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RESUMO

A senescéncia ¢ fator determinante para a ocorréncia de alteracdes morfofuncionais da prostata.
O objetivo desse estudo foi caracterizar e correlacionar as interagdes entre os receptores dos
fatores de crescimento fibroblasticos (FGFR2, FGFR7, FGFRS), fator de crescimento epidermal
(EGFR), a-actina e vimentina e os receptores androgénicos (AR), estrogénicos a e f (ERa, ERP)
e de prolactina (PR) nos compartimentos epitelial e estromal frente a condicdo de senilidade e
variagdes hormonais. Além disso, caracterizar e correlacionar o AR, ERa, ERf ¢ PR com os
FGFs nos compartimentos epitelial e estromal de amostras humanas com adenocarcinoma de alto
grau e baixo grau. 50 ratos machos senis (10 meses de idade) e 10 ratos machos jovens (4 meses
de idade) foram divididos em grupos: Jovem (JOV) e Senil (SE): 6leo de amendoim por 30 dias;
Castrado (CAS): castragdo cirurgica e quimica; Tamoxifeno-Letrozol (TAM): tamoxifeno e de
letrozol por 30 dias; Castrado+estrogeno (REEST): tratamento similar ao CAS, e posteriormente
receberam injeg¢des de 17p-estradiol por 30 dias; Tamoxifeno-Letrozol+Androgeno (RETEST):
apés tratamento similar ao grupo TAM, os animais receberam injecdes de Cipionato de
Testosterona por 30 dias. Os animais foram sacrificados e amostras do lobo ventral foram
coletadas e submetidas as analises de Microscopia de Luz, imunohistoquimicas, western blotting
e dosagem hormonal. 30 amostras prostaticas humanas foram divididas em grupos:
Adenocarcinoma de alto grau e Adenocarcinoma de baixo grau. As amostras foram submetidas as
analises de Microscopia de luz e imunohistoquimicas. Apds a administracdo estrogénica,
presenca de microdcinos, células inflamatorias e hipertrofia do estroma prostatico foram
observados. A hiperandrogenizagdo levou a recuperag¢ao epitelial. No SE houve aumento de
vimentina, ERa ¢ PR em relagdo ao JOV. No CAS observou-se localizacao diferencial da
prolactina e a-actina em relagdo ao SE. No RETEST, observou-se recuperacdo do padrdo de
distribui¢do de reatividade da o-actina e da prolactina em relacdo ao SE. No REEST foi
observado aumento de ERa e ERP e localizagdo diferencial destes, somando-se a diminui¢do da
a-actina e vimentina em relagdo ao SE. No TAM foi observada diminui¢ao de ERP e a-actina, e
aumento de prolactina no compartimento estromal, em relagdo ao SE. Em humanos, os FGFR2 e
FGFRS8 apresentaram-se aumentados no estagio inicial do cancer prostatico, sugerindo essas
moléculas como bons alvos terapéuticos. Pode-se concluir que o envolvimento do ERa na

ativacdo do estroma reativo tornou o microambiente favordvel a progressao do cancer, devido a



potencializagdo do desequilibrio estromal, e o ERP contribuiu para a inibigdo das lesdes pré-
cancerosas em homens na senescéncia. Ja, o desequilibrio causado pela ablagdo e/ou reposi¢ao
hormonal nao somente alterou o feedback entre os hormodnios esteroides como modificou a
localizagdo da reatividade das moléculas nos compartimentos prostaticos, provavelmente
interferindo nas sinalizagdes autdcrinas e paracrinas dos estrégenos, EGF e prolactina, apontando
esses como deflagradores da formacao do estroma reativo. A ablagao hormonal nos animais senis
levou ao aumento da reatividade dos FGFs, sugerindo interagdes entre os hormonios e suas vias
de sinalizacdo e o microambiente prostatico senil. As vias dos FGFs podem ser ativadas também
de maneira androgeno-independente, uma vez que os FGFs apresentaram niveis de deteccdo

aumentados mesmo diante da intensa deplecdo androgénica imposta pela castragao.



ABSTRACT

Senescence is a determining factor for morphological and functional prostatic alterations. The
objective of this study was to characterize and correlate the interactions among fibroblast growth
factor receptors (FGFR2, FGFR7, FGFRS), epidermal growth factor (EGFR), a-actin and
vimentin and the androgen receptor (AR), estrogen a and B (ERa, ERB) and prolactin (PR) in
epithelial and stromal prostatic compartments in elderly rats on hormonal variation. Also, the
objective was to characterize and correlate the AR, ERa, ERP and PR with the FGFs in the
human prostatic samples, presenting high grade and low grade adenocarcinoma. Fifty male rats
(10 months old) and 10 young male rats (4 months old) were divided into groups: Young (JOV)
and Senile Groups (SE)- peanut oil injections for 30 days, Castrated Group (CAS)- surgical and
chemical castration; Tamoxifen-Letrozole Group (TAM)- tamoxifen and letrozole injections in
period of 48 hours for 30 days; Castrated + estrogen Group (REEST)- surgical and chemical
castration and subsequently the animals received 17B-estradiol injections for 30 days; Tamoxifen-
Letrozole + Androgen Group (RETEST): after treatment similar to the TAM group, the animals
received testosterone cypionate injections for 30 days. After the treatment, the animals were
sacrificed and the ventral lobe samples were collected and analyzed for the Light Microscopy,
immunohistochemistry and Western blotting. Thirty human prostatic samples were collected
from elderly men and divided into High-grade and Low-grade Adenocarcinoma Groups. The
samples were submitted to light microscopy and immunohistochemical analyses. After estrogen
administration, epithelial atrophy, microacini, inflammatory cells and stromal hypertrophy were
observed. The hyperandrogenization led to the recovery of epithelium. The vimentin, ERa and
PR increase was verified in the SE group in relation to JOV one. Differential localization of PR
and a-actin was seen in the CAS group in relation to SE one. Recovery of the distribution pattern
of a-actin and prolactin reactivities was observed in the RETEST group in relation to SE. In the
REEST group, it was observed the ERa and ERp increase and differential localization of these
receptors, and the a-actin and vimentin decrease in relation to SE. In the group TAM, it was
observed the ERB and a-actin decrease and the prolactin increase in the stromal compartment in
relation to SE group. Regarding to human samples, increased FGFR2 and FGFR8 were observed
in the early stages of prostate cancer, suggesting these molecules as good therapeutic targets.

Thus, it can be concluded that the involvement of ERa in activation of reactive stromal led to the



favorable microenvironment to cancer progression considering the strong stromal imbalance, and
the ERP contributed to the inhibition of precancerous lesions in elderly men. The imbalance
caused by ablation and/or hormone therapy not only changed the feedback between steroid
hormones but also changed the reactivity localization of molecules in prostatic compartments,
probably interfering in the autocrine and paracrine signaling of estrogen, prolactin and EGF, and
pointing these molecules as possible triggers of the formation of reactive stroma. The present
results demonstrated that hormone ablation in senile rats led to increased reactivities of the FGFs,
suggesting interactions among hormones and their signaling pathways and senile prostatic
microenvironment. Furthermore, it can be concluded that the ways of FGFs can be activated also
androgen-independent manner, considering that the FGFs showed increased levels in the severe

androgen depletion characterized by castration.



1) INTRODUCAO

1.1) Caracterizacao Estrutural da Préstata

A prostata € uma glandula sexual acessoria masculina que secreta diversos nutrientes que
compdoem o liquido seminal, fluido esse essencial para a nutricio e motilidade dos
espermatozdides (Taylor & Risbridger, 2008). No homem, a prostata encontra-se localizada ao
redor da uretra, inferiormente a bexiga urindria onde sdao descritas trés regioes glandulares: zona
periférica, zona central, zona de transicdo e zona peri-uretral, envoltas por uma fina camada
fibromuscular (Wendell-Smith, 2000). A zona central ¢ relativamente resistente ao
desencadeamento de carcinomas. Por outro lado, a zona de transi¢do ¢ apontada como principal
alvo da ocorréncia de hiperplasia benigna prostatica (Wendell-Smith, 2000). A zona periférica ¢ a
maior subdivisdo anatomica contendo 75% do total de tecido glandular e sendo o local de
ocorréncia da maioria dos carcinomas (Walsh et al., 1998). As diferengas morfoldgicas entre as
zonas central e periférica podem ser identificadas microscopicamente, sendo que a zona central
possui grande quantidade de estroma fibromuscular, além de acinos largos e escassos. Ja a zona
periférica tem delgado estroma fibromuscular e grande quantidade de &cinos secretores
(Blacklock, 1977).

Ja em roedores, a prostata divide-se em trés pares de lobos: ventral, lateral e dorsal de
acordo com a localizagdo ao redor da uretra prostatica ¢ um par de glandulas coaguladoras ou
prostata anterior localizadas na face concava das vesiculas seminais (Sugimura et al., 1986;
Aumiiller & Seitz, 1990). De maneira geral, os lobos prostaticos sdo compostos por um conjunto
de estruturas tubulo-alveolares, revestidos por epitélio secretor simples envolto por estroma

(Aumiiller & Adler, 1979). Uma membrana basal separa o epitélio do estroma, tendo como seus



principais componentes o colageno tipo IV e a laminina (Knox et al., 1994).

O epitélio da prostata ¢ formado por trés tipos celulares; luminal ou glandular, basal e
neuroenddcrina; os quais sdo distintos quanto a expressdo de citoqueratinas € ou expressiao
diferencial conjunta dessas (Berry et al., 2008). As células luminais representam o mais freqiiente
tipo celular no epitélio, constituindo o compartimento exocrino da prostata, secretando proteinas
como o antigeno especifico da préstata (PSA) nos humanos (De Marzo et al., 1999) e prostateina
e probasina no rato (Berry et al., 2008). Ja, as células basais sdo relativamente indiferenciadas
nao demonstrando atividade secretora (McNeal, 1988). Na prostata humana, as células basais
formam uma camada continua adjacente & membrana basal, sendo que a relagdo de células
basal/luminal ¢ de cerca de 1:1. No rato e camundongo, as células basais formam uma camada
descontinua e a relacdo ¢ de cerca de 1:7 (El-Alfy et al., 2000).

O estroma prostatico ¢ formado por um arranjo complexo de células estromais e matriz
extracelular associado a fatores de crescimento, moléculas reguladoras e enzimas de
remodelagdo, as quais provém sinais bioldgicos gerais e exercem influéncias mecanicas sobre as
células epiteliais (Cunha & Matrisian, 2002). Também, vasos sanguineos, terminagdes nervosas
e células imunes sdo componentes estromais (Tuxhorn et al., 2001). Os fibroblastos e as células
musculares lisas sdo importantes tipos celulares do estroma prostatico. A principal func¢do destes
¢ sintetizar componentes estruturais e reguladores da matriz extracelular. A matriz extracelular é
uma rede de proteinas fibrilares, glicoproteinas adesivas e proteoglicanos (Lin & Bissel, 1993;
Kreis & Vale, 1999; Tuxhorn et al., 2001), sendo um reservatorio de fatores de crescimento
ativos e latentes (Taipale & Keski-Oja, 1997; Tuxhorn et al., 2001). Além disso, componentes
estruturais, como fibras colagenas ¢ fibras elasticas, proporcionam rigidez mecanica e

flexibilidade ao tecido. Recentemente, Ceder et al. (2008) relataram a possivel existéncia de



células estromais progenitoras na prostata adulta humana, sendo que essa populacao celular
estromal expressaria vimentina e seria positiva para CD133.

Os processos biologicos na prostata, tais como regulacao da proliferacdo e diferenciagdo
celular, atividade mitogénica, processos secretores e crescimentos tumorais sdo regulados e/ou
influenciados por diferentes polipeptideos como os fatores de crescimento homoélogos a insulina
(IGF), fatores de crescimento fibroblasticos (FGF) e fatores de crescimento epidermais (EGF)
(Marszalek et al., 2005). Os FGFs sdo conectados a matriz extracelular e uma variedade de
enzimas de degradacdo, particularmente as proteases, podem liberd-los da matriz extracelular. O
FGF-2 age como agente mitogénico para as células estromais prostaticas e seu efeito se da
principalmente de maneira autécrina (Garrison & Kyprianou, 2004), além de contribuir para a
angiogénese (Kwabi-Addo et al., 2004). Ja, FGF-7 atua de maneira paracrina, agindo como
mitégeno para células epiteliais prostaticas (Ittman & Mansukhani, 1997). Ainda, o FGF-8 ¢
apontado por possuir papel na carcinogénese devido a sua super-expressao nas células cancerosas
prostaticas (Cotton et al., 2008). Tem sido postulado que a expressdo desse mitogeno ¢
parcialmente regulada pelo receptor de andréogeno. Embora a sinalizagdo de AR e FGF seja
importante no desenvolvimento prostatico, seu exato mecanismo de interagdo ndo ¢ conhecido
(Cotton et al., 2008). Kwabi-Addo et al. (2004) demonstraram que se as células cancerosas
requerem atuagdo do FGF para sobreviverem, deve haver um processo de selecdo de células que
tém alteragcdes genéticas e epigenéticas que potencializem a sinalizacdo para FGF. Baseado
nessas observagdes, a ruptura da sinalizagdo do FGF tem sido alvo terapéutico no cancer
prostatico. Ainda, vale ressaltar que alguns tumores dependem do desequilibrio na sinalizagdao do
FGF para o seu desenvolvimento e progressdo ¢ que essas moléculas provém bons alvos

terapéuticos (Ahmad et al., 2012).



Assim, em associacdo, células estromais e matriz extracelular criam um microambiente
que regula o crescimento e diferenciagdo funcional das células adjacentes, desempenhando cada

um desses, importante papel na manuten¢ao da forma e funcao tecidual (Cornell et al., 2003).

1.2) Hormonios Esteroides e Prostata

A morfogénese, a manutengdo da atividade funcional e da morfologia, a proliferagdo e a
diferenciagdo das células da prostata sdo reguladas por androgenos (Imamov et al., 2005). A
testosterona e a dihidrotestosterona (DHT) s3o os principais androgenos a induzir a diferenciagao
prostatica (Toorians et al., 2003). A DHT ¢ resultante da conversdo da testosterona através da
enzima So-redutase (Toorians et al., 2003).

A castrag@o ¢ um dos métodos mais utilizados para o estudo dos mecanismos envolvendo
a testosterona na manuten¢do e¢ funcionamento da préstata. A deficiéncia androgénica leva a
involugdo da prostata, ativacdo da apoptose e intensa remodelacdo da matriz extracelular desse
orgao (Vilamaior et al., 2000).

A prostata adulta de roedores tem a capacidade de sofrer sucessivos estagios de
regeneragdo epitelial apos a privagdo de androgenos (castracdo) seguida de reposicdo hormonal
(Taylor & Risbridger, 2008). A capacidade regenerativa tem sido atribuida a uma populagao de
células de longa vida, as quais sdao designadas como células-tronco, que se localizam no epitélio
prostatico e s3o independentes de androgeno para a sua sobrevivéncia, mas androgeno-sensiveis e
androgeno-responsivas. As células luminais expressam receptor androgénico (AR) e sio
andrégeno-responsivas e androgeno-dependentes (Taylor & Risbridger, 2008). As células basais
sdo andrégeno-independentes, mas androgeno-responsivas, podendo ser estimuladas por acao

androgénica via fatores de crescimento derivados do estroma para a renovagao do compartimento



celular luminal (Taylor & Risbridger, 2008).

A expressdo de AR em células basais ¢ relativamente baixa se comparada as células
luminais (Leav et al., 1996). Contudo, as células basais expressam focalmente os receptores
estrogénicos ¢ podem proliferar quando submetidas a terapia estrogénica (Collins & Maitland,
2006). O papel exato das células epiteliais basais durante o desenvolvimento, funcionamento e
carcinogénese ainda ndo ¢ claro (Berry et al., 2008; Taylor & Risbridger, 2008). A resposta a
manipulagdo hormonal, especialmente na auséncia de androgenos, foi reconhecida como prova da
existéncia das células tronco prostaticas (CTP) (Isaacs, 1987). Além disso, o processo de
apoptose ocorre principalmente nas células luminais epiteliais androgeno-dependentes, sendo que
as células basais androgeno-independentes permanecem inalteradas, provocando mudanca na
relacdo células luminais/basais (Verhagen et al.,, 1988). No entanto, as células basais
remanescentes, apos a castragdo, sdo sensiveis aos androgenos, de tal forma que a reposi¢cdo de
andrégenos leva a proliferacdo e regeneracao da estrutura prostatica. Este processo regenerativo
tem sido atribuido a proliferagdo e diferenciagdo das células tronco localizadas no compartimento
basal.

Estrégenos atuam sinergicamente a testosterona, influenciando tanto as fungdes normais
da prostata quanto as alteragdes patogénicas (Cunha et al., 2002). Os estrogenos possuem efeitos
anti-androgénicos e regulam negativamente o eixo hipotalamo-hipofise-gonada, com reducido da
produgdo de androgenos pelas células de Leydig e decorrente involugao do epitélio prostatico e
crescimento estromal em animais adultos (Weihua et al., 2002). Segundo Nellemann et al.
(2005), a expressao de AR na prostata parece estar sob regulagdo de estrogenos e androgenos, ja
que a co-administragdo de testosterona com anti-estrogeno ou a co-administragdo de estrogeno

com anti-andrégeno reduziu os efeitos dos hormdnios sexuais.



A Dbiossintese de estrogenos ocorre a partir de um substrato androgénico, através da
aromatizacdo desse hormonio pela enzima aromatase (Risbridger et al., 2003). Os efeitos
estrogénicos na prostata sdo resultados da ligacdo desses hormonios em receptores estrogénicos
especificos a e B (ERa, ERP), os quais sdo predominantemente expressos no estroma e no
epitélio, respectivamente (Cunha et al., 2002).

Os efeitos estrogénicos na prostata sdo complexos e podem envolver tanto agdes diretas,
através dos receptores, como indiretas, através do eixo hipotalamo-hipo6fise-gonada (Cunha et al.,
2002). As acdes diretas de estrogenos na prostata foram avaliadas através de um modelo de
camundongos hipogonadal (hpg), os quais tém deficiéncia pos-natal em gonadotrofinas e
testosterona, mas sdo sensiveis a hormodnios. Nesse estudo, verificou-se resposta proliferativa
direta aos estrogenos nos lobos ventral e anterior da prostata e vesicula seminal desses animais.
Tais alteracdes aberrantes foram demonstradas através da proliferacdo de fibroblastos no estroma
e metaplasia das células epiteliais basais, além de processo inflamatério. Contudo, evidenciou-se
reducdo das células musculares lisas e das células epiteliais secretoras (Bianco et al., 2002).
Outro estudo utilizando camundongos estrogeno-modulados, os quais eram Knockout para
enzima aromatase, demonstrou que doses elevadas de androgenos tém efeitos morfologicos
similares a doses elevadas de estrogenos. Os resultados exibiram doses periféricas e
intraprostaticas elevadas de androgenos, aumento dos receptores androgénicos, além da expansao
dos volumes dos compartimentos estromal, epitelial e luminal indicando efeito proliferativo
glandular (Jarred et al., 2002). Assim sendo, esses trabalhos evidenciaram que tanto os estrogenos
como os androgenos sdo elementos proliferativos para a prostata, porém em diferentes caminhos.

A administra¢do cronica de 17B-estradiol ou dietilstilbestrol (DES) leva a metaplasia
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escamosa, caracterizada por mudanga na histodiferenciagdo que surge a partir do compartimento
celular basal, o qual ¢ considerado suposto nicho das CTP (Taylor & Risbridger, 2008). Também,
¢ importante destacar os mecanismos diferenciais através dos dois receptores estrogénicos.
Estudos envolvendo os ER tém adicionado mais um nivel de complexidade nos mecanismos de
acoes dos estrogenos na prostata (Weihua et al., 2002). Experimentos caracterizaram importante
envolvimento dos ER} nos mecanismos prostaticos, conjuntamente as agdes exercidas pelos
ERa, sendo os efeitos estrogénicos produto de um balango dindmico entre ERa ¢ ER3 (Weihua
et al., 2002). Por outro lado, Weihua et al. (2002) avaliando camundongos Knockout para os ERf3
demonstraram focos de hiperplasia epitelial celular no lobo ventral da prostata aos 5 meses de
idade, afirmando a capacidade antiproliferativa dos ER3 na prdstata. Em adi¢do, outros estudos
destacaram que ERP podem estar envolvidos ndo s6 a um processo antiproliferativo epitelial, mas
também a diminui¢do do processo apoptotico epitelial glandular (Imamov et al., 2004). Segundo
Adams et al. (2002), os receptores estrogénicos 3 em conjunto com os horménios androgénicos
podem mediar diversos efeitos sobre a proliferacdo epitelial prostatica, primeiramente
promovendo a proliferacdo celular em periodos iniciais gestacionais e apos isso agir de forma a
limitar o crescimento celular em periodos tardios gestacionais em fetos humanos. Ainda, diversos
estudos demonstraram que o ERP ¢ supra-regulado por andrégenos. (Singh et al., 2008).
Portanto, o declinio do nivel de testosterona associado a idade pode ser um possivel fator
modulador na regulagdo do ER3 durante a senescéncia (Singh et al., 2008).

Os estrogenos tém efeito similar aos da prolactina. Excesso de prolactina induz mudangas
hipertroficas tanto no epitélio prostatico como no compartimento estromal. Em adi¢do, os

estrogenos aumentam o nivel de receptores de prolactina nas células epiteliais prostaticas.
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Portanto, ¢ possivel que a prolactina sinalize os efeitos estrogénicos na préstata ndo somente de
maneira sistémica, mas também em nivel celular, sendo um importante mecanismo no
desenvolvimento das mudangas displasicas desse 6rgao (Harkonen & Mikeld, 2004). Assim, ha
uma relacao entre os niveis de prolactina e o aumento de doengas prostaticas (Bartke, 2004). Esse
hormdnio age como fator de crescimento para o tecido prostatico, tendo papel na sobrevivéncia
das células epiteliais depois da castracdo (Ingelmo et al., 2007), e inibe a apoptose induzida pela
castracdo (Dagvadorj et al., 2007). Também, a prolactina altera a permeabilidade da membrana
celular prostatica ao androgeno (Jeyaraj et al., 2000). Segundo Nevalainen et al. (1997), a agdo
autdcrina ou paracrina da prolactina na préstata pode mediar algumas agdes androgénicas. Assim,
a sintese local de prolactina pode ser realizada por fatores que controlam a regulagdo androgénica

de células cancerosas prostaticas durante o crescimento independente de androgeno.

1.3) Senescéncia e Lesoes Prostaticas

Nas diferentes espécies animais, incluindo a humana, o desbalango hormonal ¢ fator
comum que leva a muitas alteragdes morfofuncionais da prostata (Roy-Burman et al., 2004).
Banerjee et al. (2000) demonstraram que os niveis de DHT epitelial diminuem com o avanco da
idade. Inversamente, os niveis de estradiol e estrona foram elevados tanto no epitélio quanto no
estroma prostatico. Dessa forma, as alteragdes nos niveis endégenos de hormonios esteroides
relacionados a senescéncia contribuem fortemente para o desequilibrio glandular. Em adicdo, ¢
conhecido que a reducdo dos niveis de testosterona na senescéncia leva a regressao do
crescimento prostatico tanto de origem benigna quanto maligna. No entanto, em homens com
carcinoma prostatico avangado, quando submetidos a administragdo de testosterona, verificou-se

freqliente agravamento da doenca (Marks et al., 2006). Similarmente, Cordeiro et al. (2008)
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revelaram que em gerbilos hd uma menor taxa de receptores androgénicos comparando-se aos
gerbilos jovens e adultos. Baseando-se nessas observagdes € com o objetivo de melhorar a
qualidade de vida e o bem-estar de homens em processo de envelhecimento, a terapia de
reposicao androgénica tem sido utilizada visando a recuperacgao dos niveis séricos de testosterona
(Lau et al., 2003). Sabe-se que homens com deficiéncia hormonal tratados adequadamente com
andrégenos apresentaram prostata com volume similar ao normal para sua idade (Morales, 2002).

A importancia dos hormodnios androgénicos e estrogénicos tem sido relacionada ao
desenvolvimento de doengas prostaticas tanto clinica como experimentalmente (Risbridger et al.,
2003). Virias hipoteses tém sido correlacionadas a manifestacdo do carcinoma prostatico.
Estudos epidemioldgicos consideraram os hormonios estrogénicos como tendo papel fundamental
na carcinogénese prostatica (Montie & Pienta, 1994). Walsh & Wilson (1976) confirmaram a
relacdo de estrogenos e andréogenos nas doengas prostaticas usando modelo canino e
demonstraram que os estrogenos podem levar ao desenvolvimento de hiperplasia glandular.
Pesquisadores em estudo experimentais das a¢des de androgenos e estrogenos verificaram que as
atuagdes independentes de androgenos e estrégenos tém potencial para iniciar mudangas na
proéstata, incluindo a hiperplasia e displasia, mas ndo a malignescéncia no 6rgdo. Por outro lado,
como esses dois hormonios agem em sinergismo para induzir a carcinogénese nao ¢ conhecido
(Risbridger et al., 2003).

A ablacdo androgénica tem importante papel no tratamento de cancer prostatico,
principalmente em homens com idade avangada. A independéncia androgénica do tumor
prostatico quase sempre segue a ablacdo androgénica limitando a eficacia desta terapia. A grande
maioria dos canceres androgeno-independentes continua a expressar AR, indicando que a

independéncia androgénica ¢ devida a mudangas genéticas que permitem a ativacdo deste
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receptor a baixos niveis androgénicos (Kwabi-Addo et al., 2004). Culig et al (1994)
demonstraram que FGF-7, IGF e EGF ativam a transcricdo do AR das células cancerosas
prostaticas. No entanto, dada a evidéncia que a sinalizacdo do FGFR ¢ aumentada em avancado
cancer prostatico, ¢ possivel que o FGF contribua significativamente para a atividade do AR na
doenga androgeno-independente. Porém, o mecanismo pelo qual este processo ocorre ainda ¢é
desconhecido (Kwabi-Addo et al., 2004). No carcinoma prostatico, os efeitos do aumento da
sinalizacdo do FGF envolvem tanto as células cancerosas quanto o estroma circundante,
incluindo a vasculariza¢do destes. Esses efeitos resultam no aumento da proliferagdo, resisténcia
a apoptose, aumento da motilidade e da capacidade invasiva, aumento da angiogénese ¢
metastase, resisténcia a quimioterapia e radioterapia, e independéncia androgénica (Cotton et al.,

2008).

2) JUSTIFICATIVA

A senescéncia ¢ um dos principais fatores etiologicos responsaveis pela ablagdo
androgénica natural em homens, sendo esse o periodo de maior ocorréncia de diferentes lesdes
prostaticas. Diferentes estudos indicaram a testosterona e mais recentemente os estrogenos como
agentes desencadeadores dos processos patologicos na prostata. No entanto, sdo escassos 0s
estudos em individuos senis relacionando a préstata com testosterona, estrogenos e seus
receptores bem como suas relacdes com fatores de crescimento e suas sinalizagdes no
microambiente estromal. Além disso, os estrégenos vém sendo destacados como tendo papel
decisivo para o funcionamento prostatico, atuando na homeostase desse 6rgdo, mesmo sendo

encontrado em baixas quantidades se comparado a testosterona. A associagdao entre hormonios
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esteroides, fatores de crescimento como os FGF-2, FGF-7, FGF-8, EGF, além da a-actina e
vimentina sdo cruciais reguladores da dinamica do microambiente prostatico e nas sinalizagdes

paracrinas e ou autocrinas nas interacdes dos compartimentos desse orgao.

3) OBJETIVOS

Baseando-se na importante variacdo dos niveis de hormoénios esterdides durante a
senescéncia, bem como sua implicagdo no desenvolvimento e na progressdo das lesdes
prostaticas, o objetivo geral desse estudo foi caracterizar e correlacionar as interagdes entre
diferentes moléculas como o FGFR2, FGFR7, FGFR8, EGFR, a-actina ¢ vimentina em relagao
aos receptores AR, ERa, ERP e PR nos compartimentos epitelial e estromal frente a condi¢ao de
variagdes hormonais na senilidade e em adenocarcinoma de baixo e alto grau em humanos. Tal
objetivo foi alcancado através dos seguintes objetivos especificos:

a) Caracterizagdo da estrutura prostatica de ratos senis frente as diferentes variagdes
hormonais (Microscopia de Luz);

b) Caracterizacdo e correlagdo das reatividades dos receptores AR, ERa, ER ¢ PR em
relacio ao EGFR, oa-actina e vimentina nos compartimentos epitelial e estromal frente ao
desequilibrio hormonal na préstata de ratos senis (Imunohistoquimica);

¢) Caracterizagdo e correlagdo das reatividades dos receptores androgé€nicos e
estrogénicos o e B em relacdo aos FGFR2, FGFR7 e FGFR8 nos compartimentos epitelial e
estromal da prostata de ratos senis sob diferentes condi¢des hormonais (Imunohistoquimica e
western Blotting);

d) Quantificagdo proteica dos fatores de crescimento FGFR2 e FGFR8 nos

compartimentos epitelial e estromal, isoladamente, da prostata de ratos senis sob diferentes
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condi¢gdes hormonais(western blotting);

e) Caracterizagdo e correlacdo entre a localizacdo e as possiveis interagdes dos receptores
de hormonios (AR, ERa, ERB e PR) em relagdo aos fatores de crescimento FGFR2, FGFR7,
FGFRS, EGFR, o-actina e vimentina, nos compartimentos epitelial e estromal da préstata de

homens senis com adenocarcinoma de baixo grau e alto grau (Imunohistoquimica).

4) MATERIAIS E METODOS
4.1.1. — Procedimentos Experimentais em Amostras Prostaticas de Roedores

No presente trabalho foram utilizados 50 ratos machos da linhagem Sprague-Dawley, com
10 meses de idade (SE, CAS, TAM, RETEST e REEST), e 10 ratos machos da linhagem
Sprague-Dawley com 4 meses de idade (JOV), obtidos no centro de Bioterismo da Universidade
Estadual de Campinas (CEMIB/ UNICAMP)(Comité de ética n[] 2412-1). Os animais foram
divididos em seis grupos experimentais (10 animais cada):

a. Grupo Adulto Jovem (JOV): recebeu injecdes subcutaneas de 5 mL/Kg de peso corpdreo de

0leo de amendoim em dias alternados por 30 dias;

b. Grupo Senil (SE): recebeu inje¢cdes subcutaneas de 5 mL/Kg de peso corporeo de oleo de

amendoim em dias alternados por 30 dias;

¢. Grupo Castrado (CAS): a remocao de androgenos foi feita através da castragdo cirargica e

quimica. Para a castracdo cirtrgica, os animais foram anestesiados com Cloridrato de xilazina 2%
(5mg/kg i.m.; Konig, Sdo Paulo, Brasil) e Cloridrato de cetamina 10% (60mg/kg, i.m.; Fort
Dodge, lowa, EUA) e posteriormente, castrados por incisdo cirurgica, com retirada dos testiculos.
Posteriormente a cirurgia, os animais foram submetidos ao tratamento de castragdo quimica com

injecoes subcutaneas de 10 mg/Kg de Flutamida (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA)
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diluidos em 10 mL de 6leo de amendoim em dias alternados por 30 dias (Shin et al. 2002);

d. Grupo Tamoxifeno-Letrozol (TAM): recebeu injecdes subcutineas de 1mg/Kg de

tamoxifeno (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) diluidos em 1mL de 6leo de amendoim a
cada 48h por 30 dias para o bloqueio dos receptores estrogénicos (ERa e ERP) (Tilley et al.,
1987). Para bloquear a aromatizacdo da testosterona resultando em estrégenos, os animais
receberam injegdes subcutaneas de Img/Kg de letrozol (LET- Femara, Novartis-Pharma,
Basiléia, Suica) diluidos em ImL de 6leo de amendoim em dias alternados por 30 dias (Tobin &
Canny, 1998).

e. Grupo Castrado + Estrégeno (REEST): a remoc¢do de androgenos foi feita através da

castragdo cirurgica e quimica. Para a castragdo cirrgica, os animais foram anestesiados com
Cloridrato de xilazina 2% (5mg/kg i.m.; Konig, Sdo Paulo, Brasil) e Cloridrato de cetamina 10%
(60mg/kg, i.m.; Fort Dodge, lowa, EUA) e posteriormente, castrados por incisdo cirirgica, com
retirada dos testiculos. Apos a cirurgia, os animais foram submetidos ao tratamento de castragao
quimica com inje¢des subcutaneas de 10 mg/Kg de Flutamida (Sigma Chemical Co., St Louis,
MO, EUA) diluidos em 10 mL de 6leo de amendoim em dias alternados por 30 dias (Shin et al.
2002). Posteriormente, receberam injecdes subcutaneas de 25 pg/Kg de peso corpdreo de 17f3-
estradiol (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) diluidos em 25 pL de 6leo de amendoim em
dias alternados por 30 dias (Prins et al., 2001);

f. Grupo Tamoxifeno-Letrozol + Andrégeno (RETEST): recebeu injegdes subcutineas de

Img/Kg de tamoxifeno (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) diluidos em 1mL de 6leo de
amendoim a cada 48h por 30 dias para o bloqueio dos receptores estrogénicos (ERa e ERP)
(Tilley et al., 1987). Para bloquear a aromatizacdo da testosterona resultando em estrogenos, os

animais receberam injegdes subcutaneas de 1mg/Kg de letrozol (LET- Femara, Novartis-Pharma,
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Basiléia, Suica) diluidos em 1mL de 6leo de amendoim em dias alternados por 30 dias (Tobin &
Canny, 1998). Posteriormente, os animais receberam injegdes subcutidneas de Smg/Kg de peso
corpéreo de Cipionato de Testosterona (Deposteron-Novaquimica, Sdo Paulo, Brasil) diluidos
em 5 mL de 6leo de amendoim em dias alternados por 30 dias (Sattolo et al., 2004).

Os animais dos seis grupos experimentais receberam agua ¢ a mesma dieta solida ad
libitum (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil). Apds 30 dias de tratamento, todos os animais foram
pesados em balanca semi-analitica Marte AS 5500, anestesiados com Cloridrato de xilazina 2%
(5mg/kg i.m.; Konig, Sdo Paulo, Brasil) e Cloridrato de cetamina 10% (60mg/kg, i.m.; Fort
Dodge, lowa, EUA) e posteriormente, sacrificados. Amostras do lobo ventral foram coletadas dos
animais de cada grupo experimental e submetidas as andlises de microscopia de luz,

imunohistoquimicas ¢ Western Blotting, além das dosagens hormonais.

4.1.2. - Procedimentos Experimentais em Amostras Prostaticas Humanas

No presente trabalho foram utilizadas 30 amostras de tecido prostatico de pacientes na
faixa etaria de 60 a 90 anos com e sem diagndstico de adenocarcinoma prostatico, obtidas no
Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) (Comité de ética nl
125/2008). Dez amostras prostaticas foram provenientes de necropsia de pacientes sem
diagnostico de lesdo prostatica e/ou doenga urologica. Essas amostras foram coletadas da zona
periférica baseando-se na divisao em sextantes da face posterior, orientados de basal para apical
do 6rgao (McNeal apud Blacklock, 1977). Em adicdo, as outras vinte amostras prostaticas foram
provenientes de um estudo retrospectivo de pacientes submetidos a prostatectomia radical. O
diagnostico de cancer prostatico foi baseado em critérios morfologicos de acordo com Mostofi &

Price (1973) por um uropatologista sénior.
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Os pacientes foram divididos em 3 grupos (10 amostras cada): Grupo Normal (sem lesdo),
Grupo Adenocarcinoma de baixo grau (Gleason baixo grau); Grupo Adenocarcinoma de alto grau
(Gleason alto grau). Todos os procedimentos estavam de acordo com o Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp (processo nimero 0094.0.146.000-08).
A seguir, as amostras foram submetidas as analises de microscopia de luz, imunohistoquimicas e

western blotting.

4.2. - Microscopia de Luz

Amostras prostaticas de 5 homens e 5 animais jovens e senis de cada grupo foram
coletadas e fixadas em solu¢dao de Bouin por doze horas. Apds a fixagdo, os tecidos fixados com
Bouin foram lavados em alcool etilico a 70%, com posterior desidratagdo em uma série crescente
de élcoois. Posteriormente, os fragmentos foram diafanizados em xilol por 2 horas e inclusos em
parafina e polimeros plasticos (Paraplast Plus, ST. Louis, MO, EUA). Em seguida, os materiais
foram seccionados em micrétomo (Hyrax M60, Zeiss, Alemanha) com espessura de 5
micrometros com posterior coloragdo em Hematoxilina-eosina e Tricrdmico de Masson

(Junqueira et al., 1979) e fotografados no fotomicroscopio (Nikon Eclipse E-400).

4.3. - Imunomarcac¢ao dos Receptores Androgénicos (AR), Estrogénicos o e p (ERa e ERp),
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PR, FGFR2, FGFR7, FGFRS8, EGFR, a-actina e vimentina.

Amostras prostaticas de 5 homens e 5 animais senis de cada grupo, os mesmos utilizados
para a microscopia de luz, foram utilizadas para as imunomarcag¢des. Foram obtidos cortes com
cinco micrometros de espessura no microtomo (Hyrax M60, Zeiss, Alemanha), coletados em
laminas silanizadas. A recuperacao antigénica foi realizada por incubagdo dos cortes em tampao
citrato (pH 6.0) a 100°C em microondas ou tratamento com proteinase K, dependendo das
caracteristicas de cada anticorpo. O bloqueio das peroxidases enddgenas foi obtido com H,O,
(0,3% em metanol) com posterior incubagdo em solugdo bloqueadora com albumina soro bovino
(3%), em tampao TBS-T por 1 hora em temperatura ambiente. Posteriormente, os antigenos AR,
ERa, ERB, PR, FGFR2, FGFR7, FGFR8 ¢ EGFR, a-actina e vimentina foram localizados através
dos anticorpos: policlonal rabbit AR-N20 (sc-816) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para AR,
monoclonal mouse clone 1D5 (Dako Cytomation Inc., Carpenteria, CA, EUA) para ERa,
policlonal rabbit 06-629 (Upstate, EUA) para ERP, policlonal goat (sc-7805) (Santa Cruz
Biotchenollogy, EUA) para Prolactina, policlonal rabbit (147) (sc-79) (Santa Cruz
Biotchenollogy, EUA) para FGFR2, policlonal goat (sc-1365) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA)
para FGFR7, policlonal rabbit ab81384 (Abcam, EUA) para FGFRS, policlonal rabbit (sc-03)
(Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para EGFR, policlonal rabbit (ab5694) (Abcam, EUA) para a-
actina, monoclonal mouse ab8069 (Abcam, EUA) para vimentina diluidos (1:35-50) em BSA 1%
e armazenados overnight a 4 °C. O kit Envision HRP (Dako Cytomation Inc., Carpenteria, CA,
USA) foi usado para detecciao dos antigenos. Apods lavagem com tampao TBS-T, os cortes foram
incubados com anticorpo secundario conjugado com HRP proveniente do kit Envision (Dako)

por 40 minutos e, posteriormente revelados com diaminobenzidina (DAB), contra-corados com
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Verde Metila e Hematoxilina de Harris e avaliados no fotomicroscopio Nikon Eclipse E-400
(Nikon, Toquio, Japdo). Os cortes prostaticos de 5 homens e 5 animais senis de cada grupo foram
avaliados através do precipitado acastanhado de DAB, o qual indica a imunoreatividade dos
anticorpos. A distribui¢do da imunoreatividade do antigeno foi graduada como 0 para marcagio
negativa (0%), 1 para marcagdo fraca (< 33%), 2 para marca¢do moderada (33% - 66%) e 3 para
marcagdo intensa (> 66%) de acordo com a frequéncia e positividade dos antigenos no tecido

(modificado de Tomas & Kruslin, 2004).

4.4. - Microdisseccao Manual

Para a microdisseccdo foi utilizado um sistema comercial de microdissec¢do manual
(MicroDissector PPMD; Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha) acoplado a um microscopio
invertido (IX71-1I, Olympus, Califérnia, EUA). O sistema consiste de uma ferramenta de corte ¢
uma micropipeta eletronica montadas em um joystick que controla os micromanipuladores
motorizados em trés eixos de dire¢do. Amostras do lobo ventral foram coletadas de 5 animais
senis, de cada grupo experimental, fixadas em Bouin e inclusos em parafina e polimeros plasticos
(Paraplast Plus, ST. Louis, MO, EUA). Em seguida, os materiais fixados em Bouin foram
seccionados em microtomo (Hyrax M60, Zeiss, Alemanha) com espessura de 10 micrémetros.
Cinco cortes por animal foram montados em laminas para serem microdissecados. Os cortes
fixados em Bouin foram desparafinados em estufa a 60°C por lhora e posteriormente,
desidratados e lavados em xilol. Os cortes foram cobertos com 50 pl de solugdo basal e com o
uso do microscopio, as areas de interesse foram dissecadas, posteriormente a caracterizagao
morfoldgica de cortes seriados que antecedem a microdissec¢do. Dez campos selecionados a

partir de cortes seriados e previamente analisados morfologicamente de cada animal, resultando
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em 50 campos por grupo com objetiva de 40x foram utilizados para a microdisseccdo. A
micropipeta e a ferramenta de corte se posicionaram proximo a drea a ser dissecada, com uma
distancia entre a ponta da agulha e o material a ser dissecado de 10 a 20 um. Para as analises de
Western Blotting, os compartimentos epitelial e estromal dissecados foram transferidos,

isoladamente, para um tubo e submetidos aos protocolos especificos para as referidas analises.

4.5. - Extracio de Proteinas e western blotting

As andlises de western blotting foram realizadas para o epitélio e o estroma isolados e
também para o 6rgdo inteiro (lobo ventral), conforme a molécula a ser avaliada. Para a analise
das amostras microdissecadas de 5 animais, foram utilizados os mesmos procedimentos descritos
para a microscopia de luz. Dez campos escolhidos aleatoriamente de cada animal previamente
analisados de cortes seriados, resultando em 50 campos por grupo com objetiva de 40X foram
microdissecados. O epitélio e o estroma adjacente, de cada animal foram microdissecados ¢
isolados. Aproximadamente 30.000 células do epitélio microdissecados foram coletadas e
separadas em tubos isolados com tampao de extracdo contendo 100 mM Tris pH 7.5, 10mM
EDTA, 10% (v/v) Triton X-100 and 10 pl/ml de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Mo., USA). Para o 6rgdo inteiro, as amostras foram homogeneizadas com o auxilio do
Polytron em tampdo de extragdo igual ao utilizado nas amostras microdissecadas. Os extratos
dos tecidos foram obtidos por centrifugagdo durante 20 minutos a 14000 rpm a 4°C. O conteudo
de proteina foi determinado pelo método de Bradford (Bio-Rad protein assay) e o correspondente
médio de 150ug de proteinas foi aplicado no gel de poliacrilamida para amostras
microdissecadas e 100pg para o 6rgdo inteiro. Apos eletroforese, o material foi transferido

eletricamente para membranas de nitrocelulose (Amersham). As membranas foram entdo
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bloqueadas com 3% BSA diluido em TBS-T por uma hora e incubadas com policlonal rabbit
AR-N20 (sc-816) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para AR, monoclonal mouse clone 1D5
(Dako Cytomation Inc., Carpenteria, CA, EUA) para ERa, policlonal rabbit 06-629 (Upstate,
EUA) para ERp, policlonal goat (sc-7805) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para Prolactina,
policlonal rabbit (147) (sc-79) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para FGFR2, policlonal goat
(sc-1365) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para FGFR7, policlonal rabbit ab81384 (Abcam,
EUA) para FGFRS, policlonal rabbit (sc-03) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para EGFR,
policlonal rabbit (ab5694) (Abcam, EUA) para a-actina, monoclonal mouse ab8069 (Abcam,
EUA) para vimentina para as amostras do lobo inteiro e as amostras microdissecadas foram
incubadas com policlonal rabbit (147) (sc-79) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para FGF-2 e
policlonal rabbit ab81384 (Abcam, EUA) para FGF-8 na diluicdo 1:350-1000. Apds lavagem
com tampao TBS-T, as membranas foram incubadas por 2 horas com os anticorpos secundarios
anti-rabbit, anti-mouse e anti-goat HRP conjugados na dilui¢cdo de 1:2000 em 1% BSA. Para
detectar as bandas reativas, as membranas foram expostas a solu¢do de quimiluminescéncia
(Pierce Biotechnology, Rockford, Illinois, USA) por 5 min e a captura de fluorescéncia foi
realizada utilizando-se o aparelho G-Box Chemi e o software de aquisi¢do de imagem GeneSnap
(Syngene, Cambridge, UK). O anticorpo para B actina foi usado como controle endégeno. A
intensidade da marcagdo obtida nas diferentes situagdes foi determinada por densitometria

através do programa de analise de imagens NIS-Elements: Advanced Research (USA).

4.6. — Dosagens Hormonais Plasmaticas
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Amostras de sangue foram obtidas apds 24 horas da ultima administracdo de hormdnios
sexuais esteroides e bloqueadores hormonais, de dez animais de cada grupo experimental,
através de puncao cardiaca, no ventriculo esquerdo. O plasma foi separado por centrifugacao
(10000 rpm, -4°C por 10 minutos) e armazenado a — 20° C para subseqiientes analises. As
concentragdes de testosterona e estradiol foram mensuradas por radioimunoensaio usando os kits
Coat-a-Count total testosterone/estrogen (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA,

EUA). As concentragdes hormonais plasmaticas foram expressas em ng/dL e pg/dL.

4.7. - Analise Estatistica

Os parametros quantificados nas analises de Western Blotting foram analisados
estatisticamente para os diferentes grupos. Para a analise estatistica foram empregados o Test-T e
a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para comparagdo entre médias.

Todas as analises foram realizadas com nivel de significancia de 5% (Zar et al., 1999).
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ABSTRACT

OBJECTIVE: The aim of this study was to characterize and associate the reactivity of FGF-2, FGF-7,
FGF-8, EGF, a-actin and vimentin in relation to the AR, ERa, ER and prolactin receptors in the prostate
of elderly men showing low-grade and high-grade adenocarcinoma.

METHODS: Thirty prostatic samples were taken from 60 to 90-year-old patients (mean 63 years) without
prostatic lesions and with low-grade cancer and high-grade cancer per group, from the University
Hospital, School of Medicine, the State University of Campinas (UNICAMP).

RESULTS: Increased FGF2, FGF7 and FGFS reactivities and decreased AR reactivity were verified in
both high-grade cancer and low-grade cancer. However, the FGF8 receptor showed greater involvement at
the beginning of the malignancy alterations. Also, increased EGF reactivity and diminished a-actin
immunohistochemistry were identified in the groups presenting adenocarcinoma. In addition, increased
ERa, PR and vimentin receptors were verified in both cancer groups.

CONCLUSION: We can conclude that the ERa involvement in the reactive stroma activation led to a
microenvironment which was favorable to cancer progression, due to maximazing stromal imbalance.
Also, the prolactin could be related to cancer progression due to its interaction with ERa action, indicating
that this hormone could be a relevant target to prevent the estrogenic effects in the prostatic lesions. Also,
both FGFR2 and FGFRS play a fundamental role in the early stages of prostate cancer, suggesting that
these molecules could be a promising therapeutic target. Finally, we can suggest that the differential
localization of the fibroblastic factors between the epithelial and stromal glandular compartments in the
prostate of elderly men, who presented prostate cancer, could indicate a favorable distinction for tumoral

progression.
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INTRODUCTION

Biological processes of the prostate, such as regulation of cell proliferation and differentiation, mitogenic
activity, tumor growth and secretory processes are regulated and / or influenced by different polypeptides such as
growth factors homologous to insulin (IGF), to fibroblastic growth factors (FGF) and to epidermal growth factor
(EGF) (Marszalek et al., 2005). FGF contributes to homeostasis and tissue repair as well as promotion of
angiogenesis and inflammation. FGF-2 is an autocrine mitogenic agent for prostate stromal cells and contributes to
angiogenesis (Garrison & Kyprianou, 2004; Kwabi-Addo et al., 2004). Thus, the FGF signaling imbalance is
considered a determining factor for carcinogenesis (Ahmad et al., 2012).

Furthermore, FGF-7 has a paracrine mechanism, acting as a mitogen factor for prostate epithelial cells (Ittman
& Mansukhani, 1997). FGF-8 is identified as playing a role in carcinogenesis due to its over-expression in prostate
cancer cells. Also, FGF8 expression is partially regulated by androgenic action (Cotton et al., 2008). Although, the
androgen receptor (AR) and FGF signaling is important in prostate development, its exact mechanism of interaction
is not known (Cotton et al., 2008).

However, taking into consideration that fibroblastic growth factor receptor (FGFR) signaling is increased in
advanced prostate cancer, it is possible that FGF contributes significantly to the AR activity in an androgen-
independent disease. However, the mechanism responsible for how this process occurs is not clear (Kwabi-Addo et
al., 2004). It is known that increased FGF signaling effects involve both cancer cells and the surrounding stroma,
including the vascularization in the area presenting prostatic cancer. The prostatic cancer tissue showed increased
proliferation, resistance to apoptosis, increased motility and invasiveness, increased angiogenesis and metastasis,
resistance to chemotherapy and radiotherapy, and androgen independence (Cotton et al., 2008). Changes in FGF
signaling and its receptors are related to the initiation and progression of different cancers, including the prostate
(Cotton et al., 2008).

Androgen and estrogen importance has been linked to prostatic disease development both clinically and
experimentally (Risbridger et al., 2003). High-grade prostatic intraepithelial neoplasia (HGPIN), considered a
precursor of prostate cancer, has been observed in young men and several hypotheses have been correlated to the

manifestation of prostatic carcinoma (Ederveen & Attia et al., 2011). According to Cunha et al (2002), estrogens act
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synergistically to testosterone, influencing the normal function of the prostate and the pathogenesis of this organ.
Estrogens have anti-androgenic effects and negatively regulate the hypothalamic-pituitary-gonadal axis, leading to
reduced androgen production by Leydig cells and regression of prostate epithelial and stromal growth in adult
animals (Weihua et al., 2002). Estrogenic effects are the result of the binding of these hormones to specific a and
estrogen receptors (ERo, ERP), which are predominantly expressed in the prostatic stroma and epithelium,
respectively (Cunha et al., 2002; Ho & Habib, 2011).

Androgen ablation has an important role as a prostate cancer therapy, especially in elderly men. The androgen
ablation therapy in the treatment of prostatic carcinoma has been considered to have limited effectiveness due to the
possibility of androgen independent tumor development (Kwabi-Addo et al., 2004). The vast majority of androgen-
independent cancers continue to express AR, suggesting that androgen independence is due to genetic changes that
allow activation of this receptor at low androgen levels (Kwabi-Addo et al., 2004). Culig et al (1994) demonstrated
that FGF-7 EGF and IGF expressions activate the AR transcription of prostatic cancer cells.

The association between steroid hormones and growth factors such as FGF-2, FGF-7, FGF-8, EGF, a-actin
and vimentin are crucial regulators of prostatic dynamics considering the paracrine and/or autocrine signals in the
glandular microenvironment. Thus, based on the important steroid hormone level imbalance during the senescence
period, as well as their involvement in the development and progression of prostatic lesions, the aim of this study
was to characterize and associate the reactivity of the different molecules such as FGFR-2, FGFR-7, FGFR-8, EGFR,
a-actin and vimentin in relation to the AR, ERa, ERP and prolactin receptors in the prostate of elderly men showing

low-grade and high-grade adenocarcinoma.

MATERIAL AND METHODS
Human Samples and Tissue Preparation

Thirty prostatic samples were taken from 60 to 90-year-old patients (mean 63 years) with and without
prostatic lesions, from the University Hospital, School of Medicine, the State University of Campinas (UNICAMP).
Ten prostatic samples were obtained from necropsied patients without clinical diagnosis of prostatic or other
urological diseases. The samples were acquired from the parasagittal midline of the posterior surface of the prostatic

peripheral zone, which showed normal glands. Another twenty prostatic samples were taken from the prostate of
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patients submitted to radical retropubic prostatectomy. Areas of prostatic low-grade cancer (Gleason score <7) and
prostatic high-grade cancer (Gleason score >7) were diagnosed by a senior uropathologist (AB) according to
morphological criteria (Kabashima et al., 2000).

The prostate samples were divided into Standard (no lesions) and prostatic cancer of low-grade and prostatic
cancer of high-grade groups. The samples were submitted to structural and immunohistochemical analyses. Ethical
permission was obtained from the Research Ethics Committee, School of Medicine, the State University of

Campinas/UNICAMP (number 0094.0.146.000-08).

Morphology and Immunohistochemistry

Prostatic samples from 5 patients (per group) for histological analysis were fixed in Bouin’s solution,
embedded in paraplast (Paraplast Plus, ST. Louis, MO, EUA), cut into 5-pum thick sections by means of a microtome
(Hyrax M60, Zeiss, Alemanha) and submitted to Hematoxylin-Eosin and Masson's trichrome staining. The same
samples were used for Immunohistochemistry analysis. The citrate buffer (pH 6), in the microwave for 10 min, or
proteinase K (10mg/mL), for 10 min, were used for antigen retrival and nonspecific binding was blocked by
incubating the sections in blocking solution for 1 h at room temperature. Primary AR-N20 antibody for the AR (sc-
816) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA), monoclonal mouse clone 1D5 (Dako Cytomation Inc., Carpenteria, CA,
EUA) for ERa, polyclonal rabbit 06-629 (Upstate, EUA) for ERP, polyclonal goat (sc-7805) (Santa Cruz
Biotchenollogy, EUA) for Prolactin, polyclonal rabbit (147) (sc-79) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) for FGFR-2,
polyclonal goat (sc-1365) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) for FGFR-7, polyclonal rabbit ab81384 (Abcam, EUA)
for FGFR-8, polyclonal rabbit (sc-03) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) for EGFR, polyclonal rabbit (ab5694)
(abcam, EUA) for a-actin, monoclonal mouse ab8069 (abcam, EUA) for vimentin, were diluted in 1% BSA (1:50)
and applied to the sections overnight at 4°C. After washing in TBS-T, the sections were incubated for 2 h with rabbit,
mouse or goat secondary HRP-conjugated antibodies (diluted 1:100 in 1% BSA; Promega, Madison, USA). The
peroxidase activity was detected using a diaminobenzidine chromogen mixture (DAB) for 10 min. Sections were
lightly counterstained with methyl green or Harris’ hematoxylin and photographed with a Nikon Eclipse E-400
photomicroscope. Lesions, in each section, were evaluated for the presence of brown DAB precipitate, an indication

of antibody binding. The distribution of antigen immunoreactivity was graded as 0 for negative staining (0%), 1 for
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weak staining (< 33%), 2 for moderate staining (33% - 66%) and 3 for intense staining (> 66%) according to the
frequency and positivity of antigens in sectioned tissues (modified from Tomas & Kruslin, 2004). The

photomicrographs were obtained using a Nikon Eclipse E-400 photomicroscope.

RESULTS

Standard Group

The prostatic peripheral zone of patients without prostatic lesions was characterized by different size acini.
The secretory epithelium showed two cell types, basal cell layer and a layer of columnar secretory cells (Fig. 1a, 1b).
The basal layer shown in Fig. la is continuous throughout the acini. Thin collagen fibers were found distributed
under the epithelium and intermingled with smooth muscle cells (Fig. 1b).

Intense AR immunoreactivity was observed in the epithelial and stromal cells (Fig. 2a, Table 1). Weak PR
immunoreactivity was observed in the epithelial and stromal cells (Fig. 2d, Table 1). The immunolocalization for
ERP was moderate in the stromal cells and weak in the epithelium (Fig. 3a, Table 1). Weak ERa and vimentin
immunoreactivity was observed in the prostatic stroma (Fig. 3d, 3g, Table 1). a-actin immunolocalization was
intense in the epithelium-stroma interface (Fig. 2g, Table 1). Weak immunolocalization for EGFR was observed in
both prostatic compartments (Fig. 2j, Table 1). Weak FGFR-2 immunoreactivity was verified in both prostatic
compartments (Fig. 4d, Table 1). FGFR-7 immunolocalization was weak in the stromal cells (Fig. 4g, Table 1).

Weak FGFR-8 immunoreactivity was verified in both compartments (Fig. 4j, Table 1).

Low-grade Cancer Group

Low-grade adenocarcinoma was characterized by well-formed individual glands with absent basal cells in
the peripheral zone of the prostate (Figs. 1c, 1d). The neoplastic cells showed nuclear enlargement and prominent
nucleoli. The stroma showed disorganized muscle fibers and abundant collagen fibers (Fig. 1d).

Moderate AR immunoreactivity was seen in both prostatic compartments (Fig. 2b, Table 1). Moderate PR
immunolocalization was observed in the epithelial and stromal cells (Fig. 2e, Table 1). ERB immunoreactivity was
moderate in the stromal cells and weak in the epithelial cells (Fig. 3b, Table 4). Moderate ERa and vimentin

reactivities were observed in the prostatic stroma (Fig. 3e, 3h; Table 1). Moderate a-actin immunoreactivity was
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observed in the epithelium-stroma interface (Fig. 2h, Table 1). EGFR imunoreactivity was moderate in the stroma
and weak in the epithelium (Fig. 2k, Table 1). FGFR-2 immunolocalization was moderate in the epithelial and
stromal cells (Fig. 4e, Table 1). FGFR-7 immunoreactivity was moderate in the prostatic stroma and weak in the
epithelium (Fig. 4h, Table 1). Intense FGFR-8 immunolocalization was verified in both prostatic compartments (Fig.
4k, Table 1). In general, it was demonstrated that, particularly, the PR, FGFR-2, FGFR-8, ERo and vimentin
molecules increased their reactivities in relation to standard group. Also, the AR, FGFR-8, ER3 molecules increased

their reactivities in relation to high-grade cancer group.

High-grade Cancer Group

High-grade adenocarcinoma was characterized by infiltrative fused glands and absent basal cells in the
peripheral zone of the prostate (Figs. le, 1f). The neoplastic cells showed nuclear enlargement and prominent
nucleoli. The stroma showed disorganized muscle fibers with a serrated edge feature (Fig. 1e).

The AR immunoreactivity was moderate in the epithelium and weak in the prostatic stroma (Fig. 2¢c, Table
1). Intense PR immunolocalization was observed in the epithelial cells and weak in the stromal cells (Fig. 2f, Table
1). ERP immunostaining was weak in both prostatic compartments (Fig. 3¢, Table 1). Intense ERo immunoreactivity
and moderate vimentin immunostaining was seen in the prostatic stroma (Fig. 3f, 3i; Table 1). Weak a-actin
immunoreactivity was observed in the stroma-epithelial interface (Fig. 2i, Table 1). Intense EGFR
immunolocalization in the stromal cells and weak EGFR immunolocalization was observed in the epithelial cells
(Fig. 21, Table 1). Moderate FGFR-2 immunoreactivity in the stromal compartment and weak FGFR-2
immunoreactivity was observed in the epithelium (Fig. 4f, Table 1). The FGFR-7 immunoreactivity was intense in
the stroma and moderate in the epithelium (Fig. 41, Table 1). Finally, the FGFR-8 immunolocalization was moderate
in the stroma and weak in the epithelium (Fig. 41, Table 1). Highlighting, it was verified that the PR, FGFR-7, ERa
and EGFR molecules increased their reactivities in relation to both standard and low-grade cancer groups. In

contrast, the ERP molecule decreased its immunostaining in relation to both standard and low-grade cancer groups.

DISCUSSION

By and large, the present results showed that the ERP and AR reactivities decreased in cancer groups,
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specially, in undifferentiated adenocarcinoma. Whereas, the PR and ERa reactivities increased in the cancer groups.

The pathogenic role of estrogen on the prostatic tissue of human beings could strongly increase in the
senescence period (Krieg et al., 1993). Estrogens play a regulatory function in tumoral cell growth even in those cells
which became androgen-independent. This is true due to a response from estrogen systemic adminstration and this
was verified in patients showing prostate cancer, metastasis and androgen independent diseases (Ockrin et al., 2006).
The exogen estrogen treatment led to atrophied prostatic epithelium, which was caused by decreased androgen
systemic levels, considering the negative feedback on the hypothalamus-hypophysis axis (Hirkonen & Mékéla,
2004; Ellem & Risbridger, 2009).

In the same way, Risbridger et al (2003) demonstrated that the malignant changes in the prostate depend on
estrogen and androgen actions in unison, and that one of these hormones by itself is not able to begin aberrant growth
patterns which would result in glandular malignancy. In addition, the estrogen tumorigenic effect is mediated by
ERa in the prostate, since rats which were treated with testosterone and ERa agonist showed various PIN grades
(Attia & Ederveen et al., 2011). Also, other authors concluded that ERa and ERB showed antagonistic roles in
prostate cancer pathogenisis, in which the ERa would stimulate the cancer progression and ERB would inhibit the
cellular proliferation and differentiation (Attia & Ederveen et al., 2011).

In addition, studies indicated that the increase of AR heterogeneity or the decrease of prostate cancer
process could be related to a high cancer grade and negative prognosis (Taplin & Ho, 2001). On the other hand, the
AR overexpression could be involved in the process which would lead to an androgen-independent prostate tumor
(Ruffion et al., 2003). Besides, androgen and estrogen actions in the prostate could be associated to prolactin effects
(Ruffion et al., 2003). The excessive prolactin stimulation led to hypertrophied epithelia and stroma (Hérkénen &
Makeld, 2004). Also, the paracrine and autocrine glandular actions of the prolactin reduced tumoral development
and growth (Harkonen & Mékeld, 2004). Also, different authors verified that prolactin inhibition is able to prevent
some of the estrogenic effects (Gilleran et al., 2003). Due to this, it can be suggested that prolactin could be
associated to the estrogen activation via, not only at the systemic level but also at the cellular one, showing a
mechanism in prostatic displasic change development (Héarkdnen & Mékeld, 2004).

Thus, we can conclude that the ERo involvement in the reactive stroma activation led to a

microenvironment which was favorable to cancer progression, maximazing stromal imbalance, and that ER(
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contributed to inhibition of the pre-cancerous lesions in senescence. Also, the prolactin could be related to cancer
progression due to its interaction with ERa action, indicating that this hormone could be a relevant target to prevent
the estrogenic effects in the prostatic lesions.

Also, regarding the results related to growth factors, we can see that increased FGFR2, FGFR7 and FGFRS
reactivities were verified in both high and low grade cancer. However, the increase of FGFR2 and FGFRS
reactivities were greater in low grade cancer group. Thus, FGFRS showed greater involvement at the beginning of
the malignancy alterations. In contrast, the increase of FGFR7 and EGFR reactivities were greater in high grade
cancer.

It is known that androgens signalled growth factors, which act in the paracrine and autocrine mechanisms,
increasing cellular proliferation and reducing apoptosis (Marcelli et al., 2000). The FGF function alterations,
modifying the signaling process could lead to organ malignancy changes (Ahmad et al., 2012).

According to Cotton et al (2008), the FGF expression is partially regulated by androgen. However, the
signalling between AR and FGF is important in prostatic development, nevertheless the accuracy interaction
mechanism is not entirely clear (Cotton et al., 2008).

Culig et al (1994) demonstrated that FGF-7, IGF and EGF activated the AR transcription in the cancerous
prostatic cells. In addition, FGFs can promote tumor growth by means of different mechanism, acting as an
angiogenic mitogen for tumoral cells or even as an apoptosis inhibitor (Cotton et al., 2008).

Authors showed that FGF7 is induced by androgens in stromal cell culture from human and rodent tissues
(Kwabi-Addo et al., 2004; Cotton et al., 2008). However, the FGF7 prostatic expression could not be androgen-
dependent in vivo, after analyzing castrated animals (Nemeth et al., 1998).

Also, FGF7 and FGF10 are important paracrine mediators of androgenic action in the prostatic epithelium
(Cunha et al., 2003). On the other hand, the androgenic regulation of prostatic cells which will show malignant
changes indicate autocrine mechanism for androgen-dependent growth, this process being due to FGF activation axis
alterations (Cunha et al., 2003). According to Kwabi-Addo (2004), the FGF7 seric level is lower in men showing
prostate cancer than those with benign prostate hyperplasia. Also, Ishii et al (2011) verified that stromal prostatic
cells which were treated with estrogen showed decreased FGF7 expression.

Studies showed that FGF2 was found for stromal cells in prostate adenocarcinoma, indicating the paracrine
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effect of this mitogen (Kwabi-Addo et al., 2004). However, Dorkin et al (1999) characterized FGF2 expression in
the epithelium of prostatic adenocarcinoma. In another study showing Tramp mice which were bred from FGF2
knockout mice, a decrease in the metastatic process in the offspring and increased survival of the parents was
verified, indicating the FGF2 role in cancer progression (Polnaszek et al., 2003). Tuxhorn et al (2002) showed that
FGF?2 could promote cancer progression to induce angiogenesis and reactive stroma formation According to Smith et
al (2002), the ER and AR expressions were associated with high FGF 2 and FGF 7 levels. The FGF2 and FGF7
synthesis is considered to be under androgenic control, however the correlation between FGF2 and ER suggested that
the ER activation could also be involved in this synthesis (Smith et al., 2002).

Also, the FGF8 expression increases in men presenting prostate cancer (Gnanapragasam et al., 2003; Cotton
et al., 2008). Valta et al (2008) analyzed prostatic cell grafts showing FGF8 overexpression and verified an increase
of glandular tumor incidence and size.

In addition, according to Gnanapragasam et al (2003), the FGF8 is overexpressed in around 60% of tumor
classified as Gleason 8, and in almost 92% of the tumors showing gleason 8 or more than this degree. Ahmad et al
(2012) said that, some tumors depend on the imbalance of the FGF, signalizing their development and progression,
indicating that this molecule is an excelent therapeutic target.

In relation to EGF, Ware (1994) verified intense expression in the basal cells in the prostatic tissue from
both hyperplastic glands and healthy ones, however, the great majority of prostatic adenocarcinomas did not show an
increase of this factor. On the other hand, studies showed that EGFR expression in primary prostate cancer indicated
a proliferative aspect and no correlation with tumor progression (Visakorpi et al., 1992). Also, despite the
proliferation process of the LNCaP cells being stimulated by androgens and EGF, the androgenic action is not
mediated by the increase of EGF production (Connoly & Rose, 1990).

To conclude, based on the results herewith we can say that both FGFR2 and FGFRS play a fundamental role
in the early stages of prostate cancer, suggesting that these molecules could be a promising therapeutic target. Also,
we can suggest that not only FGFR7 but also EGFR were not directly signaled by ERP. Nevertheless, they could be
stimulated by the ERa action.

Regarding to the results on a-actin reactivity, we can see that this molecule decreased in both cancer groups,

although it was the lowest in the high-grade cancer group. On the other hand, the vimentin immunostaining increased
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in the cancer groups in the same way.

Tuxhorn et al (2002) showed that the reactive stromal compartment is composed of fibroblasts and more
than 50% of myofibroblasts, an activated stromal cell phenotype which is not observed in normal prostatic stroma.
The myofibroblast has been described as an intermediary between fibroblasts and smooth muscle cells (Gabbiani et
al. 1972). Fibroblasts in the damaged tissue alter its phenotype to the myofibroblasts, which are characterized by
vimentin and a-actin expressions (Tuxhorn et al. 2001).

Undifferentiated prostatic tumor showed a high vimentin level, inasmuch as high vimentin levels are related
to the invasive capacity of cancer (Salvatori et al., 2012). In addition, Salvatori et al (2012) observed that high
adhesion cell levels and low vimentin molecule levels indicating cell-cell interaction and the reduction of the cellular
motility. Also, the vimentin inhibition reduced tumor growth from a highly tumorigenic and metatstatic cellular
lineage (Zhang et al., 2009). According to Tuxhorn et al (2002), the reactive stroma in prostate cancer led to
increased number of myofibrolasts and fibroblasts and decreased smooth muscle cell numbers, despite the fact that
healthy prostatic tissue shows the predominance of smooth muscle cells. Thus, the reactive stroma could be induced
at the beginning of tumorigenesis and could be involved in tumor progression by means of the substitution of the
healthy fibro-muscular stroma (Tuxhorn et al., 2002).

Although, cellular senescence has been considered a strong tumoral supressor mechanism, studies have
shown that senescent cells developed secretory activities which can induce alterations in the tissue
microenvironment, diminishing cellular behavior control and promoting tumorigenisis (Coppe et al., 2010).

Finally, the characterization of reactive stroma considering the opposite reactivities between vimentin and
a-actin associated with the proliferative feature of myofibroblasts indicated the fundamental role of these cells in
tissue disorganization and in prostatic adenocarcinoma development. Thus, based on this last consideration, we
indicate stromal reactivity as a trigger of prostatic lesions. Finally, we can conclude that the differential localization
of the fibroblastic factors between the epithelial and stromal glandular compartments in the prostate of elderly men,

who presented prostate cancer, could indicate a favorable distinction for tumoral progression.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Photomicrographs of the prostatic peripheral zone from Standard, Low-grade Cancer, High-grade Cancer
Groups. A and B Epithelium with secretory columnar and basal cells (*). C and D Neoplastic acini (¥*) with
hypertrophied stroma. E and F Fused neoplastic acini (*) with infiltrative feature, hypercellular and hypertrophied

stroma. A - G: Ep - epithelium, L - lumen and St — stroma.

Figure 2: Immunohistochemistry of the prostatic peripheral zone from Standard, Low-grade Cancer, High-grade
Cancer Groups. A Intensed AR immunoreactivity (arrows) in the epithelium and stroma. B Moderate AR
immunoreactivity (arrows) in the epithelium and in the prostatic stroma. C Moderate AR immunoreactivity (arrow)
in the epithelium and weak in the stroma. D Weak PR immunoreactivity (arrow) in the epithelium and stroma. E
Moderate PR immunoreactivity (arrows) in the epithelium and stroma. F Intensed PR immunoreactivity (arrows) in

the epithelium and weak in the stroma. G Intense a-actin immunoreactivity (arrows) in the epithelium-stroma

39



interface. H Moderate a-actin immunoreactivity (arrow) in the epithelium-stroma interface. I Weak a-actin
immunoreactivity (arrows) in the epithelium-stroma interface. J Weak EGFR immunoreactivity (arrows) in the
epithelium and stroma. K Weak EGFR immunoreactivity (arrows) in the epithelium and moderate in the stroma. L
Weak EGFR immunoreactivity (arrow) in the epithelium and intense in the stroma. A — L: Ep - epithelium, L -

lumen and St — stroma.

Figure 3: Immunohistochemistry of the prostatic peripheral zone from Standard, Low-grade Cancer, High-grade
Cancer Groups. A Weak FGFR-2 immunoreactivity (arrows) in prostatic epithelial cells and stroma. B Moderate
FGFR-2 immunoreactivity (arrows) in the epithelium and stroma. C Weak FGFR-2 immunoreactivity (arrows) in the
epithelium and moderate in the stroma. D Weak FGFR-7 immunoreactivity (arrow) in the stroma and absent in the
epithelium. E Weak FGFR-7 immunoreactivity (arrows) in the epithelium and moderate in the stroma. F Moderate
FGFR-7 immunoreactivity (arrows) in the epithelial cells and intense in the stroma. G Weak FGFR-8
immunoreactivity (arrows) in the epithelium and stroma. H Intense FGFR-8 immunoreactivity (arrows) in the
epithelium and stroma. I Weak FGFR-8 immunoreactivity (arrow) in the epithelium and moderate in the stroma. A —

I: Ep - epithelium, L - lumen and St - stroma.

Figure 4: Immunohistochemistry of the prostatic peripheral zone from Standard, Low-grade Cancer, High-grade
Cancer Groups. A Weak ERP immunoreactivity (arrows) in prostatic epithelial cells and moderate in the stroma. B
Weak ERP immunoreactivity (arrows) in the epithelium and moderate in the stroma. C Weak ER} immunoreactivity
(arrows) in the epithelium and stroma. D Weak ERa immunoreactivity (arrow) in the stroma and absent in the
epithelium. E Moderate ERa immunoreactivity (arrows) in the stroma and absent in the epithelium. F Intense ERa
immunoreactivity (arrows) in the stroma and absent in the epithelium. G Weak Vimentin immunoreactivity (arrows)
in the stroma and absent in the epithelium. H Moderate Vimentin immunoreactivity (arrows) in the stroma and
absent in the epithelium. I Moderate Vimentin immunoreactivity (arrow) in the stroma and absent in the epithelium.

A —I: Ep - epithelium, L - lumen and St - stroma.
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Table 1: Immunoreactivity intensity of receptors: AR, PR, ERf, FGFR-2, FGFR-7, FGFR-8, a-actin, vimentin
and EGFR.

GROUPS
STANDARD LOW-GRADE HIGH-GRADE
CANCER CANCER
Antigens Epithelium Stroma Epithelium Stroma Epithelium Stroma
AR 3 3 2 2 2 1
PR 1 1 2 2 3 1
FGFR-2 1 1 2 2 1 2
FGFR-7 0 1 1 2 2 3
FGFR-8 1 1 3 3 1 2
a-actin 3 2 1
EGFR 1 1 1 2 1 3
ERB 1 2 1 2 1 1
ERa 0 1 0 2 0 3
Vimentin 0 1 0 2 0 2

0 (0%), 1 (< 33%), 2 (33% - 66%), 3 (> 66%)
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RESUMO

OBJETIVO: O objetivo desse estudo foi caracterizar e correlacionar as reatividades dos
receptores androgénicos (AR), estrogénicos o ¢ B (ERa, ERB) e de prolactina em relagdo aos
receptores para Fator de crescimento epidermal (EGF), a-actina e vimentina nos compartimentos
epitelial e estromal da prostata de ratos senis frente ao desequilibrio de hormonios esteroides.
METODOS: 50 ratos senis com 10 meses de idade e 10 ratos adultos jovens com 4 meses de
idade foram divididos em grupos: Jovem (JOV), Senil (SE), Castrado (CAS), Tamoxifeno-
Letrozol (TAM), Tamoxifeno-Letrozol + Testosterona (RETEST), Castrado + Estradiol
(REEST).

RESULTADOS: O grupo SE apresentou hipertrofia dos elementos celulares e fibrilares, além da
ocorréncia de células inflamatorias. Além disso, verificou-se aumento de vimentina, ERa ¢ PR
em relagdo ao JOV. No grupo CAS observou-se localizacao diferencial do PR, a-actina e EGFR
em relagdo ao grupo senil. Por outro lado, no RETEST, observou-se recuperagdo do epitélio
prostatico e do padrdo de distribui¢ao de reatividade da a-actina, do PR e EGFR em relagdo ao
SE. No grupo REEST foi caracterizada intensa atrofia epitelial e desorganizacdo estrutural
glandular, e foi observado aumento de ERa e ERp, além de localizagdo diferencial destes,
somando-se a diminui¢do o-actina € vimentina em relagdo aos animais senis. Ja no grupo TAM
foi observada diminuicdo de ERf e a-actina, € aumento de PR no compartimento estromal, em
relacdo ao grupo senil.

CONCLUSAO: A ablagio hormonal em animais senis levou ao aumento na reatividade do
EGFR, indicando a sinalizacdo deste frente ao desequilibrio hormonal tanto com predominio de
atividade androgénica como estrogénica caracterizando esses hormonios como elementos
proliferativos para a prostata, porém através de diferentes vias. Ainda, pode-se concluir que
receptores para EGF podem ser ativados de maneira andrégeno-independente, visto a reatividade
aumentada de EGFR nos animais senis com abla¢do androgénica imposta pela castragdo. No
grupo CAS verificou-se alteracdo do padrdo de distribuicdo da reatividade da a-actina indicando
os andrégenos como possiveis responsaveis pelo padrao estrutural de distribui¢do desta molécula.
Dessa forma, no microambiente hiperandrogénico ocorreu a reestruturacdo do padrdo de
reatividade da a-actina, sugerindo que a localizagdo da a-actina seja responsiva e orientada pelo

androgeno. Pode-se concluir que, o desequilibrio causado pela ablagcdo e/ou reposi¢do hormonal
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nado somente alterou o feedback entre os hormonios esterdides como modificou a localizacao da
reatividade das moléculas nos compartimentos prostaticos, alterando as sinalizagdes autdcrinas e
paracrinas dos estrogenos, EGF e prolactina, apontando esses como possiveis deflagradores da

formacao do estroma reativo.

INTRODUCAO

A morfogénese, a manutencao da atividade funcional e da morfologia, a prolifera¢ao e a
diferenciagdo das células da prostata sao reguladas por andréogenos (Imamov et al., 2005). A
castragdo ¢ um dos métodos mais utilizados para o estudo dos mecanismos envolvendo a
testosterona na manuten¢do ¢ funcionamento da prostata. A deficiéncia androgénica leva a
involugdo da prostata, ativacdo da apoptose e intensa remodelacdo da matriz extracelular desse
orgdo (Vilamaior et al., 2000). A prostata de roedores tem capacidade de sofrer sucessivos
estagios de regeneracdo epitelial apos a privagdo de androgenos (castracdo) seguida de reposi¢ao
hormonal (Taylor & Risbridger, 2008). Nas diferentes espécies animais, incluindo a humana, o
desbalanco hormonal ¢ fator comum, causando diversas alteragcdes morfofuncionais da préstata
(Roy-Burman et al., 2004). Dessa forma, as alteracdes dos niveis enddgenos de hormodnios
esterdides durante o periodo da senescéncia contribuem fortemente para o desequilibrio
glandular.

Os estrogenos atuam sinergicamente a testosterona, influenciando tanto as fungdes
normais da prostata quanto as alteracdes patogénicas (Cunha et al., 2002). A biossintese de
estrogenos ocorre a partir de um substrato androgénico, através da aromatizagdo desse horménio

pela enzima aromatase (Risbridger et al., 2003). Os efeitos estrogénicos na prostata sio

48



resultados da ligacdo desses hormonios em receptores estrogénicos especificos a ¢ B (ERa,
ERp), os quais sdo predominantemente expressos no estroma e no epitélio, respectivamente
(Cunha et al., 2002; Ho & Habib, 2011). Os efeitos estrogénicos na prdstata sdo complexos e
podem envolver tanto acdes diretas, através dos receptores, como indiretas, através do eixo
hipotdlamo-hipofise-gonada (Cunha et al., 2002). Os estrogenos possuem efeitos anti-
androgénicos e regulam negativamente o eixo hipotadlamo-hipo6fise-gonada, com reducido da
produgdo de androgenos pelas células de Leydig e decorrente involugdo do epitélio prostatico e
crescimento estromal em animais adultos (Weihua et al., 2002). Segundo Nellemann et al.
(2005), a expressao de AR na prostata parece estar sob regulagdo de estrogenos e androgenos, ja
que a administragdo conjunta de testosterona com anti-estrogeno ou a administragdo de estrogeno
com anti-androgeno reduziu os efeitos desses hormdnios sexuais nessa glandula. As alteragdes
causadas pelos estrogenos foram demonstradas através da proliferagdo de fibroblastos no estroma
e metaplasia das células epiteliais basais, além de processo inflamatdrio. Contudo, evidenciou-se
reducdo das células musculares lisas e das células epiteliais secretoras (Bianco et al., 2002).
Também, outro estudo utilizando camundongos estrégeno-modulados, os quais eram
Knockout para enzima aromatase, demonstrou que doses elevadas de androgenos tém efeitos
morfoldgicos similares a doses elevadas de estrogenos (Jarred et al., 2002). Dessa forma, esses
resultados evidenciaram que tanto os estrogenos como os andrégenos sdo elementos
proliferativos para a prostata, porém em diferentes caminhos. Experimentos caracterizaram

importante envolvimento dos ER3 nos mecanismos prostaticos, conjuntamente as agdes exercidas

pelos ERa, sendo os efeitos estrogénicos produto de um balango dindmico entre ERa ¢ ERf3

(Weihua et al., 2002).
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Segundo Harkonen & Mikeld (2004), os estrogenos tém efeito similar aos da prolactina.
De acordo com esses autores, ¢ possivel que a prolactina sinalize os efeitos estrogénicos na
préstata ndo somente de maneira sistémica, mas também em nivel celular, sendo um importante
mecanismo no desenvolvimento das mudangas displdsicas desse 6rgdo (Héarkonen & Miékeld,
2004).

E conhecido que as interagdes epitélio-estromais tem papel importante para o
desenvolvimento e manutengdo do fendtipo adulto da prostata (Hayward et al., 1996). Tuxhorn et
al (2002) mostraram que o compartimento estromal reativo ¢ composto de fibroblastos e mais de
50% de miofibroblastos, um fenotipo de célula estromal ativada que ndo € observado no estroma
prostatico normal. O miofibroblasto ¢ descrito como um intermedidrio entre fibroblastos e células
musculares lisas, conforme a expressdo de proteina do citoesqueleto e aspectos estruturais
(Gabbiani et al., 1972). Fibroblastos no tecido lesado alteram seu fendtipo para o de
miofibroblasto, o qual ¢ caracterizado pela expressdo da vimentina e a-actina (Tuxhorn et al.,
2001). De acordo com Tuxhorn et al (2002), a substituicdo do estroma normal pelo estroma
reativo pode alterar as interagdes epitélio-estromais e afetar a progressao do cancer.

Assim, considerando a importante variagdo dos niveis de hormdnios esteroides durante a
senescéncia, bem como sua implica¢do no desenvolvimento e na evolugdo das lesdes prostaticas,
o objetivo desse estudo foi caracterizar e correlacionar as reatividades dos receptores AR, ERa,
ERp e prolactina em relagdo aos receptores para EGF, a-actina e vimentina nos compartimentos
epitelial e estromal na senescéncia frente ao desequilibrio de hormonios esteroides na prostata de

ratos.
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MATERIAIS E METODOS

Procedimentos Experimentais em Amostras Prostaticas de Ratos

No presente trabalho foram utilizados 50 ratos machos senis da linhagem Sprague-
Dawley, com 10 meses de idade (SE, CAS, TAM, RETEST e REEST), e 10 ratos machos adultos
jovens da linhagem Sprague-Dawley com 4 meses de idade (JOV), obtidos no centro de
Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/ UNICAMP) (Comité de ética n°
2412-1). Os animais foram divididos em seis grupos experimentais (10 animais cada):

a. Grupo Adulto Jovem (JOV): receberam injecdes subcutaneas de 5 mL/Kg de peso corpdreo

de o6leo de amendoim em dias alternados por 30 dias;

b. Grupo Senil (SE): receberam inje¢des subcutaneas de 5 mL/Kg de peso corpdreo de o6leo de

amendoim em dias alternados por 30 dias;

¢. Grupo Castrado (CAS): a remog¢ao de androgenos foi feita através da castragdo cirurgica e

quimica. Para a castra¢do cirirgica, os animais foram anestesiados com Cloridrato de
xilazina 2% (5mg/kg i.m.; Konig, Sdo Paulo, Brasil) e Cloridrato de cetamina 10%
(60mg/kg, i.m.; Fort Dodge, lowa, EUA) e posteriormente, castrados por incisdo cirurgica,
com retirada dos testiculos. Posteriormente a cirurgia, os animais foram submetidos ao
tratamento de castracdo quimica com injecdes subcutdneas de 10 mg/Kg de Flutamida
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) diluidos em 10 mL de 6leo de amendoim em dias
alternados por 30 dias (Shin et al. 2002);

d. Grupo Tamoxifeno-Letrozol (TAM): receberam inje¢des subcutaneas de 1mg/Kg de

tamoxifeno (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) diluidos em ImL de o6leo de
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amendoim a cada 48h por 30 dias para o bloqueio dos receptores estrogénicos (ERa e ERP)
(Tilley et al., 1987). Para bloquear a aromatizac¢ao da testosterona resultando em estrogenos,
os animais receberam inje¢des subcutaneas de 1mg/Kg de letrozol (LET- Femara, Novartis-
Pharma, Basiléia, Suica) diluidos em 1mL de 6leo de amendoim em dias alternados por 30
dias (Tobin & Canny, 1998).

e. Grupo Castrado + Estrégeno (REEST): a remoc¢do de androgenos foi feita através da

castracdo cirurgica ¢ quimica. Apds a castragdo, similar ao realizado para o grupo Castrado,
os animais receberam inje¢des subcutaneas de 25 ug/Kg de peso corporeo de 17p-estradiol
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) diluidos em 25 pL de 6leo de amendoim em dias
alternados por 30 dias (Prins et al., 2001);

f. Grupo Tamoxifeno-Letrozol + Androgeno (RETEST): Posteriormente ao tratamento

similar ao grupo Tamoxifeno-letrozol, os animais receberam injecdes subcutineas de
Smg/Kg de peso corpéreo de Cipionato de Testosterona (Deposteron, Novaquimica, Sdo
Paulo, Brasil) diluidos em 5 mL de 6leo de amendoim em dias alternados por 30 dias
(Sattolo et al., 2004).

Os animais dos seis grupos experimentais receberam agua ¢ a mesma dieta solida ad
libitum (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil). Apds 30 dias de tratamento, todos os animais foram
pesados em balanca semi-analitica Marte AS 5500, anestesiados com Cloridrato de xilazina 2%
(5mg/kg i.m.; Konig, Sdo Paulo, Brasil) e Cloridrato de cetamina 10% (60mg/kg, i.m.; Fort
Dodge, lowa, EUA) e posteriormente, sacrificados. Amostras do lobo ventral foram coletadas dos
animais de cada grupo experimental e submetidas as andlises de microscopia de luz e

imunohistoquimicas, além das dosagens hormonais.
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Microscopia de Luz

Amostras prostaticas de 5 animais de cada grupo foram coletadas e fixadas em solugdo de
Bouin por doze horas. Apds a fixacdo, os tecidos foram lavados em alcool etilico a 70%, com
posterior desidratacdo em uma série crescente de alcoois. Posteriormente, os fragmentos foram
diafanizados em xilol por 2 horas e inclusos em parafina e polimeros plasticos (Paraplast Plus,
ST. Louis, MO, EUA). Em seguida, os materiais foram seccionados em micrétomo (Hyrax M60,
Zeiss, Alemanha) com espessura de 5 micrometros com posterior coloragdo em Hematoxilina-
eosina e Tricromico de Masson (Junqueira et al., 1979) e fotografados no fotomicroscépio (Nikon

Eclipse E-400).

Imunomarcacio dos Receptores Androgénicos (AR), Estrogénicos a e p (ERa e ERp),
Prolactina (PR), Receptor de Fator de Crescimento Epidermal (EGFR), a-actina e
vimentina

Amostras prostaticas de 5 animais de cada grupo, os mesmos utilizados para a
microscopia de luz, foram utilizadas para as andlises de imunohistoquimica. Para isso, foram
obtidos cortes com cinco micrOmetros de espessura no microtomo (Hyrax M60, Zeiss,
Alemanha), coletados em laminas silanizadas. A recuperacdo antigénica foi realizada por
incubagdo dos cortes em tampao citrato (pH 6.0) a 100°C em microondas ou tratamento com
proteinase K, dependendo das caracteristicas de cada anticorpo. O bloqueio das peroxidases
endogenas foi obtido com H,O, (0,3% em metanol) com posterior incubagdo em solucdo
bloqueadora com albumina soro bovino (3%), em tampdao TBS-T por 1 hora em temperatura

ambiente. Posteriormente, os antigenos AR, ERa, ERB, PR, EGFR, a-actina ¢ vimentina foram
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localizados através dos anticorpos: policlonal rabbit AR-N20 (sc-816) (Santa Cruz
Biotchenollogy, EUA) para AR, monoclonal mouse clone 1D5 (Dako Cytomation Inc.,
Carpenteria, CA, EUA) para ERa, policlonal rabbit 06-629 (Upstate, EUA) para ER, policlonal
goat (sc-7805) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para Prolactina, policlonal rabbit (sc-03)
(Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para EGFR, policlonal rabbit (ab5694) (Abcam, EUA) para a-
actina, monoclonal mouse ab8069 (Abcam, EUA) para vimentina diluidos (1:35-50) em BSA 1%
e armazenados overnight a 4 °C. O kit Envision HRP (Dako Cytomation Inc., Carpenteria, CA,
USA) foi usado para detec¢do dos antigenos. Apods lavagem com tampao TBS-T, os cortes foram
incubados com anticorpo secundario HRP conjugado proveniente do kit Envision (Dako) por 40
minutos e, posteriormente revelados com diaminobenzidina (DAB), contra-corados com Verde
Metila e Hematoxilina de Harris e avaliados no fotomicroscopio Nikon Eclipse E-400 (Nikon,
Toquio, Japdo). Os cortes prostaticos de 5 animais senis de cada grupo foram avaliados através
do precipitado acastanhado de DAB, caracterizando a reatividade positiva dos anticorpos. A
distribui¢do da imunoreatividade do antigeno foi graduada como 0 para marcacdo negativa (0%),
1 para marcacdo fraca (< 33%), 2 para marcacdo moderada (33% - 66%) e 3 para marcagdo
intensa (> 66%) de acordo com a frequéncia e positividade dos antigenos no tecido (modificado

de Tomas & Kruslin, 2004).

RESULTADOS

Microscopia de Luz e Imunohistoquimica
Grupo Jovem

Acinos com mucosa pregueada foram observados nos animais jovens (Fig. la, 1b). O
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epitélio apresentou-se simples com células basais entremeadas as células luminais colunares
altas. O estroma prostatico apresentou-se distribuido de forma concéntrica ao redor do 4cino com
presencga de células musculares lisas e pequena quantidade de fibras coldgenas (Fig. 1a, 1b).

A imunolocalizacdo de AR foi intensa nos ntcleos das células epiteliais ¢ moderada nas
células estromais (Fig. 3a, Tabela 1). A imunoreatividade para ERa foi fraca tanto no epitélio
prostatico como no estroma (Fig. 5a, Tabela 1). Moderada imunoreatividade para ERP foi
observada no epitélio e fraca no estroma prostatico (Fig. 5g, Tabela 1). Fraca imunoreatividade
para PR foi observada no citoplasma das células epiteliais e nas células estromais (Fig. 3d, Tabela
1). Intensa imunoreatividade para a-actina foi observada na interface epitélio-estroma (Fig. 3g,
Tabela 1). Fraca imunomarcagdo para vimentina foi observada no compartimento estromal (Fig.
5d, Tabela 1). A imunolocalizagdo para EGFR foi fraca nas células epiteliais ¢ moderada nas

células estromais (Fig. 3j, Tabela 1).

Grupo Senil

Acinos com mucosa pregueada foram observados nos animais senis, sendo esse
pregueamento de menor frequéncia quando comparado ao grupo jovem (Fig. lc, 1d). O epitélio
secretor foi simples com células basais entremeadas as células luminais de aspecto colunar. Tais
células apresentaram nucleo basal e nucléolo evidente (Fig. lc, 1d). O estroma prostatico
apresentou células musculares lisas entremeadas por grande quantidade de fibras colagenas.
Também, foi observada a presenca de células inflamatorias no estroma (Fig. 1d).

A imunolocalizacdo para AR foi moderada nos nucleos das células epiteliais e fraca nas
células estromais (Fig. 3b, Tabela 1). A imunolocalizagdo para ERa foi moderada no

compartimento epitelial e fraca no compartimento estromal (Fig. 5b, Tabela 1). Moderada
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imunomarcacao para ERP foi observada no epitélio prostatico (Fig. Sh, Tabela 1). Moderada
imunoreatividade para PR foi observada no citoplasma das células epiteliais e fraca nas células
estromais (Fig. 3e, Tabela 1). A imunolocalizagdo para a-actina foi intensa na interface epitélio-
estroma (Fig. 3h, Tabela 1). J4 a imunoreatividade para Vimentina foi moderada no
compartimento estromal (Fig. Se, Tabela 1). Moderada imunomarcacao para EGFR foi observada

nas células epiteliais e fraca no compartimento estromal (Fig. 3k, Tabela 1).

Grupo Castrado

Atrofia glandular generalizada foi observada nos acinos da prostata dos animais castrados
(Fig. 1e). O epitélio secretor apresentou-se desorganizado, mas manteve a estrutura acinar, e
atréfico, caracterizado por células luminais cubicas e presen¢a de microdcinos (Fig. le, 1f).
Fibras coldgenas e células musculares mais espessadas foram observadas ao redor dos &cinos
glandulares, evidenciando a ocorréncia de hipertrofia estromal (Fig. 1f). No estroma, também
foram verificadas células inflamatorias (Fig. le).

Fraca imunoreatividade para AR foi observada em ambos os compartimentos prostaticos
(Fig. 3c, Tabela 1). A imunolocalizagdo para ERa foi moderada nas células epiteliais e nas
células estromais (Fig. 5c, Tabela 1). Fraca imunoreatividade para ERP foi observada nos
compartimentos epitelial e estromal (Fig. 51, Tabela 1). A imunolocalizagdo para PR foi fraca nas
células epiteliais e intensa no estroma (Fig. 3f, Tabela 1). A imunolocalizagcdo para a-actina foi
intensa no estroma (Fig. 3i, Tabela 1). J4 a imunoreatividade para vimentina foi fraca no estroma
prostatico (Fig. 5f, Tabela 1). Moderada imunomarcagdo para EGFR foi observada nas células

epiteliais e intensa nas células estromais (Fig. 31, Tabela 1).
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Grupo Tamoxifeno-Letrozol

Na prostata dos animais com ablagdo estrogénica, os acinos prostaticos apresentaram
mucosa pouco pregueada e atrofia epitelial em algumas areas, sendo também observados
microacinos (Fig. 2a, 2b). O epitélio caracterizou-se por células luminais cubicas e presenca de
células basais (Fig. 2a). Hipertrofia moderada do estroma foi obsrevada com aumento de fibras
colagenas e presenca de infiltrado de células inflamatorias. (Fig. 2b).

A imunoreatividade para AR foi intensa nas células epiteliais e moderada no estroma (Fig.
4a, Tabela 2). A imunolocaliza¢ao para ERa foi fraca nos dois compartimentos prostaticos (Fig.
6a, Tabela 2). Fraca imunoreatividade para ERB foi observada no epitélio e estroma prostatico
(Fig. 6g, Tabela 1). Intensa imunolocalizacdo para PR foi observada no compartimento estromal
e moderada no compartimento epitelial (Fig. 4d, Tabela 2). A imunomarcagdo para a-actina foi
moderada na interface epitélio-estroma (Fig. 4g, Tabela 2). Moderada imunoreatividade para
Vimentina foi observada no compartimento estromal (Fig. 6d, Tabela 2). Moderada
imunolocalizacdo para EGFR foi observada em ambos os compartimentos prostaticos (Fig. 4j,

Tabela 2).

Grupo Retest

Os 4cinos glandulares caracterizaram-se por mucosa pouco pregueada (Fig. 2¢, 2d). O
epitélio secretor apresentou células luminais colunares com nucleos evidentes, entre as quais se
entremeavam células basais (Fig. 2c, 2d). Hipertrofia e hiperplasia do estroma também foram

observadas, com aumento de fibras colagenas, além da presenca de células musculares lisas e
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vasos sanguineos (Fig. 2c e 2d).

A imunoreatividade para AR foi intensa em ambos os compartimentos prostaticos (Fig.
4b, Tabela 2). A imunomarcagdo para ERa foi moderada nas células epiteliais e fraca no estroma
prostatico (Fig. 6b, Tabela 2). A imunoreatividade para ERP foi moderada no epitélio e fraca no
estroma (Fig. 6h, Tabela 1). Moderada imunolocalizagdo para PR foi observada nas células
epiteliais e fraca nas células estromais (Fig. 4e, Tabela 2). Intensa imunoreatividade para a-actina
foi verificada na interface epitélio-estroma (Fig. 4h, Tabela 2). Fraca imunoreatividade para
Vimentina foi verificada no compartimento estromal (Fig. 6e, Tabela 2). Foi observada moderada

imunolocaliza¢do para EGFR nas células epiteliais e fraca nas células estromais (Fig. 4k, Tabela

2).

Grupo Reest

Nesse grupo observou-se auséncia de pregueamento da mucosa e presenca de microacinos
(Fig. 2e, 2f). Atrofia e desorganizacdo estrutural foram verificadas no epitélio secretor, com
presenca de células luminais cubicas e ocasionais células basais (Fig. 2e, 2f). O estroma glandular
apresentou-se hipertrofico e hiperplasico, com espessamento e desorganizacdo de fibras
colagenas, além da presenga de células musculares lisas, vasos sanguineos e focos de células
inflamatorias (Fig. 2f).

A imunoreatividade para AR foi moderada em ambos os compartimentos (Fig. 4c, Tabela
2). A imunomarca¢do para ERa foi intensa no compartimento estromal e moderada no epitélio
prostatico (Fig. 6¢; Tabela 3). Moderada imunoreatividade para ERP foi observada no epitélio e

estroma prostatico (Fig. 61, Tabela 2). Moderada imunolocalizacdo para PR foi observada nas
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células epiteliais e fraca nas células estromais (Fig. 4f, Tabela 2). Moderada imunomarcagao para
a-actina foi observada na interface epitélio-estroma (Fig. 41, Tabela 2). Fraca imunoreatividade
para Vimentina foi verificada compartimento estromal (Fig. 6f; Tabela 2). A imunoreatividade

para EGFR foi intensa no epitélio e moderada no estroma (Fig. 41, Tabela 2).

DISCUSSAO

Os presentes resultados demonstraram que a prostata de animais senis apresentou
alteracdes estruturais como hipertrofia dos elementos celulares e fibrilares, além da ocorréncia de
células inflamatorias, indicando a caracterizacdo de um microambiente prostatico favoravel a
lesdo glandular. Além disso, verificou-se o aumento da vimentina, ERa e PR, os quais sdo fatores
que indicam o desequilibrio do microambiente glandular com consequente prejuizo da interagao
epitélio-estroma e potencializa¢do da ocorréncia de lesdes. Os resultados também mostraram que
tanto a auséncia como o excesso dos hormoénios estrogénicos e androgénicos desequilibrou
estruturalmente e molecularmente o microambiente prostatico, sensibilizando e/ou ativando
diferentes vias sinalizadoras para a dinamica glandular. Em adi¢do aos resultados, a semelhanca
estrutural ¢ o maior comprometimento da morfologia glandular nos grupos que foram castrados
corroboram com a possibilidade de potencializagdo dos efeitos lesivos dos estrogenos,
considerando a via de sinalizacdo do ERa. No grupo CAS observou-se localizacao diferencial da
PR, a-actina ¢ EGFR indicando a atividade ¢/ou agdo estromal dessas moléculas em relacdo ao
grupo senil. Por outro lado, nos animais senis que receberam testosterona observou-se
recuperagdo do epitélio prostatico e do padrao de distribuicdo de reatividade da a-actina, da

prolactina e do EGFR em relacao ao grupo senil.
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Na hiperestrogenizagdo foi caracterizada intensa atrofia epitelial e desorganizagdo
estrutural glandular. Assim, conclui-se que as marcantes alteragdes estruturais foram
evidenciadas frente a hiperestrogenizagdo indicando a agdo estrogénica, a partir dos seus
receptores, como agentes promotores do desequilibrio do microambiente estromal e
comprometedores das interagdes epitélio-estroma, sendo os estrogenos fatores efetivos nas lesdes
prostaticas. Também, na hiperestrogenizagdo foi observado aumento de ERa ¢ ERp, além de
localizagdo diferencial destes, somando-se a diminui¢do o-actina ¢ vimentina em relagdo aos
animais senis. J4 no ambiente hipoestrogénico (TAM) foi observada diminuicdo de ERP e a-
actina, e aumento de prolactina no compartimento estromal, em relagdo ao grupo senil.

O desequilibrio hormonal prostatico esta associado a senescéncia. Em homens idosos, ¢
conhecido o declinio progressivo nos niveis de testosterona circulante, demonstrando acréscimo
na conversao de andrégenos em estrogenos, sendo que o desequilibrio hormonal potencializa os
estrogenos, particularmente no estroma prostatico (Krieg er al., 1993; Morales, 2002; Ellem &
Risbridger, 2009). Krieg et al. (1993) verificaram que o papel potencialmente patogé€nico dos
estrogenos na prostata humana poderia ser acentuado ao longo do processo de senescéncia.
Ainda, os estrégenos podem regular o crescimento da célula tumoral prostatica, até mesmo das
células que se tornam andrégeno-resistentes (Ockrin et al., 20006).

Scarano et al (2006) verificaram redugdo dos niveis séricos de androgenos em roedores
senis quando comparados a adultos jovens. Outros autores demonstraram alteragdes na
sensibilidade da prostata de roedores senis aos androgenos, a qual foi atribuida a diminuic¢ao tanto
de receptores androgénicos quanto a atividade da enzima So-redutase no o6rgdo, além de taxa
alterada da aromatizagdo de testosterona em estradiol (Banerjee et al., 2001; Cordeiro et al.,

2008). Outros estudos sugeriram que as células prostaticas desenvolveram independéncia
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androgénica durante o processo de senescéncia, tornando a prostata menos sensivel a ablagdo
androgénica, considerando que as células ndo necessitariam desse horménio para sobreviver
(Banerjee et al., 2000; Morrissey et al., 2002). Também, anormalidades na expressdo ERa/p
podem modular o crescimento da resposta do cancer a independéncia hormonal (Latil et al.,
2001).

Estudos demonstraram a ocorréncia de progressivas alteragdes morfoldgicas na prostata
ventral ao longo da senescéncia, incluindo atipia e atrofia epiteliais, hiperplasia do epitélio e do
estroma, infiltracdo de células inflamatorias no estroma, diminui¢do das projecdes acinares em
diregdo ao lumen e presenca de corpos amildceos (Lau et al., 2003; Acosta et al., 2004). De
maneira geral, as alteragdes morfologicas na prostata de ratos senis sdo semelhantes as
observadas em amostras humanas de HBP e, analogamente e provavelmente como resultado do
declinio nos niveis circulantes de androgenos nas diversas linhagens durante a senilidade (Lau et
al., 2003).

A administracdo de doses crescentes de testosterona levou a hipertrofia das células
epiteliais nos lobos prostaticos, tanto em animais jovens quanto nos senis (Banerjee et al., 1994).
Assim, sugeriu-se que o tratamento com testosterona levou a hiperplasia epitelial em animais
jovens, fato este que ocorre naturalmente nos senis (Acosta er al., 2004). Por outro lado,
enquanto o tratamento com andrégenos manteve a integridade morfologica da prostata, a
administracdo isolada de estrogenos causou atrofia glandular (Leav er al., 1989). Segundo
Candido et al (2012), o lobo ventral de ratos senis frente a ablacdo androgénica e niveis
aumentados de estrogenos apresentou intensa reatividade de ERa. De fato, sabe-se que o
tratamento com estrogenos exdgenos resulta em atrofia do epitélio prostatico, induzindo

indiretamente o decréscimo dos niveis sist€émicos de andrégenos por meio de feedback negativo
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sobre o eixo hipotalamo-hipofise (Harkonen & Mékéla, 2004; Ellem & Risbridger, 2009). Ainda,
Leav et al. (1989) verificaram que os estrogenos sdo capazes de induzir proliferacdo epitelial
apenas na presenca de androgenos. Em concordancia, Risbridger et al (2003) demonstraram que
as alteracdes malignas na prostata sdo dependentes da acdo combinada de andrégenos e
estrogenos, sendo que nenhum desses hormoénios isoladamente é capaz de deflagrar padrdes
aberrantes de crescimento que resultem em malignidade glandular.

Além disso, o efeito tumorigénico do estradiol na prostata ¢ mediado pelo ERa, ja que
ratos tratados com testosterona e agonista de ERa (ERA-45) apresentaram tecido glandular com
varios graus de Neoplasia Intraepitelial Prostatica (NIP) (Attia & Ederveen et al., 2011). Ja,
Ricke et al (2008) demonstraram que somente camundongos knockout para ERB desenvolveram
NIP apds tratamento com testosterona e estradiol, enquanto que o animais knockout para ERo nao
desenvolveram tal lesdo. Em concordancia, outros autores concluiram que ERa e ERP tém papéis
opostos na patogénese do cancer prostatico, o ERa estimulando a progressdo do cancer e o ER
inibindo as lesdes pré-cancerosas (Attia & Ederveen et al., 2011).

Os androgenos estdo envolvidos no desenvolvimento de doengas prostaticas, ¢ seus
efeitos nas células sdo mediados por fatores de crescimento. Esses agem através de mecanismos
autdcrinos e paracrinos, aumentando a proliferagdo celular e reduzindo a apoptose (Marcelli et
al., 2000). Evidéncias sugeriram que a expressao de EGFR nos canceres prostaticos primarios
indicou aspecto proliferativo e ndo correlagdo com progressao tumoral (Visakorpi et al., 1992).
Embora a proliferagao de células da linhagem LNCaP seja estimulada por andrégenos ¢ EGF, a
influéncia androgénica ndo ¢ mediada pelo aumento da produgcdo de EGF (Connoly & Rose,
1990). Segundo Davies & Eaton (1991), houve aumento da expressao de EGF apds a castragdo.

Assim, os autores sugeriram que o cancer prostatico ¢ a insensibilidade androgénica resultaram
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da interrupcdo da integracdo e/ou sinalizacdo dos efeitos androgénicos e dos fatores de
crescimento na regulacdo da proliferagdo (Davies & Eaton, 1991).

Além dos androgenos, as acdes dos estrogenos na prostata podem ser associadas aos
efeitos da prolactina (Ruffion et al., 2003). A prolactina regula a prdstata através da estimulacao
da atividade secretora, proliferacdo e sobrevivéncia celular. O aumento excessivo da prolactina
induz mudangas hipertréficas tanto no epitélio prostatico quanto no estroma. Ainda, o bloqueio
das fungdes autocrinas da prolactina reduz a formagdo e o crescimento tumoral (Hérkénen &
Mikel4, 2004). Dessa forma, ha uma relagdo entre os niveis de prolactina e o aumento de doencgas
prostaticas (Bartke, 2004). Outros autores observaram que a inibi¢ao da liberagdo de prolactina ¢
capaz de prevenir a maioria dos efeitos estrogénicos (Gilleran et al., 2003). Dessa forma, pode-se
sugerir que a prolactina esta associada as vias de ativacdo dos estrogenos ndo somente em nivel
sistémico, mas também em nivel celular, como importante mecanismo no desenvolvimento de
mudangas displasicas na prostata (Harkonen & Maikeld, 2004). Por outro lado, Nevalainen et al.
(1997) observaram que as agdes tanto autdcrina quanto paracrina da prolactina na prostata podem
mediar algumas ag¢des androgénicas. Assim, a sintese local de prolactina pode ser realizada por
fatores que controlam a regulacdo androgénica de células cancerosas prostaticas durante o
desenvolvimento do crescimento independente de andrégeno. Ingelmo et al. (2007) observaram
que a prolactina age como fator de crescimento para o tecido prostatico, tendo papel na
sobrevivéncia das células epiteliais apos a castragdo e inibindo a apoptose induzida pela castracao
(Dagvadorj et al., 2007).

Segundo Salvatori et al (2012), tumores prostaticos indiferenciados apresentaram elevada
expressdo de vimentina, sendo que altos niveis de vimentina podem ser correlacionados a

capacidade invasiva das células cancerosas prostaticas. Salvatori et al (2012) também observaram
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que a elevada expressdo de moléculas de adesdo e baixa expressdo de vimentina indicaram
interacoes célula-célula e redugdo da motilidade celular. Ainda, a inibigdo da vimentina reduziu
significativamente o crescimento tumoral de uma linhagem celular prostatica altamente
tumorigénica e metastatica (Zhang et al., 2009). Segundo Tuxhorn et al (2002), as células
musculares lisas foram predominantes no estroma prostatico normal e o estroma reativo no
cancer prostatico apresentou aumento de miofibroblastos e fibroblastos com a diminuigdo
significativa de células musculares lisas. Hayward et al (1996) sugeriram que a sinalizacdo
anormal da interagdo célula muscular-epitélio durante a carcinogénese prostatica pode levar a
desdiferenciagdo da célula muscular lisa. Dessa forma, o estroma reativo parece ser induzido nos
estagios iniciais da tumorigénese, podendo estar envolvido com a progressao do cancer prostatico
através da substitui¢do do estroma fibro-muscular normal (Tuxhorn et al., 2002). Células com
fenotipo de miofibroblastos aumentaram a expressao de vimentina ¢ diminuiram a expressao de
marcadores que identificaram células musculares lisas como a a-actina (Tuxhorn et al., 2002).
Segundo Antonioli et al (2007), a marca¢do para a-actina foi presente na prostata de animais
castrados, porém difusa entre as células estromais.

Embora a senescéncia celular seja um potente mecanismo supressor de tumor, estudos
recentes mostraram que células senescentes desenvolveram atividades secretdrias que podem
induzir mudangas no microambiente tecidual, diminuindo seu controle sobre o comportamento
celular e promovendo a tumorigénese (Coppe et al., 2010). Ainda, segundo Ahmad et al (2012),
alguns tumores dependem do desequilibrio na sinalizagdo dos fatores de crescimento para o seu
desenvolvimento e progressdo, indicando tais fatores como bons alvos terapéuticos (Ahmad et al.,
2012).

Concluindo, os resultados demonstraram que a administragdo de hormonios esteroides em
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animais senis foi efetiva na proéstata, levando a ocorréncia de alteragdes estruturais e modificando
o padrdo de reatividade de moléculas importantes para o equilibrio estrutural e molecular do
microambiente prostatico. Além disso, os resultados indicaram que a modificagdo do padrdo de
reatividade do EGFR no grupo senil colabora com o microambiente susceptivel a processos
proliferativos. Também, os resultados demonstraram que a ablacdo hormonal em animais senis,
tanto androgénica quanto estrogénica, levou ao aumento na reatividade do EGFR, indicando a
sinalizacdo deste frente ao desequilibrio hormonal tanto com predominio de atividade
androgénica como estrogénica, caracterizando esses hormonios como elementos proliferativos
para a prostata, porém em diferentes vias ativadoras. Ainda, pode-se concluir que receptores para
EGFR podem ser ativados de maneira androgeno-independente, visto a reatividade aumentada de
EGFR nos animais senis com abla¢do androgénica imposta pela castracdo. Além disso, no grupo
castrado verificou-se alteracdo do padrao de distribui¢do da reatividade da a-actina indicando os
androégenos como possiveis responsaveis pelo padrao estrutural de distribui¢ao desta molécula.
Dessa forma, no microambiente hiperandrogénico ocorreu a reestruturagdo do padrio de
reatividade da a-actina, indicando que a localizagdo da a-actina é responsiva e orientada pela
acdo androgénica, garantindo integridade estrutural glandular, a qual é fundamental para a
dindmica funcional do 6rgao.

Além disso, a abla¢do estrogénica na senescéncia foi caracterizada pelo aumento de
reatividade da prolactina indicando o desequilibrio hormonal a favor dos andrégenos e/ou o nao
envolvimento direto das vias estrogénicas na atividade da prolactina. Assim, o aumento da
reatividade da prolactina nesse grupo pode ser um dos fatores importantes no microambiente
favoravel a formag¢do do estroma reativo, considerando simultdneo aumento de vimentina e

diminui¢do de o-actina, o que indica aumento de miofibroblastos no tecido prostatico. O
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desequilibrio causado pela ablagdo e/ou reposicdo hormonal ndo somente altera o feedback entre
os hormonios esteréides como modifica a localizacdo da reatividade das moléculas nos
compartimentos prostaticos, alterando as sinalizacdes autdcrinas e pardcrinas dos estrogenos,

EGF e prolactina, apontando esses como deflagradores da formagao do estroma reativo.
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Figura 1. Fotomicrografias do lobo ventral da préstata de ratos jovens, senis e castrados. Grupo
Jovem: A e B Acinos glandulares com mucosa pregueada. Epitélio secretor simples com células
colunares e células basais (Cb). Estroma prostatico com células musculares lisas entremeadas por
fibras colagenas (Col). Grupo Senil: C e D Epitélio secretor simples com células colunares e
células basais (Cb). Estroma prostatico com infiltrado de células inflamatorias (Ci). Grupo
Castrado: E ¢ F Acinos com mucosa pouco pregueada e atrofia epitelial. Células luminais de
aspecto cubico. Presenca de microécinos (asterisco) e células inflamatodrias (Ci). Ep: epitélio; Es:

estroma; L: lamen.

Figura 2. Fotomicrografias do lobo ventral da prdstata de ratos dos grupos TAM, RETEST e
REEST. Grupo TAM: A e B Acinos glandulares com mucosa pouco pregueada e epitélio ctibico.
Presenga de microacinos (asterisco). Hipertrofia estromal. Grupo RETEST: C e D Epitélio
secretor com células cubdides e colunares. Hipertrofia estromal. Grupo REEST: E e F Atrofia e
desorganizagdo do epitélio secretor. Auséncia de pregueamento da mucosa e presenca de

microacinos (asterisco). Estroma hipertrofico e hiperplasico. Ep: epitélio; Es: estroma; L: limen.

Figuras 3 (a, d, g, i): Grupo JOV. (a) Intensa imunoreatividade para AR (setas) nas células
epiteliais secretoras e moderada nas células estromais. (d) Fraca imunoreatividade para PR
(setas) no epitélio secretor ¢ no estroma prostatico. (g) Intensa imunoreatividade para a-actina
(seta) na interface epitélio-estroma. (j) Fraca imunoreatividade para EGFR (setas) no epitélio
secretor ¢ moderada no estroma prostatico. a, d, g, j: Ep — epitélio secretor, L — limen e St —

estroma.

Figuras 3 (b, e, h, k): Grupo SE. (b) Moderada imunoreatividade de AR (setas) no nucleo das
células epiteliais secretoras e fraca nas células estromais. (¢) Moderada imunoreatividade de PR
(setas) no epitélio secretor e fraca no estroma prostatico. (h) Intensa imunoreatividade para a-
actina (setas) na interface epitélio-estroma. (k) Moderada imunoreatividade para EGFR (setas)
no epitélio e fraca no estroma prostatico. b, e, h, k: Ep — epitélio secretor, L — limen e St —

estroma.
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Figuras 3 (c, f, i, 1): Grupo CAS. (¢) Fraca imunoreatividade para AR (setas) nas c¢lulas
epiteliais e nas células estromais. (f) Fraca imunoreatividade de PR (setas) no epitélio e intensa
no estroma prostatico. (i) Intensa imunoreatividade para a-actina (setas) no estroma prostatico. (1)
Moderada imunoreatividade para EGFR (setas) nas células epiteliais e intensa no estroma

prostatico. ¢, f, i, I: Ep — epitélio secretor, L - [limen e St — estroma.

Figuras 4 (a, d, g, j): Grupo TAM. (a) Intensa imunoreatividade para AR (setas) no epitélio
prostatico e moderada no estroma. (d) Moderada imunoreatividade para PR (setas) no epitélio e
intensa no estroma. (g) Moderada imunoreatividade para a-actina (setas) na interface epitélio-
estroma. (j) Moderada imunoreatividade para EGFR (seta) no epitélio secretor e no estroma

prostatico. a, d, g, j: Ep - epitélio; L - lumen; St — estroma.

Figuras 4 (b, e, h, k): Grupo RETEST. (b) Intensa imunoreatividade para AR (setas) nas células
epiteliais secretoras e estroma prostatico. (e) Moderada imunoreatividade para PR (setas) nas
células epiteliais e fraca no estroma. (h) Intensa imunoreatividade para a-actina (setas) na
interface epitélio-estroma. (k) Moderada imunoreatividade para EGFR (seta) no epitélio secretor

e fraca no estroma. b, e, h, k: Ep — epitélio secretor, L — [imen e St — estroma.

Figuras 4 (c, f, i, I): Grupo REEST. (c) Moderada imunoreatividade para AR (setas) nas células
epiteliais secretoras e estroma prostatico. (f) Moderada imunoreatividade para PR (setas) nas
células epiteliais e fraca nas células estromais. (i) Moderada imunoreatividade para a-actina
(setas) na interface epitélio-estroma. (1) Intensa imunoreatividade para EGFR (seta) no epitélio

secretor ¢ moderada no estroma. ¢, f, i, I: Ep — epitélio secretor, L — limen e St — estroma.

Figuras 5 (a, d, g): Grupo JOV. (a) Fraca imunoreatividade para ERa (setas) nas células
epiteliais secretoras e nas células estromais. (d) Fraca imunoreatividade para Vimentina (setas)
no estroma prostatico adjacente aos acinos. (g) Moderada imunoreatividade para ER (setas) no

compartimento epitelial e fraca no estromal. a, d, g: Ep — epitélio secretor, St — estroma.

Figuras 5 (b, e, h): Grupo SE. (b) Moderada imunoreatividade para ERa (setas) nas células
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epiteliais secretoras e fraca no estroma prostatico. (¢) Moderada imunoreatividade para
Vimentina (setas) no estroma adjacente aos acinos. (h) Moderada imunoreatividade para ERf

(setas) nas células epiteliais secretoras. b, e, h: Ep — epitélio secretor, L — [limen e St — estroma.

Figuras 5 (c, f, i): Grupo CAS. (c¢) Moderada imunoreatividade para ERa (setas) nas células
epiteliais secretoras e no estroma prostatico. (f) Fraca imunoreatividade para Vimentina (setas)
no estroma prostatico. (i) Fraca imunoreatividade para ERP (setas) nas células epiteliais

secretoras e no estroma prostatico. ¢, f, i: Ep — epitélio secretor, L. — limen e St — estroma.

Figuras 6 (a, d, g): Grupo TAM. (a) Fraca imunoreatividade para ERa (setas) nas células
epiteliais secretoras e nas células estromais. (d) Moderada imunoreatividade para Vimentina
(setas) no estroma prostatico adjacente aos acinos. (g) Fraca imunoreatividade para ER (setas)
nas células epiteliais secretoras e nas células estromais. a, d, g: Ep — epitélio secretor, L — [imen,

St — estroma.

Figuras 6 (b, e, h): Grupo RETEST. (b) Moderada imunoreatividade para ERo (setas) nas
células epiteliais secretoras e fraca no estroma prostatico. (e) Fraca imunoreatividade para
Vimentina (setas) no estroma adjacente aos acinos. (h) Moderada imunoreatividade para ERf
(setas) nas células epiteliais secretoras e fraca no estroma prostatico. b, e, h: Ep — epitélio

secretor, L — limen e St — estroma.

Figuras 6 (c, f, i): Grupo REEST. (¢) Moderada imunoreatividade para ERa (setas) nas células
epiteliais secretoras e intensa no estroma. (f) Fraca imunoreatividade para Vimentina (setas) no
estroma prostatico. (i) Moderada imunoreatividade para ER[P (setas) nas células epiteliais

secretoras e no estroma prostatico. ¢, f, i: Ep — epitélio secretor, L — limen e St — estroma.

72



Tabela 1. Intensidade de imunoreatividade dos receptores AR, PR, ERa, ERB, EGFR, a-actina e vimentina .

Antigenos
AR

PR
ERa
ERB

EGFR
a-actina

Vimentina

GRUPOS
JOVEM SENIL CASTRADO
Epitélio Estroma Epitélio Estroma Epitélio Estroma

3 2 2 1 1 1

1 1 2 1 1 3

1 1 2 1 2 2

2 1 2 0 1 1

1 2 2 1 2 3

3 0 3

0 1 0 2 0 1

0 (0%), 1 (<33%), 2 (33% - 66%), 3 (> 66%)
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Tabela 2. Imunoreatividade dos receptores AR, PR, ERa, ER, EGFR, a-actina e vimentina.

Antigenos
AR

PR
ERa
ERB

EGFR
a-actina

Vimentina

GRUPOS
TAM RETEST REEST
Epitélio Estroma Epitélio Estroma Epitélio Estroma
3 2 3 3 2 2
2 3 2 1 2 1
1 1 2 1 2 3
1 1 2 1 2 2
2 2 2 1 3 2
0 2 0 1 0 1

0 (0%), 1 (<33%), 2 (33% - 66%), 3 (> 66%)
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RESUMO

OBIJETIVO: O objetivo desse estudo foi caracterizar e correlacionar as reatividades dos receptores androgénicos
(AR) e estrogénicos a e B (ERo, ERP) aos receptores dos fatores de crescimento fibroblasticos (FGFR2, FGFR7 e
FGFRS8) nos compartimentos epitelial e estromal na senescéncia frente ao desequilibrio de horménios esteroides na
prostata de ratos.

METODOS: 50 ratos com 10 meses de idade e 10 ratos com 4 meses de idade foram divididos em 6 grupos: Jovem
(JOV), Senil (SE), Castrado (CAS), Tamoxifeno-Letrozol (TAM), Tamoxifeno-Letrozol + Testosterona (RETEST),
Castrado + Estradiol (REEST).

RESULTADOS: Foi observada diminui¢do de AR e ERP, ¢ aumento de ERo nos animais senis. Ja, na
hiperestrogenizagao as reatividades de ERa e ERP apresentaram-se aumentadas com localizagdo tecidual diferencial
de seus receptores considerando os animais senis. No ambiente hipoestrogénico foi observada diminui¢cdo de ERa e
ERp, além de aumento do AR em relagdo ao grupo senil. Na hiperandrogenizagdo foi observado aumento de AR e
ER-f, enquanto que no grupo castrado foi caracterizada diminuicdo desses receptores, € aumento de ERo em relagéo
ao grupo senil. Os resultados mostraram aumento dos FGFRs na prdstata de ratos senis, enquanto que tanto na
hiperandrogenizagdo como na hiperestrogenizagdo verificou-se diminui¢do do FGFR2 em relagao ao grupo senil. Ja,
o FGFR2 apresentou-se aumentado no estroma dos grupos CAS e TAM em relagdo ao SE e no epitélio do grupo
TAM em relacdo aos demais grupos. Embora a imunolocalizagdo para FGFRS tenha sido aumentada nos diferentes
grupos experimentais, pode-se destacar maior aumento no grupo RETEST. Entretanto, o FGFRS8 apresentou-se
aumentado no estroma dos grupos CAS e TAM em relagdo ao SE. Ja no grupo RETEST, foi observado aumento de
FGFRS no epitélio.

CONCLUSAO: A ablagio hormonal nos animais senis levou ao aumento na identificacdo dos FGFRs, sugerindo
interacdes entre os hormodnios e suas vias de sinalizacdo e o microambiente prostatico senil. Pode-se concluir que a
ativacdo dos FGFRs pode ser regulada de maneira androgeno-independente, visto que esses apresentaram niveis de
detec¢do aumentados mesmo diante da intensa deplegdo androgénica imposta pela castragdo. Tanto o excesso de
androgeno quanto de estrogeno no microambiente prostatico ndo sinalizaram os processos proliferativos através do
FGFR2. Entretanto, o aumento do FGFR2 nos grupos que sofreram ablag@o androgénica e estrogénica indicou que a
ablagdo hormonal na senescéncia levou ao desequilibrio da sinalizagdo desse fator. O aumento do FGFR2 no epitélio
do grupo com ablagdo estrogénica sugeriu que esse microambiente favoreceu a sinalizagdo paracrina desse fator.
Entretanto, o FGFR2 e FGFRS8 apresentaram-se aumentados no estroma dos grupos CAS e TAM, indicando a
ablagdo hormonal como possivel sinalizadora autocrina desses fatores. Além disso, a reatividade do FGFRS8 foi
maior no ambiente hiperandrogénico, sugerindo um maior envolvimento do andrégeno na sinalizagdo desse fator.
Ainda, pode-se concluir que receptores para FGF7 podem ser ativados de maneira androgeno-independente, visto a
reatividade aumentada de FGFR7 nos animais senis com ablagdo androgénica imposta pela castragdo. Dessa forma,

pode-se concluir que a ablagdo hormonal favoreceu o microambiente a ativagdo e/ou sinalizagdo dos fibroblastos.
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INTRODUCAO

Os fatores de crescimento fibroblasticos (FGFs) e seus receptores (FGFRs) desenvolvem papéis importantes
na regulagdo da proliferacdo celular, sobrevivéncia, migragdo e diferenciagdo durante o desenvolvimento e vida
adulta (Wesche et al., 2011). A expressdao dos FGFs ¢ parcialmente regulada pelos androgenos (Cotton et al., 2008).
Porém, os mecanismos de acdo entre AR e FGF ainda ndo sdo conhecidos (Cotton et al., 2008).

O desequilibrio na sinalizacdo dos FGFRs, por outro lado, tem sido associado a muitas sindromes, incluindo
o cancer humano (Wesche et al., 2011). Alteragdes nos FGFRs sdo detectadas em uma variedade de canceres
humanos, tal como, cincer de mama, de bexiga, de prostata, endometrial e pulmonar (Wesche et al., 2011).
Evidéncias apontaram que os FGFs e os FGFRs podem promover meios para a progressdo do cancer através da
mitogénese, angiogénese ¢ invasdo, bem como promovendo transi¢do epitélio-mesénquima (Wesche et al., 2011).
Além disso, os FGFs e FGFRs constituem um sistema complexo de sinalizagdo que comanda muitas cadeias
sinalizadoras e respostas biologicas, sendo sua regulacdo negativa crucial para a terapia do cancer (Wesche et al.,
2011).

Os FGFs, em particular o FGF2, auxiliam na auto-renovacdo das células embriogénicas humanas e sio
rotineiramente usados para cultivar tais células em laboratdrio (Lanner & Rossant, 2010). Segundo Lin et al (2007),
a ruptura da sinalizagdo do FGFR2 na prostata reduziu significativamente a populacéo de células basais. O FGF7 tem
efeito negativo na manutengdo das propriedades da célula basal em cultura celular por promover a diferenciagdo
celular (Heer et al., 2006). No entanto, Lien et al (2007) sugeriram que a sinalizacdo do FGFR2 ¢ essencial para
manutencdo da populagdo de células basais na prostata.

A relagdo entre células estromais/mesenquimais e células epiteliais na prostata tem papel importante durante
o desenvolvimento, mas também participa na manuten¢do da homeostase tecidual no adulto (Wesche et al., 2011).
Essa relagdo ¢ fundamental na progressdo do cancer prostatico e metastase (Karlou et al., 2010). Os membros da
familia FGF/FGFR sao mediadores da comunicacdo ente epitélio e estroma (Kwabi-Addo et al., 2004). Células
estromais prostaticas normais produzem muitos FGFs, incluindo FGF2, FGF7 e FGF9, enquanto que células
epiteliais expressam receptores correspondentes (Kwabi-Addo et al., 2004). A supra-regulagio e liberagdo estromal

do FGF2 tem efeito promotor de tumor nas células epiteliais vizinhas (Yang et al., 2008). A expressdo dos FGFs nas
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células epiteliais pode atrapalhar a interag@o epitélio-estroma através da sinalizagdo autdcrina no epitélio, o que pode
eventualmente levar a tumorigénese (Wesche et al., 2011). Alta expressdo de FGF8 no epitélio prostatico tem sido
associada a diminuicdo da sobrevivéncia do paciente (Dorkin et al., 1999).

O desbalango hormonal causa diversas alteragdes morfofuncionais na prostata (Roy-Burman et al., 2004).
Dessa forma, as alteragcdes dos niveis endogenos de hormoénios esteroides durante o periodo da senescéncia
contribuem fortemente para o desequilibrio glandular. Segundo Smith et al (2002), a expressdo de AR e ERa estdo
associadas com altos niveis de FGF2 e FGF7. A sintese de FGF2 e FGF7 parece estar sobre controle androgénico, no
entanto, a correlacdo entre FGF2 e ER sugere que a ativagdo do ER poderia estar envolvida nessa sintese.

Esta claro que ha diferentes componentes envolvidos na sinalizagdo do FGF na prostata e que muitos desses
sdo desregulados no cancer (Murphy et al., 2010). A sinalizagdo do FGF tem papel importante no inicio do cancer
prostatico bem como na progressao (Acevedo et al., 2007; Memarzadeh et al., 2007). Dessa forma, considerando a
importante variagdo hormonal durante a senescéncia, bem como seu papel no desenvolvimento e progressdao das
lesdes prostaticas, o objetivo desse estudo foi caracterizar e correlacionar os receptores androgénicos e estrogénicos
o ¢ B em relagdo aos FGFR2, FGFR7 e FGFR8 nos compartimentos epitelial e estromal da prostata de animais senis

sob diferentes condi¢des hormonais.

MATERIAIS E METODOS

Procedimentos Experimentais em Amostras Prostaticas de Ratos

No presente trabalho foram utilizados 50 ratos machos da linhagem Sprague-Dawley, com 10 meses de
idade (SE, CAS, TAM, RETEST e REEST), e 10 ratos machos da linhagem Sprague-Dawley com 4 meses de idade
(JOV), obtidos no centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/ UNICAMP). Os animais
foram divididos em seis grupos experimentais (10 animais cada) (Comité de ética nl| 2412-1):

a. Grupo Jovem (JOV): receberam inje¢des subcutineas de 5 mL/Kg de peso corpdreo de 6leo de amendoim em

dias alternados por 30 dias;

b. Grupo Senil (SE): receberam inje¢des subcutaneas de 5 mL/Kg de peso corpdéreo de o6leo de amendoim em

dias alternados por 30 dias;
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c. Grupo Castrado (CAS): a remocao de androgenos foi feita através da castragdo cirurgica e quimica. Para a

castragdo cirtrgica, os animais foram anestesiados com Cloridrato de xilazina 2% (5mg/kg i.m.; Konig, Sdo
Paulo, Brasil) e Cloridrato de cetamina 10% (60mg/kg, i.m.; Fort Dodge, lowa, EUA) com posterior retirada
dos testiculos. Posteriormente a cirurgia, os animais foram submetidos ao tratamento de castragdo quimica com
injecdes subcutaneas de 10 mg/Kg de Flutamida (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) diluidos em 10 mL

de 6leo de amendoim em dias alternados por 30 dias (Shin et al. 2002);

d. Grupo Tamoxifeno-Letrozol (TAM): receberam injegdes subcutidneas de 1mg/Kg de tamoxifeno (Sigma

Chemical Co., St Louis, MO, USA) diluidos em ImL de 6leo de amendoim a cada 48h por 30 dias para o
bloqueio dos receptores estrogénicos (ERa ¢ ERP) (Tilley et al., 1987). Para bloquear a aromatizagdo da
testosterona resultando em estrogenos, os animais receberam injegdes subcutaneas de 1mg/Kg de letrozol (LET-

Femara, Novartis-Pharma, Basiléia, Sui¢a) diluidos em 1mL de 6leo de amendoim em dias alternados por 30

dias (Tobin & Canny, 1998).

e. Grupo Castrado + Estrégeno (REEST): a remog¢do de andrdgenos foi feita através da castracdo cirurgica e

quimica. Apo6s a castracdo, similar ao realizado para o grupo Castrado, os animais receberam inje¢des
subcutaneas de 25 pg/Kg de peso corporeo de 17-estradiol (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) diluidos

em 25 pL de 6leo de amendoim em dias alternados por 30 dias (Prins et al., 2001);

f. Grupo Tamoxifeno-Letrozol + Andrégeno (RETEST): Posteriormente ao tratamento similar ao grupo

Tamoxifeno-letrozol, os animais receberam inje¢des subcutaneas de Smg/Kg de peso corporeo de Cipionato de
Testosterona (Deposteron, Novaquimica, Sdo Paulo, Brasil) diluidos em 5 mL de 6leo de amendoim em dias

alternados por 30 dias (Sattolo et al., 2004).

Os animais dos seis grupos experimentais receberam agua ¢ a mesma dieta sélida ad libitum (Nuvilab,
Colombo, PR, Brasil). Apos 30 dias de tratamento, todos os animais foram pesados em balanga semi-analitica Marte
AS 5500, anestesiados com Cloridrato de xilazina 2% (5mg/kg i.m.; Konig, Sdo Paulo, Brasil) e Cloridrato de
cetamina 10% (60mg/kg, i.m.; Fort Dodge, lowa, EUA) e posteriormente, sacrificados. Amostras do lobo ventral

foram coletadas dos animais de cada grupo experimental e submetidas as analises de imunohistoquimicas e western
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blotting, além das dosagens hormonais.

Imunomarcacio dos Receptores Androgénicos (AR), Estrogénicos a ¢ B (ERa e ERpP), FGFR2,
FGFR7 e FGFRS.

Amostras prostaticas de 5 animais senis de cada grupo foram utilizadas para as imunomarcagdes. A seguir
cortes com cinco micrometros de espessura foram obtidos no micrétomo (Hyrax M60, Zeiss, Alemanha), coletados
em laminas silanizadas. A recuperagdo antigénica foi realizada por incubacdo dos cortes em tampao citrato (pH 6.0)
a 100°C em microondas ou tratamento com proteinase K, dependendo das caracteristicas de cada anticorpo. O
bloqueio das peroxidases endogenas foi obtido com H202 (0,3% em metanol) com posterior incubagdo em solugdo
bloqueadora com albumina soro bovino (3%), em tampdo TBS-T por 1 hora em temperatura ambiente.
Posteriormente, os antigenos AR, ERa, ERB, FGFR2, FGFR7 ¢ FGFR8 foram localizados através dos anticorpos:
policlonal rabbit AR-N20 (sc-816) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para AR, monoclonal mouse clone 1D5 (Dako
Cytomation Inc., Carpenteria, CA, EUA) para ERa, policlonal rabbit 06-629 (Upstate, EUA) para ERB, policlonal
rabbit (147) (sc-79) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para FGFR2, policlonal goat (sc-1365) (Santa Cruz
Biotechnology, EUA) para FGFR7, policlonal rabbit ab81384 (Abcam, EUA) para FGFRS, diluidos (1:35-50) em
BSA 1% e armazenados overnight a 4 °C. O kit Envision HRP (Dako Cytomation Inc., Carpenteria, CA, USA) foi
usado para detec¢do dos antigenos. Apds lavagem com tampao TBS-T, os cortes foram incubados com anticorpo
secundario HRP conjugado proveniente do kit Envision (Dako) por 40 minutos e, posteriormente revelados com
diaminobenzidina (DAB), contra-corados com Verde Metila e Hematoxilina de Harris e avaliados no
fotomicroscopio Nikon Eclipse E-400 (Nikon, Téquio, Japdo). Os cortes prostaticos dos 5 animais senis de cada
grupo foram avaliados através do precipitado acastanhado de diaminobenzidina (DAB), o qual indica a
imunoreatividade dos anticorpos. A distribuicdo da imunoreatividade do antigeno foi graduada como 0 para
marcacao negativa (0%), 1 para marcagdo fraca (< 33%), 2 para marcagdo moderada (33% - 66%) e 3 para marcacao
intensa (> 66%) de acordo com a frequéncia e positividade dos antigenos no tecido (modificado de Tomas &

Kruslin, 2004).
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Microdisseccao Manual

Para a microdissec¢do manual foi utilizado um sistema comercial de microdissec¢do manual (MicroDissector
PPMD; Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha) anexo a um microscopio invertido (IX71-II, Olympus, California,
EUA). O sistema consiste de uma ferramenta de corte e uma micropipeta eletronica montadas em um joystick que
controla os micromanipuladores motorizados em trés eixos de dire¢cdo. Amostras do lobo ventral foram coletadas de
5 animais senis, de cada grupo experimental, fixadas em Bouin e inclusos em parafina e polimeros plasticos
(Paraplast Plus, ST. Louis, MO, EUA). Em seguida, os materiais fixados em Bouin foram seccionados em
micrétomo (Hyrax M60, Zeiss, Alemanha) com espessura de 10 micrometros. Cinco cortes por animal foram
montados em laminas para serem microdissecados. Os cortes fixados em Bouin foram desparafinados em estufa a
60°C por lhora e posteriormente, desidratados e lavados em xilol. A seguir, esses cortes foram cobertos com 50 pl de
solugdo basal e com o uso do microscdpio, as areas de interesse foram dissecadas. Dez campos selecionados a partir
de cortes seriados e previamente analisados morfologicamente de cada animal, resultando em 50 campos por grupo
com objetiva de 40x foram utilizados para a microdissec¢do. A micropipeta e a ferramenta de corte se posicionaram
proximo a area a ser dissecada, com uma distdncia entre a ponta da agulha e o material a ser dissecado de 10 a 20
um. Para as analises de western blotting, os compartimentos epitelial e estromal dissecados foram transferidos,

isoladamente, para um tubo e submetidos aos protocolos especificos para as referidas analises.

Extraciio de proteinas e western blotting

As analises de western blotting foram realizadas para o epitélio e o estroma isolados e também para o 6rgdo
inteiro (lobo ventral), conforme molécula avaliada. Para a analise das amostras microdissecadas de 05 animais,
foram utilizados os mesmos descritos para a microscopia de luz. Tanto as amostras microdissecadas do epitélio
quanto do estroma de cada animal foram isoladas em tubos individuais com tampao de extracdo contendo 100 mM
Tris pH 7.5, 10mM EDTA, 10% (v/v) Triton X-100 and 10 pl/ml de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Mo., USA). Para o drgdo inteiro, as amostras foram homogeneizadas com o auxilio do Polytron em tampao de
extragdo igual ao utilizado nas amostras microdissecadas. Os extratos dos tecidos foram obtidos por centrifugacéo
durante 20 minutos a 14000 rpm a 40C. O contetdo de proteina foi determinado pelo método de Bradford (Bio-Rad

protein assay) e o correspondente médio de 120pug de proteinas foi aplicado no gel de poliacrilamida para amostras
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microdissecadas e 100pg para o Orgdo inteiro. Apos eletroforese, o material foi transferido eletricamente para
membranas de nitrocelulose (Amersham). As membranas foram entdo bloqueadas com 3% BSA diluido em TBS-T
por uma hora e incubadas com policlonal rabbit AR-N20 (sc-816) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para AR,
monoclonal mouse clone 1D5 (Dako Cytomation Inc., Carpenteria, CA, EUA) para ERa, policlonal rabbit 06-629
(Upstate, EUA) para ERP, policlonal rabbit (147) (sc-79) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para FGFR2 (amostras
microdissecadas e lobo inteiro), policlonal goat (sc-1365) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para FGFR7,
policlonal rabbit ab81384 (Abcam, EUA) para FGFRS8 (amostras microdissecadas e lobo inteiro), na faixa de
dilui¢do de 1:350-1000. Apods lavagem com tampdo TBS-T, as membranas foram incubadas por 2 horas com os
anticorpos secundarios anti-rabbit, anti-mouse e anti-goat HRP conjugados na faixa de dilui¢do de 1:2500-10000 em
1% BSA. Para detectar as bandas reativas, as membranas foram expostas a solu¢do de quimiluminescéncia (Pierce
Biotechnology, Rockford, Illinois, USA) por 5 min e a captura de fluorescéncia foi realizada utilizando-se o aparelho
G-Box Chemi e o software de aquisicdo de imagem GeneSnap (Syngene, Cambridge, UK). O anticorpo para B-actina
foi usado como controle endogeno. A intensidade da marcagdo obtida nas diferentes situagdes foi determinada por

densitometria através do programa de analise de imagens NIS-Elements: Advanced Research (USA).

Dosagens Hormonais Plasmaticas

Amostras de sangue foram obtidas apds 24 horas da ultima administracdo de horménios sexuais esteroides e
bloqueadores hormonais, de dez animais de cada grupo experimental, através de puncdo cardiaca, no ventriculo
esquerdo. O plasma foi separado por centrifugagdo (10000 rpm, -4°C por 10 minutos) e armazenado a — 20° C para
subsequentes analises. As concentragdes de testosterona e estradiol foram mensuradas por radioimunoensaio usando
os kits Coat-a-Count total testosterone/estrogen (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, EUA). As

concentragoes hormonais plasmaticas foram expressas em ng/dL e pg/dL.

Analise Estatistica
Os parametros quantificados nas andlises de Western Blotting foram analisados estatisticamente para os
diferentes grupos. Para a analise estatistica foram empregados o Test-T e a analise de varidncia (ANOVA), seguida

pelo teste de Tukey para comparacdo entre médias. Todas as analises foram realizadas com nivel de significancia de
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5% (Zar et al., 1999).

RESULTADOS

Dosagens hormonais plasmaticas

Os niveis médios de testosterona do grupo SE foram significativamente maiores em relagdo aos encontrados
nos grupos CAS, TAM e REEST, e estatisticamente menores do que os niveis do grupo JOV e RETEST (Tabela 1).
Os grupos CAS e REEST nédo apresentaram diferengas significativas entre si, visto os niveis plasmaticos desse
hormonio (Tabela 1).

Para o estradiol, os niveis plasmaticos foram significativamente menores nos grupos JOV e SE em relagdo
aos demais grupos (Tabela 1). Os maiores niveis plasmadticos significativos de estradiol foram encontrados nos
grupos CAS e REEST em relagdo aos demais grupos experimentais (Tabela 1). Ja, os grupos TAM e RETEST
apresentaram valores similares de estradiol, sendo esses estatisticamente maiores em relacdo aos grupos JOV e SE e

significativamente menores que nos grupos CAS ¢ REEST (Tabela 1).

Imunohistoquimica e Quantificacao Proteica

Grupo Jovem

Intensa imunolocalizagdo para AR foi verificada nos nucleos das células epiteliais ¢ moderada nas células
estromais (Fig. la, Tabela 2). A imunoreatividade para ERa foi fraca tanto no epitélio prostatico como no estroma
(Fig. 1d, Tabela 2). Moderada imunolocalizagdo para ERp foi observada no epitélio e fraca no estroma prostatico
(Fig. 1g, Tabela 2). Fraca imunoreatividade para FGF-2 foi caracterizada em ambos os compartimentos prostaticos
(Fig. 3a, Tabela 2). Moderada imunolocalizagdo para FGF-7 foi verificada no citoplasma das células epitelias e fraca
nas células do compartimento estromal (Fig. 3d, Tabela 2). J4 a imunoreatividade para FGF-8 foi fraca nos dois
compartimentos prostaticos (Fig. 3g, Tabela 2).

A quantificagdo proteica de AR, ERa e ERp apresentou niveis de 21,8%, 10,8% e 81,1%, respectivamente,

em relacdo ao padrio de B-actina (Fig. 5). J4, a quantificacdo proteica de FGF2, FGF7 e FGF8 apresentou niveis de
10,9%, 13,3% e 9,6%, respectivamente, em relacdo ao padrio de fB-actina (Fig. 5). Em relagio as amostras

microdissecadas, a quantificagdo proteica de FGFR2Ep, FGFR2Es, FGFR8Ep ¢ FGFR8Es apresentou niveis de
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60,2%, 36,1%, 45,9% e 26,2%, respectivamente em relagdo ao padrio de B-actina (Fig.6).

Grupo Senil

A imunolocalizagdo para AR foi moderada nos nucleos das células epiteliais ¢ fraca nas células estromais
(Fig. 1b, Tabela 2). A imunolocaliza¢do para ERa foi moderada no epitélio e fraca no estroma prostatico (Fig. le,
Tabela 2). A imunoreatividade para ERP foi moderada no epitélio prostatico (Fig. lh, Tabela 2). Moderada
imunomarcagdo para FGF-2 foi verificada tanto no compartimento epitelial quanto no estromal (Fig. 3b, Tabela 2).
Ja a imunomarcacgdo para FGF-7 foi intensa no citoplasma das células epiteliais e fraca nas células estromais (Fig.
3e, Tabela 2). Moderada imunoreatividade para FGF-8 foi observada em ambos os compartimentos (Fig. 3h, Tabela
2).

A quantificagdo proteica de AR, ERo e ERP apresentaram niveis de 17,1%, 11,2% e 17,4%,
respectivamente, em relacdo ao padrdo de B-actina (Fig. 5). J4, a quantificagdo proteica de FGF2, FGF7 e FGFS8
apresentaram niveis de 22,6%, 9,8% e 16,5%, respectivamente, considerando o padrio de B-actina (Fig. 5). Em
relacdo as amostras microdissecadas, a quantificagdo proteica de FGFR2Ep, FGFR2Es, FGFR8Ep ¢ FGFR8Es

apresentou niveis de 108%, 81,2%, 89,3% ¢ 86,7%, respectivamente em relagdo ao padrao de p-actina (Fig. 6).

Grupo Castrado
Fraca imunoreatividade para AR foi observada em ambos os compartimentos prostaticos (Fig. 1c, Tabela 2).
A imunolocaliza¢do para ERa foi moderada nas células epiteliais e nas células estromais (Fig. 1f, Tabela 2). Fraca
imunoreatividade para ERB foi observada nos dois compartimentos prostaticos (Fig. 1i, Tabela 2). Moderada
imunomarcagdo para FGF-2 foi verificada no compartimento epitelial ¢ intensa no compartimento estromal (Fig. 3c,
Tabela 2). A imunolocalizagdo para FGF-7 foi fraca nas células epiteliais e intensa nas células estromais (Fig. 3f,
Tabela 2). Ja a imunoreatividade para FGF-8 foi fraca no compartimento epitelial e intensa nas células estromais
(Fig. 31, Tabela 2).
A quantificagdo proteica de AR, ERa ¢ ERp apresentou niveis de 14,3%, 86,5% e 16,4%, respectivamente,
em relagdo ao padrdo de B-actina (Fig. 5). Ja, a quantificacdo proteica de FGF2, FGF7 ¢ FGF8 apresentou niveis de

41,8%, 21,5% e 13,7%, respectivamente, em relagdo ao padrdo de B-actina (Fig. 5). Em relacdo as amostras
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microdissecadas, a quantificagdo proteica de FGFR2Ep, FGFR2Es, FGFR8Ep e FGFR8Es apresentou niveis de

107,4%, 102,2%, 50,6% e 109,4%, respectivamente em relagdo ao padréo de B-actina (Fig. 6).

Grupo Tamoxifeno-Letrozol

A imunoreatividade para AR foi intensa nas células epiteliais ¢ moderada no estroma (Fig. 2a, Tabela 3). A
imunolocaliza¢do para ERa foi fraca no epitélio e no estroma prostatico (Fig. 2d, Tabela 3). A imunoreatividade para
ERp foi fraca nos dois compartimentos prostaticos (Fig. 2g, Tabela 3). Intensa imunomarcagdo para FGF-2 foi
verificada nos dois compartimentos prostaticos (Fig. 4a, Tabela 3). A imunolocalizagido para FGF-7 foi intensa nas
células epiteliais e moderada nas células estromais (Fig. 4d, Tabela 3). Ja a imunoreatividade para FGF-8 foi fraca no
epitélio e intensa no estroma (Fig. 4g, Tabela 3).

A quantificagdo proteica de AR, ERa e ERp apresentou niveis de 21,7%, 12,1% e 16,4%, respectivamente,
em relacdo ao padrido de B-actina (Fig. 5). J4, a quantificacdo proteica de FGF2, FGF7 e FGF8 apresentou niveis de
82%, 78,4% e 17,7%, respectivamente, em relacdo ao padrio de B-actina (Fig. 5). Em relacdo as amostras
microdissecadas, a quantificagdo proteica de FGFR2Ep, FGFR2Es, FGFR8Ep ¢ FGFR8Es apresentou niveis de

112%, 104%, 48,7% e 112%, respectivamente em relagdo ao padrao de B-actina (Fig. 6).

Grupo Retest
A imunoreatividade para AR foi intensa em ambos compartimentos prostaticos (Fig. 2b, Tabela 3). A
imunomarcagdo para ERa foi moderada nas células epiteliais e fraca no estroma prostatico (Fig. 2e, Tabela 3). A
imunolocaliza¢do para ERP foi moderada no epitélio e fraca no estroma (Fig. 2h, Tabela 3). Fraca imunomarcagéo
para FGF-2 foi verificada em ambos os compartimentos prostaticos (Fig. 4b, Tabela 3). A imunoreatividade para
FGF-7 foi moderada no epitélio e fraca no estroma (Fig. 4e, Tabela 3). J4, a imunolocalizagdo para FGF-8 foi intensa
no epitélio e moderada no estroma prostatico (Fig. 4h, Tabela 3).
A quantificacdo proteica de AR, ERa ¢ ERp apresentaram niveis de 22,6%, 11,5% e 65,2%, respectivamente,
em relagdo ao padrdo de B-actina (Fig. 5). J4, a quantificacdo proteica de FGF2, FGF7 e FGF8 apresentaram niveis
de 11,4%, 11,8% ¢ 22,4%, respectivamente, em relagdo ao padrdo de B-actina (Fig. 5). Em relagdo as amostras

microdissecadas, a quantificag@o proteica de FGFR2Ep, FGFR2Es, FGFR8Ep e FGFR8Es apresentou niveis de 62%,
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40,1%, 128% e 85,2%, respectivamente em relagdo ao padrdo de B-actina (Fig. 6).

Grupo Reest

A imunoreatividade para AR foi moderada em ambos os compartimentos (Fig. 2c, Tabela 3). A
imunomarcagdo para ERa foi moderada no epitélio e intensa no estroma prostatico (Fig. 2f, Tabela 3). Moderada
imunolocaliza¢do para ERJ foi observada nos dois compartimentos prostaticos (Fig. 2i, Tabela 3). A imunomarcagao
para FGF-2 foi fraca nas células epiteliais e moderada nas células estromais (Fig. 4c, Tabela 3). Moderadas
imunoreatividades para FGF-7 e FGF-8 foram verificadas nos dois compartimentos (Fig. 4f, 4i; Tabela 3).

A quantificacdo proteica de AR, ERa ¢ ERp apresentou niveis de 17%, 91,8% ¢ 95,3%, respectivamente, em
relagdo ao padrdo de B-actina (Fig. 5). J4, a quantificagdo proteica de FGF2, FGF7 e FGF8 apresentou niveis de 22%,
17,4% e 14,3%, respectivamente, em relagdo ao padrao de B-actina (Fig. 5). Em relag@o as amostras microdissecadas,
a quantificagdo proteica de FGFR2Ep, FGFR2Es, FGFR8Ep ¢ FGFRS8Es apresentou niveis de 63,6%, 81,5%, 92,4%

e 90,4%, respectivamente em relacdo ao padrio de B-actina (Fig. 6).

DISCUSSAO

Os presentes resultados apresentaram niveis plasmaticos de testosterona diminuidos no grupo senil em
relagdo ao grupo JOV e RETEST. Porém, esses niveis estavam aumentados em relagdo aos grupos CAS, TAM e
REEST. Com relagdo ao estradiol, os niveis plasmaticos desse hormonio foram significativamente menores nos
grupos JOV ¢ SE em relacdo aos demais grupos, ¢ estatisticamente maiores nos grupos CAS e REEST em relagéo
aos outros grupos experimentais.

Nas diferentes espécies animais, incluindo a humana, o desbalango hormonal ¢ fator comum que leva a
muitas alteracdes morfofuncionais da prostata (Roy-Burman et al., 2004). Banerjee et al. (2000) demonstraram que
os niveis de DHT epitelial foram decrescidos com o avango da idade. Inversamente, os niveis de estradiol e estrona
foram elevados tanto no epitélio quanto no estroma prostatico. Dessa forma, as alteragdes nos niveis endogenos de
hormonios esteroides na senilidade contribuem fortemente para o desequilibrio glandular (Banerjee et al, 2000).
Estudos verificaram redugdo nos niveis séricos de androgenos em roedores senis quando comparados a adultos

jovens (Scarano et al., 2006). Segundo Carruba (2006), os niveis circulantes de hormonios esterdides ndo podem ser
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considerados representativos diretos das concentragdes hormonais no microambiente prostatico. Assim,
considerando-se que os niveis hormonais teciduais sdo consequéncia da expressdo e/ou atividade de enzimas
envolvidas no metabolismo de esteroides na prostata, eles podem levar eventualmente ao acimulo diferencial desses
hormonios e de seus metabdlitos no tecido glandular (Carruba, 2006). Diversos fatores contribuem para a diminui¢ao
da sensibilidade tecidual prostatica aos androgenos na senilidade, dentre esses a redugdo dos niveis do receptor
androgénico (Banerjee et al., 2001; Cordeiro et al., 2008). Ainda, é conhecido que a regulagdo da expressdo de
receptores androgénicos € um fendmeno complexo, podendo caracterizar respostas opostas dos niveis dessa proteina
e do transcrito mediante ao estimulo androgénico (Prins & Woodham, 1995; Banerjee et al., 2001). Também, a
presenca de células inflamatorias no estroma prostatico de animais senis pode levar ao aumento dos niveis
plasmaticos de estrégenos, uma vez que as citocinas secretadas por essas células sdo capazes de supra-regular a
expressao da aromatase prostatica (Ellem & Risbridger, 2009). Visto os presentes resultados, pode-se concluir que na
senescéncia ficou evidente a ocorréncia do desequilibrio nos niveis plasmaticos de horménios esteroides a favor dos
niveis estrogénicos. Além disso, pode-se concluir que o tratamento foi efetivo tanto em relagdo a administragdo de
testosterona como de estrogeno.

Os presentes resultados revelaram diminui¢do de AR ¢ ERP, e aumento de ERa confirmados pelas
quantificagdes proteicas nos animais senis. Ja, na hiperestrogenizagao as reatividades de ERa e ERP apresentaram-se
aumentadas com localizagdo tecidual diferencial de seus receptores considerando os animais senis. No ambiente
hipoestrogénico foram observadas diminui¢des de reatividade e quantificacio proteica de ERP e aumento de AR em
relagdo ao grupo senil. Na hiperandrogenizagdo foi observado aumento da imunoreatividade e dos niveis protéicos de
AR e ER-B, enquanto que no grupo castrado foi caracterizada diminuigdo desses receptores, e aumento de ERa em
rela¢do ao grupo senil.

A senescéncia estd associada a mudangas significativas no ambiente hormonal. Sabe-se que, em homens
idosos, ha um declinio progressivo nos niveis de testosterona e dehidroepiandrosterona (DHEA) circulantes, o qual é
acompanhado por acréscimo na conversdo de androgenos em estrogenos (Morales, 2002). Estudos demonstraram que
homens senis apresentaram acréscimo na razdo entre estrogenos e androgenos, levando ao desequilibrio hormonal
com potencialidade dos estrégenos, particularmente no estroma prostatico (Krieg et al., 1993; Morales, 2002; Ellem

& Risbridger, 2009). Segundo Krieg et al. (1993), o papel potencialmente patogénico dos estrogenos na prostata

93



humana poderia ser acentuado ao longo do processo de senescéncia. Os estrogenos podem regular o crescimento da
célula tumoral prostatica e até mesmo as células que se tornam androgeno-resistentes, segundo resposta a
administracgdo sistémica de estrogenos identificada em pacientes com cancer prostatico com presenca de metastases e
doenga horménio independente (Ockrin et al., 2006).

Autores relataram em roedores senis mudangas na sensibilidade do tecido prostatico aos androgenos, sendo
essas atribuidas a diminuicdo dos receptores androgénicos e a atividade da enzima Sa-redutase no 6rgdo, além de
taxas alteradas de aromatizagdo de testosterona em estradiol (Banerjee et al., 2001; Cordeiro et al., 2008). Outros
estudos sugeriram que as células prostaticas desenvolveram independéncia androgénica durante o processo de
senescéncia, tornando a prostata menos sensivel a ablacdo androgénica (Banerjee et al., 2000; Morrissey et al.,
2002). Segundo Carruba (2006), células tumorais podem tornar-se resistentes aos andrégenos como consequéncia da
mutagdo do AR ou da alteragdo da sinalizacdo androgénica, apos fase inicial responsiva ao horménio. A super-
expressdo de AR pode estar envolvida no processo de independéncia androgénica nos tumores prostaticos e,
anormalidades na expressdo ERa/pB podem modular o crescimento da resposta do cancer a independéncia hormonal
(Latil et al., 2001).

Os presentes resultados mostraram, de maneira geral, aumento da reatividade e dos niveis proteicos para os
FGFRs na prostata de ratos senis, enquanto que tanto na hiperandrogenizagdo como na hiperestrogenizagao levou a
diminuicdo da reatividade do FGFR2 em relagdo ao grupo senil. J4, a quantificagao proteica do FGFR2 apresentou-
se aumentada no estroma dos grupos CAS e TAM em relagdo ao SE e no epitélio do grupo TAM em relacdo aos
demais grupos. A imunoreatividade e o nivel proteico para FGFR7 apresentaram-se aumentados nos grupos CAS,
TAM e REEST, sendo demonstrada localizagdo diferencial nos compartimentos prostaticos nesses grupos em relagédo
ao senil. Embora a reatividade para FGFRS8 tenha sido aumentada nos diferentes grupos experimentais, pode-se
destacar maior aumento no grupo RETEST. Entretanto, a imunomarcac¢do e quantificacdo proteica para FGFRS
apresentou localizagdo diferencial nos grupos CAS e TAM em relagdo ao SE, caracterizando aumento de FGFRS no
estroma desses grupos. Ja no grupo RETEST, foi observado aumento de FGFRS8 no epitélio.

Estudos indicaram que a alteracdo da funcdo dos fatores de crescimento fibroblésticos, ou seja, qualquer
desequilibrio na cascata de sinaliza¢do destes pode levar ao cancer (Ahmad et al., 2012). Os FGFs podem promover

o crescimento tumoral através de diferentes mecanismos, agindo como indutores angiogénicos, mitdgenos para as
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células tumorais, ou inibidores de apoptose (Cotton et al., 2008). Ainda, alguns tumores dependem do desequilibrio
na sinalizagdo do FGF para o seu desenvolvimento e progressdo e essas moléculas provém bons alvos terapéuticos
(Ahmad et al., 2012).

Tem sido postulado que a expressdo dos FGFs ¢ parcialmente regulada pelo receptor de androgeno (Cotton
et al., 2008). Embora as sinaliza¢gdes de AR e FGF sejam importantes no desenvolvimento prostatico, os exatos
mecanismos de interacdo entre essas moléculas ainda ndo estd totalmente estabelecido (Cotton et al., 2008). Ja,
segundo Story et al. (1989), a produgdo de FGF pelos fibroblastos pode ser regulada diretamente pelo fator de
crescimento transformador-f3 (TGF-f), mas nao pelos androgenos. Culig et al. (1994) demonstraram que FGF-7, IGF
e EGF ativaram a transcricdo do AR nas células cancerosas prostaticas. No entanto, dada a evidéncia que a
sinalizagdo do FGFR ¢é aumentada em cancer prostatico avangado, € possivel que o FGF contribua significativamente
para a atividade do AR na doenga andrégeno-independente, embora o mecanismo envolvido nesse processo ndo seja
conhecido (Kwabi-Addo et al., 2004).

Ainda, ha evidéncias que relacionaram as alteragdes nas sinalizagdes dos FGFs/FGFRs e o inicio da
progressao de diferentes formas de cancer, incluindo o prostatico (Cotton et al., 2008). Tem sido hipotizado que o
FGF7 ¢ induzido por androgenos em cultura de células estromais prostaticas humanas e de ratos (Planz et al., 1998).
Em adigdo, analises realizadas em animais castrados indicaram que a expressdo de FGF7 na prostata pode ndo ser
androgeno-regulada in vivo (Nemeth et al., 1998). Outros autores observaram aumento da secregdo de FGF7 em
cultura de tecido prostatico normal em resposta a androgenos, embasando a hipotese de que a expressdo de FGF7
pelas células estromais pode ser regulada, no minimo parcialmente, pelos androgenos, mas outros fatores podem
estar envolvidos (Kwabi-Addo et al., 2004; Cotton et al., 2008). Além disso, é importante notar que enquanto o
FGF7 e FGF10 s3o mediadores paracrinos da agfo androgénica no epitélio prostatico normal, a regulagdo
androgénica das células epiteliais prostaticas seguidas de transformac¢do maligna poderia envolver a conversdo do
mecanismo paracrino para autdcrino no crescimento andrégeno-estimulado. Também, esse processo molecular pode
estar baseado nas mudangas do eixo FGF (Cunha et al., 2003). Segundo Ishii et al. (2011), células estromais
prostaticas humanas tratadas com estradiol apresentaram diminui¢do na expressao de FGF7. Entretanto, mais estudos
sdo necessarios para determinar se ha aumento da expressdo de FGF7 no cancer prostatico, além da caracterizagdo de

sua capacidade em promover a progressao do tumor (Kwabi-Addo et al., 2004).
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Outras analises revelaram que o FGF2 esteve presente nas células estromais do tecido canceroso prostatico,
em coeréncia com o efeito paracrino desse mitdogeno (Kwabi-Addo et al., 2004). Em oposigdo, Dorkin et al (1999)
detectaram em estagios avangados de cancer prostatico a expressdo de FGF2 nas células epiteliais prostaticas,
sugerindo que inicialmente o FGF2 atue como fator paracrino pelas células estromais no cancer e que durante a
progressdo do tumor seu mecanismo de ac¢ao passa a ser autocrino (Huss et al., 2003). Por outro lado, outros estudos
tém demonstrado alteracdes nas isoformas FGFR2 epitelial e mesenquimal no céncer prostatico humano
(Schwertfeger, 2009). Esse processo implica na substituicdo da isoforma do FGFR2 epitelial para mesenquimal,
sugerindo sinalizacdo paracrina no lugar da autocrina (Schwertfeger, 2009). As observacdes feitas no céancer
prostatico humano também foram verificadas no modelo animal de cancer prostatico (TRAMP) (Schwertfeger,
2009). Animais TRAMP apresentaram aumento da expressdo de FGF2 durante a progressdo do cancer prostatico,
culminando em fenoétipo celular pouco diferenciado (Huss et al., 2003). Quando camundongos TRAMP foram
cruzados com camundongos knockout para FGF2, houve aumento significativo na sobrevivéncia e diminuicdo da
metastase nos filhotes que apresentaram pelo menos um alelo knockout para FGF2, suportando a hipotese de que a
expressdo aumentada deste fator ¢ biologicamente importante na progressdo do tumor (Polnaszek et al., 2003).

A expressdo de FGF8 é aumentada nas células cancerosas prostaticas humanas, enquanto que na prostata
normal a expressdo desse fator ¢ baixa (Gnanapragasam et al., 2003; Cotton et al., 2008). Dorkin et al. (1999)
observaram correlacdo entre a expressdo do FGF8 com o grau do tumor e sobrevida do paciente, embora o FGF8 ndo
seja sugerido como indicador independente de sobrevivéncia. Estudos avaliando modelo de metastase verificaram
que enxerto de células prostaticas super-expressando FGF8 culminou em aumento da incidéncia ¢ do tamanho do
tumor (Valta et al., 2008).

Assim, através dos presentes resultados pode-se concluir que o microambiente prostatico de animais senis,
considerando-se a ablagdo hormonal, levou ao aumento na identificagdo dos FGFRs, sugerindo interagdes entre os
hormonios e suas vias de sinalizagdo. Sendo assim, esses resultados evidenciaram que tanto os estrégenos quanto os
androgenos sdo elementos proliferativos para a prostata, porém em diferentes caminhos. Por outro lado, pode-se
concluir que as vias de ativagio dos FGFRs podem ser sinalizadas também de maneira andrégeno-independente, uma
vez que os FGFRs apresentaram niveis de deteccdo aumentados mesmo diante da intensa deple¢do androgénica

imposta pela castragdo.
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Considerando o FGFR2 e seu importante papel nos processos de proliferagdo, a diminui¢ao na reatividade e
nivel proteico desse fator nos grupos hiperandrogénico e hiperestrogénico sugeriu que tanto o excesso de androgeno
quanto de estrégeno no microambiente prostatico ndo sinalizaram de forma direta os processos proliferativos através
do FGFR2. Entretanto, o aumento do FGFR2 nos grupos que sofreram abla¢ao androgénica e estrogénica indicou
que a intensa ablagdo hormonal na senescéncia levou ao desequilibrio da sinalizacdo desse fator, afetando assim a
dindmica do microambiente prostatico. O aumento do FGFR2 no epitélio do grupo com ablagéo estrogénica sugeriu
que esse microambiente favoreceu a sinalizagdo paracrina desse fator. Entretanto, o FGFR2 e FGFRS8 apresentaram-
se aumentados no estroma dos grupos CAS e TAM, indicando a intensa ablacdo hormonal como favoravel a
sinalizagdo autocrina desses fatores. Além disso, a reatividade do FGFRS8 foi maior no ambiente hiperandrogénico,
sugerindo um maior envolvimento do andrégeno na sinalizagdo desse fator. Além disso, pode-se concluir que a via
estrogénica, através do ERp, foi importante para a sinalizagdo paracrina do FGFRS, especialmente no epitélio
glandular considerando a hiperandrogenizagdo. No entanto, caracterizou-se localizacdo diferencial do FGFRS8 nos
grupos que sofreram ablacdo hormonal, indicando a ablagdo dos hormodnios androgénicos e estrogénicos
deflagradores do desequilibrio do eixo de sinalizagdo do FGFR8 no microambiente prostatico. Ainda, pode-se
concluir que receptores para FGF7 podem ser ativados de maneira androgeno-independente, visto a reatividade
aumentada de FGFR7 nos animais senis com ablagdo androgénica imposta pela castragdo. Dessa forma, pode-se
concluir que a ablagdo hormonal em animais senis favoreceu o microambiente a ativagdo e/ou sinalizagdo dos

fibroblastos.
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LEGENDAS

Figuras 1a, 1d, 1g: Grupo JOV. (a) Intensa imunoreatividade para AR (setas) nas células epiteliais secretoras e
moderada nas células estromais. (d) Fraca imunoreatividade para ERa (setas) nas células epiteliais secretoras e nas
células estromais. (g) Moderada imunoreatividade para ERp (setas) no compartimento epitelial e fraca no estromal.

a, d, g: Ep — epitélio secretor, L — limen e St — estroma.

Figuras 1b, le, 1h: Grupo SE. (b) Moderada imunoreatividade de AR (setas) no nlcleo das células epiteliais
secretoras e fraca nas células estromais. (¢) Moderada imunoreatividade para ERa (setas) nas células epiteliais
secretoras e fraca no estroma prostatico. (h) Moderada imunoreatividade para ER[ (setas) nas células epiteliais

secretoras. b, e, h: Ep — epitélio secretor, L — limen e St — estroma.

Figuras 1c, 1f, 1i: Grupo CAS. (c) Fraca imunoreatividade para AR (setas) nas células epiteliais e nas células
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estromais. (f) Moderada imunoreatividade para ERa (setas) nas células epiteliais secretoras e no estroma prostatico.
(i) Fraca imunoreatividade para ER[ (setas) nas células epiteliais secretoras e no estroma prostatico. ¢, f, i: Ep —

epitélio secretor, L - lamen e St — estroma.

Figuras 2a, 2d, 2g: Grupo TAM. (a) Intensa imunoreatividade para AR (setas) no epitélio prostatico e moderada no
estroma. (d) Fraca imunoreatividade para ERa (setas) nas células epiteliais secretoras ¢ nas células estromais. (g)
Fraca imunoreatividade para ERP (setas) nas células epiteliais secretoras e nas células estromais. a, d, g: Ep -

epitélio; L - lamen; St — estroma.

Figuras 2b, 2e, 2h: Grupo RETEST. (b) Intensa imunoreatividade para AR (setas) nas células epiteliais secretoras e
estroma prostatico. (¢) Moderada imunoreatividade para ERa (setas) nas células epiteliais secretoras e fraca no
estroma prostatico. (h) Moderada imunoreatividade para ERP (setas) nas células epiteliais secretoras e fraca no

estroma prostatico. b, e, h: Ep — epitélio secretor, L. — limen e St — estroma.

Figuras 2c, 2f, 2i: Grupo REEST. (c) Moderada imunoreatividade para AR (setas) nas células epiteliais secretoras e
estroma prostatico. (f) Moderada imunoreatividade para ERa (setas) nas células epiteliais secretoras e intensa no
estroma prostatico. (i) Moderada imunoreatividade para ERp (setas) nas células epiteliais secretoras e no estroma

prostatico. ¢, f, i: Ep — epitélio secretor, L — limen e St — estroma.

Figuras 3a, 3d, 3g: Grupo JOV. (a) Fraca imunoreatividade de FGFR2 (setas) nas células epiteliais secretoras e nas
células estromais. (d) Moderada imunoreatividade de FGFR7 (setas) no epitélio secretor e fraca no estroma
prostatico. (g) Fraca imunoreatividade para FGFRS (setas) no epitélio secretor e estroma prostatico. a, d, g: Ep —

epitélio secretor, L — limen e St — estroma.

Figuras 3b, 3e, 3h: Grupo SE. (b) Moderada imunoreatividade para FGFR2 (setas) nas células epiteliais secretoras e
estroma prostatico. (¢) Intensa imunoreatividade para FGFR7 (setas) nas células epiteliais secretoras e fraca no
estroma. (h) Moderada imunoreatividade para FGFRS (setas) no epitélio secretor ¢ estroma prostatico. b, e, h: Ep —

epitélio secretor, L — lumen e St — estroma.

Figuras 3c, 3f, 3i: Grupo CAS. (c) Moderada imunoreatividade para FGFR2 (setas) nas células epiteliais secretoras
e intensa no estroma prostatico. (f) Fraca imunoreatividade para FGFR7 (setas) nas células epiteliais e intensa no
estroma. (i) Fraca imunoreatividade para FGFRS (setas) no epitélio secretor e intensa no estroma prostatico. ¢, f, i:

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

Figuras 4a, 4d, 4g: Grupo TAM. (a) Intensa imunoreatividade para FGFR2 (setas) nas células epiteliais secretoras e

no estroma prostatico. (d) Intensa imunoreatividade para FGFR7 (setas) nas células epiteliais ¢ moderada no
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estroma. (g) Fraca imunoreatividade para FGFRS (setas) no epitélio secretor e intensa no estroma prostatico. a, d, g:

Ep — epitélio secretor, L — lamen e St — estroma.

Figuras 4b, 4e, 4h: Grupo RETEST. (b) Fraca imunoreatividade para FGFR2 (setas) nas células epiteliais secretoras
e no estroma prostatico. (¢) Moderada imunoreatividade para FGFR7 (setas) nas células epiteliais e fraca no estroma
prostatico. (h) Intensa imunoreatividade para FGFR8 (setas) no epitélio secretor ¢ moderada no estroma prostatico.

b, e, h: Ep — epitélio secretor, L — lumen e St — estroma.

Figuras 4c, 4f, 4i: Grupo REEST. (c¢) Fraca imunoreatividade para FGFR2 (setas) nas células epiteliais secretoras e
moderada no estroma prostatico. (f) Moderada imunoreatividade para FGFR7 (setas) nas células epiteliais e no
estroma prostatico. (i) Moderada imunoreatividade para FGFRS (setas) no epitélio secretor ¢ no estroma prostatico.

¢, f, i: Ep — epitélio secretor, L — lamen e St — estroma.

Figura 5. Representacdo da quantificacao proteica e analise estatistica do western blotting para os niveis proteicos de
AR, ERa, ERB, FGFR2, FGFR7 ¢ FGFR8 no tecido prostatico (6rgdo inteiro) dos diferentes grupos. Média da

porcentagem =+ desvio padrdo em relagdo ao controle enddgeno B-actina.
Figura 6. Representagdo da quantificacdo proteica e analise estatistica do western blotting para os niveis proteicos de

FGFR2 e FGFRS nos compartimentos epitelial ¢ estromal prostaticos nos diferentes grupos. Média da porcentagem +

desvio padrao em relag¢@o ao controle enddgeno B-actina. Ep — epitelial, Es- estromal.
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Figura 5. Representagao da andlise estatistica do western blotting do tecido prostatico.

Relagdo AR, ERa, ER[, FGFR2, FGFR7, FGFR8/ B-actina (%)

100 -
90 -
80 -
70 A HAR
60 - mEra
WER
50 - B
HFGF2
40 -
FGF7
30 -
FGF8
20
10 -
0 - s . . —
JOVEM SENIL CAS TAM RETEST REEST
JOVEM SENIL CASTRADO TAM RETEST REEST
AR
21.8+162a 17,1+ 1,40b 14,3+ 1,64b 21,7 +1,38a 226 +197a 17 £1.21b
ERe 108 + 2 05a 11,2 +1,20a 865+ 168b 121+ 14a 115 +1.01a 918+ 1.15¢
ERE 81.1+195a 17,4 +1.54b 164+ 1.40b 164 = 1,49b 652+ 137c 953 + 1.86d
i 10,9 + 0,96a 226 +079% 41,8 +097¢ 82+1.21d 11,4 +1,48a 22 +1.16b
FaFR/ 13,3+ 0,99a 9.8 +1,05b 21,5 +0,77c 78,4 + 0,69d 11,8 + 0,62a 17,4 + 0,64e
FaRne 96 +065a 165+ 2 64b 13,7+ 163b 17.7 £ 2.55b 224 +0.79 143+ 1.75b

Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p< 0,01) entre os grupos apdés o Teste de Tukey.
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Figura 6. Representagcdo da analise estatistica do western blotting do tecido prostatico

microdissecado.

Relagdao FGFR2Ep, FGFR2Es, FGF8Ep, FGFR8Es/
B-actina (%)
140 A
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FGF2Es 36,1%4,1a 81,2+1,4b | 102,212,1c 104 +£1,9¢ 40,1 +£4,23 81,5+1,2b
FGFBEp 45,9 4,7a 89,3 +3,5b 50,6 £4,9a 48,7 £2,9a 128 £2,3c 92,4+3,1b
FGF8Es 26,2%1,3a 86,7+5,2b | 109,4+2,7c 112 £2,8¢ 85,2 £5,5b 90,4 £5,3b

Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos apos o teste de

Tukey.
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Tabela 1. Dosagens plasmaticas de testosterona (nd/mL) e estradiol (pg/mL) nos diferentes

grupos experimentais.

Grupos Experimentais

JOV SE CAS TAM RETEST REEST
Testosterona 5,65+2,33* 3,15+0,34> 0,04 +0,01° 0,93+0,09° 4,12+0,02¢ 0,06 +0,04°
Estradiol 0,12+0,02® 0,15+0,03° 31,4 +1,06° 13,0+4,58° 19,3+1,78° 31,5+0,01°
* Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentaram diferenca significativa (ANOVA seguida de Teste de Tukey,

p<0.05).
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Tabela 2. Intensidade de imunoreatividade dos receptores AR, ERa, ERB, FGFR2, FGFR7 ¢

FGFRS.

Antigenos
AR

ERa
ERB
FGFR2
FGFR7
FGFRS8

GRUPOS
JOVEM SENIL CASTRADO
Epitélio Estroma Epitélio Estroma Epitélio Estroma

3 2 2 1 1 1
1 1 2 1 2 2
2 1 2 0 1 1
1 1 2 2 2 3
2 1 3 1 1 3
1 1 2 2 1 3

0 (0%), 1 (<33%), 2 (33% - 66%), 3 (> 66%)
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Tabela 3: Intensidade de imunoreatividade dos receptores AR, ERa, ERB, FGFR2, FGFR7 ¢ FGFRS.

GRUPOS
TAM RETEST REEST
Antigenos Epitélio | Estroma  Epitélio | Estroma  Epitélio | Estroma
AR 3 2 3 3 2 2
ERa 1 1 2 1 2 3
ERRB 1 1 2 1 2 2
FGFR2 3 3 1 1 1 2
FGFRY7 3 2 2 1 2 2
FGFR8 1 3 3 2 2 2

0 (0%), 1 (<33%), 2 (33% - 66%), 3 (> 66%)
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5) CONCLUSOES E CONSIDERACOES GERAIS DA TESE

- Pode-se concluir que o envolvimento do ERa na ativagdo do estroma reativo tornou o
microambiente favoravel a progressdo do céncer, devido a potencializagdo do desequilibrio
estromal, e 0 ERP contribuiu para a inibicao das lesdes pré-cancerosas em homens na senescéncia.

- A prolactina pode estar relacionada a progressao do cédncer devido a sua interacdo com o ERa,
indicando que esse hormonio pode ser alvo importante na prevengdo dos efeitos estrogénicos nas
lesdes prostaticas.

- Ambos FGFR2 e FGFRS tém papel fundamental nos estagios iniciais do cancer de prostata em
homens, sugerindo que essas moléculas podem ser alvos terapéuticos promissores.

- As reatividades entre a vimentina e a o-actina associadas com o aspecto proliferativo dos
miofibroblastos, indicaram a reatividade estromal como deflagradora das lesdes prostaticas.

- A localizagdo diferencial dos fatores fibrobldsticos nos compartimentos epitelial e estromal da
prostata de homens idosos, com caracterizacdo de cancer prostatico, pode indicar um parametro
favoravel para a progressao tumoral.

- A administracdo de hormonios esterdides em animais senis foi efetiva na prostata, levando a
ocorréncia de alteragdes estruturais e¢ modificando o padrdo de reatividade de moléculas
importantes para o equilibrio estrutural e molecular do microambiente prostatico.

- A modificag@o do padrio de reatividade do EGFR no grupo senil colaborou com o microambiente
susceptivel a processos proliferativos. Ainda, pode-se concluir que receptores para EGFR podem
ser ativados de maneira androgeno-independente, visto a reatividade aumentada de EGFR nos
animais senis com abla¢do androgénica imposta pela castracéo.

- No grupo castrado verificou-se alteracdo do padrio de distribui¢do da reatividade da a-actina

indicando os androgenos como possiveis responsaveis pelo padrio estrutural de distribui¢do desta
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molécula. Dessa forma, no microambiente hiperandrogénico ocorreu a reestruturacao do padrao
de reatividade da a-actina, indicando que a localizagdo da a-actina € responsiva e orientada pela
acdo androgénica, garantindo integridade estrutural glandular, a qual ¢ fundamental para a
dindmica funcional do 6rgao.

A ablacdo estrogénica na senescéncia foi caracterizada pelo aumento dos receptores de prolactina
indicando o desequilibrio hormonal a favor dos androgenos e/ou o ndo envolvimento direto das
vias estrogénicas na atividade da prolactina. Assim, o aumento da reatividade da prolactina nesse
grupo pode ser um dos fatores importantes no microambiente favoravel a formacdo do estroma
reativo, considerando simultdneo aumento de vimentina e diminui¢do de a-actina, o que indica
aumento de miofibroblastos no tecido prostatico.

O desequilibrio causado pela ablagdo e/ou reposicdo hormonal ndo somente alterou o feedback
entre 0os hormonios esterdides como modificou a localizagdo da reatividade das moléculas nos
compartimentos prostaticos, provavelmente interferindo nas sinalizagdes autdcrinas e paracrinas
dos estrogenos, EGF e prolactina, apontando esses como deflagradores da formacdo do estroma
reativo.

A ablagdo hormonal nos animais senis levou ao aumento da reatividade dos FGFs, sugerindo
interagdes entre os hormonios e suas vias de sinalizagdo e 0 microambiente prostatico senil.

As vias dos FGFs podem ser ativadas também de maneira andrégeno-independente, uma vez que
os FGFs apresentaram niveis de deteccdo aumentados mesmo diante da intensa deplegdo
androgénica imposta pela castragio.

Tanto o excesso de androgeno quanto de estrogeno no microambiente prostatico ndo sinalizaram
os processos proliferativos através do FGFR2. Entretanto, o aumento do FGFR2 nos grupos que
sofreram ablac¢do androgénica e estrogénica indicou que a ablagdo hormonal na senescéncia levou

ao desequilibrio da sinalizagdo desse fator.
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- O aumento do FGFR2 no epitélio do grupo com ablagdo estrogénica sugeriu que esse

microambiente favoreceu a sinalizagdo paracrina desse fator.
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