Resumo

Activação das vias de sinalização intracelular das ERKs 1 e 2 e da p38 em carcinomas de células de transição da bexiga

Introdução

Os factores de prognóstico mais usados nos Carcinomas de Células de Transição da Bexiga (CCTB) são o estadio tumoral na altura do diagnóstico e suas características histológicas. Estes critérios são insuficientes na avaliação da história natural de uma neoplasia vesical, tornando-se necessário um conhecimento mais aprofundado da carcinogénsese urotelial. 

De entre as várias cínases activadas por mitogénios, é já sabido que as cínases reguladas por sinais extracelulares 1 e 2 (ERKs) e p38 estão associadas a receptores membranares regulados por factores de crescimento e  envolvidos na auto-suficiência tumoral. Participam na carcinogénese de neoplasias hematológicas, do ovário, esófago, mama e cólon. A importância das ERKs nos CCTB é ainda pouco conhecida, mas parece ser importante em estadios precoces da carcinogénese urotelial. O objectivo deste estudo foi avaliar o grau de activação das ERKs em diversos graus e estadios de neoplasias uroteliais. 

Material e Métodos

Foram recolhidas amostras de tecido vesical de doentes submetidos a cistectomia radical ou Ressecção Trans-Uretral de Tumor Vesical por CCTB (n= 20 e n=10, respectivamente) e urotélio colhido durante prostatectomia transvesical (n=10), estas últimas usadas como controlos.

A presença de ERKs e p38 (fosfo-ERKs e fosfo-p38) activas foi avaliada por imuno-histoquímica. Para tal, as amostras foram imunorreagidas com um anticorpo que reconhece especificamente as fosfoERKs. A imunorreacção positiva foi visualizada utilizando o método do ABC-peroxídase. O cromogénio usado foi a DAB. Por fim, as lâminas foram observadas ao microscópio óptico e a activação de ERKs nas diferentes camadas de tecido vesical avaliada qualitativamente, correlacionando-se a intensidade da imunorreacção com o estadio tumoral.

Resultados

No urotélio usado como controlo não se observou activação das ERKs. A única estrutura positiva nestes tecidos era o endotélio vascular. Na bexiga dos doentes com CCTB observou-se uma sobreactivação das ERKs no tecido tumoral com uma atenuação da activação no sentido da profundidade. No urotélio macroscopicamente normal de doentes com CCTB indiferenciados também ocorria uma forte activação das ERKs. A imunorreacção p38 em doentes com CCTB demonstrou uma sobreactivação em tecido tumoral embora em tecido normal não existissem alterações.

Conclusões

Os nossos resultados indicam que a sobreactivação das ERKs e p38 é importante na carcinogénese urotelial, embora por vias diferentes. A descrição da sobre-activação das ERKs em urotélio normal de doentes com CCTB constitui uma novidade e poderá no futuro constituir uma ferramenta prognóstica importante nos CCTB para definir o risco de recorrência e progressão tumorais.

Summary

Phosphorylation levels of ERK 1 / 2 and p38 in the Urothelium of patients with Transitional Cell Carcinoma

Introduction

The most commonly used strategy to manage Transition Cell Carcinomas (TCC) consists in evaluating the histology and tumour stage of biopsies. However, currently this approach is thought to be not 100% reliable and recent studies have forwarded other prognostic factors. Among these, several growth factors seem to be of interest.

Growth factors stimulate signalling pathways belonging to the Mitogen-Activated Protein Kinases family (MAPKs). Among MAPKs, it is already known that Extracelular Related Kinases 1 and 2 (ERK) and p38 are important for haematological, gynaecological and digestive tumour self-sufficiency. In what concerns TCC (transitional cell carcinoma), the few available reports describe over-activation of ERK and p38 only in early stages of cancer development. Thus, the present study aimed to evaluate the activation of these signalling pathways in different stages and grades of TCC.

Material and Methods

Bladder samples were collected from patients with TCC grade 1-3, who underwent radical cistectomy (n=20), transurethral ressection of bladder tumour (n=10) and from patients with benign prostatic hyperplasia (BPH), who underwent transvesical prostatectomy (n=10). This latter group served as controls. All samples were immunoreacted against phosphoERK 1 and 2 (pERK) and phospho-p38 (p-p38) with using specific antibodies against the phosphorylated (i.e., active) forms of the kinases. The standard ABC method was followed with DAB as chromogen. All sections were then observed and evaluated under the light microscope.

Results

In TCC cells, intense immunostaining of both phosphoMAPKs were found whereas the reaction was faint or absent in the urothelium from BPH patients used as control. The immunoreaction was more intense in high grade, high stage tumours, in which no difference between the two immunoreactions could be detected. In contrast, in low grade tumours, while pERK expression was stronger in more superficial urothelial layers, p-p38 immunoreaction was evenly distributed. In the vicinity of the high grade TCC areas and in normal looking urothelium when labelled with hematoxicilin a eosin, immunoreaction for pERK was also found.

Conclusions

Our results strongly indicate that overactivation the ERK and p38 pathways are involved in urothelial carcinogenesis, although possibly in distinct ways, as it occurs in distinct urothelial layers. In addition, the occurrence of ERK overactivation in healthy-looking urothelium from patients with TCC patients, constitutes an important novelty. In fact, this finding forwards the assessment of ERK and p38 activation in the normal urothelium of TCC patients to define the risk of tumor recurrence and progression.
