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Caracterizacio do Estroma Reativo na Progressio do Cancer de Prostata:
Envolvimento dos Fatores de Crescimento, Metaloproteinases da Matriz,

Receptores de Hormonios Sexuais e Células-Tronco Prostaticas

RESUMO

A contribuicdo do estroma para a progressdo do cancer de prostata (CaP) ainda é
pouco conhecida. As células neoplasicas podem alterar seu componente estromal
adjacente para formar um ambiente que possibilita e suporta a progressao tumoral. A
modificacdo desse estroma é denominado de estroma reativo (EstR), o qual ocorre em
muitos tipos de canceres humanos relacionando-se a progressao e recidiva tumorais.
Os fatores de crescimento e as metaloproteinases da matriz (MMP) sdo altamente
expressos no CaP e podem atuar como fatores de crescimento paracrinos e/ ou
autdcrinos. As relagdes entre os hormdnios sexuais esterdides e seus receptores com
os fatores de crescimento e MMPs s&o cruciais reguladores da homeostase prostatica,
sendo fundamental o entendimento dessas relagées com o desenvolvimento do EstR e
progressao do CaP. Além disso, a ocorréncia das células-tronco prostaticas cancerosas
representam um passo importante na patogénese glandular. Assim, os objetivos
principais do presente trabalho foram caracterizar morfolégica e molecularmente o
microambiente do EstR em amostras com CaP, bem como encontrar alguma
associacdao dos fatores de crescimento, MMPs, receptores de hormdnios sexuais
esterdides e células-tronco cancerosas na sua patogénese. Além disso, verificou-se a
relevancia da reatividade estromal e de seus marcadores moleculares na progressao do
CaP.O presente trabalho baseou-se em estudo retrospectivo, o qual utilizou 40
amostras prostaticas de pacientes, na faixa etaria de 60 a 80 anos, com diagnéstico de
CaP. Tais amostras foram divididas em 2 grupos (20 amostras por grupo): Grupo 1:
amostras de CaP sem estroma reativo; Grupo 2: amostras de CaP com intensa
reatividade estromal; e posteriormente submetidas a andlises histopatolégicas e
imunohistoquimicas. Os resultados demonstraram que o EstR foi caracterizado
morfologicamente pela significativa diminuicdo das fibras musculares lisas e pela
abundante quantidade de fibras coldgenas no estroma adjacente aos &cinos
neoplasicos. Intensa reatividade estromal foi verificada nos tumores de graus
intermediario (Gleason 7, 3+4) e alto (Gleason 7, 4+3). Com relacdo a caracterizagao
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molecular do EstR, os presentes resultados demonstraram imunorreatividades
aumentadas para vimentina, IGF-1, MMP-2, FGF-2 e C-Myc nas amostras com intensa
reatividade estromal quando comparadas as amostras sem reatividade estromal. As
imunorreatividades para AR e ERa foram aumentadas nas amostras prostaticas com
intensa reatividade estromal Em contraste, a imunorreatividade para o ERP foi
aumentada nas amostras sem reatividade estromal. Com relacdo a ocorréncia das
células-tronco prostaticas cancerosas, estas ocorreram com maior frequéncia no
estroma com intensa reatividade estromal. Considerando os dados em conjunto, pode-
se concluir que o EstR pode ser considerado um marcador preditivo o da progressao do
CaP, uma vez que este foi mais frequente nos tumores de intermediario e alto graus. As
imunorreatividades aumentadas para vimentina, IGF-1, MMP-2, FGF-2 e C-Myc foram
fundamentais para a ativagdo do EstR e tornaram o microambiente prostatico favoravel
a progressao do cancer, devido a potencializagdo do desequilibrio da interacao epitélio-
estroma. Finalmente, a ocorréncia de células-tronco prostaticas cancerosas indicou um
possivel envolvimento dessas células na sinalizagao para o desenvolvimento do EstR e

progresséo do CaP.



Characterization of Reactive Stroma in the Progression of Prostate Cancer:
Involvement of Growth Factors, Matrix Metalloproteinases, Receptors, Sex
Hormones and Prostatic Stem Cells

ABSTRACT

The contribution of the stroma to the progression of prostate cancer (CaP) cancer is still
unknown. The cancer cells can alter their adjacent stromal component to form an
environment that enables and supports tumor progression. A modification of this is
called the stroma reactive stroma (EstR), which occurs in many types of human cancers
relating to the progression and tumor recurrence. Growth factors and matrix
metalloproteinasys (MMP) are highly expressed in CaP and can act as a paracrine and /
or autocrine growth factors. The relationship between sex steroid hormones and their
receptors with growth factors and MMPs are crucial regulators of prostatic homeostasis,
a fundamental understanding of these relationships with the development and
progression of Estr of CaP. Moreover, addition, the occurrence of prostate stem cells
cancer represent an important step in the pathogenesis glandular. Thus, the main
objectives of this study were to characterize the morphological and molecular
microenvironment EstR in samples with CaP as well as find some association of growth
factors, MMPs, sex steroid hormone receptors and cancer stem cells in its
pathogenesis. Furthermore, we verified the relevance of stromal reactivity and its
molecular markers in the progression of CaP. The present work was based on a
retrospective study, which used 40 prostate samples from patients, aged 60-80 years,
diagnosis of CaP. These samples were divided into 2 groups (20 samples per group):
Group 1: CaP samples without reactive stroma; Group 2: CaP samples with intense
stromal reactivity; and subsequently subjected to histopathological and
immunohistochemical analyzes. The resulted showed that EstR was morphologically
characterized by the significant reduction of smooth muscle fibers and the abundant
amount of collagen fibers in the stroma adjacent to the neoplastic acini. Intense
reactivity was observed in stromal tumors of intermediate grades (Gleason 7, 3 +4) and
high (Gleason 7, 4 +3). With respect to the molecular characterization of EstR, our
results showed increased vimentin immunoreactivity, IGF-1, MMP-2, FGF-2 and C-Myc
in samples with intense stromal reactivity when compared to samples without stromal

reactivity. The immunoreactivity for AR and ERa were elevated in prostatic stromal
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samples with intense reactivity In contrast, immunostaining for ERB was increased in
samples with no stromal reactivity. With regard to the occurrence of prostate cancer
stem cells, they occurred more frequently in the stroma with intense stromal reactivity.
Considering the data together, we can conclude that the EstR can be considered a
predictive marker of the progression of CaP, since this was more common in tumors
intermediate, and high grades. The immunoreactivity increased vimentin, IGF-1, MMP-2,
FGF-2 and C-Myc were essential for the activation of rd and made a favorable
microenvironment for prostate cancer progression due to the potentiating imbalance of
epithelial-stromal interaction. Finally, the occurrence of prostate cancer stem cells
indicated a possible involvement of these cells in signaling for EstR development and
progression of CaP.
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1. INTRODUCAO

1.1-Arquitetura Prostatica e Células-Tronco Prostaticas (CTP)
A préstata € uma glandula sexual acessoéria masculina a qual secreta diversos

nutrientes, que compoem o liquido seminal, fluido esse essencial para a nutricdo e
motilidade dos espermatozdides, sendo portanto, fundamental ao processo reprodutivo
123 Na espécie humana, essa encontra-se localizada ao redor da uretra inferiormente &
bexiga urinaria. Segundo a Némina Internacional Anatémica de 1989, as regides
prostaticas sdo: base, apice, lobos médio direito e esquerdo e istmo *. Estudos clinicos
utilizam a divisdo em zonas da prostata sendo essas: central, fibromuscular, periférica,

de transicdo e periuretral. Figura 1 *°.

Anatomia Zonal de McNeal - 1968

A - Zona Central - Atravessada pelos ductos ejaculadores, 20 % do
tecido prostatico.

B - Zona Fibromuscular- Parte anterior da glandula composta por
fibra muscular e tecido conjuntivo.

C - Zona de Transigao- 10% do volume da préstata, formada por
glandulas e ductos e onde se origina o HPB.

D - Zona Periférica- postero-lateralmente, 75% do tecido glandular,
onde origina-se maior parte dos adenocarcinomas.

E - Glandula periuretral

McNeal J. Pathology of benign prostatic hiperplasia. Urol Clin North Am. 1990

Figura 1. Divissao anatdmica da Prostata Proposta por McNeal 1968. ( Imagem retirado
do site http.//www.unidadurologia.es/portaluu/portal ?content=1:56.

A zona central é relativamente resistente ao desencadeamento de carcinomas.
Por outro lado, a zona de transicdo é apontada como principal alvo da ocorréncia de
hiperplasia benigna prostatica®. A zona periférica é a maior subdivisdo anatémica,
contendo 75% do total de tecido glandular e o local de ocorréncia da maioria dos
carcinomas®. As diferencas morfoloégicas entre as zonas central e periférica podem ser
vistas microscopicamente, sendo que a zona central possui estroma fibromuscular bem
desenvolvido, com &acinos largos e proeminente area intra-luminal, revestidos por
epitélio com diferentes camadas. Ja a zona periférica tem delgado estroma

fibromuscular e epitélio regular’.



O epitélio prostatico é constituido por trés tipos celulares, a saber: luminal ou
colunar, basal e neuroendécrino® (Figuras 2A e 2B). As células epiteliais luminais
representam o mais frequente tipo celular tanto no epitélio normal quanto no
hiperplasico, constituindo o compartimento exocrino da préstata, o qual secreta
proteinas como o antigeno especifico da préstata (PSA) e fosfatase acida prostatica
(PAP) nos humanos®. As células luminais expressam receptor androgénico (AR) e sdo
andrégeno-responsivas e andrégeno-dependentes’®. Também, essas expressam
citoqueratinas (CK) CK8 e CK18, porém nao ha ocorréncia de expressao das CK5 e
CK14'"'2 Tais biomarcadores, como antigeno especifico prostatico (PSA), fosfatase
acida prostatica (PAP), receptor de andrégeno (AR), citoqueratinas (CK) 8 e 18, sao
comumente usados para identificar as células epiteliais luminais®'®'*. Ja as células
neuroendocrinas sdo identificadas pela expressdo de neurofisina, cromogranina A,
sinaptofisina e calcitonina, mas ndo expressam PSA e/ou AR. Este tipo celular também
é diferenciado, mas nao-responsivo a andrégeno®'®'®. Estas populacdes de células
diferenciadas podem tornar-se modificadas no cancer de préstata apresentando
alteracées do numero, da histologia e da fungdo, sugerindo papel regulatério nessa
patologia'”"'8.

Por outro lado, as células basais sao relativamente indiferenciadas nao
demonstrando atividade secretora, formando o compartimento basal da gléndula5. As
células basais sao distintas por apresentarem morfologia variavel, ocorrendo desde
células pequenas e achatadas, com cromatina condensada e pequena quantidade de
citoplasma, a células ctbicas com amplo citoplasma®. Na préstata humana, as células
basais formam uma camada continua adjacente a membrana basal, sendo que a
relagdo de células basal/luminal é de cerca de 1:1. As células basais s&o andrégeno-
independentes, mas andrdégeno-responsivas, sendo que essas sao independentes de
andrégenos para sua manutengado e sobrevivéncia, crescimento e diferenciacdo, mas
podem ser estimuladas por acao androgénica via fatores de crescimento derivados do
estroma, o0s quais agem sobre as células basais para o0 repovoamento do
compartimento celular luminal®'®. Com relagcdo aos biomarcadores, as células basais
sdao normalmente identificadas por falta de expressdo das principais proteinas
secretoras da prostata, como o PSA e a PAP'®, expressando ao mesmo tempo CK5 e
CK14, mas ndo as CK8 ou CK18'22%. O biomarcador p63 é o mais comum na

identificagdo das células basais além de ser utilizado como diferenciador celular entre
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glandulas prostaticas com caracteristicas benignas e neoplasicas®'??. A expressdo de
AR em células basais é relativamente baixa se comparada as células luminais''™.
Contudo, as células basais expressam focalmente os receptores estrogénicos e podem
proliferar quando submetidas a terapia com estrégenos®. O papel exato das células
epiteliais basais durante o desenvolvimento, funcionamento e carcinogénese ainda néo

é claro®'°,

Membrana

Basal Vaso Sanguineo

Célula Basal

Matriz
Extracelular

Linfocitos

Lisa /
Figura 2:A: Esquema dos componentes celulares da préstata humana. Células
epiteliais secretoras estdo situados em uma lamina basal e seus produtos sao
secretados para o lumen acinar. As células basais e células neuroenddécrinas esparsas
também estédo presentes no epitélio deste compartimento. O compartimento do estroma
circundante de acinos epitelial € complexo e consiste de musculo liso, fibroblastos
vestigiais, vasos sanguineos, fibras nervosas autonémicos , células inflamatérias e
componentes da matriz extracelular?®. B: Fotomicrografia da zona periférica prostatica
humana normal; aumento X200 (Anatomopatologia da UNICAMP, retirado do site
anatpat.unicamp.br).

Ainda, no compartimento basal sugere-se a localizacdo de outro tipo celular

conhecido como células-tronco epiteliais ou progenitoras'®?. As células-tronco tém a



capacidade de auto-renovacgao e regeneracao durante a vida adulta, residindo em um
local especifico ou "nicho" no érgédo de interesse?.

Diversos modelos tém sido propostos para identificar e isolar as células-tronco
prostaticas (CTP). O nicho das CTP ainda nao foi completamente caracterizado, devido
as dificuldades para identificar tais células, uma vez que essas possuem um ciclo de
auto-renovagao muito lento?. O primeiro e respeitado modelo experimental sugere que
as CTP localizam-se no compartimento basal e geram células epiteliais luminais
altamente diferenciadas®. Outros estudos questionaram a idéia de que as CTP
localizam-se unicamente no compartimento epitelial basal. Experimentos em
camundongos onde as CTP foram identificadas por BrdU, ou Htimidina, que
resumidamente € um método para caracterizar as células de ciclagem lenta, sugeriram
que as CTP néo estdo restritas ao compartimento basal, podendo estar na camada
celular luminal como uma populacao de células de proliferacao lenta na parte proximal
dos ductos da préstata®’. Outro estudo utilizando camundongos Knockout para o gene
p63, o qual é considerado um biomarcador de células basais prostaticas, avaliaram o
papel desse gene no desenvolvimento da prostata . De acordo com esses estudos, o
p63 foi essencial para o desenvolvimento da préstata, e a perda de células basais p63-
positivas resultou na agenesia prostatica quando avaliada no final do periodo
gestacional®®. No entanto, quando rudimentos de sistema urogenital foram coletados
de embrides de camundongos negativos para o gene p63 e cultivados por mais de um
més, evidenciou-se a formacédo de ductos ramificados, bem como a expressédo de AR e
proteinas secretoras na camada de células colunares secretoras desses ductos®.
Ainda, nesse mesmo experimento, células neuroenddcrinas também se desenvolveram
na auséncia de células basais p63-positivas. Assim, postulou-se que as células tronco
sdo células multipotentes no compartimento basal e que as células luminais e
neuroendocrinas podem se diferenciar na auséncia total de células basais. Assim
sendo, o compartimento basal pode n&o ser o nicho exclusivo das CTP?.

A existéncia de CTP provavelmente € melhor ilustrada quando se investiga os
efeitos de andrégeno na préstata. A castracao leva a involugao da glandula, entretanto,
quando sao restaurados os niveis deste horménio, a glandula regenera completamente.
Este ciclo de involugdo-regeneragéo pode ser repetida varias vezes, supondo que uma
populacdo de células capaz desta regeneracdo deva existir, supostamente as CTP.
Na préstata humana estas células podem ser identificadas a partir de niveis mais
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elevados de integrinas de superficie a2 3 1 , e sédo células filhas que tem capacidade
proliferativa mais limitada, porem com capacidade de auto renovacio e multipotentes®'.
Outro estudo correlaciona estas integrinas com o antigeno CD133, demonstrando um
elevado potencial proliferativo de um pequeno grupo de células dentro de epitélio
prostatico®.

O termo CTP € normalmente usado para se referir as células tronco epiteliais. No
entanto, a préstata contém tanto os compartimentos epitelial e estromal com suas
supostas populagdes de células progenitoras®.

O estroma prostatico € formado por um arranjo complexo de células estromais e
matriz extracelular associado a fatores de crescimento, moléculas reguladoras e
enzimas de remodelacdo, as quais provém sinais bioldgicos gerais e exercem
influéncias mecanicas sobre as células epiteliais®***%. Também, vasos sanguineos,
terminagdes nervosas e células imunes constituem partes integrais do estroma®®. Os
fibroblastos e as células musculares lisas sao importantes tipos celulares do estroma
prostatico. A principal fungdo destas é sintetizar componentes estruturais e reguladores
da matriz extracelular. A matriz extracelular € uma rede de proteinas fibrilares,
glicoproteinas adesivas e proteoglicanos®=¢, sendo reservatério de fatores de
crescimento ativos e latentes®°. Além disso, componentes estruturais, como colageno
e fibras elésticas, proporcionam rigidez mecénica e flexibilidade ao tecido. Os
proteoglicanos regulam a estrutura e a permeabilidade da matriz extracelular, ligando-
se a fatores de crescimento, proteases e inibidores de proteases, modulando a
atividade destes®*3°%.

Em humanos, apesar da relacdo estroma/epitélio se manter constante desde o
nascimento até a idade de 40 anos nas glandulas ndo-hiperplasicas, acima dessa idade
essa relagdo aumenta de 2:1 em condigdes normais para 5:1 na hiperplasia benigna
prostatica (HBP)*. Assim, devido a hiperatividade proliferativa do estroma estar
relacionada com o desenvolvimento da HBP, especula-se a existéncia de células-tronco
adultas no estroma prostatico em reposta a estimulos durante a patogénese da HBP.
Células-tronco mesenquimais ou células estromais multipotentes (CTM) foram
inicialmente isoladas a partir da medula 6ssea de individuos adultos, e identificadas no
interior do tecido conjuntivo da maior parte dos 6rgaos*°. As CTM podem se diferenciar
em tecidos mesenquimais como 0ssos, tecido adiposo, e cartilagem e contribuir para a

regeneracdo de tecidos mesenquimais*’, e comumente expressam varios marcadores
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de superficie, incluindo CD29, CD44, CD49f, CD51, CD71, CD73 (SH3/ 4), CD90,
CD105, CD106 (VCAM-1), CD166 (ALCAM), ICAM-1?2. Contudo, auséncia na
expressdao de outros marcadores superficiais é verificada, incluindo CD11b, CD14,
CD18 (LFA-1), CD31 (PECAM-1), CD34, CD45, CD40, CD56, CD80, e CD86%*.Outros
autores, Lin et al.® demonstraram em cultura de células estromais de pacientes com
HBP, a ocorréncia de diferentes marcadores para CTM, incluindo CD30, CD34, CD44,
CD54, CD133 (5% células)®. Essas células também apresentaram a capacidade de se
diferenciar em linhagens miogénicas, adipogénicas e osteogénicas. Recentemente,
Ceder et al. relataram uma possivel existéncia de células estromais progenitoras na
préstata adulta humana. Esta populacdo de células estromais expressou vimentina e
CD133%.

Apesar da identificacdo e caracterizagdo das CTP permanecer dificil, é preciso
considerar o microambiente ou nicho ocupado por essas células. Assim, a proximidade
fisica das CTP no compartimento basal adjacente a membrana basal implica em
importante interacdo com proteinas da matriz extracelular incluindo integrinas e
proteinas juncionais que sdo conhecidas na regulacdo da diferenciacdo das células

tronco .

1.2. Regulacao Hormonal na Préstata
A morfogénese, a manutencdo da atividade funcional e da morfologia, a

proliferacdo e a diferenciacdo das células da préstata sao reguladas por

andrégenos*#4344

. Os andrégenos expressam seus efeitos biolégicos através da
interacdo com receptores intracelulares especificos, sendo que o complexo receptor-
hormdnio associado & cromatina nuclear regula a expressao do gene especifico®.

A testosterona e a dihidrotestosterona (DHT) sdo os principais andrégenos a
induzir a diferenciacdo prostatica’®®. A DHT é resultante da conversdo da testosterona
através da enzima 5a-redutase**“®. O papel dos receptores androgénicos (AR) na

regulacdo da homeostase das células do estroma prostatico ndo € muito bem

6



entendido. Recentes estudos sugerem que receptores androgénicos sao expressos nos
fibroblastos e regulam alguns fatores de crescimento. Entretanto, a estimulacdo dos
receptores androgénicos no estroma prostatico pode resultar na estimulagao de células
do estroma prostatico, como também diminuicdo da proliferacdo de células epiteliais,
alteragdo na deposicdo de colageno e diminuicdo da expressdo de fatores de
crescimento®’. A acdo androgénica funciona como miodiferenciagdo dos fibroblastos
prostaticos pela acao do fator de crescimento de transformagao do tipo B (TGF-B),
podendo os AR serem importantes na formacdo do estroma reativo no cancer
prostatica®®.

A castracdo é um dos métodos mais utilizados para o estudo dos mecanismos
envolvendo a testosterona na manutengédo e funcionamento da glandula prostética. A
partir desses estudos, sabe-se que a deficiéncia androgénica leva a involugcdo da
prostata, ativacdo da apoptose e intensa remodelagdo da matriz extracelular desse
6rgao®.

Os andrégenos e outros horménios como os estrégenos atuam sinergicamente a
testosterona, influenciando tanto as fungdes normais da préstata quanto as alteragdes

patolégicas*>*°.

Os estrogenos possuem efeitos anti-androgénicos e regulam
negativamente o eixo hipotalamo-hipéfise-gonada, com reducdo da producdo de
andrégenos pelas células de Leydig e decorrente involugéo do epitélio prostatico®'.

A biossintese de estrégenos ocorre a partir de um substrato androgénico, através
da aromatizacdo desse horménio pela enzima aromatase®°®. Os efeitos estrogénicos
na prostata sao resultados da ligacao desses hormdnios em receptores estrogénicos
especificos a e B (ERa, ERB), 0s quais sao predominantemente expressos no estroma
e no epitélio, respectivamente*®*. Segundo Risbridger, utilizando tecido prostatico
recombinante de animais adultos knockout para os receptores estrogénicos a e ou f3,
demonstraram que a resposta estrogénica completa no tecido prostatico requer
mecanismos paracrinos, tanto mediados por receptores a do estroma bem como
receptores B do epitélio.

Os efeitos estrogénicos na prostata séo complexos e podem envolver tanto
acoes diretas, através dos receptores, como indiretas, através do eixo hipotalamo-
hipéfise-gonadal*®. Estudos epidemiolégicos consideraram os horménios estrogénicos
como tendo papel fundamental na carcinogénese prostatica®. E conhecido que,
excessiva exposicao aos estrogenos em diferentes etapas do desenvolvimento pode
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levar & neoplasia prostatica®. Outro estudo confirmou a relagdo de estrégenos e
andrégenos usando modelo canino e demonstraram que os estrégenos podem causar o
desenvolvimento de hiperplasia glandular®. Por estes motivos é importante o estudo e
relacao dos andrégenos e estrégenos com o estroma reativo.

As acdes diretas de estrébgenos na prostata foram avaliadas através de um
modelo de camundongos hipogonadal (hpg), os quais tém deficiéncia pds-natal em
gonadotrofinas e testosterona, mas séo sensiveis a horménios. Nesse estudo, verificou-
se resposta proliferativa direta aos estrégenos nos lobos ventral e anterior da prostata e
vesicula seminal desses animais. Tais alteragcbes aberrantes foram demonstradas
através de proliferacao de fibroblastos no estroma e metaplasia das células epiteliais
basais, além de processo inflamatério. Contudo, evidenciou-se reducado das células
musculares lisas e das células epiteliais secretora®®. Outro estudo utilizando
camundongos estrogeno-modulados, os quais eram Knockout para enzima aromatase,
demonstrou que doses elevadas de andrégenos tém efeitos morfolégicos similares a
doses elevadas de estrogenos. Os resultados exibiram doses periféricas e
intraprostaticas elevadas de andrdégenos, aumento dos receptores androgénicos, além
da expansao dos volumes dos compartimentos estromal, epitelial e luminal indicando
efeito proliferativo glandular®’. Assim sendo, esses trabalhos evidenciaram que tanto os
estrdgenos como os andrégenos sao elementos proliferativos para a préstata, porém
em diferentes caminhos.

Adicionalmente, a testosterona representa importante estimulador da proliferacao
da célula prostatica, principalmente quando a sua forma mais potente, a DHT, liga-se a
receptores androgénicos de células tanto do compartimento epitelial quanto estromal®®.
De maneira inesperada, a adicdo de DHT a meios de cultura contendo exclusivamente
células epiteliais da prostata ndo estimula a atividade mitogénica nem a proliferagéo
destas células, mostrando assim que é importante a interacdo do epitélio com o
estroma®®. Além disso, os fatores de crescimento (Growthfactors) estdo sob influéncia
direta dos andrégenos, bem como do estrégeno e seus receptores estrogénicos
alfa(ERa) e beta (ERB).

A administragao crbnica de estrogenos como 173-estradiol ou dietilestilbestrol
(DES) leva a metaplasia escamosa, caracterizada por mudanca na histodiferenciacéo
que surge a partir do compartimento celular basal, o qual € considerado suposto nicho
das CTP'’. Administracdo exdgena de estrégenos altera o eixo hipotalamo-hipéfise-
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gonadal e, portanto, reduz os niveis de andrdégenos, o0 que leva a regressao do epitélio
da prostata, sendo considerada como uma acado indireta do estrégeno sobre a
prostata’®. A metaplasia das células epiteliais € uma resposta direta aos estrégenos
caracterizada por camadas mdltiplas de células epiteliais basais'®. Contudo, é pouco
provavel que a proliferacdo de todas as células basais seja proveniente de uma
amplificada populagédo de células tronco, pois as CTP s&o raras ao longo dos ductos
epiteliais'®.

Também, é importante destacar os mecanismos diferenciais através dos dois
receptores estrogénicos. Estudos envolvendo os ERp estrogénicos tém adicionado mais
um nivel de complexidade nos mecanismos de acdes dos estrégenos na prostata®’.
Experimentos caracterizaram importante envolvimento dos ERB nos mecanismos
prostaticos, conjuntamente as acbes exercidas pelos ERa, sendo os efeitos
estrogénicos produto de um balango dinamico entre ERo. e ERB®'®'. Os ERp sdo
expressos especialmente nas células epiteliais basais da préstata normal e essa
subpopulacao de células mostra importante propriedade biolégica, com potencial efeito
proliferativo sobre as células epiteliais além de envolvimento na carcinogénese**>'62:63
Também, o efeito antiproliferativo dos ERP na glandula prostatica tem sido postulado

em diferentes estudos*®. Segundo Weihua et al.*’

, camundongos Knockout para os ERp
demonstraram focos de hiperplasia epitelial celular no lobo ventral da prostata aos 5
meses de idade, confirmando a capacidade antiproliferativa da préstata relacionada aos
ERB. Em adicao, outros estudos destacaram que ERp podem estar envolvidos ndo s6 a
um processo antiproliferativo epitelial mas também a diminuicdo do processo apoptético

epitelial glandular®®. Segundo Adams et al.®’

, 0S receptores estrogénicos B em conjunto
com os horménios androgénicos podem mediar diversos efeitos sobre a proliferacao
epitelial prostatica, primeiramente promovendo a proliferagdo celular em periodos
iniciais gestacionais e apos isso agir de forma a limitar o crescimento celular em
periodos tardios gestacionais em fetos humanos. Ainda, diversos estudos
demonstraram que o ERP é supra-regulado por andrégenos®' ¢4,

Outro ponto importante a ser considerado no desenvolvimento da glandula
prostatica é a idade. Apds o pico da idade reprodutiva, a arquitetura histolégica da
préstata comeca a sofrer mudancas relacionadas a idade que continuarao ao longo da

vida®*. Nas diferentes espécies animais, incluindo a humana, o desbalanco hormonal é



fator comum que leva a muitas alteragdes morfofuncionais na glandula prostatica®®°.

Banerjee et al.*® demonstraram que os niveis de DHT epitelial foram decrescidos com a
idade. Inversamente, os niveis de estradiol e estrona foram elevados tanto no epitélio
quanto no estroma prostatico. Dessa forma, as alteragdes nos niveis endogenos de
hormonios esterdides relacionados ao envelhecimento contribuem fortemente para o
desequilibrio glandular. Em adicdo, € conhecido que a reducdo dos niveis de
testosterona na senescéncia leva a regressdo do crescimento prostatico tanto de
origem benigna quanto maligna. No entanto, homens com carcinoma prostatico
avangado, quando submetidos a administragdo de testosterona verificou-se freqiente

exacerbacdo da doenca®®. Também, Cordeiro et al.’’

revelaram que gerbilos senis
apresentaram menor taxa de receptores androgénicos em relacao a gerbilos jovens e
adultos. Os mesmos autores verificaram que a distribuicado dos receptores androgénicos
pode ser regulada tanto geneticamente quanto por outros fatores ainda nao
estabelecidos.

Varias hipoteses tém sido correlacionadas a manifestacdo do carcinoma
prostatico. Estudos epidemioldgicos consideraram os horménios estrogénicos como
tendo papel fundamental na carcinogénese prostatica®. E conhecido que, excessiva
exposicdo aos estrdgenos em diferentes etapas do desenvolvimento pode levar a
neoplasia prostatica®®. Walsh & Wilson®® confirmaram a relacdo de estrégenos e
andrégenos usando modelo canino e demonstraram que os estrégenos podem causar o
desenvolvimento de hiperplasia glandular.

Segundo Bianco et al.*®, estudando experimentalmente as acdes de andrégenos
e estrégenos, verificaram que as atuacoes independentes de andrégenos e estrégenos
tém potencial para iniciar mudangas na proéstata, incluindo a hiperplasia e displasia, mas
nao a malignescéncia no érgao. Por outro lado, como esses dois horménios agem em
sinergismo para induzir a carcinogénese nao é conhecido®®. Também, Risbridger et
al®®, através de estudos com animais knockout para a enzima aromatase
demonstraram que as alteragdes malignas na préstata sdo dependentes tanto das
respostas estrogénicas como androgénicas e que nenhum desses hormdnios
isoladamente é capaz de deflagrar aberrantes modelos de crescimento, resultando em
malignescéncia.

Segundo Prins et al®®, a regulagdo hormonal do RNA mensageiro para a
expressdo dos ERP, sugere que ERP no epitélio prostatico pode influenciar na
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regulacdo do crescimento glandular. Estudos anteriores tém destacado que nao ha
correlacdo entre a expressdo dos ERB na HBP®'. Contudo, quando ha ocorréncia de
cancer prostatico verificou-se decréscimo do mesmo, com aumento da expressao em
estagios avancados da patologia incluindo metastase®'.

Os papéis dos AR e ERa/ ERB no céancer de prostata foram focadas
principalmente em células epiteliais, enquanto seus papéis em células do estroma tém
sido muito menos estudado. Os ERa e ERB sdo expressos em células do estroma,
porém nao ha estudos que demonstram a relacdo desses receptores com o cancer de
préstata’®.

1.3. Cancer de Prostata (CaP)
O cancer de préstata (CaP) € a primeira doenca maligna mais comum do trato

urogenital. A Sociedade Americana do Céncer estima que serdo diagnosticados
233.000 novos casos de CaP nos Estados Unidos em 2014 e cerca de 29.480 homens
morrerdo como resultado dessa doenca mortes’'. O CaP é considerado uma doenca
epitelial e, frequentemente, estende-se além dos limites normais do 6rgdo’>”®. O
desenvolvimento do CaP é de natureza endécrina e a possibilidade de ocorréncia desta
doenca aumenta com o envelhecimento’. Cerca de 6 em cada 10 casos sao
diagnosticados em homens com 65 anos ou mais de idade, e é raro antes dos 40 anos.
A média de idade no momento do diagndstico é de cerca de 66 anos’'.

A etiologia do CaP é ainda desconhecida, entretanto, presume-se que alguns
fatores possam influenciar seu desenvolvimento. Ultimamente, tem se dado muita
atencao a alimentagédo, uma vez que dietas ricas em gordura predispéem ao cancer e
as ricas em fibras reduzem o risco de seu aparecimento. Os fatores genéticos e
ambientais sdo alvo, também, de investigacdo’®. Fumaca de automéveis, cigarros,
fertilizantes e outros produtos quimicos estdo sob suspeita’®. No que se refere aos
fatores ambientais, muitas relagcbes com desenvolvimento do CaP sdo possiveis,
entretanto, destaca-se a capacidade etiopatogénica de substancias quimicas utilizadas
na indlstria de fertilizantes, como ferro, cromo, cadmio, borracha e chumbo’®.
Recentemente, a exposicdo ao arsénico inorganico, um contaminante ambiental,
também tem sido responsabilizado pela iniciagdo e/ou progressdo do CaP’’.
Populacées que vivem em locais de baixa incidéncia de CaP, quando migram para
areas de alta incidéncia, apresentam um aumento na ocorréncia de casos’®.
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Assim, os eventos associados ao inicio do CaP ndo sdo completamente
compreendidos, mas algumas evidéncias sugerem que, além de alteracoes genéticas e
ambientais, o CaP se desenvolve a partir de um microambiente inflamatério’®. Assim,
tem sido sugerido que o CaP se desenvolve a partir de uma atrofia inflamatoria
proliferativa (PIA), que € caracterizada pelo aumento da proliferacdo das células
epiteliais com a presenca de grandes infiltrados inflamatérios. Na glandula prostatica
normal tanto de humanos quanto de roedores, o epitélio € composto pela camada
luminal de células secretoras colunares e pela camada basal de células cuboidais
revestidas pela membrana basal. As células epiteliais altamente proliferativas da PIA
comegam a perder a estrutura colunar e passam a exibir células em formato cuboidal.
Além disso, os acinos comegam a perder as suas invaginacbes caracteristicas.
Diversas evidéncias sugerem que a PIA pode ser precursora da neoplasia intraepitelial
prostatica (NIP)”® A NIP é caracterizada por células de formas variadas e aumento no
tamanho do nucleo das células dos ductos e acinos. A progressao da NIP da origem
entdo ao CaP localizado, caracterizado principalmente pela perda da camada de células
basais e da arquitetura normal da glandula. O CaP avanga para a doenga metastatica,
caracterizada por auséncia de membrana basal, grande invasédo do estroma e formagao
glandular inexistente. Todas essas alteracdes histopatolégicas sdo acompanhadas por
mudancas na expressao de muitos genes e também de perdas genéticas, que
contribuem para a progressao do tumor de préstata’®*.

Mutagdes somaticas das células tronco/ progenitoras, acumuladas ao longo de
um periodo de varias décadas pode afetar genes envolvidos na regulagdo do
crescimento, sinalizagcdo celular, diferenciacdo terminal e reparaciao®®. A freqiiéncia
das muta¢des somaticas estda aumentada nos processos inflamatérios. A inflamagéo da
préstata é um evento comum observado na tumorigénese e atrofia glandular®. As
mutagbes nos genes responsaveis pelo desenvolvimento, diferenciacdo e crescimento
da préstata normal sdo alvos para o inicio, progressdo e metastase do cancer de
prostata®®. Como as células tumorais expressam caracteristicas similares as de células
luminais, células Iluminais mutadas foram consideradas como precursoras do
adenocarcinoma. No entanto, apés o inicio da terapia hormonal de ablacdo de
andrégenos em casos de adenocarcinomas prostaticos andrégeno-dependentes,
tumores altamente agressivos andrégeno-independentes reincidem e podem manifestar

caracteristicas de células basais®*®°.
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Portanto, a hipétese de que células de cancer de préstata podem ser derivadas a
partir de células tronco ou células de fendétipo intermediario € reforgada, pois as células
tronco possuem muitas caracteristicas em comum com as células tumorais, incluindo a
auto-renovacao, pluripoténcia na diferenciacéo e alto potencial replicado®®® .Apesar de
uma variedade de fatores ambientais e genéticos, a idade € o mais importante fator de
risco para o desenvolvimento do tumor maligno. Com o envelhecimento as células
tronco/progenitoras acumulam véarias mutagcdes que favorecem a transformacao

neoplasica®' .

Estas células transformadas dao origem a células-filha de transito
amplificado que, por sua vez, ndo sdo capazes de se diferenciarem em células
colunares secretoras normais e formam lesdes pré-cancerosas associadas com a
inflamagao proliferativa “°"°#%2° A maior parte destas células danificadas de transito
amplificado podem se diferenciar em células de fenétipo luminal intermediario que
utiliza androgenos e fatores derivados do estroma para proliferacdo, mas nao para a
diferenciacao terminal.

O antigeno para Célula-Tronco Prostatica (PSCA) tem sido utilizado como
possivel marcador de CTP maligna. O PSCA é uma glicoproteina de superficie celular,
constituida por 123 aminodcidos, a qual foi identificada principalmente no CaP
(especifica no tecido prostatico), podendo ocorrer também nos canceres gastrico,

urotelial e pancreatico 2%’

|86

Existem varios trabalhos sobre o estudo do PSCA,
incluindo o de Gu et al.” que mostrou que nove em nove amostras de metastase 6ssea
apresentaram PSCA positivo, juntamente com Dannull et al.?® demonstrando que todos
os tecidos metastaticos prostaticos foram positivos para PSCA. Ross et al.®” estudou a
marcacao do PSCA em tecido urogenital, Hiperplasia Prostatica, NIP e Cancer de
préstata localizado e metastatico, mostrando que o PSCA foi estatisticamente maior no
Céancer de Prostata metastatico e quando comparado o cancer prostatico metastatico
com o localizado, os resultados foram 64% e 48% respectivamente de positividade.

18% através da andlise de

Um outro estudo importante sobre o PSCA foi o de Han et a
246 espécimes de prostatectomia radical, mostrou que o PSCA estéd relacionado a
maior pontuacao de Gleason, invasdo de vesicula seminal e envolvimento linfonodal.
Considerando estes estudos, entre outros, o PSCA caracteriza-se como um alvo

potencial para o Cancer de Prostata metastatico e de alto risco.
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1.4. Fatores de Crescimento e Estroma Reativo no Cancer de Préstata
Na préstata diferentes processos bioldgicos tais como regulacao da proliferacao

e diferenciacdo celular, atividade mitogénica, processos secretores e crescimentos
tumorais sao regulados e/ou influenciados por diferentes polipeptideos como os fatores
de crescimento homdlogos a insulina (IGF), fatores de crescimento fibroblasticos (FGF),
fatores de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e pelos fatores de crescimento
transformadores (TGF)%:91:92939495 ~Agsim, em associagdo, células estromais e matriz
extracelular (MEC) criam um microambiente que regula o crescimento e diferenciacao
funcional das células adjacentes, desempenhando cada um desses, importante papel
na manutencgéo da forma e funcéo tecidual 3.

O estroma é definido como o microambiente imediatamente adjacente ao epitélio
capaz de coordenar diversas atividades como reparo de feridas, mudangcas na
homeostasia, além da interacdo com complexos neoplasicos. O estroma ja foi visto
como uma estrutura de apoio passiva que pouco contribuia para a fungéo biolégica dos
tecidos. No entanto, € agora compreendido que o estroma é um ambiente dindmico que
diretamente influéncia o comportamento de células epiteliais e executa o reparo tecidual
em resposta a lesdo?*. Modificagdes do estroma peritumoral inicia-se na NIP e incluem
alteracbes como mudancas fenotipicas das células estromais, remodelagdo da matriz
extracelular (MEC) e indugdo da angiogénese 3397:9899,

O estroma reativo (EstR) é definido como um novo microambiente estromal
caracterizado em resposta ao carcinoma e que acompanha o crescimento tumoral,
caracterizado pelo aumento de células inflamatérias, incremento da angiogénese e
fatores de crescimento, com remodelacdo da MEC ¥ (Figura 3). O EstR é composto
por um complexo de fibroblastos e miofibroblastos associados ao tumor, sendo que a
origem destas células ainda ndo sao claramente compreendidas (Figura 3). Alguns
autores sugerem que estas células se originam de células do estroma prostatico ou de
células da musculatura lisa ou até mesmo de células-tronco *%%8% O microambiente
estromal é a chave para o crescimento e o desenvolvimento do cancer, com inicio apds

o desenvolvimento da NIP 3397:98.99
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A. Normal Homeostasis B. Carcinoma + Reactive Stroma
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Figura 3 :A: Glandula prostatica humana normal, com células epiteliais, Iamina basal,

matriz extracelular (MEC), célula muscular lisa (CML), vasos sanguineos e fibroblastos.
B: Desenvolvimento e progresséo do cancer de préstata e formagcao do estroma reativo
(Figura retirada de Tuxhorn et al.®®).

Sendo o microambiente estromal a chave para o desenvolvimento e progressao
tumoral, e suas principais células o fibroblasto e o miofibroblasto, sendo marcados pela
alfa actina (a-actina) e vimentina, cabe definir ainda o real mecanismo desta interacao

(FigUI‘a 4) 33,98,100,101

Contudo, os fibroblastos podem exibir diferentes propriedades
genotipicas e fenotipicas, associando-se a células neoplasicas e constituindo o
carcinoma associado ao fibroblasto (CAF), sendo que sua ativagdo constitui um

importante passo para o desenvolvimento tumoral 98192103,

Fibroblast «<—> Myofibroblast <—> Smooth Muscle

[ vimentin |

| a-actin |

[ calponin, SM-MHC |

proliferative/synthetic <> quiescent/contractile
vascular smooth muscle vascular smooth muscle

Figura 4: Marcadores de fibroblasto, miofibroblasto e musculo liso (Figura retirada de
Tuxhorn et al., *°).

Considerado o EstR como sendo formado principalmente por estes dois tipos
celulares, fibroblastos e miofibroblastos, e seu principal marcador a vimentina, Davor et
15



al."® demonstraram a forte relacdo entre este marcador e tumores com menor tempo
livre de doenga, com 0 mesmo grau histoldgico tumoral (Gleason) e com maior taxa de
recorréncia bioquimica, concluindo que, somente a alta expressdo de vimentina foi
preditor significativo para recorréncia bioquimica, portanto sendo relacionado a
importancia do estudo do estroma reativo.

O miofibroblasto, que s&o células geralmente encontradas no tecido de
granulacdo e que apresentam caracteristicas proliferativas e sintese de matriz
fibrética'® é uma importante célula encontrada no processo de cicatrizagao de feridas e
doencas fibréticas, sendo identificado pela marcacdo positiva para vimentina'®.
Estudos comparando a quantidade destas células no CaP com Gleason 3,
demonstraram 50 % de fibroblastos e 50% de miofibroblastos, sendo que no Gleason 4,
foi observado um importante aumento de miofibroblasto, juntamente com a diminui¢do
da musculatura lisa normal 3%,

Os fibroblastos encontrados no tecido normal exercem principalmente a funcéao
de homeostase, porém, em associacdo a células tumorais (CAF) promovem a
progressdo tumoral através de sua acgdo reparadora e sua biologia *. Ainda, duvidas
persistem quanto aos mecanismos de ativagdo destas células no complexo com o
carcinoma, porém existem evidéncias que sao importantes para a modulacido da
carcinogénese 2.

Embora o real papel dos AR no estroma prostatico ndo seja ainda bem
compreendido, recentes estudos sugerem que estes estdo expressos nos fibroblastos e
atuam na regulacdo e secrecdo de diversos fatores de crescimento. A acgéo
androgénica promove a miodiferenciacdo dos fibroblastos prostaticos através dos
efeitos dos TGFs *® estando implicado no desenvolvimento tumoral e na sintese de
outros fatores, como as metaloproteinases de matriz(MMP) '%”.

A progress@o tumoral € um processo complexo de transformacdo de células
normais em células tumorais com caracteristicas de invasdo do tecido adjacente e
metastase, sendo que para isto, um complexo estromal é formado para fornecer
substrato para este desenvolvimento, com formacdo de novos vasos. As MMPs
desempenham um papel importante na degradacao de proteinas da matriz extracelular,
incluindo aqueles da membrana basal, facilitando assim a invasdo de células e de
metastases, e tem sido amplamente implicadas neste papel em muitos tipos de cancer,
incluindo o CaP '®. As células neoplasicas sdo capazes de degradar a MEC através de
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enzimas, resultando na dissolu¢cdo da membrana basal. As mais proeminentes entre
estas enzimas sdo as MMPs'®. As MMPs estdo associadas & diferentes processos
biol6gicos, a saber: cicatrizacdo de feridas, remodelagcado tecidual, angiogénese e
progressao tumoral''?. As diversas fungdes das MMPs as tornaram um alvo terapéutico
promissor para prevenir a metastase em pacientes com cancer''"

Neste contexto, também destacam-se os fatores FGF-2 e IGF-1. O FGF-2
controla uma variedade de processos celulares em diferentes cenarios, incluindo
proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e motilidade celulares. A expressao para
FGF-2 foi encontrada no CaP, bem como em outras neoplasias malignas incluindo
melanoma, astrocitoma, e carcinomas da mama, pulmao, bexiga, pancreas e cabeca e
pescoco. Também, FGF-2 desempenha papel crucial no desenvolvimento do cancer,
servindo como fator indutor da angiogénese''?. Diversos estudos demonstraram que o
FGF-2 foi expresso em niveis aumentados no CaP, sendo que tais niveis foram
associados com a doenca clinicamente mais agressiva ' 2.

Com relacdo ao IGF, este atua como mitégeno em uma variedade de células e
exerce sua acdo aumentando a sintese de DNA, acelerando a progressdo do ciclo
celular e bloqueando a via apoptética''*. Suas acées sao mediadas pelo receptor IGFR-
1, sendo esse o0 Unico receptor de IGF expresso na glandula prostatica, tanto em
células epiteliais quanto estromais %2'"° .Na prostata, o IGF-1 é produzido pelas células
estromais e atua como fator de crescimento paracrino no epitélio prostatico normal % .
Os IGFs circulam associados a proteinas especificas (IGFBPs), as quais se ligam a
eles com alta afinidade, sendo a IGFBP-3 a que possui maior capacidade carreadora e
maior afinidade pelo IGF-1. Além disso, tem sido proposto que a IGFBP-3 tem efeitos
independentes de seu ligante nas células epiteliais, estimulando a apoptose e
suprimindo os efeitos mitogénicos do IGF-1 ''°. Para que o IGF-1 possa ligar-se aos
receptores e exercer suas atividades biolégicas, as IGFBPs precisam ser clivadas de
forma a alterar sua afinidade pelo IGF-1, permitindo a interacdo do mesmo com o
receptor. Entre as proteinas que realizam essa clivagem, pode-se citar o antigeno
especifico da préstata (PSA) ''° .Além disso, outros fatores podem alterar a afinidade
das IGFBPs pelo ligante, como por exemplo sua adesao a superficie da célula ou a

matriz extracelular "¢ .

Assim, as IGFBPs possuem multiplas funcbes que sao
essenciais para regular as atividades bioldgicas dos IGFs, podendo transporta-los,

protegé-los da degradacio e regular sua interagdo com o IGF-1R '*° .
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A transformacdo neoplasica consiste em um processo multicausal no qual os
controles normais da proliferacao celular e da interacao célula-célula sao perdidos. A
ativacao aberrante dos proto-oncogenes em conjunto com a inibicdo ndo-regulada dos
genes supressores tumorais representam os fundamentos desse processo''’. Um
conjunto de alteragbes moleculares em diferentes niveis de regulacdo € responsavel
pelo estabelecimento do cancer, de modo que uma simples modificacdo numa célula
normal raramente é suficiente para deflagrar o processo carcinogénico''’ .Todavia, a
alteracao de alguns genes com papel central em multiplos canais regulatérios revela o
potencial impacto de uma unica desordem molecular para a promogao da neoplasia.
Nesse contexto, destaca-se o proto-oncogene C-MYC. O papel do gene C-MYC no
cancer foi inicialmente apontado por Varmus & Bishop, ganhadores do prémio Nobel em
1989. Entretanto, tudo comecou em 1911, quando Peyton Rous evidenciou que um
sarcoma tipico de aves poderia ser transmitido através de extratos tumorais nado-
celulares, sugerindo que virus poderiam ser 0s possiveis agentes etioldgicos dessas
neoplasias ''® .Baseado nesse trabalho, Sheiness &Bishop, estudando um subgrupo de
retrovirus causadores da mielocitomatose em aves, identificaram o oncogene v-Myc

19 Subseqiientemente, o gene C-MYC

(viral avian myelocytomatosis)
(cellmyelocytomatosis) foi identificado como o homdlogo celular desse oncogene
retroviral, sendo sua superexpressdao demonstrada em varios tumores humanos e
animais '%° .

O gene C-MYC esta localizado na regidao cromossémica 8924.1, compreendendo
trés exons, cujos produtos (p64 e p67) consistem em fosfoproteinas nucleares
altamente conservadas '#' . A proteina C-MYC também é descrita como capaz de ativar
os promotores de enzimas glicoliticas frente aos sinais de hipdxia tecidual. Nos
tumores, a vascularizacdo escassa e o alto perfil proliferativo resultam em um status
hipoxico (conhecido como efeito Warburg) capaz de induzir a expressao do C-MYC, que
atua promovendo o reforco energético através da glicélise 122 Nessa perspectiva, surge
a hipétese que C-MYC possa atuar adicionalmente na supressdo de fatores
antiangiogénicos, como a trombospondina, ativando a angiogénese na tentativa de
contrapor a hipéxia e promover o suprimento metabdélico exigido pela neoplasia '2*-

Embora a ligagéo entre C-MYC e cancer esteja bem estabelecida, tanto in vitro
quanto in vivo, os mecanismos moleculares que promovem a transformag¢ao maligna

mediada pelo C-MYC néo sdo completamente conhecidos
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

As interacoes entre as células estromais e as epiteliais sdo fundamentais para os
mecanismos de desenvolvimento e diferenciacdo da glandula prostatica. Contudo, a
contribuicdo do estroma para a progressdo do CaP ainda € pouco conhecida. O
estroma tumoral apresenta uma constituicdo diferente da encontrada no estroma
normal, fato que pode afetar as sinalizagdes da célula epitelial. As células neoplasicas
podem alterar seu componente estromal adjacente para formar um ambiente que
possibilita e suporta a progressao tumoral. A modificacdo desse estroma, denominado
de estroma “reativo”, € uma caracteristica de muitos tumores sdlidos, incluindo o
prostatico.

A caracterizacdo do estroma reativo na prostata € avaliada através de exames
morfoldgicos baseados na coloragdo de Hematoxilina-Eosina e Tricromico de Masson, o
que traz pouca informacgéo sobre a resposta tumoral na progressédo do CaP. Assim, fica
evidente a necessidade de aprofundar os estudos acerca dos mecanismos moleculares
envolvidos na formagao do estroma reativo, bem como na elucidagao do papel funcional
desse estroma na progressao do CaP.

Ainda, as relagbes entre os horménios sexuais esterdides e seus receptores com
os fatores de crescimento e metaloproteinases da matriz sdo cruciais reguladores da
homeostase prostatica, sendo fundamental o entendimento dessas relagdes com o
desenvolvimento do estroma reativo e progresséao do CaP.

E importante destacar que, em diferentes tipos de canceres uma populacdo
muito pequena de células tem sido reconhecida como células-tronco cancerosas, por
apresentarem capacidade de auto-renovagao e diferenciacdo. Muitos pesquisadores
acreditam que os canceres podem se originar de células-tronco cancerosas. Isto posto,
ainda ndao ha estudos que demonstraram a relacdo dessas células com o
desenvolvimento do estroma reativo.

Assim, considerando o0s aspectos supracitados, os objetivos principais do
presente estudo foram caracterizar morfolégica e molecularmente o microambiente do
estroma reativo em amostras com adenocarcinoma de préstata, bem como encontrar
alguma associacdo dos fatores de crescimento, metaloproteinases da matriz,
receptores de hormdnios sexuais esterdidese células-tronco cancerosas na sua
patogénese. Além disso, verificou-se a relevancia da reatividade estromal e de seus
marcadores moleculares na progressao do cancer de prostata.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostras Humanas e Analises Histopatologicas do Estroma Reativo
O presente trabalho baseou-se em estudo retrospectivo, o qual utilizou 40

amostras prostaticas de pacientes,na faixa etaria de 60 a 80 anos (média de 71 anos),
com diagnostico de adenocarcinoma prostatico submetidos a prostatectomia radical
retropubica. As amostras utilizadas foram provenientes do acervo do Departamento de
Patologia do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

As amostras prostaticas foram coletadas da regido periférica > 2

. (Figura 5)
baseando-se na divisdo da face posterior, orientados de basal para apical do 6rgao

(Figura 6) .

Figura 5: Esquema da subdivisao externa da glandula prostatica. PZ= zona periférica,

CZ= zona central > 2.
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Figura 6: Esquema da vista posterior da localizagdo de retirada de amostras
prostaticas. Os numeros 1, 2, 3 e 4, 5, 6 correspondem aos fragmentos coletados da

zona periférica, sentido basal para apical da préstata (modificado De La Taille '24).

As amostras prostaticas foram fixadas por imersao em formaldeido tamponado
10% por doze horas. Apés a fixacao, os tecidos foram lavados em alcool etilico a 70%,
com posterior desidratacdo em uma série crescente de alcoois. Posteriormente, os
fragmentos foram diafanizados com xilol por 2 horas e inclusos em parafina. Em
seguida, os materiais foram seccionados no microtomo Leica RM 2165 (Leica, Munique,
Alemanha) com espessura de 5 micrémetros, corados com Hematoxilina-Eosina
(Figuras 6a e 6¢) e fotografados no fotomicroscépio Leica DM2500(Leica, Munique,
Alemanha) equipado com a camera DFC295 (Leica, Munique, Alemanha). O
diagnostico de CaP foi baseado em critérios morfolégicos e classificados de acordo
com o sistema de escala Gleason por um patologista sénior (Prof. Dr. Athanase Billis).

Para as analises do estroma reativo, as amostras prostaticas foram divididas em
2 grupos (20 amostras por grupo): Grupo 1: amostras de CaPsem estroma reativo
(Grau 0); Grupo 2: amostras de CaP com intensa reatividade estromal (Grau 3).

A reatividade estromal foi determinada no Laboratério de Carcinogénese
Urogenital e Imunoterapia do Instituto de Biologia/ UNICAMP, o qual utilizou a
coloracdo de Tricromico de Masson. Através dessa técnica, o estroma é corado em
vermelho para as fibras musculares lisas e em verde para as fibras colagenas (Figuras
7b e 7d). O estroma normal apresenta alta composicao de fibras musculares lisas,
sendo que o estroma reativo adjacente ao tumor apresenta alta composicao de fibras
colagenas e diminuicao das fibras musculares lisas (Figuras 7b e 7d). A intensidade do
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estroma reativo foi avaliada através da quantidade (em porcentagem) de fibras
musculares lisas (coradas em vermelho pelo Tricrdmico de Masson) adjacentes as
areas neoplasicas para cada amostra com aumento de x400. As imagens foram
capturadas pelo fotomicroscépio Leica DM2500(Leica, Munique, Alemanha) equipado
com a camera DFC295 (Leica, Munique, Alemanha) e analisadas através do programa
de analise de imagens LAS V3.7(Leica, Munique, Alemanha). A porcentagem de fibras
musculares lisas adjacentes as areas neoplasicas foi graduada em uma escala de 0-3,
e expressa como 0:>50% de fibras musculares lisas adjacentes aos &cinos
neoplasicos; 1:36-50% de fibras musculares lisas adjacentes aos acinos neoplasicos;
2:15-35% de fibras musculares lisas adjacentes aos acinos neoplasicos; 3: 0 - 14% de
fibras musculares lisas adjacentes aos 4cinos neoplasicos %1%

Posteriormente, as amostras dos Grupos 1 e 2 foram submetidas as analises
histopatoldgicas e imunohistoquimicas.

A permissao ética foi obtida pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas/ UNICAMP (namero 0094.0146.000-08).

3.2. Imunomarcagao dos Antigenos: a-actina, Vimentina, IGF-1, MMP-2, FGF-2, C-
Myc, PSCA, AR, ERa e ERB
Amostras prostaticas de todos os pacientes (n=40), as mesmas utilizadas para

as analises histopatolégicas, foram utilizadas para as imunomarcacdes. A seguir serao
obtidos cortes com 5 um de espessura no micrétomo rotativo Leica RM 2165 (Leica,
Munique, Alemanha), coletados em laminas silanizadas. A recuperacao antigénica foi
realizada por incubacéo dos cortes em tampéo citrato (pH 6.0) a 100°C em microondas
em poténcia média. O bloqueio das peroxidases enddgenas foi obtido com H20, (0,3%
em metanol) com posterior incubacdo em solucdo bloqueadora com albumina soro
bovino (BSA) 3%, em tampdo TBS-T por 1 hora em temperatura ambiente.
Posteriormente, os antigenos a-actina, Vimentina, IGF-1, MMP-2, FGF-2, C-Myc,
PSCA, AR, ERa e ERp foram localizados através dos anticorpos primarios especificos
(Tabela 1), diluidos em BSA (soro albumina bovino) 1% e armazenados overnight a 4
°C. O kit MACH 4 Universal HRP-Polymer (Biocare Medical, EUA) foi usado para
deteccdo dos antigenos, de acordo com as instru¢des do fabricante. Apds lavagem com
tampao TBS-T, os cortes foram incubados com anticorpo secundario HRP (horseradish
peroxidase) conjugado proveniente do kit MACH 4 por 40 minutos e, posteriormente

revelados com diaminobenzidina (DAB), contra-corados com Hematoxilina de Harris e
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avaliados no fotomicroscoépio Leica DM2500 (Leica, Munique, Alemanha) equipado com
a camera DFC295 (Leica, Munique, Alemanha).

Para avaliar a intensidade das imunorreatividades dos antigenos, a porcentagem
de células epiteliais e/ou estromais positivas foi examinada em dez campos para cada
anticorpo com aumento de 400x. A intensidade da marcacao foi graduada em uma
escala de 0-3, e expressa como 0 (auséncia de imunorreatividade), 0% de células
epiteliais e/ou estromais positivas; 1 (fraca imunorreatividade), 1-35% de células
epiteliais e/ou estromais positivas; 2 (moderada imunorreatividade), 36-70% de células
epiteliais e/ou estromais positivas; 3 (intensa imunorreatividade), >70% de células

epiteliais e/ou estromais positivas'’.
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Tabela 1: Caracteristicas dos Anticorpos Primarios para Imunomarcacao.

Anticorpos . . .
o Espécie hospedeira Caodigo Fonte
Primarios
Santa Cruz
o Camundongo i Biotechnollogy,
a-actina (monoclonal) sc-32251 EUA
Vimentina )Camundongo(monoclonal ab8069 abcam, EUA
Santa Cruz
IGF-1 Coelho (policlonal) $C-720 Biotechnollogy,
EUA
Camundongo abcam, EUA
MMP-2 (monoclonal) ab86607
Santa Cruz
FGF-2 Coelho (policlonal) sc-79 Biotechnollogy,
EUA
C-Myc Coelho (policlonal) ab32072 abcam, EUA
Abbiotec,
PSCA Coelho (policlonal) 251249 EUA
AR Coelho (policlonal) ab74272 abcam, EUA
Merck-Millipore,
ERa Coelho (policlonal) 04-227 EUA
ERB Camundongo ab16813 abcam, EUA

(monoclonal)

3.3. Analises Estatisticas

As analises histopatoldégicas e as imunohistoquimicas para os diferentes

antigenos foram avaliadas através do teste de proporcdo. Para essas analises, erro

tipo-l de 5% foi considerado estatisticamente significante.
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4. RESULTADOS
4.1. Anadlises Histopatoldgicas do Estroma Reativo

O estroma sem reacdo desmoplasica (Grupo 1) foi caracterizado por grande
quantidade de fibras musculares lisas, em mais de 50,0% dos &cinos adjacentes, além
de delgadas fibras colagenas entremeadas as fibras musculares lisas (Figuras 7a e
7b).

Com relagdo ao estroma com intensa reacdo desmoplasica (Grupo 2), este foi
caracterizado pelo aumento e espessamento das fibras colagenas, além da intensa
reducéo (inferior a 14,0%) das fibras musculares lisas (Figuras 7c e 7d).

O grau histolégico (Gleason) mais comum observado nos adenocarcinomas
prostaticos foi 0 6 (3+3), seguido dos Gleasons 7 (3+4) e (4+3) (Tabela 2). O estroma
sem reacao desmoplasica (Grupo 1) foi significativamente mais frequente nos Gleasons
4 (2+2), 5 (3+2) e 6 (3+3) (Tabela 2), sendo ausente nos tumores de alto grau (Gleason
7, 4+3) (Tabela 2).

O estroma com intensa reatividade desmoplasica foi significativamente mais
frequente nos tumores de graus intermediario (Gleason 7, 3+4) e alto (Gleason 7, 4+3),
sendo que nos tumores de baixo grau foi encontrado somente em 3 casos com Gleason
6 (3+3) (Tabela 2).
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Tabela 2:Distribuicdo da escala de Gleason e reatividade estromal nos adenocarcinomas

prostaticos sem reatividade estromal (Grupo 1) e com intensa reatividade estromal (Grupo 2).

*Significancia estatistica (teste de proporgéao, P<0,0001)

Escala de Gleason

Numero de Casos (%)

Grupo 1

Grupo 2

Gleason 4 (2+2)
Gleason 5 (3+2)

Gleason 6 (3+3)

1(2,5%)
2 (5,0%)

19 (47,5%)

1(100,0%)*
2 (100,0%)*

16 (84,2%)*

0 (0,0%)
0 (0,0%)

3 (15,8%)

Gleason 7 (3+4) 10 (25,0%) 1 (10,0%) 9 (90,0%)*
Gleason 7 (4+3) 8 (20,0%) 0 (0,0%) 8 (100,0%)*
Total 40 (100,0%) 20 (50,0%) 20 (50,0%)
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Figura 7: Fotomicrografias da zona periférica prostatica dos grupos 1 (a, b) e 2 (c, d).
(@) e (b) Estroma sem reagdo desmoplasica constituido por abundantes fibras
musculares lisas (ML) e delgadas fibras colagenas (Col) subjacentes aos Aacinos
prostaticos; Coloragdes: Hematoxilina-Eosina (a) e Tricrémico de Masson (b). (c) e (d)
Estroma com intensa reatividade desmoplasica constituido por espessas e abundantes
fiboras coldgenas (Col) e escassas fibras musculares lisas (ML); Coloracoes:
Hematoxilina-Eosina (c) e Tricrémico de Masson (d). a — d:Ep — epitélio secretor, Es —
estroma.
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4.2. Imunomarcacgao dos Antigenos: a-actina, Vimentina, IGF-1, MMP-2, FGF-2, C-
Myc, PSCA, AR, ERa e ERB

A imunorreatividade para a-actina foi significativamente mais intensa nas células
musculares lisas das amostras do Grupo 1 em relagdo ao Grupo 2, o qual apresentou
moderada imunomarcacdao (Figuras 8a e 8f; Tabela 3).Em contraste, a
imunorreatividade para vimentina foi significativamente mais intensa nos miofibroblastos
do Grupo 2 quando comparada ao Grupo 1, o qual apresentou moderada
imunorreatividade (Figuras 8b e 8g; Tabela 3).

As imunorreatividades para IGF-1, MMP-2 e FGF-2 foram significativamente
intensas tanto no epitélio quanto no estroma das amostras do Grupo 2 em relacéo ao
Grupo 1, o qual apresentou moderada reatividade (Figuras 8c, 8d, 8e, 8h, 8i e 8j;
Tabela 3).

A imunorreatividade para C-Myc foi significativamente mais intensa tanto no
epitélio quanto no estroma das amostras do Grupo 2, enquanto que o Grupo 1
apresentou moderada imunorreatividade para esse antigeno (Figuras 9a e 9f; Tabela
3). Similarmente a imunorreatividade para o antigeno das células-tronco prostaticas
cancerosas (PSCA) ocorreu tanto no compartimento epitelial quanto no estromal, sendo
significativamente mais intensa nas amostras do Grupo 2 em relacao ao Grupo 1, o qual
apresentou moderada imunorreatividade (Figuras 9b e 9g; Tabela 3).

A imunorreatividade para AR foi moderada tanto no epitélio quanto no estroma
das amostras do Grupo 2, enquanto que o Grupo 1 apresentou fraca imunorreatividade
(Figuras 9c e 9h; Tabela 3). A imunorreatividade para ERa foi predominante no
compartimento estromal de ambos os Grupos, sendo intensa no Grupo 2 e moderada
no Grupo 1 (Figuras 9d e 9i; Tabela 3).

Em contraste, a imunorreatividade para ERp foi predominante no compartimento
epitelial de ambos os Grupos, sendo que a imunomarcacao estromal foi presente
apenas no Grupo 2 (Figuras 9e e 9j). A imunorreatividade para esse receptor hormonal
foi moderada no Grupo 1 e fraca no Grupo 2 (Figuras 9e e 9j; Tabela 3)
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Tabela 3:Intensidade da imunomarcacao dos diferentes antigenos nas células epiteliais e
estromais dos adenocarcinomas prostaticos sem reatividade estromal (Grupo 1) e com
intensa reatividade estromal (Grupo 2).

Antigenos Grupo 1 Grupo 2
(n=20) (n=20)
a-actina 3 (80,3%)* 2 (69,0%)
Vimentina 2 (61,4%) 3 (92,4%)*
IGF-1 2 (57,6%) 3 (96,8%)*
MMP-2 2 (67,3%) 3 (89,7%)*
FGF-2 2 (62,7%) 3 (91,5%)*
C-Myc 2 (65,5%) 3 (98,3%)*
PSCA 2 (56,5%) 3 (85,8%)*
AR 1 (30.9%) 2 (59,5%)*
ERa 2 (39,7%) 3(77,9%)*
ERpB 2 (38,6%)* 1 (26,5%)

0 (auséncia de imunorreatividade), 0% de células epiteliais e/ou estromais positivas; 1
(fraca imunorreatividade), 1-35% de células epiteliais e/ou estromais positivas; 2 (moderada
imunorreatividade), 36-70% de células epiteliais e/ou estromais positivas; 3 (intensa
imunorreatividade), >70% de células epiteliais e/ou estromais positivas.

*Significancia estatistica (teste de proporgéao, P<0,0001)
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a-actina |5

Vimentina

IGF-1

MMP-2

FGF-2

Figura 8: Imunomarcacgao dos antigenos a-actina, Vimentina, IGF-1, MMP-2 e FGF-2
na zona periférica prostatica dos Grupos 1 (a, b, c,d,e) e 2 (f, g, h, i, ). (a) e (f)
Imunorreatividade para a-actina (setas). (b) e (g) Imunorreatividade para Vimentina
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(asteriscos) nos miofibroblastos. (c) e (h) Imunorreatividade para IGF-1 (setas) nos
compartimentos epitelial e estromal. (d) e (i) Imunorreatividade para MMP-2 (setas) nos
compartimentos epitelial e estromal. (e) e (j) Imunorreatividade para FGF-2 (setas) nas
células do epitélio secretor e fibroblastos do compartimento estromal. Em a - j, Ep —

epitélio secretor, Es — estroma.
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C-Myc E}J‘ o

PSCA

AR

ERa

ERB

Figura 9: Imunomarcacéo dos antigenos C-Myc, PSCA, AR, ERa e ER na zona

periférica prostatica dos Grupos 1 (a, b, c,d,e)e 2 (f, g, h, i, ). (a) e (f)

Imunorreatividade para C-MyC (setas) nos compartimentos epitelial e estromal. (b) e (g)
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Imunorreatividade para PSCA (setas) nos compartimentos epitelial e estromal. (c) e (h)
Imunorreatividade para AR (setas) nos compartimentos epitelial e estromal. (d) e (i)
Imunorreatividade para ERa (setas) nos compartimentos epitelial e estromal. (e) e (j)
Imunorreatividade para ERp (setas) nos compartimentos epitelial e estromal. Em a —j,
Ep — epitélio secretor, Es — estroma.
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5. DISCUSSAO
O presente estudo apresenta uma nova abordagem para o diagnéstico do CaP.

Os nossos resultados demonstraram que o estroma reativo (EstR) pode ser
considerado um marcador informativo da progressdao do CaP. Ainda, este estudo
caracterizou os marcadores moleculares envolvidos tanto na patogénese do EstR
quanto na progressao do CaP.

No presente estudo, o EstR foi caracterizado morfologicamente pela significativa
diminuicdo das fibras musculares lisas e pela abundante quantidade de fibras
colagenas no estroma adjacente aos acinos neoplasicos. Intensa reatividade estromal
foi verificada nos tumores de graus intermediario (Gleason 7, 3+4) e alto (Gleason 7,
4+3), sendo que nos tumores de baixo grau foi encontrada em apenas 3 casos com
Gleason 6 (3+3), indicando que o EstR pode ser considerado um marcador preditivo da
progressao tumoral.

Com relacdo a caracterizacdo molecular do EstR, os presentes resultados
demonstraram imunorreatividades aumentadas para vimentina, IGF-1, MMP-2, FGF-2 e
C-Myc nas amostras com intensa reatividade estromal quando comparadas as
amostras sem reatividade estromal, sugerindo que tais marcadores moleculares foram
fundamentais para a ativacdo do EstR e tornaram o microambiente prostatico favoravel
a progressao do cancer, devido a potencializacdo do desequilibrio da interacao epitélio-
estroma.

A interacao epitélio-estroma tem papel primordial na manutencédo da estrutura e

126 Baseando-se em aspectos morfoldgicos,

funcionamento da glandula prostatica
funcionais e embriolégicos, esta interacdo pode ser considerada como Unica unidade
funcional '#"'?® O desequilibrio da interacdo epitélio-estroma na glandula prostatica
favorece a formagdo do carcinoma prostatico ** . As células estromais associadas as
células tumorais respondem aos andrégenos e fatores de crescimento levando a
interrupcdo da homeostase epitélio-estroma, o0 que desencadeia processos de
crescimento, migracdo, angiogénese, apoptose e metastases tumorais 43973129

O estroma prostatico tem sido considerado compartimento primordial no
funcionamento da glandula devido ao seu papel na manutengcdo da homeostase da
prostata e pelo seu envolvimento morfofisiolégico em lesées como a HBP e o CaP
130.131 *As modificagdes do microambiente estromal, composto por células e MEC, sdo

0s passos iniciais no desenvolvimento do CaP *®. Essa ativagao tem sido descrita como
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EstR e consiste em elevada producao da MEC, especialmente do colageno, fatores de
crescimento e reorganizagdo dos componentes estromais criando um microambiente
favoravel ao crescimento do tumor % |

Diversos estudos demonstraram que o EstR esta associado com menor tempo

de sobrevida livre de doencga. Yanagisawa et al. '*°

analisaram bidpsias prostaticas de
205 pacientes e verificaram diferenca significativa entre os EstR de baixa e alta
reatividades, concluindo que a intensidade do EstR pode ser considerado um fator

progndstico independente da recorréncia bioquimica. Também, Ayala et al. %

1132 analisando

analisando amostras provenientes de prostatectomia radical e Billis et a
266 bidpsias prostaticas por agulha demonstraram que o EstR somente pode ser
considerado como fator prognéstico independente da recorréncia bioquimica quando
este apresentar intensa reatividade estromal. Ainda, o EstR com intensa reatividade
estromal foi encontrado nos estudos de Ayala et al. *°, Yanagisawa et al. '® e Billis et
al. " em 8,0%, 6,7% e 5,3% das amostras prostaticas respectivamente, constatando-
se frequéncias muito similares entre os trés trabalhos. Contudo, as frequéncias de EstR
com baixa reatividade estromal foram muito distintas entre esses trabalhos, sendo de
6,25% no trabalho de Ayala et al., 0,5% no trabalho de Yanagisawa et al. e 53,8% no
trabalho de Billis et al., refletindo a falta de um critério mais uniforme, além do
morfolégico, para caracterizar o EstR.

Os marcadores moleculares como a-ctina e vimentina sdo marcadores de fibras
musculares lisas, miofibroblastos/ fibroblastos, respectivamente % .Tuxhorn et al. %
mostraram que o compartimento estromal reativo € composto de fibroblastos e mais de
50% de miofibroblastos, um fendtipo de célula estromal ativada que nao é observado no
estroma prostatico normal. O miofibroblasto € descrito como um intermediario entre
fibroblastos e células musculares lisas, conforme a expressdao de proteina do

1% Fibroblastos no tecido lesado alteram seu

citoesqueleto e aspectos estruturais
fendtipo para o de miofibroblasto, o qual € caracterizado pela expressao da vimentina e
a-actina *® .De acordo com Salvatori et al.'® | tumores prostaticos com alto grau de
indiferenciacdo apresentaram elevada expressdo de vimentina, sendo que altos niveis
de vimentina podem ser correlacionados a capacidade invasiva das células
neoplasicas. Também, Salvatori et al.'*® demonstraram que a reducédo da expressao de
vimentina levou a reducao da motilidade celular. Ainda, a inibigdo da vimentina reduziu

significativamente o crescimento tumoral de uma linhagem celular prostatica altamente
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I. 13* verificaram em pacientes submetidos a

tumorigénica e metastatica '*' . Tomas et a
prostatectomia radical o valor prognéstico da vimentina e demonstraram que esse
marcador foi preditor significativo de recorréncia bioquimica.

Hayward et al.'® sugeriram que a sinalizagdo anormal da interacdo célula
muscular-epitélio durante a carcinogénese prostatica pode levar a desdiferenciacédo da
célula muscular lisa. Dessa forma, o EstR parece ser induzido nos estagios iniciais da
tumorigénese, podendo estar envolvido com a progressdo do CaP através da

substituicdo do estroma fibromuscular normal

.Células com fendtipo de
miofibroblastos aumentaram a expressao de vimentina e diminuiram a expressao de
marcadores que identificaram células musculares lisas como a a-actina %.

Os FGFs estao conectados a MEC e uma variedade de proteases podem libera-
los da matriz extracelular. O FGF-2 age como agente mitogénico para as células
estromais prostaticas e seu efeito se da principalmente de maneira autécrina , além de
contribuir para a angiogénese . Tem sido postulado que a expressao desse mitbgeno é
parcialmente regulada pelo AR. Embora a sinalizagdo de AR e FGF seja importante no
desenvolvimento prostatico, seu exato mecanismo de interacdo ainda ndo € conhecido
136 Kwabi-Addo et al. ¥ demonstraram que se as células neoplésicas requerem
atuacao do FGF para sobreviverem, deve haver um processo de selecdo de células que
tém alteracbes genéticas e epigenéticas que potencializem a sinalizagdo para FGF.
Baseado nessas observagbes, a ruptura da sinalizacdo do FGF tem sido alvo
terapéutico no CaP. Ainda, vale ressaltar que alguns tumores dependem do
desequilibrio na sinalizagdo do FGF para o seu desenvolvimento e progressao '%.

A MEC é o maior substrato para as metaloproteinases (MMPs), sendo essas de
grande importancia na mediacéo da fungéo celular '*°. A sinalizagdo parécrina entre as
células estromais e células tumorais € crucial para a regulacdo da expressdo das

MMPs, as quais podem contribuir em varios estagios da progressdo tumoral '%°.

Segundo Martin & Matrisian '*°

as MMPs podem favorecer o crescimento tumoral
através de forma direta ou indiretamente, sinalizando fatores de crescimento como o
IGF. Além do papel na degradacao da MEC, as MMPs estdo envolvidas na liberagcdo do
IGF e dos seus ligantes inibitorios de crescimento (IGFBPs).

A expressao das MMPs tem sido caracterizada como baixa ou ndo-detectavel na
maioria dos tecidos benignos, mas é substancialmente aumentada nas malignescéncias

humanas. Analises de tumores primarios e metastaticos ttm mostrado aumento relativo
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da expressao das MMPs nos sitios metastaticos, indicando seu papel na migracao

| 41 Niveis aumentados de MMPs tém sido relacionados ao desenvolvimento do

tumora
CaP. Também, outros autores indicaram que as sinalizagbes ocorridas entre células
tumorais e seu microambiente podem estimular a expressdo das MMPs, sendo que
essas tanto estariam contribuindo para a invasdao tumoral como para a ocorréncia de
metastases através de diferentes mecanismos **'*? A MMP tem sido indicada para a
ruptura da laminina, levando a motilidade celular pela exposicao do sitio pr6-migratério
oculto ' .Também, outros autores indicaram que o fragmento clivado da laminina é
encontrado em areas de remodelagéo tumoral, sugerindo outro mecanismo pelo qual as
MMPs podem promover migracéo e invasao celular ™.

IGF-1 e IGFR-1 apresentam tendéncia a aumentar com a idade na presenca ou
na auséncia de hiperplasia, nas displasias e no CaP % .Contudo, esses parecem ser 0s
maiores estimulos para proliferagéo estromal, contudo ha evidéncias que através deste
caminho ocorre a inibicdo da apoptose. O IGF-1 esta envolvido na estimulagdo ou
ativacao do receptor androgénico, levando a producao do antigeno especifico da
préostata (PSA). O PSA leva a clivagem da molécula IGFBP, a qual regula a interagéao
de IGF-1 com IGFR-1, causando o aumento de IGF-1 livre, induzindo a resisténcia a
apoptose nas células cancerosas, 0 aumento da mitose e da producao de PSA.

As vias de sinalizacao cellular reguladas pelo gene C-Myc sdo importantes na
carcinogénese de muitos 6rgdos. Ainda, ndo ha relatos do envolvimento do C-Myc
patogénese do estroma reativo na prostata. A proteina C-MYC também apresenta
importante papel na diferenciagdo celular. Demonstrou-se que a baixa expressao de C-
MYC é acompanhada de diferenciacdo precoce e parada permanente da ciclagem
celular . Por outro lado, a expressao ectdpica de CMYC é suficiente para bloquear os

%% Muitos genes envolvidos na morte celular

mecanismos de diferenciacdo celular
programada, como o p53, p21 e BAX contém regides responsivas a C-MYC em seus
promotores '*°. Entre as possiveis vias pro-apoptéticas mediadas pelo C-MYC destaca-
se a ativagao do p19arf que, em associacdo com a proteina Ras, atua reprimindo o
MDM-2 (regulador negativo do p53), induzindo a disponibilizacdo de p53 e, assim,
desencadeando a promog¢ao dos mecanismos apoptéticos.

Recentes pesquisas sugerem que superexpressdao de C-MYC resultaria no
aumento da expressao de genes codificadores de proteinas ribossomais que, por sua

vez, contribuiriam para o crescimento celular '*® .A proteina C-MYC também é descrita
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como capaz de ativar os promotores de enzimas glicoliticas frente aos sinais de hipoxia
tecidual. Nos tumores, a escassa vascularizacao e o alto perfil proliferativo resultam em
hipbéxia, a qual é capaz de induzir a expressdo do C-MYC, que atua promovendo o

122 Nessa perspectiva, cogita-se que C-MYC

reforgo energético através da glicolise
possa atuar adicionalmente na supressdo de fatores antiangiogénicos, como a
trombospondina, ativando a angiogénese na tentativa de contrapor a hipdxia e
promover o suprimento metabdlico exigido pela neoplasia.

Com relagado ao envolvimento dos receptores de horménios sexuais esterdides
no desenvolvimento do EstR e na sinalizacdo da interacdo epitélio-estroma, os
presentes resultados demonstraram imunorreatividades aumentadas do AR e ERa nas
amostras prostaticas com intensa reatividade estromal, demonstrando o envolvimento
desses receptores tanto na sinalizagdo para o aumento dos fatores de crescimento e
metaloproteinases da matriz quanto nos mecanimos de ativagdo do EstR, acarretando
na formacao de um microambiente favoravel para a progressao tumoral. Em contraste,
a imunorreatividade para o ERB foi aumentada nas amostras sem reatividade estromal,
inferindo o papel inibitério desse receptor nos mecanismos de ativagdo do EstR.

O balango entre os niveis circulantes de androgenos e estrégenos mudam
significativamente com o avancar da idade '*’ .Os niveis plasmaticos androgénicos
declinam enquanto os estrogénicos se mantém constantes, sugerindo que o0s
estrogenos também podem ter papel na carcinogénese prostatica. A biossintese
estrogénica local pode ocorrer via aromatizacdo dos andrégenos, sendo que a enzima
aromatase pode agir como um regulador do balanco entre andrégenos e estrégenos
tanto em nivel tecidual quanto em nivel plasmatico '*® . Alguns autores demonstraram
gue animais tratados com andrdégenos e estrogenos apontaram reserva estrogénica na
prostata, levando eventualmente, ao desenvolvimento de displasia epitelial e
adenocarcinoma. Ja animais knockout para aromatase, expostos a doses elevadas de
androgenos, apresentaram hiperplasia prostatica, embora mudancas malignas nao

foram detectadas '4%1%° 151

Segundo Ockrin 0s estrégenos podem regular o
crescimento da célula tumoral prostatica e até mesmo as células que se tornam
andrégeno-resistentes, conforme resposta a administragdo sistémica de estrogenos
caracterizada em pacientes com cancer prostatico que apresentaram metastases e

doencas independentes de hormdnio.
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A HBP tem sido verificada em animais ERB knockout, porém tal lesdo nao foi
caracterizada em camundongos knockout para ERa *° .Tal evidéncia sugeriu que o ERB
tem papel protetor para a ocorréncia da proliferacdo anormal das células epiteliais
prostaticas e sua auséncia pode indicar um passo crucial na progressao de cancer. Por
outro lado, a expressdo de ERp foi identificada em lesdes neoplasicas de baixo grau,
porém essa foi ausente nas células com displasia de alto grau. Ainda, segundo Weihua
® . sendo ERB predominantemente localizado nas células basais, esse fato é
consistente com a deplecdo dessas células receptor-positivas na maioria das displasias
de alto grau. Portanto, o ERB pode ser expresso nas varias fases iniciais de displasia
(baixo grau), possivelmente para supressao do estimulo proliferativo, mas a falta dessa
expressao pode ser requerida nas lesées com atipia citolégica de alto grau, as quais
estdo associadas com o carcinoma invasivo. Por outro lado, observou-se que o ERpB é
expresso na metastase de céancer prostatico, o que indicou esse receptor como
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marcador de fendtipo altamente maligno Ja, a auséncia de ERa levou ao

desenvolvimento de hipertrofia da préstata, mas ndo a metaplasia epitelial escamosa,
indicando que esta resposta especifica € ERa dependente '*°

Signoretti?® demonstraram que diferentes genes expressos pelas células basais,
as quais dependem de andrégenos para sobreviver, foram identificadas também em
avancados adenocarcinomas andrégeno-independentes, sendo que interessantemente,
ERB parece apresentar tal comportamento. De acordo com Carruba '8 células tumorais
podem tornar-se resistentes ao androégeno como consequéncia da mutacdo do AR ou
da alteracdo da sinalizacdo androgénica, apés fase inicial responsiva a horménio.
Ainda, a auséncia de ERp pode levar ao padrao estrégeno-sensitivo da célula, no qual
o crescimento das células cancerosas é estimulado pelo estrégeno que é produzido

localmente pela aromatase, agindo via ERa. Ja Latil ™

indicaram que a super-
expressdo de AR pode estar envolvida no processo que leva a independéncia
androgénica dos tumores prostaticos e, anormalidades na expressdao ERa/B podem
modular o crescimento da resposta do cancer a independéncia hormonal.

Ainda, no presente estudo foi feita uma importante relacdo entre o
desenvolvimento do EstR e a ocorréncia de células-tronco prostéticas cancerosas. Tais
células ocorreram tanto nas amostras prostaticas sem reatividade estromal quanto nas
amostras com intensa reatividade estromal, porém estas ocorreram com maior

frequéncia no estroma com intensa reatividade estromal. Assim, a ocorréncia de
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células-tronco prostaticas cancerosas indicou uma importante sinalizacdo para o
desenvolvimento do EstR e progressao do CaP.

A resposta a manipulagdo hormonal, especialmente na auséncia de andrégenos,
foi reconhecida como prova da existéncia das CTP. A capacidade regenerativa tem sido
atribuida a uma populacdo de células de longa vida, as quais sdo designadas como
células-tronco, que se localizam no epitélio prostatico e sao independentes de
andrégeno para a sua sobrevivéncia, mas andrégeno-sensiveis e andrdégeno-
responsivas 2. Além disso, o processo de apoptose ocorre principalmente nas células
luminais epiteliais andrégeno-dependentes, sendo que as células basais androgeno-
independentes permanecem inalteradas, provocando mudanca na relacdo células
luminais/basais'®>® .No entanto, as células basais remanescentes, apés a castragio, sdo
sensiveis aos andrégenos, de tal forma que a reposicdo de andrégenos leva a
proliferacao e regeneracao da estrutura prostatica. Este processo regenerativo tem sido
atribuido a proliferacao e diferenciacao das células tronco localizadas no compartimento
basal.

A teoria da existéncia de células tronco € bastante recente e tem mudado com o
conhecimento da biologia tumoral nas Uultimas décadas, especialmente no seu
microambiente. A importancia deste microambiente molecular é vital para se entender
como sua mudanca pode direcionar a diferenciacao dessas células e possibilitar a
carcinogénese **.

Em diferentes tipos de canceres, uma populacdo muito pequena de células tem
sido reconhecida como células-tronco cancerosas, por apresentarem capacidade de
auto-renovacao e diferenciacdo na carcinogénese '°°. Algumas teorias postulam que os
canceres podem se originar de células-tronco cancerosas, tendo como hipotese que
estas sdo responsaveis pela iniciacdo tumoral, bem como desenvolver propriedades
invasivas dos tumores determinadas pela habilidade dessas células em interagir com o
estroma, além de recidivas locais e metastase a distancia '*° .

Diversos marcadores tem sido propostos para caracterizar as células-tronco
cancerosas, dentre esses destaca-se 0 PSCA. Dannull ® e Gu % demonstraram que
todos os tecidos prostaticos metastaticos foram positivos para PSCA. Ross ¥
estudaram amostras prostaticas com HBP, NIP, CaP localizado e CaP metastatico e
verificaram que o PSCA foi positivo em 64,0% dos tumores metastaticos e em 48,0%
dos tumores localizados, e indicaram o PSCA como marcador da progressao tumoral.
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Outro estudo analisou 246 amostras de prostatectomia radical e demonstrou que a
reatividade do PSCA estava relacionada ao maior grau na escala de Gleason, invasao

de vesicular seminal e comprometimento linfonodal® ..
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6. CONCLUSOES

O estroma reativo (EstR) pode ser considerado um marcador preditivo da
progressdao do CaP, uma vez que este foi mais frequente nos tumores de
intermediario e alto graus. As imunorreatividades aumentadas para vimentina,
IGF-1, MMP-2, FGF-2 e C-Myc podem tornar o microambiente prostatico propicio
a progressao do cancer, devido a potencializacdo do desequilibrio da interagéao
epitélio-estroma.

Em contraste, a sinalizacdo do ER indicou papel inibitério desse receptor nos
mecanismos de ativagdo do EstR. A ocorréncia de células-tronco prostaticas
cancerosas indicou um possivel envolvimento dessas células na sinalizagédo para

o desenvolvimento do EstR e progressao do CaP.
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