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RESUMO 

 

O mecanismo de progressão do câncer de próstata depende da proliferação epitelial, 

habilidade invasiva, além de fatores de crescimento. O nintedanibe (BIBF 1120) tem sido 

relatado como inibidor das vias de FGF e VEGF, exibindo atividades antitumorais. Em 

adição, o camundongo transgênico para adenocarcinoma de próstata (TRAMP) é um modelo 

frequentemente utilizado no estudo do câncer de próstata. Assim, o presente estudo objetivou 

caracterizar a morfologia, além de moléculas envolvidas na estrutura da membrana basal, 

matriz extracelular, bem como nos processos de angiogênese e mitogênico no lobo 

dorsolateral da próstata de camundongos TRAMP em diferentes estágios iniciais do 

desenvolvimento tumoral, com e sem tratamento com a droga nintedanibe. Para tanto, 45 

camundongos machos transgênicos da linhagem TRAMP foram divididos em: grupos 

controles, eutanasiados com 8 (TC8), 12 (TC12) e 16 (TC16) semanas de idade e grupos 

tratados com nintedanibe na dose de 10 mg/Kg/dia durante 4 semanas e eutanasiados com 12 

(TN12) e 16 (TN16) semanas de idade. O lobo dorsolateral dos camundongos dos grupos 

experimentais foi coletado para a avaliação de microscopia de luz, imunohistoquímica, 

Western Blotting e análise da densidade de microvasos. Os grupos controles TC12 e TC16 

apresentaram predominância de neoplasia intraepitelial prostática (NIP) de baixo e alto grau, 

respectivamente. Ainda, hipertrofia e hiperplasia estromal foram observados nesses grupos. O 

tratamento com nintedanibe aumentou a frequência de ácinos sem lesão, além de diminuir 

NIP de baixo grau e densidade de máxima vascularização no grupo TN12. Em adição, 

nintedanibe diminuiu a ocorrência de adenocarcinoma bem diferenciado e aumentou α e β 

distroglicanas, no grupo TN16, sendo que estes últimos estavam diminuídos no grupo TC16. 

Também, a laminina 1 diminuiu nos animais controles TRAMP e aumentou com o tratamento 

no grupo TN16. Em contraste, a laminina 5 aumentou nos animais do grupo TC16 e diminuiu 

com o tratamento do grupo TN16. Diferenças na expressão de α-actina não foram observadas 

com o tratamento. Identificamos aumento de IGFR1 no grupo TC16 e diminuição deste no 

grupo TN16. Finalizando, nintedanibe levou ao atrasou da progressão do câncer de próstata 

mais efetivamente nos camundongos com 12 semanas de idade, correlacionando isso à 

diminuição dos pontos de máxima vascularização, além da diminuição da severidade desse 

câncer na idade de 16 semanas. O complexo distroglicana se mostrou um indicador de 

progressão tumoral no modelo TRAMP, visto que sua restauração está relacionada à 

diminuição de adenocarcinoma bem diferenciado da próstata. Assim, concluímos que o 



 

nintedanibe promoveu efeitos modulatórios sobre a progressão do câncer de próstata, em seus 

estágios iniciais, no lobo dorsolateral sendo expressivos na restauração estrutural do 

microambiente prostático. 



 

ABSTRACT 

  Prostate cancer progression mechanism has been linked to different factors such as epithelial 

proliferation, tumor invasion ability and growth factors. Nintedanib (BIBF 1120) has been 

reported as a FGF and VEGF pathway inhibitor, exhibiting antitumor activity. And also, 

different animal experimental models have been used to cancer studies, including the 

transgenic adenocarcinoma of mouse prostate (TRAMP). Thus, the aims of this study were 

to characterize the prostate morphology, as well as molecules involved in the structure of the 

basement membrane, extracellular matrix besides the angiogenesis and mitogenic process in 

the dorsolateral lobe of the prostate of TRAMP mice in early stages of tumor development, 

with and without nintedanib treatment. Therefore, 45 transgenic male mice (TRAMP) were 

divided in control groups: 8 week-old mice (TC8), 12 week-old mice (TC12) and 16 week-

old mice (TC16) and treated groups with nintedanib at a dose of 10 mg/kg/day for 4 weeks 

and euthanized with 12 (TN12) and 16 (TN16) weeks of age. Samples from the dorsolateral 

lobe were collected and processed for light microscopy, immunohistochemistry, Western 

Blotting and microvessel density evaluation. The control groups: TC12 and TC16 showed 

predominance of two lesions; prostatic low-grade intraepithelial neoplasia (PIN) and high-

grade intraepithelial neoplasia, respectively. Also, stromal hypertrophy and hyperplasia was 

identified in these both groups. Nintedanib treatment resulted in the increase of without 

lesion acini frequency and reduction low-grade PIN and maximum vascularization density in 

the TN12 group. Treatment led to decrease of well-differentiated adenocarcinoma and 

increase of α and β dystroglycans in the TN16 group which diminished in the control group 

(TC16). Decrease of laminin 1 in the control animals and increase after nintedanib treatment 

in the TN16 group was verified. In contrast, laminin 5 increased in TC16 group and 

decreased after nintedanib treatment in the TN16 group. There were no differences in α-

actin expression with nintedanib treatment. The IGFR1 increased in TC16 group and 

decreased in TN16 group. To conclude, the nintedanib treatment delayed the prostate cancer 

progression, strongly in the 12 week old mice, in agreement with decrease of vascularization 

maximum points. The cancer severity decrease in 16 week old treated mice. The 

dystroglycan complex could be pointed to as a good indicator of tumor progression in the 

TRAMP model, considering the its restoration was associated to the reduction of prostate 

adenocarcinoma. We conclude that Nintedanib promoted modulatory effects on the cancer 

progression in early stages of the dorsolateral lobe, actually in the structural restoration of 

the prostate microenvironment. 
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é translocado para o núcleo. Dessa forma, os hormônios esteróides regulam a sobrevivência 

das células epiteliais através de receptores estromais (Kurita et al. 2001; Ksing et al. 2001; 

Tindall e Rittmaster 2008).  

Embora a próstata seja primariamente regulada por andrógenos, o seu 

desenvolvimento é sensível a outros hormônios, como os estrógenos, que podem atuar 

estimulando proliferação, tanto em condições normais como durante a formação de alterações 

lesivas. Os efeitos estrogênicos ocorrem através da ligação desses hormônios a receptores 

estrogênicos específicos  e , os quais são predominantemente expressos no estroma e no 

epitélio, respectivamente (Lau et al. 2000; Ellem e Risbridger 2010).  

Em países desenvolvidos, o câncer de próstata (CaP) é o câncer mais 

diagnosticado em homens (Torre et al. 2015). No Brasil, o CaP é o de maior incidência entre 

os homens em todas as regiões do país, sem considerar os tumores de pele não melanoma 

(INCA 2016). O CaP é considerado uma doença epitelial e seu desenvolvimento requer 

desequilíbrio hormonal e mudanças no microambiente prostático, como por exemplo, as que 

estão presentes na senescência (Olumi et al. 1999; Montico et al. 2011. Montico et al. 2015a). 

A progressão tumoral está relacionada ao aumento do crescimento epitelial, 

morfologia tecidual neoplásica e habilidade invasiva que, no CaP, ocorrem através do 

aumento da angiogênese e processo de metástase (Gingrich et al. 1996; Olumi et al. 1999; 

Huss et al. 2001). Em vista disso, a literatura especializada evidencia que a interação entre 

estroma e epitélio desempenha papel crucial no crescimento e desenvolvimento do CaP. Os 

processos de crescimento, invasão tumoral e metástase envolvem mudanças na integridade e 

estrutura da matriz extracelular e membranas celulares para o destacamento e migração das 

células cancerígenas (Bostwick e Brawer 1987; Tuxhorn et al. 2002a; Niu e Xia 2009).  

Componentes estromais do microambiente adjacente ao epitélio atuam 

coordenadamente quando o epitélio sofre danos. As alterações fenotípicas e genotípicas que 

ocorrem em resposta a esses danos, têm sido referidas como estroma reativo. Esse 

microambiente estromal tem sido apontado como importante fator para o crescimento e 

desenvolvimento do câncer (Barron e Rowley 2012). O estroma reativo é caracterizado pela 

presença de miofibroblastos, células que apresentam características em comum com 

fibroblastos e músculo liso (Krušlin et al. 2015).  

 Neste contexto, Montico e colaboradores demonstraram que a terapia anti-

angiogênica diminuiu a expressão de marcadores do estroma reativo, como α-actina e 

vimentina, indicando a participação da angiogênese no desenvolvimento do estroma reativo 

(Montico et al. 2015b).  
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Além disso, fatores de crescimento fibroblásticos (FGF) e seus receptores (FGFR) 

são uma ampla família de polipeptídeos de crescimento que podem se ligar aos componentes 

da membrana basal, como heparan-sulfato, o qual desempenha importante papel em suas vias 

de sinalização. A maior fonte de FGF na próstata humana é o estroma onde atua como fator 

de crescimento parácrino para as células epiteliais. Os andrógenos podem interferir na 

resposta das células do CaP à sinalização de fatores de crescimento, promovendo a 

tumorigênese e metástase.  Assim, alteração da expressão desses fatores pode ter uma 

variedade de efeitos, incluindo a proliferação de células, estimulação ou inibição de morte 

celular e ainda, prejudicando as interações entre o epitélio e o estroma (Giri et al. 1999; 

Powers et al. 2000; Zhu e Kyprianou 2008; Kwabi-Addo et al. 2004).  

Com relação ao fator de crescimento homólogo à insulina (IGF), é conhecido que 

essa molécula apresenta efeitos mitogênicos, anti-apoptóticos e pró-tumorigênicos, inclusive 

na próstata. Estudos demonstram que o receptor de IGF1 (IGFR1) está expresso no CaP e que 

está associado ao grau de agressividade do tumor. Além disso, é conhecido que o LDL da 

próstata apresentou, no período da senescência, desequilíbrio caracterizado por lesões 

proliferativas, inflamação e aumento de IGFR1, assemelhando-se ao microambiente 

verificado em camundongos transgênicos para adenocarcinoma de próstata (TRAMP) (Cohen 

et al. 1991; Dunn et al. 1997; Ryan et al. 2007; Montico et al. 2014).  

Hetzl e colaboradores, avaliando diferentes graus de CaP em homens, verificaram 

atividades opostas entre a vimentina e a α-actina associada a característica proliferativa dos 

miofibroblastos, indicando o papel fundamental dessas células na desorganização tecidual e 

no desenvolvimento do adenocarninoma prostático. Também, os mesmos autores relataram 

aumento de FGF tanto nos tipos de lesões de baixo como de alto grau, bem como o 

envolvimento desses fatores com o início das alterações malignas (Hetzl et al. 2014).  

No que se refere à distroglicana (DG), sabe-se que essa é uma proteína integral da 

membrana que se encontra expressa em uma variedade de tecidos, interagindo com proteínas 

extracelulares. A DG é formada por duas subunidades, a α e a β, que são traduzidas por um 

único mRNA, sendo posteriormente clivadas em duas proteínas associadas não 

covalentemente. Enquanto a subunidade α interage com laminina, perlecan, entre outros, a 

subunidade β se liga ao citoesqueleto (Brennan et al. 2004; Barresi e Campbell 2006).  

Estudos têm relatado que a expressão da DG é regulada por andrógenos, 

reduzindo significativamente no CaP e sugerindo que essa ocorrência contribui para a 

desorganização da matriz extracelular e para a progressão dessa doença (Sgambato et al. 

2007; Mitchell et al. 2013). Mitchell e colaboradores, através de estudos in vitro com 
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linhagens celulares do CaP, observaram que a perda da função da DG está associada ao 

aumento da tumorigenicidade e que a alteração da função da DG é uma consequência do 

fenótipo do câncer (Mitchell et al. 2013). Em adição, a literatura especializada demonstra que 

a DG desempenha papeis importantes nas respostas entre as células epiteliais e membrana 

basal, incluindo controle do crescimento, organização do citoesqueleto e polaridade celular 

(Muschler et al. 2002).  

Shimojo e colaboradores, demonstraram que ocorre redução da glicosilação de α-

DG em células de carcinoma de próstata diminuindo os níveis proteicos da dessa subunidade, 

o que está associado ao aumento de invasão de células epiteliais no estroma. Em adição, o 

grupo reportou que a associação da laminina com α-DG na lamina basal de células 

neoplásicas do tecido prostático está ausente (Shimojo et al. 2011). Além disso, a literatura 

relata a redução de β-DG em diferentes tipos de câncer (Cross et al. 2008).  

Com relação a lamina, é conhecido que essa é representada por uma família de 

proteínas heterotriméricas com subunidades αβγ, encontrada na membrana basal, onde se liga 

aos componentes dessa estrutura como heparan sulfato, colágeno tipo IV, dentre outros 

(Domogatskaya et al. 2012). Ainda, durante a invasão tumoral ocorre perda da barreira da 

membrana basal, onde é observado padrão descontínuo da marcação de laminina. Em adição, 

estudos demonstraram que a ligação da laminina com α-DG pode desempenhar a função de 

supressão tumoral (Kleinman e Weeks 1989; Patarroyo et al. 2002; Bao et al. 2009). Nesse 

contexto, diversos modelos experimentais têm sido desenvolvidos para estudar os aspectos 

biológicos e genéticos do desenvolvimento do CaP (Chiaverotti et al. 2008).  

O camundongo TRAMP é um desses modelos animais que são frequentemente 

utilizados no estudo do CaP. No modelo TRAMP, o antígeno SV40 é expresso em células 

epiteliais secretoras da próstata sob o controle do gene promotor andrógeno-sensível 

probasina de rato. Nos TRAMP, as lesões desenvolvem-se de forma progressiva, multifocal e 

heterogênea assemelhando-se ao CaP clínico com relação à progressão, independência de 

andrógeno e a bioquímica (Greenberg et al. 1995; Foster et al. 1997; Kaplan-Lefko et al. 

2003).   

O modelo TRAMP desenvolve formas progressivas do CaP durante seu tempo de 

vida, sendo que a neoplasia intraepitelial prostática (NIP) pode apresentar-se entre 6 e 12 

semanas de idade e todos os animais exibem tumores primários e metastáticos entre 18 e 24 

semanas, sobretudo no LDL da próstata. A partir de 30 semanas, esses animais apresentam 

metástases para nódulos linfáticos e/ou pulmões bem como invasão das vesículas seminais, 
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sendo que sua sobrevida varia de 50 à 54 semanas de idade (Greenberg et al. 1995; Gingrich 

et al. 1996).  

Também, o TRAMP tem sido utilizado em estudos de moléculas envolvidas na 

angiogênese, um importante processo presente na progressão do CaP. Entre essas moléculas 

estão FGF (Polnaszek et al. 2003), fator de crescimento homólogo a insulina (Kaplan et al. 

1999) e fator de crescimento endotelial (Huss et al. 2001). A angiogênese é o processo de 

formação de novos vasos sanguíneos a partir de vasos pré-existentes e desempenha 

importante papel no crescimento tumoral, iniciando com a degradação da membrana basal por 

células endoteliais que posteriormente migram (Weidner et al. 1993).  

Considerando a importância da angiogênese na progressão tumoral, estudos tem 

focado suas análises na inibição dos principais reguladores do processo da angiogênese, 

envolvendo uma cascata de receptores de FGF, PDGF (fator de crescimento derivado de 

plaquetas) e VEGF (fator de crescimento do endotélio vascular). Diferentes estudos vêm 

sendo realizados utilizando o nintedanibe (BIBF1120), um inibidor anti-angiogênico da classe 

das tirosino-quinases, na terapia de diferentes tipos de câncer (Awasthi e Schwarz 2015). O 

nintedanibe difere de outros inibidores da angiogênese não apenas pelo seu perfil triplo-

inibidor, mas também na duração da sua ação celular (Capdevila et al. 2014). Ainda, no 

câncer de colo retal, essa droga apontou boa tolerância e bom bloqueio na via de sinalização 

de FGF (Hilberg et al. 2008; Capdevila et al. 2014).   

Kutluk e colaboradores demonstraram que o nintedanibe interrompeu a transição 

epitélio-mesenquimal em modelos de câncer de pulmão e pâncreas (Kutluk et al. 2013). Em 

adição, a administração de nintedanibe exerceu efeitos na reversão da transição epitélio-

mesenquimal através da restauração da expressão de E-caderina via regulação de dois genes 

mesenquimais além de apresentar efeitos anti-fibróticos e anti-inflamatórias em doenças 

estromais (Wollin et al. 2014; Huang et al. 2015; Rangarajan et al. 2016).  

Segundo Kudo e colaboradores, o nintedanibe apresentou potentes atividades 

antitumorais e anti-angiogênicas no tratamento de hepatocarcinoma in vivo (Kudo et al. 

2011). Ainda, BIBF 1120 se mostrou eficiente na diminuição do crescimento tumoral nas 

doses de 100/mg/kg/dia, 50/mg/kg/dia e 10mg/kg/dia em camundongos inoculados com 

células humanas de carcinoma da cabeça e do pescoço (Hilberg et al. 2008).  

 

 

4. JUSTIFICATIVA 
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A próstata é um dos órgãos mais acometidos por lesões tanto malignas quanto 

benignas, além disso, destacamos seu fundamental papel no processo reprodutivo masculino. 

Isto posto, diferentes estudos vêm sendo desenvolvidos sobre a biologia celular, molecular e 

endocrinológica desse órgão. A interação entre epitélio e estroma da próstata, bem como a 

importância e manutenção da integridade da membrana basal são indicados como importantes 

fatores para o desenvolvimento e progressão tumoral nessa glândula, embora poucos estudos 

tenham detalhado o comportamento dos elementos estruturais nos diferentes estágios do 

câncer de próstata. Além disso, existem relatos na literatura que apontam o envolvimento dos 

fatores de crescimento fibroblásticos tanto no desenvolvimento quanto na progressão tumoral. 

Assim, a avaliação de drogas que interfiram nas vias de funcionamento desses fatores é 

promissora para o desenvolvimento de terapias destinadas ao tratamento do câncer de 

próstata, bem como a caracterização de diferentes elementos importantes para estrutura e 

funções celulares, incluindo moléculas de adesão, membrana basal, dentre outros, que são 

fundamentais para a avaliação da eficiência de drogas tanto para o desenvolvimento quanto 

para a progressão tumoral. 

 

5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo geral: 

 

O principal objetivo do presente estudo foi caracterizar a morfologia, além de 

moléculas envolvidas na estrutura da membrana basal, matriz extracelular, bem como nos 

processos de angiogênese e mitogênese no lobo dorsolateral da próstata de camundongos 

transgênicos para o adenocarcinoma de próstata em diferentes estágios iniciais de 

desenvolvimento tumoral, com e sem tratamento com a droga nintedanibe. 

 

5.2 Objetivos específicos: 

 

a) Caracterizar a estrutura do lobo dorsolateral da próstata de animais TRAMP em 

diferentes estágios da progressão do câncer com e sem tratamento com a droga nintedanibe; 

b) Imunolocalizar as moléculas de α-distroglicana, laminina 5, α-actina e IGFR1 

no lobo dorsolateral da próstata de camundongos TRAMP, em diferentes estágios de 

progressão tumoral, com e sem tratamento com a droga nintedanibe; 
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c) Quantificar o nível proteico de β-distroglicana, laminina 1, α-actina e IGFR1, 

no lobo dorsolateral da próstata de camundongos TRAMP, transgênico para o 

adenocarcinoma de próstata em diferentes estágios de progressão tumoral, com e sem 

tratamento com a droga nintedanibe; 

d) Determinar a densidade de microvasos através da imunulocalização de CD31 

no lobo dorsolateral da próstata de camundongos TRAMP, em diferentes estágios de 

progressão tumoral, com e sem tratamento com a droga nintedanibe. 
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 6.1. Resumo   

 

A progressão do câncer de próstata depende da proliferação epitelial, habilidade invasiva, 

além de fatores de crescimento. Nintedanibe (BIBF 1120) tem sido relatado como inibidor das 

vias de FGF e VEGF, exibindo atividades antitumorais. Em adição, o camundongo 

transgênico para adenocarcinoma de próstata (TRAMP) é um modelo frequentemente 

utilizado no estudo do câncer de próstata. Assim, o presente estudo objetivou caracterizar a 

morfologia, além de moléculas envolvidas na estrutura da membrana basal, matriz 

extracelular, bem como nos processos de angiogênese e mitogênico no lobo dorsolateral da 

próstata de camundongos TRAMP em diferentes estágios iniciais de desenvolvimento 

tumoral, com e sem tratamento com a droga nintedanibe. Para tanto, 45 camundongos machos 

transgênicos da linhagem TRAMP foram divididos em: grupos controles, eutanasiados com 8 

(TC8), 12 (TC12) e 16 (TC16) semanas de idade e grupos tratados com nintedanibe na dose 

de 10 mg/Kg/dia durante 4 semanas e eutanasiados com 12 (TN12) e 16 (TN16) semanas de 

idade. O lobo dorsolateral dos camundongos dos grupos experimentais foi coletado para a 

avaliação de microscopia de luz, imunohistoquímica, Western Blotting e análise da densidade 

de microvasos. Os grupos controles TC12 e TC16 apresentaram predominância de neoplasia 

intraepitelial prostática (NIP) de baixo e alto grau, respectivamente. O tratamento com 

nintedanibe aumentou a frequência de áreas sem lesão, além de diminuir NIP de baixo grau e 

densidade de máxima vascularização no grupo TN12. Em adição, nintedanibe diminuiu a 

ocorrência de adenocarcinoma bem diferenciado e aumentou α e β distroglicanas, no grupo 

TN16, sendo que estes últimos estavam diminuídos no grupo TC16. Também, a laminina 1 

diminuiu nos animais controles TRAMP e aumentou com o tratamento no grupo TN16. Em 

contraste, a laminina 5 aumentou nos animais do grupo TC16 e diminuiu com o tratamento do 

grupo TN16. Diferenças na expressão de α-actina não foram observadas com o tratamento. 

Identificamos aumento de IGFR1 no grupo TC16 e diminuição deste no grupo TN16. Assim, 

concluímos que nintedanibe levou ao atrasou da progressão do câncer de próstata mais 

efetivamente nos camundongos com 12 semanas de idade, além da diminuição da severidade 

desse câncer na idade de 16 semanas. O complexo distroglicana se mostrou um indicador de 

progressão tumoral no modelo TRAMP, visto que sua restauração está relacionada à 

diminuição de adenocarcinoma bem diferenciado da próstata. Concluímos que o nintedanibe 

promoveu efeitos modulatórios sobre a progressão do câncer no lobo dorsolateral em seus 

estágios iniciais, sendo expressivos na restauração estrutural do microambiente prostático. 
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6.2. Introdução 

 

A próstata é uma glândula sexual acessória que é essencial para os processos 

reprodutivos, cuja secreção tem papel fundamental na motilidade dos espermatozoides 

(Elzanaty et al. 2002). De forma geral, a próstata de roedores, incluindo o camundongo, é uma 

glândula multilobulada, dividida em quatro pares de lobos; anterior ou glândula de coagulação 

(LA), dorsal (LD), lateral (LL) e ventral (LV), situados ao redor da uretra prostática. Os lobos 

dorsal e lateral são frequentemente descritos em conjunto, e referidos como o lobo 

dorsolateral (LDL), pois compartilham um sistema de ducto comum (Marker et al. 2003; 

Sugimura et al. 1986). 

Em países desenvolvidos, o câncer de próstata (CaP) é o câncer mais 

frequentemente diagnosticado em homens (Torre et al. 2015). É conhecido que a progressão 

tumoral está relacionada ao aumento do crescimento epitelial, levando a morfologia tecidual 

neoplásica, além da habilidade invasiva e aumento dos processos de angiogênese e metástase 

na próstata (Gingrich et al. 1996; Huss et al. 2001; Olumi et al. 1999).  

Em vista disso, a literatura especializada evidencia que a interação entre estroma e 

epitélio desempenha papel crucial no crescimento e desenvolvimento do CaP. Os processos de 

crescimento, invasão tumoral e metástase envolvem mudanças na integridade e estrutura da 

matriz extracelular e membranas celulares para o destacamento e migração das células 

cancerígenas (Bostwick and Brawer 1987; Niu and Xia 2009; Tuxhorn et al. 2002a). 

Nesse contexto, os componentes estromais do microambiente adjacente ao epitélio 

atuam coordenadamente quando o epitélio sofre danos, sendo eles malignos ou não. As 

alterações fenotípicas e genotípicas que ocorrem em resposta a esses danos, têm sido referidas 

como estroma reativo.  Esse microambiente estromal tem sido apontado como importante 

fator para o crescimento e desenvolvimento do câncer (Barron and Rowley 2012). O estroma 

reativo é caracterizado pela presença de miofibroblastos, células que apresentam 

características em comum com fibroblastos e músculo liso e estão relacionadas com o 

carcinoma (Krušlin et al. 2015). 

Montico e colaboradores demonstraram que a terapia anti-angiogênica diminuiu a 

expressão de marcadores do estroma reativo, α-actina e vimentina, indicando a participação 

da angiogênese no desenvolvimento do estroma reativo. 

Estudos têm relatado que a expressão da distroglicana (DG) é regulada por 

andrógenos e reduz significativamente no CaP, sugerindo que essa ocorrência contribui para a 

desorganização da matriz extracelular e para a progressão dessa doença (Mitchell et al. 2013; 
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Sgambato et al. 2007). A DG é formada por duas subunidades, a α e a β, que são traduzidas 

por um único mRNA e posteriormente é clivada em duas proteínas associadas não 

covalentemente (Barresi and Campbell 2006; Brennan et al. 2004).  Mitchell e colaboradores, 

através de estudos in vitro com linhagens celulares do CaP, observaram que a perda da função 

da DG está associada ao aumento da tumorigenicidade e que a alteração da função da DG é 

uma consequência do fenótipo do câncer (Mitchell et al. 2013). Ainda, a literatura 

especializada demonstrou que a DG desempenha papeis importantes nas respostas entre as 

células epiteliais e membrana basal, incluindo controle do crescimento, organização do 

citoesqueleto e polaridade celular (Muschler et al. 2002). 

Já a laminina é uma família de proteínas heterotriméricas com subunidades αβγ, 

encontrada na membrana basal onde se liga aos componentes dessa estrutura (heparan sulfato, 

colágeno tipo IV, etc).  Durante a invasão tumoral, ocorre perda da barreira da membrana 

basal onde é observado um padrão descontínuo da marcação de laminina. Ainda, autores 

indicam que a ligação da laminina com α-DG pode desempenhar a função de supressão 

tumoral (Bao et al. 2009; Kleinman and Weeks 1989; Patarroyo et al. 2002). 

Além disso, é conhecido que fatores de crescimento de fibroblastos (FGF) e seus 

receptores (FGFR) são uma ampla família de polipeptídeos de crescimento que podem se ligar 

aos componentes da membrana basal, como heparan-sulfato, o qual desempenha importante 

papel em suas vias de sinalização. A maior fonte de FGF na próstata humana é o estroma 

onde atua como fator de crescimento parácrino para as células epiteliais. A alteração da 

expressão desses fatores pode ter uma variedade de efeitos, incluindo a proliferação de 

células, estimulação ou inibição de morte celular e ainda, prejudicando as interações entre o 

epitélio e o estroma (Giri et al. 1999; Kwabi-Addo et al. 2004; Powers et al. 2000; Zhu and 

Kyprianou 2008).  

Com relação ao fator de crescimento homologia à insulina (IGF), é conhecido que 

apresenta efeitos mitogênicos, anti-apoptóticos e pró-tumorigênicos, inclusive na próstata. 

Estudos demonstram que o receptor de IGF1 (IGFR1) está expresso no CaP e metástase e que 

está associado ao grau de agressividade do tumor.  Além disso, o LDL da próstata apresentou, 

na senescência, desequilíbrio caracterizado por lesões proliferativas, inflamação e aumento de 

IGFR1, assemelhando-se ao microambiente verificado em doenças dos camundongos 

transgênicos para adenocarcinoma de próstata (TRAMP) (Cohen et al. 1991; Dunn et al. 

1997; Montico et al. 2014; Ryan et al. 2007). 

Nesse contexto, diversos modelos experimentais têm sido desenvolvidos para 

estudar os aspectos biológicos e genéticos do desenvolvimento do CaP. (Chiaverotti et al. 
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2008). O camundongo TRAMP é um desses modelos animais que são frequentemente 

utilizados no estudo do CaP, onde o antígeno SV40 é expresso em células epiteliais secretoras 

da próstata dos TRAMP sob o controle do gene promotor andrógeno-sensível probasina de 

rato. Nos animais TRAMP, as lesões desenvolvem-se de forma progressiva, multifocal e 

heterogênea assemelhando-se ao CaP clínico com relação à progressão, independência de 

andrógeno e a bioquímica (Foster et al. 1997; Greenberg et al. 1995; Kaplan-Lefko et al. 

2003). 

Também, o modelo TRAMP tem sido utilizado em estudos de moléculas 

envolvidas na angiogênese, um importante processo presente na progressão do CaP, entre 

essas moléculas estão FGF (Polnaszek et al. 2003), IGF (Kaplan et al. 1999) e fator de 

crescimento do endotélio vascular (VEGF) (Huss et al. 2001). A angiogênese é o processo de 

formação de novos vasos sanguíneos a partir de vasos pré-existentes e desempenha um 

importante papel no crescimento tumoral, iniciando com a degradação da membrana basal por 

células endoteliais que posteriormente migram  (Weidner et al. 1993).  

Assim, considerando a importância da angiogênese na progressão tumoral, 

estudos tem se voltado para a inibição de seus principais reguladores, uma cascata de 

receptores de FGF, VEGF e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF). Diferentes 

estudos vêm sendo realizados utilizando o nintedanibe (BIBF1120), um inibidor anti-

angiogênico da classe das tirosino-quinases, em diferentes tipos de câncer. No câncer de colo 

retal, essa droga apontou boa tolerância e bom bloqueio na via de sinalização de FGF. O 

nintedanibe difere de outros inibidores da angiogênese não apenas pelo seu perfil 

triploinibidor, mas também na duração da sua ação celular (Capdevila et al. 2014; Hilberg et 

al. 2008). 

Kutluk e colaboradores demonstraram nintedanibe interrompeu a transição 

epitélio-mesenquima em modelos de câncer de pulmão e pâncreas (Kutluk Cenik et al. 2013). 

Em adição, o nintedanibe exerceu efeitos na reversão da transição epitélio-mesenquimal 

através da restauração da expressão da E-caderina via regulação de dois genes mesenquimais, 

além de apresentar efeitos anti-fibróticos e anti-inflamatórias em doenças estromais (Huang et 

al. 2015; Rangarajan et al. 2016; Wollin et al. 2014). 

Segundo Kudo e colaboradores nintedanibe apresentou potentes atividades 

antitumorais e antiangiogênicas no tratamento de hepatocarcinoma in vivo (Kudo et al. 2011). 

Ainda, BIBF 1120 se mostrou eficiente na diminuição do crescimento tumoral nas doses de 

100/mg/kg/dia, 50/mg/kg/dia e 10mg/kg/dia em camundongos inoculados com células 

humanas de carcinoma da cabeça e do pescoço (Hilberg et al. 2008). 
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Assim, o objetivo do presente estudo foi caracterizar a morfologia, além de 

moléculas envolvidas na estrutura da membrana basal, matriz extracelular, bem como nos 

processos de angiogênese e mitogênese no LDL da próstata de camundongos transgênicos 

para o adenocarcinoma de próstata em diferentes estágios iniciais de desenvolvimento 

tumoral, com e sem tratamento com a droga Nintedanibe. 

 

6.3 Material e Métodos 

 

 6.3.1. Animais e Procedimento Experimental 

 

No presente trabalho foram utilizados 45 camundongos machos transgênicos da 

linhagem TRAMP (C57BL/6-Tg (TRAMP)8247Ng/J X FVB/NJ) F1/J) obtidos no Centro 

Multidisciplinar para Investigação Biológica da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/ 

UNICAMP). Todos os animais obtidos do CEMIB receberam água e ração ad libitum 

(Nuvilab, Colombo, PR, Brasil) e foram mantidos no Biotério do Departamento de Biologia 

Celular e Estrutural (Área de Anatomia) do Instituto de Biologia até atingirem a idade 

experimental para cada grupo de tratamento. Todos os cruzamentos e tipagem genotípica para 

garantir que ocorreu a instalação da transgene foram realizados no CEMIB/UNICAMP. Os 

camundongos da linhagem TRAMP foram importados da The Jackson Laboratory com 

posterior instalação da colônia no CEMIB/UNICAMP com financiamento da FAPESP 

(Projeto 2010/51112-5). Os animais tratados receberam 10mg/Kg/dia de nintedanibe, o qual 

foi obtido pela empresa APExBIO An Apopitosis and Epigenetics Company, seguindo a 

metodologia experimental modificada de (Hilberg et al. 2008) e (Bousquet et al. 2011). Os 

animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais (Figura 1) (n=9): 

 

 Grupo TRAMP Controle 8 (TC8): Camundongos TRAMP eutanasiados com 

08 semanas de idade. 

 Grupo TRAMP Controle 12 (TC12): Camundongos TRAMP com 08 

semanas de idade, que receberam veículo (Tween 20 - 10%), via gavagem, sendo 

administrado 5 doses durante 4 semanas e eutanasiados com 12 semanas de idade. 

 Grupo TRAMP Controle 16 (TC16): Camundongos TRAMP com 12 

semanas de idade, que receberam veículo (Tween 20 - 10%), via gavagem, sendo 

administrado 5 doses durante 4 semanas e eutanasiados com 16 semanas de idade. 
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 Grupo TRAMP Nintedanibe 12 (TN12): Camundongos TRAMP com 08 

semanas de idade, tratados com nintedanibe (10mg/Kg/dia) diluído em Tween 20 (10%) via 

gavagem, sendo administrado 5 doses durante 4 semanas e eutanasiados com 12 semanas de 

idade. 

 Grupo TRAMP Nintedanibe 16 (TN16): Camundongos TRAMP com 12 

semanas de idade, tratados nintedanibe (10mg/Kg/dia) diluído em Tween 20 (10%) via 

gavagem, sendo administrado 5 doses durante 4 semanas e eutanasiados com 16 semanas de 

idade. 

 

 

        Figura 1: Representação esquemática do delineamento experimental. 

 

Após atingirem as idades nos diferentes grupos experimentais, os animais foram 

pesados em balança analítica Denver P-214 (Denver Instrument Company, Arvada, CO, 

EUA), anestesiados com Cloridrato de Xilazina 2% (5mg/kg i.m.; König, São Paulo, Brasil) e 

Cloridrato de Cetamina 10% (60mg/kg, i.m.; Fort Dodge, Iowa, EUA) e eutanasiados. 

Amostras do lobo dorsolateral da próstata foram coletadas e submetidas às análises 

morfológica, através de microscopia de luz, imunohistoquímica e Western Blotting. Todo o 

experimento foi realizado através das normas vigentes de experimentação animal (Protocolo 

CEUA/Unicamp nº 3649-1). 

 

6.3.2. Microscopia de Luz 

 

Amostras do lobo dorsolateral da próstata de 5 animais de cada grupo foram 

coletadas e fixadas em solução de Bouin. Após a fixação, os tecidos foram lavados em álcool 
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etílico a 70%, com posterior desidratação em uma série crescente de álcoois. Posteriormente, 

os fragmentos foram diafanizados em xilol por 2 horas e inclusos em paraplast (Paraplast 

Plus, ST. Louis, MO, EUA). Em seguida, os materiais foram seccionados no micrótomo Hyrax 

M60 (Zeiss, Munique, Alemanha) com espessura de 5µm, corados em Hematoxilina-Eosina e 

Tricrômico de Masson (Junqueira et al. 1979) e fotografados no fotomicroscópio Nikon 

Eclipse E-400 (Nikon, Tóquio, Japão).  

Em seguida, 8 regiões aleatórias foram utilizadas para a quantificação dos 

diferentes tipos de lesões morfológicas. Para tal, em cada uma das 8 regiões foram 

demarcadas em 4 quadrantes. Em cada quadrante o tecido prostático foi classificado em 

epitélio sem lesão, em NIP de baixo grau, em NIP de alto grau e em adenocarcinoma bem-

diferenciado. Ao final, um total de 160 quadrantes foram analisados por grupo (modificado de 

(Kido et al. 2016). 

 

 6.3.3. Análise da densidade de microvasos  

 

A determinação da densidade de microvasos foi realizada através da contagem da 

frequência de marcação positiva de CD31 em vasos sanguíneos na região estromal glandular, 

adjacente ao epitélio ou não de 5 animais em cada um dos grupos experimentais. Para tal, 

foram utilizadas 8 regiões aleatórias de cada um dos 5 animais submetidos a 

imunohistoquímica para CD31, utilizando objetiva de 40X. O LDL da próstata foi avaliado no 

fotomicroscópio (Nikon Eclipse E-400), utilizando o programa Nis-Elements: Advanced 

Research (USA) para a contagem de microvasos positivos para CD31. O critério para tal 

contagem, baseou-se em Weidner et al. 1993, onde qualquer célula ou grupo de células 

endoteliais com coloração acastanhada, nitidamente distintos de microvasos adjacentes e de 

outros elementos de tecido conjuntivo foram considerados como microvasos contabilizáveis. 

Além disso, a presença de lúmen não foi necessária para que uma estrutura seja definida como 

um microvaso (Weidner et al. 1993). A densidade de microvasos foi expressa através da 

média obtida após o procedimento de contagem, além da densidade máxima (Hochberg et al. 

2002; Montico et al. 2015). 

 

   6.3.4. Imunomarcação das moléculas de: CD31, alfa-distroglicana (α-DG), laminina 5 

(α3), alfa actina (α-actina) e IGFR1 
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Amostras do LDL de 4 animais de cada grupo experimental foram coletadas (os 

mesmos utilizados para microscopia de luz). A seguir, cortes do tecido prostático com cinco 

micrômetros de espessura foram obtidos no micrótomo (Hyrax M60, Zeiss, Alemanha) e 

coletados em lâminas silanizadas. A recuperação antigênica foi realizada por incubação dos 

cortes em tampão citrato (pH 6.0) a 100ºC por 15 minutos em microondas (potência de 750 

W) ou tratamento com proteinase K, dependendo das características de cada anticorpo. O 

bloqueio das peroxidases endógenas foi obtido com H2O2 (0,3% em metanol) por 15 minutos, 

com posterior incubação em solução bloqueadora com albumina soro bovino (3%), em 

tampão TBS-T por 1 hora em temperatura ambiente. Posteriormente, os antígenos CD31, alfa 

distroglicana (-DG), laminina 5 (3), α-actina e IGFR1 foram localizados através dos 

anticorpos: policlonal rabbit H0410 (SC-1506) para CD31, policlonal rabbit H-300 (sc-

28534) (Santa Cruz Biotchenollogy) para alfa distroglicana (-DG), policlonal rabbit H-187 

(sc-20143) (Santa Cruz Biotchenollogy ) para laminina 3, policlonal rabbit (ab5694) 

(Abcam, EUA) para α-actina, policlonal rabbit N-20 (sc-720) (Santa Cruz Biotchenollogy) 

para IGFR1, diluídos (1:50) em BSA 1% e armazenados overnight a 4 ºC. O kit Envision 

HRP (Dako Cytomation Inc., Carpenteria, CA, USA) foi usado para detecção dos antígenos, 

de acordo com as instruções do fabricante. Após lavagem com tampão TBS-T, os cortes 

foram incubados com anticorpo secundário HRP conjugado proveniente do kit Envision 

(Dako) por 40 minutos e, posteriormente revelados com diaminobenzidina (DAB). Para a 

contra-coloração destes foi utilizado Hematoxilina de Harris. As lâminas foram desidratadas, 

montadas e avaliadas no fotomicroscópio. Os cortes prostáticos de cada grupo foram 

avaliados através do precipitado acastanhado de DAB, o qual indica a imunoreatividade 

positiva dos anticorpos. Para a quantificação de imunoreatividade positiva para alfa-

distroglicana (α-DG), laminina 5 (α3), alfa actina (α-actina) e IGFR1, 8 regiões aleatórias 

foram utilizadas de 4 animais de cada um dos grupos experimentais, sendo avaliados através 

de objetiva de 40X. Destaca-se que a quantificação para laminina 5 (α3) foi particularmente 

realizada na região estromal adjacente ao ácino glandular.  O tecido prostático foi avaliado no 

fotomicroscópio utilizando o programa Nis-Elements: Advanced Research (USA). 

Posteriormente, o retículo de 160 pontos foi utilizado proveniente do programa Image Pro 

Plus, para contagem dos pontos correspondentes à imunomarcação positiva, modificado de 

(Mandarim-de-Lacerda 1995). 
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   6.3.5.  Extração de Proteínas e Western Blotting 

 
Amostras do lobo dorsolateral da próstata foram coletadas de 4 animais de cada 

grupo experimental, pesadas e homogeneizadas através do homogeneizador Polytron 

(Kinematica) por 1 min em 50 μl/mg de tampão de extração RIPA contendo 10% (v/v) Triton 

X-100 and 10 μl/ml de cocktail inibidor de proteases (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA). 

Os extratos dos tecidos foram obtidos por centrifugação durante 20 minutos a 14000 rpm a 

4oC. Uma alíquota de cada amostra foi usada para determinação da concentração de proteínas, 

usando o reagente de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Calif., USA). As amostras 

foram misturadas (1:1) com tampão de amostra 3X (100mM Tris-HCl pH 6.8, 10%β-

mercaptoetanol, 4% SDS and 20% glycerol), incubadas em banho seco a 95ºC por 5 minutos, 

rapidamente congeladas e armazenadas a -70ºC até o momento do uso. O correspondente a 50 

microgramas de proteínas foi aplicado no gel de SDS-poliacrilamida. Após a eletroforese, o 

material foi transferido eletricamente (Sistema Hoefer) para membranas de nitrocelulose 

(Amersham) a 70 V por 3 horas. As membranas foram então bloqueadas com 3% BSA 

diluído em TBS-T por uma hora e incubadas com os anticorpos primários; monoclonal rabbit 

H-242 (sc-28535) (Santa Cruz Biotchenollogy) para beta distroglicana (β-DG), policlonal 

rabbit N-20 (sc-720) (Santa Cruz Biotchenollogy) para IGFR1, monoclonal mouse (ab7817) 

(Abcam, EUA) para α-actina, policlonal rabbit (L9393) (Sigma- Aldrich) para laminina 1 na 

diluição 1:500. Após lavagem com tampão TBS-T, as membranas foram incubadas por 2 

horas com os anticorpos secundários anti-rabbit e anti-mouse na diluição de 1:2000 em 1% 

BSA. Após nova série de lavagens com TBS-T, a atividade da peroxidase foi detectada 

através da incubação das membranas com solução quimioluminescente (Pierce 

Biotechnology, Rockford, 500 ml) por 5 minutos, seguido pela captura da fluorescência 

através do equipamento Gene Gnome e do programa Gene Syns (Syngene Bio Imaging, 

Cambridge, UK). ]o anticorpo para β-actina, mouse monoclonal anti-b-actin (sc- 81,178) 

(Santa Cruz Biotechnology, CA) foi utilizado como controle endógeno para comparação entre 

os grupos experimentais. A intensidade dos antígenos das bandas em cada grupo experimental 

foi determinada por densitometria através do programa Image J (Image Analysis e precessado 

em Java) e foi e expressa como média percentual ± desvio padrão em relação à intensidade da 

banda de β-actina para cada um dos grupos experimentais. 

 

6.3.6 Análise Estatística  
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Os parâmetros quantificados na morfologia, imunohistoquímica, Western Blotting 

e na determinação da densidade de microvasos foram analisados estatisticamente para os 

diferentes grupos. Para análise estatística foram empregados o Test-T de Student e a análise 

de variância (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para comparação entre médias. Todas as 

análises foram realizadas com nível de significância de 5% (Zar 1999). 

 

6.4 Resultados 

 

6.4.1. Análise Morfológica 

 

Grupo TRAMP Controle 8 (TC8) 

 

O lobo dorsolateral dos camundongos com 8 semanas de idade apresentou ácinos 

com frequente pregueamento na mucosa. O epitélio secretor caracterizou-se pela variação de 

células cúbicas com núcleos centrais e células colunares com núcleos basais. A ocorrência de 

NIP de baixo grau foi identificada, cujas células demonstraram núcleos e nucléolos 

proeminentes, caracterizando proliferação celular, conforme apresentado na Figura 2 a. O 

estroma prostático mostrou-se composto por células musculares lisas alongadas entremeadas a 

componentes fibrilares delgados, os quais se encontraram organizados concentricamente ao 

redor dos ácinos, além de vasos sanguíneos (Figura 2 b). 

 

Grupo TRAMP Controle 12 (TC12) 

 

O epitélio prostático do LDL dos camundongos com 12 semanas de idade mostrou 

aspectos morfológicos semelhantes aos encontrados no grupo TC8, porém, com aumento da 

frequência das alterações. Presença de NIP de alto grau foi identificada com padrão 

cribriforme, o qual é caracterizado por arranjo arquitetural em forma de crivo em direção ao 

lúmen glandular. A membrana basal apresentou-se íntegra, não se identificando pontos de 

descontinuidade. As células secretoras apresentaram citoplasma e núcleo aumentados e este 

último se mostrou menos acidófilo conforme pode ser visto na Figura 2 c. Aparente aumento 

dos componentes estromais fibrilares foi observado. Ainda, células musculares lisas 

hipertróficas e hiperplásicas foram verificadas no estroma prostático (Figura 2 d).  

 

Grupo TRAMP Controle 16 (TC16) 
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As características do epitélio glandular dos camundongos com 16 semanas de 

idade, apesar de se mostrarem semelhantes àquelas encontradas nos grupos TC8 e TC12, 

apresentaram intensificação da frequência de alterações. O epitélio secretor mostrou pontos de 

adenocarcinoma bem diferenciado, com células apresentando núcleos basais de menor 

intensidade de acidofilia que os grupos anteriores. O adenocarcinoma foi caracterizado pela 

invasão de células epiteliais no estroma glandular através de pontos de descontinuidade da 

membrana basal em direção ao estroma prostático (Figura 2 e). Também, o estroma do grupo 

TC16 apresentou aumento acentuado dos componentes estromais fibrilares e celulares quando 

comparado aos demais grupos experimentais, caracterizando hipertrofia estromal (Figura 2 f). 

 

Grupo TRAMP Nintedanibe 12 (TN12) 

 

Os camundongos do grupo TN12 tratados com Nintedanibe apresentaram maior 

frequência de áreas glandulares com ácinos sem lesão, e redução significativa de NIP de baixo 

grau quando comparados ao grupo TC12 (Figuras 2 g e 3 a, b). Em relação à NIP de alto grau 

e ao adenocarcinoma bem diferenciado, não houve diferença estatística significativa (Figura 3 

c, d) quando comparado ao grupo controle de mesma idade. Ainda, o compartimento estromal 

apresentou elementos fibrilares e células musculares lisas delgados, em relação ao grupo 

TC12. Todos esses componentes se encontraram distribuídos ao redor dos ácinos sendo que as 

células musculares lisas não se mostraram hipertróficas (Figura 2 h). 

 

Grupo TRAMP Nintedanibe 16 (TN16) 

 

O LDL dos camundongos com 16 semanas de idade também demonstrou maior 

incidência de epitélio secretor sem lesão em relação ao grupo TC16 (Figuras 2 i; 3 a). A 

frequência relativa de NIP, tanto de baixo como de alto grau entre os grupos controle e 

tratado, não apresentou diferença estatisticamente significante (Figura 3 b, c). No entanto, 

diminuição significativa de adenocarcinoma bem diferenciado foi verificada (Figura 3 d). Em 

relação ao estroma, diferenças morfológicas nos constituintes fibrilares e celulares não foram 

verificadas, quando comparado ao grupo controle, caracterizando persistência de células 

musculares lisas hipertróficas e hiperplásicas interposto por espessamento dos elementos 

fibrilares, assim como caracterizado no grupo TC16 (Figura 2 j). 
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6.4.2 Análises de imunohistoquímica e Western Blotting 

 

Grupo TRAMP Controle 8 (TC8) 

 

A densidade de máxima vascularização verificada através da imunomarcação e 

contagem de CD31 no lobo dorsolateral da próstata de camundongos com 8 semanas de idade 

foi de 8,8 e a média obtida foi de 5,2 (Figura 4 a, f, g).  Com relação à imunomarcação de α-

DG, essa foi verificada na região apical das células epiteliais, apresentando 70% de frequência 

(Figura 5 a, f). A análise dos níveis proteicos de β-DG foi de 13,3% em relação ao controle 

endógeno de β-actina no grupo TC8 (Figura 6 a). Com relação à quantificação proteica de 

laminina 1, este grupo apresentou 378% de nível proteico em relação ao controle endógeno de 

β-actina (Figura 6 b). A análise imunohistoquímica da laminina 5 mostrou 19,4% de 

imunoreatividade positiva na região da membrana basal, sendo que a imunomarcação positiva 

apresentou áreas de descontinuidade (Figura 7 a, f). Intensa imunoreatividade positiva para α-

actina foi verificada ao redor dos ácinos prostáticos do grupo TC8, com valor representando 

68,4% (Figura 8 a, f) e os níveis de proteína de α-actina foi de 33,3%, em relação ao controle 

endógeno de β-actina no grupo TC8 (Figura 9 a). Com relação ao IGFR1, a quantificação 

proteica representou 69,3% em relação ao controle endógeno β-actina (Figura 9 b) e a 

imunoreatividade para essa molécula foi de 24,2% no estroma e 22,6% no epitélio glandular 

(Figura 10 a, f, g). 

 

Grupo TRAMP Controle 12 (TC12) 

 

O LDL do grupo TC12 não apresentou diferença estatisticamente significativa, em 

relação ao grupo com 8 semanas de idade (TC8), na densidade de máxima vascularização e 

média de microvasos (Figura 4 b, f, g). Com relação à imunomarcação de α-DG, esta se 

mostrou semelhante ao grupo TC8, sem diferença estatisticamente significativa (Figura 5 b, 

f), bem como a quantificação de nível proteico de β-DG (Figura 6 a). A quantificação proteica 

de laminina 1 apresentou diminuição significativa desta molécula em comparação ao grupo 

TC8 (Figura 6 b). No entanto, a imunomarcação de laminina 5 não apresentou diferenças 

significativas entre os grupos TC8 e TC12 (Figura 7 b, f). A imunoreatividade de α-actina 

apresentou aumento significativo em relação ao grupo TC8 (Figura 9 a, f). A quantificação do 

nível proteico de IGFR1 não apresentou diferença significativa em relação ao TC8, bem como 

a imunomarcação estromal e epitelial em relação ao grupo TC8 (Figuras 9 b; 10 b, f, g). 
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Grupo TRAMP Controle 16 (TC16) 

 

Com relação à densidade de máxima vascularização e média da densidade de 

microvaso, os animais controles com 16 semanas de idade não apresentaram diferenças 

significativas entre os grupos controles (TC8, TC12, TC16) (Figura 4 c, f, g). Diferenças na 

imunomarcação de α-DG não foram verificadas (Figura 5 c, f), bem como para o nível 

proteico de β-DG a, quando considerado o controle endógeno de β-actina para cada grupo 

controle (Figura 6 a). Em relação ao nível proteico de laminina 1, verificou-se diminuição 

significativa quando comparado ao grupo TC8. No entanto, aumento da imunoreatividade 

laminina 5 foi observado (Figura 7 c, f). A imunomarcação e quantificação proteica de α-

actina mostrou aumento significativo no grupo TC16 ao ser comparado com os demais grupos 

controles TC8 e TC12 (figuras 8 c, f; 9 a). Quanto à molécula de IGFR1, diferença 

significativa do nível proteico foi identificada em relação ao grupo TC8. (Figura 9 b). O 

IGFR1 apresentou tendência de aumento em relação ao grupo TC12, apesar dessa diferença 

não ser estatisticamente significativa (figura 10 c, f, g.). 

 

Grupo TRAMP Nintedanibe 12 (TN12) 

 

A densidade de máxima de vascularização foi significativamente menor no grupo 

TN12 em relação ao grupo controle TC12 (Figura 4 b, d, f). No entanto, a média de densidade 

de microvasos não apresentou diferença significativa em relação ao grupo controle (Figura 4 

g). A imunomarcação de α-DG no grupo TN12 apresentou aumento significativo em relação 

ao grupo TC12 (Figura 5 d, f). Já a quantificação proteica de β-DG não diferiu entre os grupos 

TN12 e TC12 (Figura 6 a). No que se refere à quantificação proteica de laminina 1 e 

imunomarcação de laminina 5, diferenças significativas não foram verificadas entre o grupo 

TN12 e o controle TC12 (Figuras 6 b; 7 d, f).  Ainda, a imunomarcação e nível proteico de α-

actina e IGFR1 não apresentaram diferenças significativas com o tratamento de nintedanibe 

dos animais de 12 semanas, quando comparado ao grupo controle TC12 (Figuras 8 e, f; 9 a, b; 

10 d, f, g). 

 

Grupo TRAMP Nintedanibe 16 (TN16) 
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As densidades de máxima vascularização e média de microvasos no lobo 

dorsolateral dos camundongos tratados com Nintedanibe (TN16) não diferiram 

significativamente em comparação ao grupo controle TC16 (Figura 4 e, f, g). O tratamento 

com nintedanibe apresentou aumento significativo de imunoreatividade de α-DG (Figura 5 e, 

f), bem como do nível proteico de β-DG (6 a). Quanto à laminina 1, o nível proteico dessa 

molécula apresentou aumento significativo em relação ao grupo TC16 (Figura 6 b). No 

entanto, diminuição significativa da imunoreatividade de laminina 5 foi observada, em relação 

ao grupo TC16 (Figura 7 e, f). Em relação à α-actina, diferenças significativas em suas 

imunoreatividades e níveis proteicos não foram observadas (Figuras 8 d, 9). Diferenças 

significativas da imunoreatividade de IGFR1 não foram verificadas entre os grupos 

experimentais, embora possa ser observada tendência de diminuição após o tratamento com 

nintedanibe nos animais com 16 semanas de idade. Já a diminuição do nível proteico dessa 

molécula foi significativa em relação ao grupo TC16 (Figuras 9 b, 10 e, f, g). 
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Figura 2: Fotomicrografia do LDL da próstata dos diferentes grupos experimentais. (a) 

Grupo TC8 (a,b): Ácinos com pregueamento da mucosa e epitélio secretor com variação de 

células cúbicas e colunares. Presença de NIP de baixo grau (seta grossa). Estroma composto 

por células musculares lisas entremeadas com componentes fibrilares ao redor dos ácinos. 

Grupo TC12 (c,d): Epitélio predominante colunar com núcleos basais. Presença de NIP de 

alto grau com padrão cribriforme (ponta de seta). Presença de hipertrofia, hiperplasia e 

espessamento dos elementos fibrilares (asterisco). Grupo TC16 (e,f): Epitélio semelhante ao 

grupo TC12, presença de adenocarcinoma bem diferenciado (seta fina). Grupo TN12 (g,h): 

Maior frequência de ácinos sem lesão quando comparado ao grupo TC12. Componentes 

estromais mais delgados sem a caracterização de hiperplasia. Grupo TN16 (i,j): Epitélio sem 

lesão frequente, além de diminuição da ocorrência de adenocarcinoma bem diferenciado. Ep: 

epitélio; Es: estroma; L: lúmen. Hematoxilina e Eosina (a,c,e,g,i), Tricrômico de Massom 

(b,d,f,h,j). 
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6.5 Discussão 

  

Os resultados do presente estudo demonstraram a ação do nintedanibe no atraso 

da progressão do CaP através da restauração de importantes marcadores estruturais. Além 

disso, os resultados indicaram a importância da angiogênese para as alterações estruturais 

prostáticas durante a progressão das lesões neoplásicas. Assim, o tratamento com o 

nintedanibe promoveu o atraso do desenvolvimento das alterações estromais e da 

angiogênese, no grupo TN12, apesar da molécula de α-actina não ter respondido a nenhum 

dos períodos de tratamento. No grupo TN16, também se verificou atraso no desenvolvimento 

das neoplasias, embora não tão expressivo como no grupo TN12. Contudo, diminuição de 

adenocarcinoma bem diferenciado e do receptor de IGF (IGFR1) foi identificado no grupo 

TN16. 

Ainda, nossos achados mostraram progressiva diminuição das áreas sem lesão, 

simultâneo ao aumento progressivo de adenocarcinoma bem diferenciado entre as idades de 8, 

12 e 16 semanas nos camundongos TRAMP sem tratamento. Também, o LDL da próstata 

desses camundongos apresentou hipertrofia estromal. Esses resultados indicaram resposta 

estrutural do estroma ao microambiente glandular com predisposição para o desenvolvimento 

de lesões malignas. 

Segundo a literatura, as interações entre epitélio e estroma são cruciais para a 

resposta da próstata aos hormônios androgênicos, que por sua vez são determinantes para os  

processos do desenvolvimento de lesões e fisiologia normal desse órgão (Hayward and Cunha 

2000). No CaP, é conhecido que há aumento de componentes estromais, como fibras 

colágenas e fibroblastos, apontando que este compartimento está alterado nessa doença  

(Zhang et al. 2003). Em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa foi verificado na 

próstata de camundongos FVB, durante o período da senescência, a ocorrência de 

desorganização estrutural e desequilíbrio hormonal. Essas alterações caracterizaram-se pela 

diminuição de testosterona, presença de hipertrofia estromal e infiltrado de células 

inflamatórias e foram observadas de forma semelhante no modelo TRAMP  (Kido et al. 2014; 

Kido et al. 2016; Montico et al. 2011; Montico et al. 2015). 

Ainda, a literatura tem evidenciado que no LDL de camundongos TRAMP, a 

lesão predominante nas idades de 8 e 12 semanas é a NIP e com 16 semanas o 

adenocarcinoma bem diferenciado é mais frequente (Kaplan-Lefko et al. 2003). Dessa forma, 

o TRAMP tem sido indicado como um bom modelo experimental para a avaliação de 
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fármacos que atuem na prevenção da NIP e neoplasias agressivas  (Berman-Booty et al. 

2012). 

Com relação a α-actina, estudos demonstraram que essa molécula está aumentada 

na próstata do modelo TRAMP e que células musculares lisas estão envolvidas na sinalização 

do processo proliferativo de células epiteliais prostáticas, sugerindo que essas células podem 

participar ativamente das mudanças que ocorrem na remodelação estromal durante o CaP 

(Montico et al. 2015; Yu et al. 2011). Esses achados corroboram com nossos resultados, visto 

que a α-actina aumentou progressivamente com o avanço da idade no modelo TRAMP. 

Ainda, segundo Tuxhorn e colaboradores, durante o desenvolvimento do CaP, o 

compartimento estromal pode ser remodelado como parte de uma resposta adaptativa a um 

novo microambiente glandular com a presença da lesão (Tuxhorn et al 2001). 

De acordo com a literatura, um dos mecanismos pelo qual as células estromais 

afetam a incidência da tumorigênese é a estimulação da angiogênese precoce (Tuxhorn et al. 

2002b). Segundo Montico e colaboradores, a expressão do VEGF e do fator de crescimento 

fibroblástico 2 (FGF-2), além da densidade de microvasos estão aumentados na próstata de 

camundongos TRAMP  (Montico et al. 2015). Ainda, o bloqueio de VEGF nesse modelo a 

partir de 16 semanas de idade, promoveu apoptose das células dos vasos sanguíneos 

concomitante à redução da densidade desses, em tumores indiferenciados (Huss et al. 2003).  

Considerando a importância dos FGF e dos seus receptores no processo da 

angiogênese e progressão do CaP, pesquisas têm sido desenvolvidas sobre a utilização de 

bloqueadores dos receptores de FGF (Brooks et al. 2012). O nintedanibe é um desses 

bloqueadores, o qual foi evidenciado como um agente inibidor de VEGFR, PDGFR e FGFR 

com o potencial de inibição de sinalizações pró-angiogênicas em células vasculares 

endoteliais e na diminuição da produção de matriz extracelular (Hilberg et al. 2008; Wollin et 

al. 2014).  

Sabe-se que mudanças na expressão de FGFs e/ou de seus receptores (FGFR) 

estão envolvidas na progressão do CaP, incluindo a instalação da doença andrógeno-

independente. Além disso, andrógenos podem atuar em células estromais da próstata 

aumentando a transcrição de VEGF e promovendo assim a proliferação de células endoteliais 

(Levine et al. 1998; Wang et al. 2013). Desse modo, as células endoteliais atuariam não 

somente como fonte de suprimento de nutrientes e oxigênio para o crescimento tumoral, mas 

também aumentando o potencial metastático e contribuindo com a intensa habilidade de 

proliferação das células epiteliais (Wu et al. 2007; Zhu and Kyprianou 2008). 



46 
 

Freeman e colaboradores mostraram que camundongos induzidos à expressão 

ectópica de FGFR1, apresentaram NIP de baixo grau nos lobos ventral e dorsolateral da 

próstata, enquanto que aqueles que receberam indução ectópica para FGFR2 não 

apresentaram mudanças fenotípicas frequentes nesses mesmos lobos (Freeman et al. 2003). 

Os mesmos autores ainda reportaram que mesmo com a detecção de FGFR2 em ambos os 

grupos, este não foi suficiente para promover mudanças fenotípicas antes de 12 semanas de 

idade (Freeman et al. 2003). De outra forma, Konno-Takahashi e colaboradores observaram 

que no modelo de camundongo transgênico para expressão de FGF-2, a maioria das glândulas 

do LD apresentaram hiperplasia e aumento da proliferação epitelial, após 22 semanas de 

idade, em comparação aos camundongos sem a transgene  (Konno-Takahashi et al. 2004).  

Com relação ao FGF, foi demonstrado que a inativação dos alelos de FGF2 

promoveu a inibição da progressão do câncer para um fenótipo de tumor indiferenciado e 

metastático Polnaszek et al. 2003.  Em uma outra abordagem, Seghezzie colaboradores 

verificaram que o FGF-2 tem efeito autócrino na modulação da expressão de VEGF pelas 

células endoteliais, induzindo, dessa maneira, a angiogênese (Polnaszek et al. 2003; Seghezzi 

et al. 1998). Em adição, Feng e colaboradores utilizaram AZ8010, um competidor e inibidor 

de FGFR, e demonstraram que a inibição de FGFR promoveu efeito significativo na 

diminuição da habilidade invasiva do que proliferativa em células do CaP (Feng et al. 2012).  

Ainda, Huss e colaboradores, avaliando o processo de angiogênese no TRAMP, 

verificaram que nos eventos iniciais desse processo ocorre a expressão de HIF-1α, um 

indicador de resposta a hipóxia, precedendo a expressão de VEGF. A partir desses resultados, 

os autores propuseram a ocorrência de dois momentos diferentes do processo denominado 

switch angiogênico (Huss et al. 2001). Assim, primeiramente durante o desenvolvimento da 

NIP, verifica-se a migração de vasos sanguíneos para próximo dos ductos prostáticos e o 

início da expressão de VEGF. A seguir, com a progressão do switch angiogênico, esses 

autores observaram mudanças na expressão dos receptores de VEGF, sendo que a expressão 

de VEGFR2, receptor relacionado à proliferação endotelial e sinalizações anti-apoptóticas, foi 

concomitante a perda da expressão do receptor VEGFR1, o qual está associado a migração 

endotelial, no adenocarcinoma indiferenciado (Huss et al. 2001).  

No que se refere ao IGFR1, estudos relataram maior ocorrência desse receptor nas 

áreas de estroma prostático adjacente a células epiteliais tumorais, além de sua expressão 

aumentar no LV do camundongo TRAMP com o avançar da idade (Kido et al. 2016; Ryan et 

al. 2007). Diferentes estudos indicaram que essa maior incidência de IGFR1 em áreas 
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tumorais está relacionada ao aumento dos níveis de transcrição gênica, visto que a sinalização 

de IGF1 promove proliferação epitelial na próstata (Hellawell et al. 2002; Yu et al. 2011).  

A partir de nossos resultados, verificamos que o nintedanibe levou ao atrasou da 

progressão do CaP de forma marcante nos camundongos com 12 semanas de idade, 

correlacionando isso à diminuição dos pontos de máxima vascularização, os quais estão 

associados às lesões glandulares prostáticas no início do processo de switch angiogênico.  O 

tratamento reduziu a incidência de adenocarcinoma bem diferenciado da próstata em 

camundongos com 16 semanas, logo, sendo efetivo na diminuição da severidade do CaP. 

Além disso, podemos hipotizar que os diferentes efeitos do nintedanibe, 

considerando as idades dos animais avaliados, podem ser relacionados às mudanças de 

expressão dos receptores alvos dessa droga, bem como de suas sinalizações estromais e 

epiteliais, no processo de progressão do switch angiogênico. 

Ainda, sugerimos que a resposta inalterada da α-actina ao tratamento com 

nintedanibe pode indicar o não envolvimento direto dessa molécula para o reestabelecimento 

estromal nos estágios iniciais da progressão do CaP, conforme observado no grupo TN12. 

Além disso, a diminuição de IGFR1 com a administração do Nintedanibe no grupo TN16 

reforçou seu envolvimento no processo mitogênico da carcinogênese prostática, caracterizado 

pela diminuição de adenocarcinoma bem diferenciado identificado nesse grupo.  

Com relação a distroglicana (DG), o tratamento com nintedanibe mostrou 

aumento significativo das subunidades α e β DG, particularmente, nos camundongos com 16 

semanas de idade (TN16).  Além disso, nossos resultados demonstraram diminuição 

estatisticamente significativa e progressiva da laminina 1 (α1) nos diferentes grupos 

experimentais sem tratamento, em oposição ao aumento dessa molécula no grupo tratado com 

nintedanibe (TN16). Por outro lado, aumento da laminina 5 (α3) foi identificado com a 

progressão inicial do CaP e diminuição com o tratamento com nintedanibe na idade de 16 

semanas. 

Estudos tem demonstrado a diminuição da DG em diferentes tipos de câncer, entre 

eles o de mama, glioma, coloretal e próstata (Cross et al. 2008; Henry et al. 2001; Zhang et al. 

2014). Com relação ao glioma, os autores indicaram que essa diminuição pode estar 

relacionada com a agressividade tumoral (Zhang et al. 2014). 

Na literatura especializada ainda não está claro qual é o mecanismo celular e ou 

molecular determinante na diminuição do complexo DG no processo de carcinogênese. 

Estudos demonstraram que a DG está diminuída na senescência e que esse complexo foi 

restaurado através da terapia hormonal (Montico et al. 2011). Ainda, Sgambato e 
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colaboradores sugeriram que a perda de α-DG é um evento inicial do processo de 

tumorigênese prostática (Sgambato et al. 2007). Nesse contexto, Esser e colaboradores 

avaliaram a morfologia, a ultraestrutura e a composição celular da próstata de camundongos 

sem expressão de DG, reportando que a falta dessa molécula não interferiu na manutenção da 

membrana basal da próstata e que a perda desse complexo é insuficiente para iniciar a 

progressão neoplásica na próstata. No entanto, os autores sugeriram que a perda da função das 

DG pode contribuir para a progressão tumoral, quando combinada com outras alterações 

moleculares ou celulares (Esser et al. 2010).  

Outros autores, através da análise de diferentes linhagens celulares do CaP, 

verificaram que a expressão do mRNA de DG na linhagem DU145, foi maior do que a das 

demais linhagens analisadas, o que sugeriu que existem múltiplos mecanismos reguladores da 

expressão das subunidades de DG tanto em nível transcricional quanto pós-transcricional 

(Sgambato et al. 2007). Todavia, estudos indicaram que há possíveis mecanismos pós-

traducionais, como clivagem por enzimas proteolíticas, que podem modular a expressão das 

DG bem como sua ligação com a lâmina basal no câncer (Bao et al. 2009; Leocadio et al. 

2016). 

Além disso, Yamada e colaboradores destacaram que as metaloproteinases 

(MMP) clivam o complexo DG, o que sugere a utilização da atividade das MMP, por células 

de carcinoma, para os processos metastáticos e invasão tumoral, visto que o complexo 

distroglicana deve ser rompido, quando ocorre remodelação tecidual (Yamada et al. 2001).  

Sabe-se que a ligação entre moléculas estruturais como a laminina e o complexo 

DG, está envolvida com vias de sinalização celulares, e que a redução de fatores que 

promovem essa ligação leva ao aumento da migração de células cancerígenas e da formação 

tumoral (Bao et al. 2009; Lu et al. 2012).  

De acordo com Bello-DeOcampo e colaboradores, a laminina 1 é essencial para a 

morfogênese dos ácinos da próstata e sua ligação com a integrina α6β1 é importante tanto 

para sua ligação com a membrana como para a polarização celular (Bello-DeOcampo et al. 

2001).  

Também, é conhecido que além de sua função estrutural, a laminina participa da 

ativação de vias de sinalização que podem contribuir para a disseminação tumoral 

dependendo de sua isoforma, conformação, além da expressão de seus diferentes receptores 

(Givant-Horwitz et al. 2004; Givant-Horwitz et al. 2005). Durante o processo de senescência, 

o início e progressão tumoral depende da expressão de lamininas, devido a sua participação 

nas alterações da membrana basal da próstata durante esse período de vida (Sprenger et al. 
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2010). Além disso, a diminuição da expressão da subunidade α1 da laminina foi reportada na 

membrana basal de carcinoma primário da próstata (Brar et al. 2003). 

Estudos demonstraram que no microambiente tumoral, a sinalização de FGF e de 

seus receptores leva ao aumento da angiogênese através de ações parácrinas sobre células 

estromais, interagindo com a membrana basal através de heparan sulfato (Czubayko et al. 

1997; Feng et al. 2012; Ornitz and Itoh 2015). Além disso, é conhecido que os FGF estão 

ligados à remodelação tecidual no microambiente tumoral (Lu et al. 2011; Miyake et al. 

1997).   

Por outro lado, em relação à laminina 5, Hao e colaboradores demonstraram que 

as subunidades β e γ não estão expressas no CaP, entretanto a subunidade α apresenta 

persistência na lamina basal e sua ocorrência é variável tanto no tecido normal como no do 

carcinoma invasivo prostático (Hao et al. 2001; Hao et al. 1996). 

Champliaud e colaboradores indicaram que a subunidade α3 da laminina 5 pode 

se ligar as subunidades β e γ das lamininas 6 e 7, fazendo com que sua expressão persista na 

ausência das subunidades β3 e γ2 da laminina 5 (Champliaud et al. 1996). Ainda, o bloqueio 

da subunidade α3 é capaz de inibir a migração celular, sem interferir na adesão celular 

indicando o envolvimento dessa subunidade da laminina a processos importantes na 

tumorigênese (Giannelli and Antonaci 2000; Giannelli et al. 1997). Ainda, Tran e 

colaboradores estudaram o domínio proteico G45, que está contido na região precursora da 

subunidade α3 da laminina 5, verificando que esse domínio está aumentado em tumor de pele. 

Os mesmos autores ainda reportaram que é possível indicar que a produção de laminina 5, 

nesse tipo de câncer, pode exceder a habilidade enzimática sobre a remoção do domínio G45, 

resultando na persistência de laminina 5 não processada (Tran et al. 2008).  

Assim, a partir dos resultados do presente estudo, evidenciamos que não há 

diminuição progressiva do complexo DG nos estágios iniciais do CaP. Ainda, o tratamento 

com nintedanibe proporcionou a restauração do complexo funcional DG e da laminina 1, os 

quais se mostraram indicadores de progressão tumoral no modelo camundongo TRAMP, visto 

que sua restauração está relacionada à diminuição de adenocarcinoma bem diferenciado. 

Também, sugerimos que o mecanismo de bloqueio do nintedanibe sobre os 

receptores de FGF e VEGF, pode ter interferido na sinalização entre a MEC e os fatores de 

crescimento que levam a remodelação tecidual neoplásica, resultando na restauração das 

moléculas estruturais estudadas. 

Com relação ao aumento da subunidade α3 da laminina 5 observado nos estágios 

iniciais da progressão do CaP, nossa hipótese é que sua ocorrência pode ser resultado do 



50 
 

processamento tecidual da laminina no remodelamento do microambiente pró-tumorigênico. 

Ainda, esse processo poderia ter sido revertido com o tratamento, culminando na diminuição 

de laminina 5 no grupo TN16 (α3). Desse modo, sugerimos que são necessários estudos que 

avaliem a expressão e modulação das isoformas da laminina 5 durante a progressão da 

tumorigênese prostática. Assim, o conhecimento de seu comportamento poderia fazê-lo um 

possível marcador da progressão do CaP, visto que difere de outras lamininas e isoformas.  

Concluímos que a interferência do nintedanibe nas vias de sinalização dos fatores 

de crescimento via bloqueio de seus receptores, promoveram alterações positivas no atraso da 

proliferação que se refletiram tanto no epitélio quanto no estroma prostático durante os 

estágios iniciais da progressão do CaP. Portanto, o estudo dessas vias correlacionadas com os 

componentes estruturais, bem como seu comportamento nos diferentes estágios da progressão 

do câncer, é uma importante abordagem para o desenvolvimento de terapias efetivas contra o 

CaP. 
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