesões estudadas. A expressão de 

- catenina apresentou diferença estatística (P<0,05) entre os grupos, e 

somente as amostras de carcinoma prostático e metástases apresentaram 

marcação citoplasmática e/ou nuclear. Discreta perda na expressão proteica de 



 
 

 
 

APC foi observada nos CaP, porém não houve alteração na análise de 

metilação da ilha CpG da região promotora do gene APC, sugerindo 

mecanismos diferentes de regulação do APC no homem e no cão. Estes 

resultados sugerem uma participação e interação das referidas proteínas 

durante a carcinogênese e metástase prostática.   

 

Palavras-chave: via WNT, adesão celular, metástase, cão. 



 
 

 
 

KOBAYASHI,P.E. APC, E-cadherin, β-catenin and Caveolin-1 gene and 

protein expression in canine prostate carcinogenic and metastatic 

process. Botucatu, 2016. 87p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual 

Paulista. 

 

ABSTRACT 

Altered expression of E-cadherin, -catenin, APC and Caveolin-1 in 

prostate epithelial cells has been studied in humans as mechanisms related 

with tumor progression, invasion and metastasis. These proteins are envolved 

in cell-cell cohesion and participate in the activation of the canonical WNT 

pathway. In dogs, membranous E-cadherin loss and translocation of -catenin 

from the membrane to cytoplasm/nucleus were described previously in canine 

prostatic lesions. However, studies correlating these genes have not been 

reported their proteins with APC and Caveolin-1 expressions in canine prostatic 

lesions. Due to poor prognosis in canine prostate carcinoma (PC) and the need 

to develop new prognostic and predictive biomarkers, this study aimed to 

evaluate gene and protein expression of E-cadherin,  -catenin, APC and 

Caveolin-1 in different canine prostatic lesions, and the methylation status of 

APC gene. We used 10 PC, 4 prostate metastasis, 10 proliferative inflammatory 

atrophy(PIA) and 10 canine normal prostates tissues for immunohistochemistry. 

For RT-qPCR we used 11 normal prostate, 11 PIA, 17 PC and 4 metastasis. 

For methylation analysis, we used six normal prostates, 6 PIA and 13 PC. This 

study revealed increased Caveolin-1 gene and protein expression  in PC and 

metastasis and lower expression were found in tumors with lower Gleason 

score. Membranous E-cadherin and - catenin staining was observed in normal 

prostate samples whereas heterogenous loss was detected in other samples. - 

catenin expressions was statistical difference (P<0,05) between the groups, 

only PC and metastasis had cytoplasmic and/or nuclear pattern. Discrete loss of 

APC protein expression in prostate carcinomas was observed with no alteration 

in methylation status of APC promoter CpGs islands, suggesting men and dogs 

have different regulatory mechanisms of APC. These results suggest a 



 
 

 
 

participation and interaction of these proteins in carcinogenesis and prostate 

metastasis.    

 

Key words: WNT pathway, cell adhesion, metastasis, dog. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUÇÃO 

O câncer de próstata é uma doença que se desenvolve por processos 

complexos e multifatorial (KELLER et al., 2013), o qual tem aumentado sua 

prevalência no homem (EMAMI; COREY, 2007). De acordo com os dados do 

Instituto Nacional do Câncer (INCA), são esperados no Brasil para o ano de 

2016, 61.200 mil novos casos, sendo a segunda neoplasia mais incidente em 

homens, ficando atrás apenas do câncer de pele não melanoma (INCA, 2015).  

Nos Estados Unidos de acordo com o National Cancer Institute (NCI), estima-

se 180.890 mil novos casos e 26.120 mil casos de morte decorrente desta 

neoplasia (SIEGEL et al.,  2015). 

Uma das vias de sinalização amplamente estudada na oncologia humana 

é a WNT/β-Catenina canônica, que participa de processos importantes na 

embriogênese e patogênese (VERRAS; SUN, 2006; YU et al., 2009). A 

desregulação da sinalização da WNT ativa, de forma desordenada, alguns 

genes alvo desta via (JAMIESON et al., 2012), podendo levar a múltiplas 

síndromes hereditárias e câncer, inclusive o prostático (LI et al., 2012). O passo 

chave para essa regulação, envolve um complexo de destruição da -catenina, 

principal mediador da via WNT no núcleo ( YU et al., 2009; LI et al., 2012). 

Quando não há sinalização WNT este complexo, que se constitui pelo APC 

(adenomatous polyposis coli) e outras proteínas, degrada a -catenina 

presente no citosol e impede seu acúmulo ( YU et al., 2009; STAMOS; WEIS, 

2013). A metilação do APC na próstata humana é uma das alterações 

epigenéticas estudadas e associadas com mortalidade (RICHIARDI et al., 

2009), e possivelmente correlacionada com a não degradação da  - catenina 

no citoplasma, em humanos (WANG et al., 2014). 

A  -catenina também é um componente essencial no complexo de 

adesão celular com a E-caderina na superfície celular, sendo importante na 

formação e função da glândula prostática (KYPTA; WAXMAN, 2012). Durante a 

carcinogênese, a ausência de E- caderina e  -catenina na membrana está 

associada com invasão ao tecido adjacente e metástase, observado em cães 

(FONSECA-ALVES et al., 2015) e humanos (SCHMALHOFER et al., 2009). Em 

cães, também é abordada a dinâmica da E-caderina durante o ciclo celular e 
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carcinogênese, em que pode ocorrer perda e ganho de expressão durante o 

desenvolvimento do câncer prostático (FONSECA-ALVES et al., 2013). Além 

disso, a entrada no ciclo celular para posterior proliferação se dá com a 

diminuição da E-caderina, o que poderia ocorrer na proliferação de células do 

CaP e não em células em repouso cancerígenas, justificando assim a 

heterogeneidade de expressão nos CaP (FONSECA-ALVES et al., 2013). O 

papel da E-caderina em cães também é demonstrada em lesões pré-

neoplásicas as quais são semelhantes em humanos, com perda de expressão 

membranosa quando comparada às próstatas normais e hiperplásicas 

(RODRIGUES et al., 2013a).  

A Caveolina-1 (CAV-1) pertence a outra família de proteínas de 

membrana, as caveolinas, componentes estruturais da superfície das cavéolas. 

Estas por sua vez, são invaginações na membrana plasmática e possuem 

funções de transporte, sinalização, adesão celular e mecanotransdução de 

membrana ( YANG et al., 2005; QUEST et al., 2012; NASSAR et al., 2013). No 

processo de carcinogênese a CAV-1 apresenta papel importante por regular a 

proliferação celular (GUMULEC et al., 2012), ativa a via de sinalização PI3-K-

AKT e genes alvo do AKT envolvidos na inibição de apoptose (YANG et al., 

2012); e esta função anti apoptótica auxilia no processo de metástase (YANG 

et al., 2005). 

 

REVISÃO DE LITERATURA 

ANATOMIA 

A próstata canina é a única glândula sexual do cão, bilobada, com 

elementos glandulares e estromais, possui formato redondo a ovóide, sulco 

dorsal e ventral, circunda a uretra caudal ao colo da vesícula urinária e é 

recoberta por uma cápsula fibromuscular (JOHNSTON et al., 2000; SMITH, 

2008). 

 No homem, a próstata possui divisão anatômica em zonas prostáticas: 

zonas periférica e central que correspondem as duas maiores regiões 

glandulares da próstata, zona de transição localizada próxima a uretra e zona 

fibromuscular anterior, porção não glandular (MCNEAL, 1968), diferentemente 

do cão que não possui regiões anatômicas diferenciadas (ROSOL et al., 2003).  



 
 

16 
 

Em animais jovens a próstata localiza-se predominantemente na região 

pélvica, porém com a maturidade sexual e consequente aumento de tamanho 

em razão da elevada concentração da testosterona sanguínea, a glândula 

assume uma posição mais abdominal (L’EPLATTENIER, 2009). 

 

HISTOLOGIA 

A próstata é uma glândula sexual dos cães machos e apresenta 

variação histológica de acordo com a maturidade sexual do animal (DORSO et 

al., 2008). Basicamente, é composta por um epitélio limitado por uma ou duas 

camadas de células cuboides a colunares, ácinos desenvolvidos com projeções 

digitiformes para o interior do lúmen (DORSO et al., 2008). As células acinares 

apresentam citoplasma eosinofílico granular (ROSSIGNOL et al., 2004). O 

estroma é fibroso, por vezes contendo septos de músculo liso, alterando-se de 

acordo com a maturidade sexual (FONSECA-ALVES et al., 2010), dividindo o 

tecido glandular em lóbulos (L’EPLATTENIER, 2009) 

 

AFECÇÕES PROSTÁTICAS 

ATROFIA INFLAMATÓRIA PROLIFERATIVA (PIA) 

A PIA é uma lesão prostática, considerada uma lesão pré neoplásica na 

espécie humana (De MARZO et al., 1999) e canina ( TOLEDO et al., 2010; 

FONSECA-ALVES et al., 2013; PALMIERI et al., 2014). Caracteriza-se por 

epitélio prostático displásico e atrófico com mais de uma camada celular 

atípica, associado a processo inflamatório mononuclear intersticial, 

classificadas histologicamente em difuso e focal (TOLEDO et al., 2010) 

Há uma estimativa que em 20% das neoplasias humanas há inflamação 

associada (OMABE; EZEANI, 2011). A hipótese que a inflamação pode estar 

relacionada com o progresso para um carcinoma prostático é devido ao 

microambiente tumoral favorável (DE NUNZIO et al., 2011; OMABE; EZEANI, 

2011). A baixa prevalência de neoplasia intraepitelial prostática (PIN) nas 

lesões prostáticas em cães (ROSSIGNOL et al., 2004) foi representada 

também em estudo prévio de nosso grupo de pesquisa (FONSECA-ALVES et 

al., 2013), o qual revelou ausência desta lesão nos fragmentos prostáticos 

estudados e alta frequência de PIA. Previamente, foi demonstrado o potencial 

pré-neoplásico da PIA através de estudos imuno-histoquímicos que 



 
 

17 
 

identificaram a perda de E-caderina (AKTER et al., 2015) e a superexpressão 

de vimentina (RODRIGUES et al., 2011;FONSECA-ALVES et al., 2013) Esses 

resultados fortalecem a hipótese de que a PIA é uma lesão pré-neoplásica e 

novos estudos são necessários para caracterizar essa lesão em cães. Apesar 

de Waters e Bostwick (1997) descrevem o PIN como uma lesão pré-neoplásica 

frequente, nenhum estudo recente identificou casos significativos de PIN. 

 

NEOPLASIA PROSTÁTICA  

Em meados do século 20 começaram os estudos retrospectivos com 

neoplasias prostáticas em animais de companhia, e a escolha da próstata 

canina foi em consequência às semelhanças anatômicas com a próstata 

humana, além de o cão ser o único grande mamífero a apresentar incidência 

significante em neoplasias prostáticas espontâneas (LEROY; NORTHRUP, 

2009). Similarmente aos humanos, os cães apresentam neoplasias prostáticas 

geralmente quando idosos e o crescimento frequentemente é expansivo e 

exofítico (TESKE et al., 2002). Além disso, os carcinomas prostáticos em 

ambos tem uma grande propensão para desenvolver metástases ósseas 

(osteotropismo) (HENSEL; THALMANN, 2016). Dentre as neoplasias 

prostáticas caninas, relatou-se carcinoma prostático (CaP) como a mais 

comum, além de carcinoma de células de transição, carcinoma de células 

escamosas, fibrossarcoma, leiomiossarcoma, e raramente linfoma (GALVÃO et 

al., 2011). 

Ainda é discutida a origem celular precisa dos carcinomas prostáticos, 

podendo provir tanto do epitélio glandular quanto ductal ou urotélio da uretra 

prostática (LEROY et al., 2004).  Alguns autores citam a correlação das células 

basais com o surgimento direto das lesões prostáticas, além de apresentarem 

um importante papel no desenvolvimento dos CaP  (FONSECA-ALVES et al., 

2013; AKTAR et al., 2015). Terazaki (2009) comparou neoplasias intraepiteliais 

prostáticas (PIN) e próstatas caninas normais, e revelou pelo método imuno-

histoquímico uma marcação positiva maior  para p63 nas células basais das 

neoplasias intraepiteliais prostáticas (PIN) , diminuição focal na marcação para 

Receptor de Andrógeno (AR) e aumento da marcação para Ki67, sugerindo um 

papel importante das células basais na carcinogênese e sua evolução no 

câncer prostático independente de receptor de andrógeno, além de colaborar 
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para hipótese de que as células tronco podem estar localizadas no 

compartimento basal da próstata.  

Os CaP são tumores altamente invasivos e malignos que acometem 

cães castrados e inteiros ( JOHNSTON et al., 2000; SMITH, 2008). Há relatos 

de metástases em ossos, pulmão, linfonodos, fígado, baço, intestino grosso, 

vesícula urinária, coração, rins e glândulas adrenais, sendo que os casos de 

metástases ósseas estão relacionado com carcinomas prostáticos de alto grau 

(JOHNSTON et al., 2000).  

Ainda não há um consenso nas classificações histológicas dos 

carcinomas prostáticos caninos, entretanto,  Palmieri et al.(2014) propôs uma 

nova classificação de acordo com o padrão de crescimento das células 

epiteliais. Dentre os padrões histológicos destacam-se o papilar, cribriforme 

(com ou sem comedonecrose), sólido (indiferenciado), pequenos ácinos/ 

ductal, anel de sinete e mucinoso. Recentemente, o escore de Gleason em 

cães (figura 1) também foi proposto, através de um sistema de graduação 

semelhante ao do homem, em escores 1, 2 e 3 que representam os tumores 

com morfologia mais próxima das glândulas prostáticas normais, e escores 4 e 

5 em que a arquitetura glandular é perdida (PALMIERI; GRIECO,2015) 

.  
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Figura 1. Diagrama esquemático do sistema de escore de Gleason modificado (PALMIERI; 

GRIECO, 2015). 

 

CARCINOGÊNESE 

 Existem multifatores associados às causas do câncer prostático  como 

por exemplo fatores genéticos, epigenéticos, ambientais, hormonais, infecção 

crônica, inflamação, entre outros, em que são estudados para melhor avaliação 

na patogenia (DE MARZO et al., 2007). Em consequência da complexidade de 

fatores etiológicos envolvidos, o tratamento para o câncer prostático em 

pacientes humanos também é variável, de acordo, por exemplo, com a idade 

do paciente, graduação tumoral e condição geral do paciente (BAETKE et al., 

2012).  

 Em humanos, 20% das neoplasias em adultos estão associadas com um 

fator ambiental, infeccioso ou ambos ( DE MARZO et al., 2007), e nas 

neoplasias prostáticas caninas também há evidências dessa mesma relação na 

etiopatogenia, em um quinto das neoplasias prostáticas (OMABE; EZEANI, 

2011). O processo inflamatório pode iniciar o processo de carcinogênese por 

acarretar dano celular e genômico, criar um microambiente tumoral favorável 

para a replicação celular, tumorigênse e reparação tecidual, desencadeando 

substituição celular (PALAPATTU, 2004).  Fatores ambientais e dieta 

também têm sido estudados na correlação da carcinogênese em neoplasias 

prostáticas e mamárias em humanos (GROVER; MARTIN, 2002). Apesar da 

idade ser um fator de risco estabelecido, havendo incidência de 80% em 

homens acima de 80 anos (CHIAM et al., 2014) as consequências moleculares 

não estão bem estabelecidas, porém há estudos realizados com genes 

envolvidos no estresse oxidativo e morte celular correlacionando-os com o 

avançar da idade  (SHEN; ABATE-SHEN, 2010).  

 Alterações genéticas, como mutações, e mudanças epigenéticas, 

também contribuem para a transformação e progressão tumoral prostático (LI 

et al., 2005). As pesquisas relacionadas com a carcinogênese facilitam as 

estratégias relacionadas com prevenção, diagnóstico e tratamento das 

neoplasias prostáticas. Além de que os estudos correlacionados com 

epidemiologia e aspectos moleculares poderão ser analisados sob influência da 

dieta, ambiente e fatores possivelmente carcinogênicos, e assim avaliar as 
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possíveis intervenções terapêuticas durante o desenvolvimento das neoplasias 

prostáticas (SHEN; ABATE-SHEN, 2010). 

 

VIA WNT CANÔNICA/ β- CATENINA 

 A WNT é uma glicoproteína secretada, que possui importantes papéis no 

desenvolvimento embrionário e homeostase de tecidos adultos (KYPTA; 

WAXMAN, 2012). A via WNT atua inclusive no desenvolvimento da próstata e 

geralmente apresenta-se inativa nas células normais da próstata 

(VALKENBURG et al., 2014). A ativação desta via, além de resultar em 

proliferação e diferenciação, também gera instabilidade genética, migração 

celular e apoptose (FODDE; TOMLINSON, 2010).  

 Existem duas famílias de receptores importantes na via de sinalização 

WNT canônica/β-catenina: o receptor transmembrana Frizzled e o receptor LDL 

relacionado  as proteínas  5 e 6 (LRP5 e LRP6) (MACDONALD et al., 2009). 

Existem diversas proteínas que previnem a interação da proteína com esses 

receptores, inibindo assim a ligação da WNT com seu receptor (VERRAS; 

SUN, 2006). Esses antagonistas da glicoproteína WNT pertencem a duas 

famílias: sFRP, incluindo WIF-1 e classe DKK, as quais se ligam diretamente 

nas WNTs, alterando a habilidade de ligação com os receptores  (KAWANO, 

2003). Quando a glicoproteína WNT está ligada a seus antagonistas a via 

permanece inativada, portanto a β-catenina é fosforilada e ubiquitinada, através 

do complexo de destruição APC/AXIN/GSK-3 β (ANASTAS; MOON, 2012) 

seguindo para degradação proteossomal (figura 2) (SIMONS et al., 2012). A β-

catenina é apresentada a proteossoma através da sua interação com a 

proteína F-box contendo uma proteína adaptadora (E3-ligase B- TRCP) que 

forma um complexo de ubiquitinação (STAMOS; WEIS, 2013).   

 Com a ativação da via (figura 3) através da ligação da glicoproteína 

WNT com seu receptor, a AXIN é recrutada para a porção fosforilada do 

receptor LRP e ocorre a supressão da atividade da GSK-3, inibindo a 

ubiquitinação da β-catenina, com consequente saturação de β-catenina 

fosforilada no citoplasma e translocação para o núcleo (CLEVERS; NUSSE, 

2012). No núcleo, ela se associa com o as proteínas TCF/LEF-1 e ativa a 

transcrição de genes, como por exemplo, MYC, MMP7 e VEGF (LEAN et al., 

2014) 
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Figura 2. Via WNT canônica desativada com degradação proteossomal da β-catenina. 

Adaptado de MacDonald et al.(2009)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Via WNT canônica ativada, sem degradação proteossomal da β-catenina  e acúmulo 

no citoplasma, consequente translocação para o núcleo e ativação dos genes alvo. Adaptado 

de MacDonald et al.(2009) 
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CAVEOLINA-1 (CAV-1) 

As cavéolas são microdomínios lipídicos, ricos em esfingolipídeos e 

colesterol, possuem um importante papel na degradação do colesterol, 

mediação de transporte molecular, adesão celular e transdução de sinal (YANG 

et al., 1999; GUMULEC et al., 2012) . Além disso, apresentam-se em diferentes 

tecidos sob diferentes formas estruturais, como por exemplo, individualizada 

em formato de vesícula invaginante na membrana basal, em agrupamentos 

que se assemelham a rosetas e cachos de uva, em túbulos alongados ou 

formando canais transcelulares  (RAZANI et al.,2002) . 

A caveolina é uma proteína integral de membrana e uma importante 

porção integral das cavéolas (SOTGIA et al., 2012). Há três tipos de caveolinas 

que se diferem pela estrutura molecular e distribuição tecidual: a caveolina-1 

(CAV-1) está presente em adipócitos, músculo liso, pneumócitos tipo I, 

fibroblastos e endotélio, e é o componente estrutural principal das cavéolas 

(YANG et al.,1999; LISANTI, 2002; RAZANI et al.,2002; GUMULEC et al., 

2012), geralmente está co-expressa com a caveolina-2, enquanto que a 

caveolina-3 é mais restrita a células da glia e musculares  (QUEST et al., 

2013).  

A habilidade da CAV-1 e cavéolas de modular a sinalização tem um 

importante papel para a transformação e formação tumoral, além de a CAV-1 

ter sido relatada com propriedades supressoras tumoral em modelos murinos in 

vivo em glândula mamária e pele (WILLIAMS; LISANTI, 2005).  Esse papel 

supressor está correlacionado devido a localização da CAV-1 em uma região 

geralmente deletada em muitas neoplasias humanas (ALSHENAWY; ALI, 

2013).  

Possui também relação com a resistência a múltiplas drogas, como por 

exemplo, em linhagens celulares de câncer de cólon e resistência ao 

medicamento Taxol por linhagens celulares de câncer do pulmão, e pode ser o 

mecanismo relacionado a resistência dos casos de câncer prostático à terapias 

com taxanos ( YANG et al., 1998; LAVIE et al.,2001; KARAM et al., 2007) . 

Um alto nível de CAV-1 intracelular está associado com a progressão 

metastática de câncer prostático humano, em parte devido a sua função anti 

apoptótica nas células tumorais (YANG et al., 2005), porém dependendo do 
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contexto molecular e órgão, pode apresentar atividade apoptótica (KARAM et 

al., 2007). Pacientes com avançado câncer prostático apresentam alto nível 

sérico de CAV-1, o que sugere um efeito promotor tumoral da mesma  (KLEIN 

et al., 2015).  

O aumento de CAV-1 também aumenta a translocação do receptor de 

andrógeno fosforilado para o núcleo e potencializa a atividade de sobrevivência 

do andrógeno, desta forma as células do carcinoma prostático com níveis de 

CAV-1 altos são mais resistentes a apoptose induzida pela castração (YANG et 

al., 2005). 

 Tahir et al., 2008 correlacionaram a CAV-1 com a regulação das células 

endoteliais no processo de proliferação, diferenciação e estabilização, sendo 

que o aumento de CAV-1 e densidade vascular estavam associadas na 

metástase e pior prognóstico em carcinoma renal em humanos. No caso de 

câncer prostático humano, o papel pró angiogênico da CAV-1 também foi 

relatado, além de relacionaram o aumento de CAV-1 com tumores com alto 

escore de Gleason, metástases para linfonodos, margens cirúrgicas 

comprometidas e maior probabilidade de recorrência em pacientes tratados 

com prostatectomia radical (KARAM et al., 2007). De acordo com Yang et 

al.(2005) o CAV-1 pode colaborar com o c-MYC para facilitar a progressão 

tumoral e ambos devem ser analisados como fator prognóstico para 

recorrência tumoral. Apesar do seu importante papel no desenvolvimento das 

neoplasias em homens, nos cães, não existem dados prévio na literatura sobre 

o papel desta proteína no carcinoma prostático canino. 

 

β-CATENINA 

 A β-catenina pode ser encontrada predominantemente em três 

localizações: na membrana plasmática associada a E-caderina, no núcleo onde 

promove a transcrição de genes alvo com os fatores de ligação ao DNA 

(Tcf/Lef ) e no citoplasma associado a um complexo multiproteico formados 

basicamente por GSK3, AXIN e APC(ALSHENAWY; ALI, 2013). A proteína β-

catenina está envolvida basicamente em dois processos independentes: 

adesão celular e transdução de sinal (CHEN et al., 2004) 

Na membrana plasmática a ligação da  β-catenina com caderinas é 

importante para a organização estrutural e função das caderinas (LÓPEZ-
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KNOWLES et al., 2010), ainda os níveis e localização celular da  β-catenina 

também são controlados pela E-caderina, (ALSHENAWY; ALI, 2013). A β-

catenina liga-se através do domínio intracelular da E-caderina de forma direta e 

a α-catenina liga-se de forma indireta através de sua ligação com a   β-catenina 

( DRIVALOS et al., 2011; MORGAN et al., 2013). 

 A perda da β-catenina na membrana está relacionada com a 

progressão tumoral (RODRIGUES et al., 2013b), invasão e metástase 

prostática (FONSECA-ALVES et al., 2015).  

 A desregulação da via de sinalização WNT gera excessivo acúmulo de 

β-catenina  nuclear e ativação desapropriada de genes alvo, causando 

diversas doenças inclusive o câncer (JAMIESON et al., 2012). 

 

APC 

O gene APC é um supressor tumoral, conhecido por ser expresso na 

próstata humana e amplamente envolvido no início do desenvolvimento dos 

carcinomas de cólon (POLAKIS, 1997;BRUXVOORT et al., 2007). Foram 

relatadas frequentes perdas de alelo no lócus APC, 5q21 em neoplasias 

prostáticas primárias avançadas no homem (WATANABE et al., 1996). As 

alterações tanto somáticas quanto promotoras de hipermetilação do gene APC 

foram identificadas em neoplasias prostáticas primárias e metastáticas 

(BRUXVOORT et al., 2007). Richiardi et al. (2013) encontraram um aumento de 

50% de risco de mortalidade em câncer prostático correlacionado com a 

metilação do gene APC em tecido prostático. 

Em ratos, observou-se que a deleção do gene APC nas células 

prostáticas luminais normais levou ao desenvolvimento de uma lesão pré 

neoplásica (neoplasia intra-epitelial de alto grau) (VALKENBURG et al., 2015), 

porém raramente havia progressão para câncer invasivo e não foram 

encontradas metástases (BJERKE et al., 2014).  

A proteína APC está envolvida em processos como a apoptose e 

migração celular, além de atuar como antagonistas da via WNT  (WANG et al., 

2015), pois forma um complexo APC/Axin/Gsk-3 de degradação da β-catenina 

que previne a atividade aberrante da via de sinalização WNT  (CHAW et al., 

2012). Nos casos de metilação do gene APC, as possíveis alterações 

encontradas estão esquematizadas nas figuras 4 e 5.  
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Figura 4. Metilação do gene APC. Adaptado de MacDonald et al.(2009) 

 

 

Figura 5. Após metilação do gene APC, há silenciamento do gene e consequentemente 

apresenta expressão proteica, impedindo a formação do complexo de destruição APC/ GSK-

3/AXIN, permitindo o acúmulo da β-catenina citoplasmática. Adaptado de  Wang et 

al.(2014)e  MacDonald et al.(2009) 
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E-CADERINA 

As caderinas são glicoproteínas  transmembrana que fazem a mediação 

da adesão intercelular na presença do cálcio extracelular  (DRIVALOS et al., 

2011). A E-caderina possui três domínios: extracelular, transmembrana e 

citoplasmático (KIM et al., 2012). A ligação inter epitelial da E-caderina serve 

de mediador para adesão celular em tecidos secretórios como próstata e 

glândula mamária, garantindo a manutenção da morfologia tecidual e sua 

diferenciação (JAGGI et al., 2005).  

A redução da adesão celular resulta em perda da polaridade celular e 

altera a estrutura histológica do tecido (JAGGI et al., 2005). A perda da E-

caderina membranosa tem sido associada com a transição epitelial- 

mesenquimal, em que ocorre a mudança reversível do fenótipo celular de 

epitelial para mesenquimal, facilitando assim a migração celular, ( FALEIRO-

RODRIGUES et al., 2004; FONSECA-ALVES et al., 2015).  

O gene da E-caderina, CDH1,  está localizado no cromossomo 16q22, 

em humanos,  e raramente encontra-se mutado, portanto o mecanismo da 

diminuição de expressão proteica é controversa, incluindo além da mutação, a 

metilação do DNA e modificações pós translacional (RUBIN et al., 2001) 

Além disso, a via WNT pode induzir o aumento dos membros da família 

Snail (repressor da E-caderina) e consequentemente diminui a expressão de E-

caderina (CERVANTES-ARIAS et al., 2013).  

 

JUSTIFICATIVA 

 Não há estudos das proteínas Caveolina-1 e APC em próstatas normais, 

HPB, PIA, CaP e suas metástase em cães, além de sua importância conjunta 

com as proteínas -catenina e E-Caderina. Portanto, este trabalho visa avaliar 

a expressão proteica, pela técnica de imuno-histoquímica, dessas proteínas no 

processo da carcinogênese e metástases prostáticas, igualmente importantes 

tanto no homem quanto no cão. Além disso, analisar se há metilação no gene 

APC a fim de verificar se o mecanismo de alteração epigenética é o mesmo em 

homens e em cães, já que é indicado como um potencial marcador diagnóstico 

em humanos.   
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Baseado nas semelhanças entre as afecções prostáticas caninas e 

humanas e considerando a elevada prevalência em cães, a presente pesquisa 

busca o melhor entendimento da expressão gênica e proteica dos genes E-

Caderina, β-catenina, Caveolina-1 e APC nas principais alterações prostáticas 

do cão, e seu papel na progressão tumoral, a fim de validar o cão como um 

modelo natural de doença prostática para testes clínicos futuros. Além disso, o 

melhor entendimento da doença permite um diagnóstico prévio, melhorias no 

tratamento e consequente melhor qualidade de vida dos animais acometidos.  

 

OBJETIVOS 

 Avaliar a expressão gênica e proteica das proteínas APC, E-caderina, β-

catenina e Caveolina-1 através das técnicas de RT-qPCR e imuno-

histoquímica, respectivamente, e avaliá-las nas próstatas normais, 

atrofia inflamatória proliferativa (PIA), carcinomas prostáticos (CaP) e 

metástases.   

 

 Analisar se há metilação do gene APC nas próstatas normais, PIA e 

carcinomas prostáticos, alteração epigenética envolvida em carcinomas 

prostáticos humanos e estudadas como potencial marcador diagnóstico.  
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CAPÍTULO 2- TRABALHO CIENTÍFICO 

Trabalho a ser enviado para a revista Veterinária e Zootecnia 

 

PROCESSO CARCINOGÊNICO DAS PRÓSTATAS CANINAS: VIA WNT 

CANÔNICA E SEU ESTUDO COMPARADO 

 

CARCINOGENIC PROCESS OF CANINE PROSTATE: WNT CANONICAL 

PATHWAY AND ITS COMPARATIVE STUDY 

 

PROCESO CARCINOGENICO DE LAS PRÓSTATAS CANINAS: VIA WNT 

CANÓNICA Y SU ESTUDIO COMPARADO  

 

RESUMO  

A espécie canina apresenta semelhanças com a espécie humana com relação 

às lesões prostáticas, sendo a única espécie a apresentar tumores 

espontâneos e com frequência, desse modo representa um importante modelo 

para estudo comparativo de afecções desta glândula. O desenvolvimento das 

neoplasias prostáticas é multifatorial e dentre eles, alterações genéticas e 

epigenéticas estão envolvidas, portanto o cão pode ser um modelo natural e 

espontâneo para o estudo das lesões pré neoplásicas e neoplásicas da 

próstata, com futuro alto potencial de ser utilizado como modelo em testes pré 

clínicos de medicamentos. Uma das vias importantes para o desenvolvimento 

dos carcinomas prostáticos é a WNT canônica, dependente da proteína β-

catenina. Nesta revisão, abordaremos o papel desta via e sua participação na 

carcinogênese prostática,importante em humanos e cães, além de algumas 

proteínas envolvidas na regulação da mesma.  

Palavras-chave: carcinoma prostático canino, oncologia comparada, cães, via 

WNT . 

 

ABSTRACT 

Prostate of dogs have similar lesions to that observed in human and is the only 

species other than man which frequently exhbits spontaneous prostatic tumors. 

In this way, the dog represent an important model of studying different prostatic 
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affections. The prostate cancer development is multifactorial and among them, 

genetic and epigenetic alterations are involved. The dog can be a natural and 

spontaneous model to study preneoplastic and neoplastic lesions, with potential 

future studies as models for pre –clinical tests. One of important pathway to 

prostate carcinogenesis is beta catenin dependent canonical WNT pathway. In 

this paper, we review the role of this pathway in prostate carcinogenesis, 

important in humans and dogs, besides some regulatory proteins involved in 

this pathway.  

Key words: canine prostate carcinoma, compared oncology, dogs, WNT 

pathway 

 

RESUMEN 

La especie canina presenta semejanza con la especie humana con relación a 

las lesiones prostáticas. Es la única especie en presentar tumores espontáneos 

con frecuencia, de esta manera representa un importante modelo para estudio 

comparativo de afecciones de la glándula. El desarrollo de las neoplasia 

prostáticas es una enfermedad con causas multifactoriales, entre estas, 

alteraciones genéticas y epigenéticas están involucradas. Por lo tanto, el perro 

puede ser un modelo natural y espontaneo para el estudio de lesiones pre-

neoplásicas e neoplásicas de próstata canina. En el futuro, podrá ser utilizado 

como modelo en pruebas pre-clínicas de medicamentos, como ya fue realizado 

para osteosarcoma, por ejemplo. Una de las vías importantes para el desarrollo 

de los carcinomas prostáticos es la WNT canónica dependiente de la proteína 

β-catenina. En esta revisión abordaremos el papel de esta vía y su 

participación en la carcinogénesis prostática, importante en humanos y perros, 

además de algunas proteínas involucradas en la regulación de la misma. 

Palabras claves: Carcinoma prostático canino, oncología comparada, perros, 

via WNT. 
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INTRODUÇÃO  

A próstata é a única glândula sexual do cão, possui dois lobos: direito e 

esquerdo, formato ovoide, e envolve a uretra caudal ao colo da vesícula 

urinária (1). Em cães, notam-se afecções prostáticas espontâneas semelhantes 

aos humanos: hiperplasia prostática benigna (HPB), atrofia inflamatória 

proliferativa (PIA) (2)e carcinoma prostático (CaP) (3). 

No Brasil são esperados para o ano de 2016, 61.200 mil novos casos, 

sendo a segunda neoplasia mais incidente em homens, ficando atrás apenas 

do câncer de pele não melanoma (4). 

Os cães domésticos são considerados excelentes modelos para estudos 

de doenças e neoplasias em humanos, bem como o tratamento, a exemplo de 

linfomas, carcinoma mamário, osteossarcoma, melanoma e sarcoma de partes 

moles (5). Aproximadamente 400 doenças genéticas semelhantes aos 

humanos estão definidas, tais como câncer, doenças cardíacas e neurológicas. 

Devido os cães e o homem dividirem o mesmo ambiente, este fato contribui 

para o estudo dos fatores ambientais e evolução das doenças (6). Através de 

um estudo epidemiológico com linfoma canino, Zanini et al., 2013 (7) 

correlacionaram a poluição advinda dos transportes veiculares com o 

desenvolvimento dos linfomas caninos. Em seu estudo os autores avaliaram na 

cidade de São Paulo as regiões com maior incidência de casos de linfoma em 

cães e compararam com os dados humanos e concluíram que as regiões 

coincidem nas duas espécies, uma evidência que os mesmo fatores devem 

estar causando a doenças no homem e no cão. 

 A ocorrência natural de neoplasias em animais contribui para os 

estudos em angiogênese, oncogênese, metástases e mecanismos de iniciação 

e promoção molecular (5). 

Os modelos em estudos de câncer prostático têm aumentado o 

conhecimento sobre a doença, tais como, grandes variedades de modelos em 

ratos transgênicos, xenoenxertos e inativação gênica (8), além de estudos em 

cães, devido às suas semelhanças ao homem, em relação no desenvolvimento 

e curso clínico da doença (9).  

Em meados do século 20 começaram os estudos retrospectivos com 

neoplasias prostáticas em animais de companhia, e a escolha da próstata 

canina foi em consequência às semelhanças anatômicas com a próstata 
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humana, além de o cão ser o único grande mamífero a apresentar incidência 

significante em neoplasias prostáticas espontâneas (5). Similarmente aos 

humanos, os cães apresentam neoplasias prostáticas geralmente quando 

idosos e o crescimento frequentemente é expansivo e exofítico. Além disso, os 

carcinomas prostáticos em ambos tem uma grande propensão para 

metastatizar em ossos (3).  

As pesquisas sobre as neoplasias prostáticas são de extrema relevância 

para melhor compreensão sobre o desenvolvimento da doença,  sendo assim, 

os modelos animais vêm para auxiliar neste processo (9). Os estudos com 

marcadores moleculares e vias da carcinogênese prostática podem adicionar 

dados às informações clínicas, diagnósticas e terapêuticas, podendo inclusive 

predizer a progressão tumoral em um estágio inicial do câncer (10). 

Uma das vias de sinalização amplamente estudada na oncologia humana 

é a WNT/β-Catenina canônica, que participa de processos importantes na 

embriogênese e patogênese (11,12). A desregulação da sinalização da WNT 

ativa, de forma desordenada, alguns genes alvo desta via (13), podendo levar a 

síndromes múltiplas hereditárias e câncer, inclusive o prostático (14). O passo 

chave para essa regulação, envolve um complexo de destruição da -catenina, 

principal mediador da via WNT no núcleo (12,14). Quando não há sinalização 

WNT este complexo, que se constitui pelo APC (adenomatous polyposis coli) e 

outras proteínas, degrada a -catenina presente no citosol e impede seu 

acúmulo (12,15). A metilação do APC na próstata humana é uma das 

alterações epigenéticas estudadas e associadas com mortalidade (16), e 

possivelmente correlacionada com a não degradação da  - catenina no 

citoplasma, em humanos (17). 

A  -catenina também é um componente essencial no complexo de 

adesão celular com a E-caderina na superfície celular, sendo importante na 

formação e função da glândula prostática (18). Durante a carcinogênese, a 

ausência de E- caderina e  -catenina na membrana está associada com 

invasão ao tecido adjacente e metástase, observado em cães (19) e humanos 

(20). Em cães, também é abordada a dinâmica da E-caderina durante o ciclo 

celular e carcinogênese, em que pode ocorrer perda e ganho de expressão 

durante o desenvolvimento do câncer prostático (21). Além disso, a entrada no 
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ciclo celular para posterior proliferação se dá com a diminuição da E-caderina, 

o que poderia ocorrer na proliferação de células do CaP e não em células em 

repouso cancerígenas, justificando assim a heterogeneidade de expressão nos 

CaP (21). O papel da E-caderina em cães também é demonstrada em lesões 

pré-neoplásicas as quais são semelhantes em humanos, com perda de 

expressão membranosa quando comparada às próstatas normais e 

hiperplásicas (22).  

 

REVISÃO DE LITERATURA 

ANATOMIA 

A próstata canina é uma glândula bilobulada, com elementos 

glandulares e estromais, possui formato redondo a ovóide, sulco dorsal e 

ventral, circunda a uretra caudal ao colo da vesícula urinária e é recoberta por 

uma cápsula fibromuscular. Sendo esta, a única glândula acessória sexual do 

cão (1); (23). Em animais jovens a próstata localiza-se predominantemente na 

região pélvica, porém com a maturidade sexual e consequente aumento de 

tamanho em razão da elevada concentração da testosterona sanguínea, a 

glândula assume uma posição mais abdominal (24). 

 

HISTOLOGIA 

A próstata é uma glândula sexual dos cães machos e apresenta 

variação histológica de acordo com a maturidade sexual do animal. 

Basicamente, é composta por um epitélio limitado com por uma ou duas 

camadas de células cuboides a colunares (25). Há ácinos desenvolvidos e 

projeções digitiformes para o interior do lúmen. O estroma é fibroso, por vezes 

contendo septos de músculo liso, alterando-se de acordo com a maturidade 

sexual (26).  

 

ATROFIA INFLAMATÓRIA PROLIFERATIVA (PIA) 

A PIA é uma lesão prostática, considerada uma lesão pré neoplásica na 

espécie humana (27)e canina (2)(21). Caracteriza-se por epitélio prostático 

displásico e atrófico com mais de uma camada celular atípica, associado a 

processo inflamatório mononuclear intersticial, classificadas histologicamente 

em difuso e focal (2). 
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Há uma estimativa que 20% das neoplasias prostáticas humanas são 

resultantes das inflamações crônicas (28). A hipótese que a inflamação pode 

estar relacionada com o progresso para um carcinoma prostático é devido ao 

microambiente tumoral favorável (29). 

A baixa prevalência de neoplasia intraepitelial prostática (PIN) nas 

lesões prostáticas em cães (30) foi representada também em estudo prévio da 

nossa equipe (21)o qual revelou ausência desta lesão nos fragmentos 

prostáticos estudados e alta frequência de PIA.  

 

NEOPLASIA PROSTÁTICA 

Dentre as neoplasias prostáticas caninas, relatou-se carcinoma 

prostático (CaP) como a mais comum, além de carcinoma de células de 

transição, carcinoma de células escamosas, fibrossarcoma, leiomiossarcoma, e 

raramente linfoma (31). 

Ainda é desconhecida a origem celular precisa dos carcinomas 

prostáticos, podendo provir tanto do epitélio glandular quanto ductular ou 

urotélio da uretra prostática (32). Alguns autores citam a correlação das células 

basais com o surgimento direto das lesões prostáticas, além de apresentarem 

um importante papel no desenvolvimento dos CaP (21). Em estudo de 

Matsuzaki et al. (2010) (33) comparando neoplasias intraepiteliais prostáticas 

(PIN) e próstatas caninas normais , revelou através do  método imuno-

histoquímico uma marcação positiva maior  para p63 nas células basais das 

neoplasias intraepiteliais prostáticas (PIN) , diminuição focal na marcação para 

Receptor de Andrógeno (AR) e aumento da marcação para Ki67,  sugerindo 

um papel importante das células basais na carcinogênese e sua evolução no 

câncer prostático independente de receptor de andrógeno, além de colaborar 

para hipótese de que as células tronco podem estar localizadas no 

compartimento basal da próstata.  

Os CaP são tumores altamente invasivos e malignos que acometem 

cães castrados e inteiros. Há relatos de metástases em ossos, pulmão, 

linfonodos, fígado, baço, intestino grosso, vesícula urinária, coração, rins e 

glândulas adrenais, sendo que nos casos de metástases ósseas está 

relacionado com carcinomas prostáticos de alto grau (1). 
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CARCINOGÊNESE 

 As causas do câncer prostático ainda não estão todas estabelecidas, 

porém fatores genéticos e epigenéticos, ambientais, hormonais, infecção 

crônica, inflamação, entre outros, estão sendo estudados e melhor avaliados 

na patogenia da lesão (27). Em consequência da complexidade de fatores 

etiológicos envolvidos, o tratamento para o câncer prostático em pacientes 

humanos também é variável, de acordo, por exemplo, com a idade do paciente, 

graduação tumoral e condição geral do paciente (34).  

 Em humanos, 20% das neoplasias em adultos estão associadas com 

inflamação desencadeadas por um fator ambiental, infeccioso ou ambos, e nas 

neoplasias prostáticas também há evidências dessa mesma relação na 

etiopatogenia em um quinto das neoplasias prostáticas (26, 28). 

 O processo inflamatório pode iniciar o processo de carcinogênese por 

acarretar dano celular e genômico, criar um microambiente tumoral favorável 

para a replicação celular, tumorigênse e reparação tecidual, desencadeando 

substituição celular  (35). 

 Fatores ambientais e dieta também têm sido estudados na correlação da 

carcinogênese em neoplasias prostáticas e mamárias em humanos (36). 

Enquanto as consequências moleculares, devido ao avançar da idade, não 

estão bem estabelecidas, outros estudos têm sido feito com expressão gênica 

relacionado com a idade, dentre eles genes envolvidos no estresse oxidativo e 

morte celular (37). 

 As pesquisas relacionadas com a carcinogênese facilitam as estratégias 

relacionadas com prevenção, diagnóstico e tratamento das neoplasias 

prostáticas. Além de que os estudos correlacionados com epidemiologia e 

aspectos moleculares poderão ser analisados sob influência da dieta, ambiente 

e fatores possivelmente carcinogênicos, e assim avaliar as possíveis 

intervenções terapêuticas durante o desenvolvimento das neoplasias 

prostáticas (37). 

 

  β-CATENINA 

 A proteína β-catenina encontra-se  predominantemente em três 

localizações: na membrana plasmática associada a E-caderina,  no núcleo 

onde promove a transcrição de genes alvo com os fatores de ligação ao DNA 
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(Tcf/Lef ) e no citoplasma associado a um complexo de multi proteínas 

formados basicamente por GSK3, AXIN e APC(38). A proteína β-catenina está 

envolvida basicamente  em dois processos independentes: adesão celular e 

transdução de sinal (39). 

Na membrana plasmática a ligação da  β -catenina com caderinas é 

importante para a organização estrutural e função das caderinas (40), além de 

que os níveis e localização celular da  β-catenina também são controlados pela 

E-caderina (38). A β-catenina liga-se através do domínio intracelular da E-

caderina de forma direta e a α-catenina liga-se de forma indireta através de sua 

ligação com a   β-catenina (41,42). 

 A perda da β-catenina na membrana está relacionada com a 

progressão tumoral (43), invasão e metástase prostática canina (19).  

 A desregulação da via de sinalização WNT gera excessivo acúmulo de 

β-catenina  nuclear e ativação desapropriada de genes alvo, causando 

diversas doenças inclusive o câncer (13). 

 

E-CADERINA 

As caderinas são glicoproteínas  localizadas na transmembrana que 

fazem a mediação da adesão intercelular na presença do cálcio extracelular  

(42). A E-caderina possui três domínios: extracelular, transmembrana e 

citoplasmático (44). A ligação inter epitelial da E-caderina serve de mediador 

para adesão celular em tecidos secretórios como próstata e glândula mamária, 

garantindo a manutenção da morfologia tecidual e sua diferenciação (45).  

A redução da adesão celular resulta em perda da polaridade celular e 

altera a estrutura histológica do tecido (45). A perda da E-caderina na 

membrana tem sido associada com a transição epitelial- mesenquimal, em que 

ocorre a mudança reversível do fenótipo celular de epitelial para mesenquimal, 

facilitando assim a migração celular (18)(45). Além disso, a E-caderina 

presente na membrana citoplasmática funciona como um regulador negativo da 

via WNT canônica, pois está ligada a β-catenina. Porém com a diminuição da 

E-caderina, a β-catenina que estava presente na membrana citoplasmática 

torna-se livre e acumula no citoplasma, possibilitando a translocação para o 

núcleo (20).   
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O gene da E-caderina, CDH1,  está localizado no cromossomo 16q22, 

em humanos,  e raramente encontra-se mutado, portanto o mecanismo da 

diminuição de expressão proteica é controversa, incluindo além dea mutação, a 

metilação do DNA e modificações pós translacional (47) 

Além disso, a via WNT pode induzir o aumento dos membros da família 

Snail (repressor da E-caderina) e consequentemente diminui a expressão de E-

caderina (48). 

 

APC 

O gene APC é um supressor tumoral, a expressão proteica na próstata 

humana é relatada e amplamente envolvido no início do desenvolvimento dos 

carcinomas de cólon (48, 49). Foram descritas frequentes perdas de alelo no 

lócus APC, 5q21 em neoplasias prostáticas primárias avançadas no homem 

(51). As alterações tanto somáticas quanto promotoras de hipermetilação do 

gene APC foram identificadas em neoplasias prostáticas primárias e 

metastáticas (50). Richiardi et al. (2013) (52) encontraram um aumento de 50% 

de risco de mortalidade em câncer prostático correlacionado com a metilação 

do gene APC em tecido prostático. 

A proteína APC faz parte do complexo de destruição da β-catenina 

presente no citoplasma, promovendo a fosforilação da β-catenina e orientando-

a para a degradação através da via ubiquitina-proteossoma (50). 

 

VIA WNT CANÔNICA/ β- CATENINA 

 A via WNT canônica participa na embriogênese, na proliferação celular, 

polaridade e migração , quanto na tumorigênese (53) .  A via WNT atua 

inclusive no desenvolvimento da próstata e geralmente apresenta-se inativa 

nas células normais da próstata (54).  

 A WNT é uma glicoproteína secretada que possui importante papel no 

desenvolvimento embrionário e homeostase de tecidos (18).  

 Existem duas famílias de receptores na via de sinalização WNT 

canônica/β-catenina: receptor LDL relacionado  as proteínas  5 e 6 (LRP5 e 

LRP6) e o receptor transmembrana Frizzled (53). Há proteínas que previnem a 

interação da proteína com esses receptore para inibir a via de sinalização WNT 

(11). Existem duas famílias de antagonistas das glicoproteínas WNT: classe 
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DKK e a sFRP, incluindo WIF-1, ambas as classes se ligam diretamente nas 

glicoproteínas WNTs, alterando a habilidade de ligação com os receptores  

(55).  

A via WNT basicamente depende da estabilização da β-catenina no 

citoplasma e consequente acúmulo no núcleo, sendo que os níveis de β-

catenina citoplasmática são controlados através do complexo de destruição 

APC/AXIN/GSK-3 β (56). Com a ativação pela WNT, a AXIN é recrutada para a 

porção fosforilada do receptor LRP e ocorre a supressão da atividade da GSK-

3, inibindo a ubiquitinação da β-catenina, com consequente saturação de β-

catenina fosforilada no citoplasma e  translocação para o núcleo (57). No 

núcleo, a β-catenina se associa com o as proteínas TCF/LEF-1 e ativa a 

transcrição de genes alvo (58). Na ausência de WNT, a β-catenina é fosforilada 

e ubiquitinada, e posterior degradação proteossomal (59). A β-catenina é 

apresentada a proteossoma através da sua interação com a proteína F-box 

contendo uma proteína adaptadora (E3-ligase B- TRCP) que forma um 

complexo de ubiquitinação (15).   

 

CONCLUSÃO  

A via WNT canônica participa na embriogênese e carcinogênese de 

diversos tumores, inclusive da próstata canina e humana. A principal proteína 

dessa via é a β-catenina, já estudada em próstatas caninas em estudos 

anteriores, a qual a presença desta no núcleo ativa a via de sinalização WNT. 

O complexo E-caderina/  β-catenina presente na membrana plasmática e o 

complexo APC/ β-catenina possuem papéis importantes na regulação desta 

via. 

Os cães apresentam papel importante no estudo da neoplasia prostática, 

já que além de serem animais sentinelas do homem por dividirem o mesmo 

ambiente, apresentam cada vez mais neoplasias devido a maior expectativa de 

vida desses animais. Portanto, o estudo da carcinogênese prostática canina e 

suas vias de ativação é necessário para melhorias no diagnóstico prévio, 

tratamento, melhorando a qualidade de vida deste animal e sua taxa de 

sobrevida.  
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ABSTRACT 

 

This research aimed to evaluate APC, E-cadherin, -catenin and Caveolin-1 

expression by RT-qPCR and immunohistochemistry and the methylation status 

of APC gene in pre neoplastic, neoplastic and metastasis of canine prostate. 

Membranous protein expression of E-cadherin and -catenin was observed in 

normal prostates samples and downexpression was observed in PIA, PC and 

metastasis. We identified cytoplasmic acumulaton of -catenin, but interestingly, 

only two sample showed nuclear expression (2/10). Different from humans, we 

did not found APC downexpression and there was no hipermethylation in the 

APC gene promoter. The absence of APC alterations could prevent the -

catenin translocation to the nucleus. Caveolin-1 gene and protein expression 

were overexpressed in canine Prostate cancer (PC) and metastasis. These 

results suggest a multifatorial process in the carcinogenic process and 

metastasis of canine prostate, indicating dogs as a good model to the human 

PC study, athough we observe some differences, such as lack of APC 

methylation and no translocation of -catenin to the nucleus. 

 

Keywords: WNT pathway, dogs, oncology, metastasis 
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INTRODUCTION 

 Prostate cancer (PC) is a disease with complex and multifactorial 

processes (KELLER et al., 2013) associated with increased incidence rates in 

humans(EMAMI; COREY, 2007). In 2016, 180.890 new cases and 26,120 

prostate cancer-related deaths are expected only in the United States (SIEGEL; 

MILLER; JEMAL, 2015). Several studies addressing molecular markers and 

carcinogenic pathways studies provide clinical, diagnostic and therapeutic 

informations, and may even predict cancer progression in early-stage (YANG et 

al., 2012). However, studies are needed in order to better understand the 

prostatic carcinogenesis, including the molecular mechanisms underlying the 

development of hormone resistant tumors (WINKLER et al., 2007). 

 WNT/β-Catenin is widely studied in human oncology and less explored in 

canine tumors. It is an important regulator of embryogenesis and pathogenesis 

of multiple tumors types (KYPTA; WAXMAN, 2012)(VERRAS; SUN, 2006)(YU 

et al., 2009). Deregulation of this pathway leads to the transcriptional activation 

of target genes (JAMIESON; SHARMA; HENDERSON, 2012) and may cause 

hereditary syndromes and sporadic cancers, including prostate cancers (LI et 

al., 2012). Regulation of canonical WNT pathway involves -catenin destruction 

complex, a key mediator of WNT signaling in the nucleus (YU et al., 2009) (LI et 

al., 2012). Degradation of cytosolic -catenin occurs by the destruction complex 

constituted by APC (Adenomatous polyposis coli) and other proteins, preventing 

-catenin accumulation (YU et al., 2009)(STAMOS; WEIS, 2013). APC is 

possibly correlated  with -catenin degradation inhibition (WANG et al., 2014), 

and downregulation of APC mediated by methylation has been widely studied 

as epigenetic alteration in human prostate cancer and associated with high 

mortality rates (RICHIARDI et al., 2009).  

E-cadherin/ -catenin complex is an essential component in the cell 

adhesion complex and is also important for prostate gland formation and 

function (KYPTA; WAXMAN, 2012). Absence of E-cadherin and -catenin 

expression in cell membrane is associated with tumor invasion into surrounding 

tissues and metastastatic process  in dogs (FONSECA-ALVES et al., 2015) and 

humans (SCHMALHOFER; BRABLETZ; BRABLETZ, 2009). In dogs, E-
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cadherin shows a dynamic expression during prostate cancer development 

(FONSECA-ALVES et al., 2013), even in preneoplastic lesions, with loss of 

membranous expression when compared to normal and hyperplasic prostates 

(RODRIGUES et al., 2013a).  

 Caveolin-1 (CAV-1) belongs to the family of membrane proteins called 

caveolins, the main structural components of caveolae, which are present in 

plasma membrane and has been implied in cellular signaling, transport, cell 

adhesion and mechanotransduction(YANG et al., 2005)(QUEST et al., 

2013)(NASSAR et al., 2013). CAV-1 plays important roles in carcinogenesis, 

regulating cell proliferation (GUMULEC et al., 2012), PI3-K-AKT pathway 

signaling and AKT target genes involved in inhibiting apoptosis, responsible for 

enhaced cell survival (YANG et al., 2012), contributing to metastatic process 

(YANG et al., 2005). 

 However, there are no studies evaluating CAV-1 and APC proteins in 

normal prostates, proliferative inflammatory atrophy (PIA), PC and metastasis in 

dogs, nor relating it to -catenin and E-cadherin proteins and their genes.  Due 

to importance of canine PC characterization, this study aimed to evaluate CAV-

1, APC, E-cadherin and - catenin gene and protein expresions by RT-qPCR 

and immunohistochemistry and evaluate epigenetic alteration in APC gene by 

pyrosequencing. 

  

MATERIALS AND METHODS 

Samples 

 One hundred prostatic tissues were drawn from the Veterinary Pathology 

Service, Univ. Estadual Paulista (UNESP), Botucatu, SP, Brazil, comprising 34 

canine prostate for immunohistochemistry (IHC), 42 canine prostates for RT-

qPCR and 24 canine prostate for pyrosequencing analysis. For the IHC and Rt-

qPCR, normal prostate and PIA were collected from animals without clinical 

history, at necropsy, until one hour post mortem. PC cases used in 

immunohistochemistry and RT-qPCR analysis, specimens were represented by 

biopsies (n=7), prostate collected at necropsy with previous confirmed 

diagnostic (n=1) and prostates collected at necropsy from animals with clinical 

history of prostate lesions (n=2). In addition to the nine mentioned samples, for 
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RT-qPCR seven more PC samples collected at necropsy without clinical history 

of PC were used.   

Samples for immunohistochemistry and RT-qPCR were fixed in 10% 

buffered formalin during 24 hours, transferred to a 70% alcohol solution until 

routinely processed in an alcohol-xylene series and embedded in paraffin. Then 

3µm histological sections were cut and stained with haematoxylin and eosin 

(HE) for histopathological diagnosis, made by two pathologists (PEK and CEFA) 

in an optical microscopy, according to PALMIERI et al., 2014. Gleason Grade 

score was acceced according to PALMIERI; GRIECO (2015). 

For methylation analysis, fresh samples were collected and frozen by 

immersing in liquid nitrogen and after stored at -80º C.  Histopatholocial 

diagnosis was made in cryostat sections, stained with haematoxylin and eosin 

(HE).  

After histopathological classification, 10 normal prostates, 10 PIA, 10 PC 

and 4 metastasis were selected for IHC (table 1); 11 normal prostates, 11 PIA, 

17 PC and 3 metastasis were selected for RT-qPCR and 6 normal prostates, 6 

PIA and 12 PC for methylation analysis.  

 

Real time quantitative PCR (RT-qPCR) 

For RNAm extraction 42 formalin-fixed paraffin-embedded prostate 

samples (11 normal prostate, 11 PIA ,17 PC, 3 metastasis) were used. The 

areas of interest were marked in H&E slide for reference, and we performed 

needle-macrodissected (needle 16G) and transferred to a sterile 1.5ml tube. 

Then, the deparaffinization steps, protease digestion and total nucleic acid 

extraction were done with a commercial RecoverAll™ Total Nucleic Acid kit 

(Ambion, Life Technologies, MA, USA), according to the manufacturer’s 

instructions. 

Spectrophotometric analysis was used to acess RNA concentration 

(NanoDrop™, ND-8000, Thermo Scientific, MA, USA) and RNA integrity was 

evaluated by Bioanalyzer 2100 and Agilent RNA 6000 Nano kit (Agilent 

Technologies, CA, USA).  

cDNA synthesis was performed using 1 µg of total RNA treated with 

DNAse I (Life Technologies, Rockville, MD, USA), 200 U of SuperScript III  

Reverse Transcriptase enzyme (Life Technologies), 4 µL of SuperScript First-
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Strand Buffer 5X, 1 µL of dNTP 10 mM each (Life Technologies), 1 µL of Oligo-

(dT)18 (500 ng/ µL) (Life Technologies), 1 µL of random hexamers (100 ng/ µL) 

(Life Technologies), and 1 µL of DTT 0.1 M (Life Technologies) in a final volume 

of 20 µL. Reverse transcription was carried out at 50ºC for 60 min and then 

inactivated at 70ºC for 15 min. cDNA samples were stored at -80ºC.  

RT-qPCR reactions for APC, CAV-1, CDH1, β-catenin and reference 

gene (table 2) were performed in QuantStudio 12k Flex Thermal Cycler 

equipment (Applied Biosystems; Foster City, CA, USA). All reactions were 

performed in triplicate with 384-well plates, with a total volume of 10 μL 

containing Power SYBR Green PCR Master Mix, (Applied Biosystems; Foster 

City, CA, USA), 1 μL cDNA (1:10) and 0.3 μL of each primer.  

A dissociation curve analysis was included in all experiments to 

determine PCR product specificity. The most stable reference gene (HPRT) 

was determined by geNorm software from a group of three genes (GAPH, 

HPRT, and RPL8). Gene relative quantification was calculated by the 2-ΔΔCT 

method. 

 

Immunohistochemistry (IHC) 

 Prostate paraffin sections of 3 µm were cut with a microtome (Leica 

2155), placed on charged slides (Starfrost) and deparaffinized. For E-cadherin 

and β-catenin antibodies, the slides were subjected to antigen retrieval in citrate 

buffer, pH 6.0, in a pressure cooker (Pascal; Dako, Carpinteria, CA, USA), for 

CAV-1 antibody the antigen retrieval was performed in citrate buffer, pH6.0, in a 

microwave for 5 minutes and for APC antibody, Tris EDTA pH 9.0 in a pressure 

cooker (Pascal; Dako, Carpinteria, CA, USA). Endogenous peroxidase activity 

and non-specific bindings were blocked using, 8% hydrogen peroxide in 

methanol for 20 min and 8% skin milk for 60 min, both at 27ºC, respectively. 

Primary antibodies, dilutions as well as incubation time used are represented in 

table 3. A polymer detection system (Envision, Dako) was applied as the 

secondary antibody and reactions were developed with the use of 3,3´ 

diaminobenzidine (DAB). Sections were counterstained with Harris 

haematoxylin. Positive and negative controls were performed for all antibodies, 

using normal canine prostate for positive controls and for negative, the primary 

antibody was replaced by Tris buffer.  
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 IHC staining was evaluated by quantitative analysis using NIH ImageJ 

1.49v software for analysis. Staining was assessed by setting a threshold, 

where all stained areas were selected, then these selected areas and pixel 

counts were calculated automatically by the software in each microscopic field, 

and reported as the total density. This total density value was divided by the 

total image area and related this as percent area. Besides, the mean total 

density from normal prostates, for each primary antibody was calculated to 

established a cutoff value for high and low protein expression. Thus, percent 

areas values that were above the mean were considered as high protein 

expression and below the mean, were considered low.   

 

DNA extraction and pyrosequencing methylation analysis 

 Total DNA was extracted from frozen prostates using Qiagen DNeasy® 

Blood & Tissue Kit, following the manufactures protocol. Frozen tissue were cut 

into small pieces with a scalpel blade, homogenised with Precellys® to facilitate 

digestion with proteinase K, and maintained during 2 hours at 56ºC. DNA 

concentration was measured by NanoDrop®.   

For pyrosequencing reactions, APC CpGs islands were identified using 

the website BLAT Search Genome (http://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgBlat?command=start), and PCR and sequencing primers were designed 

(table 4).    

After bisulfite treatment with EZ DNA Methylation-Gold™ Kit (Zymo 

research), unmethylated cytosine residues were converted into uracil and then, 

PCR process was made following the temperature conditions: melting 

temperature: 50.1ºC, denaturation temperature: 94ºC, hybridization: 45ºC, 

extension: 72ºC. PCR protocol was made with Taq DNA Polymerase and PCR 

buffer solutions with Mg2+.  The reaction was performed in thermocycler and 

repeated for 50 times.  

For performing pyrosequencing reactions, samples were prepared with 

PyroMark Gold Q96 Reagents (5X95) reagents, according to manufacture’s 

instructions.  

 

 

 

http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start
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Statistical analysis  

 One way ANOVA was used to compare protein expression among 

different groups of lesions, followed by comparisons between two groups of 

different lesion using t-test.  

APC, CAV-1, CDH1 and β-catenin transcription levels were analysed by 

Kruskal-Wallis or Mann-Whitney U tests, comparing groups. Statistical analysis 

and graphics were obtained using GraphPad Prism 5.0. P values of <0.05 

were considered to be statistically significant. 

RESULTS 

Patient data  

From the 10 animals with PC, that were used to both gene and protein 

expression, we had clinical information from nine of them (table 5). The mean 

age of the dogs (n=9) with PC was 11.3 years and all of them were more than 8 

years old. All 9 animals were intact males. The most frequent clinical 

manifestations were hematuria (3/9). Only one patient presented lameness due 

to lumbar vertebrae and pelvic metastasis and euthanasia was performed due 

to PC complications. We identified eight different breeds in our study. Mixed 

breed dogs were the most prevalent (3/9), followed by German Shepherd (1/9), 

American Pit Bull Terrier (1/9), English Cocker Spaniel (1/9), Scottish Terrier 

(1/9), Dachshund (1/9)  and Boxer (1/9).         

 

Histopathology 

 From the 10 PC used to IHQ, seven (70% - 7/10) were characterized by 

mixed histological pattern and among them, five had a cribriform pattern 

associated (table 1).  Concerning metastatic samples, the PC lymph node and 

metastasis in pelvic area presented cribriform with comedonecrosis pattern, 

pulmonary metastasis presented small acinar/ductal pattern and intestinal 

metastasis presented cribriform with comedonecrosis with foci of small 

acinar/ductal pattern (Supplementary figure 1) 

 The Gleason grading system (table 1) revealed 4 samples with Gleason 

score 10, followed by score 9 (n=3/10), score 6 (n=2/10) and score 8 (n=1/10). 
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RT-qPCR 

The mean value of RQ for APC gene was 1.35 in normal prostate, 0.54 in 

PIA, 2.78 in PC and 0.55 in metastasis, with tendecy APC overexpression in PC 

samples (Figure 2A). No statistical difference was found among the groups.  

 The relative expression levels of β-catenin in PIA (mean=5.74) and PC 

(mean= 1.78) had a tendency to be higher than normal prostates (mean=0,85) 

(Figure 2C).  

 We observe  low CDH1 transcript levels in PIA samples compared to 

normal samples (P<0,05). No difference beteween the transcript levels of CDH1 

in PC samples compared to normal samples was observed. However, it is 

possible to note an increased expression in metastasis group (Figure 2E).   

  CAV-1 expresion had an increase in PIA (mean=1.09) and PC (mean= 

2.15), and a decrease in metastasis (mean= 0.67), with no statistical difference 

observed (Figure 2G), compared to normal prostate. 

 

Immunohistochemistry (IHC)  

The mean percent area of positive cells for each antibody and standard 

deviation are represented in table 6. 

 APC in normal prostate samples showed cytoplasmic staining (Figure 

1B) with a higher density area than all primary antibodies. Lower APC 

expression was found in PIA compared to normal prostates (P=0.0007). Lower 

cytoplasmic APC expression was observed in 6 PC (Figure 1F) in comparison 

with normal prostate, although it was not statistically significant. Nuclear 

staining was observed in five PC (5/10 samples) and one metastasis (1/4 

samples) (Figure 1J).    

E-cadherin (Figure 1C) and β-catenin (Figura 1D) membranous staining 

was observed in all normal prostate epithelial cells. Significant reduction of 

membranous staining was found in PIA compared to normal (P<0,05) for both 

proteins, and significant loss (P<0,05) of membranous β- catenin expression 

was observed in PC (Figure 1H). Nuclear expression of β-catenin was observed 

in two PC and one metastasis (Figure 1L). Five PC samples (5/10) and two 

metastasis (2/3) showed translocation of E-cadherin from membrane to 

cytoplasm (Figure 1G and 1K). 
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 Epithelial cells from normal prostate showed CAV-1 cytoplasmic staining 

(Figure 1A) with a low- density area of expression. Epithelial cells in PIA group 

showed increased cytoplasmic staining and 80% of cases had higher CAV-1 

expression (above the cut off value from normal prostates). PC (Figure 1 E) and 

metastasis (Figure 1I) exhibited CAV-1 overexpression, both with statistical 

difference compared to normal (P<0,05). Furthermore, CAV-1 expression 

showed a relation with Gleason score. Two PC samples with the lowest CAV-1 

density area had the lowest Gleason score (cases number 25 and 30s) . 

Immunohistochemistry revealed significant differences (P<0,05) in APC 

(Figure 2B), CAV-1 (Figure 2H), E-cadherin (Figure 2F) and β-catenin (Figure 

2D) expression when compared normal prostates, PIA, PC and metastasis.  

 

Pyrosequencing methylation analysis 

 Pyrosequencing analysis revealed that the promoter region of APC gene 

(figure 3) was unmethylated in PC samples.   

 

DISCUSSION  

 The high prevalence of PC in men and dogs, their spontaneous 

development and clinical similarities make the dog an interesting model to study 

the development of prostatic alterations (RODRIGUES et al., 2011). The mean 

age at prostate cancer diagnosis in this study, was 11.3, similar to the 10 years 

reported before (CORNELL et al., 2000)(SHAFIEE et al., 2015)(TESKE et al., 

2002), and almost similar to the mean age of 70 years in humans (WATERS et 

al., 1996). No breed predisposition was found as other reports. 

Our results showed the importance of CAV-1, APC, E-cadherin and β –

catenin in the prostatic carcinogenic and metastatic process in dogs, as in 

humans.  

Hypermethylation of APC CpG island was not observed in canine PC, 

different from humans. Although there was no statistical difference in APC 

expression, a tendency arose to to a  higher RQ in PC  than the normal 

prostate, as well as an increase in APC levels in PC expression, with nuclear 

translocation of the protein. APC showed cytoplasmic expression in PC and 

metastasis samples.  Nuclear expression was seen in four PC and all of them 

had cribriform pattern, as a single or mixed histological pattern.  These findings 
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corroborate studies about APC role in carcinogenesis and metastasis, but differ 

from human carcinoma prostate, since APC gene is hypermethylated in a 

prevalence greater than 50% of PC (RICHIARDI et al., 2009), consequently low 

protein expression are found in human neoplastic cells.  

A diffuse cytoplasmic β-catenin pattern was observed in five PIA, all PC 

and metastasis samples, demonstrating an important role in tumor progression 

and the importance PIA as a pre neoplastic lesion in canine prostate 

carcinogenesis. Moreover, nucleus expression was only observed in PC 

samples, emphasizing the importance of β-catenin protein in tumorigenesis 

(VERRAS; SUN, 2006). Different from humans, few samples showed β-catenin 

translocation to the nucleus. This result can be explained due to absence of 

APC alterations in canine PC. We hypothesized that cytoplasmic APC is binding 

with cytoplasmic β-catenin preventing their translocation to the nucleus. 

Interestingly, five samples (4 PC and 1 metastasis) showed nuclear APC and 

these samples did not express nuclear β-catenin. 

β-catenin gene expression had a tendency to be overexpressed in PIA 

when compared to normal prostate. Nevertheless, protein expression had a 

tendency to decrease in these same samples. These results could be explained 

by presence of β-catenin reported in regulatory T cells (DING et al., 2008) and 

inflamatory cells around the glands, contributing to gene expression values. 

Nonetheless, in IHC, only epithelial cells were analyzed. Thus, the difference 

can be a consequence of the methodology, an alteration in protein half life or 

post transcriptional regulation of this gene (SALIC et al., 2000) 

Two prostate cancer samples had nuclear β-catenin, one sample showed 

E-cadherin protein expression below the mean, indicating a connection loss of 

membranous E-cadherin/ β-catenin in prostate cancer and metastasis, ensuring 

availability of β-catenin for nuclear translocation. In addition, case APC  protein 

expression was below the average, suggesting a molecular role of cytoplasmic 

APC in β-catenin destruction. The other prostate cancer sample exhibit APC 

protein expression above the average and nuclear staining, which could lead to 

nuclear β-catenin accumulation. High Gleason grade (10) was found in both PC 

samples with nuclear β-catenin expression and only samples with Gleason 

grade 10 had β-catenin membranous loss and gain of cytoplasmic and/or 

nuclear staining, similar to human data where membranous loss was found in 
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high grade Gleason score (CHEN et al., 2004). In humans, only 20% of 

advanced prostate tumors are associated with nuclear β-catenin 

(VALKENBURG et al., 2014), similar with our findings.     

Membranous E-cadherin and β-catenin expression play an important role 

in cell-cell adhesion. Loss of expression is a prerequisite for invasion and 

metastasis of neoplastic cells (SCHMALHOFER; BRABLETZ; BRABLETZ, 

2009), besides its central role in epithelial- mesenchymal transition in canine 

prostate cancer (FONSECA-ALVES et al., 2015). Membranous 

underexpression E-cadherin observed in PC samples was higher in solid 

pattern areas when compared to adjacent patterns: cribriform and small 

acinar/ductal. Our findings are consistent with the hypothesis that loss of E-

cadherin expression is a dynamic change during cell dedifferentiation permiting 

tumor cells be able to migrate  through stroma, vessels and other tissues 

(FONSECA-ALVES et al., 2015)(YOUNIS; EL SAKKA; HAQUE, 2007).  

Statistical difference was observed in E-cadherin expression among the 

groups, similar to Fonseca- Alves et al. (2013), with a discrete increase in gene 

and protein expression in prostate cancer. Despite the loss of membranous 

staining, this discrete increase in E-cadherin expression possibly correlates with 

cytoplasmic pattern found in PC samples, also found in gastric cancer 

(RAMESH; NASH; MCCULLOCH, 1999). Although there was no statistical 

difference, metastatic cells had lower E-cadherin and β-catenin expression than 

primary tumors, this could be related to EMT process, important for metastasis 

in all epithelia cancer. 

Studies reported E-cadherin cytoplasmic pattern in human prostate 

cancer, by an uncoordananted protein production, and likely because an 

inactivated protein (LIU et al., 2014).   

PIA, associated inflammatory process, showed loss of E-cadherin gene 

and protein expression. This may occur because CDH-1 (E-cadherin) is 

downregulated by a regulatory cytokine: transforming growth factor beta (TGF- 

β), decreasing E-cadherin expression (LIU et al., 2014). TGF- β is a secreted 

protein released  by several immune cells in the tumor microenvironment 

(FUXE; KARLSSON, 2012). PIA is an excellent example of inflammation 

contributing to cancer process. In a previous work from our group, Rodrigues et 
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al.(2010) found of TGF- β up regulation in PIA, so this may be a mechanism for 

E-cadherin down expression.   

  CAV-1 is a membrane protein generally considered as a tumor 

progression marker and a target to cancer therapy (KLEIN et al., 2015).  The 

results of this work showed tendency of a progressive increase of CAV-1 gene 

and protein expressions in PIA, followed by PC samples, when compared to 

normal prostate. This increased expression was not observed in metastasis 

maybe due to the small number of samples. Immunohistochemistry analysis 

revealed granular cytoplasmic staining, and PC with lower Gleason grades 

(grade 6) showed a decreased protein expression. In humans, CAV-1 

expression is positively correlated with high-grade Gleason score (KARAM et 

al., 2007), early recurrence time and therapeutic resistance (KUO et al., 2012; 

QUEST et al., 2013).  

 

CONCLUSIONS 

We have shown that APC can contribute in the destruction of cytoplasmic 

β-catenin, preventing their translocation to the nucleus. Therefore, further 

studies are required to elucidate different mechanisms of regulation of this gene 

in canine prostate. Canine PC  was correlated with loss of membranous E-

cadherin in primary tumors and higher membranous/cytoplasmic expression in 

their metastasis. CAV-1 expression levels in canine prostate cancer can be 

linked to higher Gleason score, similar to human data. 
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FIGURES AND TABLES 

 

Table 1. Histological classification of canine prostatic samples and Gleason score for 
PC. 

*According to PALMIERI et al.(2014) and **PALMIERI; GRIECO (2015) 

Table 2. Primers sequences used for gene expression (RT-qPCR). 

Primer Forward Reverse 

APC
 5’AGTTTGTTGGTGGTTTTAGG3’ 5’ACCACCAAAATACTAACACC3’ 

E-cadherin 5`CAGCATGGACTCAGAAGACAGAAG3` 5`TTCGGGGCAGCTGATAGG3` 

β-catenin 5'GGTTCGTGCCCATCAGGAT3' 5'GCTGCTGTGTTCCACCCATA 3' 

Caveolin-1 5'CGCACACCAAGGAAATCGA3' 5'CACGTCGTCGTTGAGATGCT 3' 

HPRT 5’AGCTTGCTGGTGAAAAGGAC3’ 5’-TTATAGTCAAGGGCATATCC-3’ 

 

 

Histological classification n Gleason score** 

Normal prostate  10  

PIA* 10  

CaP* 10  

1. Single histological pattern 
 

 

 Cribriform 
 

 

a) With comedonecrosis 1 5 + 5 = 10 

b) Without comedonecrosis 1 4 + 4 = 8 

2. Mixed histological patterns  
 

 

 Cribriform with comedonecrosis, solid 2 5 + 5= 10 

 Solid, signet ring, small acinar/ductal  1 5 + 5= 10 

 Cribriform  with comedonecrosis , solid e signet ring   1 5 + 5= 10 

 Cribriform  without comedonecrosis,  solid 1 4 + 5= 9 

 Cribriform  with comedonecrosis, cribriform  without 

comedonecrosis 
1 5 + 4 = 9 

 Small acinar/ ductal 2 3 + 3 =6 

Metastasis 
 

 

 Cribriform with comedonecrosis 2  

 Smal acinar/ductal 1  

 Cribriform  with comedonecrosis, smal acinar/ ductal  1  



 
 

68 
 

Table 3. Primary antibodies used 

Antibody Manufacturer Clone Dilution Incubation Immunolocalization 

Caveolin-1 Aviva system, San Diego, CA AVARP09019-T100 1:1000 2 h Cytoplasmic 

APC Abcam, Cambridge, USA Ab15270 1:100 18 h Cytoplasmic / nuclear 

E-cadherin Dako, Carpinteria, USA NCH 38 1:200 18 h Membranous/ Cytoplasmic 

β-catenin Spring Bioscience, Pleasanton, USA E2261 1:200 18 h 
Membranous/ nuclear/ 

Cytoplasmic 

 

Table 4. Primers sequences used for methylation analysis  

Primer Forward Reverse Sequencing 

APC 5’-CGACGGGAAGACAAGTTCATG-3’ 5’-TCACCGCACACAGGCAAT-3’ 5’ GGGATTAGGTTAGGTAGG 3’ 

 

Table 5. Clinical information from dogs with PC that were used for gene and 

protein expression  

ID Neutered Race Age Clinical Signs 
Surgical 

Treatment 

Survival 

Rate 

H179/14 No German Shepherd 13 years Dyschezia, hematuria No data No data  

CaP Ju No Pit Bull 8 years Hematurria, diarrhea, vomit  Prostatectomy 3 months 

N279/14 No Mixed breed 16 years Anorexia, vomit None Euthanasia 

202013 No Mixed breed 10 years Lameness, urinary incontinence None Euthanasia 

Pbtu 3/8 No Cocker Spaniel 10 years Cachexia None Euthanasia 

H08/13 No Mixed breed 10 years Anorexia, tenesmus Prostatectomy 2 years 

H250/12 No Scottish Terrier 13 years Hematuria None ND  

406-15H No Dachshund 10 years ND  ND ND  

566 ND Boxer 12 anos ND ND ND 

*ND= no medical data found 

Table 6.  Total density (%) of positive area in Normal prostate, PIA, PC and metastasis 
for each protein studied (mean ± standard deviation).  

 

APC Caveolin-1 E-cadherin β-catenin 

Normal prostate  30.89±6.08 4.22±2.72 16.06±2.46 18.24±3.25 

PIA 22.07±3,42 5.79±2.48 10.94±2.82 12.62±1.45 

PC 28.91±6.76 11.17±4.09 18.83±7.17 26.93±5.03 

Metastasis 27.97±6.57 11.67±1.73 15.86±4.90 19.14±6.76 

P value 0.0112 <0.0001 0.069 <0.0001 
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Figure 2. Comparisons between different lesions groups of relative quantification (left 

column) and positive percent area of immunohistochemistry (right). 
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Figure3. APC pyrograms in normal prostate (left) and PC samples (right). Pyrogram 

exhibit 3 CpG sites and methylation rates.  
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Supplementary Figure 1: 
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CAPÍTULO 3  

DISCUSSÃO GERAL 

A alta prevalência de CaP em homens e cães, seu desenvolvimento de forma 

espontânea e similaridades clínicas, favorecem o cão como um modelo de estudo para 

o desenvolvimento das alterações prostáticas (RODRIGUES et al., 2011). Nossos 

resultados mostram a importância de alguns genes e suas respectivas proteínas 

sabiamente fundamentais na carcinogênese e metástase prostática humana como a 

Caveolina-1, APC, E-caderina e β-catenina. Como relatado previamente para CaPs 

humanos, observamos nas lesões prostáticas do cão, diminuição da expressão 

membranosa de E-caderina e β-catenina, translocação da β-catenina da membrana 

para o citoplasma/núcleo e aumento da expressão gênica e proteica de CAV-1. No 

entanto, diferentemente do carcinoma prostático humano, no cão não foi observada 

hipermetilação do gene APC, nem perda da expressão gênica e proteica. Esse 

resultado indica que a metilação não é um mecanismo de regulação do gene APC, no 

cão. Assim, o cão pode representar um bom modelo de estudo para a doença 

humana, no entanto, apresenta particularidades genômica não compartilhadas pelos 

CaPs humanos.  

Uma das proteínas de membrana que tem sido estudada como marcador para 

progressão tumoral e alvo de terapia é a Caveolina-1(KLEIN et al., 2015). Nosso 

estudo demonstrou expressão gênica com aumento gradual na PIA, carcinoma e 

metástases, bem como a marcação intracitoplasmática granular nas células epiteliais 

prostáticas, com aumento significativo na distribuição intracitoplasmática dos CaP e 

metástases. Além disso, as amostras com menores escores de Gleason (escore 6) 

apresentavam menor concentração na marcação intracitoplasmática quando 

comparados com tumores apresentando escores de Gleason 9 e 10. Em humanos, a 

expressão de Caveolina-1 está positivamente correlacionada com escore de Gleason 

mais elevado (KARAM et al., 2007), menor tempo de recorrência da doença após 
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terapia e resistência terapêutica (KUO et al., 2012; QUEST et al., 2013). Nosso estudo 

sugere uma relação dessa proteína com o processo carcinogênico da próstata canina, 

devida ao aumento da concentração citoplasmática dessa proteína nas lesões pré-

neoplásicas (PIA) e nos carcinomas.  

Um achado interessante deste estudo foi a marcação citoplasmática da 

proteína APC nas amostras de CaPs e no grupo de metástases. Foi possível notar 

diminuição na intensidade do APC citoplasmático nos CaPs, principalmente nas áreas 

sólidas e em algumas lesões metastáticas. Notou-se marcação nuclear do APC em 

quatro casos de CaP, sendo que estes apresentavam o padrão cribiforme como 

padrão único ou misto.  Esses achados corroboram para a atuação do APC na 

carcinogênese e metástase, porém diferem com o descrito para os CaPs humanos, 

visto que o gene APC encontra-se hipermetilado em 75% das amostras de CaPs e 

consequentemente, não há expressão proteica do APC nas células neoplásicas. Nós 

verificamos o perfil de metilação do gene APC nas amostras de CaP canino e não 

encontramos alteração no padrão de metilação desse gene. Esse resultado corrobora 

com os achados de RT- qPCR e imuno-histoquímico que demonstraram, 

respectivamente, uma expressão gênica com tendência a ser maior nos carciomas em 

relação a próstata normal e marcação citoplasmática desta proteína. Para a análise de 

metilação foi utilizado o sequenciamento de nova geração baseado na liberação do 

pirofosfato (pirosequenciamento). Esta técnica é considerada padrão ouro na análise 

de metilação, excluindo completamente a hipermetilação como mecanismo regulatório 

do gene   

A expressão de β-catenina foi observada no citoplasma em metade das 

amostras de PIA, além de todos CaP e metástases, demonstrando um papel 

importante na progressão tumoral e a importância das lesões de PIA na carcinogênse 

prostática canina. Além disso, a expressão no núcleo somente observada nos CaPs e 

o aumento da expressão proteica  reforça a importância da proteína na tumorigênese, 
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ativando a via WNT canônica a qual contribui para proliferação e sobrevivência celular 

(VERRAS; SUN, 2006).  

 As proteínas E-caderina e β-catenina possuem papel de adesão celular quando 

localizadas na membrana plasmática e a perda de expressão de ambas é um pré 

requisito para invasão e metástase de células neoplásicas(SCHMALHOFER; 

BRABLETZ; BRABLETZ, 2009), e importante papel na transição epitelial- 

mesenquimal em próstatas caninas(FONSECA-ALVES et al., 2015). A E-caderina 

apresentou diferença estatística entre os grupos, semelhante a Fonseca- Alves et al. 

(2013) (FONSECA-ALVES et al., 2013). Notou-se a perda de expressão membranosa 

da E-caderina nos CaP, com diferença maior nas áreas de padrão sólido dos tumores 

quando comparadas aos padrões adjacentes: cribiforme e pequenos ácinos. Achados 

compatíveis com a hipótese de que a perda de E-caderina é dinâmica para que haja 

desdiferenciação celular e assim migrar pelo estroma, vasos e metastatizar para 

outros locais ( YOUNIS et al., 2007; FONSECA-ALVES et al., 2015) . Os valores 

aproximados, com tendência a ser maior nas amostras neoplásicas quando 

comparadas com próstatas normais, da expressão gênica e proteica pode ser 

explicada por esse dinamismo. Além disso, a expressão proteica é observada tanto na 

próstata normal quanto nos carcinomas, porém em localizações diferentes: 

membranosa e citoplasmática, respectivamente.  

 A marcação citoplasmática de E-caderina encontrada somente nos CaP, 

também já foi descrito em casos de câncer gástrico. Essa expressão citoplasmática 

pode estar correlacionada com os genes que produzem tal proteína, ou indiretamente 

como alterações na transcrição do gene ou interferência no complexo proteico 

(RAMESH et al., 1999). 

 De duas  amostras (20%) de CaP e duas metástases (50%) que apresentam β-

catenina nuclear, metade (1 CaP e 1 metástase) apresenta diminuição na expressão 

proteica de E-caderina, propondo uma perda de ligação destas no CaP e metástases, 

e disponibilização da β-catenina para acúmulo no núcleo. Nestas duas2 amostras de 
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CaP com expressão de β-catenina nuclear, o APC possui menor expressão no 

citoplasma, o que sugere um papel do APC no citoplasma na destruição da β-catenina, 

porém de forma diferente que não seja a metilação. Além disso, metade (1/2) dos CaP 

com expressão de β-catenina nuclear apresentava também APC nuclear, propondo 

uma mutação/ desregulação do APC nuclear e consequente acúmulo no núcleo de β-

catenina. Apesar dessa desregulação em algumas amostras, no geral observa-se nos 

carcinomas uma expressão gênica e proteica do APC maior do que da β-catenina, 

comparando-se com as próstatas normais, sugerindo um controle da β-catenina, 

impedindo assim seu acúmulo no núcleo. Observou-se que há uma tendência de 

aumento de expressão gênica e proteica de β-catenina nos carcinomas, em relação as 

próstatas normais, entretanto, assim como no caso da E-caderina, a expressão em 

ambas existe, porém em localizações diferentes. Embora haja esse acúmulo de β-

catenina no citoplasma, apenas as fosforiladas deslocam-se para o núcleo e possui 

atividade transcricional (FUXE; KARLSSON, 2012), o que justifica as poucas amostras 

dessa proteína no núcleo, sendo necessário outras formas para avaliar essa etapa.   

Diante do exposto nosso estudo corrobora para a importância da 

desorganização do complexo E-caderina /β-catenina e interação do complexo APC- β-

catenina, que podem alterar a via canônica do WNT. 

CONCLUSÕES GERAIS 

Nossos resultados foram, por vezes, semelhantes aos relatados em 

carcinomas prostáticos humanos, revelando similaridades entre o proposto modelo de 

estudo canino e o homem. Sendo assim, a Caveolina- 1, APC, E-caderina e β-

catenina, proteínas envolvidas na via de sinalização WNT canônica e adesão celular, 

indicam papéis fundamentais na carcinogênese e metástase prostática canina. Devido 

essas semelhanças, o estudo em cães pode favorecer o entendimento sobre a clínica, 

tratamento, marcadores moleculares e prognóstico no homem sobre o CaP e 

metástases. 
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