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RESUMO

O compartimento estromal responde rapidamente a situacdes adversas, como reparo de lesbes e
resposta a distdrbios na homeostase tecidual, que também podem ser resultantes da génese do
cancer. A reacdo estromal é um fenbmeno conhecido que envolve processos celulares, multiplas
proteinas e sinalizadores de matriz extracelular que proporcionam uma resposta do tecido
conjuntivo a uma agressdo epitelial, principalmente as alteracGes neoplésicas e inflamatdrias.
Embora sejam conhecidos os processos que levam a formacdo do estroma reativo, na préstata
ainda restam muitas questdes relacionadas a esse fenGmeno. Assim o presente trabalho teve
como objetivo identificar, quantificar e caracterizar as células estromais e epiteliais, além de
elementos de matriz extracelular associados ao estroma reativo prostatico em gerbilos,
submetidos a diferentes formas de ablacdo androgénica. Gerbilos machos com 90 dias de idade
(n = 5 por grupo) foram castrados (Cc) ou tratados semanalmente por gavagem com crisina (Cr)
(50mg/kg/semana em 0,1 ml de 6leo de milho), um inibidor da aromatase, ou tratados
semanalmente por gavagem com finasterida (F) (10mg/kg/semana em 0,1 ml de 6leo de milho),
um inibidor da 5a-redutase. O grupo controle (Cn) foi formado por animais intactos e o grupo
controle veiculo (Cv) foi formado por animais que receberam apenas éleo de milho. Cada grupo
experimental foi subdividido em outros trés subgrupos e foram eutanasiados com 1, 4 e 52
semanas de tratamento. Os dados foram comparados estatisticamente pela analise de variancia
(Anova bidirecional) e, posteriormente, pelos pds-testes de Bonferroni (p < 0,05). A castragdo
cirdrgica promoveu uma regressdo glandular expressiva, reduzindo varios parametros
morfofuncionais e a incidéncia de inflamagdes e lesdes pré-malignas e malignas. Além disso, o
estroma glandular passou a apresentar um maior nimero de macréfago CD68 e secregdo
aumentada de MMP-9. O emprego da crisina como inibidor da aromatase, desencadeou uma
involucdo glandular mais sutil. Nesses animais também foi observado uma reducdo da
incidéncia de lesdes inflamatdrias, pré-malignas e malignas. Apés 1 semana de tratamento com
a crisina foi observado um aumento da secre¢do de MMP-9 e reducéo de TGF-p, e depois de 52
semanas o inverso, com maior sintese de TGF-B e presenga de teldcitos, além de uma menor
secrecdao de MMP-2 e MMP-9. Ao contrario da crisina, a finasterida auxiliou na formacédo de
um microambiente favordvel a inflamacdo e permissivo ao desenvolvimento de lesdes
prostaticas, formando um estroma reativo. Esse estroma esta caracterizado pelo aumento de
TGF-B, metaloproteinases (2 € 9), células inflamatdrias, miofibroblastos e aumento de telocitos.
Assim, conclui-se que a utilizagdo de finasterida e crisina a longo prazo possuem efeitos
distintos, sendo que a finasterida potencializa a inflamacdo, o desenvolvimento de estroma
reativo e o surgimento de lesdes prostaticas, e a crisina possui um papel protetivo ao

desenvolvimento de lesdes prostaticas, principalmente nos animais senis.

Palavras-chave: prostata ventral; crisina; finasterida; estroma reativo; senescéncia.



ABSTRACT

The stromal compartment responds quickly to adverse situations such as injury repair and
response to disorders on tissue homeostasis, which may also result from cancer genesis. Stromal
reaction is a known phenomenon involving cellular processes, multiple proteins and
extracellular matrix signaling that provide a connective tissue response to epithelial aggression,
mainly as neoplastic and inflammatory alterations. Although the processes that lead to the
formation of the reactive stroma are known, in the prostate there are still many questions related
to this phenomenon. So, the present study aimed to identify, quantify and characterize stromal
and epithelial cells, as well as extracellular matrix elements associated with reactive prostatic
stroma in gerbils, submitted to different forms of androgen ablation. 90-day-old male gerbils (n
= 5 per group) were castrated (Cc) or weekly treated by gavage with chrysin (Cr)
(50mg/kg/week in 0.1 ml corn oil), an aromatase inhibitor , or with finasteride (F)
(10mg/kg/week in 0.1 ml corn oil), a Sa-reductase inhibitor. The control group (Cn) was
composed by intact animals and the vehicle control group (Cv) was formed by animals that
received only corn oil. Each experimental group was subdivided into three other subgroups and
euthanized after at 1, 4 and 52 weeks of treatment. Data were statistically compared by analysis
of variance (bidirectional ANOVA) and subsequently by Bonferroni post-tests (p < 0.05).
Surgical castration promotes an expressive glandular regression, with variation of several
morphofunctional parameters and with incidence of inflammation, premalignant and malignant
lesions. In addition, the glandular stroma presented a larger number of CD68 macrophages and
increased MMP-9 secretion. The use of chrysin as an aromatase inhibitor triggered a more
subtle gland involution. In these animals, a reduction in inflammatory, premalignant and
malignant lesions was also observed. After 1 week of chrysin treatment, an increase in MMP-9
secretion and a reduction in TGF-f was observed, and after 52 weeks the opposite was
observed, with higher sintesis of TGF-B and presence of telocytes, and a smaller secretion of
MMP-2 and MMP-9. Unlike chrysin, finasteride promoted formation of a microenvironment
favorable to inflammation and the development of prostatic lesions, forming a reactive stroma.
This stroma is associated with increased TGF-f3, metalloproteinases (2 and 9), inflammatory
cells, myofibroblasts and telocytes. Thus, it is concluded that the use of finasteride and chrysin
for a long period have distinct effects, finasteride enhances inflammation, the development of
reactive stroma and the appearance of prostatic lesions, and chrysin plays a protective role in the

development of prostatic lesions, especially in senile animals.

Keywords: ventral prostate; chrysin; finasteride; reactive stroma; senescence.



N oo g M 0w w w NdEe

.

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt 10
OBUIETIVO ..o saes e 24
RESULTADOS .......oooveeieeeeeeeseeeeseeeeeesesseesseesssss s ssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssnns 25

MANUSCRITO Lo sses s 26

MANUSCRITO H oo vesee s ssesss s es s 60
CONGCLUSOES ..ottt sansaas 83
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooorveeveeeeeeeeeeeeeseseseesssssseessssssesssasssessse 84
] = (o I OO 98
] = (o I 1 IO 99



10

1. INTRODUCAO
1.1.A Prostata

A prostata € uma glandula do sistema reprodutor masculino responsavel por
secretar um liquido alcalino que constitui o sémen. Essa secrecdo apresenta
propriedades importantes para que a fertilizagdo tenha éxito, colaborando com a
neutralizacdo do meio &cido vaginal e contribuindo grandemente para o aumento da
motilidade e fertilidade dos espermatozoides (PRICE, 1963; GUYTON; HALL, 2006).

Essa glandula possui uma alta incidéncia de doencas, por isso analisar a sua
morfologia e a fisiologia dessa glandula se torna importante. O cancer de prdstata é o
tipo de cancer mais comum e a segunda causa de mortes mais frequente, relacionada
com cancer, entre os homens (INCA — 2020; ROSS; KANTOFF, 2007; THOMAS et
al., 2011).

A prostata dos Gerbilos (fig. 1) tem se mostrado um interessante modelo
bioldgico para estudos da biologia prostatica, porque sua morfologia € muito
semelhante a prostata humana, no que diz respeito a distribuicdo dos componentes
teciduais e celulares (ROCHEL et al., 2007). Além disso, esses animais desenvolvem
neoplasias espontaneas com o envelhecimento (CAMPOS et al., 2010; QUINTAR et
al., 2017). Diferentemente de outros roedores, a prostata de Gerbilos machos é formada
por quatro pares de lobos fortemente associados a uretra: lobo anterior ou glandula
coaguladora (GC), lobo dorsal (LD), lobo dorsolateral (LDL) e lobo ventral (LV)
(ROCHEL et al., 2007) (fig. 2).

" Figura 1. Gerbilo da Mongélia (Meriones unguiculatus).
‘;\.
—_— i 0; Fonte:
e - https://www.google.com/search?g=gerbilo&source=Inms&tbm=isch&
& * u sa=X&ved=0ahUKEwilwanBg8PfAhWDUJAKHZC4BygQ_AUIDig

B&biw=1366&bih=608#imgrc=uu8rNLXBmeq88M:
608#imgrc=uu8rNLXBmeq88M.

Figura 2. Estrutura da préstata de Gerbilo adulto. A-
C: Lateral (A), dorsal (B,D), e ventral (C). BL, Bexiga;
CG, glandula coaguladora; DL, lobo dorsal; DLL, lobo
dorsolateral; SV, vesicula seminal; VL, lobo ventral;
UR, uretra pélvica e muasculo uretral. (ROCHEL et al.,
2007)
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Histologicamente, a prostata € uma glandula tubulo-alveolar. Os lobos
prostaticos sdo compostos por um estroma e por um tecido epitelial. O compartimento
estromal dos Gerbilos, ricamente vascularizado, possui uma regido subepitelial e uma
camada de musculo liso, responsavel pela contracdo durante a ejaculacdo, envolvendo
0s tubulos (ROCHEL et al., 2007). O epitélio prostatico masculino é constituido por um
compartimento basal, composto por células proliferativas e por um compartimento
luminal secretor, composto por células diferenciadas e com capacidade secretora dos
tipos apocrinas e merdcrinas (TIMMS; PETERSEN; VOM SAAL, 1999; HUDSON et
al, 2001), além de células neuroenddcrinas presentes em um compartimento
intermediério aos dois anteriores. Em Gerbilos a distribuicdo desses tipos celulares no
epitélio é andloga as descritas para os outros mamiferos, incluindo a espécie humana
(SANTOS et al., 2003).

1.2.Regulacdo Hormonal da Prostata

Os andrdégenos tém papel central na biologia da prostata, mas os estrdgenos
também exercem funcbes importantes para a homeostase dessa glandula. Os efeitos
androgénicos nas células prostaticas resultam da interacdo do hormdnio com receptores
de androgenos (AR), sendo a producdo de andrégenos regulada pelo eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal (CUNHA et al., 2001). Na prostata, os estrogenos também agem via
receptores especificos de estrogenos (ERa e ERP), exercendo acdes diretas e indiretas
no crescimento e diferenciacdo desta glandula (MCPHERSON et al., 2007). Resultados
obtidos com estudos epidemioldgicos e experimentais mostram que, além desses
horménios esteroides sexuais regularem o desenvolvimento, o crescimento e a
funcionalidade da prostata, eles também tém papel ativo no desenvolvimento e na
progressdo de cancer nesse tecido (HARKONENA; MAKELA, 2004; VIHKO, 2006).
Assim, o equilibrio entre esses dois horménios € importante, ndo apenas para a
manutencdo funcional da glandula prostatica, mas também para o surgimento e
desenvolvimento de doencas (RISBRIDGER et al., 2003). Rivas e colaboradores (2002)
sugerem que o balanco na acdo de androgenos e estrogenos tem importancia
fundamental na determinagdo do desenvolvimento normal e anormal de algumas regides
do trato genital masculino, j& que observaram que uma reducdo da acdo androgénica
sensibilizou o trato genital aos estrogenos.

O principal andrdégeno circulante é a testosterona (T) e as células de Leydig sdo

responsaveis por 95% de sua producdo, enquanto a adrenal, produz em torno de 5%
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(HSING; DEVESA, 2001). Na prostata, a diidrotestosterona (DHT) é o horménio
predominante, formado a partir da T por agdo da enzima Sa-redutase (5a-r) (STEERS,
2001) (fig. 3). A T e a DHT se ligam ao mesmo tipo de AR, porém desencadeiam
mecanismos e resposta distintos. A T regula a diferenciacdo sexual, aléem de manter as
funcBes sexuais e a libido, ja a DHT tem papel fundamental durante a virilizagédo
embrionéria e puberal, além de manter a funcionalidade da prostata do individuo adulto
(LABRIE et al., 2000; SORONEN et al., 2004). Alteragdes dos niveis androgénicos ou
de suas funcgdes devido a problemas de ligacdo da DHT ao AR, bem como nos niveis ou
funcGes dos fatores de crescimentos que sdo mediados pela DHT, podem ser
considerados causas da ruptura da homeostase prostatica (CARSON; RITTMASTER,
2003).

Os estrdgenos regulam o desenvolvimento e a funcdo da préstata em varios
estagios da vida do homem, através de mecanismos diretos e indiretos (CUNHA et al.,
2001; HARKONENA; MAKELA, 2004; CARRUBA, 2006). Em homens, a producio
diaria de estradiol € de 40-50ug, dos quais apenas de 5-10ug sdo provenientes
diretamente da secrecdo testicular. A maior parte dos estrogenos presentes nestes
organismos € derivada da aromatizacdo da T, por acdo da enzima aromatase (Aro), nos
tecidos adiposos, figado e na prostata, onde os efeitos diretos dos estrégenos podem ser
alcancados pela producdo local deste horménio (EKMAN, 2000; HARKONENA;
MAKELA, 2004) (fig. 3). Em situacBes anormais, o local de expressdo da Aro pode
alterar-se de varias formas e, assim, postula-se que estas mudancas sejam criticas para o
aparecimento ou a progressao do cancer de préstata de modo semelhante ao observado
no cancer de mama (RISBRIDGER et al., 2003). O blogueio da atividade estrogénica
pode causar um desequilibrio na producdo de fatores de crescimento que agem nas
células epiteliais, provocando também uma quebra na interacdo entre 0 compartimento
epitelial e estromal da préstata (HUYNH et al., 2001).

TESTOSTERONA

5 .
A oiaite
Sa- redutase o°  &* *s, '+, Aromatase
- - * .
.

- o e
L S T ,
ot 5 . o*s

. Figura 3. Producéo hormonal
} ESTRADIOL intraprostatica.

.
LEETLN

DIIDROTESTOSTERONA




13

O balango entre as concentracbes de androgenos e estrogenos nos tecidos
periféricos pode diferir significativamente daquele encontrado no plasma sanguineo.
Embora os niveis séricos de T reduzem-se mais de 90% depois da castracdo, a taxa
androgénica prostatica fica somente de 50 a 60% menor no tecido com cancer,
sugerindo assim, a importancia da producdo hormonal in situ no cancer prostatico
(LABRIE, 1991; RISBRIDGER et al., 2003; MIZOKAMI t al., 2004). Ja dados
epidemioldgicos revelam que ndo ha grandes diferencas entre as concentragdes
hormonais encontradas no sangue de homens sadios e naqueles diagnosticados com
cancer prostatico (CARRUBA, 2006). As concentracOes intracelulares dos esteroides
nos tecidos alvos sdo reguladas por biossintese e metabolismo local desses horménios,
altamente dependente das enzimas metabolizadoras de esteroides especificas (LABRIE
et al., 2000; CARRUBA, 2006; VIHKO et al., 2006). Estas enzimas incluem, além das
previamente citadas Aro ¢ Sa-r (tipos 1 e 2), as desidrogenases do tipo 3pB-
hidroxiesterdidedesidrogenases (33-HSDs), 3a-hidroxiesterdidedesidrogenases (3a-
HSDs) e 17B-hidroxiesterdidedesidrogenases (17p-HSDs), as sulfotransferases e
sulfatases (SORONEN et al., 2004; VIHKO et al., 2006). Como principal fonte para
esta producdo hormonal local, ha esteroides derivados da adrenal, como a
dehidroepiandrostenediona (DHEA) e sua forma sulfatada (DHEA-S) e
androstenediona, as quais aparecem abundantemente na circulagdo (LABRIE et al.,
2000; VIHKO et al.,, 2006). Esses esteroides tornam-se substratos nos tecidos
periféricos e os horménios, a partir deles produzidos, exercem suas a¢fes nas mesmas
células onde a sintese aconteceu, sem que tenham sido necessarias liberacdo e diluicdo
dos hormonios ativados no espago extracelular ou na circulacdo geral, modo esse
conhecido como intracrino. Portanto, esses esteroides provenientes da adrenal acabam
por regular, de modo muito eficaz, a influéncia dos andrégenos e estrogenos ativos a
nivel preé-receptor nas células alvo (VIHKO et al., 2006). Assim, a taxa de formacéo de
cada hormonio esteroide sexual depende da atividade especifica de enzimas
metabolizadoras de andrdgenos e estrogenos presentes nas células de cada tecido
(LABRIE, 1991; LABRIE et al., 2000). Alteracdes no padrdo de expressdo destas
enzimas podem modificar a concentracgdo intracelular hormonal, desempenhando papel
patofisiologico no desenvolvimento de canceres associados a hormdnios, uma vez que
alteradas, podem provocar a quebra da interacdo epitélio-estromal e contribuir

fortemente para o aparecimento de alteragdes no compartimento estromal prostatico
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(LABRIE et al., 2000; SORONEN et al., 2004; CARRUBA, 2006; VIHKO et al.,
2006).

E sabido que o cenario hormonal intraprostatico pode influenciar sobremaneira a
interacdo epitélio-estroma nas mais diversas fases do desenvolvimento da prdstata,
nosso grupo de pesquisa hd décadas vem pesquisando essas relacdes, quer seja na
ablacdo hormonal cirargica (CARVALHO; VILAMAIOR; TABOGA, 1997;
VILAMAIOR et al., 2000; VILAMAIOR; TABOGA; CARVALHO, 2005), quer seja
nas castracdes quimicas (OLIVEIRA et al., 2007) ou ainda na acdo de desreguladores
enddcrinos e até mesmo durante o desenvolvimento (VILAMAIOR; TABOGA;
CARVALHO, 2006) e envelhecimento (PEGORIN DE CAMPQOS et al., 2008). Assim,
faz-se necessario investigar mais profundamente as relacdes que a cascata hormonal
intraprostatica alterada sob diversos aspectos (castracdo ou inibicdo de enzimas
metabolizadoras de esteroides) pode influenciar na interacdo epitélio-estroma e no
estabelecimento do estroma reativo prostatico.

McPherson e colaboradores (MCPHERSON et al., 2001), estudando
camundongos knockout para a enzima Aro, verificaram um aumento significativo da T,
da DHT e de prolactina, com uma concomitante super-regulacdo de AR nas células
epiteliais prostaticas, culminando em uma hiperplasia de toda a glandula. A diminuicdo
na ativacdo da T e DHT e o aumento da producdo de metabolitos estrogénicos no
epitélio prostatico poderia aumentar a proliferacdo das células e, portanto, desregular o
crescimento prostatico, 0 que comprovaria uma quebra na homeostase da interacdo
epitélio/estroma (SORONEN et al., 2004).

1.3. Senescéncia

Durante o envelhecimento as propor¢Ges de androgenos e estrégenos ficam
alteradas, esse desequilibrio hormonal altera a préstata e aumenta a suscetibilidade ao
desenvolvimento de lesdes prostaticas, como neoplasias intra-epiteliais e adecarcinomas
(BANEJEE et al., 2001; SCHULZ et al. 2003; CAMPOS et al., 2008).

Essas alteraces prostaticas em decorréncia do envelhecimento sdo observadas
em cachorros (LEAV et al. 2001), ratos (BANERJEE et al. 1998) e gerbilos (PEGORIN
DE CAMPOS et al. 2006; CAMPOS et al. 2008; CAMPOS et al., 2010). Nos gerbilos
senis, maiores que 12 meses de idade, a maioria das les6es observadas sao carcinomas e
adenocarcinomas (CAMPOS et al. 2008), sendo um bom modelo para analises de

cancer de prostata.
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Além disso, alteracbes importantes no microambiente estromal foram
observadas na prostata de animais senis, como o intenso aumento de marcacao de TGF-
B. Juntamente com o desbalango hormonal, esse fator pode estar relacionado com o
desenvolvimento de alteracdes prostaticas. O aumento de TGF- B promove a ativacdo
de fibroblastos, o aumento da angiogénese e favorece a reacdo inflamatdria
(TUXHORN et al., 2001; BARRON and ROWLEY, 2012; MONTICO et al., 2015;
WANG et al., 2017).

1.4. Ablacédo Androgénica

Estudos baseados na privacdo androgénica, seja por orquiectomia ou por
castracdo quimica, tém mostrado que a sintese e organizacdo dos componentes da
matriz extracelular (MEC), juntamente com as células de musculo liso (CML) e os
fibroblastos, também apresentam respostas adaptativas a diversas situacdes hormonais
sendo, em grande parte, estas repostas moduladas por andrdgenos e/ou estrogenos
(CARVALHO; VILAMAIOR; TABOGA, 1997; VILAMAIOR et al., 2000; CORRADI
et al., 2004; VILAMAIOR; TABOGA; CARVALHO, 2005; PEGORIN de CAMPOS et
al., 2006).

A castracdo cirtrgica leva a uma involucdo da glandula prostatica e a uma
remodelagdo dos componentes estromais prostaticos, além de modificacdes fenotipicas
das CML, sugerindo um possivel papel para estas células na remodelacéo e sintese dos
componentes da MEC (VILAMAIOR et al.,, 2000; VILAMAIOR; TABOGA;
CARVALHO, 2005).

A finasterida (fig. 4) é uma droga conhecida capaz de bloquear a acdo da enzima
5a-r tipo 1 e 2 e, portanto, inibidora da formagdo da DHT. A utilizacdo de finasterida é
comum para o tratamento de alopecia e acne. Quando administrada para cdes com
hiperplasia prostatica benigna (HPB), induziu nos componentes epiteliais e estromais
prostaticos uma significativa remodelacdo, um aumento na proporcéo de estradiol em
relacdo ao total de androgeno, aléem de aumentar o nimero de células apoptoticas no
inicio do tratamento (SHIBATA et al., 2001). Shibata e colaboradores (2001) e Corradi
e colaboradores (2004), notaram por diferentes formas de anélise, 0 aparecimento de um
novo microambiente estromal, respectivamente, na prostata de cées e gerbilos adultos

depois do tratamento com a finasterida.
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Figura 4. Formula quimica da finasterida, inibidor da enzima 5a-
redutase. (TRAISH, 2011).

A crisina (5,7 diidroxiflavona) é um potente flavonoide. Os flavonoides sdo uma
familia diversificada de compostos fendlicos naturais, encontrados em frutas e vegetais,
eles possuem baixa toxicidade e potenciais propriedades anticancer (PATEL. 2014;
RYU et al.,, 2017). A crisina é encontrada naturalmente em mel, propolis e varias
espécies de plantas, incluindo o maracuja (Passiflora coerulea) (PICHICHERO et al.,
2011). Ela possui a capacidade de inibir o processo de aromatizagdo, impedindo a
conversdo da testosterona em estrogénios. Sua acdo se da pela competi¢cdo com o sitio
de ligacdo da T a Aro, assim esse flavonoide parece ser um potencial instrumento para
terapias antiestrogénicas (JANA et al., 2008).

Esse composto possui propriedades anti-inflamatorias, antioxidante, pro-
apoptdticas e anticancer conhecidas (SAMARGHANDIAN et al., 2011; RYU et al.,
2017; MANI; NATESAN, 2018).

Inibindo a Aro, o tratamento com crisina pode levar a um acumulo de
testosterona, por isso esse composto também tem sido utilizado como suplemento
alimentar, como uma alternativa ao uso de testosterona como anabolizante, ou no
tratamento de desordens reprodutivas (Dhawan et al. 2002; Jana et al. 2008). No
entanto, muito pouco se sabe sobre a sua eficacia na inibicdo da Aro no tecido
prostatico.

Inibidores de Aro podem ser utilizados no tratamento de HPB por terem efeitos
antiestrogénicos na prostata (ITO et al., 2000; SERALINI; MOSLEMI, 2001), pois
sabe-se que 0s estrégenos sdo capazes de provocar 0 aumento nos elementos do estroma
prostatico, principalmente das fibras colagenas, das néo-colagénicas e de elastina,
enquanto os componentes epiteliais regredem (SCARANO et al., 2004).

Figura 5. Férmula quimica da crisina, inibidor da enzima
aromatase (SHOIEB, 2018).




17

1.5.0 Estroma Prostatico

A evolucdo do compartimento estromal das glandulas lhe conferiu uma
plasticidade inerente de responder rapidamente a situacGes emergencialmente adversas,
tais como o reparo de lesfes e respostas a perturbagdes na homeostase tecidual, que
podem ser resultantes, inclusive, da génese do cancer. Desta forma, os componentes do
microambiente estromal, imediatamente adjacente ao epitélio, podem atuar de forma
coordenada quando o epitélio sofre danos que de alguma maneira levam ao rompimento
de sua integridade estrutural (BARRON; ROWLEY, 2012; GEVAERT et al., 2014).

O compartimento estromal prostatico pode ser entendido como um arranjo
complexo de CML e fibroblastos imersos em uma MEC ao redor dos ductos e &cinos.
Nesse compartimento h& ainda macréfagos teciduais, células endoteliais vasculares, e
celulas do sistema imune (TUXHORN et al., 2001; 2002). Os fibroblastos, juntamente
com as CML sintetizam os componentes teciduais e regulatérios da MEC, a qual por
sua vez, é composta basicamente de fibras de coldgeno, fibras elésticas e
proteoglicanos, entre outras moléculas como fatores de crescimento, moléculas
reguladoras e enzimas remodeladoras (TUXHORN et al., 2001). O colageno e as fibras
elasticas fornecem resisténcia mecénica e flexibilidade ao tecido, além de servirem de
substrato para adesdo e migracdo celular, processos mediados por glicoproteinas
adesivas, como a fibronectina e laminina. Os proteoglicanos regulam a estrutura da
MEC e sua permeabilidade, ligam-se a fatores de crescimento, proteases e inibidores de
proteases. Os fatores de crescimento, as enzimas remodeladoras e seus inibidores, junto
com os componentes fibrilares da MEC participam ativamente de varios processos
fisioldgicos e patoldgicos da préstata, permitindo proliferacdo e migracdo dos tipos
celulares envolvidos na manutencdo e reparo tecidual desse 6rgdo (KREIS; VALE,
1999; TUXHORN et al., 2001).

As interagdes parécrinas entre o epitélio e as CML ao seu redor séo importantes
para a morfogénese prostatica e a homeostase do 6rgdo adulto. Experimentos realizados
com recombinacgdo tecidual revelam que o desenvolvimento prostatico € altamente
dependente de androgenos, como resultado obrigatorio das interacdes paracrinas entre o
epitélio e o mesénquima do seio urogenital (HAYWARD; ROSEN; CUNHA, 1997;
MARKER et al., 2003; CUNHA et al., 2004a). Pesquisas revelam que inimeras formas
de perturbagbes, enddégenas e/ou exdgenas, destas interagdes podem desencadear
carcinogénese na prostata (CUNHA et al., 2002; 2004a; MARKER et al., 2003).
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Durante esses processos, 0 mecanismo de estimulacdo paracrina, principal responsavel
pelo desenvolvimento e manutencdo da prostata, pode alterar-se para um mecanismo
autocrino estimulado por andrégenos (SUNG; CHUNG, 2002; CUNHA et al., 2002).
Muitos estudos tém mostrado que o crescimento de células prostaticas cancerigenas
pode ser estimulado ou inibido em ambientes estromais especificos (CONDON, 2005).

As CML e os fibroblastos tém participacdo central nos mecanismos de
estimulacdo pardcrina, especialmente sobre o epitélio e apresentam plasticidade
funcional, sendo capazes de modular seu fenotipo frente a situacGes fisiologicas e
patoldgicas, caracterizando-se pela mudanca na expressdo de genes de proteinas
especificas (FARNSWORTH, 1999; WORTH et al., 2001; CUNHA et al.,2004b). As
CML e os fibroblastos sdo ainda células estromais dotadas de uma plasticidade via
variacdo fenotipica de fibroblastos para miofibroblastos e para CML, de acordo com 0s
estimulos, sendo que os miofibroblastos parecem ser o tipo celular principal encontrado
em condi¢des patoldgicas (TUXHORN et al., 2001; 2002). Como principal fonte de
constituintes da MEC, os fibroblastos tém sido alvo de muitos estudos para se esclarecer
como esse tipo celular é capaz de induzir as alteracdes que o compartimento estromal
sofre para permitir o aparecimento e desenvolvimento de desordens benignas e malignas
na préstata. Os fibroblastos sdo importantes para a sintese de componentes da MEC,
principalmente colagenos do tipo I, Il e IV, fibronectina, além de atuarem na regulacéo
da diferenciacao epitelial e no processo de inflamacéo e para o processo de cicatrizacdo
de ferimentos. Também contribuem para a formacdo da membrana basal, pela secrecdo
de laminina e sdo fontes importantes de proteases que degradam a MEC, como as
metaloproteinases. Além disso, os fibroblastos secretam fatores de crescimento que
direcionam as interacdes epitélio/estroma (KALLURI; ZEISBERG, 2006).

1.6.0 Estroma Reativo

O céncer de prostata, de malignidade invasiva diagnosticado nos homens e
também em animais experimentais, tem os andrdgenos e estrdgenos altamente
envolvidos como fatores de sobrevivéncia e progressdo. Além disso, 0s mecanismos
moleculares desse problema sdo complexos, pois trata-se de uma doenca relacionada a
idade, a fatores hereditarios e androgeno-dependente, sendo tambeém influenciada por
fatores ambientais, dietas, repostas imunes e inflamatérias (HUYNH et al.,2001;
CARRUBA, 2006; DE MARZO et al., 2007). Nas ultimas décadas, epidemiologistas e

pesquisadores tém concentrado esforgos para explicar como esses varios fatores somam-
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se e contribuem para o surgimento e desenvolvimento dessa patogénese (HSING;
DEVESA, 2001). Sabe-se que o ambiente e a dieta podem induzir significativas
mudangas nos niveis e no metabolismo dos horménios esteroides, ocasionando uma
desregulacdo enddcrina, o que pode contribuir para o desenvolvimento de lesdes
prostaticas e até mesmo do cancer de préstata. Com base nisto, esses horménios podem
ser considerados ou como intermediadores dos fatores exdgenos, como o ambiente ou a
nutri¢cdo, ou como alvos moleculares do processo de iniciagdo, promogéo e até mesmo
progressdo do cancer (CARRUBA, 2006). Esta progressdo € um processo complexo de
multiplos passos que comeca com a transformacdo de células epiteliais e estromais,
passa por remodelacdo da MEC, formacdo de novos vasos sanguineos e influxo de
varios tipos de células imunes, principalmente macréfagos e depois, ainda continua com
0 crescimento, invasdo e metastase do tumor. Assim, tudo isto ndo é exclusivamente
desencadeado pela ativacdo de oncogenes e inibicdo de genes supressores de tumor.
Muitas evidéncias sugerem que o desenvolvimento do cancer também seja altamente
dependente da criacdo, a partir do estroma, de um ambiente permissivo e promotor da
tumoriogénese (TUXHORN et al.,2001; 2002).

As modificacdes dos fendtipos celulares estromais e da composicdo da MEC tém
sido observadas em muitos tipos de canceres, principalmente nos de mama, de célon e
préstata (TUXHORN et al., 2001; 2002; TOMAS; KRUSLIN, 2004). Estas alteraces
sdo conhecidas como desmoplasia, reacdo estromal ou estroma reativo (TUXHORN et
al., 2001; 2002; TOMAS; KRUSLIN, 2004; KALLURI; ZEISBERG, 2006). Esses
autores referem-se a desmoplasia nos tecidos em que o estroma se revela muito
vascularizado e com abundante quantidade de fibrilas de colageno, fibronectina,
proteoglicanos e tenascina C, sendo esta Gltima, ausente do estroma de tecidos sadios.
Tuxhorn et al. (2001) preferem utilizar o termo estroma reativo para descrever a génese
de um novo microambiente estromal que é criado em resposta ao carcinoma e que
acompanha a progressao tumoral. Em geral, um estroma desmoplasico ou reativo tipico
contém células estromais fenotipicamente alteradas, MEC remodelada, aumento da
biodisponibilidade de fatores de crescimento, alta atividade de proteases, maior
vascularizagdo e influxo de células inflamatérias (TUXHORN et al., 2001; 2002;
TOMAS; KRUSLIN, 2004; KALLURI; ZEISBERG, 2006). N&d&o somente no cancer
pode ser observado o estabelecimento de um estroma reativo, um microambiente
estromal reativo também pode ser observado em processos de cicatrizacao, fibrose e na

maioria das doengas proliferativas, incluindo a hiperplasia prostatica (HPB) (SILVA JR
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et al., 2015; WANG et al., 2017). A ativacdo da proliferacdo celular estromal facilita a
remodelagdo tecidual através da deposi¢do de substdncias da MEC e producdo de
fatores de crescimento, sendo estd uma resposta adaptativa do estroma visando a
preservacdo da homeostase da préstata (DESMOULIERE et al., 2005). Pesquisas
anteriores tém mostrado que a reacdo estromal inicia-se em focos pré-malignos de
neoplasia intraepitelial prostatica nos humanos e co-evolui com o desenvolvimento do
carcinoma e a expressdo do fator de crescimento transformador beta-1 (TGF-B1)
(TUXHORN et al., 2001, 2002; BARRON et al., 2010). Similarmente, o estroma
reativo aparece nos locais de HPB, associando-se com a expressdo aumentada de
interleucina-8 (SCHAUER et al., 2008). Barron e colaboradores (2010) acreditam que
um melhor entendimento destes mecanismos sejam 0s novos alvos terapéuticos para o
entendimento de doencas onde o microambiente estromal tem papel chave na
progressao e desfecho clinico. Para estes pesquisadores, a elevada expressdo de TGF-p1
induz fibroplasia estromal associada a alteracbes no compartimento epitelial, além de
inflamacéo.

O estroma reativo é composto, na maioria dos canceres, principalmente por
populacdes distintas fibroblastos e miofibroblastos, sendo estes Gltimos cruciais para a
progressao tumoral. Além disso, um estroma reativo também apresenta elevada
expressdo de varios fatores de crescimento responsaveis pela regulacdo do reparo
tecidual e angiogénese (TUXHORN et al., 2001; 2002). Experimentalmente,
fibroblastos isolados de focos de cicatrizacdo de ferimentos, de tecidos com fibrose ou
de regibes de carcinoma sdo capazes de se proliferar em larga escala e de secretar altas
taxas de constituintes da MEC, sendo entdo chamados de ativados. Nestas situagdes, 0s
fibroblastos ativados passam a sintetizar altas taxas de proteases degradadoras de
matriz, como as metaloproteinases MMP-2, MMP3 e MMP-9, diversos fatores de
crescimento e moduladores de respostas imunes, como as interleucinas, além de
expressar a-actina de musculo liso. A serino protease de superficie celular, conhecida
como proteina de ativagdo de fibroblasto (FAP — fibroblast activation-protein) tem sido
considerada um marcador promissor especifico desses fibroblastos ativados
(KALLURI; ZEISBERG, 2006; GEVAERT et al., 2014). Um mecanismo de transi¢cdo
epitelial-mesenquimal vem sendo cada vez mais reconhecido nas células cancerosas
como um importante determinador de progressdo tumoral. Dados obtidos a partir de
experimentos em nosso laboratério demonstraram o surgimento de focos de estroma

reativo em prostata de Gerbilos depois do bloqueio da atividade de 5a-r pela finasterida,
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que leva a metabolizacdo hormonal intraprostatica, onde houve um acumulo evidente de
coldgeno na regido adjacente ao epitélio e proliferacdo de fibroblastos nesta mesma
regido, independentemente da idade do animal estudado (CORRADI et al. 20094, b).

H& muito interesse por parte de nosso grupo de pesquisa em se entender as
diferencas entre um compartimento estromal sadio e o estroma reativo. Um estroma
normal na maioria dos 6rgdos contém um baixo nimero de fibroblastos associados a
MEC, enquanto que um estroma reativo mostra-se com abundante quantidade de
fibroblastos e maior nimero de miofibroblastos, aumentada densidade capilar, chamada
de microvasculatura reativa (SAN MATIN et al., 2014), alta deposicao de colageno tipo
| e fibrina, de fibronectina, de tenascina-C, de vimentina (TUXHORN et al., 2001) e
sintese alterada de proteoglicanos (COULSON-THOMAS et al.,, 2015) e
glicosaminoglicanos (KALLURI; ZEISBERG, 2006). A ativacdo do compartimento
estromal prediz ser 0 passo critico para o crescimento e progressdo de adenocarcinoma
na prostata, porém, os mecanismos especificos desta ativacdo estromal e até que ponto o
estroma regula a biologia da tumorigénese ndo estdo ainda completamente esclarecidos
(TUXHORN et al., 2002).

1.7.Telbcitos

No estroma prostatico podemos elencar algumas populacdes celulares que ficam
imersas na MEC: as células que sintetizam MEC - os fibroblastos, as células musculares
lisas, as raras células mesenquimais indiferenciadas, células endoteliais e as células do
sistema imune - neutrdfilos, eosinofilos, macréfagos, mastocitos e linfocitos.
Recentemente, uma grande diversidade de populacdes de fibroblastos e fibrécitos tém
sido reconhecidas no estroma, levando-se em conta os tipos de produtos de sintese e as
diferentes  respostas a  sinalizadores  extracelulares  especificos.  Assim,
fibroblastos/fibrdcitos estromais CD34+, células estromais CD34+ ou teldcitos parecem
ser uma sinonimia para um mesmo tipo celular do estroma reativo (DIAZ-FLORES et
al., 2014). Ha que se ressaltar a grande importancia de células contracteis tais como as
células musculares lisas, que em condigdes especificas de remodelagdo estromal
prostatica podem atuar de maneira a sintetizar elementos de MEC (CARVALHO;
VILAMAIOR; TABOGA, 1997; VILAMAIOR et al., 2000; VILAMAIOR; TABOGA,
CARVALHO, 2005;).

A utilizagdo da nomenclatura telécitos (TC) para as células estromais CD34+ ¢

relativamente recente, uma vez que estas células foram descobertas ha poucos anos



22

atras, em 2005, quando o grupo de pesquisa chefiado por L.M. Popescu, em Bucharest
na Roménia, descreveu um novo tipo de célula que aparece no estroma de varios 6rgéos,
o qual ficou conhecido como células-tipo célula intersticial de Cajal, devido a
similaridade com as células candnicas gastrointestinais. Faussone-Pellegrini e
colaboradores (2011) descreveram este tipo celular no intestino humano e perceberam
que era consistentemente diferente das células canbnicas gastrointestinais tanto na
ultraestrutura, quanto imunofenotipicamente. Em 2010, depois da confirmacdo deste
tipo celular peculiar no estroma de varios 6rgdos e de sua caracterizagcdo atraveés de
estudos imunohistoquimicos e ultraestruturais, estes dois grupos de pesquisadores
concluiram que estavam estudando um novo tipo celular e deram o nome de telécitos,
por acharem este mais apropriado, de acordo com o seu fenétipo celular (FAUSSONE-
PELLEGRINIE; POPESCU, 2011). De fato, estudos com microscopia eletronica e
cultura de células mostraram caracteristicas muito particulares deste tipo celular as
quais inequivocamente distinguem-nas das células intersticiais de Cajal e das demais
células intersticiais: a presenca de 2-5 prolongamentos celulares muito finos (menos de
0,2um), extremamente longos (10-100um), de aspecto moniliforme (com varias
dilatagdes), com presenca de maltiplas cavéolas. Com isso, dadas estas peculiaridades e
para evitar maiores confusdes com os outros tipos celulares (fibroblasto, fibrécito,
células-tipo fibroblasto, células mesenquimais) a nomenclatura telécito foi proposta,
utilizando-se o termo telépode para os prolongamentos (POPESCU; FAUSSONE-
PELLEGRINI, 2010).

Um marcador especifico de TC ainda ndo foi encontrado. De fato, TC podem
apresentar diferentes perfis dentre os varios 6rgdos estudados e de acordo com o0s
estudos realizados até 0 momento, marcacdes com o anticorpo CD34 tem se mostrado
como a melhor opgdo para a identificacdo dos TC, possivelmente em combinagdo com
c-Kit (CD117) e vimentina (FAUSSONE-PELLEGRINIE; POPESCU, 2010; DIAZ-
FLORES et al., 2014).

Os TC tém sido encontrados em uma ampla variedade de oOrgdos (coragéo,
estdmago, intestino, vesicula biliar, Utero, tuba uterina, vasos sanguineos, pulmao,
pleura, pancreas, glandula mamaria, placenta, mesentério, musculo esquelético)
localizados no tecido conjuntivo e poderiam ser organizados em uma rede 3D, dispersos
na MEC e entremeados junto com as células residentes (fibroblastos, adipdcitos e
mastocitos) e ndo residentes (macrofagos, células imunes e granulécitos), ou ainda na

periferia de varios tecidos (epitelial, muscular, nervoso), ou ao redor de vasos
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sanguineos (WANG; CRETOIU, 2016). Normalmente, células do tecido conjuntivo séo
reconhecidas como sendo principalmente (ou até mesmo apenas) fibroblastos e/ou
fibrécitos (FAUSSONE-PELLEGRINIE; POPESCU, 2011). Vérias fun¢es vém sendo
sugeridas para o TC, como suporte mecanico, guia para migracdo de outras células para
definir a organizacdo final de um Orgdo ou seu reparo, ou ainda sua renovacao,
vigilancia imunoldgica nas tubas uterinas (FAUSSONE-PELLEGRINIE; POPESCU,
2011). Também tem sido sugerido aos TC papel neurotransmissor no intestino, 0s quais
contribuem possivelmente com a geracdo de lentas ondas como as produzidas pelas
células intersticiais de Cajal. Ja os TC presentes nos ovidutos e miométrio parecem ser
sensiveis aos horménios esterdides (SUCIU et al, 2010). Até agora, ha somente um
artigo publicado sobre o envolvimento dos TC na patologia do coragdo de pacientes
com fibrilacdo atrial (MANDACHE et al., 2010). Geralmente, os estudos das células
estromais sdo focados principalmente nas subpopulacdes de fibroblastos. Porém, a estas
celulas € dada a funcdo de produzir a matriz do tecido conjuntivo, especialmente
coldgeno, o que as diference substancialmente, at¢ 0 momento, dos TC. O progresso
esperado no conhecimento e entendimento das células intersticiais ird mostrar que nem
todas as células presentes no intersticio, aparentemente fibroblastos e/ou fibrdcitos, deve
ser rotulado como fibroblastos. Em outras palavras, outros tipos de células intersticiais,
principalmente os TC, ndo devem ser mais negligenciados (POPESCU; FAUSSONE-
PELLEGRINI, 2010).

A investigacdo da presenca dos TC no compartimento estromal prostatico de
gerbilos indicou, pela primeira vez, este novo tipo celular como constituinte tecidual da
prostata. Os estudos publicados recentemente com dados de nosso laboratério
(CORRADI et al. 2009a, b) sugerem uma participacdo efetiva de numerosos
fibroblastos ativados em focos de reacdo estromal, os quais nem todos, segundo
Popescu e Faussone-Pellegrini (2010), podem ser realmente fibroblastos. Avaliando a
reatividade dessas celulas ao anticorpo CD34 foi confirmada em nosso laboratorio a
suspeita de que parte dos fibroblastos eram CD34+, portanto sendo TC. Assim Corradi e
colaboradores (2013) descreveram pela primeira vez a presenga de TC na prostata. Com
base nisso, novos estudos sdo necessarios a fim de se tentar averiguar o efetivo papel
dos TC no estroma reativo prostatico, buscando respostas para as perguntas que ainda
ndo sdo respondidas e para dados, que até 0 momento, sdo conflitantes na biologia do

estroma prostatico.
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2. OBJETIVO
2.1. Objetivos Gerais

O presente trabalho objetivou identificar, quantificar e caracterizar, as células
estromais bem como os principais elementos de MEC associados ao estroma reativo
prostatico em gerbilos, adultos e senis, submetidos ao tratamento com crisina (inibidor
de aromatase), finasterida (inibidor de Sa-r) e castracao.

2.2. Objetivos Especificos

. Avaliacdo morfoldgica por métodos histoquimicos, através da coloragdo
com hematoxilina-eosina, Tricromico de Gomori, Periodic Acid Shiff (P.A.S.);

o A andlise, por imuno-histoquimica para musculatura estromal lisa (o-
actina), metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9), macréfagos (CD68), teldcitos (CD34) e
fibroblastos ativados (FAP);

. Andlise dede multiplicidade e incidéncia de inflamacéo, lesdes pre-

malignas e malignas.
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3. RESULTADOS
Os resultados do presente trabalho foram divididos em dois manuscritos. O primeiro

deles foi submetido a “Experimental and Molecular Pathology”. O segundo encontra-se

em fase de elaboracéo.
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3.1. MANUSCRITO I

“A crisina atua como um potencial atenuante das desordens
histopatoldgicas prostaticas decorrentes do envelhecimento em gerbilo

da Mongdlia”

“Chrysin acts as a potential mitigator of histopathological prostate

disorders due to aging in the Mongolian Gerbil”
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Simone Jacovaci Colleta® Luis Octavio Regasini®, Rejane Maira Goes®, Patricia Simone

Leite Vilamaior®, Ricardo Alexandre Fochi, Sebastifo Roberto Taboga®.

& Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), S&o Paulo 13084-86, Brasil.

b Nicleo de Apoio ao Pesquisador (NAP), Hospital do Cancer de Barretos, Sdo Paulo
14784-400, Brasil.

¢ Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, Letras, e Ciéncias Exatas
(IBILCE), Univ. Estadual Paulista (UNESP), Sdo Paulo 15054-000, Brasil.

d Centro Universitario de Rio Preto (UNIRP), S&o Paulo 15025-400, Brasil.

* Autor correspondente Endereco:

Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, Letras, e Ciéncias Exatas
(IBILCE), Univ. Estadual Paulista (UNESP), Cristovdo Colombo St., 2265, Jardim
Nazareth, S&o José do Rio Preto, Sdo Paulo 15054-000, Brasil. Telefone: +55 17
32212386; Fax: +55 17 32212390. E-mail: taboga@ibilce.unesp.br (SR Taboga)



27

RESUMO

A fisiologia da prostata é regulada por hormonios esteroides, como androgenos e
estrogenos. Os androgenos induzem diferenciacdo, desenvolvimento e atividade
secretora, e 0s estrdgenos modulam os efeitos androgénicos, regulando o crescimento e
a fisiologia normal da prostata. A maioria dos estrogenos presentes no organismo €
derivada da aromatizacdo da testosterona pela acdo da enzima aromatase. Este estudo
teve como objetivo elucidar os efeitos do desequilibrio hormonal causado pela castracéo
ou inibicdo dessa enzima no microambiente prostatico de gerbilos da Mongdlia.
Gerbilos machos com 90 dias de idade (n = 5 por subgrupo) foram castrados (Cc) ou
tratados semanalmente por gavagem com crisina (Cr) (50mg/kg em 0,1 ml de 6leo de
milho), um inibidor da aromatase. O grupo controle (Cn) foi formado por animais
intactos. Os animais foram mortos com 1, 4 e 52 semanas de tratamento. Os dados
foram comparados estatisticamente pela analise de variancia (Anova bidirecional) e,
posteriormente, pelo pds-teste de Bonferroni (p < 0,05). A orquiectomia bilateral, como
era de se esperar, promoveu uma regressao glandular expressiva, reduzindo varios
parametros morfofuncionais, como por exemplo a secrecdo glandular e o volume
relativo dos seus compartimentos, bem como a incidéncia de inflamacdes e lesdes pré-
malignas e malignas. Além disso, o estroma glandular passou a apresentar um maior
numero de macréfago CD68 e secrecdo aumentada de MMP-9. O emprego da crisina
como inibidor da aromatase, também desencadeou uma involucdo glandular, porém
mais sutil. De maneira geral, nesses animais tanto o epitélio quanto o estroma glandular
sofreram um processo de atrofia, havendo reducdo da secrecdo prostatica e também da
incidéncia de lesdes inflamatorias, pré-malignas e malignas. Tais efeitos, entretanto,
mostraram-se um pouco diferentes em raz&o do tempo de tratamento, sendo observado
apos 1 semana um aumento da secrecdo de MMP-9 e reducéo da producdo de TGF-p, e
depois de 52 semanas o inverso, com maior sintese de TGF-§ e presenca de telocitos,
além de uma menor secre¢do de MMP-2 e MMP-9. Dessa forma, pode-se concluir que a
crisina possui efeitos intraprostaticos semelhantes a da castracdo cirurgica, levando a
uma regressao da estrutura glandular com diminuicdo da incidéncia de displasias e
lesGes pré-malignas ou malignas, porém com uma vantagem significativa, o fato de ser

um procedimento pouco invasivo quando comparado & castragéo cirurgica.

Palavras-chave: prostata ventral, gerbilo, crisina, estroma prostatico, senescéncia
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1. INTRODUCAO

A prostata € uma das glandulas acessérias do sistema reprodutor masculino,
possui caracteristica androgeno-dependente o que a torna suscetivel a lesdes
significativas. Esse fato é corroborado pelas estatisticas que demonstram ser o cancer
de prostata a segunda causa de morte ndo acidental entre os homens ocidentais (Siegel
et al., 2016).

Durante o envelhecimento € comum a ocorréncia de um desequilibrio
hormonal, alterando a proporcdo de androgenos e estrdgenos, aumentando a
suscetibilidade ao desenvolvimento de lesfes prostaticas, como neoplasias intra-
epiteliais e adecarcinomas (Banerjee et al., 2001; Campos et al., 2008; Schulz et al.,
2003). Além disso, alteracBes importantes no microambiente estromal foram
observadas na préstata de animais senis, como 0 intenso aumento de marcacdo de
TGF-B. Juntamente com o desbalango hormonal, esse fator pode estar relacionado com
0 desenvolvimento de alteracBes prostaticas. O aumento de TGF- B promove a
ativacdo de fibroblastos, 0 aumento da angiogénese e favorece a reacdo inflamatoria
(Barron and Rowley, 2012; Montico et al., 2015; Tuxhorn et al., 2001; Wang et al.,
2017).

Terapias anti-androgénicas, como a castracdo cirirgica ou quimica, sao
utilizadas frequentemente no tratamento para o cancer de prostata. No entanto, é
comum observacdo do desenvolvimento de cancer de prostata resistente a castracao
um tempo apdés a ablacdo androgénica (Feldman and Feldman, 2001). Sabe-se que a
privacdo de androgenos leva a uma regressdo glandular com redugdo da atividade
sintética, apoptose de muitas células epiteliais e alteracdes no compartimento estromal.

Atualmente tem-se tentado identificar alimentos funcionais que contenham
compostos naturais com propriedades antioxidante, anti-inflamatdria e que possam
prevenir ou impedir o desenvolvimento e recorréncia de cancer. Os flavonoides séo
uma familia diversificada de compostos fendlicos naturais, encontrados em frutas e
vegetais. Os flavondides possuem baixa toxicidade e possuem potenciais propriedades
anticancer (Patel, 2014; Ryu et al., 2017). A crisina (5,7-di-hidroxifavona) é um
flavonoide encontrado naturalmente em mel, propolis e vérias espécies de plantas,
incluindo o maracuja (Passiflora coerulea) (Pichichero et al., 2011). Esse composto
possui propriedades anti-inflamatéria , antioxidante e anticancer conhecidas (Cho et

al., 2004; Fu et al., 2007). Ela inibe o processo de aromatizacdo bloqueando o
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metabolismo da testosterona pela enzima Aromatase (Jana et al., 2008). Sendo assim,
a crisina é um composto com propriedades antiestrogénica, capaz de reduzir a
producdo intra-tecidual de estrdégenos. Inibindo a aromatase, o tratamento com crisina
leva a um acumulo de testosterona, por isso esse composto também tem sido utilizado
como suplemento alimentar como uma alternativa ao uso de testosterona como
anabolizante. Os efeitos desse composto na préstata ainda ndo foram totalmente
descritos, sabe-se que ela possui um efeito protetivo contra lesbes prostaticas, por
possuir propriedades anti-proliferativa, anti-inflamatoria e pro-apoptotica (Mani and
Natesan, 2018; Ryu et al., 2017; Samarghandian et al., 2011).

Sendo assim o presente trabalho objetivou analisar comparativamente 0s
efeitos da ablacdo androgénica feita pela castracdo cirurgia do tratamento com a

crisina, em gerbilos adultos e senis.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Delineamento experimental

Gerbilos (Meriones unguiculatus) machos adultos de 90 dias foram mantidos em
isoladores de acrilico com maravalha estéril, sob condicGes ideais de temperatura,
umidade e luminosidade, com agua e alimentacdo ad libitum, no Biotério do Grupo de
Pesquisa em Biologia da Reproducdo do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas da UNESP, campus de Sao José do Rio Preto (SP) (CEUA / UNESP, protocolo
130/2016).

Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais (Fig. 1):

. Controle normal (Cn): animais integros, livres de qualquer manipulacéo
experimental foram mantidos em isoladores por todo o tempo do experimento sob as
mesmas condicOes de biotério dos grupos experimentais.

o Controle veiculo (Cv): animais integros receberam por todo o tempo do
experimento doses semanais do de 6leo de milho, o qual foi empregado como veiculo
de diluig&o.

o Castrados (Cc): animais foram sedados pela combinacdo dos
medicamentos xilazina/cetamina e ap0s esse procedimento, foram bilateralmente
orquiectomizados. Apds a recuperacdo cirargica os animais foram devolvidos aos

isoladores e mantidos em biotério.
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o Crisina (Cr): animais receberam semanalmente, por gavagem, doses de
50mg/Kg/semana de crisina, em 0,1ml de 6leo de milho. A producdo da crisina foi
descrita por Ribeiro e colaboradores (2018) e realizada no Laboratério de Quimica
Verde e Medicinal (IBILCE/UNESP).

Apols os todos os tratamentos acima descritos, cada grupo experimental foi
dividido em trés subgrupos (n=5 por subgrupo), um contendo animais eutanasiados com
1 semana de tratamento, outro contendo animais eutanasiados com 4 semanas de
tratamento e outro contendo animais eutanasiados com 52 semanas de tratamento.

Os animais foram insensibilizados por inalacdo de CO>, pesados e decapitados
em guilhotina para coleta de sangue. Os complexos prostaticos foram removidos,
pesados e apds a separacdo dos lobos, os mesmos foram pesados e processados para 0S

diferentes ensaios de microscopia e microanalises.

2.2 Dosagem Hormonal Sérica

As amostras de sangue foram coletadas em tubos de ensaio de 4 ml com gel de
separacdo. O material foi centrifugado a 3000 rpm e o soro foi separado e congelado a -
80°C para posterior analise dos niveis de testosterona e estradiol. As dosagens foram
realizadas por ELISA Captura/Sanduiche (anticorpo-antigeno-anticorpo) utilizando kits
comerciais especificos (Enzo Life Sciences International Inc., PA, EUA) de alta
sensibilidade. ~As leituras foram realizadas em leitor Epoch™  Multi-

VolumeSpectrophotometer System (BioTekInstruments, VT, EUA).

2.3 Andlises Histologicas

Apds a pesagem, os 6rgdos coletados foram fixados por 12 horas em paraformol
tamponado a 4%, lavados em &gua, desidratados em etanol, clarificados em xilol e,
entdo, incluidos em Paraplast (Histosec, Merk). Os érgédos foram seccionados a 3-5um ¢
corados por Hematoxilina-Eosina (H&E), Tricromico de Gomori, e Periodic Acid Schif

(P.A.S.), para estudos morfoldgicos gerais da prostata.

2.4 Analises Estereoldgicas e Morfométricas
As andlises estereoldgicas foram realizadas para a obtencdo do volume relativo
dos diferentes compartimentos prostaticos de todos os grupos em estudo. Para isso,

foram capturados 30 campos aleatérios de cada grupo (n=5) a partir de laminas coradas
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com Tricrdmico de Gomori, através do Sistema Analisador de Imagens, com o
programa Image—Pro-Plus (Media Cybernetics). As medidas foram realizadas de acordo
com o sistema de teste de multipontos M130 proposto por Weibel (1978) e aplicado a
préstata por Vilamaior e colaboradores. Assim, a partir dos dados obtidos para cada
campo analisado, foi calculada a frequéncia dos compartimentos epitelial, luminal,
estroma muscular, colédgeno e vaso sanguineo da glandula prostética.

Para as analises morfomeétricas, os cortes histologicos corados por H&E foram
submetidos as analises de espessura (um) das células epiteliais secretoras e da camada
muscular. Para cada uma dessas analises foram coletadas 200 medidas de cada grupo
experimental (n=5). A analise do material foi realizada em microscopio Olympus BX60,
utilizando o software Image-Pro-Plus ©Média Cybernetics para as medidas

morfomeétricas.

2.5 Anélises Imunoistoquimicas

Para avaliar o efeito da blacdo hormonal e do tratamento com a crisina na prostata
de Gerbilos machos foram verificadas as possiveis alteragdes nos componentes celulares
e extracelulares do estroma prostatico. Para tal foram realizadas analises
imunoistoquimica da musculatura lisa estromal (a-Actina, SC32251/Santa Cruz
Biothecnology, diluicdo 1:100), expressdo de metaloproteinases (anti-MMP-2,
SC6838/Santa Cruz Biothecnology, diluicdo 1:25); anti-MMP-9, SC6840/Santa Cruz
Biothecnology, diluicdo 1:50), alteracBes quantitativas de macréfagos (anti-CD68,
SC20060/ Santa Cruz Biotechnology, diluicdo 1:50) e teldcitos (anti-CD34, SC74499/
Santa Cruz Biotechnology, diluicdo 1:50), além da presenca de um estroma reativo pela
expressdo de TGF-B (anti-TGF-B, SC146/Santa Cruz Biothecnology, diluicdo 1:75).

Procedimentos gerais para imunoistoquimica: o0s cortes histologicos
desparafinizados e reidratados foram submetidos a recuperacdo antigénica em tampé&o
citrato (pH 6,0) (o-Actina, CD68 e TGF-B) ou tampéo tris-EDTA (pH 9,0) (MMP-2,
MMP-9, CD34) trés vezes durante 7 min em micro-ondas. Em seguida, os cortes foram
lavados em TBS_NP40 por 3 vezes de 5 minutos. Depois disso, foi realizado a
permeabilizacdo de membrana com triton a 0,5% por 10 minutos. O bloqueio de
peroxidases endogenas foi realizado com 0.3% H20: diluida em agua por 2 vezes de 15
minutos e depois os cortes foram lavados em TBS_NP40 por 3 vezes de 5 minutos. O
blogueio de proteinas inespecificas foi realizado através da incubagdo dos cortes em

uma solucéo bloqueadora (leite desnatado a 5% em tampdo TBS-NP40) por 30 minutos
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a temperatura ambiente. Os anticorpos primarios foram utilizados em dilui¢Ges variadas
(entre 1:25 a 1:100) a 4°C overnight. Apos serem lavados em TBS_NP40 por 3 vezes de
5 minutos, e incubados com anticorpos secundarios marcados com peroxidase
(RabbitABC Staining System SC-2018 — Santa Cruz Biotechnology), os cortes foram
revelados com a diaminobendizina (DAB). A contra coloracdo dos cortes foi feita com
Hematoxilina de Harris. Em seguida, as laminas foram desidratadas em etanol,

montadas em balsamo do Canada e avaliadas em microscopia de luz convencional.

2.6 Multiplicidade e incidéncia de lesdes

As prostatas foram seccionadas em série (cinco cortes por animal, n=5) e 0 exame
de classificacdo histopatologico das lesdes prostaticas foi realizado de acordo com
critérios previamente descritos (Goncalves et al., 2010; Shappell et al., 2004). Foi
quantificado o nimero de focos inflamatdrios, lesdes pré-malignas e lesdes malignas,
sendo que foram consideradas distarbios inflamatérios com a presenca de células
inflamatorias intraluminal e periductais, lesdes pré-malignas (regides de neoplasia intra-
epitelial - PIN) e lesdes malignas (regides de carcinoma microinvasivo e
adenocarcinoma). A incidéncia corresponde a porcentagem de animais que
apresentaram essas alteracfes prostaticas no total do grupo analisado. A multiplicidade
foi estimada pelo nimero total de focos de alteracBGes prostaticas observadas em cada
corte histolégico dividida pelo nimero total de sec¢bes analisadas (o valor expresso é

uma média de lesdes por se¢do).

2.7 Analises Estatisticas

Os dados utilizados para a analise sdo expressos como média *+ desvio padrdo ou
média * erro padrdo. Como o0s ensaios de normalidade (teste de Kolmogorow-Smirnoff)
e de homocedasticidade (teste de Levene) dos dados pareciam ser validos, os dados
foram analisados inicialmente por analise bidirecional (ANOVA) para examinar 0s
efeitos do tratamento e do periodo como os dois fatores e a interagdo dessas
comparagGes multiplas pos-hoc foi realizada com o teste de Bonferroni, os valores
foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05. Todas as avaliagdes
estatisticas foram realizadas usando o software Statistica 7.0 (Copyright®Statsoft, Inc.
de 1984 a 2004).
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3. RESULTADOS

3.1 Caracteristicas da prostata normal

O presente trabalho utilizou animais intactos de 90 dias (Cnl), 120 dias (Cn4) e
15 meses (Cn52) de idade para os grupos controle. Foi observada uma maior dosagem
sérica de testosterona nos animais de 120 dias de idade (Cn4) (tabela I).

Nos animais adultos de 90 dias de idade o lobo ventral apresenta acinos com
limen dilatado e intensa secrecdo no seu interior, revestido por células secretoras
colunares altas e cercadas por um estroma delgado, formado, principalmente, de células
musculares lisas e fibras colagenas (Fig. 2 A, B, C e D). No estroma foi observada uma
marcacdo moderada de TGF-B (Fig. 6A). Observou-se poucas regides de marcagdo de
MMP-2, estando acumulada na regido apical do epitélio e na regido mais externa ao
acino no estroma muscular (Fig. 7A). A MMP-9 é mais abundante na prostata desses
animais do que a proteinase descrita anteriormente, sendo encontrada, principalmente na
regido apical do epitélio e dispersa no estroma muscular (Fig. 8A). Os animais adultos
possuem pouca marcacdo de células CD68+, localizadas, principalmente na regido
periacinar (Fig. 10A).

Na prostata de Gerbilos foi observado um pequeno ndamero de células CD34+, 0s
telocitos (Fig. 11A). Essas células apresentam diversos prolongamentos celulares,
podendo formar redes de prolongamentos. Elas podem estar em diferentes localidades
do estroma prostatico, como: na regido distal do estroma muscular, na regido
subepitelial, proximo a vasos, em aglomerados (Fig. 11A).

Nos animais de 120 dias de idade (Cn4) foi observado niveis séricos de
testosterona maiores do que o observado nas outras idades (Cnl e Cn52) (tabela I).
Além disso, as marcagbes de MMP-2, MMP-9 e células CD34+ também aumentaram
(Fig. 7B, 8B e 11B). Foi observado maior incidéncia e multiplicidade de inflamagéo,
acompanhada pelo aumento da multiplicidade de lesdes malignas (Fig. 5).

Os animais senis (Cn52) apresentaram alteracGes prostaticas importantes
desencadeadas pelo desbalanco hormonal intraprostatico caracteristico do avanco da
idade. O peso do animal aumentou e do complexo prostatico diminuiu no grupo Cn52
em relacdo aos demais grupos controle (tabela I). Os &cinos se tornaram maiores, com
aumento do espaco luminal, acompanhado de uma reducdo do volume do

compartimento epitelial, do musculo liso e das fibras colagenas, enquanto as células
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epiteliais e 0 compartimento estromal tornaram-se atrofiados (tabelal; Fig. 4Al, A2, B,
C). A secrecdo prostatica observada no interior do limen reduziu consideravelmente
(Fig. 4D). O microambiente estromal encontra-se alterado, com marcagao intensa para
TGF-B, reducdo de MMP-2, aumento de MMP-9 e um discreto aumento de macrofagos
CD68 (Fig. 6C, 7C, 8C, 10C). Foram observadas poucas células CD34+, semelhante ao
observado no grupo Cnl (Fig. 11C). Essas altera¢des estromais refletem no surgimento
de alteracBes morfoldgicas, com um aumento de células com o citoplasma claro e
nucleo atipico no epitélio, o aumento da incidéncia de inflamacdao e lesdes malignas, no
entanto a incidéncia de lesbes pré-malignas reduziu (Fig. 4 A, B e C; Fig. 5). Foi
observado um aumento na multiplicidade de inflamacdes, lesdes pré-malignas e
malignas (Fig. 5).

O oleo de milho é largamente utilizado como veiculo de diluicdo de compostos
lipossoluveis, como o inibidor em questdo (crisina). Sendo assim, a fim de observar se
esse diluidor pode causar efeitos sobre a prdstata de Gerbilos, formou-se um grupo em
que foi aplicado apenas 6leo de milho pelo mesmo periodo de tratamento dos demais
grupos. Os dados desses grupos mostraram que esse diluidor desencadeou discretas
alteracdes prostaticas que ndo sao relevantes para as analises desse estudo, sendo assim

esses dados ndo foram apresentados aqui.

3.2 Efeitos da castracéo sobre a prostata

A castracdo cirargica desencadeou importantes alteracdes prostaticas nas
variadas analises realizadas apds cada um dos trés periodos. Tais alteracdes se
expressaram como uma significativa regressdo da glandula prostatica, principalmente
nos grupos Cc4 e Cc52. Os niveis de testosterona diminuiram acentuadamente uma
semana apods a castracdo, mantendo-se baixos apds 4 e 52 semanas (tabela I). O estradiol
diminuiu apenas no grupo Cc52 (tabela 1). A quantidade de secrecdo diminuiu
visivelmente ap0s a castracdo (Fig. 2H, 3H e 4H).

Foi observada uma reducdo do peso do complexo prostatico uma semana apos a
castracao (tabela I). O volume epitelial diminuiu enquanto o de coldgeno aumentou no
grupo Ccl (tabela I; Fig. 2E). Os compartimentos epiteliais e estromais tornaram-se
atrofiados (tabela I; Fig. 2F). Rupturas na camada de musculo liso foram observadas nos
animais Ccl (Fig. 9D1, 9D2). A marcagdo para MMP-9 também foi maior assim como

para macréfagos CD68 (Fig. 8D, 10D). No entanto, poucas células CD34+ foram
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observadas (Fig. 11D). Uma semana apds a castracdo ndo houve incidéncia de
inflamacéo (Fig. 5).

O peso corporal dos animais aumentou 4 semanas apds a castracdo, sendo
acompanhado pela reducdo do peso do lobo ventral, do peso relativo e do peso do
complexo prostatico (tabela 1). Assim como no grupo Ccl, no grupo Cc4 o volume
relativo do epitélio diminuiu, enquanto o volume de colageno aumentou (tabela I; Fig.
3E, 3G, 3H). A altura do compartimento epitelial e estromal reduziu (tabela I; Fig. 3F).
Nos animais do grupo Cc4 p6de-se observar regides descontinuas na camada muscular
lisa periacinar (Fig. 9 E1, E2). A marcacdo de MMP-9 foi maior em relacdo ao grupo
Cnl, Ccl e Cn4 (Fig. 8E). A presenca de macrofagos CD68 foi mais comum (Fig. 10E).
A incidéncia de inflamacéo e lesGes pré-malignas e malignas reduziu, acompanhada da
reducdo da multiplicidade de inflamacao e lesbes malignas (Fig. 5).

Nos animais do grupo Cc52 foi observado uma reducdo em todos os parametros
biométricos (peso do animal, peso do lobo ventral, peso relativo e peso do complexo
prostatico) (tabela 1). Nesses animais também foi observado o aumento do volume
epitelial e do estroma muscular, além do colageno e vasos sanguineos, com uma
reducdo, entretanto, do volume luminal (tabela I; Fig. 4 E, F, G e H). Os acinos se
tornaram reduzidos e pregueados. A altura das células epiteliais reduziu e do
compartimento estromal aumentou (table 1; FIG. 4F). A marcacdo de MMP-2 e MMP-9
aumentou no grupo Cc52, além disso, também foi mais frequente a observacdo de
células CD34+ (Fig. 7F, 8F, 11F). Nos animais castrados e senis ndo houve incidéncia e
multiplicidade de inflamacdes e lesbes prostatica malignas, a multiplicidade de lesdes
pré-malignas foi menor que o observado no grupo Cn52 (Fig. 5).

3.3 Efeitos da crisina na inibicdo da enzima Aromatase sobre a préstata de
Gerbilos

O tratamento com a crisina alterou o equilibrio hormonal prostatico a ponto de
acarretar uma regressdo da estrutura glandular, de maneira diferente na dependéncia do
periodo de tratamento, sendo que quanto maior o periodo de tratamento mais evidentes
as alteracOes observadas.

ApoOs uma semana de tratamento foi observado um aumento da concentragéo
sérica de testosterona e estradiol (tabela I). Com 4 semanas de tratamento foi observado
uma reducdo concentracdo sérica de testosterona e estradiol (tabela I). Com 52 semanas

de tratamento, foi observada apenas uma reducéo dos niveis de estradiol (tabela ).
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Com uma semana de tratamento os compartimentos estromais e epiteliais se
tornaram atrofiados (tabela I; Fig. 2J1). O volume relativo de coldgeno nédo alterou,
porém esse comegou a se acumular abaixo do epitélio, formando uma camada
subepitelial evidente (Fig. 2K). A secrecdo diminuiu (Fig. 2L). Além disso, foi
observado a presenca de debris celulares no interior do Iimen. Foi constatado também
um aumento da imunomarcagdo de MMP-9 e uma reducdo de TGF-§ (Fig. 81, 811, 812).
Né&o houve incidéncia e multiplicidade de inflamagdo, houve uma reducéo da incidéncia
de lesdes pré-malignas (Fig. 5).

Nos animais tratados com crisina por 4 semanas 0 peso da préstata ventral
reduziu (tabela I). Ocorreu uma redugdo da imunomarcagédo de MMP-2 e um discreto
aumento de MMP-9. Foi mais frequente a observacdo de células CD34+ (Fig. 7H, 8H,
11H). A secrecdo diminuiu, sendo que alguns acinos apresentaram um padrdo de
secrecdo alterado, com acumulo de cristais de aspecto de espinhos (Fig. 3L1, 3L2).
Foram observadas algumas regides de ruptura da CML (Fig. 9H1, 9H2). A marcacao
para teldcitos se tornou mais frequente e mais evidente (Fig. 11H). A incidéncia de
inflamacdo reduziu nos animais desse grupo (Fig. 5).

No grupo Cr52 o peso dos animais e do complexo prostatico reduziram (tabela
I). A porcentagem de epitélio reduziu e de vasos sanguineos aumentou (tabela I; Fig. 4
I, J, K, L). O compartimento epitelial se tornou atrofiado, enquanto o estromal
hipertrofiou (tabela I; Fig. 4J). A secrecdo diminuiu (Fig. 4L). foram observadas
algumas regibes de ruptura da CML (Fig. 91). Ocorreu um aumento da imunomarcacgéo
de TGF-B ¢ uma redugdo de MMP-2 e de MMP-9 (Fig. 611, 612, 71, 81). A observagéo
de teldcitos foi mais frequente e mais evidente (Fig. 111). A incidéncia de lesbes pré-
malignas aumentou e de lesbes malignas reduziu. A multiplicidade de inflamacéo e

lesGes prostaticas aumentou (Fig. 5).

4. DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento de alteragdes prostaticas espontaneas em gerbilos senis
Sabe-se que a préstata € uma glandula androgeno-dependente e que a acgéo
desses hormonios é mediada por receptores de andrdgenos, além disso essa glandula
também ¢ fortemente influenciada pelos niveis estrogénicos, que agem via receptores

especificos de estrogenos (ERa ¢ ERB) (McPherson et al., 2007). Inimeros estudos
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mostram que o equilibrio entre esses dois hormonios é importante para a manutencéo da
homeostase prostatica e para o surgimento e desenvolvimento de doencas (Risbridger et
al., 2003; Rivas et al., 2002).

O presente trabalho mostrou que gerbilos senis estdo mais suscetiveis ao
desenvolvimento de lesGes prostaticas, evidenciadas pela observacdo de neoplasias
intra-epiteliais e adecarcinomas em alguns animais. Diversos estudos mostram que 0S
desequilibrios hormonais que ocorrem durante o processo de envelhecimento, com
diminuicdo nas proporcdes entre androgenos e estrogenos, contribuem para o
desenvolvimento de alteracGes patoldgicas da prostata (Banerjee et al., 2001; Campos et
al., 2008; Schulz et al., 2003). Ao longo do envelhecimento a atividade da enzima 5a-
redutase esta alterada, fazendo com que os niveis de DHT diminuam e o estradiol se
acumule (Banerjee et al., 2001; Montico et al., 2015). Além disso, segundo Campos e
colaboradores (2008) a homeostase entre a proliferacdo celular e apoptose também
torna-se alterada durante o envelhecimento (Campos et al., 2008).

Alteracdes importantes no microambiente estromal foram observadas na prostata
de animais senis, como o intenso aumento da marcacdo de TGF-B. Juntamente com o
desbalanco hormonal, esse fator pode estar relacionado com o desenvolvimento de
alteracOes prostaticas. O aumento de TGF- B promove a ativagdo de fibroblastos, o
aumento da angiogénese e favorece a reacdo inflamatéria (Barron et al., 2010;
Descazeaud et al., 2011; Montico et al., 2015; Tuxhorn et al., 2002; Wang et al., 2017).

4.2 A castracgao cirurgica desencadeou uma regressao da glandula prostatica

A castracéo levou a uma regresséo glandular decorrente de alteragbes hormonais
prostaticas associada a uma supressdo do fluxo sanguineo para o tecido prostéatico,
levando a uma menor proliferacdo celular e um aumento no processo de morte celular.

A supressdo androgénica pela castracdo leva a um processo de involucdo da
prostata, causando atrofia e morte de células epiteliais e uma remodelacdo estromal
(Taboga et al., 2009). Essa regressao glandular é regulada pela reducdo do nimero de
receptores androgénicos na glandula e pelo aumento de TGF-B no compartimento
estromal, levando a um aumento das taxas de apoptose e reducdo da proliferacéo celular
(Cordeiro et al., 2008; Placencia et al., 2008).

O presente estudo mostrou que logo apos a castracédo as alteragGes encontradas e
0 processo inflamatério desencadeado sdo mais intensos, como observado no grupo

Ccl, no entanto, um periodo ap6s o processo cirdrgico (grupos Cc4 e Cc52), pode-se
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observar a gradativa regressdo do processo inflamatorio e a diminuicdo da observacéo
de lesdes.

Previamente, foram descritos alteracbes nas células de musculo liso
desencadeadas pela castracdo, sendo que essas células se tornaram curtas, pregueadas e
com aspecto espinhoso, situacdo observada no presente trabalho apds os trés periodos
de tratamento (Antonioli et al., 2004; Vilamaior et al., 2005).

Macrofagos CD68+ provavelmente participam dessa remodelacdo prostética,
como demonstrado pelo aumento dessas células nos animais dos grupos Ccl e Cc4.
Estudos mostram que ha uma resposta inflamatoria poucos dias apos a castracdo, com 0
aumento do numero de macréfagos CD68+ e CD163+ localizados no estroma que
podem ser recrutados para o compartimento epitelial em decorréncia da castracéo (Silva
et al., 2017). Essas células realizam um importante papel fagocitico de células
apoptoticas resultantes da ablacdo androgénica (Nagata et al., 2010; Silva et al., 2017).
Esses macréfagos CD68+ sdo capazes de secretar tanto fatores anti-inflamatdrios, como
IL-10 e TGF-B, quanto pré-inflamatorios, como citocinas IL-13 ¢ IL-6 (Silva et al.,
2017).

A castracdo cirurgica desencadeia uma remodelacdo estromal, em certos
aspectos, semelhante ao observado na reacdo estromal durante a invasdo de células
epiteliais, como o aumento de colageno e metaloproteinases. Entretanto, com a
castracdo essa remodelacdo, provavelmente, estd sendo desencadeada pelas células
musculares lisas, levando ao desenvolvimento de um microambiente menos permissivo
ao desenvolvimento de lesBes (Antonioli et al., 2004).

A ablacéo androgénica é amplamente apontada como um mecanismo de controle
da progressdo de cancer de prostata (Novara et al., 2009; Silva et al., 2017). O presente
trabalho atesta a eficiéncia da castracdo cirurgica, visto que em gerbilos senis uma
grande quantidade de lesbes prostaticas espontaneas € observada. No entanto, apesar de
a castracdo reduzir o risco de lesdes, ela também altera 0 microambiente prostatico

levando a uma remodelagéo estromal.

4.3 Efeito protetivo da crisina na préstata

A crisina é um flavonoide encontrado em varias especies vegetais. Ela tem sido
largamente estudada por apresentar propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias
(Ciftci et al., 2012) e anticancerigenas (Kasala et al., 2016). Esse composto possuli

efeitos inibitorios sobre a atividade da enzima aromatase, responsavel pela aromatizacdo
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da testosterona em estradiol (Edmunds et al., 2005; Nabavi et al., 2015; Ta and Walle,
2007; Wang and Morris, 2007).

Estudos mostram que a aplicacdo de inibidores de aromatase, como a crisina e o
letrozol, provocam um aumento dos niveis seéricos de testosterona acompanhado por
uma reducdo dos niveis de estradiol (Ciftci et al., 2012; Corradi et al., 2009a, 2009b;
McPherson et al., 2001; Santos et al., 2008). No entanto, foi observado que a dosagem e
0 tempo de tratamento sdo relevantes para a inibigdo eficiente da enzima aromatase
realizada pela crisina, sendo que o tratamento com dose de 50 mg/kg/semana nao foi
capaz de aumentar os niveis de testosterona em experimentos com duracao de até 1 ano
(Amin Altawash et al., 2017; Campos et al., 2018).

Observamos que os periodos de 1 e 4 semanas de tratamento ndo foi suficiente
para causar um desequilibrio hormonal em niveis séricos, pois a concentracdo de
estradiol nos animais tratados foi semelhante ou superior ao observado nos animais
controle. No entanto, os valores mencionados tratam da concentragéo sérica hormonal,
sendo que as concentragdes intraprostaticas de androgenos e estrdgenos podem estar
alteradas. O tratamento por 52 semanas provocou uma inibicdo efetiva da enzima
aromatase, provocando uma reducao dos niveis séricos de estradiol.

O presente trabalho evidenciou as propriedades anti-inflamatérias da crisina e
foi possivel observar um papel protetivo desse composto em relacdo ao
desenvolvimento de lesGes malignas prostaticas, evidenciado pela reducéo da incidéncia
de inflamagdo em todos os grupos tratados com crisina e a reducdo de incidéncia e
multiplicidade de lesbes malignas em animais senis, cuja presenca dessas alteracOes
prostaticas normalmente é frequente.

Estudos in vitro mostraram efeitos protetivos, anti-proliferativos, anti-
inflamatdrio e pré-apoptéticos da crisina sobre linhagens celulares de cancer (Mani and
Natesan, 2018; Salimi et al.,, 2017; Xu et al., 2017). Essas propriedades anti-
proliferativas ddo-se pelo bloqueio das células cancerigenas na fase sub-G1 do ciclo
celular, o que interfere na proliferacdo e predispdem a apoptose essas células (Ryu et
al., 2017; Samarghandian et al., 2011). As propriedades pré-apoptoticas sao devidas a
ativacdo da caspase-8 (Samarghandian et al., 2011). Esse efeito protetivo, também, pode
estar relacionado com o aumento de ERP, com caracteristicas anti-proliferativas,
desencadeado por esse composto (Caires, 2016). Alem disso, recentemente ela vem
sendo utilizada no tratamento do céncer, pois induz a morte celular pela ativagdo do

fator de necrose tumoral (TNF) (Nabavi et al., 2015). Shoieb e colaboradores
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demostraram que o tratamento com crisina apés a inducdo de HPB é capaz de reduzir o
estresse oxidativo e inibir a ativacdo de NF-kB, IGF-1 e IGF-1R (Shoieb et al., 2018).
No entanto, a utilizacdo desse composto em fases pré-plbere pode aumentar as taxas de
proliferacdo e acelerar o desenvolvimento da glandula (Ribeiro et al., 2018).

O presente trabalho mostrou que o tratamento com a crisina alterou a marcacao
de metaloproteinases 2 e 9 nos diferentes periodos de tratamento. Estudos indicam que
0 aumento dessas proteinases estd relacionado com o desenvolvimento de lesdes
prostaticas (Bruni-Cardoso et al., 2010; Gongcalves et al., 2015; Justulin et al., 2010;
Roy et al., 2009; Zhang et al., 2004). Nos grupos tratados por 4 e 52 semanas foi
observada uma reducdo da marcagdo de MMP-2, evidenciando que, a0 mesmo tempo
que seu aumento direciona o desenvolvimento de lesdes prostaticas, sua reducdo
também pode estar relacionada com a manutencdo da morfologia normal prostatica em
gerbilos senis.

A utilizacdo da crisina tanto como composto catabdlico na dieta quanto no
tratamento de disfuncbes prostaticas devem ser mais bem analisadas. Ela possui
eficientes propriedades anti-inflamatdrias e mostrou bons resultados em relagdo ao
controle de lesGes malignas. Além disso, em comparacdo a ablacdo androgénica pela
castracdo, a utilizacdo da crisina ¢ um método menos invasivo. No entanto, pouco se

sabe sobre possiveis efeitos colaterais que a sua utilizacdo pode acarretar.

4.4 Os telocitos sdo células sensiveis as variacdes no microambiente

prostético.

Recentemente foi descrito um novo grupo de células no estroma prostatico, o0s
telocitos. Essas células possuem pouco citoplasma e indmeros e extensos
prolongamentos, chamados telépodes (Corradi et al., 2013; Sanches et al., 2016; Wang
et al., 2017; chaps. 2, Xiao et al.). Na prostata os teldcitos possuem a funcéo de dar
suporte na contracdo do musculo liso periductal e participam da compartimentalizagédo
estromal (Corradi et al., 2013). Essas células possuem juncdes com células epiteliais e
células musculares lisas, sendo que a interagdo entre essas células é importante para a
manutenc¢do do fenotipo normal da glandula prostatica (Felisbino et al., 2019).

O presente trabalho mostrou que essas células sdo sensiveis a alteragOes
prostaticas, estando aumentadas em todos os tratamentos analisados, principalmente nos
grupos tratados com crisina. Sabe-se que a ablacdo androgénica pela castracdo leva a

uma modificagdo do fendtipo dos teldcitos, levando & perda ou reducdo dos telopodes e
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a dilatacdo do nucleo (Felisbino et al., 2019). Essas células sdo AR positivas, ER-f
positivas e produzem TGF-p, sendo sensiveis a variagdes de androgenos e estrogenos,
podendo participar da regulacéo da proliferagéo tecidual (Felisbino et al., 2019; Sanches
et al., 2017). Portanto a variagdo intratecidual de andrdgeno e estrégeno observada nos

grupos tratados com crisina podem ter direcionado esse aumento de células CD34+.

5. CONCLUSOES

Tanto a castracdo cirlrgica quanto o tratamento com a crisina afetam o
microambiente estromal e possuem capacidade de diminuir a incidéncia de displasias
prostaticas. A castracdo cirdrgica apresenta uma capacidade protetiva maior na préstata,
mas trata-se de um método invasivo, por isso a utilizacdo de crisina pode ser um método

mais eficiente e menos invasivo.
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Figura 1: Diagrama do desenho experimental que esquematiza os diferentes experimentos

realizados nesse estudo.
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Cn1

Cc1

Cr1

Figura 2: Cortes histologicos da préstata ventral de Gerbilos dos grupos tratados por 1
semana, corados por Hematoxilina & Eosina (A, B, E, F, I e J), Tricrémico de Gomori (C, G
e K) e P.AS. (D, H e L). Legenda: Cnl — grupo controle normal; Ccl — grupo castrado e
eutanasiado 1 semana ap6s o procedimento, Crl — grupo tratado com 50 mg/Kg de crisina
por 1 semana; Ep - epitélio; S - estroma; L - limen; v — vaso sanguineo; cabeca de seta —

regido de acumulo de colageno; seta — telécitos; Dc - debris celulares.
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Figura 3: Cortes histologicos da prdstata ventral de Gerbilos dos grupos tratados por 4
semanas, corados por Hematoxilina & Eosina (A, B, E, F, | e J), Tricromico de Gomori (C,
GeK)eP.AS. (D, HeL). Legenda: Cn4 — grupo controle normal; Cc4 — grupo castrado e
eutanasiado 4 semanas apos a castragdo, Cr4 — grupo tratado com 50 mg/Kg/semana de
crisina por 4 semanas; Ep - epitélio; S - estroma; L - limen; v — vaso sanguineo; cabeca de
seta — regido de acumulo de colageno; seta — teldcitos; ¢ — células claras; PIN — neoplasia

intra-epitelial; * - acimulo de células inflamatorias.
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Figura 4: Cortes histoldgicos da prostata ventral de Gerbilos dos grupos tratados por 52
semanas, corados por Hematoxilina & Eosina (A, B, E, F, | e J), Tricromico de Gomori (C,
GeK)eP.AS. (D, Hel). Legenda: Cn52 — grupo controle normal; Cc52 — grupo castrado
e eutanasiado 52 semanas apés a castracdo, Cr52 — grupo tratado com 50 mg/Kg/semana de
crisina por 52 semanas; Ep - epitélio; S - estroma; L - lumen; ¢ — células claras; PIN —

neoplasia intra-epitelial; cabeca de seta — regido de acimulo de colageno.
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Figura 5: Anélises de incidéncia (A, B e C) e multiplicidade (D, E e F) de inflamac&o e

lesBes prostaticas nos l6bulos prostaticos de gerbilos da Mongolia. Analises de incidéncia e

multiplicidade foram realizadas em todos os animais (n = 5 por subgrupo). Os dados sobre

incidéncia indicam a porcentagem de animais afetados. Os dados sobre multiplicidade

correspondem a varia¢do no nimero de focos de lesdo em cada grupo. As letras representam

a variagao significativa entre todos 0s grupos.
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Figura 6: Cortes histologicos da prostata de Gerbilos dos grupos experimentais submetidos
a imunomarcagéo para anti-TGF-p. Contra coloragdo com Hematoxilina de Harris. Legenda:

Ep - epitélio; S - estroma; L — limen; seta — regides de marcagdes.
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1 Semana 4 Semanas 52 Semanas

Figura 7: Cortes histoldgicos da prostata de Gerbilos dos grupos experimentais submetidos
a imunomarcacdo para anti-MMP-2. Contra coloragdo com Hematoxilina de Harris.
Legenda: Ep - epitélio; S - estroma; L - lumen; Seta - regides marcadas.



56

| 1 Semana L 4 Semanas I 52 Semanas

“ .; ?!
et ‘}‘..‘5

£ kTN
T !‘,’h— '{ ,!_\,

ol ‘“;‘G?“*

Figura 8: Cortes histoldgicos da préstata de Gerbilos dos grupos experimentais submetidos
a imunomarcagdo para anti-MMP-9. Contra coloragdo com Hematoxilina de Harris.

Legenda: Ep - epitélio; S - estroma; L - limen; Seta - regides marcadas.



1 Semana 52 Semanas

Figura 9: Cortes histoldgicos da prostata de Gerbilos dos grupos experimentais submetidos
a imunomarcacao para a-actina de musculo liso. Contra coloragdo com Hematoxilina de
Harris. Legenda: Ep - epitélio; S - estroma; L - limen; Cabeca de seta — ruptura da camada

muscular; * - acimulo de células inflamatorias.
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Figura 10: Cortes histolégicos da prostata de Gerbilos dos grupos experimentais submetidos

a imunomarcacéo para anti-CD68. Contra coloracdo com Hematoxilina de Harris. Legenda:

Ep - epitélio; S - estroma; L - lumen; Seta — células CD68- positivas.
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4 weeks

52 weeks

Figura 11: Cortes histoldgicos da préstata de Gerbilos dos grupos experimentais submetidos

a imunomarcacéo para anti-CD34. Contra coloracdo com Hematoxilina de Harris. Legenda:

Ep - epitélio; S - estroma; L - lumen; Seta — células CD34- positivas.
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RESUMO

A prostata € uma glandula do sistema reprodutor regulada por andrégenos e estrogenos.
A enzima 5a-redutase participa da regulacdo dos niveis prostaticos desses horménios,
sendo responsavel pela conversdo da testosterona em diidrotestosterona. A finasterida é
capaz de desencadear uma reacdo estromal. A reacdo estromal envolve processos
celulares, maltiplas proteinas e sinalizadores de matriz extracelular que proporcionam
uma resposta do tecido conjuntivo a uma agressdo epitelial, principalmente as alteracdes
neoplésicas e inflamatorias. Embora sejam bem conhecidos os processos que levam a
formacdo do estroma reativo, na préstata ainda restam muitas questdes relacionadas a
esse fenbmeno. Assim o presente trabalho tem como objetivo principal identificar,
quantificar e caracterizar, as células estromais bem como os principais elementos de
matriz extracelular associados ao estroma reativo prostatico. Gerbilos jovens (90 e 120
dias) e senis (1 ano e 3 meses), foram submetidos ao tratamento com finasterida (10
mg/kg/dia em 0,1 ml de 6leo de milho) para inibicdo da enzima 5a-redutase, por curto
(1 semana de tratamento) e longo periodo (4 e 52 semanas de tratamento). O grupo
controle foi formado com gerbilos machos tratados semanalmente com 0,1 ml de 6leo
de milho (veiculo de diluicdo). Os dados foram comparados estatisticamente pela
analise de variancia (two-way-Anova) e, posteriormente, pelos pds-testes de Bonferroni
(p < 0,05). Para avaliacdo das interacdes celulares e extracelulares foram empregadas
analises morfoldgicas e imunoistoquimicas para marcadores especificos de células e de
moléculas da matriz extracelular. A finasterida possui propriedades pré-inflamatorias
bem evidentes e aumenta a incidéncia de lesbes pré-malignas e malignas. O presente
estudo mostrou que a inibicdo dessa enzima é capaz de alterar o equilibrio hormonal
intraprostético e a interacdo entre epitélio e estroma nos animais jovens, criando um
microambiente favordvel a inflamacdo e permissivo ao desenvolvimento de lesdes
prostaticas, um estroma reativo. Esse estroma esta caracterizado pelo aumento de TGF-
B, metaloproteinases (2 e 9), inflamacéo, miofibroblastos e acimulo de tel6citos. Nos
animais senis € comum o aparecimento de lesbes prostaticas, porém o tratamento com
finasterida intensificou as alteracbes estromais e mais lesdes prostaticas foram

observadas.

Palavras-chave: prostata ventral, gerbilo, finasterida, senescéncia, estroma reativo.



62

1. INTRODUCAO

A préstata é uma glandula do sistema reprodutor masculino com uma alta
incidéncia de doencas, por isso analisar a morfologia e a fisiologia dessa glandula se
torna importante. O desenvolvimento e manutencdo dessa glandula é regulada por
hormbnios andrdgenos e estrogenos, assim como 0 aparecimento de desordens
prostaticas na senescéncia (Montico et al., 2011; Pegorin De Campos et al., 2006;
Scarano et al., 2006; Taboga et al., 2009).

A senescéncia € um periodo cujo ambiente hormonal esta desequilibrado,
refletindo em alterages morfolégicas e funcionais na prostata, aumentando a
suscetibilidade ao desenvolvimento de lesGes prostaticas, como neoplasias intra-
epiteliais e adecarcinomas (Banerjee et al., 2001; Campos et al., 2008).

Vérios compostos podem agir como desreguladores endocrinos e alterar a
homeostasia prostatica, como é o caso de inibidores de enzimas envolvidas no
metabolismo de hormonios sexuais, como a crisina, que inibe a aromatase, enzima que
converte testosterona em estradiol, e a finasterida, que inibe a acdo da 5a-redutase,
enzima que converte testosterona em di-hidrotestosterona (DHT), uma forma mais ativa
de testosterona (Campos et al., 2019; Maldarine et al., 2019; Ribeiro et al., 2018).

A utilizacdo de finasterida € comum para o tratamento de alopecia e acne. Por ter
essas propriedades inibitorias sobre a 5a-redutase, a finasterida também pode ser
utilizada como tratamento para hiperplasia prostatica benigna e o cancer de prdstata
(Andriole et al., 2005; Shapiro and Kaufman, 2003; Shibata et al., 2001; Thompson et
al., 2003). No entanto, esse composto altera 0 microambiente estromal prostatico, por
isso sua utilizacdo ainda ¢ amplamente debatida, podendo ter efeitos variaveis para o
tipo de céncer e a fase de utilizacdo (Corradi et al., 2004; Delella et al., 2010; Shibata et
al., 2001).

Corradi e colaboradores (Corradi et al., 2009a) mostraram que a finasterida
altera o microambiente estromal, sendo observado o acimulo de colageno na camada
subepitelial e entre as células musculares lisas. Essas células apresentaram diametro
reduzido, citoplasma condensado e contorno externo irregular, além disso, alguns
fibroblastos adquiriram um fenotipo ativado.

Por um longo periodo os estudos sobre a prostata focaram em analisar o

compartimento epitelial e em como suas alteracdes levam ao desenvolvimento de lesdes
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prostaticas. Porém, atualmente sabe-se que 0 compartimento estromal é um
microambiente dindmico que influencia diretamente no comportamento das células
epiteliais e auxilia o reparo tecidual apos lesdo (da Silva Junior et al., 2015). Cada vez
mais tem-se a importancia de se estudar a relacdo do surgimento de alteracdes estromais
e a progressdo do cancer. Na neoplasia intra-epitelial surgem alteracdes no estroma
periacinar que incluem alteracBes fenotipicas das células estromais, remodelacdo da
matriz extracelular e aumento da angiogénese (Ayala et al., 2003; da Silva Junior et al.,
2015; Tuxhorn et al., 2001). Esse novo microambiente estromal é chamado de estroma
reativo e esta associado ao crescimento tumoral. E caracterizado por um aumento da
inflamacéo, aumento da angiogénese e fatores de crescimento, com remodelacdo de

matriz extracelular (da Silva Junior et al., 2015; Rowley, 1998).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Delineamento experimental

Trinta Gerbilos (Meriones unguiculatus) machos de 90 dias de idade foram
utilizados nesse experimento. Eles foram obtidos do Biotério do Grupo de Pesquisa em
Biologia da Reproducdo do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
UNESP, campus de S&o José do Rio Preto (SP). Os gerbilos foram alojados em gaiolas
de polietileno mantidas em 25°C e 40-70% de umidade relativa em um periodo de 12
horas de ciclo claro-escuro; agua e comida foram fornecidas Ad Libitum. O experimento
foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA / UNESP, protocolo
130/2016). Os animais foram divididos arbitrariamente em seis grupos experimentais
(n=5):

1. Controle veiculo (Cv): animais integros receberam semanalmente por todo o
tempo do experimento doses do veiculo de dilui¢éo, 6leo de milho.

2. Finasterida (F): animais receberam semanalmente, por gavagem, doses de
10mg/Kg/semana de finasterida, em 0,1ml de 6leo de milho (CORRADI et al., 2009a,
b; 2013).

Cada grupo experimental foi dividido em trés subgrupos, um contendo animais
eutanasiados com 1 semana de tratamento, outro contendo animais eutanasiados com 4
semanas de tratamento e outro contendo animais eutanasiados com 52 semanas de

tratamento.
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No final de cada tratamento, os gerbilos foram pesados e mortos por decapitacdo
apos inalagdo de CO2. Os complexos prostaticos e o lobo ventral das prostatas foram
pesados e fixados em paraformol tamponado a 4% (pH 7,2-0,1 M) por 12 horas. Apoés a
fixacdo, o material foi desidratado em uma série de banhos de etanol, clarificados em
xilol e incorporado em parafina (Histosec; Merck, Darm-Stadt, Alemanha). Cortes de 4

pum foram coletados em um micrétomo e fixado em laminas de vidro silanizadas.

2.2 Dosagem Hormonal Sérica

As amostras de sangue foram coletadas imediatamente ap6s a decapitacdo,
centrifugadas (3.000 rpm por 20 min) e as amostras séricas foram congeladas a -80°C
para andlises subsequentes de niveis de testosterona e estradiol. As analises foram
realizadas por ELISA, usando kits comerciais especificos (Kit EIA de testosterona,
namero de registro 582701, Cayman Chemical Company, MI) de acordo com o
procedimento recomendado pelo fabricante. Leituras foram tomadas usando um leitor
Spectra Max Plus 384 (Molecular Devices, CA).

2.3 Citoquimicas

Seccoes de tecido foram coradas por hematoxilina-eosina (H&E), Tricrémico de
Gomori e Periodic Acid Schif (P.A.S.), para analises gerais. As analises foram
realizadas usando um microscopio luz BX-60 (Zeiss, Jena, Alemanha) acoplado a um
sistema de aquisicdo de imagem (Image ProPlus;©Media Cybernetics, Inc., Bethesda,
MD).

2.4 Analises Estereoldgicas e Morfométricas

Anélise estereoldgica dos cortes histolégicos corados com Tricromico de Gomori
foi realizada para determinar a frequéncia (%) dos constituintes prostaticos (epitélio,
lumen, estroma muscular, colageno e vasos sanguineos). Para esse fim, foram utilizados
seis cortes equidistantes ao longo do bloco. Um campo de cada corte foi capturado em
200x de ampliacdo, totalizando 30 campos por grupo (n=5),

A frequéncia (%) foi estimada usando o sistema de teste multiponto M130 (Weibel,
1963) aplicado a prostata por Vilamaior e colaboradores (2006).

Para analises morfométricas, cinco cortes equidistantes ao longo do bloco corados

em H&E foram utilizados e capturados a ampliacdo de 1000x (n=5) através de um
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analisador de imagens com o sistema Image-Pro Plus 6.0 (Image ProPlus;©Media
Cybernetics, Inc., Bethesda, MD), foram realizadas medidas da altura das células
epiteliais (um) e espessura da camada de estroma muscular liso (LME).

2.5 Analises Imunoistoquimicas

Para avaliar os efeitos do tratamento na préstata de machos de Gerbilos
foram verificadas as possiveis alteracdes nos componentes celulares e extracelulares do
estroma reativo prostatico. Para tal analises utilizaram-se 0s seguintes marcadores para
identificacdo por imunoistoquimica em microscopia de luz.

o a-Actina de musculo liso: (SC32251/Santa Cruz Biothecnology) - marcador de
celula muscular lisa;

o TGF-p — anti-TGF-p (SC146/Santa Cruz Biothecnology) — marcador de estroma
reativo, diluigdo 1:50;

o MMP-2 — anti-MMP-2 (SC6838/Santa Cruz Biothecnology) — marcador de
MMP-2, diluigéo 1:25;

o MMP-9 — anti-MMP-9 (SC6840/Santa Cruz Biothecnology) — marcador de
MMP-9, diluigéo 1:50;

o CD68 — anti-CD68 (SC20060/ Santa Cruz Biotechnology) - marcador de
macrofagos, dilui¢do 1:50;

o CD34: anti-CD34, (SC74499/ Santa Cruz Biotechnology — marcador de
teldcitos, diluicdo 1:50;

o FAP: anti FAP (F11-24), Santa Cruz Biotechnology — marcador de fibroblastos
ativados, diluicdo 1:50.

Procedimentos gerais para imunoistoquimica: os cortes histologicos
desparafinizados e reidratados foram submetidos a recuperacdo antigénica em tampéao
citrato (pH 6,0) ou tampéo tris-EDTA (pH 9,0) fervendo trés vezes durante 7 min em
micro-ondas. Em seguida, os cortes foram lavados em TBS_NP40 por 3 vezes de 5
minutos. O bloqueio de peroxidases enddgenas foi realizado com 0.3% H2O; diluida em
agua por 2 vezes de 15 minutos e depois os cortes foram lavados em TBS_NP40 por 3
vezes de 5 minutos. Os anticorpos primarios foram utilizados em diluigdes variadas a
4°C overnight. Apés serem lavados em TBS_NP40 por 3 vezes de 5 minutos, e
incubados com anticorpos secundarios marcados com peroxidase (RabbitABC Staining

System SC-2018 — Santa Cruz Biotechnology), os cortes foram revelados com a
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diaminobendizina (DAB). A contra coloracao dos cortes foi feita com Hematoxilina de
Harris. Em seguida, as 1d&minas foram desidratadas em etanol, montadas em balsamo do

Canadé e avaliadas em microscopia de luz convencional.

2.6 Multiplicidade e incidéncia de lesdes

Para obter esses indices, cinco cortes de prdstatas ventrais coradas com H&E por
animal (n=5) foram examinados em ordem para quantificar o numero de focos
inflamatdrios, lesdes pré-malignas e lesdes malignas. Essas analises foram realizadas
com o auxilio de um microscopio BX-60 light escopo (Zeiss, Jena, Alemanha). A
anélise das lesdes foram de acordo com o descrito por Shappell et al. (2004) e
Gongcalves et al. (2010), sendo que foram considerados disturbios inflamatérios como
intraluminal e ceélulas inflamatorias periductais, lesdes pré-malignas (regibes de
neoplasia intra-epitelial - PIN) e lesdes malignas (regides de carcinoma miccroinvasivo
e adenocarcinoma). A incidéncia corresponde a porcentagem de animais que
apresentam essas alteracdes prostaticas no total do grupo analisado. A multiplicidade foi
estimada pelo nimero total de focos de alteracBes prostaticas observadas em cada corte
histoldgico dividido pelo nimero total de sec¢des analisadas (o0 valor expresso € uma

média de lesdes por secao).

2.7 Andlises Estatisticas

Os dados utilizados para a analise sdo expressos como média + desvio padrdo ou
média £ erro padrdo. Como os ensaios de normalidade (teste de Kolmogorow-Smirnoff)
e de homocedasticidade (teste de Levene) dos dados pareciam ser validos, os dados
foram analisados inicialmente por analise bidirecional (ANOVA), para examinar 0S
efeitos do tratamento e do periodo. Como os dois fatores e a interacdo dessas
comparagdes multiplas pos-hoc foi realizada com o teste de Bonferroni, os valores
foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05. Todas as avaliagdes
estatisticas foram realizadas usando o software Statistica 7.0 (Copyright®Statsoft, Inc.
de 1984 a 2004).
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3. RESULTADOS

O tratamento com a finasterida desencadeou alteracdes hormonais mostrando
uma eficiente inibi¢do da enzima 5a- redutase. Os niveis hormonais de testosterona
reduziram no grupo tratado por uma semana (F1), em relacdo ao controle (Cvl),
enquanto o estradiol aumentou (tabela 1). Nos animais tratados por 4 semanas foi
observado um aumento nos niveis de testosterona e estradiol (tabela 1). No grupo
tratado por 52 semanas ocorreu um aumento da testosterona e uma reducdo do nivel de
estradiol (tabela I), em relagéo ao grupo Cv52.

No grupo F1 foi observada uma reducdo do volume de fibras coldgenas em
relacdo ao controle, acompanhada por uma atrofia das células epiteliais (tabela I; fig. 1
El, E2, F, G1 e G2). Apesar de ndo significativo um maior nimero de vasos foi
observado (tabela I; fig. 1 E1, E2, F, G1 e G2). A secre¢do diminuiu nos animais desse
grupo, debris celulares foram observados no interior do lamen (fig. 1H). A incidéncia
de focos inflamatorios, lesdes pré-malignas e malignas nos animais de F1 foi maior do
que a observada em Cv1, além disso a multiplicidade de inflamag&o e lesbes malignas
também aumentou (fig. 2). Foi observado um aumento da imunomarcacdo de TGF-f3,
FAP, MMP-9, celulas CD68+ e células CD34+ (fig. 3B, C,EeF; fig. 4B, C,EeF;
fig.5E, F, GeH).

Nos animais do grupo F4 foi observado um aumento do volume do
compartimento epitelial (tabela i; fig. 1 M1 e M2). A secre¢do diminuiu nos animais
desse grupo, observaram-se células com acimulo de secre¢do no citoplasma (fig. 1 P1 e
P2). Foram observados, aumento de células claras no epitélio, debris celulares no
interior do ldmen (fig. 1 M1, M2, N1, N2, O1, O2, P1 e P2). A incidéncia de focos
inflamatorios foi menor em F4 do que o observado em Cn4 e F1, porém a incidéncia de
lesbes pré-malignas foi maior em F4 em comparagdo a Cn4 (fig. 2). Além disso, a
multiplicidade de inflamacdo e lesdes pré-malignas também reduziu (fig. 2). A
imunomarcacao para TGF-B, FAP e MMP-9, aumentou intensamente nos animais do
grupo F4 (fig. 3 K e L). Foi observado um aumento da marcacéo de células CD68+ e
CD34+ (fig. 4L; fig. 5 M, N, O e P).

Nos grupos tratados por 4 e 52 semanas foram observadas regides de ruptura
da camada de musculo liso (fig. 3 J1, J2, J3 e P). Nesses dois periodos de tratamento,
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também foi frequente a observacao de células claras (fig. 1 M1, M2, N1, N2, O1, O2,
P1, U1, U2, U3, V, W e X).

O tratamento por 52 semanas alterou intensamente o microambiente prostatico,
deixando o 6rgao suscetivel ao surgimento de lesGes, como PINs e adenocarcinoma (fig.
1 U2 e U3). Foi observado uma reducdo do peso corporal e do lobo ventral prostatico
nos animais desse grupo experimental (F52) (tabela I). O volume do compartimento
epitelial e muscular reduziram, o volume do limen aumentou (tabela I; fig. 1 U1, U2,
U3, V e W). A guantidade de coladgeno observada nos acinos desses animais foi menor,
porém o colageno se acumulou entre as CML e na camada subepitelial (tabela I; fig.
1W). Além disso, o compartimento epitelial se tornou hipertrofiado (tabela I; fig. 1V).
Ocorreu uma intensa reducdo da secrecdo prostatica no grupo F52 (fig. 1X). A
incidéncia e a multiplicidade de focos inflamatérios aumentaram consideravelmente em
F52. Também foi observado aumento na multiplicidade de lesbes pré-malignas e
malignas (fig. 2). A imunomarcacdo para TGF-p e MMP-9 aumentou com o
desenvolvimento da idade nos animais controle, sendo que a utilizacdo de finasterida ao
longo do envelhecimento intensificou ainda mais essas marcac@es (fig. 3 N e Q; fig. 4
M e Q). Nesse grupo (F52) também foi observado um aumento da imunomarcacéo de
FAP, MMP-2, células CD68+ e células CD34+ (fig. 3R; fig. 4 Pe R; fig. 5 U, V, W e
X).

O tratamento com finasterida aumentou a marcacao de células CD34+, as quais
apresentam diversos prolongamentos celulares. Elas foram observadas, principalmente,
na regido subepitelial, porém elas também foram observadas na regido distal do estroma
muscular e associadas em regides de lesdes prostaticas (fig. 5).

4. DISCUSSAO

A finasterida ¢ um potente inibidor da enzima 5a- redutase, responsavel pela
producdo intra-prostatica de DHT a partir da testosterona. Esse composto também é
comumente utilizado no tratamento da HPB, alopecia e acne.

O presente trabalho mostra que a finasterida realizou uma eficiente inibicdo da
enzima Sa-redutase, evidenciado pelo acimulo de testosterona sérica nos animais
tratados por 4 e 52 semanas. Nos animais tratados por 4 semanas essa reducdo foi

acompanhada por aumento dos niveis séricos de estradiol. Estudos mostram que o
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tratamento com a finasterida inicialmente provoca um acumulo de testosterona, esse
horménio fica disponivel para reagir com a enzima aromatase e produzir estradiol, por
isso a longo prazo observa-se uma reducdo de andrdgenos e um aumento de estrogenos
(Corradi et al., 2004; Custodio et al., 2004). Os efeitos observados pela finasterida
podem ser pela acdo direta desse composto na prostata ou pelo acimulo de estradiol.

A finasterida leva a modificagdes na arquitetura, ultraestrutura e a uma
remodelacdo estromal (Corradi et al., 2004). O presente trabalho mostrou que a
utilizacdo desse composto por curto e longo periodo € capaz de alterar a homeostasia
prostatica, criando um microambiente favoravel a inflamagcdo e permissivo ao
desenvolvimento de lesGes prostaticas.

Alteracdes na homeostasia prostatica podem desencadear uma remodelagdo dos
compartimentos epiteliais e estromais, criando um microambiente distinto do estroma
encontrado em tecidos sadios, essa remodelacdo é chamada de reacdo estromal ou
estroma reativo (Kalluri and Zeisberg, 2006; Tomas and Kruslin, 2004; Tuxhorn et al.,
2001). O estroma reativo possui maior plasticidade, é caracterizado por apresentar
abundante  vascularizacdo, alteracbes estruturais das células musculares,
miofibroblastos, influxo de células inflamatorias e uma matriz extracelular diferenciada
com aumento da disponibilidade de fatores de crescimento e proteases (Kalluri and
Zeisberg, 2006; Tomas and Kruslin, 2004; Tuxhorn et al., 2001).

Estudos anteriores mostraram que a utilizacdo da finasterida é capaz de
desencadear a formacdo de estroma reativo com proliferacdo de fibroblastos, células
musculares lisa com contorno irregular, maior vascularizagdo, aumento de aSMA, VIM
e TGF-B (Corradi et al., 2013, 2009b, 2009a, 2004; Montico et al., 2015). O presente
trabalho mostrou que a finasterida alterou o microambiente prostatico mesmo em um
curto periodo de tratamento, levando a alteracdes morfolégicas e moleculares no
estroma prostatico, constituindo um estroma reativo.

O tratamento com a finasterida também levou ao aumento de células marcadas
com a proteina de ativacao dos fibroblastos (FAP). Essas células estromais possuem um
fenotipo intermediario entre fibroblastos e células musculares lisas, sdo chamadas de
miofibroblastos e estdo associadas ao carcinoma, presentes no estroma reativo. Elas
expressam, além de FAP, aSMA, vimentina ¢ tenascina-C (Barron and Rowley, 2012;
Montico et al., 2015; Tuxhorn et al., 2002). Esses miofibroblastos alteram a arquitetura
tecidual, produzindo uma grande quantidade de fatores de crescimento que promovem a
progressdo do tumor (Tuxhorn et al., 2002; Webber et al., 2016; Wu et al., 2014), com a
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remodelacdo da MEC, o aumento de células inflamatdrias e a indugédo de angiogénese
(Tuxhorn et al., 2001). A secrecdo de SDF-1 e TGF-B pelas células tumorais esta
envolvida no recrutamento e ativacdo dessas células estromais (Montico et al., 2015;
Webber et al., 2016; Wu et al., 2014). Portanto, a secrecdo de TGF- ¢é colocada como
um importante fator para o desenvolvimento e progressdo do estroma reativo.

O surgimento do estroma reativo pode ser um evento anterior ao
desenvolvimento do cancer de préstata, pois ele também é observado em animais com
lesGes pré-malignas que expressa altos niveis de TGF-f (Montico et al., 2015; Tuxhorn
et al., 2002). O TGF-B ¢ tido como um importante indutor de estroma reativo, as células
epiteliais iniciam a producdo aumentada de TGF- B que desencadeia a ativagdo de
fibroblastos e a remodelacdo estromal (Montico et al., 2015). Na hiperplasia prostatica
benigna, o TGF- B é responsavel por mobilizar células-tronco mesenquimais no sangue
circulante para o estroma prostatico (Wang et al., 2017). Além disso, sabe-se que a
sinalizagdo do TGF-B feita pelos fibroblastos estromais desempenha um importante
papel na mediacdo da resposta prostatica a ablacdo androgénica (Placencia et al., 2008).
O tratamento com finasterida levou ao aumento de TGF-B em todos os periodos
analisados, mostrando o potencial indutor de reacdo desse composto. O aumento desse
fator pode ter desencadeado a diferenciacdo de miofibroblastos imunomarcados por
FAP.

Outra alteracdo encontrada no tratamento com a finasterida foi em relacdo as
marcacOes para metaloproteinases. Sabe-se que os niveis de metaloproteinases estdo
relacionados com os niveis de andrdgenos na préstata, estando aumentadas com ablagéo
androgénica (Justulin et al., 2010). Vérios estudos demonstram a importancia dessas
enzimas na remodelacdo estromal (Bruni-Cardoso et al., 2010a, 2010b; Justulin et al.,
2010; Wilson, 1995) e no desenvolvimento de patologias prostaticas (Incorvaia et al.,
2007). As metaloproteisanes 2 e 9 tém sido intensamente estudadas na prostata pois elas
participam da degradacdo de componentes da MEC (Bruni-Cardoso et al., 2010a;
Justulin et al., 2010; Roy et al., 2009; Zhang et al., 2004). O aumento de MMP-2 tem
sido colocado como um fator determinante para o desenvolvimento de lesdes
prostaticas. Nossos estudos mostraram um aumento relevante dessa metaloproteinase
apenas nos grupos tratados com finasterida por 52 semanas, porém foi observado um
aumento de MMP-9 nos animais controle senis (Cv52) e em todos os grupos tratados
com finasterida, ou seja, nos grupos com maior incidéncia de inflamacdo e lesdes

prostaticas. Sendo assim essa proteinase pode estar agindo na degradacdo de
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componentes da MEC e direcionando o desenvolvimento e progressdo dessas lesdes.
Além disso, foi observado um aumento no numero de macré6fagos estromais apos o
tratamento com finasterida em todos os periodos, essas células expressam MMP-9,
contribuindo para a remodelacdo estromal (Silva et al., 2017).

Um novo tipo celular tem sido analisado em diversos 6rgdos, os teldcitos.
Essas sdo células intersticiais, possuem citoplasma reduzido e amplos prolongamentos
(Corradi et al., 2013; Sanches et al., 2016). Essas células sdo CD34 positivas, CD34/c-
Kit positivas, ERp positivas e produzem TGF-B, sendo sensiveis a varia¢des de
estrogenos (Felisbino et al., 2019; Sanches et al., 2016). Durante o desenvolvimento,
sabe-se que na prostata os teldcitos desempenham um papel apoiando diferenciacéo de
células musculares lisas e contribuicdo para a organizacdo dos tecidos prostaticos,
formando redes densas entre os acinos (Sanches et al., 2017). Na prostata de adultos os
telocitos, provavelmente, possuem a fungédo de dar suporte na contra¢do do masculo liso
periductal, participam da compartimentalizacdo estromal (Corradi et al., 2013) e da
regulagdo da proliferagdo celular (Sanches et al., 2017). O presente trabalho mostrou
que essas células estdo aumentadas quando o microambiente estromal esta alterado, seja
pela senescéncia ou pelo tratamento com a finasterida, indicando que essas células
podem estar envolvidas no reparo prostatico ou no desenvolvimento do estroma reativo.

Montico e colaboradores (2015) observaram um aumento de células duplo
positivas para CD34+/aSMA e CD34/VIM no estroma prostatico de ratos com cancer
de prostata e ratos idosos, mostrando a relacdo dessas células como precursoras do
estroma reativo, além disso, elas sdo derivadas de células vasculares ou da medula 6ssea
e podem ser progenitoras de miofibroblastos.

Sabe-se que esse tipo celular pode ativar e regular macréfagos pela secrecédo de
IL-6, TNF-a, IL-1, IL-10, sendo assim, essas células podem estar regulando o aumento
de macrofagos CD68+ (Wang and Cretoiu, n.d.). Além disso, os telécitos séo PDGFR e
VEEGF positivos, fatores que estdo relacionados com a remodelacdo celular e
angiogénese, caracteristicas que foram observadas no estroma reativo analisado (Wang

and Cretoiu, n.d., chaps. 2, Xiao).
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5. CONCLUSOES

A finasterida possui propriedades pro-inflamatorias bem evidentes em
tratamento de curto e longo prazo, além disso, ela aumenta a incidéncia de lesdes pré-
malignas e malignas. Essas displasias prostaticas, provavelmente, surgem em
decorréncia do desequilibrio hormonal intraprostatico e de alteragdes na interacdo entre
epitélio e estroma nos animais tratados com finasterida. Foi observada uma reagéo
estromal desencadeada pela finasterida com aumento de TGF-B, metaloproteinases (2 e
9), inflamacdo, miofibroblastos e acumulo de telécitos em todos os periodos de
tratamento. Sendo assim, foi criado um microambiente favoravel a inflamacdo e
permissivo ao desenvolvimento de lesbes prostaticas. Esse estroma reativo pode ser um
evento anterior ao desenvolvimento do céncer de prostata, visto que também esta
associado a regides de inflamacéo e lesdes pré-malignas. Nos animais senis é comum 0
aparecimento de lesGes prostaticas, porém o tratamento com finasterida intensificou as

alteracOes estromais e mais lesbes prostaticas foram observadas.
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Figura 1. Cortes hisolégicos da préstata ventral de Gerbilos do

corados por Hematoxilina & Eosina (A, B, E, F, I, J, M, N, Q, R, U e V), Tricrébmico de
Gomori (C,G,KO,SeW)eP.AS. (D, H,L, P, Te X). Legenda: Ep - epitélio; S - estroma;
L - lumen; cabeca de seta — acumulo de colageno; Dc - debris celulares; Seta - telocitos: * -

acumulo de células inflamatorias; ¢ — células claras.
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Figura 2: Anélises de incidéncia (A, B e C) e multiplicidade (D, E e F) de inflamacéo e

lesBes prostaticas nos l6bulos prostaticos de gerbilos da Mongolia. Analises de incidéncia e

)
@

multiplicidade foram realizadas em todos os animais (n = 5 por grupo). Os dados sobre
incidéncia indicam a porcentagem de animais afetados. Os dados sobre multiplicidade
correspondem a varia¢do no numero de focos de lesdo em cada grupo. As letras representam
a variagao significativa entre 0s grupos.



Flgura 3. Cortes hlstologlcos da prostata de Gerbilos dos grupos experimentais submetidos
a imunomarcagdo para a-actina (A, D, G, J, M e P), TGF- (B, EH, K, Ne Q) e FAP (C, F,
I, L, O e R). Contra coloracdo com Hematoxilina de Harris. Legenda: Ep - epitélio; S -
estroma; L - limen; Cabeca de seta — ruptura da camada muscular; * - acimulo de células

inflamatorias.



Flgura 4 Cortes hlstologlcos da prostata de Gerbilos dos grupos experimentais submetidos
a imunomarcacgdo para MMP-2 (A, D, G, J, M e P), MMP-9 (B, E, H, KN e Q) e CD68 (C,
F, I, L O e R). Contra coloragdo com Hematoxilina de Harris. Legenda: Ep - epitélio; S -

estroma; L - limen; Seta - regiGes marcadas.
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Figura 5. Cortes histoldgicos da préstata de Gerbilos dos Gerbilos dos grupos experimentais
submetidos a imunomarcacdo para anti-CD34. Contra coloragdo com Hematoxilina de

Harris. Legenda: Ep - epitélio; S - estroma; L - lmen; Seta — células CD34- positivas.
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4. CONCLUSOES

o A senescéncia levou ao desenvolvimento de um microambiente de estroma
reativo na prostata, caracterizado por aumento da expressdao de TGF-f e fatores de
remodelacdo tecidual (MMP-2 e MMP-9) Resultando no desenvolvimento de processos
inflamatorios e lesbes na prostata durante o envelhecumento.

o A castragdo cirdrgica causou uma regressdo da glandula nos animais adultos e
foi capaz de prevenir o surgimento de infiltrados inflamatdrios e lesGes prostaticas nos
animais senis. Apesar disso, a castracdo alterou o microambiente prostatico, regulando
positivamente 0 TGF-f e as metaloproteinases.

o A crisina é capaz de alterar o microambiente prostatico levando a uma involugéo
branda da glandula com reducdo secretora, reduzindo o ndmero de animais com
inflamacdo e de &cinos afetados com lesfes pré-malignas e malignas. Porém, ela
também afeta 0 microambiente estromal.

o A finasterida mostrou-se intensificador do desenvolvimento do estroma reativo
com aumento de TGF-B, metaloproteinases (2 e 9), inflamacdo, miofibroblastos e
acumulo de teldcitos em todos os periodos de tratamento. Ela possui propriedades pro-
inflamatorias bem evidentes e aumenta a incidéncia de lesdes pré-malignas e malignas.
Esse estroma reativo pode ser um evento anterior ao desenvolvimento do céncer de
préstata, visto que também esta associado a regides de inflamacdo e lesGes pré-

malignas.
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