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RESUMO

A senescéncia € fator determinante para a ocorréncia de alteragdes na biologia molecular da
prostata, considerando-se tanto o desequilibrio hormonal quanto o das interacdes epitélio-
estroma. Assim, os objetivos desse estudo foram caracterizar e comparar a biologia celular e
molecular da zona periférica prostitica de homens senis, com e sem diagndstico de lesdes
prostéticas, através da morfologia e imunolocalizacdo dos receptores androgénicos (AR),
estrogénicos o e B (ERa, ERp), metaloproteinases de matriz 2 ¢ 9 (MMP2, MMP9),
distroglicanas a e B (DGa, DGp), laminina e fator de crescimento homologo a insulina
(IGFR-1). Para tal, foram utilizadas 60 amostras das zonas periféricas prostiticas provenientes
de necrdpsias e/ou prostatectomias de homens (60-90 anos), as quais foram divididas em 4
grupos (15 amostras cada): Grupo Senil (sem lesdes prostaticas); Grupo Neoplasia
Intraepitelial Prostatica (NIP); Grupo Hiperplasia Benigna Prostitica (HBP); Grupo Céancer
Prostatico (CP). O diagnéstico das lesdes prostaticas baseou-se em critérios morfolégicos e
por imunomarcagdo para citoqueratina de alto peso molecular. Os resultados foram avaliados
por microscopias de luz e eletronica de transmiss@o, métodos morfométricos,
imunohistoquimicas e Western Blotting. Os resultados mostraram danos morfolégicos no
estroma e organelas celulares envolvidas no processo secretor da prostata de homens senis. As
diferentes lesdes prostiticas na senescéncia demonstraram desequilibrio nas taxas de
proliferagdo/apoptose, indicando predominio do processo proliferativo. Além disso, a
imunolocalizacio para AR se manteve similar em todos os grupos estudados, com
predominancia da imunolocalizacdo no compartimento epitelial. J& o ERP foi
preferencialmente localizado no compartimento epitelial, sendo ausente no compartimento
estromal do grupo CP. A imunolocalizacdo do ERa foi preferencialmente no compartimento
epitelial dos grupos estudados, sendo intensa nos grupos CP e NIP em relacdo aos demais.
Também, intensa imunoreatividade para IGFR-1, MMP2 e MMP9 foi verificada nos grupos
CP e NIP em relacdo aos demais grupos. As imunolocalizacdes para DGo, DGf e laminina
foram mais fracas nos grupos CP e NIP em relacdo aos grupos HBP e Senil. Assim, pode-se

concluir que o desequilibrio da interacao epitélio-estroma prostatico causado pelas mudancas



estruturais € fator decisivo para o desenvolvimento e progressdo da carcinogénese na
senescéncia. Ainda, a diminuicdo dos niveis protéicos do complexo das DGs e o aumento dos
niveis das MMPs estdo associados com a gravidade da lesdo prostitica e tem importante papel
na manutengdo do fendtipo maligno. A ocorréncia de IGFR-1 sinalizou o grau de
comprometimento glandular e a perda da imunolocalizacdo da laminina provavelmente
propiciou a progressdo das lesdes. Também, a localizacdo diferencial dos receptores
esterdides nas diferentes lesdes prostdticas entre os compartimentos epitelial e estromal de
homens senis certamente indicou diferentes sinalizagdes pardcrinas para a dindmica
prostdtica, indicando a¢do diferencial desses receptores a partir dos compartimentos
prostiticos e apontaram a importancia das vias estrogénicas nos mecanismos de ativacio
dessas alteracdes. Finalmente, a interacdo do IGFR-1 com as MMP2 e MMP9 apontaram a

relevancia dessas moléculas nas investigacdes e tratamentos das doengas prostaticas.



ABSTRACT

Senescence is a determining factor for the occurrence of morphological changes in the
prostate, considering hormonal imbalance and paracrine signaling disturbance between the
epithelium and the stroma. Thus, the objective of this work was to characterize and correlate
the o and B-dystroglycans (a-DG, B-DG), androgen receptor (AR), o and -estrogen receptors
(aER, BER), matriz metalloproteinases 2 and 9 (MMP-2, MMP-9) and insulin-like growth
factor receptor (IGFR-1) reactivities in both the stroma and epithelium compartments in the
prostatic peripheral zone of elderly men showing Benign Prostatic Hyperplasia (BPH),
Prostatic Intraepithelial Neoplasia (PIN) and Prostatic Cancer (PC). Sixty prostate samples
from 60-90 year old patients were divided into 4 groups: The Senile Group (without prostatic
lesions); The Prostatic Intraepithelial Neoplasia (PIN) Group; The Prostatic Cancer (PC)
Group and The Prostatic Benign Hyperplasia (BPH) Group. The lesion diagnosis was based
on architectural disturbance according to morphological criteria and by immunostaining for
cytokeratin. The results were evaluated by light microscopy and transmission electron,
morphometric methods, immunohistochemical and Western Blotting. The different prostatic
lesions in senescence showed an imbalance in the rates of proliferation/apoptosis, indicating a
predominance of proliferative process. The results showed more intense IGFR-1, MMP-2 and
MMP-9 immunoreactivities in the PC and PIN groups than in the other groups. The a-DG and
B-DG immunolocalization were weaker in the PC and PIN groups than in the BPH and Senile
groups. Intensified AR reactivity was verified in the epithelial compartment in all studied
groups. 0ER immunoreactivity was more intense in the epithelial compartment in the PC and
PIN groups than in the other groups. BER immunoreactivity was weaker in the epithelial
compartment of the PIN and PC groups than in the BPH and Senile groups. Also, this receptor
was absent in the stromal compartment in the PC group. The different prostatic lesions
showed abnormal epithelial-stromal interaction, due to decreased a-DG and B-DG levels and
increased IGFR-1, MMP-2 and MMP-9 levels, which are essential elements for the
maintenance of glandular paracrine signaling, contributing to disease progression in the

senescence. The differential steroid hormone receptor reactivity in the different lesions in both



prostatic compartments certainly indicated different paracrine signals to the dynamics of the
prostate and pointed out the importance of estrogenic pathways in the activation mechanisms
of these changes. Also, these findings indicated that there was a direct correlation between
IGFR-1, MMPs and steroid hormone receptors, pointing towards IGFR-1 as a molecule target

in prostate therapy, as well as being a possible factor for MMPs positive signaling.



I-INTRODUCAO

I.1- Generalidades e Estrutura da Préstata

A prostata € uma glandula sexual acesséria masculina cuja secrecdo tem fundamental
importancia no processo reprodutivo (Price & Williams-Ashman, 1961; Cavazos, 1975; Mann
& Lutwak-Mann, 1981). Na espécie humana, encontra-se localizada ao redor da uretra e
inferiormente a bexiga urindria. Segundo a Nomina Internacional Anatomica de 1989, as
regides prostaticas sdo: base, dpice, lobos médio, direito e esquerdo e istmo (Wendell-Smith,
2000). Em estudos clinicos outros parametros como os zoneamentos glandulares também sdo
utilizados, sendo conhecidas as zonas central, periférica, de transi¢do e a periuretral, estando
essa ultima completamente rodeada pelo esfincter pré-prostatico (Figura 1) (Wendell-Smith,
2000). A zona central é relativamente resistente ao desencadeamento de carcinomas. Por
outro lado, a zona de transicdo € apontada como principal alvo da ocorréncia de hiperplasia
benigna prostitica (Wendell-Smith, 2000). A zona periférica € a maior subdivisdo anatomica
contendo 75% do total de tecido glandular e sendo o local de ocorréncia da maioria dos
carcinomas (Walsh et al., 1998). As diferencas morfoldgicas entre as zonas central e
periférica podem ser identificadas microscopicamente, sendo que a zona central possui grande
quantidade de estroma fibromuscular, além de 4cinos largos e escassos. J4 a zona periférica
tem delgado estroma fibromuscular e grande quantidade de 4cinos secretores (Blacklock,
1977).

O epitélio prostitico no homem é composto de trés tipos celulares: células epiteliais
secretoras, células basais e células neuroenddcrinas (Abrahamsson & Lilja, 1989). As células
epiteliais secretoras s@o colunares altas, com granulos secretores, niicleo basal e evidente zona
clara supra-apical, correspondendo a regido do complexo de Golgi. Esta camada de células

constituem o compartimento exdécrino da prostata, as quais secretam proteinas como o



antigeno especifico da prostata (PSA) e fosfatase 4cida prostitica (PAP) (Abrahamsson &
Lilja, 1989; De Marzo et al., 1999; Taylor & Risbridger et al., 2008). Ja as células basais sdo
menores, de menor frequéncia que as células epiteliais, compostas por nucleos irregulares e
citoplasma escasso (Abrahamsson & Lilja, 1989). A perda da camada de células basais € uma
importante caracteristica de glandulas neoplésicas (Billis, 2003). Os diferentes lobos da
préstata humana nao apresentam diferencas marcantes ultra-estruturalmente. Por outro lado,
mudangas regressivas no epitélio e na membrana basal sdo evidenciadas na deficiéncia de

andrégenos durante a senescéncia (Aumiiller et al., 1976).

Sagittal Section Through Prostate

Periurethral
Central g
zZone
Transition
Zone
Peripheral ~ Anterior

zone fibromuscular zone

Urethra

Figura 1: Zoncamento da pr()tata humana (http://www.medscape.com)

Em adicdo, as células neuroenddcrinas estdo distribuidas entre as células epiteliais
secretoras da préstata normal, sendo encontradas tanto no epitélio glandular quanto nos ductos
prostéticos. Existem trés tipos de células neuroenddcrinas, sendo que a maioria delas contém

serotonina e hormonio estimulante da tiredide (TSH), enquanto que os outros dois tipos,



contém calcitonina e somatostatina (Abrahamsson & Lilja, 1989).

A secrec¢do prostatica é formada por diferentes constituintes como 4cido citrico, dcido
sidlico, espermina e prostaglandinas, enzimas como amilase, fibrinogenase, aminopeptidase,
transglutaminase, fosfatases acida e alcalina, uma cascata de fibrinolisinas e zinco (Blandy &
Lytton, 1986; Lin & Bissel, 1993; Bull et al., 2001), os quais propiciam condi¢des favoraveis
para a capacitacdo e sobrevivéncia dos espermatozdides (Guyton & Hall, 1996; Bull et al.,
2001).

O estroma prostatico é formado por um complexo arranjo 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 (Aumuller, 1983; Tuxhorn et al., 2001; Cunha & Matrisian, 2002; Dean &
Nelson, 2008). Também, vasos sanguineos, termina¢des nervosas e células imunes constituem
partes integrais do estroma (Tuxhorn et al., 2001). Os fibroblastos e as células musculares
lisas sdo importantes tipos celulares do estroma prostitico. A principal fung¢do destes é
sintetizar componentes estruturais e reguladores da matriz extracelular. A matriz extracelular
¢ uma rede de proteinas fibrilares, glicoproteinas adesivas e proteoglicanos (Lin & Bissel,
1993; Kreis & Vale, 1999; Tuxhorn et al., 2001), sendo um reservatério de fatores de
crescimento ativos e latentes (Taipale & Keski-Oja, 1997; Tuxhorn et al., 2001). Além disso,
componentes estruturais, como fibras coldgenas e fibras eldsticas, proporcionam rigidez
mecanica e flexibilidade ao tecido.

Dessa forma, os processos bioldgicos da glandula prostitica, tais como regulacdo da
proliferacdo e diferenciagdo celular, atividade mitogénica, secretdria e de crescimento tumoral
sdo 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) (Kerr et al., 1995; Djavan et al., 2001; Zhao et al., 2004; Marszalek et al., 2005). Os
IGFs na proéstata sao produzidos pelas células estromais e atuam como fatores de crescimento

parécrinos no epitélio prostatico normal (Djavan et al., 2001). Existem dois tipos de



receptores transmembrana de IGF nos diferentes tecidos: o receptor tipo 1 (IGFR-1), expresso
nas células epiteliais e estromais prostéticas, e o receptor tipo 2 (IGFR-2), ndo encontrado nos
diferentes compartimentos prostaticos (Djavan et al., 2001). Os efeitos proliferativos e
mitogénicos dos IGFs nas células prostiticas sdo modulados pelas proteinas ligantes de IGF
(IGF-BPs) (Takahashi et al., 2003). A expressdo acentuada dos IGFs e das IGF-BPs pode
estimular a proliferacio de células cancerosas e suas metdstases (Denley et al., 2005;
Neuvians et al., 2005). Estudos clinicos e epidemioldgicos demonstraram que a elevagdo dos
niveis séricos de IGF-1 constitui um potente fator de risco para o inicio da hiperplasia benigna
e da carcinogénese prostética (Djavan et al., 2001; Takahashi et al., 2003; Pandini et al., 2005;
Pavelic et al., 2007).

Atualmente, as proteinas de adesdo como as distroglicanas (DGs) vém sendo
apontadas como tendo importante participacdo nos diferentes tipos de canceres, incluindo o
prostitico. A DG é um complexo formado por 2 subunidades, a e B, as quais se ligam a
moléculas da matriz extracelular e ao citoesqueleto, respectivamente (Sgambato et al., 2007).
Desta forma, as DGs conectam células epiteliais a ldmina basal, contribuindo para a troca de
informagdes com a matriz extracelular adjacente, além de organizarem o citoesqueleto e
participarem nos processos de sinalizacdo (Brennan et al., 2004). Assim, as DGs t€ém papel
fundamental na formag¢ao da membrana basal dos tecidos e a reducdo de sua expressdao pode
estar relacionada a progressdo do cancer prostitico devido a ruptura desta membrana, fato este
que ocorre na invasdo do cancer e na metdstase (Henry et al., 2002; Brennan et al., 2004;
Sgambato et al., 2007). Outro grupo importante de proteinas envolvido no desenvolvimento e
progressdo do tumor sdo as metaloproteinases (MMP2 e MMP9), as quais degradam a
membrana basal e outros componentes da matriz extracelular, incluindo as DGs (Kamijima et
al., 2005; Sgambato et al., 2007). As MMPs estdo envolvidas na liberacdo de IGF através do
mecanismo que o separa da proteina inibidora (IGFBPs) e passa a estimular o crescimento
tumoral. As MMPs regulam indiretamente a proliferacdo através das integrinas como uma

conseqiiéncia da sua habilidade em alterar os constituintes da matriz extracelular, além de



regular a apoptose de células cancerosas (Martin et al., 2007).

Ainda, os proteoglicanos regulam a estrutura e a permeabilidade da matriz
extracelular, ligando-se aos fatores de crescimento, proteases e inibidores de proteases,
modulando a atividade destes (Taipale & Keski-Oja, 1997; Kreis & Vale, 1999 e Tuxhorn et
al., 2001). Assim, a comunicacdo de células estromais e matriz extracelular criam um
microambiente que regula o crescimento e diferenciagdo funcional das células adjacentes,
desempenhando cada um desses, importante papel na manutencio da forma e fungdo tecidual
(Getzenberg et al., 1990; Labat-Robert et al., 1990; Tuxhorn et al., 2001; Cornell et al., 2003).

A interagdo epitélio-estroma tem papel primordial na manutencdo da estrutura e
funcionamento da préstata (Ekman, 2000). Baseando-se em aspectos morfoldgicos, funcionais
e embrioldgicos, esta interacio pode ser considerada como tnica unidade funcional (Aumuller
& Seitz, 1990; Hayward & Cunha, 2000). A membrana basal é o ponto de unido dessa
interacdo oferecendo suporte mecénico e fisiologico ao epitélio secretor (Knox et al., 1994;
Hayward & Cunha, 2000).

A membrana basal é uma estrutura complexa formada por diferentes elementos como
coldgeno IV, V, glicosaminoglicanos, complexo de polissacarideos e glicolipideos (Aumuller,
1983; Mawhinney, 1989). Como componente glicoprotéico da membrana basal, pode-se
destacar a laminina produzida pelas células epiteliais, a qual interage com o coldgeno IV da
membrana basal e com receptores de integrina no interior da célula epitelial (Sinha et al.,
1989). Durante a progressdo tumoral da prdstata ocorrem mudangas na composi¢do da
laminina e esta se mostrou um importante transformador de sinalizagdo para a expressdo do
gene do cancer prostatico (Calaluce, 2006). Desta forma, o desequilibrio da interacio epitélio-
estroma na préstata favorece a formacdo do carcinoma prostitico (Cunha et al., 2002). As
células estromais associadas as células tumorais respondem aos andrdgenos e fatores de
crescimento levando a interrup¢do da homeostase epitélio-estroma, o que desencadeia
processos de crescimento, migracdo, angiogénese, apoptose e metastases tumorais (Wong et

al., 2000; Cunha et al., 2001; Cunha et al., 2003; Cornell et al; 2003).
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I.2- Hormonios Esteréides e Prostata

A morfogénese, a manutengao da atividade funcional e da morfologia, a proliferacdo e
a diferenciagcdo das células da prdstata sdo reguladas por andrégenos (Leav et al., 2001;
Cunbha et al., 2002; Imamov et al., 2005). Os andrégenos expressam seus efeitos bioldgicos
através da interacdo com receptores intracelulares especificos sendo que, o complexo
receptor-hormonio associado a cromatina nuclear, regula a expressio do gene especifico
(Prins et al., 1991).

A testosterona e a dihidrotestosterona (DHT) sdo os principais andrégenos a induzir a
diferenciacdo prostatica (Hsing et al., 2002; Toorians et al., 2003). A DHT ¢ resultante da
conversido da testosterona através da enzima So-redutase (Prins et al., 1991; Toorians et al.,
2003). Dois tipos de Sa-redutases sdo identificados nos tecidos. A Sa-redutase tipo I €
encontrada na maioria dos tecidos, ja a tipo II é predominante nos 6rgdos genitais incluindo a
prostata (Hsing et al., 2002; Marker et al., 2003).

Através de estudos utilizando-se o método da castracdo, caracterizou-se que a
deficiéncia androgénica leva a involugdo da prdstata, ativacdo da apoptose e intensa
remodelagdo da matriz extracelular desse 6rgdo (Banerjee et al., 2000; Vilamaior et al., 2000;
Heinlein & Chang, 2004). Embora, a testosterona e a DHT utilizem o mesmo receptor de
andrégeno (AR) para atuarem no tecido prostdtico, essas agdes parecem estar associadas a
diferentes funcdes teciduais (Prins et al., 1991; Wright et al., 1996; Toorians et al., 2003). No
entanto, ambas sdo capazes de manter a atividade prostatica, porém a DHT € 1,6 a 1,9 vezes
mais potente que a testosterona (Wright et al., 1996; Toorians et al., 2003).

Além dos hormdnios androgénicos, outros hormonios como os estrégenos participam
do desenvolvimento da préstata, tanto em humanos como em roedores, os quais atuam
sinergicamente a testosterona, influenciando nio sé as fungdes normais do 6érgdo quanto as
alteracdes patolégicas (Weihua et al., 2001; Cunha et al., 2002). Os estrogenos possuem
efeitos anti-androgé€nicos e regulam negativamente o eixo hipotdlamo-hip6fise-gdnada, com
conseqiiente reducdo na producdo de andrégenos pelas células de Leydig e decorrente

involug@o do epitélio prostatico e crescimento estromal em animais adultos (Weihua et al.,
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2002).

A biossintese de estrégenos ocorre a partir de um substrato androgénico, através da
aromatizacdo deste pela enzima aromatase (citocromo P450 aromatase), expressada pelo gene
Cyp19 (Fishman & Goto, 1981; O’ Donnel et al., 2001; Risbridger et al., 2003). Esta enzima é
regulador critico entre o balango de andrdgeno e estrégeno, a qual contribui para o nivel
circulante e no tecido desses hormdnios (Risbridger et al., 2003). A evidéncia da sintese local
de estrégenos na prostata foi demonstrada através da detec¢do local da enzima aromatase
(Ellem et al., 2004). Os efeitos estrogénicos na prostata sdo resultados da ligacdo desse
horménio em receptores estrogénicos especificos 0 e [, os quais sdo predominantemente
expressos no estroma e no epitélio, respectivamente (Risbridger et al., 2001; Cunha et al.,
2002). A identificacdo desses dois subtipos de receptores estrogénicos no tecido prostatico
confirmou a sinaliza¢do do caminho de estrégenos neste 6rgao (Cunha et al., 2002). Os efeitos
estrogénicos na prostata sdo complexos e podem envolver tanto ac¢des diretas, através dos
receptores, como indiretas, através do eixo hipotdlamo-hipdfise-gonada (Cunha et al., 2002).

Estudo utilizando camundongos estrégeno-modulados, os quais eram Knockout para
enzima aromatase, demonstrou que doses elevadas de andrégenos t€m efeitos morfol6gicos
similares a doses elevadas de estrogenos. Os resultados exibiram doses periféricas e
intraprostéticas elevadas de andrégenos, aumento dos receptores androgénicos, além da
expansdo dos volumes dos compartimentos estromal, epitelial e luminal indicando efeito
proliferativo glandular (Jarred et al., 2002). Assim sendo, esses trabalhos evidenciaram que
tanto os estrégenos como os androgenos sdo elementos proliferativos para a prostata, porém
em diferentes caminhos.

Um estudo com ratos neonatais demonstrou que durante o desenvolvimento a
exposicdo desses animais a elevadas doses de estrogenos resulta em multiplas mudangas no
crescimento morfoldgico prostitico, além de reduzir a sensibilidade a exposi¢do de
andrégenos na vida adulta, o qual inclui a aceleracdo da degradacdo dos receptores
androgénicos prostaticos (Prins et al., 1991; Jarred et al., 2000). Também, outros efeitos da

estrogenizagdo na prostata incluem a ocorréncia de atipia celular ao avancar da idade,
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processo inflamatério, hiperplasia epitelial e emergéncia de lesdes displasicas (Jarred et al.,
2002; Bianco et al.,, 2002). Assim, essas lesdes sdo importantes visto que as doencgas
inflamatérias podem ser positivamente associadas com mudangas benignas e malignas da
prostata. Ja as displasias, referem-se as neoplasias intraepiteliais prostaticas (NIPs), as quais
precedem o desenvolvimento do carcinoma (Jarred et al., 2002). A NIP caracteriza-se por
proliferagdo do epitélio secretor de dcinos ou ductos, o qual mostra atipias citolégicas como
nicleos volumosos e nucléolos proeminentes. Ndo hd desarranjo arquitetural e,
diferentemente do adenocarcinoma, as células basais estdo presentes (Billis, 2003).

Estudos envolvendo o ERP tém adicionado mais um nivel de complexidade nos
mecanismos de acgdes dos estrogenos na prostata (Weihua et al.,, 2002). Experimentos
caracterizaram importante envolvimento dos ER[3 nos mecanismos prostaticos, conjuntamente
as agdes exercidas pelos ERQ, sendo os efeitos estrogénicos produto de um balango dinamico
entre ER0 e ERP (Adams et al., 2002; Weihua et al., 2002), e a alteragdo deste balango pode
implicar na etiologia de vérias doengas, inclusive cancer (Carruba, 2007). Os ERf sao
expressos especialmente nas células epiteliais basais da prdstata normal, sendo que essa
subpopulagcdo de células mostra importante propriedade bioldgica, com potencial efeito
proliferativo sobre as células epiteliais, além de envolvimento na carcinogénese (Bonkhoff et
al., 1998; Weihua et al, 2002; Imamov et al., 2005). Estudos tém postulado efeito
antiproliferativo dos ER na glandula prostatica (Chang & Prins, 1999; Imamov et al., 2004).
No céncer prostatico, a ativacdo do ERp parece limitar diretamente a proliferacdo celular ou
através da inibicdo do ERao, e a perda do ER tem sido associada com a progressdo do tumor
(Carruba, 2007). Segundo Weihua et al. (2002), camundongos Knockout para os ER[3
demonstraram focos de hiperplasia epitelial celular no lobo ventral da préstata aos 5 meses de
idade, sendo que com 1 ano de idade esses animais desenvolveram neoplasias. Portanto, esse
experimento confirmou a capacidade antiproliferativa relacionada aos ERB. Contudo, Taylor
et al. (2005) consideraram a agdo antiproliferativa dos estrégenos como mediada por outras
vias, as quais ndo envolvem os receptores estrogénicos.

Em adigdo, outros estudos destacaram que o ER[ pode estar envolvido ndo s6 ao
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processo antiproliferativo epitelial, mas também a diminui¢do do processo apoptético epitelial
glandular (Imamov et al., 2004). Esta afirmag¢@o baseou-se no fato de camundongos Knockout
para os ER[ apresentarem aumento da proliferacdo epitelial e decréscimo da apoptose
(Imamov et al., 2004). Segundo Adams et al. (2002), os receptores estrogénicos [3 em
conjunto com os hormdnios androgénicos podem mediar diversos efeitos sobre a proliferacéo
epitelial prostatica, primeiramente promovendo a proliferacdo celular em periodos iniciais
gestacionais e, posteriormente, agir de forma a limitar o crescimento celular em periodos
tardios gestacionais em fetos humanos. Ainda, diversos estudos demonstraram que o ER[3 é
supra-regulado por andrégenos. Tal fato foi demonstrado pela administracdo de testosterona
em ratos, com conseqiiente aumento do nivel de expressdo desse receptor no RNA
mensageiro (Adams et al., 2002; Asano et al., 2003).

E amplamente conhecido, que ocorre declinio do nivel de testosterona com a idade.
Diferentes estudos mostraram que homens senis possuem baixo nivel androgénico, levando a
complica¢des como disfungdo sexual, diminui¢do da massa corpdrea, sendo essas mudangas
conhecidas como climatério masculino, andropausa ou ainda menopausa masculina (Marks,
2006). Inversamente, os niveis de estradiol e estrona foram elevados tanto no epitélio quanto
no estroma prostatico. Dessa forma, as alteracdes nos niveis enddgenos de hormonios
esterdides relacionados ao envelhecimento contribuem efetivamente para o desequilibrio
glandular (Marks et al., 2006). Anteriormente, Sugimura et al. (1986) observaram
importantes alteracdes lobo-especificas nos diferentes lobos prostiticos de camundongos
senis, sendo essas: diminui¢do do nivel de testosterona, redu¢do da altura epitelial e
desaparecimento de pregueamento da mucosa. Também, é conhecido que na glandula
prostética de adultos a redug@o do nivel de testosterona causa regressao de super-crescimento
prostético tanto benigno quanto maligno. Por outro lado, em homens com céancer avancado de
prostata, a administracio de testosterona freqiientemente exacerba a doenga (Marks et al.,

2006).
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L.3- Senescéncia e Doencas Prostaticas

A morfologia e a fisiologia da préstata t€ém sido examinadas com particular atencdo
devido as condigdes patoldgicas que atingem esse Oorgdo. Dentre essas, pode-se destacar a
hiperplasia benigna (HBP) e o cancer prostitico (Marcelli & Cunningham, 1999; Leav et al.,
2001). Estas afeccoes afetam a qualidade de vida, e os custos em satide excedem, anualmente,
4 bilhdes de ddlares no mundo (Guess, 2001). O cancer de prostata € a segunda maior causa
de mortes por cancer na populacdo ocidental masculina, embora sua etiologia ndo esteja
totalmente estabelecida (Wong et al., 2000). A HBP caracteriza-se por uma predominante
proliferagdo estromal e, embora um aumento substancial do epitélio também ocorra, a
integridade regional da glandula é mantida (Droller, 1997). O cancer de préstata, em
contraste, ¢ considerado uma doenga do epitélio e, freqiientemente estende-se além dos
limites normais do 6rgdo (Droller, 1997). Sabe-se que, o desenvolvimento do carcinoma
prostético e a ocorréncia de HBP sdo de natureza enddcrina e que a possibilidade de ocorrer
aumenta com a idade, sendo tipicamente uma doeng¢a de homens com mais de 50 anos de
idade (Davies & Eaton, 1991; Krieg et al., 1993; Walsh et al., 1998; Kumar et al., 2005).
Krieg et al. (1993) verificaram que hd aumento da taxa de estrégeno/andrégeno especialmente
no estroma prostatico de animais com HBP.

A NIP ¢é clinicamente apontada como uma lesdo precursora do adenocarcinoma
invasivo, sendo resultante do processo anormal de diferenciag@o e proliferacdo, sendo que a
camada de células basais perde sua capacidade de proliferagdo e esta passa a ser realizada
pelas células luminais secretoras, caracterizando uma desordem tipicamente pré-maligna
(Bonkhoff et al., 1994; Scattoni et al., 2006; Majumder et al., 2008). Ainda, estudos clinicos
tém mostrado que homens com neoplasia intraepitelial prostitica de alto grau t€ém 17 a 35%
de risco de cancer sobre a repeticdo da bidpsia. Andlises de bidpsias t€m revelado que, estas
neoplasias intraepiteliais podem preceder o desenvolvimento de cancer de prostata por até 10
anos (Scattoni et al., 2006).

Atualmente, a importincia dos hormdnios androgénicos e estrogénicos tem sido

demonstrada no desenvolvimento de doengas prostdticas a partir de estudos clinicos e
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experimentais (Marcelli & Cunningham, 1999; Cunha et al., 2002; Tuxhorn et al., 2002;
Risbridger et al., 2003).

Virias hipéteses t€m sido correlacionadas a manifestacdo do carcinoma prostatico.
Estudos epidemioldgicos consideram os hormonios estrogénicos como tendo papel vital na
carcinogénese prostitica (Montie & Pienta, 1994). Segundo Bianco et al. (2002), estudando
experimentalmente as agdes de andrégenos e estrogenos verificaram que as atuagdes
independentes de andrégeno e estrogeno tém potencial para iniciar mudangas na prostata,
incluindo a hiperplasia e displasia, mas ndo a malignescéncia no 6rgio. Por outro lado, como
esses dois hormodnios agem em sinergismo para induzir a carcinogénese ndo é conhecido
(Bianco et al., 2002). Também, Risbridger et al. (2003), através de estudos com animais
knockout para a enzima aromatase demonstraram que as alteragdes malignas na prostata sdo
dependentes tanto das respostas estrogénicas como androgé€nicas e que nenhum desses
horménios isoladamente é capaz de deflagrar aberrantes modelos de crescimento resultando
em malignescéncia.

Por outro lado, estudos destacaram que ndo ha correlag@o entre a expressdo dos ER[3
na HBP (Weihua et al., 2002). Contudo, quando ha ocorréncia de cancer prostatico verificou-
se decréscimo do mesmo, com aumento da expressdo em estigios avancados da doenca

incluindo metastase (Weihua et al., 2002).

16



II - JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A participacdo efetiva da prdstata no processo reprodutivo masculino, associada a
elevada taxa de doengas, tem motivado diferentes estudos sobre a biologia celular, molecular
e endocrinoldgica desse 6rgao.

As alteracdes hormonais detectadas em individuos senis, certamente estido diretamente
relacionadas as diferentes lesdes neste 6rgdo. Além disso, a atual prética clinica de terapias de
reposi¢do hormonal em homens na andropausa, as quais indicam tanto efeitos positivos na
recuperacdo de algumas alteracdes da préstata, quanto conseqii€ncias negativas em casos de
cancer de prostata avangado vém sendo alvos de diversos estudos.

Os mecanismos de acdo dos estrégenos na glandula prostatica, através dos receptores
a e B, vém sendo considerados cruciais no desenvolvimento e na progressdo de alteracdes
patogénicas neste 6rgdo. A descoberta do segundo receptor estrogénico, ERp, tem sinalizado
uma nova perspectiva para os efeitos dos estrogenos, os quais foram anteriormente atribuidos
como sendo mediados pelos ERa. Estudos destacaram o papel dos ER[3 para a manutengao da
homeostase glandular. Também, o conhecimento de outros polipeptideos envolvidos tanto nos
processos de mitogénese celular, como o IGF, quanto na manutencdo da estrutura do 6rgio,
como as distroglicanas, serdo fatores decisivos para o entendimento dos mecanismos
moleculares glandulares na senescéncia e para a sinalizacdo de novas terapias e prevengdo das
lesdes que acometem a prostata.

Assim, os principais objetivos do presente estudo foram caracterizar a estrutura e
ultra-estutura da zona periférica prostitica, incluindo andlises morfométricas, bem como
identificar e associar a distribuicdo das diferentes moléculas envolvidas na manutencdo da
estrutura e funcionamento da prostata de homens senis com e sem diagndstico de doencas
prostéticas. Para tal, utilizar-se-a técnicas de microscopias de luz e eletronica de transmissao,

imunohistoquimicas, morfométricas e western blotting.
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III - MATERIAIS E METODOS
AMOSTRAS PROSTATICAS HUMANAS E PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

No presente trabalho foram utilizadas 60 amostras de tecido prostatico, provenientes
de pacientes entre 60-90 anos de idade com e sem lesdes prostiticas hospitalizados no
Hospital de Clinicas da UNICAMP. Quinze amostras foram obtidas de pacientes necropsiados
sem diagndstico de doengas prostiticas ou uroldgicas. As amostras prostiticas foram
coletadas da zona periférica (McNeal apud Blacklock, 1977) (Fig. 2A) e a divisdo na face
posterior, de basal para apical do 6rgdo indica os pontos de retirada dos fragmentos
glandulares (Figura 2B) (Modificado DE LA TAILLE et al; 2003). Dessas amostras somente
as glandulas normais foram incluidas no estudo.

As outras 45 amostras prostiticas foram obtidas de pacientes submetidos a
prostatectomia radical no periodo de novembro de 2008 & junho de 2009. Os espécimes
cirdrgicos foram inclusos e processados como um todo. Uma média de 32 blocos de parafina
foi processada (entre 10 a 56 blocos), e cortes de 6pum de cada bloco foram corados com
hematoxilina-eosina. Areas de hiperplasia benigna prostitica (HBP), neoplasia intraepitelial
prostitica de alto grau (NIP) e carcinoma prostitico Gleason 3+3=6 (CP) foram
diagnosticadas de acordo com critérios morfologicos (Mostofi & Price, 1973) por um
uropatologista sénior.

As amostras prostaticas foram divididas em 4 grupos (15 amostras por grupo): grupo
Senil (sem lesdes prostéticas — pacientes autopsiados), grupo HBP, grupo NIP, e grupo CP.

As amostras foram submetidas as técnicas de microscopias de luz e eletronica de
transmissdo, imunohistoquimicas, morfométricas, western blotting, além da determinagdo dos
indices proliferativo e apoptético.

Todos os procedimentos estio de acordo com o Comité de FEtica em

Pesquisa/FCM/UNICAMP (0094.0.146.000-08).
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Figure 2A: Esquema de corte transversal da prostata mostrando a subdivisdo externa
da glandula prostitica. PZ= zona periférica, CZ= zona central (McNeal apud Blacklock,

1977).

Figure 2B: Esquema da vista posterior da localizagdo da retirada de amostras
prostéticas. Os numeros 1, 2, 3 e 4, 5, 6, correspondem aos fragmentos coletados da zona
periférica, do sentido basal para o apical da prostata. (Modificado DE LA TAILLE et al;
2003).
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II1.1 - Microscopia de Luz

Amostras prostaticas de todos os pacientes foram coletadas e fixadas em solucdo de
Bouin por doze horas e paraformoldeido a 4% por 48 horas. Apds a fixacdo, os tecidos
fixados com Bouin foram lavados em dlcool etilico a 70%, com posterior desidratacio em
uma série crescente de dlcoois. J4 os fragmentos fixados em paraformoldeido 4%, foram
lavados em &4gua corrente, com posterior desidratacdo em uma série crescente de alcoois.
Posteriormente, os fragmentos foram diafanizados em xilol por 2 horas e inclusos em parafina
e polimeros plésticos (Paraplast Plus, ST. Louis, MO, USA). Em seguida, os materiais foram
seccionados em micrétomo (Biocut — Modelo 1130) com espessura de 5 micrometros com
posterior coloragdo em Hematoxilina-eosina, Tricromico de Masson (Junqueira et al., 1979),
Prata Amoniacal e Resorsina-Fucsina de Weigert, e fotografados no fotomicroscopio (Nikon

Eclipse E-400) e submetidos a andlises morfométricas.

I11.2 - Microscopia Eletronica de Transmissio

Amostras prostéticas de todos os pacientes foram imersas em solugdo de Karnovsky
(Karnovsky, 1965). A seguir, os fragmentos prostiticos foram pds-fixados em tetréxido de
6smio a 1% por duas horas. Os fragmentos foram inclusos em resina plastica (polyscience,
Niles, IL, USA) e seccionados com 0,5 micrdometro de espessura no ultramicrétomo LKB
8800 ultratome III e corados com azul de metileno e azul II. Posteriormente, os blocos foram
trimados e seccionados no ultramicrétomo Ultracult UCT 020 Leica. Os cortes obtidos foram
montados em telas de cobre de 200 Mesh e contrastados pelo acetato de uranila (Watson,
1958) e pelo citrato de chumbo (Reynolds, 1963), examinados e fotografados no microscopio
eletrénico de transmissdo LEO 906 no Laboratério de Microscopia Eletronica do Instituto de

Biologia/UNICAMP.
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II1.3 - Analises Morfométricas

II1.3.1 - Morfometria em nivel de Microscopia de Luz

Para o estudo morfométrico foram utilizadas células epiteliais das amostras

prostdticas, coradas com hematoxilina e eosina, de todos os pacientes analisados.

Posteriormente, as imagens celulares obtidas foram digitalizadas no fotomicroscépio (Nikon

Eclipse E-400) e submetidas as mensuragdes da area celular total, 4drea nuclear, 4rea

citoplasmadtica, drea luminal e porcentagem da érea relativa do epitélio x estroma glandular

por meio do programa NIS-Elements: Advanced Research (USA).

Para quantificacdo das dreas celulares, nucleares, citoplasmadticas e luminais foram

utilizadas células epiteliais contidas em dez campos aleatoriamente definidos, fixando-se as

observagdes com a objetiva de 100X.
Para a determinacdo, em porcentagem, da area relativa (epitélio X estroma
glandular) foi utilizado o programa NIS-Elements: Advanced Research (USA) com a

objetiva 20X.

I11.3.2 - Morfometria em nivel de Microscopia Eletronica de Transmissao

Eletromicrografias das prostatas de todos os pacientes foram obtidas e digitalizadas
no microscopio eletronico de transmissio LEO 906. As eletromiocrografias tiveram
aumento de 3597X e ampliacdo de 3,5X. Dez células, de cinco pacientes por grupo, as
quais apresentaram nucleo visivel, ldmina basal e &pices evidentes foram utilizadas.
Posteriormente, as imagens celulares foram submetidas as mensuragdes da drea ocupada
pelas vesiculas secretoras, gotas lipidicas, complexo de Golgi e vacuolos digestivos nas
células epiteliais secretoras prostdticas. As medidas foram realizadas através de um sistema
de andlise de imagens computadorizado, programa NIS-Elements: Advanced Research

(USA).
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II1.4 - Imunomarcacao para os Receptores Androgénicos (AR), Estrogénicos a e
B (ERa, ERp), IGFR-1, Ki-67, distroglicanas a e p (DGa, DGB), Laminina a3 (Lam a3),
metaloproteinases de matriz 2 e 9 (MMP2 e MMPY), e citoqueratina de alto peso
molecular (HMW 34BE12).

A imunomarcagdo para os receptores androgénicos, estrogénicos o e estrogénicos B,
IGF-IRa, Ki-67, a-distroglicana, B-distroglicana, laminina, MMP-2, MMP-9 e citoqueratina
HMW utilizou amostras prostaticas de todos os pacientes. A seguir, foram obtidos cortes com
cinco micrometros de espessura no micrétomo (Biocut — Modelo 1130), coletados em laminas
silanizadas. Os diferentes antigenos para AR, ERa, ERB, IGFR-1, Ki-67, DGa, DG, Lam a3,
MMP2, MMP9 e HMW 34BE12 foram localizados através dos anticorpos: policlonais rabbit
N-20 (sc-816) (Santa Cruz Biotchenollogy) para AR, rabbit MC-20 (sc-542) (Santa Cruz
Biotchenollogy) para ERa, rabbit H-150 (sc-8974) (Santa Cruz Biotchenollogy) para ERp,
rabbit N-20 (sc-712) (Santa Cruz Biotchenollogy) para IGFR-1, rabbit H-300 (sc-15402)
(Santa Cruz Biotchenollogy) para Ki-67, rabbit N-19 (sc-16160) (Santa Cruz Biotchenollogy)
para DGa, rabbit C-20 (sc-16165) (Santa Cruz Biotchenollogy) para DG, rabbit T-20 (sc-
16587) (Santa Cruz Biotchenollogy) para Lam a3, monoconal mouse (ab776) (Santa Cruz
Biotchenology) para HMW 34bE12, monoclonal mouse IM53 (Calbiochem, USA) para
MMP2 e monoclonal mouse IM37 (Calbiochem, USA) para MMP9. A recuperacio
antigénica foi realizada por incubacdo dos cortes em solugd@o de 4cido citrico (pH 6.0) a 100°C
por 15 minutos ou incubagdo com proteinase K. O bloqueio das peroxidases enddgenas foi
obtido com H,0, (0,3% em metanol) por 5 minutos. A seguir, os materiais foram incubados
com os anticorpos primdrios diluidos (1:50) em BSA 1% e armazenados overnight a 4 °C.
Ap6s a lavagem com tampd@o TBS-T, os cortes foram incubados com anticorpo secundério
marcado com peroxidase e, posteriormente, revelados com diaminobenzidina (DAB). Para a
contra-coloracdo destes, foi utilizado Verde Metil (Methyl Green) e hematoxilina de
Harrisson. As laminas foram desidratadas, montadas e avaliadas em microscopia de luz

convencional.
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I11.5 - Extracao de proteinas e Western blotting

Amostras prostiticas de 5 pacientes de cada grupo foram coletadas, pesadas e
homogeneizadas em tampao de extracdo contendo 100 mM Tris pH 7.5, 10mM EDTA, 10%
(v/v) Triton X-100 and 10 pl/ml de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo.,
USA). Os extratos obtidos por centrifugacdo foram submetidos a determinagdo da
concentracdo de proteinas, usando o reagente de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Calif.,USA). O correspondente a 50 microgramas de proteinas foi aplicado no gel de SDS-
poliacrilamida. Apés a eletroforese, o material foi transferido eletricamente (Sistema Hoefer)
para membranas de nitrocelulose (Amersham) a 70 V por 3 horas. As membranas foram
entdo bloqueadas com 3% BSA diluido por uma hora e incubadas com os anticorpos
primdrios policlonal rabbit AR-N20 (sc-816) (Santa Cruz Biotchenollogy, USA) para AR,
monoclonal mouse clone 1D5 (Dako Cytomation Inc., Carpenteria, CA, USA) para ERaQ,
policlonal rabbit 06-629 (Upstate, USA) para ERP, policlonal rabbit N-20 (sc-720) (Santa
Cruz Biotchenollogy, USA) para IGFR-1, policlonal rabbit H-300 (sc-28534) (Santa Cruz
Biotchenollogy, USA) para DGa, policlonal rabbit H-242 (sc-28535) (Santa Cruz
Biotchenollogy, USA) para DGf}, monoclonal mouse IM53 (Calbiochem, USA) para MMP2,
monoclonal mouse IM37 (Calbiochem, USA) para MMP9 e policlonal rabbit H-187 (sc-
20143) (Santa Cruz Biotchenollogy) para Lam a3 na diluicdo 1:500. Posteriormente, as
membranas foram incubadas por 2 horas com os anticorpos secundarios anti-rabbit e anti-
mouse HRP conjugados na dilui¢do de 1:2000 em 1% BSA. A atividade peroxidasica foi
revelada com o cromégeno diaminobenzidina (DAB). Anticorpo para B actina foi usado
como controle endégeno. A intensidade da marcacdo obtida nas diferentes situagdes foi
determinada por densitometria através do programa de andlise de imagens NIS-Elements:

Advanced Research (USA).
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I11.6 - Contagem de células Ki-67 positivas

Os indices proliferativos foram obtidos por contagem das células Ki-67 positivas e
Ki-67 negativas (coradas com verde metil) em dez campos aleatoriamente definidos, fixando-
se as observacdes com a objetiva de 100X no fotomicroscépio (Nikon Eclipse E-400). Foram
utilizadas amostras das prdstatas de 5 pacientes por grupo, os mesmos destinados a
imunomarcagdo para Ki-67. O ndmero total de células Ki-67 positivas foi expresso em

porcentagem do total de células.

II1.7 - Deteccao da Apoptose e Determinacio do Indice Apoptético

Amostras prostaticas fixadas em paraformoldeido a 4% por 48 horas, de todos os
pacientes, foram seccionadas e submetidas a reacdo de Feulgen. Posteriormente, os cortes
foram submetidos a hidrélise com 4 N HCI por 75 minutos e tratados com o reagente de
Schiff por 40 minutos. Depois de extensa lavagem, os cortes foram desidratados e montados
em laminas. Em seguida, dez campos de cinco pacientes por grupo foram analisados com
objetiva de 40X e o indice apoptético foi determinado dividindo-se o nimero de nicleos
apoptdticos pelo nimero total de nicleos encontrados nos campos microscopicos. Os nicleos
apoptdticos foram identificados por caracteristicas como picnose e/ ou fragmentagio
nucleolar, de acordo com Kerr & Searle (1973). Somente as células epiteliais foram

consideradas para contagem.

I11.8 - Analises Estatisticas

Os parametros quantificados nas andlises morfométricas de microscopias de luz e
eletrOnica de transmiss@o e os indices de apoptose foram analisados estatisticamente para os
diferentes grupos. Para a andlise estatistica foram empregados o Test-T e a andlise de
varidncia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para comparagdo entre médias. Todas as

andlises foram realizadas com nivel de significancia de 5% (Montgomery, 1991).
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Abstract

Senescence is one of the main etiological factors which are responsible for natural androgen ablation in men and
occurrence of prostatic diseases. However, it is unclear how the prostatic lesions are signalized in the prostate.
Thus, the aim of this study is to characterize the structural, the ultrastructural and proliferative aspects of the
peripheral prostatic zone in the elderly men with and without diagnoses of prostatic lesions and with potential
precursors of prostate cancer. Sixty samples of prostatic tissue, from 60 to 90- year-old patients with and without
lesions obtained from autopsied or prostatectomized patients were divided into four groups (15 samples per
group): standard group (no lesions), benign prostatic hyperplasia group, high-grade prostatic intraepithelial
neoplasia group, and prostatic carcinoma group. The samples were submitted to morphometrical, structural, and
ultrastructural analyses in addition to cellular apoptosis and proliferative analyses. The results showed
morphological damages in the stroma and cellular organelles involved in the secretory process of the prostate.
Moreover, the prostatic lesions in elderly men demonstrated disturbance in the proliferation/apoptosis rate,
indicating a prevalence of the proliferative process. Finally, the imbalance in prostatic stroma-epithelium
interaction was a harmful feature in the elderly men as a result of structural changes, which are crucial factors for

the development and progression of carcinogenesis.

Key words: prostate cancer; prostatic intraepithelial neoplasia; benign prostatic hyperplasia; senescence
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INTRODUCTION

The prostate is a male accessory sex gland which is fundamental in the reproductive process [1],
showing epithelium with columnar secretory cells, and a layer of basal cells, the latter being closely related to
the transport and distribution of substances between the epithelial and stromal compartments [2]. Luminal
epithelial cells are highly differentiated and represent the most frequent cell type both in normal and in
hyperplastic epithelium forming the prostatic exocrine compartments, which secrete proteins such as the prostate
specific antigen (PSA) and prostatic acid phosphatase (PAP) [3]. However, the basal cells are relatively
undifferentiated, not showing secretory activity [4].

The prostate stroma is made up of a complex arrangement of stromal cells and extracellular matrix
associated to growth factors; regulatory molecules; and restructuring enzymes, which lead to general biological
signs and have mechanical influences on the epithelial cells, apart from being considered an important
morphogenesis and maturation regulator of the gland [5]. The fibroblasts and smooth muscle cells are important
cell types of the prostatic stroma, which synthesize structural and regulatory components of the extracellular
matrix. The extracellular matrix is a network of fibrillar proteins; adhesive glycoproteins; and proteoglycans and
is a reservoir of active and latent growth factors [6]. Structural components such as collagen fibers and elastic
fibers provide mechanical rigidity and flexibility to the tissue. Thus, stromal and extracellular matrix cell
interaction creates a microenvironment that regulates the growth and functional differentiation of adjacent cells
[7].

Prostate morphology and physiology has been analyzed due to pathological conditions that affect this
organ. Among these, benign prostatic hyperplasia (BPH), high-grade prostatic intraepithelial neoplasia (HGPIN);
and prostate cancer [8] can be highlighted. BPH is characterized by predominant stromal proliferation, and
although there is an increase of the epithelium, the regional integrity of the gland is preserved [9]. On the other
hand, prostate cancer is considered an epithelium disease and often extends itself beyond the normal limits of the
organ [9]. HGPIN is clinically pointed out as being a precursor lesion of invasive cancer; however, the molecular
mechanisms that support this transition are not yet fully known [10].

Senescence is one of the main etiological factors responsible for natural androgen depletion in men, and
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occurrence of various prostatic diseases. However, it is not clear how the mechanism is signalized in the
prostate.

Thus, the aim of this study is to characterize the structural, the ultrastructural and proliferative aspects
of the peripheral prostatic zone in the elderly men with and without diagnoses of prostatic lesions and with

potential precursors of prostate cancer.

MATERIALS AND METHODS
Human Samples and Tissue Preparation

Sixty prostatic samples were obtained from 60 to 90-year-old patients (mean 63 years) with and without
prostatic lesions hospitalized in the teaching Hospital of the School of Medicine, University of Campinas
(UNICAMP). Fifteen prostatic samples were obtained from necropsied patients without diagnosis of prostatic or
other urological diseases. The samples were obtained from the parasagittal midline of the posterior surface of the
prostatic peripheral zone. From these samples only areas with normal glands were included for the study.

In addition, another forty-five prostatic samples were taken from the prostate of patients submitted to
retropubic radical prostatectomy in a period from November 2008 to June 2009. The surgical specimens were
whole-mount processed and totally embedded. A mean of 32 paraffin blocks (range 10 to 56 blocks) were
processed, and 64m sections from each block were stained with hematoxylin and eosin. Areas of benign
prostatic hyperplasia (BPH), high-grade prostatic intraepithelial neoplasia (HGPIN), and Gleason 3+3=6
prostatic carcinoma (PC) were diagnosed according to morphological criteria [11] by a senior uropathologist
(AB).

The prostatic samples were divided into four groups (15 samples per group): from the autopsied patients
the Standard Group (no lesions) and from the patients submitted to prostatectomy the BPH Group, the HGPIN
Group, and the PC Group. The samples were submitted to morphometrical, structural, ultrastructural analyses in
addition to cellular apoptosis and proliferative analyses.

Ethical permission was obtained from the Research Ethics Committee of the School of Medicine,

University of Campinas/UNICAMP (number 0094.0.146.000-08).
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Light Microscopy

Prostatic samples from 5 patients in each group for histological analysis, fixed by immersion in Bouin’s
solution, embedded in paraplast (Paraplast Plus, Brazil), cut into 5-um thick sections and submitted to the
following staining procedures: Hematoxylin-Eosin [12] Ammoniacal silver [12], Masson's trichrome [13] and

Weigert's Resorcin-Fucsin. The slides were photographed with a Nikon Eclipse E-400 photomicroscope.

Transmission Electron Microscopy

Samples of the prostatic peripheral zone were collected from 5 patients in each group were fixed with
Karnovsky's solution. Next, the samples were immersed in cacodylate buffer and 1% osmium tetroxide for 1
hour. After that, all the material was embedded in resin (Polysciences, Niles, IL), cut with an ultramicrotome
(Ultracult UCT 020 Leica), mounted on copper grids (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA), and
counterstained with uranyl acetate and lead citrate. The specimens were then examined and photographed under

a LEO 906 transmission electron microscope.

Morphometrical Procedures

Prostatic samples, from 5 patients in each group were used for morphometrical analyses, the same used
for light microscopy.

Cellular, cytoplasm and nuclear areas were measured (10 fields per sample were randomly taken),
using x100 magnification. To determine epithelial and stromal areas, ten fields per sample were randomly taken,
using x20 magnification.

So as to determine autophagic and secretory vesicle areas, electronmicrographs of the 5 patients in each
group, taken with a LEO 906 transmission electron microscope, were used. Ten cells from each sample per
group were measured and the final magnification electronmicrographs were measured using the following
proportion: x3597 X x3.5. The cells used were those which presented accurate limits, basal membrane and
cellular apex.

The different parameters were measured using the NIS-Elements: Advanced Research (Nikon, Tokyo,
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Japan) computerized image analysis system.

Detection of apoptosis and determination of the apoptotic index

Prostatic samples from 5 patients were fixed by immersion in 4% paraformaldehyde and processed for
DNA fragmentation by means of a fluorescein apoptosis detection system (Promega, Madison, WI, USA). The
apoptotic nuclei were identified using a Nikon TS-100 microscope equipped for fluorescence (DXM 1200F,
Nikon, Tokyo, Japan), in addition to Feulgen's reaction. The sections were subjected to hydrolysis with 4N HCl
for 75 min and then treated with Schiff's reagent for 40 min., for Feulgen's reaction. After washing, the sections
were dehydrated and mounted on slides. Ten microscopic fields, with a total area of 90304.7 me , were
randomly taken and analyzed per sample, resulting in 50 fields per group, using a Nikon Eclipse E-400
photomicroscope with a x100 objective. The apoptotic index was determined by dividing the number of
apoptotic nuclei by the total number of nuclei found in the microscope field. Apoptotic nuclei were identified by

the characteristic pyknosis and/or nuclear fragmentation.

Immunolabeled Ki-67 and determination of the proliferative index

Prostatic samples from 5 patients, the same used for light microscopy, were taken and cut into 5 pm
thick sections. Antigens were retrieved by boiling the sections in a 10 mM citrate buffer, pH 6.0, in a microwave
oven. After that, the sections were incubated in 0.3% H,0, for 15 min to block endogenous peroxidase.
Nonspecific binding was blocked by incubating the sections in a blocking solution for 1h at room temperature.
Primary rabbit AB-9260 (Chemicon International, USA) for the Ki-67 antibody was diluted in 1% BSA (1:50)
and applied to the sections. The Envision HRP Kit (Dako Cytomation Inc., Carpenteria, CA, USA) was used to
visualize the bound antibody. Secondary labeled polymer from the Envision HRP Kit (Dako) was applied for 40
min. at room temperature. Peroxidase activity was detected using a diaminobenzidine chromogen kit from
Envision HRP Kit (Dako) for 10 min. Sections were lightly counterstained with methyl green dehydrated in an
increasing ethanol series and xylene, mounted in Entellan (Merck, Darmstadt, Germany) and photographed with

a Nikon Eclipse E-400 photomicroscope. Each section was evaluated for the presence of brown DAB precipitate
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which indicates antibody binding.

The proliferative index was determined by Ki-67 immunolocalization in 5 patients in different groups.
Ten fields were taken at random and measured per sample, resulting in 50 fields per group with x100
magnification, representing a total area of 90304.7 me and the total number of cells was expressed by means

of percentage.

Statistical Analyses
Mean data for cellular, nuclear, cytoplasmatic, epithelial, stromal areas and secretory and autophagic
vesicle areas, apoptotic index and proliferative counting were compared among groups and analyzed statistically

by means of analysis of variance and Tukey multiple range test, with the level of significance set at 5% [14].

RESULTS
Transmission Electron and Light Microscopies and Morphometrical Analyses
Standard Group (without structural changes)

The prostatic peripheral zone showed different sizes and folded mucosa of the acini (Figures 1a and 1b).
The secretory epithelium presented a secretory layer of columnar cells and another one of basal cells (Figures 1a,
1b, 2a). Flattened rough endoplasmic reticulum cisternae and developed Golgi complex in the supranuclear and
perinuclear were observed in the cellular cytoplasm (Figures 2c, 2d). Also, secretory vesicles with granules,
showing different eletrondensity in the apical cytoplasm were presented (Figures 2b, 2c), representing a
cytoplasmatic area which was 2.8 times greater than those found for digestory vacuoles (Graph 1). The luminal
surface had short and sparse microvilli (Figure 2b). The prostatic stroma showed thin collagen fibers underlying
the secretory epithelium and intermingled with smooth muscle cells, and reticular and elastic fibers underlying
the epithelium around the acini (Figures 1c, 1d, 2d). The muscular layer presented long smooth fibers underlying
the epithelium (Figure 2d). The stromal area was close to 6.7% greater than that found for the epithelial area

(Table 1).
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HGPIN Group

High-grade prostatic intraepithelial neoplasia (HGPIN) was verified in the prostatic peripheral zone,
characterized by cytological atypia with voluminous and prominent nucleoli with different intensity (Figures le,
1f, 2e, Table 1). Basal cells were identified (Figures le, 2e). Occasional regions of dilated rough endoplasmic
reticulum and Golgi complex cisternae were observed in the cellular cytoplasm (Figures 2f, 2g). The secretory
vesicle area was 1.3 times greater than those found for digestory vacuoles; however this same area was
significantly reduced if compared to the Standard group (Figures 2f, 2g, Graph 1). Ruptured mitochondrial
cristae were observed (Figure 2f), in addition to cellular cytoplasm vacuolization (Figures 2f, 2g). Short and
sparse microvilli covered the cellular surface.

Hypertrophied stroma with increased collagen fibers were verified, not only placed underlying the
epithelium but also in the entire stromal area (Figures le, 1f, 2g). The stromal area was close to 5.0 times greater
than the epithelial area (Table 1) Increased reticular and elastic fibers showing ondulated form were verified in

the all glandular stroma (Figures 1g, 1h).

PC Group

The prostatic peripheral zone showed infiltrative adenocarcinoma characterized by peaked neoplastic
acini in addition to a lack of basal layer and occurrence of periacinar spacing (Figures 1i, 1j, 2h, 2i). The cell
nuclei which covered the neoplastic acini were voluminous, showing an oval shape and prominent nucleoli,
however the nuclear area was significantly smaller than that found in the HGPIN group and greater than those
found in the Standard and BPH groups (Figures 2h, 2i, 2j and Table I). Occasional organelles and secretory
vesicles were observed in the cellular cytoplasm (Figure 2i, 2j). The secretory vesicle areas were significantly
smaller than those found for HGPIN, Standard and BPH (Table 1). The digestory vesicles showed an inverse
relation when compared to secretory vesicles (Graph 1). Amylaceous bodies were verified in the neoplastic
acinus lumen (Figures 1j, 2i). The basal lamina showed discontinuous regions (Figure 2i). Lack of microvilli
were verified in the cellular surface (Figures 2h, 2i).

Moderate stromal hypertrophy was observed with an amount of reticular, elastic and collagen fibers
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close to those found for the Standard group (Figures 1i, 1j, 1k, 11, 2j). The stromal area increased in relation to
the epithelial one (table I). Nevertheless, this rate increased quantitively in comparison to the Standard group and
was significantly smaller in relation to HGPIN and BPH groups (Table 1). The smooth muscle fibers were
dispersed and with spinous features (Figures 1i, 1j, 2i). Also, occurrence of inflammatory cells in the stroma was

verified (Figure 1j).

BPH Group

Well limited hyperplastic nodules were verified in the peripheral zone, characterized by acinus showing
an external straight line and internal papillomatosis (Figure 1m).

The secretory epithelium presented tall columnar cells with basal nuclei and clear nucleoli in addition to
basal cell layer (Figuresln, 2k). The nuclear area was greater, quantitively in relation to the Standard group and
significantly smaller in comparison to the HGPIN and PC groups (Table 1). Dilated rough endoplasmic
reticulum and Golgi cisternae were verified (Figure 21). The secretory vesicle area was not significantly different
from that found for the HGPIN group, however this same area was smaller than that found for the standard group
and greater than that found for the PC group (Figures 2k, 21 and Graph 1) On the other hand, the digestory
vacuole area was greater than that found for the HGPIN and Standard groups, in terms of number and
significantly smaller than that found for the PC group (Figures 21, 2m and Graph 1). Rare microvilli covered the
cellular surface (Figure 2k).

Hyperplastic and hypercellular stroma with a great amount of collagen, reticular and elastic fibers were
observed both underlying the epithelium and intermingled with the smooth muscle cells (Figures 1n, 1o, 1p, 2m).
Increased stromal area was verified in relation to the epithelial area (Table 1). Folded sarcolemma was seen in

the smooth muscle cells, characterizing spinous features (Figure 2m).

Detection of apoptosis and determination of the apoptotic index
The apoptotic index significantly increased in the HGPIN and BPH groups in relation to Standard and

PC groups (Figure 3i). Nevertheless, the PC group showed an average apoptotic index which was significantly
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greater than those found for the standard group (Figures 3b, 3d, 3f, 3h).

Immunolabeled Ki-67 and determination of the proliferative index
The proliferative response was significantly greater in HGPIN than those found for PC, BPH and

Standard groups, which showed decreasing values for this variable (Figures 3a, 3c, 3e, 3g and 3i).

DISCUSSION

The study herewith demonstrated that the prostatic stroma occupied the great majority of the glandular
area in elderly men. In addition, in the elderly men who had characterized prostatic diseases the changes was
much intensified, specially, in the HGPIN and PC groups. The group with HGPIN showed cytological atypia
characterized by large nuclei and prominent nucleoli, presence of basal layer of epithelial cells, which were
responsible for the integrity of the architectural arrangement and basal membrane. A decrease of secretory
vesicles in relation to normal and hyperplastic prostate tissue as well as an increase in the proliferative process
could also be seen. However, the PC group showed absence of basal layer and basal membrane rupture points,
apart from strong cellular atypia and architectural disorder. The BPH group was characterized by
hypercellularity and increased fibrillar elements in the stroma as well as an increase of proliferation. Also, other
morphological changes which were in common such as disorganization of organelles involved in the secretory
process; stromal hyperplasia; presence of inflammatory cells in the prostatic stroma; smooth muscle cell with
secretory phenotype; and increased apoptotic process were identified in the HGPIN, PC and BPH groups.

HGPIN is an abnormal differentiation and proliferation process, so that the layer of basal cells loses its
proliferation capacity, which is carried out by the luminal secretory cells, characterizing typical pre-malignant
disorder [15]. All genotypic and phenotypic information showed HGPIN to be a precursor lesion of invasive
adenocarcinoma [16].

In adenocarcinoma, the loss of basal cell differentiation is a critical point in the progression of invasive
cancer and is probably related to the inability of transformed cells to produce basal membrane proteins [17]. The

causal association of HGPIN with adenocarcinoma is based on the fact that their prevalence increases as the
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patient gets older and that HGPIN may precede the onset of prostate cancer [16].

The prostatic stroma is a fundamental compartment in the function of the gland because of its role in
maintaining the prostate homeostasis and its morphological and-physiological involvement in diseases such as
benign prostatic hyperplasia (BPH) and cancer [18]. Based on morphological, functional and embryology
aspects, epithelium-stromal interaction may be considered a single functional unit [19]. The alterations in the
normal homeostatic stromal—epithelial interaction may play a role in the pathogenesis of the prostate [20]. The
alterations of stromal microenvironment are the initial steps in the development and progression of prostate
cancer [21]. The increase in the production of extracellular matrix, especially collagen; growth factors; and
reorganization of stromal components is known as reactive stroma, creating a microenvironment which can
cause tumor growth [22]. Reactive stroma alters the stromal-epithelium interaction benefiting the expansion of
genetically altered epithelial cells [23]. An event that frequently occurs during carcinogenesis is the change in
stromal cell composition, which involves the replacement of smooth muscle cells with a fibroblast population,
due to changes in the differentiation of muscle cells or the recruitment of fibroblasts to tumor location [21].
Different authors observed altered phenotype from smooth muscle cells in remodeling tissues, in response to
various injuries; and in prostate carcinomas [24]. Thus, not only the hypertrophy of the muscle layer and the
synthetic phenotype acquired by smooth muscle cells, but also the accumulation of collagen, suggest that these
cells have an active role in the constant remodeling of the extracellular matrix that is possibly occurring in the
stroma of the prostatic peripheral areas in senile men with HGPIN, PC and BPH.

Although proliferation and apoptosis processes were greater due to the prostate lesions, the proliferative
process was greater representing a 4.2 time increase compared to a 2.3 time increase of the apoptosis process.
Also, it was found that the ratio between proliferation and apoptosis was 1.4 in elderly healthy men and 2.0 in
men with BPH, 2.6 in men with HGPIN and 3.0 in men with PC.

Apoptosis is a physiological active cellular mechanism, which occurs during the processes of
development and restructuring tissue [25]. This is characterized by morphological changes that include loss of
plasma membrane and condensation of the cytoplasm and the nucleus [26]. This mechanism ensures the

physiological organization of tissue in the development and cellular balance of the organ in adults and is often
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associated with the process of tissue involution [27]. Thus, the mechanism is the balance between proliferation
and cell death [26]. The cell survival of many tissues depends on a constant supply of growth factors and/or
hormones. The prostate is an androgen-regulated gland. The lack of testosterone leads to rapid tissue involution
due to apoptotic elimination of glandular cells [28]. In hormone-dependent tumors, such as prostate cancer, the
induction of programmed cell death due to androgen ablation has been associated with tumor regression [29].

Age is indicated as a cumulative event due to the interaction between intrinsic and extrinsic factors in
the development of hyperplasia. Intrinsic factors such as extracellular matrix, smooth muscle and epithelial cells,
as well as environmental factors, are known to influence the differentiation and morphogenesis of the prostate
gland [30].

The blocking of cell replication classified by senescence is identified as being a possible intrinsic
mechanism in the defense against epithelial cancer. In this mechanism, the cells stop replication, but they remain
metabolically active. The change from senescent cells influences adjacent cells, such as what happens to
senescent fibroblasts, which interfere in the proliferation increase and tumorgenicity of epithelial cells [6]. These
changes in the architecture of the tissue in the senescence have been considered as a potential factor to harmful
effects in the prostate. Paradoxically, although there is evidence that the aging cell can develop mechanisms to
prevent malignant transformation by blocking the replication of carcinogenic events [31], new studies suggest
that senescent cells can alter the glandular microenvironment, promoting carcinogenesis in non-senescent
epithelium [6]. Thus, the aging first inhibits the development of cancer, but later senescent cells change the
microenvironment causing epithelial cancer [32].

Therefore, it can be concluded that the prostatic lesions in elderly men demonstrated disturbance in the
proliferation/apoptosis rate, indicating a prevalence of the proliferative process. Moreover, it can also be seen
that the imbalance in prostatic stroma-epithelium interaction was a harmful feature in the elderly men as a result
of structural changes, which are crucial factors for the development and progression of carcinogenesis. Finally, it
can also be said that these structural changes have distinct intensities in benign prostatic hyperplasia, high-grade
prostatic intraepithelial neoplasia and prostatic cancer.

The structural changes observed in senescence as well as in all the prostatic diseases verified in elderly
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men, such as high-grade prostatic intraepithelial neoplasia; nodular hyperplasia; and adenocarcinoma;

effectively jeopardized the cellular organelles involved in the secretory process of the organ.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Photomicrographs of the prostatic peripheral zone from Standard (a, b, c, d), PIN (e, f, g, h),
PC (i, j, k, 1) and BPH (m, n, o, p) groups. (a) Epithelium with secretory columnar and basal cells;
inset: secretory epithelial cell nucleus (N), basal cells (arrow) with flattened nuclei. (b) Thin collagen
fibers (Col) underlying the epithelium and among smooth muscle cells. (c), (d) Reticular (Rf) and
elastic (EF) fibers underlying the epithelium. (e) Prostatic intraepithelial neoplasia (PIN); inset: PIN
focus, voluminous cellular nuclei (N), and basal cells (arrow). (f) Secretory epithelium with PIN foci
(arrows), increased collagen fibers (Col) and smooth muscle cells. (g), (h) Increased reticular (Rf) and
elastic (Ef) fibers. (i) Peaked neoplastic acini (asterisks) with infiltrative feature, periacinar space
(arrows); Irregular smooth muscle cells; inset: neoplastic acini with increased nuclei (arrow). (j)
Neoplastic acini (arrows); Increased collagen fibers (Col), smooth muscle fibers, amilaceous body
(asterisk) and inflammatory cells (Ic). (k), (1) Disorganized and increased reticular (Rf) and elastic (Ef)
fibers. (m) Benign prostatic hyperplasia (BPH) with acinus showing an external straight line and
internal papillomatosis. (n) Epithelium with secretory columnar and basal cells (arrow); hypercellular
stroma with increased collagen fibers (Col). (0), (p) Hyperplastic stroma with increased reticular (Rf)

and elastic (Ef) fibers. a — p: Ep — epithelium, L — lumen, Smc — smooth muscle cell and St — stroma.

Figure 2: Electronmicrographs of the prostatic peripheral zone from standard (a, b, c, d), PIN group
(e, f, g), PC (h, i, j) and BPH (k, 1, m) groups. (a) Columnar cells with basal nuclei and clear nucleoli

(Nu); Basal cells (Bc). Stroma (St). (b) Often secretory vesicles; short and scattered microvilli (Mv).
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(c) Flattened and paralell Golgi cisternae (arrow) with secretory vesicles. (d) Rough endoplasmic
reticulum cisternae (RER). Basal lamina (arrow); Stroma with collagen fibers (Col) underlying the
epithelium and among smooth muscle cells (Smc) and fibroblast (Fb). (e) Prostatic intarepithelial
neoplasia (PIN); Basal cells (Bc). (f) Dilated Golgi cisternae (arrow); inset: Ruptured mitochondrial
cristae (g) Dilated rough endoplasmic reticulum cisternae (RER). Digestory vacuoles (asterisk); Basal
laminal (arrow); Increased collagen fibers (Col) distributed among smooth muscle cells (Smc). (h)
Neoplastic cells with increased nuclei (arrow). (i) Neoplastic nuclei (arrow); Amilaceous bodies (Ab);
Interrupted basal lamina (asterisk); Smooth muscle cells (Smc) showing irregular feature and collagen
fibers (Col). (j) Neoplastic cell with increased nuclei and rare cytoplasm (arrow); Increased collagen
fibers (Col). (k) Columnar cells. (I) Dilated Rough endoplasmic reticulum cisternae (Rer) and Golgi
(arrow). Digestory vacuoles (asterisk). (m) Basal cells (Bc); Digestory vacuoles (arrow) in the cellular
cytoplasm; Increased collagen fibers (Col) and fibroblast (Fb) and smooth muscle cells (Smc); inset:
smooth muscle cells showing spinous feature (Smc). a — m: L — lumen, M — mitochondria, N - nucleus,

St — stroma e Vs — secretory vesicles.

Figure 3: Immunolabeled Ki-67 and apoptotic index of the prostatic peripheral zone from Standard
(3a, 3b, 3i), PIN (3c, 3d, 3i) PC (3e, 3f, 3i) and BPH (3g, 3h, 3i) groups. (a) Weak Ki-67
immunoreactivity (arrows) in the secretory epithelial and stromal cells. (b) Weak DNA fragmentation
(arrows) in the secretory epithelial cells. (c) Intense Ki-67 immunoreactivity (arrows) in the secretory
epithelial and stromal cells. (d) Intense DNA fragmentation (arrows) in the secretory epithelial cells.
(e) Intense Ki-67 immunoreactivity (arrows) in the neoplastic acini (asterisks) and stromal cells. (f)
Moderate DNA fragmentation (arrows) in the neoplastic acini (asterisks). (g) Moderate Ki-67

immunoreactivity (arrows) in the secretory epithelial and stromal cells. (h) Moderate DNA
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fragmentation (arrows) in the secretory epithelial cells. (i) Percentage of immunolabeled Ki-67 and

apoptotic index. a — h: Ep — epithelium, L — lumen and St — stroma.
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Table I: Mean and standard deviation of the nuclear, cytoplasmatic, epithelial and stromal areas (um?)
of the prostatic peripheral zone from different groups

Groups

Variables Standard BPH PIN PC

Stromal Area 223017 £3968 a 277483 + 6834 b 255012 +40989b 238084 £ 61390 a

Epithelial 33346 + 19457 a 6632.5 +4618,5 a 50259 + 123509 a 25024 +£ 32941 a
Area

Nuclear Area 139.32 +20.8 a 195.28 +42.1a 1073.4 +167.5b 288.2+295¢
Cytoplasmatic 1846 +4853 a 4369+ 1059b 2024 +455.7 a 281.8 +112.8 be
Area

Different lowercase letters indicate statistically significant differences (P< 0.05) between the groups
after Tukey’s test.
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Percentage of Immunolabeled Ki67 and Apoptotic Index
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109%1.1a
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611+£12¢
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Two averages, followed by the same small letter are not different from each other (P < 0.05)

Tukey's test.
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RESUMO

A senescéncia € fator determinante para a ocorréncia de alteragdes na biologia molecular da préstata,
considerando-se tanto o desequilibrio hormonal quanto o das interacdes epitélio-estroma. Assim, os
objetivos desse estudo foram caracterizar e correlacionar as imunoreatividades das distroglicanas o e 3
(DGa, DGp), receptores androg€nicos (AR), receptores estrogénicos o e [ (ERa, ERP),
metaloproteinases de matriz 2 e 9 (MMP2, MMP9), laminina e fator de crescimento homoélogo a
insulina (IGFR-1) nos compartimentos epitelial e estromal da zona periférica prostitica de homens
senis, com e sem diagndstico de leses prostiticas. 60 amostras das zonas periféricas prostdticas
provenientes de necrdpsias ou prostatectomias de homens (60-90 anos), as quais foram
divididas em 4 grupos (15 amostras cada): Grupo Senil (sem lesdes prostiticas); Grupo
Neoplasia Intraepitelial Prostdtica (NIP); Grupo Hiperplasia Benigna Prostatica (HBP); Grupo
Cancer (CA). O diagnéstico das lesdes prostiticas baseou-se em critérios morfolGgicos e por
imunomarcacdo para citoqueratina de alto peso molecular (HMW 34BE12). Os resultados foram
avaliados por andlises imunohistoquimicas e Western Blotting. Os resultados mostraram que a
imunolocalizagdo para AR se manteve igual em todos os grupos estudados, com predominancia da
imunolocalizacdo no compartimento epitelial. J& o ERP foi preferencialmente localizado no
compartimento epitelial, sendo ausente no compartimento estromal do grupo CA. A imunolocalizagdo
do ERa foi preferencialmente no compartimento epitelial dos grupos estudados, sendo intensa nos
grupos CA e NIP em relacdo aos demais. Também, intensa imunoreatividade para IGFR-1, MMP2 e
MMP?9 foi verificada nos grupos CA e NIP em rela¢do aos demais grupos. As imunolocalizag¢des para
DGa, DG e Lam 03 foram mais fracas nos grupos CA e NIP em relacdo aos grupos HBP e Senil.
Assim, pode-se concluir que o desequilibrio da interagdo epitélio-estroma prostatico causado
pelas mudancas estruturais é fator decisivo para o desenvolvimento e progressdo da
carcinogé€nese na senescéncia. Ainda, a diminui¢do dos niveis protéicos do complexo das DGs e o
aumento dos niveis das MMPs estdo associados com a gravidade da lesdo prostitica e tem importante
papel na manutencdo do fenétipo maligno, tendo sido evidenciado de forma potencializada de acordo
com o comprometimento da lesdo. A ocorréncia de IGFR-1 sinalizou o grau de comprometimento
glandular e a perda da imunolocaliza¢do da laminina propiciou a progressdo das lesdes. Também, a
localizagdo diferencial dos receptores esterdides nas diferentes lesdes prostiticas entre os

compartimentos epitelial e estromal de homens senis certamente indicou diferentes sinalizacdes
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pardcrinas para a dindmica prostdtica, indicando acdo diferencial desses receptores a partir dos
compartimentos prostiticos e apontaram a importincia das vias estrogénicas nos mecanismos de
ativacdo dessas altera¢des. Finalmente, a interacdo do IGFR-1 com as MMP2 e MMP9 apontaram a

relevancia dessas moléculas nas investigacdes e tratamentos das doengas prostaticas.

INTRODUCAO

A senescéncia € um dos principais fatores etiologicos responsdveis pela deplecdo
androgénica natural em homens sendo o periodo mais frequente de ocorréncia de doencas
prostéticas, como a hiperplasia benigna prostatica (HBP), a neoplasia intraepitelial prostatica
(NIP) e o cancer'.

A morfogénese, a manutencio da atividade funcional e da morfologia, a proliferacio e
a diferenciacdo das células prostiticas sdo reguladas por andr(’)genos3’4. Outros hormdnios,
como os estrogenos, também atuam sinergicamente a testosterona, influenciando tanto as
fun¢des normais do 6rgdo quanto as alteragdes patolc’)gicass’3 . Os estrégenos possuem efeitos
anti-androgénicos e regulam negativamente o eixo hipotdlamo-hipdfise-gonada, com redugédo
da produg@o de andrégenos pelas células de Leydig e decorrente involucdo do epitélio
prostético e crescimento estromal em animais adultos®.

Além disso, outros elementos como polipeptideos e os fatores de crescimento
homologos a insulina (IGFs) sdo agentes mitogénicos importantes para o funcionamento da
préstata’. Os IGFs na préstata sdo produzidos pelas células estromais e atuam como fatores de
crescimento pardcrinos no epitélio glandular normal, através de seus receptores do tipo 1
(IGFR-1)". Estudos clinicos e epidemioldgicos demonstraram que a elevagdo dos niveis
séricos de IGF-1 constitui potente fator de risco para o inicio da hiperplasia benigna e da
carcinogénese prostética7’8.

As distroglicanas (DGs) sdo proteinas integrais de membrana expressas por uma
variedade de tecidos que interagem com proteinas extracelulares, na interface entre a
membrana basal e a membrana celular, atuando na transdugdo de sinais e organizagdo do

citoesqueletog. As DGs sdo formadas por duas subunidades, o (extracelular) e f
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(transmembrana), que sdo codificados por um tnico gene’. Anormalidades na expressdo das
DGs interferem na interacdo entre a matriz extracelular e o citoesqueleto, sendo que o
desequilibrio dessa interacdo pode promover o aparecimento de carcinomas, como o
prostéticog’lo.

Além das DGs, as metaloproteinases de matriz (MMPs) s@o um importante grupo de
proteinas proteoliticas'’ (Kabashima et al., 2005), envolvidas na remodelacio tecidual em
diferentes condi¢des conforme ocorre nos processos de invasio e metastases tumorais'*"®. As
MMPs 2 e 9 estdo diretamente relacionadas as doengas prostaticas através da degradacdo da
membrana basal'®.

Dessa forma, didvidas persistem quanto a interacio entre os hormonios esterdides e a
dindmica de moléculas sinalizadoras dos eventos prostaticos durante a senescéncia. Assim, 0s
objetivos desse estudo foram caracterizar, quantificar e correlacionar a imunoreatividade das
moléculas MMP2, MMP9, DGs, Lam a3 e do receptor de IGF-1 com os receptores de
hormonios esterdides nos compartimentos estromal e epitelial da zona periférica prostatica de
homens senis sem diagndstico de lesdo glandular e apresentando hiperplasia benigna,

neoplasia intraepitelial prostatica e cancer.

MATERIAIS E METODOS

Amostras humanas e Procedimento Experimental

No presente trabalho foram utilizadas 60 amostras de tecido prostatico, provenientes
de pacientes entre 60-90 anos de idade com e sem lesdes prostiticas hospitalizados no
Hospital de Clinicas da UNICAMP. Quinze amostras foram obtidas de pacientes necropsiados
sem diagnostico de doengas prostiticas ou uroldgicas. As amostras prostiticas foram
coletadas da zona periférica (McNeal apud Blacklock, 1977) (Fig. 2A) e a divisdo na face
posterior, de basal para apical do 6rgdo indica os pontos de retirada dos fragmentos
glandulares (Figura 2B) (Modificado DE LA TAILLE et al; 2003). Dessas amostras somente

as glandulas normais foram incluidas no estudo.

53



As outras 45 amostras prostiticas foram obtidas de pacientes submetidos a
prostatectomia radical no periodo de novembro de 2008 & junho de 2009. Os espécimes
cirdrgicos foram inclusos e processados como um todo. Uma média de 32 blocos de parafina
foi processada (entre 10 a 56 blocos), e cortes de 6um de cada bloco foram corados com
hematoxilina-eosina. Areas de hiperplasia benigna prostitica (HBP), neoplasia intraepitelial
prostitica de alto grau (NIP) e carcinoma prostitico Gleason 3+3=6 (CP) foram
diagnosticadas de acordo com critérios morfologicos (Mostofi & Price, 1973) por um
uropatologista sénior.

As amostras prostaticas foram divididas em 4 grupos (15 amostras por grupo): grupo
Senil (sem lesdes prostaticas — pacientes autopsiados), grupo HBP, grupo NIP, e grupo CP. A
seguir, as amostras foram submetidas as andlises imunoldgicas e Western Blotting.

Todos os procedimentos estavam de acordo com o Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp (processo niimero 0094.0.146.000-08).

Imunomarcacio dos Receptores Androgénicos (AR), Estrogénicos a e p (ERa e
ERp), IGFR-1, Distroglicanas a e B (DGa e DGf), Metaloproteinases de Matriz 2 e 9
(MMP2 e MMP9), Laminina o3 (Lam o3) e Citoqueratina de Alto Peso Molecular
(HMW 34BE12)

Amostras prostiticas de 5 pacientes de cada grupo foram coletadas e fixadas em
solu¢d@o de Bouin; inclusos em parafina e polimeros plésticos (Paraplast Plus, ST. Louis, MO,
USA) e seccionados com 5 pm de espessura no micrétomo (Hyrax M60, Zeiss, Alemanha). A
recuperagdo antigénica foi realizada por incubacgdo dos cortes em tampdo citrato (pH 6.0) em
microondas ou tratamento com proteinase K, dependendo das caracteristicas de cada
anticorpo. O bloqueio das peroxidases enddgenas foi obtido com H;0O, (0,3% em metanol) por
15 minutos, com posterior incubagdo em solucdo bloqueadora com albumina soro bovino
(3%). Posteriormente, os antigenos AR, ERa, ERp, IGFR-1, DGa, DG, MMP2, MMP9,
Lam a3 e HWM 34BE12 foram localizados através dos anticorpos: policlonal rabbit AR-N20
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(sc-816) (Santa Cruz Biotchenollogy, USA) para AR, monoclonal mouse clone 1D5 (Dako
Cytomation Inc., Carpenteria, CA, USA) para ERa, policlonal rabbit 06-629 (Upstate, USA)
para ERp, policlonal rabbit N-20 (sc-720) (Santa Cruz Biotchenollogy, USA) para IGFR-1a,
policlonal rabbit H-300 (sc-28534) (Santa Cruz Biotchenollogy, USA) para DGa, policlonal
rabbit H-242 (sc-28535) (Santa Cruz Biotchenollogy, USA) para DG, monoclonal mouse
IM53 (Calbiochem, USA) para MMP2, monoclonal mouse IM37 (Calbiochem, USA) para
MMPY, policlonal rabbit H-187 (sc-20143) (Santa Cruz Biotchenollogy) para Lam a3 e
monoclonal mouse M0630 (Dako Cytomation Inc., Carpenteria, CA, USA) para HMW
34BE12 diluidos (1:50) em BSA 1% e armazenados overnight a 4 °C. O kit Envision HRP
(Dako Cytomation Inc., Carpenteria, CA, USA) foi usado para deteccdo dos antigenos. A
seguir, os cortes foram incubados com anticorpo secundario HRP conjugado proveniente do
kit Envision (Dako) e, posteriormente revelados com diaminobenzidina (DAB). Para a contra-
coloracdo destes foram utilizados verde metil (Methyl Green) e Hematoxilina de Harris. A
intensidade da imunolocalizacido foi graduada como intensa (+++), moderada (++) e fraca

(+)17‘

Extracao de Proteinas e Western Blotting

Amostras prostiticas de 5 pacientes de cada grupo foram coletadas, pesadas e
homogeneizadas em tampao de extracdo contendo 100 mM Tris pH 7.5, 10mM EDTA, 10%
(v/v) Triton X-100 and 10 pl/ml de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo.,
USA). Os extratos obtidos por centrifugacdo foram submetidos a determinagdo da
concentracdo de proteinas, usando o reagente de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Calif.,USA). O correspondente a 50 microgramas de proteinas foi aplicado no gel de SDS-
poliacrilamida. Apés a eletroforese, o material foi transferido eletricamente (Sistema Hoefer)
para membranas de nitrocelulose (Amersham) a 70 V por 3 horas. As membranas foram

entdo bloqueadas com 3% BSA diluido por uma hora e incubadas com os anticorpos

primdrios policlonal rabbit AR-N20 (sc-816) (Santa Cruz Biotchenollogy, USA) para AR,
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monoclonal mouse clone 1D5 (Dako Cytomation Inc., Carpenteria, CA, USA) para ERaQ,
policlonal rabbit 06-629 (Upstate, USA) para ERp, policlonal rabbit N-20 (sc-720) (Santa
Cruz Biotchenollogy, USA) para IGFR-1, policlonal rabbit H-300 (sc-28534) (Santa Cruz
Biotchenollogy, USA) para DGa, policlonal rabbit H-242 (sc-28535) (Santa Cruz
Biotchenollogy, USA) para DGf}, monoclonal mouse IM53 (Calbiochem, USA) para MMP2,
monoclonal mouse IM37 (Calbiochem, USA) para MMP9 e policlonal rabbit H-187 (sc-
20143) (Santa Cruz Biotchenollogy) para Lam 03 na diluicdo 1:500. Posteriormente, as
membranas foram incubadas por 2 horas com os anticorpos secunddrios anti-rabbit e anti-
mouse HRP conjugados na dilui¢do de 1:2000 em 1% BSA. A atividade peroxidésica foi
revelada com o cromdgeno diaminobenzidina (DAB). Anticorpo para B actina foi usado
como controle endégeno. A intensidade da marcacdo obtida nas diferentes situagdes foi
determinada por densitometria através do programa de andlise de imagens NIS-Elements:

Advanced Research (USA).

Anadlises Estatisticas

Para a andlise estatistica foram empregados o Test-T e a andlise de varidncia
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para comparacdo entre médias dos valores obtidos
nas andlises de Western Blotting entre os grupos. Todas as andlises foram realizadas com

. e A 18
nivel de significancia de 5% .

RESULTADOS

Imunomarcacao e Analise de Western Blotting
Grupo Senil
A imunolocalizacdo de AR foi intensa nas células epiteliais e moderada nas estromais,

representando 158,2% de nivel protéico em rela¢do ao padrio B-actina (Figuras 2a, 4 e Tabela

56



1). O nivel protéico de ERa foi reduzido em comparagdo aos demais grupos experimentais,
apresentando fraca imunoreatividade tanto nas células epiteliais quanto nas estromais (Figuras
2c, 4 e Tabela 1). Intensa imunoreatividade para ERP foi observada nas células epiteliais e
fraca nas estromais, demonstrando nivel protéico de 172,5% (Figuras 2d, 4 e Tabela 1). Fraca
imunoreatividade para IGFR-1 e MMP2 foi observada nas células epiteliais e estromais
quando comparados aos demais grupos, demonstrando niveis protéicos de 79,7% e 87,9%,
respectivamente (Figuras 2b, 3c, 4 e Tabela 1). Ja a imunolocalizacdo para MMP9 foi fraca
nas células epiteliais e ausente nas células estromais, representando nivel protéico de 65,8%
(Figuras 3d, 4 e Tabela 1).

A imunolocalizagdo de DGa foi intensa nas células epiteliais e moderada nas
estromais, representando nivel protéico de 123,5% (Figuras 3a, 4 e Tabela 1). A
imunoreatividade para DG[3 foi intensa na interface epitélio-estroma, representando 134,6%
de nivel protéico (Figuras 3b, 4 e Tabela 1). Intensa imunoreatividade para Lam a3 foi
observada nas células estromais quando relacionadas aos demais grupos, representando nivel

protéico de 110,8%, (Figuras 3e, 4 e Tabela 1).

Grupo NIP

Os niveis protéicos para AR e ERP foram detectados em 85,4% e 140,9% das células,
respectivamente, demonstrando moderada imunoreatividade no compartimento epitelial e
fraca no estromal dos dois receptores (Figuras 2e, 2h, 4 e Tabela 1). Intensa imunoreatividade
para ERa foi observada nas células epiteliais e moderada nas estromais, demonstrando niveis
protéicos (120,6%) superiores aqueles detectados nos grupos Senil e HBP (Figuras 2g, 4 e
Tabela 1). As imunoreatividades para IGFR-1 e MMP2 foram intensas nas células epiteliais e
estromais quando comparadas aos grupos Senil e HBP, representando niveis protéicos de
121,5% e 159,4%, respectivamente (Figuras 2f, 3h, 4 e Tabela 1). Ja a imunolocalizacdo para
MMPO9 foi intensa nas células epiteliais e fraca no compartimento estromal, demonstrando
nivel protéico de 137,4% (Figuras 3i, 4 e Tabela 1).

As imunoreatividades para DGa, DG[3 e Lam a3 foram fracas tanto no epitélio quanto
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no estroma quando relacionadas aos grupos Senil e HBP, representando niveis protéicos de

89,4%, 90,7% e 56,7%, respectivamente (Figuras 3f, 3g , 3j, 4 e Tabela 1).

Grupo CA

A imunoreatividade para AR foi intensa nos &4cinos neopldsicos e moderada nas
células estromais, com nivel protéico de 120,9% (Figuras 2i, 4 e Tabela 1). Contudo, o nivel
protéico para ERP foi reduzido em comparagdo aos demais grupos, apresentando fraca
imunoreatividade nos acinos neopldsicos e ausente nas células estromais (Figuras 21, 4 e
Tabela 1). A imunoreatividade para ERa foi intensa nos 4cinos neopldsicos em comparacio
aos grupos Senil e HBP, e moderada nas células estromais, demonstrando nivel protéico de
161,2% (Figuras 2k, 4 e Tabela 1). Intensa imunoreatividade para IGFR-1 e MMP2 foi
observada nos cinos neoplasicos e células estromais quando comparada aos grupos Senil e
HBP, representando niveis protéicos de 152,6% e 174,5%, respectivamente (Figuras 2j, 3m,
3n, 4 e Tabela 1). J4 a imunolocalizagdo para MMPO9 foi intensa nas células epiteliais e fraca
nas células estromais, demonstrando nivel protéico de 170,2% (Figuras 3n, 4 e Tabela 1).

As imunoreatividades para DGa, DG3 e Lam a3 foram fracas tanto nos acinos
neopldsicos quanto no estroma glandular quando relacionadas aos grupos Senil e HBP,
representando niveis protéico de 23,6%, 19,6% e 45,7%, respectivamente (Figuras 3k, 31, 3o,

4 ¢ Tabela 1).

Grupo HBP

A imunoreatividade para AR foi intensa nas células epiteliais e moderada nas
estromais, demonstrando nivel protéico de 110,3% (Figuras 2m, 4 e Tabela 1). Entretanto,
moderada imunomarcagdo para ER[ foi observada nas células epiteliais e fraca nas estromais
quando relacionada ao grupo Senil, demonstrando nivel protéico de 137,7% (Figuras 2p, 4 e
Tabela 1). O nivel protéico de ERa foi reduzido em relacdo aos grupos CA e NIP,
apresentando moderada imunoreatividade nas células epiteliais secretoras e estromais (Figuras

20, 4 e Tabela 1). A imunoreatividade para IGFR-1 foi moderada nas células epiteliais e
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estromais quando comparadas ao grupo Senil, representando niveis protéicos de 110,9%
(Figuras 2n, 4 e Tabela 1). A imunolocalizacdo para MMP2 foi fraca nas células epiteliais e
moderada nas células estromais, representando nivel protéico de 98,9% (Figuras 3r, 4 e
Tabela 1). J4 a imunoreatividade para MMP9 foi moderada no compartimento epitelial e
ausente no compartimento estromal (Figuras 3s, 4 e Tabela 1).

As imunoreatividades para DGa, DG3 e Lam a3 foram moderadas tanto no epitélio
quanto no estroma quando relacionadas ao grupo Senil, demonstrando niveis protéicos de

105,6%, 106,8% e 104,9%, respectivamente (Figuras 3p, 3q, 3t, 4 e Tabela 1).

DISCUSSAO

A imunolocalizag¢do dos receptores de hormdnios esterdides e fatores de crescimento
na prostata de homens senis apresentaram representativas alteracdes nas diferentes doengas
estudadas. A imunolocalizagdo para os receptores androgénicos foi predominantemente
intensa no compartimento epitelial de todos os grupos, embora também tenha ocorrido no
estroma desses. Ja para o ER[3, a imunolocalizag@o foi fraca no compartimento epitelial do
grupo CA em relagdo aos demais grupos e ausente no compartimento estromal deste grupo. A
reatividade do ERa foi intensa no compartimento epitelial dos grupos CA e NIP em relagio
aos demais grupos estudados, sendo que a imunomarcagdo desse receptor foi moderada no
compartimento estromal dos grupos CA, NIP e HBP em relagdo ao Senil. Entretanto, a
imunolocalizacdo para IGFR-1 aumentou nos dois compartimentos dos grupos NIP e CA.

O balanco entre os niveis circulantes de andrégenos e estrégenos muda
significativamente com o avangar da idade. Os niveis plasmadticos androgénicos declinam
enquanto os estrogénicos se mantém constantes e/ou aumentam, sugerindo que os estrégenos
também podem ter papel na carcinogénese prostitica®.

Os estréogenos podem regular o crescimento de célula tumoral prostética e até mesmo
as células que se tornam andrégeno-resistentes, conforme resposta a administracdo sist€émica

de estrégenos caracterizada em pacientes com cancer prostitico que apresentaram metéstases
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e doencas independentes de hormdnio®'.

A hiperplasia epitelial prostitica tem sido verificada em animais ERp knockout, porém
tal lesdo ndo foi caracterizada em camundongos knockout para ERa’. Tal evidéncia sugeriu
que o ERP tem papel protetor contra a ocorréncia da proliferacdo anormal das células
epiteliais prostdticas e sua auséncia pode sinalizar um passo crucial na progressdo de céncer.
Por outro lado, a expressdo de ERp foi identificada em lesdes neopldsicas de baixo grau,
porém essa foi ausente nas células com displasia de alto grau. Ainda, sendo ERf
predominantemente localizado nas células basais, esse fato é consistente com a deplecio
dessas células receptor-positivas na maioria das displasias de alto grau5 . Em contraste,
observou-se que o ERP € expresso na metdstase de cancer prostitico, o que indicou esse
receptor como marcador de fenédtipo altamente malignoz. Ja, a auséncia de ERa levou a
hipertrofia da préstata, mas nao levou a metaplasia epitelial escamosa, indicando que esta
resposta especifica é ERa dependente™.

Células tumorais podem tornar-se resistentes ao andrégeno como conseqii€ncia da
mutacdo do AR ou da alteracdo da sinalizagdo androgénica, apds fase inicial responsiva ao
horménio?. Ainda, a auséncia de ERP pode levar ao padrdo estrogeno-sensitivo da célula, no
qual o crescimento das células cancerosas é estimulado pelo estrogeno que € produzido
localmente pela aromatase, agindo via ERa. Assim, estudos indicaram que o aumento na
heterogeneidade do AR ou diminui¢do na positividade em cancer prostdtico pode estar
associado a doenca de grau elevado e progndstico ruim®. J4, a super-expressido de AR pode
estar envolvida no processo que leva a independéncia androgénica dos tumores prostaticos e,
anormalidades na expressdo ERo/B podem modular o crescimento da resposta do cancer a
independéncia hormonal®*.

Os andrégenos estdo envolvidos no desenvolvimento da doenca prostitica, e seus
efeitos nas células sdo mediados por fatores de crescimento. Esses agem através de
mecanismos autdcrinos e pardcrinos, aumentando a proliferacdo celular e reduzindo a
apoptose™. IGF-I e IGFR-I aumentam com a idade na presenca ou na auséncia de hiperplasia,

. . A ce: T
nas dlsplasms € No cancer prostatico .
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Autores demonstraram que andrégenos provavelmente estimulam a transicdo celular
da fase G, para G, tornando-as responsivas ao IGF-1, facilitando a progressdo da fase G, para
S. O IGF-1 estd envolvido na estimulagdo ou ativacdo do receptor androgénico, levando a
producdo do antigeno especifico da prostata (PSA). O PSA leva a clivagem das proteinas
ligantes de IGF (IGFBP), a qual regula a interacio de IGF-1 com IGFR-1, causando o
aumento de IGF-1 livre, induzindo as células cancerosas a resisténcia a apoptose, bem como o
aumento da mitose e da produgio de PSA’,

Ja em relacdo as moléculas que auxiliam na manutencdo da estrutura tecidual, nos
grupos NIP e CA, a imunomarcag@o para as DGs foi fraca em ambos os compartimentos
quando comparada aos grupos Senil e HBP. Enquanto que a imunolocalizacido para as MMPs
foi intensa nos compartimentos epitelial e estromal dos grupos NIP e CA, quando relacionada
aos demais grupos. E a imunomarcagdo para a laminina o-3 foi fraca nos compartimentos
estromais dos grupos NIP e CA, e moderada no grupo HBP, quando comparadas ao grupo
Senil.

A matriz extracelular é o maior substrato para as metaloproteinases (MMPs), sendo
essas de grande importancia na mediacdo da funcgéo celular®®. A sinalizag@o pardcrina entre as
células estromais e células tumorais € crucial para a regulacdo da expressdao das MMPs, as
quais podem contribuir em vérios estdgios da progressao tumoral®’.

As MMPs podem favorecer o crescimento tumoral através de forma direta,
degradando a matriz extracelular, ou indiretamente, sinalizando fatores de crescimento como
o IGF. As MMPs estdo envolvidas na liberagdo do fator de crescimento homdlogo a insulina
(IGF) dos seus ligantes inibitérios de crescimento (IGFBPs), estimulantes do crescimento
tumoral®’.

A expressio das MMPs tem sido caracterizada como baixa ou ndo-detectidvel na
maioria dos tecidos benignos, mas € substancialmente aumentada nas malignescéncias
humanas. Andlises de tumores primdrios e metastiticos t€m mostrado aumento relativo da

~ 4. s, . . . ~ 28
expressao das MMPs nos sitios metastaticos, indicando seu papel na migra¢do tumoral .

A MMP2 tem sido envolvida na ruptura da laminina, levando a motilidade celular 2
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Também, outros autores indicaram que o fragmento clivado da laminina é encontrado em
dreas de remodelagdo tumoral, sugerindo outro mecanismo pelo qual as MMPs podem
promover migragdo e invasdo celular®.

As MMPs induzem a apoptose através de 2 mecanismos: degradacdo da matriz
extracelular e perda dos sinais essenciais de sobrevivéncia; e solubilizagdo de ligantes
especificos indutores de morte celular. A indu¢do da apoptose estimula a selecdo das células
resistentes a apoptose. Portanto, a contribuicio das MMPs em induzir apoptose pode ter como
conseqiiéncia a selecdo de populagcdes de células que sdo prioritariamente tumorogénicaszﬁ.

A perda da distroglicana (DG) é uma caracteristica de todos os tumores epiteliais.
Assim, tem sido sugerido que a DG pode agir como supressor tumoral. Os passos iniciais para
a perda da DG sdo mediados pelas MMPs, clivando o dominio extracelular de ligacdo das
DGs™.

A expressdo anormal da DG nio somente resulta na ruptura da interag@o estrutural
entre a matriz extracelular, a membrana celular e o citoesqueleto intracelular, mas também
leva a mudangas na superficie celular e na perda de adesdo, afetando a sinalizag¢do paricrina.
A expressao reduzida de DGa tem sido observada no cancer prostatico, estando essa também
associada a progressdao do tumor’'. Também, a degradagao da DGP pelas MMPs desintegram
o complexo DG, rompendo a interagdo entre células epiteliais e matriz extracelular via
complexo DG™.

Autores demonstraram que a DG é necessdria para a ligagdo entre células e a
laminina, sendo que a auséncia de sinalizacdo da DG promove o crescimento e o aumento da
angiogénese3 3

Assim, a partir dos presentes resultados pode-se concluir que a diminui¢do dos niveis
protéicos do complexo DG e o aumento dos niveis das MMPs estdo associados com a
gravidade da lesdo prostitica e tem importante papel na manutencdo do fendtipo maligno,
tendo sido evidenciado de forma potencializada de acordo com o comprometimento da lesdo.

Ainda, pode-se sugerir que a localizacdo diferencial dos receptores esterdides entre os

compartimentos epitelial e estromal na prostata de homens senis frente as lesdes prostaticas
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indicou diferentes sinalizagdes paracrinas.

A ocorréncia de IGFR-1 sinalizou o grau de comprometimento glandular e a perda da
imunolocalizacdo da laminina sem ddvida propiciou a progressao das lesdes. J4 a via de acdo
estrogénica ER[3 é fator ainda contravertido e necessita de novas avaliagdes, mas pode indicar
que a supra-regulacdo desse receptor por andrégenos depende fortemente da condi¢do do
microambiente glandular.

O IGFR-1 e sua interagdo com MMP2 e 9 apontaram a relevancia dessas moléculas
nas investigacdes e tratamentos das doencgas prostaticas.

Assim, os presentes resultados mostraram a importincia da sinaliza¢do dinamica de
atuacdo dos receptores androgé€nicos e estrogénicos nas diferentes lesdes prostaticas, bem

como das vias estrogénicas nos mecanismos de ativagcdo dessas alteracdes.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1: Fotomicrografias das zonas periféricas dos grupos Senil (a), NIP (b), CA (c) e HBP
(d). (a) Células colunares secretoras e basais; inset: intensa imunomarcacdo para 34BE12
(seta) no compartimento epitelial basal. (b) Neoplasia Intraepitelial Prostatica (NIP) de alto
grau. (c) Acinos neopldsicos (asteriscos) pontiagudos e dispostos em cunha, com niicleos
volumosos e nucléolos proeminentes; inset: auséncia de imunomarcacdo para 34BE12 nos
acinos neoplasicos (asteriscos). (d) Epitélio simples com células colunares secretoras, células
basais; estroma hipercelular com abundantes fibras coldgenas e células musculares lisas

(Smc). a — d: Ep - epitélio secretor, L. — limen e St — estroma.

Figuras 2a — 2d: Grupo Senil. (a) Intensa imunoreatividade para AR (setas) nas células
epiteliais secretoras e estromais. (b) Fraca imunoreatividade de IGFR-1 (setas) no epitélio
secretor ¢ moderada no estroma prostatico. (c) Fraca imunoreatividade para ERa (seta) no
epitélio secretor e no estroma. (d) Intensa imunoreatividade para ERP (setas) no epitélio

secretor e fraca no estroma prostatico. a — d: Ep — epitélio secretor, L — limen e St — estroma.

Figuras 2e — 2h: Grupo NIP. (e) Moderada imunoreatividade de AR (setas) no niicleo das
células epiteliais secretoras e estromais. (f) Intensa imunoreatividade de IGFR-1 (setas) no
epitélio secretor e estroma prostitico. (g) Intensa imunoreatividade para ERa (setas) no
epitélio secretor e moderada no estroma prostatico. (h) Moderada imunoreatividade para ER3
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(setas) no epitélio secretor e fraca no estroma prostatico. e — h: Ep — epitélio secretor, L —

ldmen e St — estroma.

Figuras 2i — 2l: Grupo CA. (i) Intensa imunoreatividade para AR (setas) nos &acinos
neopldsicos e moderada nas células estromais. (j) Intensa imunoreatividade de IGFR-1 (setas)
nos 4cinos neopldsicos e estroma prostatico. (k) Intensa imunoreatividade para ERa (setas)
nos acinos neopldsicos e moderada no estroma prostatico. (I) Fraca imunoreatividade para
ERp (setas) nos acinos neopldsicos e ausente no estroma prostatico. i — l: asteriscos — acinos

neopldsicos e St — estroma.

Figuras 2m - 2p: Grupo HBP. (m) Intensa imunoreatividade de AR (setas) nas células
epiteliais secretoras e moderada nas células estromais. (n) Moderada imunoreatividade de
IGFR-1 (setas) no epitélio secretor e estroma prostético. (0) Moderada imunoreatividade para
ERa (setas) no epitélio secretor e estroma prostético. (p) Moderada imunoreatividade para
ERp (setas) no epitélio secretor e fraca no estroma prostatico. m — p: Ep — epitélio secretor, LL

— limen e St — estroma.

Figuras 3a — 3e: Grupo Senil. (a) Intensa imunoreatividade para DGa (setas) nas células
epiteliais secretoras e estroma prostatico. (b) Intensa imunoreatividade para DGf (setas) na
interface epitélio- estroma. (c) Fraca imunoreatividade para MMP?2 (setas) no epitélio secretor
e estroma prostatico. (d) Fraca imunoreatividade para MMP9 (seta) no epitélio secretor. (e)
Intensa imunoreatividade da Lam o3 (setas) no estroma periacinar. a — e: Ep — epitélio

secretor, L — ldmen e St — estroma.

Figuras 3f — 3j: Grupo NIP. (f) Fraca imunoreatividade para DGo (setas) nas células
epiteliais secretoras e estroma prostatico. (g) Fraca imunoreatividade para DGf (setas) na
interface epitélio-estroma. (h) Intensa imunoreatividade para MMP2 (setas) no epitélio

secretor e estroma prostitico. (i) Intensa imunoreatividade para MMP9 (seta) no epitélio
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secretor. (j) Fraca imunoreatividade da Lam 43 (setas) no estroma periacinar. f — j: Ep —

epitélio secretor, L. — limen e St — estroma.

Figuras 3k - 3o0: Grupo CP. (k) Fraca imunoreatividade para DGa (setas) no estroma
prostatico. (1) Fraca imunoreatividade para DG (setas) na interface dos dcinos neopldsicos
(asteriscos). (m) Intensa imunoreatividade para MMP2 (setas) nos dcinos neoplasicos
(asteriscos) e estroma prostético. (n) Intensa imunoreatividade para MMP9 (seta) nos 4cinos
neopldasicos (asteriscos). (0) Fraca imunoreatividade da Lam a3 (setas) no estroma periacinar;

dcinos neopldsicos. k — 0: St — estroma.

Figuras 3p - 3t: Grupo HBP. (p) Moderada imunoreatividade para DGa (setas) nas células
epiteliais secretoras e estroma prostatico. (q) Moderada imunoreatividade para DGJ (setas) na
interface epitélio estroma. (r) Fraca imunoreatividade para MMP2 (setas) no epitélio secretor
e moderada no estroma prostitico. (s) Moderada imunoreatividade para MMP9 (seta) no
epitélio secretor. (t) Moderada imunoreatividade da Lam a3 (setas) no estroma periacinar. p —

t: Ep — epitélio secretor, L — limen e St — estroma.
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Tabela 1: Intensidade de imunoreatividade dos receptores AR, ERa, ERp, IGF-1, DGa, DG83, MMP2,

MMP9 e Lam a3.
Grupos
Senil NIP CA HBP
Antigenos Epitélio Estroma Epitélio Estroma Epitélio Estroma Epitélio Estroma

AR +++ ++ ++ + +++ ++ +++ ++

ERa + + +++ ++ +++ ++ ++ ++

ERp +++ + ++ + + - ++ +
IGFR-1 + ++ +++ +++ +++ +++ ++ ++

DGa +++ ++ + + + + ++ ++

DGp +H - + - + - ++ -
MMP2 + + +++ +++ +++ +++ + ++
MMP9 + - +++ + +++ + ++ -
Lam a3 - +++ - + - + - ++

Intensa (+++), Moderada (++), Fraca (+)
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CONCLUSOES

* As lesdes prostiticas na senescéncia levaram a um desequilibrio na taxa de proliferacdo/
apoptose indicando predominancia do processo proliferativo;

* Na senescéncia observou-se desequilibrio na interagcdo epitélio-estroma prostitica com
conseqiientes alteragdes estruturais, que sdo elementos decisivos para o desenvolvimento e
progressao da carcinogénese;

* As lesdes prostaticas morfoldgicas caracterizadas foram gradativas e progressivas a partir
da hiperplasia, neoplasia intraepitelial e do adenocarcinoma prostético;

¢ As alteragdes estruturais verificadas nos grupos senil, neoplasia intraepitelial prostatica,
hiperplasia e cincer comprometeram efetivamente os elementos celulares envolvidos no
processo secretor do 6rgao;

¢ A diminuicdo na expressdo do complexo DG e o aumento da expressdo das MMPs estdo
associados com a ocorréncia de céincer prostitico e sinalizaram importante papel no
processo e manutengdo do fendtipo maligno;

* Os presentes achados caracterizaram o desequilibrio nas reatividades dos receptores
ester6ides nas diferentes lesdes prostiticas CP, NIP e HBP de homens senis que
certamente indicou diferentes sinaliza¢Oes pardcrinas para a dindmica prostitica;

* A reatividade aumentada das MMPs e a oposicdo a diminui¢do das reatividades das DGs
O e [3 nas doencgas prostaticas indicaram a potencializacdo das agdes e/ou auséncia de agio
dessas moléculas nas diferentes lesdes culminando no aumento da desestruturacdo
glandular;

¢ A diminui¢fo da reatividade das DGs indicou o papel crucial dessas duas moléculas nas
diferentes doengas estudadas com relagdo a desorganizacdo glandular. O IGFR-I também
pode indicar o grau de comprometimento glandular e a perda da imunolocalizagdo da
laminina sem dudvida indicou o potencial da progressdo das doencgas. J4 a via de acdo
estrogénica ER[3 é fator ainda contravertido e necessita de novas avaliagdes, mas sugere-
se que a supra-regulacdo desse receptor por andrégenos estaria fortemente relacionada a
condi¢do do microambiente glandular;
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Os presentes resultados indicaram a importincia da dindmica de reatividade diferencial
nos compartimentos prostédticos de atuacio dos receptores androgé€nicos e estrogénicos nas
diferentes lesdes prostiticas e apontaram a importdncia das vias estrog€nicas nos

mecanismos de ativagdo dessas alteracoes.
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