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Hesumo

A prostata (PV) e a vesicula seminal (VS) sfio gléndulas andrégeno-dependentes que
sofrem atrofia e recuperago apds privagfio e reposiciic androgénica, respectivamente. Fm
ambos eventos sfc observadas alteracfes tanto no compartimento epitelial guante no
estromal. Os aspectos relacionados as alteragBes epitelias provocadas pela reposiciio
hormonal na prostata de matos castvados estio bem descritos na literatura. Entretanto as
alteragBes estromais e a atividade de metaloproteinases de matriz (MMPs) ndo estio
descritas, t80 pouco um estudo comparativo da resposta proliferativa enire a PV ¢ 2 VS.
Desta forma, este trabalho teve por objetivos: a) comparar a resposta da PV e da VS de
ratos castrados subroetidos a0 processo de recuperaciio glandular por reposiciio hormonal;
b} caracterizar o processo de reorganizacfio estromal da prostata ventral de ratos castrados
submetidos & reposic@io hormonal; ¢) avaliar a atividade das MMPs-2 ¢ 9 durante a
castracio € reposigc hormonal. Para tanto, ratos Wistar adultos machos (3 meses de idade)
foram divididos em 3 grupos experimentais: controle, castrado (remogiio dos testiculos), e
castrado tratado com testosterona. Os animais do grupo castrado foram sacrificados apés 3,
5, 7, 21, 24, 26, 28, e 31 dias apds a castracfio, enguanto os do grupo castrado tratado
receberam, apos 21 dias de castragfo, doses didrias de propionato de testosterona
(4mg/kg/dia) e foram sacrificados apds 3, 5, 7 ¢ 10 dias de reposigdo. Finalmente, os
animais do grupo controle foram sacrificados ao 3°., 7°, 21° e 31° dias ap6s o inicio do
experimento. Os animais foram pesados e morios. As prostatas ventrais (PV) e as vesiculas
seminais (VS) foram pesadas e processadas para andlises histoguimicas,
imunchistoquimicas, morfométricas, estereoldgicas, ultra-estruturais e analises bioquimicas
por zimografia. Os resultados foram avaliados estatisticamente. Com a castrago tanto a PV
quanio a VS sofreram o caracteristico processo de involugfio, com perda de peso, reducfio
de 4rea epitelial e Juminal, e aumento da 4rea estromal. Esses eventos foram revertidos
progressivamente com a reposiciio hormonal. Entretanto, ao final do tratamento, a VS
respondeu mais intensamente 4 reposi¢io com testosterona do que a PV, superando
significativamente o peso das glandulas dos grupos controle, enguanto o peso da PV nio
atingiu o peso das glindulas dos grupos controle. Esta diferenca entre as duas glandulas
1



também foi observada no indice de proliferagio (IP) celular obtido pela marcacdo
imunchistoguimica para PCNA. As células epitelias da VS apresentaram um [P
aproximadamente trés vezes superior as da VP. Embora a castraciio promova wn aparente
aumento da drea estromal, nossos resultados de peso absoluto do estroma revelaram gue
ocorre na verdade uma diminuic@io no conieddo estromal, com uma possivel degradacio da
matriz extracelular. Erobora, as fibras coldgenas, reticulares e elésticas, condensadas
durante a castracfio, fenham sido progressivamente distendidas e dispersadas ao redor dos
ductos durante a reposig8o hormonal, ocorreu um aumenio progressive no volume absoluto
do estroma, sugerindo 2 sintese destes componentes durante o tratamento. Este resultado
confirma as observagfes ultra-estruturais de fibroblastos e células musculares lisas com
citoplasmas repletos de organelas envolvidas na sintese protéica (Cisterpas dilatadas de
reticulo endoplasmatico rugoso e Complexo de Golgi). Na degradacsio dos componentes da
matriz extracelular do estroma durante a castragdo certamente ocorre com a participagio
das metaloproteinases de mairiz (MMPs)} Z ¢ 9, as quais exibiram aumento de atividade
gelatinolitica de suas forma latentes e principalmente de suas formas ativas. A MMP-S
apresentou maior atividade durante a fase final da involugfio glandular, enquanto a MMP-2
apresentou aumento de atividade tanto na involucdo, guanto na recuperacio glandular.
Esses resultados demonstram que horménios androgénicos modulam a fisiologia da
prostata, influenciando o contelido e a organizacfio da matriz extracelular do estroma

através das células musculares lisas e, principalmente, dos fibroblastos.



Abstract

The ventral prostate (VP) and the seminal vesicle (8V) are both androgen dependents, in
which undergoe atrophy and regrowth processes after androgen deprivation and reposition.
In both events, it was observed alierations in the epithelium as well as in the stromal
compartiments. The aspecis related to the prostate epithelium induced by testosterone
replacement in castrated rats are very well discribed, however the estromal modifications
and matrix metalloproteinases (MMPs) activity are not, even not a comparative study of
proliferative responsiveness between VP and SV 1o testosterone replacement. In this sense,
the aim of this work was: a) to compare the responsiveness to androgen reposition of the
VP and 8V involuted; b) io describe the process of stromal reorganization of castrated
veniral prostate submited fo testosterone replacemnt; ¢} to analyse the gelatinolitic activity
of MMP-2 and MIMP-% in the ventral prostate during castration and androngen reposition;
For this, male adult Wistar rats (3 months-old) were divided into 3 experimental groups:
control, castrated (testis excision}, and castrated plus testosterone replacement. The animals
from castrated group were sacrificed at 3, 5, 7, 21, 24, 26, 28 and 31 days after castration,
while those from testosterone replacement, after 21 days of castration, started to receive
daily doses of testosterone propionate {4mg/kg/day) and were sacrificed at 3, 5, 7 and 10
days after testosierone replacement. Finally, the animals from contrel group were sacrificed
at 3, 7, 21 and 31 days after beginning the experiment. The animals were killed and
weighted. The VPs and SVs were weighted and processed for histochemistry,
immunohistochemistry, morphometric-siereological, ultra-structural and zymography
analvses. The results were analysed statistically. Castration induced the characteristic
process of involution. This process was progressively reverted by the testosterone
replacement. However, at the end of the treatment, the more responsiveness of SV was
demonstrated. The SV from TESTO group overcome the control value, while the VP did
not reach the control value. This difference between two glands was also observed in the
proliferation index (PI) obtained by the immunoreaction for PCNA. The epithelial cells
from involuted SV presented a PI value about 3 times higher than that from VP. In despite

castration promote an increase in the stromal area, our resulis from stromal absolute volume
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showed a reduction in the estromal compartimeni, with a probably degradation of
extracellular matrix. Moreover, the condensed colagen, reticular and elastic fibers have
been distended and dispersed during testosterone replacement. In fact occured a progressive
increase in the stromal absolute volume, suggesting synthesis of this components. These
results confirm the ultrastructural observations of fibroblasts and smooth muscle cell with
enlarged rough endoplamatic reticulum cisterns and Golgl complex evident. In the
degradation of extracellular matrix components from stroma during castration, ceriainly the
participation of MMPs is present. MMP-2 and -9 exhibited increased gelatinolytic activity
of latent and mainly of active forms. The MMP-9 presented higher activity during the late
phase of glandular involution, while the MMP-2 presenied increased activity in both
castration and testosterone replacement processes. These results shown that androgen
modulate the prostate physiology and influence the composition and organization of

stromal extracellular matrix through smooth muscle cells and mainly fibroblasts.



1. Iptroducio

Céﬂ& o aumento da expectativa de vida mundial, vem crescendo a incidéncia de
doengas diagnosticadas com o envelhecimento. Entre os homens, as mais freglientes sfio a
Hiperplasia Prostitica Benigna (HPB} e o Céncer de Préstata (CP), que afetam 1/6 dos
homens com idade avangada (Schulman, 2002; Thompson et al. 2003}, Por esta razdo, a
prostata tem despertado grande interesse médio-cientifico.

A prostate e a vesicula seminal — estrutura, origem embriondria e acdo de androgenos

A préstata humana € um Orglo compacto, pesando entre 30 ¢ 50g, situada logo
abaixe da bexiga ¢ envolve totalmente a uretra. Internamente, pode ser dividida em trés
conjuntos de giindulas tdbulo-alveolares denominadas: 1) gliéndulas da zona central ou
periuretrais ou da mucosa; 2) glindulas da zona periférica ou gléndulas principais; 3)
glédndulas da zona de transicfio ou da submucosa (McNeal, 1981}

Nos roedores, a prostata nfio ¢ compacta, sendo constituida por um conjunto de
ductos/tibulos ramificados com lmen dilatado, dividida em trés pares de idbulos: 1)
16bulos ventrais; 2} 16bulos dorsolaterais; 3) I6bulos anteriores (gléndula de coagulacfio)
que estfio associadaos as vesiculas seminais (Jesik et al. 1982; Roy-Burman et al. 2004}. A
prostata ventral de ratos € composta por um conjunto de estruturas tibulo-alveolares, nas
guais as células epiteliais encontram-se envolvidas por um estroma (Admuller, 1979). Além
das células musculares lisas e fibroblastos, outros tipos celulares também sfo encontrados
no estroma, como mastécitos, células endoteliais e pericitos, juntamente com terminagdes
nervosas € ginglios sensitivos. Cada lobo prostitico consiste de oito conjuntos de ductos
gue se originam a partir da uretra como uma simples estrutura tubular e dos quais emergem
ramos e sub-ramos. Esse conjunto de ductos € dividido em trés regifes morfologica e
funcionalmente distintas, denominadas de distal, intermediaria e proximal, em relagfic 2
uretra {(Lee, 1990; Shabsigh et al.. 1999). Na regifio distal, sfo encontradas células epitelials
colunares altas com nicleo apical, indicando atividade proliferativa, enquanto as células

musculares lisas apresentam-se como uma camada esparsa e descontinua, associada a uma
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abundante camada de tecido fibroso (Nemeth & Lee, 1996). Na regifio miermedidria, as
células epiteliais também sfo colunares alias, porém quiescentes, apresentando
caracteristicas de cé€lulas secretoras. Nesta regifo, a camada de células musculares lisas €
fina e continpa Na regifio proximal, as células epitehiais s80 cubicas ¢ baixas, muitas das
guais sofrem apoptose. Tanto na regifio intermedidria como na proximal, ¢ tecido fibroso
esta presenie no espaco entre os ductos e, ocasionalmente, intercalando a camada de células
musculares lisas. O epitélio prostético € constituido por trés tipos celulares, divididos em
dois compartimentos distintos. O compartimento basal ¢ formado por células basais e
neuroendocrinas, enquanto no compartimento luminal encontram-se as células secretoras.
Estas gltimas apresentam altos niveis de AR e PSA. Sfo células altamente diferenciadas
que apresentam pouca atividade proliferativa ¢ necessitam de continuo suprimento
androgénico para manutencdo de sua fisiologia. Em contraste, as células basais séo
andrégeno- independentes, pois ndo sofrem apoptose seguida a privag8o androgénica. Além
disso, exibem alta atividade proliferativa apds exposic8o a andrégenos sintéticos (Prins et
al. 1991). Tem sido proposto que as células basais incluem uma subpopulagio de “stem
cell” pluripotentes, capazes de se diferenciar nos diferentes tipos celulares do epitélio
prostatico.

O desenvolvimento prostdtico e sua fungdo secretora s3o determinados e regulados
por andrégenos, 0s quais participam da diferenciacio ¢ manutencfo do estado ativo da
glandula (Cunha et al., 1985; Donjacour & Cunha, 1993). Durante a embriogénese, sob
acio de androgenos, células epiteliais da uretra em formaco invaginam para o interior do
mesénquima do sinc urogenital. Este mesénquima induz a proliferagiio epitelial, com
formaciio de ductos e suas ramificacbes, expressfio de receptores de andrégenos € secregiio
de proteinas especificas da préstata (Cunha et al. 1987; Hayward et al. 1997; Marker et al.
2003).

Hayward et al. (1992) demostraram que as células estromais s8o essenciais para a
diferenciacio ¢ organizacio arquitetural do epitélio prostatico, pois na auséncia de células
estromais, mesmo com altos niveis de androgenos locais, tanto a fung8o secretora quanto a

organizacdo epitelal caracteristica na préstata, ndo séo atingidas.



Nemeth & Lee (1996) e Sugimura et al. (1986} sugeriram que o estroma seja o
primeiro alve da agfio dos andrégenos, sendo a resposta epitelial mediada por fatores
estromais. Além disso, tanfo o seio urogenital quanio os brotos prostaticos, nfo apresentam
receptores androgénicos em niveis detectdveis, enguanto o mesénguima do seio urogenital e
o estroma da prostats em formacio apresentam grandes guantidades desses receptores.
Essas evidéncias sugerem que a acfio dos andrégenos na morfogénese epitelial prostitica
deva ser indireta, atuando via estroma, uma vez que parte significativa do crescimento
epitelial (que € dependente do estimulo androgénico) ocorre na fase em que as células
epiteliais nfo apresentam receptores para androgenos (Donjacour & Cunha, 1988).

Assim, a interacfo pardcrine entre o epitélio e o estroma, gue ¢ mediada por
andrGgenos e outros fatores, tais comoe EGF, FGF, TGF-B, IGF, desempenha um papel
fundamental na regulacio da fisiologia prostatica (Lee, 1996; Farnsworth, 1999; Marker et
al. 2003).

No homem, a testosterona (T) € ¢ mais abundante androgeno circulante, sendo
produzido principalmente pelas células de Leydig no testiculo {95%). A zona reticular da
gidndula adrenal contribui com 5% da producBo de andrégenos, sintetizando a
androstenediona e diidroepiandrosterona, os quais sfo menos potentes que os andrégenos
testiculares (Aumniller & Seitz, 1990).

Na prostata, a T € convertida em diidrotesterona (DHT), que € ¢ pringcipal
androgeno responsavel pelo desenvolvimento prostatico (Torres et al. 2003). A DHT ¢é
sintetizada a partir da reducfio enzimdtica da testosterona pela acio da enzima Sa-redutase.
Estudos imunochistoquimicos e de hibridizac8o in situ identificaram duas isoformas desta
enzima {tipos I € I}, sendo a Su-redutase tipo I encontrada preferenciaimente na pele e no
figado, enquanto a do tipo II, predomina nos tecidos andrégeno-dependentes. Na préstata,
as células estromais e epiteliais basais expressam atividade da So-redutase tipo II, mas nfc
as células epiteliais secretoras (Steers, 2001).

A DHT tem 10 vezes mais afinidade ao receptor de andrégeno (AR) que a
‘testosterona (Deslypere et al. 1992). Essa maior afinidade ¢ responsdvel pelo aumenio da
estabilidade na hgacfo entre AR e receplor de AR, proporcionando aumento na transcrigio
génica. Embora cada um desses andrégenos se ligue ao mesmo receptor, cada um exerce
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efeitos biologicos distintos. No desenvolvimento prostatico, por exemplo, quando a
conversdo da T em DHT ¢ blogueada, a testosterona ¢ capaz de induzir a diferenciacio do
seio urogenital em tecido prostitico, mas o desenvolvimento e crescimento glandular sfo
grandemente reduzidos (Marker et al. 2003). Além disso, a deficiéncia pa atividade da 5¢-
redutase estd relacionada a casos de pseudohermafroditiso masculino (Jmperato-
McGinley, 1991).

A vesicula serninal fem origem a partir do ducto de Wolffian junto com o epididimo
e o ducto deferente. Esta distinta origem se refleie também na regulagfic hormonal. A
testosterona somente € responsével pela virilizacio do ducto de Wollfian e consegiiente
formag#io da vesicula seminal (George, 1997; Marker et al. 2003). A inibic3c da formacfo
de DHT nos estdgios iniciais da embriogénese nfio impede a formacio das estruturas
derivadas do ducto de Wollfian (Imperato-McGinley et al. 1974; Imperato-McGinley,
19013

A vesicula seminal € uma gldndula menos complexa estruturalmente que a prostata.
Ela é constituida de um tnico ducto muito dilatado sem ramificacSes. O ducto ¢ revestido
por um epitélio muito pregueado com células epiteliais secretoras e células basais. Outra
caracteristica importante da vesicular seminal € a espessa camada de células musculares
lisas ao redor do ducto. Entre a camada muscular ¢ o epitélio, existe uma lamina prépria de

tecido conjuntivo frouxo bem evidente (Hayward et al. 1996a; 1996b).

A prostata e a vesicula seminal como modelos de estudo de regulaciio hormonal

A prostata € a vesicula seminal permanecem rudimentares até a puberdade, quando
ocorre consideravel awmento da producfio de androgenos pelos tresticulos e crescimento
glandular (Nazian, 1986). No individuo adulto, a privacio androgénica (por orquiectomia,
tratamento com antiandrogenos ou pela unifio desses eventos) causa atrofia das glandulas.

Neste processo de atrofia/involucdio sfo observadas mudancas répidas e drasticas na
prostata e na vesicula. A notdvel reduciio do tamanho e peso do drgéo € decorrente de uma
série de eventos, inicialmente marcada por uma diminui¢io do fluxo sangiiineo prostatico,

parada na sintese protéica, seguida pela diminuic8o na altura e no mimero das células
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epiteliais por processos de apoptose, resultando em I6bulos reduzidos com células epiteliais
haixas e sumento relativo do estroma glandular (Brandes, 1966; Kyprianou & Isaacs, 1988;
Carvalho et al. 1997a; Shabsigh et al. 1998; Vilamaior et al. 2000). A involucfio da prostata
seguida & privagio androgénica tem sido extensivamente usada em modelos de roedores
para o estudo da fisiclogia prostatica (Powell et al. 1996},

A involugBo da prostatica, seguida 4 castracfio, pode ser dividida em irés fases
distintas. Na primeira fase, representada pelos dois primeiros dias apds a privacho
androgénica, n#o se oberva alteragic no peso Umido, conteddo de DNA ou RNA. Na
segunda fase, enire o 3% e 7° dias, ocorre répida involug8o tecidual, com declineo de peso
glandular, contetido de DNA, RNA. Neste periode, ocorre o pico de apoptose das células
epiteliais, principalmente das células secretoras da regifio distal dos ductos. A fase final da
regressdo glandular, atingida por volta do 21° dias apés a castragfio, € caracterizada pela
estabilizacio tecidual. Apés esse perfodo, perda de peso, além de conteudo de DNA e
proteinas ndo sfo evidentes (Lee, 1996).

A involugdo prostitica provocada pela privagfo androgénica pode ser revertida pela
administracdo exdgena de androgenos, com a total recuperaciic do peso e estrutura
histologica (Sandford et al. 1983). Este ciclo de involugfo-recuperacio glandular pode ser
repetido por mais de 30 vezes (Tsujimura et al. 2002). Uma subpopulagio de células basais
androgeno-independentes (stem cells), localizadas principalmente na regifio proximal da
prostata, t8m papel relevante nesse processo de recuperago glandular.

Tsujimura et al. (2002) demonstraram que apés a exposiclo a andrdgenos, as células
basais iniciam uma fase de proliferagfioc ¢ migracfio ao longo dos ductos prostaticos em
dire¢do a regifio distal, com formacBio dos brotos epiteliais e suas ramificacSes, que
invadem o estroma. Durante ¢ processe de migracfio, as células basais formam grupos
(clusters) ao londo dos ductos. Concomitantemente com o0s processos de profilferagio e
migragio ocorrem a diferenciaghio das células basais em células secretoras lumiais, que
iniciam a sintese da secregdo prostitica.

Maffini et al. (2002) observaram que o pico de proliferago celular ocorre por volia
do 3° dia de reposiciio hormonal, quando ocorre expressiva diminuicfo no indice mitdtico.

Tsse fato parece estar relacionado 4 alta expressio da proteina nuclear AS3, conhecida por
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mediar a parada (arrest) da proliferagio celular induzida por andrdgeno, conforme estudos
imunchistoguimicos de incorporacfo de BrdU e expressSo de AS3. Esse mecanismo de
controle parece contribuir para a manutencio do vohune da préstata, mesmo em animais
adultos, onde os niveis de androgenos sdo constantemente altos.

O pmcésse de involuclo da prostata venfral e da vesicula seminal ¢ muto
semelhante. Entretanto, diferencas na sensibilidade de resposta a reposi¢io hormonal entre
as gléndulas j4 foram sugeridas (Sufrin & Coffey, 1974; Chung & Raymond, 1975;
Huttunen et al. 1982; Nishino et al. 2004). Coniudo, estes resultados foram obtidos
utilizando-se préstatas com 7 dias de involucdo, ou seja nfo completamente involuidas
(Sufrin & Coffey, 1974). Outros estudos utilizaram amimais neonatos ou na puberdade,
momentos em que as glindulas ainda estfo em crescimento (Chung & Ravmond, 1975;
Wishino et al. 2004}, E, ainda, outro estudo, utilizando préstaias completaments involuidas,
nfio avaliou a vesicula seminal e nfio investigou a resposta proliferativa (Huttunen et al.
1982). Estas diferencas experimentais ¢ de abordagens encontradas na literatura, ndo

permitem uma comparago objetiva da resposta hormonal entre as duas gléndulas.
A prostata veniral como modelo de estudo da mairiz extracelular

Entre as células epiteliais € 0 estroma encontra-se a membrana basal. Esta estrutura
¢é exiremamenie imporianie no conirole das atividades celulares e, principalmente, na
manutencio da fisiologia das células epiteliais (Hayward et al. 1997). Composta
principalmente de coldgeno tipo IV ¢ laminina, a membrana basal € essencial para a
manutengio do fendtipo diferenciado e secretor das células epiteliais glandulares (Labat-
Robert et al. 1990, Ferguson et al. 1992). Os principais componentes das membranas basais
foram detectados na prostata humana normal (Knox et al. 1994) e nas membranas basais
dos carcinomas com diferentes graus de diferenciagfo tumoral, com excegio do colageno
do tipo V11, que esta ausente dos ductos neopldsicos.

Carvalho e Line (1996) descreveram as modificacdes associadas 4 membrana basal
das células epiteliais e das células musculares lisas ocorridas apds a privacdo de

androgenos, demonstrando que eventos apoptdticos ocorrem apods a perda de adesdo da
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célula & membrana basal € gue existe um retardo na absorcic das membranas basais
residuais, as quais se torpam extremamente onduladas contendo moléculas intactas de
lamining, mesmo apds 21 dias de castracio.

Por ouftro lado, Hic et al. (2000} observaram que a la

mining estd presente
uniformemente na mermbrana basal ao longo do sistema de ductos prostaticos, enquanio ¢
coldgeno tipo IV € encontrado na membrana basal da regifio distal e intermedisria, mas esta
praticamente ausente na regifio proximal. Eles também demonstraram que o processo de
involug8o prostética inicia-se com a perda ou reducfio do coldgenoc tipo IV, nas diferentes
regides dos ductos, durante os primeiros periodos de castragfio, enquanto a laminina
permanece intacta. Apés o perfodo de pico de apoptose (3° ¢ 4° dia apss a castragfio), o
coldgeno tipo IV volia a ser encontrado na membrana basal dos ductos. Isto sugere uma
direta associacio entre o aumento da apoptose e a perda de colageno tipo IV.

A matriz extracelular do estroma, além de apresentar os componentes de membrana
basal das células musculares lisas, ¢ formada também por fibras de coldgeno tipo { e tipo
1[I, as quais soffem um exienso rearranjo na prostata em regressfo. Esie rearranjo €
caracterizado por um aspecto pregueado das fibras ao redor dos ductos ¢ esta intimamente
associado as funcdes assumidas pelas células musculares lisas apds a castragfo (Vilamaior
et al. 2000).

Microfibrilas de coldgeno tipe VI e fibras do sistema eléstico também sfo
encontrados no estroma prostdtico ¢ apreseniam modificagdes durante a involucho
prostatica. Estes componentes parecem estar envolvidos no controle de alguns aspectos do
comportamento celular e desempenham um papel estrutural, mantendo a integridade do
orgio (Carvalho et al. 1996; 1997a). ModificagBes nas fibras do sistema elastico e nas
fibras reticulares também foram descritas na préstata humeana em condi¢Ses normais € em
condiches patoldgicas (Taboga & Vidal, 2003; Vilamaior et al. 2003).

Vilamaior et al. (2000) demonsiraram progressivo actmulo de fibras colagenas ¢
células musculares lisas ao redor do epitélio glandular apos a privagio androgénica. Essas
alteracBes se tornaram mais evidentes entre o 14° e 21° dias apds a castragio. Concumitante
com a involucdo prostatica, as células musculares lisas passaram a apresentar contorno

irregular, intimamente associado as fibras coldgenas. Essas células sofreram alieragGes
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fenotipicas, passando de um estado contrdtil para o de uma célula secretora, envolvida na
sintese e secrecfo de componenies da matriz extracelular, auxiliando no remodelamento

dos componentes fbrilares do estroma.

A prostate ventral como modelo de estude da atividade de MMPs

Tanto o processo de involugBo, quanto a recuperagio glandular, envolvem intensa
reorganizacdo da matriz extracelular da préstata, com degradacfic e sinlese dos
componentes estromais, além de alteragBo na organizaciio estrutural da membrana basal
epitelial e das células musculares lisas. Da mesma forma, um dos eventos criticos da
invasio tumoral ¢ metdstase ¢ a degradacfo da maftriz extracelular, principalmente da
membrana basal, que funciona como barreira. Em ambos 0s processos, a degradagfio da
matriz extracelular € feita por uma varedade de proteases, principalmente pelas
metaloproteinases de matriz (MMPs) (Matrisian, 1990; Stamenkovic, 2000; Seiki, 2003).

As MMPs sfo endopeptidases dependentes de metais, principalmente zinco e célcio,
capazes de degradar o5 componentes da matriz extracelular, tais como o colégeno, ¢lastina,
laminina, fibronectina e proteoglicancs. Estas enzimas estdo envolvidas em processos
fisiolégicos normais, tais como na embriogénese, na ovulacio, na involugiio do Gtero e da
mama, na erupglo dental e na remodelagio e renovacio dos componentes da matriz
extracelular (Fleikinheimo & Salo, 1995; Bagavandoss, 1998; Tanney et al. 1998; Ishizuya-
Oka et al. 2000; Quaranta, 2000).

De acordo com o substrato que degradam, as MMPs sfio divididas em 5 grupos
principais: 1) as colagenases intersticiais; 2) as gelatinases; 3) as estromelisinas; 4) as
metaloproteinases de membrana ¢ 5) MMPs qgue nfo se enquadram em nenhum dos grupos

anteriores (tabela 1).
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Tabelg 1. Principois metaloprofeinases de maiviz e suas caracteristicas

Grupo de MIMPs  Namero MNome comum Peso molecular relative  Peso molecular relative
da MMP ds pro-enzima/ da enzime stiva
MIP.1 colagenase 1 ou colagenase 57%Da 42/46 kDm
de fibroblaste
MME-B colagenase 2 oun colagenase 85 kDa 67 ks
de newrdfilo
{olagenases
imiersticiais MBP-13  colagenase 3 ou colagenase &3 ks 48%kDn
de ostecblasto
Gelatinases WEP-2 gelatinase A T2kDa 66kDs
MMP-Y gelatinase B S2ka T8 kDa
WMMP-3 estromelising 1 57kDa 48 kDa
Estromelisinas MBP-10 estromelising 2 57 ¥Da 47 02
MMP-11 extromelising 3 - -
WMP-14 MTI-MMP 63 kDa 63 kDa
MMP-15 MT2-MMP 72 kDa 55448 %Da
Metaloproteinases MMP-16 MT3-MhP 65 kDa 63 kDa
de membrana MMP-17 MT4-MMP - -
MMP-24 MT5-MMP - -
MMP-23 MT6-MMP ou leucolisina 65 kbDa -
MMP-7 matrilisina 28 kixa 19kDa
MMP-12 glastase de macrdfago 48 kDa 22 kDa
MMP-18 colagenase 4 - -
Outras MMP-19 - - -
metaloproteinases  y oo 2o esmaltelisina 54 kDa 25 kDa
MMP-21 - 76 kKDa 66 klDa
MMP-22 - 58 kDa 53 kDa
MMP-23 - 58kDa 45 kDDa
MMP-26 endometase humana / 30 kDa 18kDa
endoméiric
MMP-27 - 650/58 kDa 50/48 kDa
MMP-28 epilisina / testiculo £62/58 kDa 50/48 kDa

gueratinbeitos

P
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As MMPs s8o sintetizadas na forma de um precursor latente que sfo ativadas no
espago extracelular. As células sintetizam uma classe de metaloproteinases denominadas
Metaloproteinases de Membrara (MT-MMPs), que possuem a propriedade de clivagem ¢
ativagiio das MMPs latente. Além das MT-MMPs, outras protreases s#o capazes de ativar
as MMPs, entre elas estio a plasmina, triptase, guimase. As MMPs também podem soirer
processos de auto-ativaglo ou auto-clivagem (Matrisian, 1990; Stamenkovik, 20003 As
células também secretam proteinas inibitdrias da atividade das MMPs. Esses inibidores sfo
conhecidos como Iinibidores Teciduais de Metaloproteinases (TIMPs). Assim, a atividade
dessas enzimas ¢ regulada por meio de um complexo mecanismo de sintese, ativagfio e
inibicgo.

A secreciio prostitica, tanto a da préstata humana como a da prostata de
ratos, apresentam atividade gelatinolitica de proteases célcio dependentes (MMPs) de 64,
66, 71, 76 ¢ 8ikDa e 48, 51, 74 ¢ 80 kDas, respectivamente. Além disso, também sBo
observadas intensa atividade de proteases independentes de céicio (classificadas como
serina-proteases) de aproximadamente 27 kDa, e proeminente atividade das formas de 22,
36 e 41 kDas (Wiison et al. 1993a, b).

Wilson et al. (1992) descreveram aumento na atividade da MMP-2 durante ©
desenvolvimento e maturacfio da prostata e vesicula seminal de ratos. A maior atividade foi
observada durante o desenvolvimento prostatico em ratos com idade entre 2 e 10 dias. Essa
atividade diminuiu progressivamente com a maturaciio sexual.

ApGs a castragiio, Wilson et al. {(1991) demonstraram aumento na atividade das
proteases de aproximadamente 58, 63 e 66 kDa, estimulada por calcio, durante involugio
prostatica, com pico de atividade por volta do 7° dia. Esses autores também descreveram
aumento na atividade da forma de 58 kDa durante a recuperacfio glandular com tratamento
com testosterona, apos 4 dias.

Powell et al. (1996) demonstraram o aumento de expressfio de RNA mensageiro
para MMP-7 durante a involugfio prostatica por castragdo. Esses autores observaram um
pico de expressio de RNA mensageiro no 5° dia apés a castragfo e diminuigdo de
expressdo apds 8 dias. Estudos de hibridizagfio in sifu mostraram que as sfo as oflulas

epiteliais gue sintetizam a MMP-7.
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Jung et al. (1998) demonstiraram a express3o de MMP-9 nas epiteliais tumorais, mas
nfio nas células estromais da prdstata.

O tecido tumoral é constituido de células cancerosas envolvidas pelo estroma.
Embora as células cancerosas possam sintetizar MMPs, na maioria dos casos, apenas as
células estromais secretars gelatinases. Fibroblastos € wna variedade de células do sistema
imune, como macrdfagos, mondcites, células dendriticas, entre oufras, simietizam
gelatinases. Células dendriticas, quando estimuladas, demonstram aumento na capacidade
de migracio em mafrigrel, principalmente devido ao aumento de expressdo de MMP-9 e
diminuicio de TIMPs 1- e 2. Outro exemplo € a reducio da migracio de mondcitos pela
doxazosina, devido a inibiglo da atividade da MMP-9. Assim, a expressfio de gelatinases
em tumores ndo € necessariamente uma conseqiiéneia do aumento de sintese pelas células
tumorais, ja que a atividade de MMPs esta relacionada 4 migracfo das ¢élulas do sistema
imume, que sio a primeira linha de defesa contra a invasfio tumoral. As células cancerosas
podem induzir as células nomoais a alterarem a expressiio de MMPs, demonstrando que
fatores soliivies sintetizados pelas células tumorais tomam parte no processo de regulacio
das MMPs. A degradaciio dos compenentes da matriz extracelular também pode afetar a
expressio das MMPs. Por exemplo, a degradagiio proteolitica da laminina pela elatase gera
fragmentos que podem estimular a expressdo de MMP-9 em macrofagos via fosforilagio de
MAPK (Mook et al. 2004).

Qualquer desequilibrio na interagfio desses eventos pode levar a alteragdes de
expressio e atividade dessas enzimas, como por exemplo, em tecidos cancerosos, onde
observa-se aumento na raziio MMPs/TIMPs, ¢ que leva a um aumento na atividade
catalitica dessas proteases (Matrisian, 1990).

Hoekstra et al. (2001) sugerem o estudo da expressfio de MMPs nos tecidos como
uma ferramenta para o diagnéstico do grau dos tumores, devide 2 correlagio entre 2
expressdo de MMPs no tumor ¢ o estagic do tumor. Um exemplo € 0 aumento nos niveis de
MMP-2, -7, -8, -9, -10, —13 e -14 em pacientes com céncer prostatico, guando comparado
aos niveis de homens sauddveis (Stearns & Stearns, 1996; ). Jung et al. (2003}

demonstraram, experimentalmente, uma elevada expressio de MMP-9 no plasma
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sanguineo de ratos com progressivo céncer de prostata. Esses aufores sugerem a
determinaciio dos niveis de MMP-9 como ferramenta para monitoramento da progresso de
cancer de prostata. Liso et al. (2003) ¢ Pang et al. (2004) demonstraram que hormbnios
androgénicos podem regular a expressio das MMPs- 2 e 13.

As gelatinases (MMPs 2 ¢ 9) tdm sido associadas ao potencial invasive e
metastético dos tumores malignos, principalmente por degradrarem preferencialmente ©
coldgeno tipo IV, principal constituinte da membrana basal, conforme observado em
pacientes com de céncer de cdlon. Todos os pacientes diagnosticados com metdstase
apresentaram auséncia de coldgeno IV nas membranas basais, associado 2 alta expressio
local de MMP-9. Estudos de imumolocalizacio evidenciaram que a MMP-9 ¢ mais
freqiienternente expressada em tumores de estdgio avangado, onde as celulas tumorais
encontram-se muilc proximas as células inflamat6rias, segerindo que a protedlise
localizada contribui para a invasiio. Além disso, tem sido descrito que as gelatinases esto
envolvidas na citodiferenciagiio, apoptose, angiogésese ¢ crescimento das células tumorais
(Mook et al. 2004).

Essas evidéncias quanto 4 participagic das MMPs no cardter metastitico dos
tumores demonstram que a inibicSio da atividade das MMPs, por inibidores naturais ou
sintéticos, pode ser um imporiante caminho para o tratamento do céncer de prostata
independente de hormonios (Kugler, 1999; Lokeshwar, 1999; Woessner, 1999; Hidalgo &
Eckhardt, 2001).

2. Justificativa e relevancia da tematica

Desde que, por razdes ainda desconhecidas, os processos de neoplasias benignas ¢
malignas nas glindulas androgeno-dependentes sdo mais limitadas & prosiata e que os
androgenos tém side frequentemente implicados na etiologia e tratamento destas
patologias, mais investigagBes sobre a agfo dos andrégenos na prostata e na vesicula podem
ser informativas para tentar explicar esta marcante diferenga.

As MMPs tém participagiio importante na degradaciic e remodelagiio da matriz

extracelular em processos normais e patolégicos. Recentemente, os estudos sobre
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tratamento de tumores invasivos € metastiticos tém revelado a enorme umportincia de se
estudar a participacio destas enzimas e o uso de inibidores siniéticos nos processos
{uIROTais.

Considerando a extensa remodelagiio tecidual sofrida durante a involug8o prostatica
¢ a reorganizagdo da glindula apés a reposigio hormonal, parece fundamental realizar uina
investigacio sobre a atividade destas MMPs, assim como caracierizer a reoganizagio da
matriz extracelular durante o processo de recuperagBo da prostata ventral de ratos,
procurando um maior entendimento da participacfio destas enzimas na fisiologia prostatica

normal e patolégica.

3. Objetivos

Comparar, por meio de andlises morfométricas e estruturais, a resposta glandular da
préstata ventral ¢ da vesicula seminal de ratos castrados apés a o tratamento com

testosterona;

Caracterizar o processo de reorganizacio estromal da prostata ventral de ratos
castrados e tratados com testosterona, empregando-se microscopia de luz e microscopia

cletrbnica de transmisséo;
Avaliar a atividade das MMPs-2 e 9, por zimografia, durante o5 processos de

involuclio prostatica seguida a priva¢fo androgénica e a recuperagfo glandular com a

reposicio hormonal.
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Abstract

The prostate and seminal vesicle are both androgen-dependent glands. However,
their incidences of benign and malignant processes are different, suggesting differences in
hormone responsiveness. In this work, we investigated the epithelial-cell proliferation and
the glandular recovery in the ventral prostate (VP) and seminal vesicle (SV) during
androgen reposition after castration. Adult male Wistar rats were castrated and, after 21
days of inveolution, were treated with testosterone propicnate (4mg/kg/day). Intact and
castrated rats without testosterone replacement (TR) were used as control. VP and SV were
processed for  histochemistry, morphometric-stereclogical ~ analysis and
immunocytochemistry for PCNA to determine the proliferation index (PI). After 16 days of
TR, the VP weight reached about 73% of the contro! values, but the SV weight overcame
about 21% of the control values. Morphometry showed that 3 days of treatment was
sufficient to recover the epithelial cell height in both glands. However, stereology showed
that VP lumen and epithelium absolute volumes were not recovered after 10 days of TR.
VP and SV control Pls were about 1% and 8%, respectively. Castration abolished any cell
proliferation in both glands. Androgen reposition at 3 and 10 days produced, respectively, 2
mean Pl of 34% and 11% for VP and 94% and 16% for VS. These findings indicate that
epithelial cells from involuted SV are more sensitive to TR than those from VP. In the VP,
the accumulated stroma remodeling and a more complex glandular structure, with several

branched and folded ducts, may also take more time 1o restore.

Key words: proliferation index, castration, morphometry, stroma, PCNA

24



INTRODUCTION

The prostate and seminal vesicle (8V) are androgen-dependent secretory glands of
the male genital tract (Cunha et al, 1987; 1992). Androgen ablation in adulthood promotes
an exiensive involution of the prostate and seminal vesicle gland with arrest of secretory
activity and elimination of epithelial cells by apoptosis (Kyprianou and Isaacs, 19%88;
Sensibar et al, 1991). The epithelium modification is followed by an atrophy of smooth
muscle cells and accumulation of extracellular matrix components (Carvalho and Line,
1996; Carvatho et al, 1997a; 1997b; Vilamaior et al, 2000). After 21 days of androgen
ablation, the prostate and seminal vesicle glands have about 10% of normal wet weight and
the strorna occupies most portions of the glands (Lee, 1996; Antonioli et al, 2004).

Testosterone replacement (TR) after a short or long period since castration restores
the original architecture of both glands, but some quantitative differences have been found
suggesting differences in their response to hormonal conirol stimulus (Sufrin and Coffey,
1974; Chung and Raymond, 1975; Huttunen et al, 1982; Sandford et al, 1984; Nishine et al,
2004).

However, some previous works used immature rats or incomplete gland involution
(7 days of castration) (Sufrin and Coffey, 1974; Chung and Raymond, 1973; Nishine et al,
2004). Huttunen et al (1982) evaluated the ventral prostate regrowth using aduit rats
castrated 30 days prior to the onset of TR, but did not pay attention to the proliferative
response of the ventral prostaie and did not analyze the seminal vesicle.

Due to the fact that, for unknown reasons, both benign and malignant neoplasia of
human sex accessory tissue is primarily limited to the prostate, and because hormones have
been frequenily implicated in the etiology and treatment of these pathologies, more
investigations about androgen action in the prostate and seminal vesicle may help to
explain this marked difference.

Thus, in this work, we investigated the glandular recovery with TR on 21 days after
involution of the ventral prostate and seminal vesicle from adult castrated rats, with special

attetion to epithelial cell proliferation.
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MATERIAL AND METHODS

Animals, castration and testosterene adminisiration

Adult male 3-months-old Wistar rats were used. Thery were maintained in a2
controlled environment with free access to food and water. The experiment was performed
according to the Guide for Care and Use of Laboratory animals. The animals were divided
into three groups: intact rats {control = CT), castrated rats without testosterone replacement
{C8), and castrated rats plus testosterone replacement (TESTO).

Castration was perforrned via the scrotal route under sodium pentobarbital
anesthesia (30mg/kg — intraperitoneally). After 21 days of glandular involution, a group of
castrated animals started to receive daily doses of testosterone propionate (TP} (dmg/kg of
body weight/day} (Sigma-CO, Saint Louis, MO, USA)} dissolved in com oil,
subcutanecusly injected, for 10 days. CT and CS animals received only the vehicle.

After 0, 3, 5, 7 and 10 days of the TR, 8 animals from each group were killed by
ovedose of pentobarbital. The ventral prostates (VP) and seminal vesicles (SV) were
excised, immediately weighed and immersed in fixative. The coagniating gland or anterior

prostate was separated from seminal vesicle before weighing.

Hormone Assay

Blood samples from each animal were collected at the time of sacrifice. The plasma
was separated and stored at —80°C. Plama testosterone {T) concentration was meansured by
RIA using a commercial COAT-A-COUNT — DPC-Med Lab (DPC, Los Angeles, CA,
USA) kit, without modification. The test sensitivity was 0.5 ng/ml.

Histochemistry

Venriral prostates and seminal vesicles were fixed in 4% paraformaldehyde
dissolved in phosphate buffer saline for 24 hours. Fixed samples were dehydrated in graded
ethanol series and embedded in glycol metacrilate resin {Leica Historesin embedding kit) or
clarified in xylene and embedded in Paraplast (Sigmea-CO, Saint Louis, MO, USA). Resin

sections {3um) were submited to Massson’s trichrome staining for general morphology
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study and for morphometric-stereclogical analysis. Analyzes were carried oul using a
DMLB Leica Microscope and the images were obtainded by a Leica DFC300FX digital

camera connected o the microscope.

Morphometric-Stereological Analysis
The mean heights of the ventral prostate and seminal vesicle epithelium were
determined for each experimental group by 200 random measures at 3 magnification of
X1000. The measurements were done utilizing digitalized 1mages, using an image analyzer
Leica Q-win software Version 3 for Window L
The volume fraction (relative volume) of the ventral prostate lumen and epithelium
compartments was determined by using Weibel’s system with 2 168-point grid (Weibel,
1963} According to Dekler and Cofiey (1978), | mg of fresh rat ventral prostate tissue had
a volume of approximately 1 mm’. Consequently, the weight of the ventral prostate (mg)
may be considered as equivalent to volume (mm®). Thus, for calculation of the absolute

volume of each compartment, the relative volumes of the lumen and epithelium were

multiplied by the mean VP wet weight from the respective group.

Immunohistochemistry for PCNA and preliferation index determination

Sections of formalin-fixed, paraffin-embedded tissue pretreated by a citric acid
monchydrate antigen retrieval method were immunostained with the mouse monoclonal
antibody against Proliferanting Cell Nuclear Antigen {PCNA). The primary antibody was
detected using a secondary antibody labbed with peroxidase. The reaction was revealed
using diaminobenzidine tetrachloride as a chromagen and the sections were counter-stained
with hematoxylin.

Epithelial cells marked for PCNA were counted at a magnification of X400. A total
of 4,000 epithelial cells from randomly chosen fields of four different glands from each
experimental group were counted. The proliferative index (PI) was expressed as percentage

of cells marked in relation to the total cells counted.

Statistical anmalysis
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The values represent mean = SD. The Mann-Whitney Test, One-way Anova analysis
of variance and Tukey-Kramer test were emploved and a P value < (.05 was considered

statistically significant.

RESULTS

A daily dose of 4dmgkg body weight of TP was sufficient to keep a supre-
physiologic plasma T level in TESTO group animals. The plasma T from TESTO animals
was significantly higher than control on days 3, 5 and 7 of treatment (P< 0.05) and declined
to about control levels on day 10. In the castrated rats, the plasma T level was below test
sensitivity (0.5 ng/ml) (Fig. 1}.

On day 10 after TR, the mean absolute weight of the VP from TESTO group was
316mg and did not reach the mean value of the CT group (433mg) (P<0.05) Fig. 2A). On
the other hand, the seminal vesicle absolute weight from TESTO group overcame the
control values (1.7g vs. 1.4g, respectively) (P<0.05) (Fig. ZB). Castration up to 31 days (CS
d10) did not cause additional absolute weight reduction in either gland (Figs. 2A-B).

The morphological analysis of normal VP revealed ducts lined by tall colummnar
secretory epithelial cells, filed with secretion, and surrounded by a reduced stroma (Fig.
3A). Castration produced low cubical epithelial cells, reduced lumen and increased stroma
(Fig. 3B). 3 days after TR, VP showed ducts with folded epithelium lined by tall columnar
epithelial cells. The secretion had stated to accumulate and lateral budding formation
forward stroma could be seen (Fig. 3C). 10 days after TR, stroma was not completely
reduced and the ducts presented an increased lumen and a less folded epithelium (Fig. 3D).
The normal seminal vesicle presented a large lumen and a folded epithelium formed by tall
colummnar cells (Fig. 3E). Castration promoted a reduction in the cell size and in the lumen
area (Fig. 3F). Testosterone replacement restored the epithelial height and humen area, and
reduced the number and the extension of the epithelium folds (Figs. 3G-H).

To observe quantitatively the action of androgen on the epithelial height, a
morphometric analysis was performed (Fig. 4). The normal mean height of VP and SV
epithelial cells showed a negligible reduction from the beginning to the end of the
experiment. Castration reduced by half the height of epithelial cells from both glands
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{P<0.001). A rapid response of epithelial cells to restore the normal height of both glands
by testosterone replacement was observed. And in the VP (after 10 days of TR) and in the
SV (after 5 and 7 days of TR), the heights of epithelial cells were higher than those of the
controls (P<0.03) (Figs. 4A-B).

As incomplete recovery of the VP absolute weight was observed, while the
epithelial cell height and the apparent general architecture of the gland were obtained, a
stereological analysis was employed to determine objectively the castration and
testosterone replacement effects on the glandular parenchyma of the VP. Figure 5A shows
that the lumen increased in the control groups during the experimental time. Castration
decreased tremendously the lumen compartment and TR progressively increased the lumen
accumulation; however, on day 10 after TR, the lumen absolute volume did not reach the
control value (P<0.001}. The epithelium did not increase in the control groups during the
experimental time. Castration decreased tremendously the epithelium compartment and TR
progressively increased the epitheliurn quantity, although, on day 10 afier TR, the
epithelium absolute volume did not reach the control value (P<0.01) (Fig. 5B). The lumen
and SV epithelium absolute volume from TESTO day 10 group were higher than in the CT
day 10 group (data not shown}.

Thus, to evaluate the epithelial cell population reposition in both glands after TR,
there was processed an immunoreaction for PCNA in the ventral prostate and seminal
vesicle sections (Fig. 6). In the VP and 8V from the CT group, positive reaction in a few
nuclei from secretory epithelial cells was observed (Figs. 6A and E, respectively). After 3
days of TR, the VP presented many interphase nuclei marked in brown and aiso the
cytoplasm of epithelial cell in mitosis (Fig. 6B), but in the SV, only a few nuclei are not
marked (Fig. 6F-G). In the TESTO day 5 group, the positive reaction can stiil be observed
in many cell nuclei from VP and SV (Fig. 6C and H, respectively). And 10 days after TR,
the number of marked nuclei decreased, but was still higher than in the CT group (Figs. 6D
and I, respectively).

The determination of the PCNA index or proliferation index (PI} was important to
guantify the cell proliferation in both glands. The proliferative index of seminal vesicle

cells was much higher than that of the veniral prostate in all situations analyzed here. VP
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and SV control Pls were about 1% and 5%, respectively. Castration abolished any cell
proliferation in both glands. Androgen reposition at 3, 5, 7 and 10 days produced,
respectively, a mean PI of 33.5, 21.8, 185 and 11.3% for VP and 94.6, 40.1, 24.1 and
16.4% for V8 (P<0.001) (Figs. 7TA-BL

DISCUSSION

In this work we have shown the superior responsiveness of the epithelial cells from
involuted SV than VP to testosterone replacement. Differently from previous works, we
used adult glands with 21 days of involution, by which most glandular atrophy is
completed,

Lee (1996) proposed that castration-induced regression in the rat prostate could be
divided into three phases. The first phase is represented by the first 2 days post-castration,
during which no significant changes in wet weight, DNA, RNA or protein can be noted.
The second phase {alls at days 3-7 post-castration, in which a rapid rate of tissue involution
occurs. Wet weight, DNA, RNA and protein content all show a rapid rate of decline. The
final phase of the prostatic regression is characterized by a rapid rate of stabilization of
tissue involution. By day 21 post castration, the prostate wet weight is about 10% of normal
and the gland enters into a new steady state, in which further loss in weight is not evident.

Results of the present study confirm those of Lee (1996). We did not observe any
additional ventral prostate weight loss from day 21 to day 31 post castration. The same
obervation was made in the seminal vesicle.

Ten davs of testosterone propionate replacement at a dose of 4mg/kg/day was
sufficiente to demostrate the difference in the hormone responsiveness between SV and VP.
With this dosage, the plama testosterone level was kept constantly higher than the control,
but decreased progressively to a level not statistically significant from control at day 10 of
treatment. This decline of plasma testosterone level in castrated testosterone-treated rats
may represent the progressive repair of androgen-dependent tissues, wich were
progressively consuming and metabolizing the ciculanting androgen.

Higher doses than 4mg/kg/day of testosterone replacement did not produce a
superior ratio of prostate recovery. Huttumen et al, (1982), using 10mgkg/day of
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testosterone propionate, got a total ventral prostate wet weight recovery only after 15 days
of androgen replacement. However, they did not analyze the seminal vesicle.

In a previous comparative study, Sufrin and Coffey (1974), already observed that
the seminal vesicle could be slightly more responsive than the ventral prostate, although
they suggested that the difference was only marginal and may be not significant. However,
as they used 7 days of glandular involution, they could not have eliciied the same response
observed in our study.

The normal epithelial cell height was obiained in both glands at 3 days of
testosterone replacement, suggesting that the secretory function was rapidly restored.
However, after 10 days of treatment, the fotal secretion accumulation was not compiletely
restored in veniral prostate. This fact is probably related to the incomplete restoration of the
epithelial compartment also observed in the prostate. The difference in size of the ventral
prostate between the CT group and the TESTO group is totally due to the glandular
parenchyma, since the glandular stroma was totally repaired {data not shown}.

However, the most important difference between two glands demonstrated in this
work was the proliferation index of the epithelial cells. In this work, the PCNA index
showed that SV epithelial cells are almost 3 times more sensitive to testosterone
replacement than those from VP. The difference in the number of celis marked in the two
glands at 3 days of treatment was tremendously. Previous works did not reveal such a great
difference. The high ratio of epithelial cell proliferation observed in the seminal vesicle
may explain its faster glandular recovery. In the ventral prostate, the incomplete recovery
of the epithelium and fumen is probably due to the slow reposition of secretory epithelial
cells.

Moreover, two other facts may be also involved in the differences observed in these
two glands. First, the greater structural complexity of the ventral prostate could take more
time to re-establish. The seminal vesicle, in mammais, is a less complex structure,
constituted of elongated, dilated and a non-branched duct. The ducts are lived by a tall
columnar secretory epithelium with many projections. The seminal vesicle fibromuscular
stroma is very well developed and can be divided in a loose lamina propria and a thick

stnooth muscle cells layer (Hayward et al, 1996a; 1996b).
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On the other hand, the adult rat ventral prostate is constituted of 5-7 main ducts,
branched and folded in profusion. Along the ducts, there is 2 morphofunctional variation in
both epithelium and stroma from close to the uretra, proximal region, to distant, distal
region, with an intermediate region between them. In both distal and intermediate regions,
tall columpar secretory cells, some mm mifosis, supported by a delicate fibromuscular
stroma, line the ducts. On the contrary, the proximal region of the ducts is lined by low-
cubic epithelial cells, with low secretory activity and a high rate of apoptosis, and supported
by many layers of fibromuscular stroma (Lee et ai, 1990). Stromal diffusing factors, such as
TGF-B1 concentration, produced by smooth muscle cells, are supposed to be responsibie
for increased epithelial cell death and reduced proliferation in the ductal proximal region
(Nemeth and Lee, 1996).

In this way, the accumulated stroma found in the involuted prostate could also work
as barrier to a fast re-establishent of branched and folded ducts. In fact, at three days of
testosterone replacement, we found many buds from main ducts invading the glandular
stroma. In the ventral prostate, the epithelial cells should remodel the surrounding stroma
to elongate and branch the ducts. This event resembles the aspect found during post-natal
prostate development program (Timms et al, 1994).

Second, the ventral prostate and seminal vesicle also present distinct embryological
origin and “hormone preference”. Ventral prostate develops from the urogenital sinus and
seminal vesicle from the Wolffian duct (George, 1997; Marker et al, 2003). Testosterone
itself is responsible for virilization of the Wolffian duct system in the epididymis, vas
deferens, and seminal vesicle, whereas dihydrotestosterone (DHT), a more potent androgen
derived from testosterone, induces the prostate and male external genitalia development
(George, 1997; Marker et al, 2003). Thus, impairment of DHT formation results in a
characteristic phenotype consisting of predominantly female external genitalia and
rudimentary prostate but normally virilized Wolffian ducts and its derivatives (Imperato-
MecGinley et al, 1974).

In adult rat ventral prostate, the type-2 5-alpha reductase enzyme, which converts T
in DHT, is found in both basal epithelial cells and stromal cells (Djoseland et al, 1983).
Wright et al, (1996; 1999) showed that DHT is more potent for inducing secretory activity
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than T in the prostate epithelial cells. In addition, Kyprianou & Isaacs (1987a; 1987%)
showed that, in the castrated rats, androgen-induced increase in prostatic cell number
begins only when the concentration of prostatic DHT is above a critical threshold value.

Thus, in the involuted ventral prostate, at the beginning of testesterone replacement,
a small number of cells producing DHT are found, while in the seminal vesicle the cells are
already responding to the high levels of testosterone.

In conclusion, the results presented in this study showed clearly that epithelial cells
from involuted SV are more responsive to proliferation and secretion after testosterone
replacement than that from VP. The more complex homonal regulation and glandular
structure found in the prostate is responsible for that difference, and is probably involved in
the distinct incidence of abnormal growth in this gland.
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Legend of the figures

¥ig. 1. Castration and testosterone replacemnent effects on the plasma testosterone level
from the different experimental groups. The values represent mean = SD. In the castrated
rats, the testosterone level was below 0.5 ng/mi. Different letiers means statistically
significant differences with P<0.05. CT = control group and TESTO = castrated plus

testosterong replacement group.

Fig., 2. Castration and testosterone replacement effects on absolute weight of the veniral
prostate (A) and seminal vesicle (B). The values represent mean * 8D. A) The value of the
TESTO day 10 did not reach the control value with P<0.05 (*). B) Seminal vesicle. The
value of the TESTO day 10 overcame the conirol value with P<0.05 (*). CT = control
group, CS = castrated group and TESTO = castrated plus testosterone replacement group.

Fig. 3. Section of ventral prostate {(A-D) and semninal vesicle (E-H) stained with Masson's
Trichromic. A} VP from CT. Lumen (L) and stroma (S). B} VP from CS. Low cubical
epithelial cells (arrow), lumen (L) and stroma (8). C} VP from TESTO day 3. Epithelial
budding (arrows), lumen (L) and stroma (8). D) VP from TESTO day 10. Stroma (S},
jumen (1) and epethelium {(arrow). X200. E) VS from CT. Tall columuar ceils (arrow),
umen (L.). F) VS from CS. Lumen (L) and low cubical epithelial cell (arrow). G) VS from
TESTO day 3. Epithelial cell (arrow) and lumen (L). H) VS from TESTO day 10. Lumen
(L) and epithelium (arrow). Scale bar: A and D = 100 pm; B = 50 um; C, E-H = 80 pm.

Fig. 4. Castration and testosterone replacement effects on the ventral prostate (VP) and
seminal vesicle (VS) epithelium heights. The values represent mean © SD. A) VP. #* =
P<0.001 and * = P<0.05 vs. control. B) SV, ** = P<(.001 and * = P<0.05 vs. control. {T =
control group, CS = castrated group and TESTO = castrated plus testosterone replacement
group.
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Fig. 5. Castration and testosterone replacement effects on the lumen (A} and epithelium (B)
absolute volumes from ventral prostate (VP). The values represent mean © SD. A} The
lumen increased in the control groups during the experimental time. Castration decreased
tremendously the lumen compartment. Testosterone replacement progressively restored the
lumen accumulation, however, afler 10 days, the value did not reach the control value
(P<0.001). B) The epithelium did not increase in the control groups during the experimental
time. Castration decreased tremendously the epithehum compartment. Testosterone
replacement progressively restored the epithelium, however, after 10 days, the value did not
reach the control value (P<0.05). CT = control group, CS = castrated group and TESTO =

castrated plus testosterone replacement group.

Fig. 6. Immunoreaction for PCNA in the ventral prostate (A-D} and seminal vesicle (E-f).
A and E) CT group. Positive reaction in a few nuclei from secretory epithelial celis
{arrows). B, F and &) TESTO day 3 group. Positive reaction was observed in many nuclei
{brown) and also in the cytoplasm of epithelial cell in metaphase (arrow). In the seminal
vesicle {F and ), only a few nuclei were not marked (arrowhead). C and H) TESTO day 5
group. The positive reaction was still observed in many cell nuclei (brown). D and I)
TESTO day 10 group. The number of marcked nuclei (arrows) decreased, but was higher
than in the CT group. Scale bar = 50 um.

Fig. 7. Testosterone replacement effect on the proliferation index of epithelial cells from
ventral prostate (A) and seminal vesicle (B). The values represent mean * SD. The
proliferation index of seminal vesicle cells was much higher than that the ventral prostate
cells, even in control group (P<0.001). All the TESTO group values vs. control group
values differ statistically (P<0.001). CT = control group, CS = castrated group and TESTO

= castrated plus testosterone replacement group.
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Resumo

Meste trabalho, nos investigamos as modificacBes do estroma da prbstata ventral
{(PV) de ratos castrados submetidos A recuperagfio glandular por reposiclic com
teststosterona, com especial atencdo aos componentes fibrilares ¢ as membranas basais.
Ratos Wistar aduitos machos foram castrados ¢, apts 21 dias de involucdo, foram tratados
com propionato de testosterona (4mg/kg/dia). Ratos infactos e castrados sem tratamento
com testosterona foram usados como controles. As PVs dos diferentes grupos foram
removidas apoés 0, 3, 5, 7 ¢ 10 dias de tratamento com testosterona, pesadas e processadas
para analises histoquimicas, estereologicas e ultra-estruturais. O principal evento observado
nas prostatas do grupo tratado pela testosterona por 3 e 5 dias for a formaglo de
brotamentos epiteliais dos ductos em crescimento. Estes brotamentos epiteliais invadiam o
estroma glandular ¢ eram envolvidos por uma membrana basal intacta e por fibroblastos
apenas, que nela se aderiam. As fibras coldgenas, reticulares e elasticas, acumuladas
durante a castracfio, foram progressivamente distendidas e espalhadas a0 redor dos ductos
prostaticos durante a reposicio com testoterona. Ao redor dos brotamentos, as fibras
reticulares apareceram fragmentadas. Os fibroblastos e as células musculares lisas
apresentavam o Reticulo endoplasmatico rugoso ¢ Complexo de Golgi bem desenvolvidos
e evidenies durante tode o periodo de reposicdo hormonal. As andlises estereologicas
mostraram uma significativa redugfo do volume absoloto do estroma nfio muscular durante
a castracdo e uma progressiva recuperacio deste compartimento durante a reposicio
hormonal, sugerindo a degradacio de alguns componentes da matriz extracelular durante a
castragfo e sintese durante a reposi¢io hormonal. Esses resultados demonstram que o
andrégeno modula a composicio e a organizagio das fibras da matriz extracelular do
estroma atraves das células musculares lisas e dos fibroblastos, principalmente, processo no

qual muito provavelinente estio envolvidas as MMPs.
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Introducio

A préstata ¢ uma glindula andrégeno-dependente constituida de uwma porgo
epitelial ¢ outra estromal. Sua organizaclio e estado funcional estdio sob o controle
androgénico. O estroma € um compartimento dindmico ¢ tem influéneia direta sobre o
epitélio (Cunha et al. 1985; Donjacour & Cunha, 1993; Maffini et al. 2002; Antonioli et al.
20043,

A involuc8o da prostata seguida 4 privacio androgénica tem sido extensivamente
utilizada em modelos de roedores para o estudo da fisiologia prostatica (Powell et al. 1996}
A privagdio androgénica por castragio quimica ou cirrgica leva a uma marcante involugdo
na prostata. Essas alteragfes correspondem & diminuigfo da atividade secretora, apoptose
das células epiteliais e aumento da celularidade e densidade dos componenies estromais
{Brandes, 1966; Kyprianou & Isaacs, 1988; Shabsigh et al. 1998).

Carvalho e Line (1996) descreveram modificagBes associadas 2 membrana basal das
células epiteliais e das células musculares lisas ocorridas apds a privagio de andrdgenos,
demonstrando que eventos apoptéticos ocorrem apds a perda de adesfic da célula a
membrana basal € gue existe um retardo na absorcdio das membranas basais residuais, que
se tornam extremamente onduladas contendo moléculas intactas de laminina, mesmo apds
21 dias de castracfo. Por outro lado, Ilio et al. (2000) observaram que a Jaminina esta
presente uniformemente na membrana basal ao longo do sistema de ductos prostaticos,
enguanto o coligeno tipo IV ¢ enconirado pa membrana basal da regifio distal e
intermediaria, mas estd praticamente ausenie na regifio proximal. Eles também
demonstraram que o processo de involugio prostdtica inicia-se com a perda ou redugdo do
colégeno tipo IV, nas diferentes regides dos ductos, durante os primeiros periodos de
castracio, enquanto a laminina permanece intacta. Ap6s o periodo de pico de apoptose (3° e
4° dia apos a castracio), o colageno tipo IV volta a ser encontrado na membrana basal dos
ductos. Isto sugere uma direta associacfio entre o aumento de apoptose € a perda de
coldgeno tipo IV.

A matriz extracelular do estroma, além de apresentar os componentes de membrana

basal das células musculares lisas, ¢ formada também por fibras de colageno tipo I ¢ tipo
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IIi, as quais sofrem um extenso rearranjo na prostata em regressio. Este reamanjo €
caracterizado por um aspecto pregueado das fibras ao redor dos ductos.

Microfibrilas de coldgeno tipo VI e fibras do sistema elastico também s8o
encontrados ne estroma prostdtico e apresentam modificacfes durante a involugo
prostatica. Estes componentes parecem estar envolvidos no conirole de alguns aspectos do
comportamento celular e desempenham um papel estrutural, mantendo a imtegridade do
orgio (Carvalho et al. 1997a; 1997b). Modificacfes nas fibras do sistema eléstico e nas
fibras reticulares tambem foram descritas na préstata humana e condigfes normais ¢ em
condi¢cBes patologicas (Taboga & Vidal, 2003; Vilamaior et al. 2003).

Vilamaior et al, (2000} demonstraram um progressivo acumulo de fibras coldgenas e
reticulares ao redor do epitélic glandular apds a privagiio androgénica. Estas fibras estavam
em intima associagfo as células musculares lisas, as quais passavam a apresenmtar um
contorno irregular, sugerindo sua participagfic na reorganizacfo da mafriz extracelular
durante a involug@o prostitica. Antondoli et al. (2004) também descreveram alteragfes
fenotipicas das células musculares lisas, passando de um fendtipo contratil caracteristico,
para um fenétipo sintético, com diminuicfo do conteido de proteinas contracteis. Assim, as
células musculares lisas parecem estar envolvidas na remodelacio dos componentes
estromais.

Nakada et al (1994) estudando os processos de sintese ¢ degradagfio dos
componentes estromais na préstata de ratos, durante os eventos de privacfio androgénica,
observaram acGmulo de colageno e elastine nos Iobulos ventral e dorsolateral apés a
privagdio androgénica.

Embora estes trabalhos anteriores tenham demonstrado wm acumulo de fibras
colagenas no estroma da prostata involuida, Uke et al. (1983), através de dosagens de
hidroxiprolina, demonstraram que nfo ocorre alteracfo no contetido de colageno na prostata
durante a castragio.

A reposi¢Bo hormonal em animais castrados resuita na recuperacio da estrutura
glandular observada nos grupos controles (Sandford et al. 1983; Tsujimura et al. 2002).
Apds a exposicio a andrégenos, as células basais iniciam uma fase de proliferacfo e

migracfio ao longo dos ductos prostaticos em direc#io 4 regifio distal (Tsujimura et al. 2002).
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Entretanto, as investigagfes anteriores sobre os efeitos da reposiciio hormonal sobre
a prostata se dedicaram principalmente aos aspectos da recuperagdo glandular ¢ de
proliferacdo celular e pouca atenc8o foi dispensada ao estroma {Sufrin & Cofley, 1974;
Huttunen et al. 1982; Sandford et al. 1983; Wright et al. 1999; Tsujimura et al. 2002). Desta
forma, neste trabalho, nés investigamos as alteracBes ocorridas nos componentes estromais

fibrilares da matriz extracelular de ratos castrados submetidos a reposigéio hormonal.

3. Materizl ¢ Métodos

Foram utilizados ratos Wistar adultos machos com idade de 3 meses, pesando cerca
de 350g. Os animais foram divididos em trés grupos: grupo controle (CT); grupo castrado
(CS); e grupo castrado tratado com testosterona (TESTO).

A castragio foi realizada por uwma pequena incisfio escrotal, sob anesiesia com
pentobarbital sédico (30mg/kg), e retirada dos testiculos.

Os animais do grupo TESTO, apés 21 dias de castrag8o, receberam doses diarias de
testosterona {Propionato de Testosterona - 4mg/kg peso corpdreo), dissolvida em Oleo de
milho e administrada por injegfio subcuténea. Os outros dois grupos de animais receberam
apenas o veiculo. Os animais foram mortos por alta dose de pentobarbital sédico
{(100mg/kg), injetado intraperitonealmente, apés 0, 3, 5, 7 ¢ 10 dias de tratamento com
testosterona. Para cada perfodo e em cada situagfio experimental foram utilizados 10
animais.

Os l6bulos ventrais da préstata foram removidos. No momento do sacrificio, foram
obtidos os pesos dos animais e das prostatas dos diferentes grupos. Os resultados das

pesagens foram analisados estatisticamente.

Obtencio de cortes em Paraplast e resina

Lobulos de prostatas ventrais foram fixados em paraformaldeido a 4% dissolvido
em tampéo fosfato 0,2 M pH 7.2, por 48 horas. Apés a fixagdo, o material foi desidratado
em série crescente de etanol, diafanizado em xilol e incluido em Paraplast. Cortes de 5 pm,

produzidos em micrétomo rotativo, foram coletados em laminas silanizadas ¢ armazenados
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até o momento de uso. Alguns fragmentos foram desidratados até dlcool 95% e embebidos
em resina metacrilato (Historesin kit - Leica). Apés a embebigio, o material foi incluido em
moldes plasticos. Cortes de 4pm foram produzidos com navalha de vidro em micrétomo

rotativo automatico, coletados e armazenados em estufa 50°C até o momento de uso.

Anglise histoguimica
Cortes em Paraplast ¢ em resina foram corados pelo Tricrémico de Masson (TM]},
para se obter uma andlise geral da estrutura glandular; e pelo Picrossirius-hematoxilina
(PSH), para analise das fibras de coldgeno (Junqueira et al. 1979); pela Resorcina Fucsina
de Weigert (RFW), para andlise das fibras do sistema elastico (Carvalho et al. 1997b) e pela
Reticulina de Gmon (Gmori, 1937, modificado, em Taboga e Vidal, 2003) para analise
das fibras reticulares presentes na membrana basal. Os cories foram observados em luz

normal e polarizada ¢ fotomicrografados em microscdpio Leica DMLB.

Microscopia Eletrénica de Transmisséo

Fragmentos de prostata ventral de ratos dos diferentes grupos experimentais foram
fixados em tampdo Millonig’s pH 7,3 contendo glutaraldeido a 3% e acido tAnico 2 0,25%
{Cotta-Pereira et al. 1976). O material foi, entfio, pés-fixado em tetréxido de dsmio a 1% no
mesmo tampdo, lavado, desidratado em concentracSes crescentes de acetona ¢ incluido em
Araldite. Cortes ultrafinos, produzidos com navalha de diamante, foram contrastados pelas
técnicas rotineiras do acetato de uranila € citrato de chumbo.

Os cortes ulirafinos foram observados e documentados em microscopio eletrdnico

de transmissdo Philips CM 100 operando a 80 kV.

Amndlises estereelégicas

A fracio volumétrica (volume relative em porcentagem) dos compartimentos
estroma muscular € estroma nfo muscular foi determinada usando o sistema de multipontos
com uma grade de 168 pontos (Weibel, 1963). De acordo com Dekler & Coffey (1978}, 1

mg de prostata ventral Umida tem um volume aproximade de 1 mm’. Desta forma, o peso
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tmido da prostata ventral em mg pode ser considerado equivalente ao volume (romy’).
Assim, para calcular os volumes absolutos de cada compartimento, os volumes relativos
(%) do estroma muscular e do estroma nfio muscular foram multiplicados pelo peso tmido

médio da PV de cada respectivos grupos.

Andlises estatisticas
Os valores representam média © SD. Os valores foram submetidos 2 analise de
variancia pelo teste One-way Anova e posterior teste de Tukey-Kramer, sende considerados

significativamente diferentes os valores com P < 0,05,

RBesultades

Anglises guantitativas

A tabela 1 demonstra o efeito da castragfic e da reposi¢io hormonal sobre os valores
numéricos de peso absoluto da préstata ventral (mg), além dos dados das analises
estereologicas do estroma. Apés 21 dias de castracio, grupo CS 0d, a prostata ventral
sofreu reducio de pesc de aproximadamente 90%. Essa redugfo, principalmente provocada
pela perda de secregio (lamen) ¢ da 4rea ocupada pelas células epiteliais secretoras dos
ductos (Fig. 1B), promoveu a condensacfio do compartimento estromal, levando a um
aumento do volume relativo ocupado pelo estroma muscular e ndo muscular prostatico nos
animais castrados. A reposi¢do hormonal induz a recuperagio glandular com aumento
progressivo de peso e diminuicdo no volume relativo ocupado pelo estroma.

Entretanto, em termos absolutos, o que se observou foi a reducfio tanto do estroma
muscular quanto do estroma nfo muscular durante o periodo de castragdo e apos 10 dias de
tratamento com iestosterona, nfio se observou a completa recuperacfio do peso glandular,

mas se observou a completa recuperagio do estroma muscular e do estroma nio muscular.
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Morfologia geral ¢ histoguimica

A prostata ventral (PV) dos anmimais confrole apresenta ductos de luz ampla
totalmente preenchidos por secrecio, ficando o estroma restrito somente a pequenas areas
entre os ductos (Fig. 1A). Apds 21 dias de castrag8o, ocorre inversfio de uma estrutura
glandular para outra dominada pelo estroma, com também diminuic8o da altura das células
epiteliais e da area ocupada pelos ductos secretores (Fig. 1B).

O tratamento com testosterona d4 inicio ao processo de recuperacfo glandular, que €
marcado, principalmente, pela formag8o de brotamentos epiteliais que invadem o estroma.
Com trés dias de reposicio hormonal, esses brotos sfo evidentes (Fig. 1C-D). Durante a
formaciio dos brotamentos, ocorre um distanciamento das células musculares lisas das
extremidades dos brotos (Fig. 1D). A recuperagiio glandular continua com o tratamento até
a retomada da morfolegia glandular no 10°. dia de tratamento (Iig. 1E-F}

Seccdes de prostatas coradas com Picrossirius e observadas sob luz polarizada,
revelaram progressivo aumento das fibras coldgenas e reticulares ao redor dos reduzidos
ductos prostaticos nos animais castrados, comparados com o grupo controle (Fig. 2A-B).
Com irés dias de tratamento, observa-se ¢ aumenio da luz ductal e diminuigiio da
birrefringéncia das fibras estromais, que se continua com o perfodo de tratamento (Fig. 2C-
E). Entretanto, a birrefrinpéncia das fibras do sistema colégeno das prostatas dos animais
do grupo TESTO 10 dias era mais intensa que as do grupo controle (Fig. ZF).

A impregnaciio pela prata, que evidencia fibras reticulares (colageno tipo IHI),
constituintes de membranas basais, demonstrou a organizacc dessas fibras de maneira
continua tanto na membrana basal epitelial quanto nas células musculares lisas no grupo
controle (Fig. 3A). Apés 21 dias de castragfio, essas fibras apresentavam um aspecto
fragmentado e ondulado abaixo do epitélio e ao redor das células musculares lisas (Fig.
3B). Com a recuperag3o glandular no grupo TESTO, observou-se a reorganizacio das
fibras reticulares, principalmente ao redor dos brotamentos epiteliais (Fig. 3C), que com
trés dias de tratamento ainda apresentam um aspecto fragmentado. Nos outros tempos de
tratamento, estas fibras foram adquirindo estrutura parecida com o grupo controle (Fig. 3D-
B
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O estudo das fibras do sistema eldstico revelou fibras delgadas e distendidas,
concentradas na base do epiiélio e associadas as células musculares lisas no grupo controle
(Fig. 4A). Durante a involuglo, essas fibras tornaram-se mais grossas e onduladas, sem
diferencas entre os grupos CS 21 dias e CS 31 dias (Fig. 4B). As fibras do sistema elastico
também acompanham a reorganizacio do estroma apds a reposicio hormonal. Essas fibras
foram progressivamente se tornando alongadas e finas, como as observadas nos animais

controle (Figura 6E-F).

Ulirg-estrufura

Os animais do grupo controle apresentavam células secretoras altas, com mucléolo
evidente & cromatina frouxa. Os ductos eram revestidos por uma camada de células
musculares lisas ¢ fibroblastos alongados com pouco citoplasma e cromatina nuclear
condensada. Também era evidente a presenca de vasos sanguineos no estroma interductal
(Fig. SA), além de fibrilas de coldgeno associadas as células musculares lisas (Fig. 5B).

A castrago resultou na diminuicio da altura das células  eputeliais.
Concomitantemente, observou-se a atrofia das células musculares lisas, que passavam a
apresentar contorno irregular. Os fibroblastos apresentavam nucleos com cromatina
condensada (Fig. 6A e 7B), caracteristicas da diminuicio da atividade sintética. Foi
possivel observar a associaglio de fibras do sistema elastico & superficie irregular das
células musculares lisas com contorno irregular, além de fibrilas de coldgeno (Fig. 6A-B e
7B). Era evidente o actimulo de fibrilas de coldgeno formando feixes e de microfibrilas no
estroma (Fig. 6A-B e 7A-B). Varias dobras de membranas basais epiteliais acumuladas
foram observadas abaixo do epitélio atrofiado. O mesmo aspecto nfo foi observado para as
células musculares lisas (Fig. 6C). |

Os brotamentos epiteliais observados na microscopia fotdnica, ao terceiro dia de
reposi¢io hormonal, também foram observados na ultra-estrutura. Eles apareciam como
projecbes do epitélic em diregdoc ao estroma. Revestindo os brotos observou-se
prolongamentos de fibroblasios. As células musculares lisas nio acompanham o©
crescimento epitelial ¢ restringem-se as bases do brotamento em desenvolvimento (Fig.

8A). A membrana basal dos brotamentos apresentava-se intacta e distendida e com poucas
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fibrilas de coldgeno associadas (Fig. 8B). Tanio os fibroblastos quanto as células
musculares lisas apresentavam dilatadas as cisternas do Reticulo endoplasmatico granular e
do Complexo de Golgl, evidenciando uma alta atividade sintética destas células (Fig. 8C).
Foram observados pontos de adesdo entre os fibroblastos e a membrana basal do
epitélic em crescimento (Fig. 9A). Ao final do tratamento, as células musculares lisas ¢ os
fibroblastos retomam a estruturas alongadas, revestindo os ductos glandulares. Entretanto,
essas células ainda apresentam organelas com cisternas dilatadas e algumas células

epiteliais ainda apresentavam resquicios de membrana basal acumulada (Fig. 9B).

Discussdo

Meste trabalho nds demonstramos a reorganizagfio estromal da préstata ventral de
ratos castrados por 21 dias e tratados com testosterona, enfocando principalmente as
alteragBes nos componentes fibrilares do estroma.

A prostata € wma glindula andrégeno-dependente que sofre intensa remodelagio
tecidual apés com a castragio (Maffini et al 2002, Wahlqvist et al 1996). Esse fendmeno
inciui degradagfio/deposicio dos componentes estromais, além de fagocitose das células
epiteliais que sofrem apoptose (Matrisian et al 1996).

Apds 21 dias de castragfo, a préstata sofre uma reducgio de aproximadamente 50%
do seu volume. Essa involucdo € resultado de uma marcante atrofia epitelial, acompanhada
por uma intensa hiperplasia do estroma. Esses eventos causam um aumento do volume
relativo ocupado tanto pelo estroma muscular, como pelo estroma ndo muscular, conforme
observade por Vilamaior et al. (2000}, Tam et al. (1991) e Wahlgvist et al. (1996 ).

Entretanto, as analises estereclégicas demonstraram gue ocorre uma diminuicgo do
volurne absoluto do estroma prostatico durante a castragfo. Esses dados confirmam os
resultados obtidos por Huttunen et al. (1982) e Antonioli et al. (2004). Analises
preliminares sobre o volume absoluto das fibras birrefringentes do estroma, também
apontam uma redugdo significativa das fibras do sistema coligeno (dados nfic mostrados).
Desta forma, posse afirmar que, durante a castrag8o, exista uma atrofia de todo o estroma

prostatico e ndo somente das células musculares lisas. Esta atrofia estromal, por ser mais
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lenta gue a atrofia epitelial e pela visualizacfio de um estroma acumulado, sé pode ser
demonstrada por andlises morfoméiricas € estereologicas.

A reposicio hormonal induziu a progressiva recuperacio da morfologia glandular.
Ap6s 10 dias de tratamento com testosterona a préstata veniral recuperou a morfologia
caracteristica, com ductos de huz ampla preenchidos por secregio e estroma reduzidos ao
redor dos ductos. Além disso, as andlises morfoméiricas e estereologicas e revelaram que o
pericdo de tratamento ndo fol suficiente para a total recuperagio do peso glandular. Os
componentes parenquimais {epitélio ¢ limen) foram o0s que nfio se recuperaram ao fival do
tratamento {manuscrito submetido & publicac8o), pois o compartimentc estromal mostrou
recuperagac.

Cortes de prostatas dos animais castrados, coradas com Picrosirius-Hematoxilina e
observados sob luz polarizada revelaram actimulo de colégeno intersticial, ao redor do
epitélio, com aumento da birrefringéncia dessas fibras entre os ductos secretores atrofiados,
conforme ja descrito na literatura (Vilamaior et al. 2000).

Taboga & Vidal (2003) também observaram aumento da birrefringéncia das fibras
coldgenas em adenocarcinomas em tecido prosatico humano. Com a reposicdo hormonal,
ocorreu progressivo aumento da luz ductal e diminuigiio da 4rea ocupada pelo estroma.
Entretanto, com 10 dias de tratamento, ainda foi observada maior birefringéncia das fibras
colagenas, o que confirma os dados das analises estereoldgicas.

A andlise do colageno tipo Il presente na membrana basal epitelial e das células
musculares lisas evidenciou intensa marcagfio na base do epitélio e nas células musculares
lisas. Com a castragic observou-s¢ diminuicdo da infensidade de marcacfo, além da
aparéncia fragmeniada dessas fibras. Vilamaior et al {2000) descreveram raras fibras
reticulares presentes na membrana basal do epitélio dos animais controle e um progressivo
aumento dessas fibras apds a castragio. Este aspecto fragmentado das fibras reticulares
pode representar a desorganizaggo destas fibras e provavel degradagfio das mesmas durante
a castracio.

Com a reposigiio hormonal e a recuperagio do compartimento epitelial, observou-se
uma maior fragmentacio do colageno tipe III, principalmente pas extremidades dos

brotamentos epiteliais. Essa reorganizacio dos componentes da membrana basal parece
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necessaria para o crescimento epitelial, visto gue este mesmo aspecio de reorganizacio das
fibras reticulares ac redor dos brotamentos epiteliais também foi observado durante as
primeiras fases de desenvolvimento prostético pos-natal (Vilamaior, 2003).

AlteracBes na composigio da membrana basal foram sugeridas como responsaveis
pela indugiio de apoptose das células epiteliais. Denire estas alteracBes, a degradagho do
coldgeno tipo IV seria respomsdvel pelo maior indice de apoptose com a privagio
androgénica (llio et al. 2000). Agui, nds observamos uma fragmentacio das fbras
reticulares (coldgeno tipo III) durante a involug8o. Esta fragmentacfio das fibras sugere um
processo de degradacfio deste componente da matriz extracelular, provavelmente com a
participaciio de MMPs.

Apés 10 dias de reposicBio hormonal, as fibras reticulares da membrana basal do
epitélic ¢ das células musculares lisas voltaram a apresentar o aspecto observado no
ohservado no grupo controle, sugerindo que a testosterona estimule as células estromais 4
sintetizar estas fibras.

As fibras do sistema eldstico, com a castragBo tornaram-se espessas € onduladas,
acompanhando as alteracdes das células musculares lisas, com as guais estfio intimamente
associadas. Carvalho et al. (1997b) também sugeriram que grossas fibras do sistema
elastico poderiam sofrer futuras meodificagdes em uma eventual privagio androgénica
superior a 21 dias. Neste experimento, ndo se observaram modificagdes evidentes no
comportamenito das fibras eldsticas com 10 dias adicionais de castragio. Desta forma, caso
haja futuras modificages nas fibras do sistemna elstico, possivelmente elas devam ocorrer
de forma ainda mais lenta e para observé-las, seriam necessarios periodos mais longos de
castracdo.

As analises ultra-estruturais revelaram detalhes interessantes sobre a formacfio dos
brotamentos epiteliais que invadem o estroma. Nessas regiGes, foi possivel observar que,
num primeiro momento, somente os prolongamentos dos fibroblastos acompanham o
crescimento do epitélio. Nossos resultados demonstraram intima associagfio entre as c€lulas
epiteliais ¢ os fibroblastos, com formagio de pontos de adesdo entre estas células e a
membrana basal epitelial. Além disso, durante todos os perfodos de reposicdo hormonal,

examinados neste estudo, os fibroblastos apresentaram um fendtipo altamente sintético. Isto
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sugere, papel ativo destas células no processo de recuperagdo da matriz extraceiular do
estroma e na reorganizacio dos ductos glandulares. Esta intensa atividade sintética pode ser
tanto uma acio direts do andrégeno sobre os fibroblastos bem como de outros fatores
paracrinos liberados pelo epitélic em crescimento.

As células musculares lisas nSio acompanbam o crescimento epitelial e ficam
restritas 4 base dos brotamenios em desenvolvimento. Wikstrom et al. (2001)
demonstrararn gque os altos niveis de TGF-§ sintetizado pelas células musculares lisas
funcionam como wm importanie regulador tanto do tecido prostdtico normal quanto do
alterado. TGF-B influencia diretamente a diferenciagiio celular, além de inibir a
proliferaciio ¢ induzir apoptose das células epiteliais. Células prostaticas alteradas
normalmente perdem seus receptores para TGF-§ e adquirern resisténcis aos seus efeitos
inibitérios. Além disso, o TGF-B ¢ um mediador de apoptose induzida por castragio das
células epiteliais andrégeno-depententes (Kyprianou & Isaacs, 1988b; Kyprianou & Isaacs,
1989; Nemeth et al. 1997, Banerjee et al. 1998). Desta forma, a interagio entre as células
musculares lisas e os brotamentos poderia, via TGF-B, retardar o processo de recuperacio
epitelial.

Em conclusdo, os resultados apresentados neste estudo revelaram que o
restabelecimento da arquitetura glandular normal repete os eventos de seu desenvoivimento
pbs-natal e que uma intensa reagio do estroma & reposi¢do hormonal, com consegliente
ativacic das células musculares lisas e principalmente dos fibroblastos, tém participagdo

fundamental neste processo.
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Legendas das figuras

Figura 1: Cortes histolégicos de prostata corados com Tricrdmico de Masson. Ay CT &
dias. Os ductos das glindulas controle apresentamn o limen amplo (L) preenchido por
secreciio, o epitélio secretor com poucas dobras (seta) ¢ um estroma reduzido (asterisco),
1503; By CS 3 dias. O aspecto geral da giéndula de um animal castrado releva ductos com
lamen reduzido (1), epiiglio baixo (setas) e aumento do estroma (E}. 250X, TESTO 3 dias.
Observar o aumentc da luz dos ductos (L), com formacio de brotamentos epiteliais dos
ductos {seta), que invadem o estroma (E). 200X. D) Detalhe da figura anterior, destacando
a formagfo de brotos epiteliais nos ductos (broto) e as células musculares lisas distantes da
extremidade do broto {setas). 1000X. E) TESTO 7 dias. O estroma {E} fica reduzido entre
os ductos de luz ampla (L), com poucas dobras (seta), preenchidos por secrecfio. 200X. K}
TESTO 10 dias. A redugo na drea ocupada pelo estroma (E), com poucas dobras epiteliais

¢ observada (setas), e acimulo de secregio nos ductos (L). 200X,

Figura 2: Cortes histolégicos da préstata dos diferentes grupos experimentais corados com
Picrossirius + hematoxilina e observados em luz polarizada. A) CT 3 dias. B) C§ 21 dias.
C-F) TESTO 3, 5, 7 ¢ 10 dia, respectivamente. Observar a pouca birrefringéncia das fibras
do sistema colageno no grupo CT (setas). Essa birrefringénica aumenta no grupo CS 21
dias e diminui progressivamente no grupo TESTO (setas). Aumentos = 200X,

Figura 3: Cortes histologicos de préstatas dos diferentes grupos experimentais corados
pela técnica da Reticulina de Gomori. A) CT 0 dia, regifio distal evidenciando fibras
reticulares continuas na membrana basal do epitélio (seta) e das células musculares lisas
(cabeca de seta). B) CS 3 dia. As setas indicam o aspecto fragmentado das fibras reticulares
na membrana basal do epitélio (setas) e das cflulas musculares lisas (cabega de seta). C)
TESTO 03 dias, regifio distal mostrando a recuperagfio glandular com imicic da
reorganizacio das fibras reticulares ao redor dos ductos. Observar que apds 03 dias de
tratamento, essas fibras ainda apresentam aspecto fragmentado, principalmente na regifdo
onde os brotamentos epiteliais invadem o estroma (seta). D) TESTO 18 dias, regido distal
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evidenciando o retorno da continuidade das fibras reticulares na membrana basal do epitélio

(setas) e das células musculares lisas (cabegas de setas). Aumentos = 900X,

Figura 4: Cories histologicos de prostatas dos diferentes grupos expenmentais corados
pela Resorcina Fucsina de Weigert. A) CT 0 dia, destacando fibras do sistema elastico,
delgadas e distendidas ao redor do ducto ¢ das células musculares lisas (cabecas de setas).
B) CS 21 dias, mostrando fibras do sistema eléstico mais espessas e contorcidas ao redor
dos ductos e, em geral, acompanhando a conformacgo irregular das células musculares lisas
(setas). C) TESTO 3 dias, mostrando fibras do sistema eldstico retornando a0 seu aspecto
delgado e distendido ao redor dos ductos e 2o longe das células musculares lisas (sefas). F)
TESTO 19 dias, mostrando a recuperacio da das fibras do sisterna elastico (alongadas e
distendidas), em cortes transversais e longitudinais ao redor do ducto (setas). Aumentos =
900X

Figura 5: A) Aspecto ultra-estrutural da prostata ventral, grupo CT. A) Epitélio secretor
(EP), células musculares lisas (CML) e fibroblastos alongados ac redor dos ductos. No
estroma intersticial (EI} observa-se vaso sanguinec (VS). 2.800X B) Detalhe da figura
anterior evidenciando epitélio (EP), célula muscular lisa alongada (CML) e fibrilas de
colageno no estroma periductal (CO) 13.500X.

Figura 6: Aspecto uitra-estrutural da préstata ventral, grupo CS 21 dias. A) Observar a
reduciio na altura das células epiteliais (EP), presenca de fibroblastos com cromatina
condensada e poucas organelas (F) e células musculares lisas com contorno irregular
{CML), além de fibrilas de coldgeno (CO) no estroma intersticial. 5.800X. B) Detalhes de
uma célula muscular lisa com contorno irregular ¢ presenca de fibras do sistema eléstico
associadas {setas). 13.600X. C) Células epiteliais (EP) com grande quantidade de
membrana basal residual (setas). Fibroblasto com cromatina condensada (F). 23.800X

Figura 7: Aspecio ultra-estrutural da préstata ventral, grupo CS 31 dias. A) Estroma

apresentando fibroblastos com cromatina condensada (F), célula muscular lisa com aspecto
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espinhoso (CML), além de mastécito (M) no esiroma intersticial ¢ fibrilas de colageno
formando feixes (CO). 7.250X. B) Detalhe da fgura anterior evidenciando grande
quantidade de microfibrilas no estroma intersticial (MF}. Fibrilas de colageno (CO).
53.750XK.

Figura 8: Aspecto ulira-estrutural da prostata ventral, grupo TESTO €3 dias. A) Visfo
detathada de um broto epitelial (BE), evidenciando ¢ prolongamento de wm fibroblasto (F)
que o envolve. Observar que durante o brotamento, as células musculares lisas (CML) ndo
acompanham o crescimento epitelial. Estroma intersticial (EI) com vase sanguineo (VS).
3.185X. B) Membrana basal (MB) da célula epitelial (EP) intacta e distendida. Fibroblasto
com rauitas organelas de sintese protéica (F). 10390X. ) Detalhes de um fibroblasto (F) ¢
de uma célula muscular lisa (CML) com evidente drea de Complexo de Golgi {(asterisco)

indicando alta atividade sintética. 9. 00020

Figura 9: A) Aspecto ultra-estrutural da prostata ventral, grupo TESTO §7 dias. As setas
indicam pontos de adesdio entre o fibroblasto (F) e a membrana basal da célula epitelial
(EP). 11.900X. B) Aspecto ultra-estrutural da préstata veniral, grupo TESTO 1§ dias. Sao
observados resquicios de dobras de membrana basal (MB) epitelial, células epiteliais (EP)
com cromatina descompactada, células musculares lisas (CML) alongadas e fibroblastos

(F) com cisternas do reticulo endoplasmatico granular dilatadas (asterisco). 12.670%.



Tabela 1. Efeito da castracio e da reposigiio hormonal sobre os valores numéricos de peso
absoluto da prostata ventral (mg) e sobre os volumes relativos (%) e absolutos (mg) do

estroma muscular e ndo muscular,

Grupos experimentais
CTod CTid (€S04 CS1d TESTO TESTO TESTO TESTO
hMedidas i
34 3d 7d 104

Peso dapristata 385,2 4353 45,8 427" 1249° 184,5° 2156 3165°

(mg) +47,1 +81,2 +9,0 +15,3 +27.0 +38,6 +352 +51.6
=10 m=10 »7=10 n=10 =a=10 &=10 a=10 n»n=i0
Diosagem 7,13 8,24 13,21 §2,2% 10,67 2.4

Hormonalng/mt 2.5 43,358 <005 <405 +2,2 +4,5 +3,75 +3,15

Volume relativo
do estroma 2.1 7.2 276 3010 152 133" 11,7° 92
rauscular (%) +3,5 +4,3 +8,5 +7.5 +7.1 +5.4 15,2 +4,1

Densidade de 31,2 31,4 12,6 12,8 18,9°  245°  252° 291
volume do +13,5  +187 43 +3.2 +8.8 +99  +112  +i3

estroma muscular

(ml)
Volume relativo 92 26 33,3% 33.4° 17,2 1427 12,8° 11,6
doestromanic  +3.8 +4,1 +8,5 +8,7 +5,1 +6.4 +3.9 +5.3
muscular (%)

Densidade de 35,4 374 15.0° 142 214 26,17 27,5 36,7
volume do +14,6  +17,8 +3,9 +3,7 +6,3 +11,8 +84  +16,7
estroma ndo
muscular {mh)

Os valores representam a média + desvio padrfo.
2 = diferenca estatisticamente significante com P< 0,001 vs. o grupo controle.

¥ = diferenca estatisticamente significante com P< 0,05 vs. o grupo controle.
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Resume

A privagiio androgénica promove atrofia da prostata e a reposigho hormonal recupera a
estrutura normal da gléndula. Em ambos eventos, ocorrem intensa remodelaciio da matniz
exiracelular do estroma. Metallproteinases de matriz (MMPs) formam uma familia de
enzimas com capacidade de degradar vérios componentes da matiz extracelular. Neste
irabalho nés investigamos a atividade das formas latentes e ativas das MMP-Z e MMP-9
durante a castracio e recrescimento glandular. Ratos Wistar machos foram divididos em 3
grupos experimentais: controle (CT), castrados (CS) e castrados por 21 diss e tratados com
testosterona (TESTO). Os animais foram sacrificados em diferentes tempos de castragio ¢
de reposigio hormonal. Prostatas inteiras de animais dos diferentes grupos foram
homogeneizadas em condigBes nfo denaturantes e os extratos (28ug de proteina por linha)
foram analisados por zimografia em géis SDS-PAGE a 8% contendo 0,1% de gelatina. A
atividade gelatinolitica das MMPs foi analisada por densitometria da bandas ¢ uma analise
guantitativa das bandas foi empregada. A PV dos ratos controle mostrou pouca atividade
das formas pré (72 kDa) ¢ ativa (57 kDa) e uma maior atividade da forma intermedidria
(6f4 kDa) da MMP-2. Somente a banda ativa da MMP-9 (81 kDa) apresentou umé minima
atividade gelatinolitica no grupo controle. Na castracfio, ocorreu um aumento progressivo
da atividade de todas as bandas da MMP-2 e da banda ativa da MMP-9. Um aumento mais
expressivo, entretanto, foi observado para a banda ativa da MMP-2, principalmente apés 24
dias de castracio e apds 3 dias de reposi¢iio hormonal ¢ da MMP-9 ap6s 31 dias de
castracio. As analises de densitometria comprovam estas observagbes. Ap6s 10 dias de
reposi¢io hormonal todas as bandas apresentaram atividades levemente superiores as do
grupo controle. Em termos absolutos, atividade por prostata, o que se observou foi que
apenas as bandas ativas da MMP-Z e da MMP-9 apresentavam atividade aumentada durante
a castracdo e reposi¢io hormonal em relacho ao grupo controle. Esses resultados indicam
que ocorre ativagdo de MMP-2 ¢ MMP-9 durante a privagdo androgénica e reposigio
hormonal. Esta maior atividade certamente participa na remodelacio da matriz extracelular

do estroma prostatico observado nestes eventos.
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Indreducio

As metaloproteinases de matriz (MMPs) formam uma familia de endopeptidases,
dependentes de metais, que degradam vérios componentes da matriz extracelular. Essas
enzimas, tém papel relevante em varios processos fisiclégicos, tais como desenvolvimento
embrionario, involugBo do dtero apds o parto, involugio da mama apds a2 lactaclio.
Entretanto elas também estfo presentes em vérias situacfes patoldgicas, como na invasic
tumoral e metastases (Werb et al. 1996; Hidalgo & Eckhardt, 2001).

As MMPs sfo sintetizadas na forma de um precursor Iatente que sdo ativados no
espago extracelular. As cdlulas sintetizam uma outra classe de metaloproteinases
denominada Metaloproteinases de Membrana (MT-MMPs), que possuem a propriedade de
clivar as MMPs latentes, proporcionade sua ativacio. Além das MT-MMPs, outras
proteases sio capazes de ativar as MMPs ¢ entre elas estfio a plasmina, triptase ¢ quimase.
As MMPs também sfo ativadas via uma cascata de ativagfio, onde uma enzima ativa €
capaz de ativar uma outra enzima latente (Matrisian, 1990; Stamenkovik, 2000). As células
também secretam proteinas inibitérias de MMPs. Esses inibidores s#o conhecidos como
Inibidores Teciduais de Metaloproteinases (TIMPs). Assim, a atividade das MMPs ¢
regulada por meio de um complexo mecanismo de sintese, ativagfio e inibigdo (Ries et al
1995). Qualguer desequilibrio pa interaco desses eventos pode levar a alteracdes na
expressdo ¢ atividade dessas enzimas, como por exemplo, em tecidos cancerosos, onde se
observa aumento na razio MMP/TIMP (Matrisian, 1990; Werb et al 1996; Mook, et al
2004).

As gelatinases (MMPs 2 e 9) em particular, tem despertado grande interesse no
desenvolvimento ¢ progressfo de cincer. Essas MMPs t8m a capacidade de degradar o
colageno tipo IV, principal constituinte das membranas basais (MB). A degradaciio da MB
¢ um evento critico para a invasfio tumoral ¢ metastase. Além disso, as gelatinases também
estdo envolvidas nos processos de diferenciagfio celular, apoptose e angiogénese (Mook et
al. 2004).

As células cancerosas podem induzir as células normais a aumentarem a expressdo
de MMPs, demonstrando que fatores soliiveis sintetizados pelas células tumorais tomam

parte no processo de regulagio das MMPs. A degradaciio dos componentes da matriz
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extracelular também pode afetar a expressBo das MMPs. Por exemplo, a degradacio
proteolitica da laminina pela elastase de macréfagos (MMP-12) gera fragmentos que
podem estimular a expressio de MMP-9 em macréfagos via fosforilacdo de MAPK (Mook
et al. 2004).

Wilson et al. (2002) descreveram a expressio da MMP-2 durante a morfogénese da
prostata humana. A maior expresso fol encontrada nas células epiteliais do compartimento
basal. Entretanto, as c¢lulas secretoras luminais também apresentaram marcagio positiva.
Esses autores nfo encontraram marcacfio para MMP-2 nas células estromais. Zeng et al.
(2003) demonstraram correlacio positiva entre ¢ maior potencial invasivo e o aumento da
expressdo das MMPs 2 ¢ 9 no clncer de présiata, concluindo gue o conhecimento da
expressio dessas enzimas pode ajudar no prognédstico do clncer de prostata.

Estudos de imunclocalizaciio evidenciaram que a MMP-9 € mais freglientemente
expressada em tumores de estigio avancado, onde as células fumorais encontram-se muito
proximas as células inflamatorias, sugerindo que a protedlise localizada contribui para a
invas8o tumoral (Mook et al. 2004).

Wilson et al. (1993a) descreveram atividade de diversas proteases na secrego da
prostata humana. As formas que mais apresentaram atividade gelatinolitica foram as de 81,
64, 66, 71 e 76 KDa, que foram estimuladas pela adicfio de CaCl; ao tamp#o de incubacfo,
confirmando a identificacio como MMPs. Além das MMPs, esses autores também
observaram a atividade de proteases de menor peso molecular (23, 36 e 38 KDas),
independentes de CaCl,, classificadas como serina-proteases.

Wilson et al. (1992) descreveram aumento na atividade da MMP-2 durante o©
desenvolvimento e maturacio da préstata e vesicula seminal de ratos. A maior atividade foi
observada durante ¢ desenvolvimento prostatico em ratos com idade enire 2 e 10 dias. Essa
atividade diminuiu progressivamente com a maturacdo sexual. Wilson et al. (1991}
demonstraram aumento na atividade das proteases de aproximadamente 58, 63 e 66 KDa,
estimulada por célcio, durante involugBo prostatica, com pico de atividade por volta do 7°
dia apés a castrag@ic. Esses autores também descreveram aumenio na atividade da forma de

58 KDa durante a recuperagfo glandular com tratamento com testosterona, apos 4 dias.
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Powell et al. (1996) demonstraram o aumento de expressdo de RNA mensageiro
para MMP-7 durante 2 involugfio prostitica por castracfio. Esses autores observaram um
pico de expressio de RNA mensageiro no 5° dia apbs a castragfo ¢ diminuigiio de
expressdo apos 8 dias. Estudos de hibridizacfio in sity mostraram que as s80 as células
epiteliais gue sintetizam a MMP-7.

Wilson et al. (1993b) descreveram atividade gelatinolitica das proteases cilcic
dependentes de 48, 51, 74 ¢ 80 kDas na secregfo da préstata ventral de ratos. Além disse,
esses autores também observaram intensa atividade de proteases independentss de cilcio de
aproximadamente 27 KDa, e proeminente atividade das formas de 22, 36 ¢ 41 KDas.

Hoeksira et al. (2001} e Jung et al. (2003) sugeriram que © estudo da concentracio
plasmatica e da atividade das MMPs, em associaciio com 2 determinaglo dos niveis de
PSA, poderiam funcionar como ferramenta para o monitoramento da progressdo maligna
dos tumores de prosiata. Outro exemplo € o aumento nos niveis de MMP-2, -7, -8, -9, -1§,
—13 e -14 em pacientes com céncer prostdtico, quando comparado aos niveis de homens
saudaveis (Stearns & Stearns, 1996; Wilson et al. (2004). Liao et al. (2003) e Pang et al.
(2004) demonstraram que hormdnios androgénicos também podem afetar a expresséo das
MMP-2 e -13 em tumores de préstata.

Essas evidéncias quanto a participaco das MMPs no cariter metastatico dos
tumores demonstram que a inibicfc da atividade das MMPs, por inibidores naturais ou
sintéticos, pode ser um importante caminho para o tratamento do céncer de prostata
independente de hormdnios (Woessner, 1999; Kugler, 1999; Lokeshwar, 1999; Hidaigo &
Eckhardt, 2001).

Considerando que a préstata ventral de ratos tem sido extensivamente utilizada
como modelo de estude da fisiologia prostatica normal e patoldgica, pareceu-nos
extremamente importante realizar um estudo semi-quantitativo e temporalmente mais
detalhado sobre a atividade gelatinolitica da MMP-2 ¢ MMP-S durante os processos de
involucdo e recuperagiio glandular. Neste trabaiho, nos demostramos um aumento
extremamente significativo da atividade das formas ativas da MMP-2 ¢ MMP-9 na prostata

veniral de ratos durante estes dois evenios.
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Materzial ¢ Métodos

Apimais

Foram empregados ratos Wistar adultos machos com idade de 3 meses, pesando
cerca de 350g. Os animais foram mantidos sob condigBes constantes de temperatura ¢
fotoperiodo, sendo fornecida dgua e rago “ad Iibifum” Os animais foram divididos em &8s
grupos experimentais: grupo conirole (CT); grupo castrado (CS); e grupo castrado por 21
dias e tratados com testosterona (TESTO).

A castrac8o foi realizada por uma pequena incisfo escrotal, sob anestesia com
pentobarbital sédico (30 mg/kg, injetados intraperitonealmente), ¢ retirada dos testiculos.

Os animais do grupo TESTO, apds 21 dias de castracio, receberam doses didras de
testosterona (Propionato de Testosterona - 4mg/kg peso corpdreo/dia), dissolvida em dleo
de milhe ¢ administrada por injecfo subcutfinea. Os outros dois grupos de animais
receberam apenas Olec de mitho.

Os animais do grupe castrado foram sacrificados apos 3, 5, 7, 21, 24, 26, 28, e 31
dias ap6s a castragfio, enquanto os do grupo castrado tratado receberam, ap6s 21 dias de
castracfio, doses didrias de propionato de testosterona (4mg/kg/dia) e foram sacrificados
ap6s 3, 5, 7 e 10 dias de reposigfio. Finalmente, os animais do grupo controle foram
sacrificados ao 3°, 7°, 21°. ¢ 31° dias apés o inicio do experimento.

Para cada periodo € em cada situagdo experimental foram utilizados 10 animais.

Os 16bulos das prostatas ventrais foram removidos, pesados e imediatamente

congelados em nitrogénio liguido e estocados a —806°C até o momento do uso.

Preparacio do extrato de tecido

Prostatas ventrals inteiras (um par de lobulos) de 3 ratos diferentes de cada grupo
experimental foram utilizados em cada extragfio. O Idbulos foram homogeneizadas em
tampdo de extracfo (30mg de prostata/100ul de solucio), contendo Tris-HCI 30Mm pH
7.4, NaCl 0,2M, Triton X-100 0,1% e 0,1% de cocktail inibidor de protease (P-8849 -
Sigma-CO, Saint Louis, MO, USA) utilizando um homogeneizador do tipo Turrax em trés

ciclos de 5 segundos cada. O homogeneizado ficou incubando por 2 horas a 4°C, para
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aumentar a eficiéncia da extraciio. ApGs a incubacgio, 0 homogeneizado foi centrifugado a
4,000 RPM por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e mantido a —80°C até a
hora do uso. A conceniracio de proteinas em cada amostra foi determinada utilizando-se o
método de Bradford (1976).

Zimografia de Protfeinas

Aliguotas (28 pg de proteina por linha) do extrato foram submetidas 4 eletroforese
sob condices nio redutoras (100V a 4°C) em gel de poliacrilamida a 8% contendo 0,1% de
gelatina (coldgeno denaturado). Apds a eletroforese, os géis foram lavados em Triton X-
100 2,5% duas vezes de 15 minutos, e em seguida em tampdio Tris-HCI 50Mm pH 8.4 por
duas vezes de 3 minutos ¢ entdo incubados por 12 horas a 37°C no mesmo tampéo contendo
5 Mm de CaClo e 1 uM de ZnCl. Apds a incubac8o, os géis foram corados com Comassie
Briiliant Blue 0,25%. Areas de protedlise aparecem como bandas claras contra um fundo
azul escuro. Foram utilizados como controle positivo da atividade das MMPs no gel de
zimografia 30 picogramas da MMP-9 ativa ¢ 2 nanogramas da MMP-2 ativa, adquiridas
comercialmente (Oncogene, Darmstadt-Germany)..

As bandas obtidas na zimografia foram digitalizadas, convertidas em bandas escuras
sobre um fundo clare e analisadas por densitomeiria. A atividade gelatinolitica das bandas
da MMP -2 e 9 foi analisada obtendo-se & densidade optica integrada (IOD) das bandas
utilizando-se Image Master VDS versiio 3.0 acoplado ac aparelho Image Master VDS
(Pharmacia Biotech).

Ap6s obtencfo do 10D das diferentes bandas da MMP-2 e da MMP-9, para meihor
visualizacdo das diferencas encontradas, foi feita uma razio entre o I0D das bandas dos
grupos experimentais CS ¢ TESTO sobre o 10D das bandas do grupo CT.

0 IOD das bandas da zimografia refere-se 4 atividade gelatinolitica presente em 238
ug de protefnas. Como foram obtidos diferentes volumes de extratos, proporcionais ao peso
das glandulas nos diferentes grupes, os valores de IOD obtidos na zimografia foram

transformados em 10D abseluto, considerando-se 0 peso prostatico médio de cada grupo.



Andlises estatisticas
Os valores representam média © SD. Os valores foram submetidos 2 andlise de
varifncia pelo teste One-way Anova e posierior teste de Tukey-Kramer, sendo considerados

significativamente diferentes os valores com F < 0,05

Besultados e Thisenssdo

Apbs vérios testes de padronizaclio, 78 pug de proteinas de extrato prostatico e 12
horas de incubagfo revelaram serem eficientes para demonstrar a atividade das principais
bandas da MMP-2 ¢ MMP-9 sem provocar a saturacdo de nenhuma banda. A figura 1
mostra o resultado da atividade gelatinolitica em gel de zimografia. O gel represenia os
resultados obtidos por trés diferentes géis de duas diferentes extragfes.

Na zimografia, foi possivel visualizar as tipicas bandas de 81 kDa da forma ativa da
MMP-9 ¢ as bandas de 72, 64 ¢ 57 kDa, todas correspondentes as formas pro, intermediaria
e ativa da MMP-2, respectivamente (Fig. 1).

Todas as bandas da MMP-2 dos grupos experimentais apresentaram-se aumentadas
em relacfio ao grupo controle. Wilson et al. (1992) descreveram aumento na atividade das 3
formas da MMP-2 durante o desenvolvimento ¢ maturacfo da prostata e vesicula seminal
de ratos. A maior atividade foi observada durante o desenvolvimento prostatico em ratos
com idade entre 2 e 10 dias. Wilson et al. (2002) demonstraram a expressio da MMP-2
durante a morfogénese da prostata humana. A maior expressio foi encontrada nas ¢€lulas
epiteliais do compartimento basal. Entretanto, as células secretoras juminais também
apresentaram marcagio positiva. Neste experimento, os autores ndc encontraram marcacio
para MMP-2 nas células estromais. Esses resultados sugerem o envolvimento dessas
proteases nas modificagdes na matriz extracelular, que s#io necessdrias para ©
estabelecimento da organizagio tecidual observada na préstata de um animal adulto.

Wilson et al. (1991) demonstraram aumento na atividade das proteases de
aproximadamente 58, 63 ¢ 66 KDa, estimulada por cdlcio, durante involuglo prostatica.
Esses autores observaram o processe de involugo por 30 dias e demonstraram wm pico de

atividade das 3 bandas da MMP-2 por volta do 7° dia apés 2 castragfo. Entretanto, nos



observames uma maior atividade das formas da MMP-2 emn uma fase mais avancada da
involuciio glandular, entre 0 24 ° e 28 © dia apds a castrag@o. A atividade das 3 formas
diminuiu até 0 31 © em nosso experimento. Hsses autores também descreveram aumentio na
atividade da forma de 58 KDa durante a recuperacfo glandular com tralamento com
testosterona, apds 4 dias.

Fm nosso experimento, o aumenio da atividade da banda de 57 kDa foi muifo
expressivo tanto na castragBo quanto na recuperagfio hormonal. A reposigio hormonal
induziu maior aumenio na atividade das trés formas da MMP-2Z, comparado com a
castragio. Essa atividade diminuin progressivamente com o fratamento. Entretanto, ap6s 10
dias de recuperag@o glandular, a atividade das trés bandas da MMP-2 foi aproximadamente
7 vezes maior gue a observada no grupo controle (fig. 2.

A atividade da banda ativa da MMP-9 apresentou-se sempre extremamente elevada
durante a castragBo € no indcio da reposicdo hormonal, mas principalmente no final do
periodo de castrag@io. Apos S, 7 e 10 dias de tratamento com testosterona a atividade desta
banda diminuiu progressivamente para os niveis do grupo conirole (Fig. 4).

Mook et al. (2004) descreveram aumento de expressio de RNAm das MMP-2 ¢ 9
em cancer de colon, além da maior ativagiio de suas formas latentes, demonstrando uma
correlaciio entre a atividade das gelatinases e o fendtipo agressivo do céncer de clon. Esses
autores também demonstraram a maior atividade da MMP-9 em fases mais avancadas da
invasio tumoral, principalmente em regides onde ocorreram perda ou auséncia de coldgeno
tipo IV nas membranas basais epiteliais. J4 foi demonstrado que, na prostata em involucéo,
ocorrem alteracdes na membrana basal, com degradagio de colageno tipo IV ¢ indugfic de
apoptose de células epiteliais (Carvalho & Line, 1996; Ihio et al. 2000). Desta forma, €
possivel que a atividade da MMP-9 esteja relacionada com estas modificagles na
membrana basal e apoptose das células epiteliais.

As alteragBes de expressiio da MMP-7, durante a involuc@io da prostata ventral,
foram descritas por Powell et al. (1996). A MMP-7 nfo foi encontrada em nivels
detectaveis nos anirnais controle. Ocorreu um aumento de expressdo do RNAm por volta do
2° dia apés a castraco, com pico detectado no 3 ? dia. Por outro lado, observou-se que o

pico de expressdo protéica ocorria antes do pico de expressio do RNAm. Esses resultados
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parecem contraditdrios, uma vez que a expressio protéica esteja ocomendo amtes da
transcricdo do RNAm correspondente. Entretanto, o que se observou neste experimento foi
um aumento de ativacio da forma latente da MMP-7, gue € um evento pos-transcricional e
independente dos niveis de expressfio de RNAm. Estes resultados descritos por Powell et
al. (1996} para 2 MMP-7 corroboram as nossas observacfes, nas guais sBo observados
maiores anmentos na atividade das formas afivas em detrimento das formas de pré-enzima.

Entretanto, quando se analisa o 10D absoluio por prostata inteira, o perfil de
atividade das bandas da MMP-Z revela que apenas a banda da forma ativa esta aumentada
duranie a castracBo e reposic@o hormonal (Fig. 3). J& a MMP-9 continua apresentando
grande atividade na prostata dos animais do grupo CS e TESTO (Fig. 5).

Wilson et al. (1991) demonstraram que duranie a castragio ocorre uma progressiva
diminuicio da guantidade das proteases presentes na secregBo. Em nosso estudo, também
foi observado este aspecto {dados n8o mostrados). Além disso, também foi demonstrado
que a MMP-2 ¢ MMP-9 estio presentes na secregfic da prostata ventral. Considerando que
a guantidade de secregdio prostitica acumulada nos ductos diminui progressivamente
durante a castraciio, € possivel concluir que a maior atividade das MMPs -2 ¢ 9 observada
durante os eventos de casiragio ¢ reposic@o hormonal esteja presente no compartimento
estromal da prostata.

Esta observaco suporta a hipltese de gue, na regressdo prostitica segmida a
privag@o androgémica, além da atrofia dos compartimentos epiteliais ¢ luminais, também

ocorra uma atrofia estromal, com degradacfo da matriz extracelular do estroma.
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Legendas das figuras

Figura 1. Atividade gelatinolitica da MMP-9 e da MMP-2 durante a castracio e reposicio
hormonal. Podem ser visualizadas as bandas de 81 kDa que corresponde 4 forma ativa da
MMWMP-9 e as bandas de 72, 64 e 57 kDa que correspondem, respectivamente, as formas pré,
intermediaria e ativa da MMP-2.

Figura 2. Razdo enfre 0 10D das bandas da MMP-2 dos grupos CS e TESTO sobre o grupo
CT.

Figura 3 Razdo entre o 10D absoluto da MMP-2 dos grupos CS e TESTO sobre o grupo
CT.

Figura 4. Raz8o entre 0 10D da banda da MMP-9 dos grupos CS ¢ TESTO sobre o grupo
CT.

Figura 5. Razfo entre o IOD absoluto da MMP-9 dos grupos CS e TESTO scbre o grupo
CT.
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5. Conclusfes gerais da fese

As células epiteliais da vesicula seminal involuida apresentam wma resposia inicial
proiferativa mais intensa a reposicio hormonal do que as da prostata ventral, conforme

avaliado pelo indice de proliferacio cehular;

A maior complexidade estrutural da préstata e © esitroma acumulado durante a

involucio glandular requerem um maior tempo para a sua completa recuperagio;

() tempo necessirio para a recuperacdo glandular da prostata ventral depende do
periodo de privacdo androgépica, ou seja, quanto maior o tempo de privacio, maior o

tempo necessario para recupera-la;

10 dias de reposico hormonal so suficientes para a recuperacfio do contetido estromal,

mas nio para parénguima glas: ular;

A recuperacdo glandular da prostata involuida repete os eventos do seu

desenvolvimento pés-natal com a formacio de brotamentos do epitélio;

Durante a involucgio glandular ¢ o posterior re-crescimento ocorrem tanto sintese dos

componentes fibrilares estromais e também degradacio pela atividade das MMPs

Ocorre um aumento na concentracdo e atividade das MMPs no estroma durante os

eventos de involugfo e recuperagfo glandulares;

Na involugo e na recuperacdo glandular ocorre ativacdo das formas latentes das MMPs

2 € 9, as quais participam da degradac8o e remodelacio das fibras estromais;

Os efeitos da castragfo e da reposigdo hormonal sobre a préstata ventral de ratos s8o um
bom modelo de estudos das interagBes epitélio-estroma, da matriz extracelular ¢ da

atividade de metaloproteinases de matriz.
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