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s androgenos tém papel central na biologia da prostata, mas os estrogenos também

podem afetar o crescimento ¢ a diferenciacdo desta glandula. Em tecidos especificos

do corpo, a propor¢do entre androgenos e estrogenos pode diferir significativamente
daquela encontrada no plasma sanguineo. As concentragdes intracelulares desses esterdides nos
tecidos alvos sdo reguladas pelo metabolismo local de hormonios, altamente dependente de enzimas
especificas metabolizadoras de esterdides, como a Sa-redutase (5a-r) e a Aromatase (aro). Na
prostata, a acdo androgénica € acentuada devido a conversdo de testosterona em dihidrotestosterona
por acdo da enzima 5o-r, enquanto que a aro é responsavel pela aromatizagdo da testosterona em
estrogenos. Assim, a sintese local destes esterdides assume grande importincia em doengas que
acometem tecidos glandulares, como o cancer de prostata, onde niveis anormais de hormoénios
promovem o desenvolvimento e o aumento de ocorréncia de malignidades. Desse modo, os papéis
dos andrégenos e estrogenos ativados podem ainda ser melhor compreendidos na manutengdo das
interagdes homeostaticas epitélio-estromais prostaticas. Estudos com inibidores especificos destas
enzimas vém sendo desenvolvidos a fim de se tentar esclarecer os reais papéis enzimaticos na
manutencdo da fisiologia prostatica, assim como no surgimento e desenvolvimento de doencas. De
modo geral, ap6s 30 dias consecutivos de inibi¢do, simultdnea ou ndo, das enzimas So-r e aro,
respectivamente por acdo da Finasterida e do Letrozol, a prostata de gerbilos jovens, adultos e
velhos mostrou-se com o compartimento epitelial e o estromal alterados e reorganizados na
tentativa de adaptar-se a nova condigdo hormonal induzida. Imediatamente apds o término de
administragdo das drogas, na fase inicial do periodo de pods-tratamentos, as concentracdes de
testosterona e estrogenos modificaram-se, as células epiteliais tiveram o padrio de atividade
secretora alterada e, no estroma, a matriz extracelular ficou totalmente remodelada, além das células
musculares lisas e dos fibroblastos fenotipicamente alterados. Na fase final do periodo de pos-

tratamento, ficou evidente a tentativa da prostata em se normalizar morfologica e fisiologicamente,
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porém, em nenhuma das idades isso aconteceu de modo efetivo. O bloqueio da metabolizacdo de
hormonios esteroides na prostata pode ser uma ferramenta importante para o estudo da interagdo
epitélio-estroma tanto na fisiologia normal, quanto nas doencgas da prostata. Sugere-se portanto, que
o desbalanco entre as concentragdes de androgenos e estrogenos provocados pela Finasterida e de
Letrozol, juntos ou separados, alterou significativamente a interagdo epitélio-estroma. Todos os
resultados obtidos parecem ser indicativos de importantes sinais do novo cenario hormonal
intraprostatico. A recuperagdo do equilibrio entre as concentragdes hormonais da prostata fica
comprometida apds o bloqueio enzimatico, dando, portanto, as enzimas em estudo, status de crucial
importancia para o desenvolvimento e manutengdo da prostata. O estabelecimento de modelos
experimentais para o estudo das relagdes entre epitélio e estroma e o conhecimento dos
componentes celulares e macromoleculares da prostata tornam-se instrumentos muito importantes

para o entendimento do desenvolvimento, da estrutura e da fisiologia desta glandula.
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ndrogens have substantial role in the biology of the prostate, but estrogens also can

affect the growth and differentiation of this gland. In specific tissues of the body, the

ratio between androgens and estrogens can differ significantly from that found into
plasma. The intracellular concentrations of these steroids in target tissues are mediated by a local
hormone metabolism, by specifcs steroid-metabolizing enzymes, as the Sa-redutase (5o -r) and the
aromatase (aro). In the prostate, the androgenic action is accented due to the conversion of
testosterone in dihydrotestosterone by the activity of the 5a -r, while aro enzyme is an alternative
pathway for the aromatization of testosterone into estrogens. These locally syntheses of steroids
hormones assume thus, a great importance to the prostate cancer, where abnormal hormone levels
can promote development and proliferation of malignancy to this gland. The activated functions of
androgens and estrogens may be better understood focusing the maintenance of homeostatic
prostatic epithelial-stromal interactions. Studies conducted with inhibitors of these specific enzymes
have been carried out in an effort to clarify the real role of steroid-metabolizing enzymes in the
maintenance of prostatic physiology, as well as into malignant progression prostatic cancer. After
30 consecutive days of inhibition, simultaneous or not, of the enzymes Sa -r and aro, respectively
by Finasterida and Letrozol, the prostate of young, adult and old gerbils revealed that epithelial and
estromal compartments were totally modified and reorganized in the attempt to adapt it to the new
induced hormonal condition. Immediately after the end of drugs administration, in the early phase
of the post-treatments period, the concentrations of testosterone and estrogens had been altered, the
epithelial cells had their secretore activity pattern modified and, in the stromal compartment, the
extracellular matrix was totally remodeled. The smooth muscle cells and fibroblasts became
fenotipically modified. In the late phase of the post-treatments period, it was evident the attempt of
the prostate gland in became morphologically and physiologically as a normal gland, however, this

was not achieved in any analyzed gerbil. These steroids hormone metabolization blockade seems to
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be a good tool for the study of the epithelium-stroma interaction both in normal and abnormal
prostate gland. Based on this data, it is suggested that the unbalance between androgens and
estrogens intraprostatic concentrations provoked by Finasteride and Letrozol, together or not,
interfered into the prostatic compartments interactions significantly. The results seem to be
indicative of important signals of the new locally hormonal scene within the prostate gland. The
recovery of balance hormonal concentrations of the prostate is damaged after the enzymatic
blockade what gives, therefore, to this to Sa -r and aro enzymes, a status of crucial key for the
normal and abnormal prostate gland. The establishment of experimental models for this kind of
study and the knowledge of the cellular and macromolecular components of the prostate are also

fundamental for the agreement of development, structure and physiology of prostate.
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Desenvolvimento e Morfologia da Prostata

prostata, glandula sexual acessoria do aparelho reprodutor masculino é responsavel

pela produgdo da maior fracdo do fluido seminal. O grande interesse em se

compreender a biologia desta glandula deve-se tanto ao seu fascinante processo de
desenvolvimento, quanto a alta incidéncia de doencas prostaticas, como adenocarcinoma ¢ a
hiperplasia prostatica benigna (HPB) nos homens (Marker et al., 2003). O cancer de prostata ¢ a
principal e mais freqiiente doenca neoplasica que atinge os homens e embora represente uma causa
comum de morbidade ¢ mortalidade, é passivel de prevencdo e cura (Huynh et al., 2001). Entre os
homens americanos, o cincer de prostata ¢ o tipo mais comum de neoplasma ndo-cutaneo e a
segunda maior causa de mortalidade por carcinoma. Esta malignidade tem os androgenos e
estrogenos altamente envolvidos. Porém, a patologia molecular desse problema ¢ complexa, pois
além de ser uma doenga altamente relacionada a idade, fatores hereditarios e androgeno-
dependente, é também influenciada por hormoénios esterdides sexuais enddgenos, fatores
ambientais, dietas, repostas imunes e inflamatorias (Huynh et al., 2001; Carruba, 2006; De Marzo et
al., 2007).

A prostata, juntamente com a glandula seminal, ¢ dependente de andrégenos para o
desenvolvimento e diferenciacdo durante a embriogénese e para sua manuten¢do durante a vida
adulta. A acdo destes hormonios, que também regula as agdes co-dependentes das interagdes
epitélio-estroma, ¢ mediada via receptores hormonais especificos (Cunha et al., 1985, 1996; Hsing
et al., 2002). Pesquisas mostram que na auséncia de andrégenos, hormdnios ndo-androgénicos como
o estradiol, a vitamina D e fator de crescimento tipo-insulina, em combinacdo com os receptores de
hormonios podem induzir a agdo androgé€nica. Assim, a agdo hormonal na prostata ¢ determinada
ndo somente pela concentracdo de androgenos, mas também por varios outros fatores, como os
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niveis de receptores hormonais e seus co-ativadores, presenca de fatores de crescimento, e talvez
outros fatores que ainda venham a ser identificados (Hsing et al., 2002).

A interagdo pardcrina entre o epitélio e o estroma ao seu redor tem importancia
fundamental durante a morfogénese prostatica e na homeostase do orgdo adulto (Cunha, 1985;
Hayward et al., 1997). As interagdes envolvidas no desenvolvimento da prdstata acontecem de
maneira reciproca: o mesoderma, derivado do seio urogenital (SU), induz a diferenciacéo epitelial e,
este epitélio em desenvolvimento, induz a diferenciacdo do mesoderma em musculo liso (Cunha et
al., 2002). O resultado final desta relacdo epitélio-mesenquimal é a formacao do tecido prostatico
maduro, no qual o epitélio mostra-se com células de fenotipos diferenciados e o estroma composto,
predominantemente, por células musculares lisas (CML). Na fase adulta de um individuo,
interagdes semelhantes as acima citadas, mantém a prostata funcionalmente ativa através da
homeostase, dependente de agdo androgénica, entre morte e reposicdo celular (Kirby et al., 1996;
Cunha et al., 2002). Um desequilibrio na interacdo homeostatica entre epitélio e estroma prostaticos
pode iniciar e promover carcinogénese neste 6rgdo (Sung & Chung, 2002) e durante estes
processos, o mecanismo de estimulagdo paracrina, principal responsavel pelo desenvolvimento e
manuten¢do da prostata, pode alterar-se para um mecanismo autdcrino estimulado por andrégenos
(Cunha et al., 2002).

Em todas as espécies de mamiferos, o desenvolvimento e o crescimento da prostata
comegam ainda na vida fetal e completam-se durante a maturidade sexual. A formagdo da prostata
inicia-se a partir de uma subdivisdo da cloaca, no SU, o qual ¢ uma estrutura embrionaria
ambissexual, formada por uma camada epitelial derivada do endoderma, circundada por uma
camada mesenquimal, de origem mesodérmica (Marker et al., 2003). A partir deste SU, em ambos
0s sexos, a bexiga se desenvolve. Nos machos ¢ formada a prostata, a uretra prostatica e as
glandulas bulbouretrais, enquanto que nas fémeas, somente a vagina e a uretra originam-se desta
estrutura (Cunha et al., 2004a, b). Em humanos, o SU surge aproximadamente por volta da sétima

semana de gestagdo e permanece indiferenciado até a décima ou décima-segunda semanas, quando
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entdo se inicia a morfogénese prostatica, através e dependente dos androgenos produzidos pelos
testiculos fetais (Marker et al., 2003). A formagdo da prostata em camundongos comega por volta
do décimo-sétimo dia de gestacdo e, em ratos, no décimo-oitavo dia (Thomson, 2001).

O primeiro sinal de desenvolvimento da prostata é o aparecimento de brotos epiteliais
solidos a partir do SU, que crescem em direcdo ao mesénquima circundante. Estes brotos
apresentam padrdo espacial de crescimento caracteristico em cada espécie, o que deste modo,
estabelece as subdivisdes lobulares da prostata. Em roedores, a maioria dos ductos prostaticos nao €
ramificada ao nascimento. Porém, na fase neonatal, como os ductos se elongam em dire¢do ao
mesénquima, eles se bifurcam. E este processo de ramificagio que, em ratos e camundongos,
origina a subdivisdo caracteristica da prostata destes animais em prostata dorso-lateral, prostata
ventral e prostata anterior. A morfogénese da prostata de roedores e de humanos ocorre de maneira
analoga. Os lobos compdem arranjos circunferenciais ao redor da uretra prostatica e apresentam
caracteristicas particulares de ramificacdo de ductos e produgdo de secregoes protéicas. Em um
mesmo lobo, os ductos prostaticos apresentam heterogeneidade regional quanto ao tipo celular,
sintese e secregdo de proteinas, além de distintas respostas a hormonios (Marker et al., 2003; Cunha
et al., 2004a). Embora a morfologia da prostata varie significantemente entre os mamiferos, os
sinais instrutivos provenientes do mesénquima do SU estdo conservados entre as diferentes
linhagens de espécies (Marker et al., 2003). Como mencionado anteriormente, a morfologia
prostatica humana de um adulto é mais compacta, sem distingdo entre seus lobos. Este tipo de
organizacdo ¢ descrito em trés zonas diferentes: zona central, de transi¢do e periférica. Em termos
de homologia, nota-se que os lobos ventral e dorsal da prostata de rato correspondem,
respectivamente, a zona de transi¢do e a zona posterior da prostata humana (McNeal, 1983).

Simultaneamente, ha uma citodiferenciacdo epitelial e mesénquima-estromal que
ocorre de duas a trés semanas depois do nascimento de mamiferos roedores, como ratos e
camundongos (Marker et al., 2003). A medida que estes corddes epiteliais sélidos se canalizam, o

epitélio se reorganiza em duas populagdes distintas de células: as células epiteliais basais, que se
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localizam adjacentes & membrana basal, formando uma camada descontinua de células e as células
luminais colunares altas, que diferenciam-se e delimitam o limen ductal (Hayward et al., 1996a;
Wang et al., 2001). Simultaneamente, o mesénquima-estromal prostatico também se diferencia em
uma camada de musculo liso que circunda as por¢des glandulares e os ductos prostaticos (Hayward
et al., 1996b; Hayward et al., 1997). Em camundongos, a morfogénese da ramificacdo estd quase
completa duas semanas depois do nascimento (Marker et al., 2003; Cunha et al., 2004a, b). Os
niveis de testosterona (T) séricos sdo baixos durante este periodo € o aumento do peso da prostata é
discreto. Na puberdade, os niveis deste hormonio comegam a elevar-se significativamente € o peso
da glandula e a quantidade de DNA aumentam mais rapido do que durante o periodo perinatal. Em
camundongos, as proteinas secretorias prostaticas sdo primeiramente detectadas pouco antes da
puberdade (por volta de vinte dias apds o nascimento), € aumentam concomitantemente com o0s
niveis séricos de T. No periodo fetal humano ha pouquissima atividade secretora nas células
prostaticas, presumivelmente devida a a¢do dos androgenos testiculares fetais (Marker et al., 2003).

A expressdo de receptores de androgenos (RA) no mesénquima ¢ do SU é um dos
fatores que possibilita o desenvolvimento das glandulas do trato genital masculino. O mesénquima
do SU expressa altos niveis deste receptor, enquanto que no epitélio, 0 mesmo ¢ quase indetectavel
durante esse mesmo periodo. A expressdo de fatores de crescimento paracrinos no mesénquima
também ¢ responsavel pela morfogénese glandular e crescimento das células epiteliais na prostata
em desenvolvimento (Hayward et al., 1996a, b).

A organogénese prostatica ¢ tdo dependente das interagdes mesenquimais/epiteliais
que, tanto a morfogénese quanto a diferenciacdo do epitélio e do estroma ndo acontece se estes dois
tecidos forem colocados para crescer separadamente (Cunha et al., 2004a, b). Experimentos
realizados com recombinacgdo tecidual revelam que o desenvolvimento prostatico ¢ fortemente
dependente de androgenos, como resultado obrigatoério das interagdes paracrinas entre o epitélio € o
mesénquima do SU. Durante o desenvolvimento prostitico, este mesénquima determina a

identidade epitelial prostatica, induz a formagdo de brotos epiteliais, permite o crescimento destes
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brotos, regula a ramificacdo dos ductos, promove a diferenciagdo do epitélio secretor e especifica os
tipos de proteinas secretoras expressadas. O epitélio prostatico em desenvolvimento, por sua vez,
induz o mesénquima do SU a se diferenciar em musculo liso (Marker et al., 2003; Cunha et al.,
2004 a, b).

Na maturidade sexual, a prostata do camundongo ¢ uma glandula multilobulada,
situada ao redor da uretra, na base da bexiga (Price, 1963; Marker et al., 2003). Nos humanos, a
prostata ¢ uma glandula tabulo-alveolar, composta de ductos e acinos, com atividade secretora
principalmente ligada a por¢do alveolar, porém os ductos também podem secretar algumas
substancias que compdem o conteudo final da secregdo prostatica (Reese et al., 1986). A camada
celular epitelial consiste de quatro tipos de células: basal, secretora, intermediaria e neuroenddcrina
que sdo dependentes dos hormonios esterdides e reagem diferentemente a cada um deles (De Marzo
et al., 1998, Rumpold et al., 2002). As células basais formam uma camada continua entre o epitélio
secretor ¢ a membrana basal, o que ndo é observado em camundongos, onde as poucas células
basais aparecem em camadas descontinuas ao redor dos ductos. Além disso, recentes pesquisas com
prostata de camundongos e humanos tém considerado as células basais como um tipo de célula-
tronco epitelial. As células neuroenddcrinas podem ser notadas na camada epitelial, tanto da
prostata em desenvolvimento quanto na adulta (Marker et al., 2003). As células secretoras, as basais
e as neuroendocrinas, que compdem a maior parte do epitélio prostatico, além de diferirem quanto a
regulacdo hormonal, sdo responsaveis pela secre¢do de proteinas e substincias de baixo peso
molecular que também compdem o fluido prostatico (Bonkhoff et al., 1998).

O estroma prostatico ¢ um arranjo complexo de CML e fibroblastos imersos em uma
matriz extracelular (MEC) ao redor dos acinos e ductos (Tuxhorn et al., 2001). Neste
compartimento encontram-se ainda macrdéfagos e células endoteliais vasculares. Estas células tém
papel importante nos mecanismos de estimulagdo paracrina, especialmente sobre o epitélio
(Farnsworth, 1999) e apresentam plasticidade funcional, sendo capazes de modular seu fenotipo

frente a situacdes fisiologicas e patoldgicas, caracterizando-se pela mudanca na expressao de genes
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de proteinas especificas (Worth et al., 2001). Grande importancia tem sido atribuida as CML, tanto
no controle homeostatico, quando no desenvolvimento e estabelecimento de neoplasias da prostata
(Cunha et al., 1996; Farnsworth, 1999). O estroma prostatico humano e de camundongo ¢ composto
por musculo liso, sendo esta camada mais espessa na glandula dos humanos (Marker et al., 2003).
Os fibroblastos, juntamente com as CML, sintetizam os componentes teciduais e regulatorios da
MEC, que é composta de fibras de colageno, elasticas e proteoglicanos, entre outras moléculas que
se associam a fatores de crescimento, moléculas reguladoras e enzimas remodeladoras (Tuxhorn et
al., 2001). Na proéstata humana adulta, camadas de células do musculo liso circundam os ductos
epiteliais e, por seu papel contratil, promove a eliminagdo das secre¢des prostaticas no interior da
uretra, durante a ejaculagdo (Hayward et al., 1996b).

O colageno e as fibras elasticas fornecem resisténcia mecanica e flexibilidade ao
tecido, além de servirem de substrato para adesdo e migracdo celular, processos mediados por
glicoproteinas adesivas, como a fibronectina e laminina. Os proteoglicanos regulam a estrutura da
MEC e sua permeabilidade, ligam-se a fatores de crescimento, proteases e inibidores de proteases
(Kreis & Vale, 1999). Os fatores de crescimento, enzimas remodeladoras e seus inibidores, junto
com os componentes fibrilares da MEC participam ativamente de varios processos fisiologicos e
patolégicos da prostata, permitindo proliferacdo e migracdo dos tipos celulares envolvidos na
manutencdo e reparo tecidual desse 6rgao (Tuxhorn et al., 2001; Thomson et al., 2002).

Estudos baseados na privagdo androgénica t€ém mostrado que a sintese e organizagio
dos componentes da MEC, juntamente com as CML, apresentam respostas adaptativas a diversas
situacdes hormonais sendo, em grande parte, portanto, estas repostas moduladas por androgenos.
Horsfall et al. (1994) estudando o estroma prostatico durante o envelhecimento de cobaias
observaram alteragcdes nos componentes fibrilares da MEC, além de aumento da atividade sintética
das CML fenotipicamente modificadas. Na prostata ventral de ratos submetidos a castragdo houve
aumento e remodelacdo dos componentes estromais prostaticos, principalmente de colageno e
elastina (Carvalho et al., 1997a, b; flio et al., 2000). Vilamaior et al. (2000; 2005), no mesmo
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modelo experimental, descreveram as modificagoes fenotipicas das CML, sugerindo um possivel
papel para estas células na remodelagdo e sintese dos componentes da MEC, dependentes da
situagdo hormonal induzida pela castragao.

Os estrogenos, além dos androgenos, também estdo envolvidos no crescimento da
prostata e conseqiientemente t€m revelado participagdo em patogéneses neste orgdo. (Huynh et al.,
2001). A Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) e o cancer prostatico estdo entre as doencas que
mais freqiientemente atingem a glandula e os hormonios androgénicos, juntamente com outros
fatores exercem papel importante na etiologia destas lesdes (Hsing, 2002). A HPB caracteriza-se
por uma predominante proliferacdo estromal e, embora um aumento do epitélio também ocorra, a
integridade regional da glandula é mantida. O cancer de prostata, porém, € considerado uma doenga
do epitélio e, freqiientemente, estende-se além dos limites normais do 6rgdo (Droller, 1997).
Aparentemente, o estroma ¢ o maior alvo dos estrégenos, o que pode explicar os diferentes
resultados de substituigdo de estrégenos na HPB (doenca predominantemente estromal) e cancer
(doenga predominantemente epitelial) (Ekman, 2000). Quando estrogenos sdo administrados a
individuos jovens, somente os elementos estromais prostaticos sdo aumentados, enquanto que 0s
epiteliais regridem. Experimentalmente, o mesmo também ¢ observado com relagdo ao aumento das
proteinas da MEC (colagenas, ndo colagénicas ¢ elastina) de ratos (Nakada et al., 1994) e cobaias
(Scarano et al., 2004).

Mudangas nas concentragdes dos hormodnios esterdides relacionadas ao
envelhecimento, também s3o capazes de promover alteragdes nos compartimentos prostaticos de
varias espécies de mamiferos, uma vez que isto interfere na comunica¢do epitélio/estromal
(Untergasser et al., 2005). Alteragdes histologicas proliferativas acometem a prostata em resposta
ao desequilibrio hormonal que se instala no organismo humano nesta fase da vida. Entre os fatores
promotores desse evento esta um acentuado declinio da concentragdo sanguinea de T (Bonkhoff &
Remberger, 1998). Uma forte correlacdo entre o envelhecimento e o aparecimento de lesdes

proliferativas espontineas acontece na prostata humana (Hsing & Devesa 2001; Untergasser et al.,
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2005) e do gerbilo (Pegorin de Campos et al., 2006). Durante o envelhecimento do homem, muitas
alteragOes histologicas acometem a prostata, em resposta a descompensagdes hormonais € a ruptura
da homeostase entre epitélio e estroma. Nesta fase, mesmo com o declinio dos niveis de T, a
quantidade de estrogeno circulante nos homens ndo diminui, o que pode causar um aumento de
mais de 40% na proporgdo entre estradiol ¢ T (Vermeulen et al., 2002; Risbridger et al., 2003;
Untergasser et al., 2005). H4 uma diminui¢do idade-dependente dos niveis de Dihidrotestosterona
(DHT) no epitélio e um aumento concomitante de estrona e estradiol no compartimento estromal, o
que pode ser de importancia patogénica para o desenvolvimento da HPB, se de fato um balango
sinérgico estrogeno/androgeno € necessario para a integridade e crescimento normal da prostata (Ito
et al., 2000). Em ratos, diferencas na regulagdo da expressdo de RA entre os lobos prostaticos
somadas ao envelhecimento podem contribuir para o desenvolvimento de hiperplasia nesta espécie
(Banerjee et al., 2001). No desenvolvimento da HPB, o fator envelhecimento pode ser considerado
um efeito cumulativo, resultante da interagdo constante de fatores intrinsecos e extrinsecos a
prostata (Lee et al., 1997). No estroma, ha aumento da propor¢ao estrogeno/androgeno com o
aumento da idade, tanto em homens sadios, quanto naqueles com HPB. Este aumento pode ser
devido a aromatizagdo da T em estrogeno ou da Androstenediona (A-dione) em Estrona. Embora
ndo sejam efetivas, estas observagdes podem predizer o potencial patologico do estrogeno no
desenvolvimento da HPB (Lee et al., 1997).

Alteracdes dos niveis androgénicos ou de suas fungdes, em geral devido a problemas de
ligacdo da DHT ao RA, bem como nos niveis ou fun¢des dos fatores de crescimentos que sdo
mediados pela DHT podem ser consideradas causas da ruptura da homeostase importante para a
manutengdo da prostata (Carson & Rittmaster, 2003). O bloqueio da atividade estrogénica pode
causar uma ruptura na producdo de fatores de crescimento que agem nas células epiteliais (Huynh et
al., 2001). Varias formas de se conseguir alivio dos sintomas da HPB e promover a regressdo do
cancer prostatico tém sido obtidas através de pesquisas das respostas da préstata aos hormonios, sob

varias condi¢des, demonstrando que as lesdes prostaticas, malignas ou ndo, podem ser tratadas
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através de estratégias hormonais (Droller, 1997; Hsing, 2002). A reducdo das concentragcdes de
androgenos pode ser alcancada pela ablagdo androgénica gonadal, através da castragdo cirargica,
por meio de administracdo de estrogenos ou, ainda, por inibi¢ao da sintese e liberagdo do Hormonio
Foliculo Estimulante - FSH e do Hormonio Luteinizante - LH, pelo uso de hormonios antagonistas.
Drogas anti-androgénicas, competidoras dos androgenos pela ligagdo aos RA e drogas que
bloqueiam enzimas importantes para a potencializacdo da agdo de hormdnios na prostata também
tém se revelado como importantes instrumentos no tratamento das patologias prostaticas (Galbraith
& Duchesne, 1997). Mesmo causando alguns desconfortdveis efeitos colaterais, estas drogas
mostraram que a utilizagdo de tratamentos combinados de anti-androgenos e anti-estrogenos
possibilita melhora dos sintomas dos pacientes portadores de doencas na prostata, além de
esclarecer os mecanismos pelos quais os estrogenos influenciam o crescimento prostatico normal, o
crescimento independente de androgenos e a metastase das células cancerigenas da prostata

(Hedlund, 2000; Huynh et al., 2001).

A proéstata do gerbilo

A utilizagdo de gerbilos, roedores murideos da subfamilia Gerbillinae, ¢ cada vez
maior na pesquisa cientifica das areas da imunologia (Jeffers et al., 1984; Nawa et al., 1994),
fisiologia (Nolan et al., 1990), culturas de células (Moritomo et al., 1991) e de morfologia
(Redecker, 1991; Aoki Komori et al., 1994; Jones et al., 1997; Santos et al., 2000; Santos e Taboga;
2002; Corradi et al., 2004; Pegorin de Campos et al., 2006). O gerbilo da espécie Meriones
unguiculatus tem se revelado um bom modelo para o estudo da prostata (Santos et al., 2000; Santos
e Taboga; 2002; Pegorin de Campos et al., 2006; Santos et al., 2007; Oliveira et al., 2007a), pois
neste animal, esta glandula apresenta-se anatomicamente semelhante a prostata humana, no que se
refere a compacidade e fusao de seus lobos, caracteristicas ausentes no rato e no camundongo, onde

os lobos ventral, dorsal e dorso-lateral sdo distintos (Price, 1963).
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Histologicamente, a prostata dos gerbilos jovens (48 dias) ¢ formada por 4cinos
secretores pequenos e ainda em formagdo, apresentando epitélio simples, com pequenos
dobramentos em sua extensdo. Este compartimento ¢ delimitado por estroma ndo muscular, de
tecido conjuntivo frouxo, adjacente ao epitélio acinar e, adjacente a este, ha uma espessa camada de
CML. Nos gerbilos adultos (112 dias), a prostata apresenta acinos com epitélio prismatico simples e
altamente secretor. Entre as por¢des glandulares, ha estroma conjuntivo vascularizado, com poucas
fibras conjuntivas e elasticas, além de CML bem compactadas, dispostas ao redor de cada acino.
Ultra-estruturalmente, o epitélio prostatico mostra-se heterogenio e no estroma as CML revelam-se
entremeadas por fibras de colageno. Estas caracteristicas teciduais e a disposi¢do dos elementos
epiteliais, estromais e musculares sdo também muito semelhantes as encontradas na prostata
humana. Durante o climatério dos gerbilos (18 meses) ha um aumento na incidéncia de alteragdes
morfologicas espontdneas na prostata, como alteracdes neoplasicas intra-epiteliais,
adenocarcinomatosas e também hiperplasia estromal e proliferacdo das células epiteliais (Pegorin
de Campos et al., 2006). Na maioria dos homens, a partir dos 50 anos de idade, as concentragdes
hormonais sofrem declinio lento e gradual, o que coincide com o surgimento de varias doengas
prostaticas, em resposta a estas descompensagdes hormonais (Ekamn, 2000; Hsing et al., 2002).

Fundamentando-se nas semelhangas morfo-funcionais até o momento ja estabelecidas,
pode-se criar situagdes experimentais e correlagdes com homem, devido a grande importancia da
prostata para a homeostase e funcionalidade de todo o aparelho reprodutor masculino. O
estabelecimento de modelos experimentais para o estudo das relagdes entre epitélio e estroma e o
conhecimento dos componentes celulares e macromoleculares da prostata tornam-se instrumentos
muito importantes para o entendimento do desenvolvimento, da estrutura e da fisiologia desta

glandula.
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Os Hormonios Esteroides Sexuais e a Prostata

Nas ultimas décadas, epidemiologistas e pesquisadores tém concentrado esfor¢os para
explicar como os varios fatores responsaveis pelas doengas que acometem a prostata somam-se €
contribuem para o surgimento e o desenvolvimento de patogéneses mais severas nesta glandula
(Hsing & Devesa, 2001). Sabe-se que o ambiente e a dieta sdo provaveis de induzir significativas
mudancas na concentracdo ¢ no metabolismo dos hormdnios esterdides sexuais, o que pode
contribuir para o desenvolvimento do cancer de prostata. Com base nisto, os hormdnios podem ser
considerados intermediadores dos fatores exdgenos, como o ambiente ou a nutricdo, € os alvos
moleculares do processo de iniciagdo, promogao e progressdao do cancer (Carruba, 2006).

Resultados obtidos com estudos epidemiologicos e experimentais mostram que, além
desses hormonios esterdides sexuais regularem o desenvolvimento, crescimento e funcionalidade da
prostata, eles também tém papel ativo no desenvolvimento e na progressdo de cancer nesse tecido
(Harkonen & Maikeld, 2004; Vihko et al., 2006). Analisando-se os efeitos sinérgicos entre
andrégenos e estrogenos constatou-se que esses ultimos podem aumentar a expressao de genes de
resposta a androgenos (Hiarkonen & Mikeld, 2004). Assim, o equilibrio entre esses dois hormonios
¢ importante, ndo apenas para a manutencao funcional da prostata, mas também para o surgimento e
o desenvolvimento de doencas (Risbridger et al., 2003).

Os andrégenos tém papel central na biologia da prostata, mas os estrogenos também
exercem funcgdes importantes para a homeostase da glandula. Os efeitos androgénicos em células
prostaticas-alvo resultam da interagdo do hormdnio com RA, sendo a producdo de androgenos
regulada pelo eixo hipotadlamo-hipofisiario-gonadal (Cunha et al., 2001). O principal andrégeno
circulante ¢ a T e as células de Leydig sao responsaveis pela produgdo de 95% desse esteroide ¢ a
supra-renal, de 5% (Hsing et al.,, 2002). A T ¢ sintetizada por acdo catalitica da enzima 17[-

hidroxiesterdide desidrogenase (17HSD) tipo 3 nas células de Leydig dos testiculos, a partir da
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Androstenediona (A-dione), sob controle de horménios da hipofise. Na prostata, esta mesma
conversao também acontece, porém por agao de outra enzima, a 17HSD tipo 5. Nas células basais
do epitélio prostatico, o precursor inativo dehidroepiandrosterona (DHEA) ¢ convertido a A-dione
pela 3 B-hidroxiesterdide desidrogenase (33-HSD) tipol e, entdo em T por agdo da enzima 17HSD
tipo 5. Na prostata, o hormdnio DHT é o andrégeno predominante, formado a partir de T por agdo
da enzima Soa-redutase. A T ¢ a DHT se ligam ao mesmo tipo de receptor — o RA, porém
desencadeiam distintas fungoes fisiologicas. A T regula a diferenciacdo sexual, além de manter as
fungdes sexuais ¢ a libido, ja a DHT tem papel fundamental durante a virilizagdo embrionaria
puberal, além de ser responsavel pela funcionalidade da prostata do individuo adulto (Soronen et
al., 2004).

Apesar de a prostata ser o principal alvo dos androgenos, ela também ¢é considerada
dependente de estrogenos, pois expressa receptores especificos de estrégenos (RE) alfa (REa) e
beta (REP) (McPherson et al., 2007; Oliveira et al, 2007b). O REfB assume um papel importante na
diferenciacdo e proliferagdo de células prostaticas, assim como também possibilita a modulagdo das
fases iniciais de carcinogénese da prostata e o desenvolvimento de cancer independente de
andrégenos (McPherson et al., 2007). Além de se ligar diretamente ao RA, a DHT pode também
agir indiretamente através de seu metabolito Sa-Androstane-3[3,17p-diol (3B-diol). Diferentemente
da DHT, este metabdlito se liga aos RE, especialmente ao REP, revelando que este produto
androgénico tem acdo intrinseca estrogénica. E notavel que a concentragio prostatica do 3p-diol é
100 vezes maior do que o estradiol, sugerindo, portanto, que ele pode ser o principal ligante do REf
nesta glandula (Oliveira et al., 2007b).

Os estrogenos regulam o desenvolvimento ¢ a fungdo da prostata em varios estagios da
vida do homem, através de mecanismos diretos ¢ indiretos (Cunha et al., 2001; Héarkonen &
Maikeld, 2004). O crescimento, a diferenciagdo e as funcdes da prostata sdo primariamente

controladas por androégenos, mas os estrogenos modulam estes efeitos de dois modos: a via mais
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importante ¢ a da regulagdo estrogénica indireta, que interfere na producdo de androégenos por
repressao do eixo hipotalamo-hipofise-gonadas. Outra via de regulacdo indireta por estrogeno € via
prolactina. Os estrégenos também tém efeitos diretos sobre a prostata, os quais podem ser
alcangados pela producdo local do hormoénio, através da aromatizagdo da T, por acdo especifica da
enzima aro (Hérkonen & Mékeld, 2004). Apesar da alta expressao de REP em tecidos de prostata
normais, a concentracdo de estradiol ¢ baixa, corroborando com dados de baixa expressdo da aro
aromatizagdo e¢/ou com a auséncia de producao de estrogeno (Oliveira et al., 2007b).

Na prostata, ha receptores de estrogenos nos fibroblastos, nas células epiteliais basais e
acinares e tanto o estrogeno quanto a DHT sdo capazes de diminuir a taxa de morte celular.
Aumento da concentra¢do sérica de estrogenos pode promover indiretamente o crescimento
prostatico, pelo aumento da producdo de fatores de crescimento. Os estrogenos induzem os
fibroblastos prostaticos a expressarem os receptores dos fatores de crescimento epidermal e o do
fibroblasto, aumentam os niveis de RA e estimulam as células epiteliais basais a produzirem fatores
de crescimento que agem nas células epiteliais (Droller, 1997). Huynh et al. (2001) sugerem que, in
vivo, os estrogenos podem induzir a proliferagdo das células epiteliais prostaticas de ratos de modo
autdcrino ou pardcrino. Ja em cdes, estrogenos causaram notavel estimulacdo do crescimento
prostatico (Rhodes et al., 2000).

A producdo localizada de hormoénios (Fig. 1) vem crescentemente adquirindo grande
importancia para o entendimento de algumas doengas, particularmente de tecido glandulares como
as mamas e a prostata, onde niveis androgénicos e/ou estrogénicos anormais podem promover o
desenvolvimento e a proliferagdo de tumores (Risbridger et al., 2003; Carruba, 2006). As
concentracdes intracelulares dos esterdides nos tecidos alvos sdo reguladas por biossintese e
metabolismo local desses hormoénios, altamente dependente de enzimas especificas metabolizadoras
de esteroides (Labrie et al., 2000; Carruba, 2006). O tecido prostatico conta com uma variedade de
enzimas esteroides-metabolizadoras, do tipo esterdides-sulfatases, que sdo requeridas para a

formagao local de androégenos e estrogenos ativados.

32



Tese de Doutorado: Inibi¢do da atividade das enzimas 5 alfa-redutase e Aromatase na prostata do gerbilo do Mongdlia

Lara Silvia Corradi

Como principal fonte para esta producdo hormonal local, os esterdides derivados da
supra-renal, como a DHEA e a sua forma sulfatada (DHEA-S) e A-diona, aparecem
abundantemente na circulagdo (Fig. 1) (Labrie et al., 2000; Vihko et al., 2006). Em humanos, a
continua formacdo dos hormonios esterdides sexuais a partir do DHEA, nos tecidos periféricos,
parece ter papel importante na manuteng@o de um funcionamento adequado da maioria dos tecidos.
Altos niveis de DHEA e DHEA-S circulantes se tornam fontes importantes de substrato para a
formagdo de androgenos e estrogenos. As concentragdes séricas de DHEA-S em homens e
mulheres adultas chegam a ser de 100 a 500 vezes maiores do que as de T, e de 1.000 a 10.000 mais
altas que as concentragoes séricas de estrogenos, gerando assim um grande reservatorio de substrato
para a conversdo local de androgenos e estrogenos (Labrie et al., 2000). Esses esteroides tornam-se
substratos nos tecidos periféricos e os hormoénios, a partir deles produzidos exercem suas a¢des nas
mesmas células onde a sintese aconteceu, sem que tenham sido necessarias liberagdo e dilui¢do dos
hormoénios ativados no espaco extracelular ou na circulagdo geral, modo este chamado de
intracrino. Portanto, esses esteroides-substratos provenientes da supra-renal acabam por regular, de
modo muito eficaz, a agdo dos androgenos e estrégenos ativos em nivel pré-receptor das células-
alvo (Vihko et al., 2006). Assim, a taxa de formacdo de cada hormoénio esterdide sexual depende da
atividade especifica de enzimas metabolizadoras de androgenos e estrogenos presentes nas células
de cada tecido (Labrie et al., 1993; 2000).

Alteragdes no padrdo de expressdo destas enzimas podem modificar a concentracio
intracelular dos esteroides sexuais, desempenhando papel pato-fisioldgico no desenvolvimento de
canceres associados aos hormoénios (Labrie et al., 2000; Soronen et al., 2004; Vihko et al., 2005).
No metabolismo de andrégenos e estrogenos, os produtos originados dessas reagdes enzimaticas
sdo fatores que influenciam o comportamento e a fisiologia de todo o aparelho reprodutor e tém
inameras implicagdes durante toda a vida do individuo (Lephart et al., 2001).

As enzimas responsaveis pela conversdo local de T em DHT e da aromatizacdo de T

em estrogeno, respectivamente a So-r € a aro, estdo presentes na fracdo microssomal celular e
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utilizam o NADPH durante a conversao dos substratos. As enzimas moduladoras do metabolismo
local dos hormonios esteroides e, conseqiientemente, da concentragdo dos esterdides ativos nos
tecidos periféricos incluem, além da aro e das So-r tipo 1 e tipo 2, as esterdides sulfatases, as
desidrogenases do tipo 3B-hidroxiesterdide desidrogenases (3B-HSDs), 3a-hidroxiesteroide
desidrogenases (3a-HSDs) e 17B-hidroxiesterdide desidrogenases (17B-HSDs), as sulfotranferases
e sulfatases (Fig. 1) (Soronen et al., 2004; Vihko et al., 2006).

A aro converte androgenos em estrogenos, preferencialmente, A-dione em estrona e a
T em 17p-estradiol. A 5o-r tipo 2 converte, preferencialmente, a A-dione em androstanediona ea T
em DHT, andrégeno muito potente e indispensavel para o organismo masculino (Alléra et al.,
2004). Expressoes e atividades alteradas desses tipos enzimaticos podem levar a um actimulo
diferencial de derivados ativos de hormoénios esterdides nos tecidos periféricos sendo, portanto,
importantes para predizer o impacto biologico que os hormdnios esterodides sexuais sintetizados
nesse local podem causar, além de revelarem seus papéis potenciais no desenvolvimento e

progressao tumoral (Carruba 2006).

5
—> .
DHEA — SaA-diol
3ﬁ-HSDl ’ lm—HSD
L5 2
A-dione - T ﬂ» DHT e SaA-dione
A
ml lA ro , ™ 5 38-HSD
1,7 3pHSD/ 3a-HSD 3a-HSD
E; < E,
24,10 3aA-diol —>2’5’1 ! androsterona
3BA-diol epiandrosterona

Figura 1. Metabolismo de esterdides no tecido prostatico. 1, 2, 4, 5, 7, 10, e 11 sdo diferentes tipos de 17HSD; E1,
estrona; E2, estradiol; Aro, Aromatase; A-dione, androstenediona; T, testosterona; DHEA, dehidroepiandrosterona; SotA-
diol, So-androstenediol; 5o.A-dione, Sa-androstanediona, So-r, So-reductase; DHT, dihydrotestosterona; 3BA-diol, So.-
androstane-3f, 17B3-diol; 30.A-diol, Sai-androstane-3a., 17a-diol; 33-HSD, 3B-hidroxi-esterdide deidrogenase.
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No metabolismo de androgenos e estrogénos, as 17HSDs catalizam as reacdes entre
compostos ativos de 17B-hidroxi-esterdide ¢ menos ativos de 17-ceto-esterdides. As enzimas
17HSD tipo 1 e tipo 2 pertencem a familia de proteinas desidrogenase/redutase. A 17HSD tipo 1 ¢
parte essencial da maquinaria de produgdo de estrogeno, ja que € responsavel pela reducdo da
estrona em estradiol. Na prostata humana, esta enzima aparece somente nas células uroepiteliais
(Soronen et al., 2004). A enzima 17HSD tipo 2 esta envolvida na inativa¢do do estradiol, da T e da
DHT. Este tipo enzimatico pode restringir o acesso de esteroides sexuais ativos na circulagdo e
proteger os tecidos-alvo da acdo hormonal da influéncia excessiva de hormonios, catalizando a
conversdao de androgenos e estrogenos em formas menos ativas. A atividade oxidativa da 17HSD
prostatica, detectada em células epiteliais em cultura, tem sido marcante quando comparada com
outros tecidos, uma vez que a 17HSD tipo 2 é expressa tanto em tumores benignos, quanto em
malignos da prostata, em maiores concentragdes no primeiro caso. Com base nestes dados, Soronen
et al. (2004) sugerem que a quantidade ativa de andrégeno nas células epiteliais prostaticas pode
diminuir por agdo local da 17HSD tipo 2 e assim, o balango de proliferacao celular seria alterado.
Uma vez que o metabolismo local de esterdides controla a biodisponibilidade das formas ativas
destes hormoénios na prostata, variagdes das enzimas metabolizadoras durante a progressdo do

cancer podem ser cruciais na regulagdo do crescimento e funcao da glandula.

A enzima So-redutase e a Finasterida

A So-r é uma enzima altamente lipofilica, presente nas membranas intracelulares,

principalmente no envoltorio nuclear das células basais e estromais (Steers, 2001). Existem duas

isoformas desta enzima nos humanos e nos ratos: o tipo 1 e o tipo 2. A Sa-r tipo 2 é encontrada,

predominantemente, na prostata e em outros tecidos genitais. A So.-r tipo 1, além de aparecer nas
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células secretoras da prostata humana é encontrada nos testiculos, na pele e em glandulas sebaceas.
Ambas isoformas sdo encontradas no figado (Iehlé et al., 1999).

Estas isoenzimas t€ém 50% de semelhanga nas seqiiéncias de aminoacidos e diferem
com relagdo a alguns fatores como: pH 6timo para a sua atividade (pH 5,5 para o tipo 1 ¢ pH 7,0
para o tipo 2), localiza¢do cromossdmica (o gene para o tipo 1 estd no cromossomo 5 e, para o tipo
2, no cromossomo 2), resposta a inibidores (Carson & Rittmaster, 2003) e formas de agdo (papel
catabolico para o tipo 1 e anabolico para o tipo 2) (Jenkins et al., 1992). Na HPB, a expressao do
RNAm de ambas isoenzimas esta ligeiramente aumentada, sugerindo uma ativa participagao da So.-
r na patologia e manutengao desta doenca (Iehlé et al., 1999).

A enzima So-r ¢ a responsavel pela conversdo de T em DHT, o que acentua a acdo
hormonal em tecidos que sdo andréogeno-dependentes, como a prostata (Huynh et al., 2001). A DHT
quando comparada com a T, ¢ de 5 a 10 vezes mais potente ¢ tem maior afinidade com os RA
(Rittmaster, 1994) além de ter papel importante na regulagdo do crescimento da glandula (Huynh et
al., 2001) e na estimulagdo da fungdo epitelial prostatica (Wright et al., 1996). A ligacdo da DHT ao
RA resulta em uma cascata de eventos necessarios para a formagéo dos fatores de sinalizagdo, tanto
para o crescimento quanto para a manutencao da fun¢do prostatica (Carson & Rittmater, 2003). Em
individuos adultos normais, a DHT, juntamente com outros andrégenos, contribui para a
manutencdo da homeostase entre os processos de proliferagdo e morte celular. Indiretamente, este
hormonio controla a expressdo e secrecdo de fatores de crescimento que modulam a proliferacao
celular. Do mesmo modo, a DHT afeta a atividade do fator de crescimento B, que modula a
apoptose (Carson & Rittmaster, 2003).

Em ratos, a Finasterida, que inibe de maneira irreversivel a Sa-r tipo 2 e reversivel da
Sa-r tipo 1, age impedindo a conversao de T em DHT, mas néo afeta a ligagdo da DHT ao seu RA
(Rittmaster, 1994; Azzolina et al., 1997). Esta droga ¢ capaz de inibir de 80 a 90% a So.-r tipo 2 na

prostata e reduzir o tamanho da glandula de 20 a 30%. Os niveis séricos de T sdo ligeiramente
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elevados em homens e animais ap6s a administracao de Finasterida, enquanto que os niveis de DHT
diminuem de 70% a 80%. A inabilidade da Finasterida em bloquear, de modo eficiente, as duas
formas da enzima 5a-r, justifica os 20% de DHT sérica convertida pela Sa-r tipo 1, fracamente
inibida pela Finasterida (Steers, 2001). Dutasteride, inibidor da enzima 5o-r tipo 1 ¢ 2, tem se
revelado eficiente na supressdo sérica da DHT, apesar de ndo aumentar de modo reciproco a
concentracdo de T intraprostatica (Wurzel et al., 2007).

A inibi¢do da Sa-r ¢é freqiientemente comparada com a castragdo, porém ha diferencas
importantes entre elas. Enquanto a concentragdo de T ¢ DHT na prostata sdo reduzidas pela
castragdo, com a inibicdo enzimatica a concentracdo de T intraprostatica aumenta. A castragdo
reduz somente a fonte testicular de androgenos, o inibidor enzimatico bloqueia a producdo de DHT
tanto da supra-renal, quanto de precursores gonadais. A Finasterida reduz mais a concentracao
intraprostatica de DHT do que a castragdo, mas o consequente aumento de T intraprostatica
enfraquece os efeitos fisiologicos da diminuicdo da DHT (Geller, 1990). Além disso, altas
concentracdes de T podem interagir com RA similarmente a DHT (Grino et al., 1990; Lin et al.,
1993). A inibicdo da So-r em ratos causa menos morte celular, quando comparada com a castracao.
O aumento na concentragdo do Antigeno Prostatico Especifico (Prostatic Specific Antigen-PSA) no
tecido prostatico humano é maior com a inibigdo da Sa-r do que com a castragdo cirurgica,
sugerindo que os elevados niveis intraprostaticos de T evitam a supressdo da fungdo da célula
epitelial na prostata, fonte de PSA (Rittmaster, 1994), mesmo com o epitélio glandular sofrendo
atrofia ap6s o uso de Finasterida (Carson & Rittmaster, 2003).

Para o tratamento da HPB, a Finasterida tem se mostrado eficiente em reduzir o
volume prostatico, aumentar o fluxo urinario, melhorar os sintomas, e deter a progressao da doenga
(Harris & Kozarich, 1997). Com a administracdo da Finasterida para cdes com HPB, os
componentes epiteliais e estromais prostaticos sofreram significativa reducao, houve aumento da

propor¢do de estradiol em relacdo ao total de andréogeno e o numero de células apoptoticas
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aumentou somente no inicio do tratamento (Shibata et al., 2001). Para estes autores, a alta
concentracdo de T intraprostatica, induzida pelo bloqueio da enzima Sa-r, provocou maior
aromatizagdo, resultando no aumento observado de estradiol. Este aumento poderia teoricamente
inibir a apoptose e, potencialmente, induzir o crescimento proliferativo da prostata.

Corradi et al. (2004) notaram que a prostata de gerbilos adultos tratados por dez dias
com Finasterida mostrou-se reduzida e com os componentes epiteliais e estromais intensamente
reorganizados. As fibras de colageno e as reticulares acumularam-se na base do epitélio e
assumiram fendtipos bastante diferentes aos presentes nos animais controle. Os autores concluiram
que este acimulo de colageno, além de o aumento da substancia granular amorfa do compartimento
estromal relacionam-se, provavelmente, com a metabolizagdo de estrogenos a partir da elevada
concentracdo de T intraprostatica depois do tratamento com a Finasterida, como Geller (1990) e
Shibata et al. (2001) demostraram previamente. A quantidade de fibras colagenas parece ser oposta
ao crescimento prostatico, assumindo papel limitante de crescimento (Nakada et al., 1994;
Vilamaior et al., 2000), além de ser sabido que elevada propor¢do entre estradiol ¢ DHT pode
resultar na proliferacdo ndo somente de fibras colagenas, mas também de proteinas ndo colagénicas

e elasticas (Nakada et al., 1994).

A enzima Aromatase e o Letrozol

Em homens, a producdo diaria de estradiol ¢ de 40-50 pg, dos quais apenas 5-10 g
sdo provenientes diretamente da secregdo testicular. A maior parte dos estrégenos ¢ derivada da
aromatizagdo de T, pela enzima aro, também chamada de estrogeno-sintetase, nos tecidos adiposos,
no figado e também na préstata (Harada et al., 1999; Ekman, 2000). A producdo de estrégenos,
tanto intratesticular quanto extragonadal, tem grande importincia fisiologica para a vida adulta dos
homens: as células de Leydig e as células da linhagem germinativa, em varios estagios, produzem

estrogenos, o que ¢ fundamental para a espermatogénese; nos 0ssos, a producao destes hormonios
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parece ser vital para a manutencao da mineralizagdo dssea e a prevencdo de osteoporose (Simpson,
2000).

Os hormonios estrogénicos influenciam a estrutura e funcionalidade da prostata, pois
podem aumentar a expressdo de genes de respostas a androgenos. Além disso, estes hormdnios
também podem estar envolvidos com o controle da proliferacdo celular e carcinogénese prostaticos
(Harkonen & Mikeld, 2004). Niveis basais de estrogenos parecem ser essenciais para o
funcionamento gonadal. Em contraste, os efeitos inibitérios deste hormonio em homens somente
sdo visiveis em niveis usualmente alcangado nas mulheres. Assim, os estrogenos ndo aparecem
apenas como hormoénios femininos, mas também como esteroides essenciais para o balango
endocrino nos homens, com um limiar de agdo aparentemente diferente nos dois sexos. Além disso,
como a DHT ¢ o efetor final de T, os estrogenos podem ainda ser considerados em algumas
circunstancias como um efetor alternativo da agdo androgénica (Séralini & Moslemi, 2001).

O desenvolvimento da prdstata ¢ particularmente sensivel ao aumento dos niveis
endogenos e/ou exogenos de estrogenos. O tratamento prolongado de roedores adultos com
estrogenos combinados com androgenos provoca hiperplasia epitelial, displasia e adenocarcinoma
na prostata. Recentes estudos tém mostrado que a inibigdo direta da agdo estrogénica nos tecidos da
prostata pode ser uma nova estratégia para a quimioprevencdo ou terapia do cancer prostatico. Na
préstata normal, os estrogenos parecem agir de modo sinérgico aos androgenos. Caes castrados,
quando tratados com androgenos, apresentaram crescimento e normalizacdo das fungdes
prostaticas; porém, com a adicdo de estrégeno, os animais desenvolveram HPB. Contudo, isto
somente ocorreu quando DHT foi administrada para estimular o crescimento da prostata e ndo
enquanto a T foi administrada sozinha (Ekman, 2002). Estudos experimentais tém enfatizado o
papel potencial dos estrogenos frente a HPB e sugerido que os efeitos relacionados aos estrogenos
poderiam ser claramente antagonizados pelo tratamento simultaneo com inibidores da aro (Ito et al,

2000).
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Considerando-se toda a fisiologia das células sensiveis a hormonios esterdides, a
propor¢do entre androgenos e estrogenos parece ser mais importante que a agdo isolada destes
hormonios (Séralini & Moslemi, 2001). Esta propor¢ao ¢ controlada pela atividade da enzima aro,
expressa pelo gene CYP19, sendo composta por uma flavoproteina (NADHP) e pelo citocromo
P450 (Kamat et al., 2002). Na prostata normal, a aro é expressa no compartimento estromal,
enquanto que as células epiteliais ndo a apresentam. Porém, a atividade desta enzima foi detectada
em células epiteliais de tecidos prostaticos malignos, bem como em linhagens celulares de tumor de
préstata humana, indicando inducdo da expressdo do gene com o inicio e/ou progressdo da
malignidade (Risbridger et al., 2003).

O processo de aromatizagdo ocorre no reticulo endoplasmatico das células que
expressam a aro, no qual os androgenos sdo convertidos em estrogenos, através de reagdo de
oxidacdo. Os substratos utilizados pela aro sdo a A-dione e a T, que sdo hormoénios que possuem
um anel aromadtico insaturado em suas moléculas. A T ¢ diretamente convertida em estradiol nos
tecidos periféricos, enquanto a conversao da A-dione produz a estrona, que ¢ um hormonio
fisiologicamente mais fraco do que o estradiol (Bulun et al., 2001). Durante a reagdo, um grupo
metil do substrato é perdido como acido férmico, o que provoca a aromatiza¢ao do anel aromatico
do andrégeno, formando uma estrutura com anel fendlico, que resulta na formacdo do estrogeno
(Kamat et al., 2002). Oliveira et al (2007b) afirmam que as concentragdes da aro e estradiol na
prostata sdo baixas e assim, o estradiol pode nio ser o Unico a exercer fungdo na prostata, ja que é
sabido que a DHT pode ser metabolizada em Sa-androstane-3f3,17B-diol, horménio que se liga ao
REP, mas ndo ao RA.

A atividade normal da aro pode ser alterada em casos de patologias, como por
exemplo, nos carcinomas de mama e endometrioses, que ocorrem com mais freqiiéncia em
mulheres no periodo de pés-menopausa. Nestes casos ocorre uma aberrante expressdo da aro, que
ira converter grande parte dos androgenos em estrogenos. Isto representa grande risco para o

organismo feminino, uma vez que o crescimento do tecido tumoral ¢ dependente de estrogenos
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(Bulun et al., 2001). A supressao da biossintese de estrogenos nos tecidos periféricos, assim como
no canceroso pode ser alcangada pela inibigdo especifica da aro, o que vém sendo realizado pelo
tratamento terapéutico com substincias inibidoras capazes de se ligar ao sitio ativo da enzima,
impedindo que esta se ligue aos androgenos (Pouget, et al., 2002). Atualmente existem dois tipos
principais de inibidores: os esteroidais e os nao esteroidais (Séraline & Moslerni, 2001).

Os inibidores estereoidais, como o Formestane (4-hydroxiandrostenediona), sdo
especificos e uma forma de substrato analogo ao substrato androgeno. Essa classe de moléculas
inibidoras liga-se irreversivelmente ao sitio ativo da aro, comportando-se como um inibidor suicida
que exerce agdo prolongada sobre a enzima (Séraline & Moslerni, 2001). Os inibidores nao
esteroidais interagem competitivamente com o grupo heme do citocromo P450, componente da aro
e os inibidores de terceira geracao desta natureza, como o Letrozol sdo mais potentes, melhor
tolerados e mais seletivos. Este inibidor é de rapida e completa absor¢do depois de administrado
oralmente e ¢ um potente inibidor de Aromatases de diferentes fontes (Haynes et al., 2003). O
Letrozol e o Anastrozol sdo mais eficientes que o anti-estrogeno Tamoxifeno e o Faslodex na
reducdo do crescimento de tumores de camundongos (Séraline & Moslerni, 2001).

Com bases experimentais, o papel potencial dos estrogenos frente a HPB ¢ enfatizado
e sugere-se que os efeitos relacionados aos estrogenos podem ser claramente antagonizados pelo
tratamento simultaneo com inibidores da aro (Ito et al., 2000). McPherson et al. (2001), estudando
camundongos knockout para a enzima aro, verificaram aumento significativo da T, da DHT e de
prolactina, com concomitante super-regulacdo de RA nas células epiteliais prostaticas, culminando
em hiperplasia de toda a glandula. A diminui¢@o na ativacdo da T e DHT e o aumento da producao
de metabolitos estrogé€nicos no epitélio prostatico poderiam aumentar a proliferacdo das células e,
portanto, desregular o crescimento prostatico, o que comprovaria a quebra na homeostase da
interagdo epitélio/estroma (Soronen et al., 2004).

Experimentos clinicos e avaliagdes endocrinas de homens que apresentam mutagdes

nos genes que codificam a aro ou os RE mostram que deficiéncias nestes hormoénios, tanto
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induzidas quanto ocorridas naturalmente, resultam em elevagdes cronicas das gonadotrofinas no
plasma. Esta observacdo, que ¢ indicativa de uma interrup¢do no feedback negativo, deixa poucas
duvidas de que os estrogenos sdo cruciais para o controle da secrecdo das gonadotrofinas nos
homens (Roselli & Resko, 2001). A prostata sintetiza estrogenos via expressdo local da aro.
Quando em malignidade, ha alteragdes no local celular de expressdo da aro e postula-se que estas
mudangas sejam importantes no aparecimento ou progressao do cancer de prostata de modo

semelhante ao cancer de mama (Risbridger et al., 2003).

A Associagcdo de Inibidores Enzimdticos

Apesar dos androgenos e estrogenos separadamente serem capazes de alterar o
crescimento normal da prostata, individualmente eles ndo induzem malignidade a glandula. Porém
quando combinados, podem desencadear displasias, pré-malignidade e malignidade nas células
prostaticas. Assim, o equilibrio entre estes dois hormoénios € critico, ndo apenas para a manutengao
funcional da glandula, mas também para o desenvolvimento de doencas (Risbridger et al., 2003).
Rivas et al. (2002) sugerem que ¢ o balanco na acdo de androgenos e estrogenos, em vez de seus
niveis absolutos, que tem importancia fundamental na determinacdo do desenvolvimento normal e
anormal de algumas regides do trato reprodutivo masculino, ja que observaram que reducao da agao
androgénica sensibilizou o trato reprodutivo ao estrogeno. Ha na literatura casos que revelam o
papel e a importancia do balango androgeno/estrogeno, como por exemplo, a ginecomastia em
homens, que pode ser induzida ou por aumento dos niveis estrogénicos ou por diminui¢do dos
niveis de androgenos, uma vez que em qualquer das situagdes o equilibrio androgeno/estrogeno é
alterado em favor dos estrégenos. Outro exemplo pode ser visto com a estrutura e crescimento
prostatico anormal, induzido por tratamento neonatal com estrogenos e, neste caso, hd o

envolvimento de ac¢des alteradas de androgenos e estrogenos (Rivas et al., 2002).
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Estudos com a associagdo de inibidores das enzimas So-r ¢ da aro (Fig. 2) tém sido
realizados para se analisar as mudangas e oscilagdes hormonais, seu impacto na fisiologia da
prostata e para se compreender os papéis destas enzimas nas doengas prostaticas (Suzuki et al.,
1998; Negri-Cesi et al., 1998, 1999; Cunha et al., 2001; Risbridger et al., 2003). Tobin and Canny
(1998) utilizaram bloqueadores enzimaticos da So-r e da aro para assegurar a importdncia da
metabolizacdo de T e seus efeitos biologicos, que podem ser mediados indiretamente pela DHT e
estradiol. Suzuki et al. (1998) observaram que com a inibicdo da 5a-r e da aro, pela Finasterida e
Arimidez, respectivamente, houve aumento no volume prostatico e testicular de cdes. Huynh et al.
(2001) mostraram que o anti-estrogeno ICI182,780 agiu sinergicamente a Finasterida quando
administrados juntos, provocando redugdo no peso prostatico e na biodisponibilidade de fatores de

crescimento tipo insulina.

DHEA SaA-diol
: —> Sar .
A-dione T » DHT » SaA-dione
Arol l Aro @
—>
E] E2
3aA-diol 3  androsterona
3pA-diol epiandrosterona

Figura 2. Acdo dos inibidores enzimaticos Finasterida (Fin) e Letrozol (Let), respectivos bloqueadores da Sa-redutase
(50.-r) e da Aromatase (Aro), nos tecidos prostaticos.

Estudos baseados na privagdo androgénica t€ém mostrado que a sintese e organizagao
dos componentes da MEC, juntamente com as CML e os fibroblastos, também apresentam

respostas adaptativas a diversas situagdes hormonais sendo, em grande parte portanto, estas repostas
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moduladas por androgenos e/ou estrogenos (Vilamaior et al., 2000, 2005; Corradi et al., 2004;
Pegorin de Campos et al., 2006). Shibata et al (2001) e Corradi et al. (2004), notaram um novo
microambiente estromal, respectivamente, na prostata de cldes e gerbilos adultos depois do
tratamento com Finasterida. Corradi et al. (2004) observaram que o compartimento estromal desses
animais mostrou-se intensa e diferentemente remodelado. Para esses autores, os resultados
asseguram que o bloqueio da atividade enzimatica afetou as interagdes homeostaticas entre epitélio
e estroma, o que pode estar criticamente envolvido com alteragdes hormonais. O abundante
acumulo de colageno no estroma provavelmente relaciona-se com a metabolizagdo de estrogenos da
concentracdo aumentada de T intraprostatica depois do tratamento com a referida droga.
Semelhantes respostas adaptativas do compartimento epitelial prostatico foram observadas em ratos
castrados cirurgicamente (Vilamaior et al., 2000, 2005).

Experimentalmente, a terapia estrogénica em animais da espécie Cavia porcellus
provocou aumento nos elementos do estroma prostatico, principalmente das fibras colagenas, das
ndo colagénicas e de elastina, enquanto os componentes epiteliais regrediram (Scarano et al, 2004).
A exposicdo pré-natal de ratos e camundongos a altas ou baixas doses de estrogenos induz
imprinting da prostata associado aos efeitos de proliferacdo epitelial, expressio de RA e RE,
inflamac¢do ¢ mudangas epiteliais displasicas. Portanto, torna-se compreensivel que a prostata
humana com inflamagao cronica pode ser reflexo de reagdo autoimune causada, pelo menos em
parte, por estrogenos (De Marzo et al., 2007). O tratamento prolongado de roedores adultos com
estrogenos e androgenos combinados provoca hiperplasia epitelial, displasia e adenocarcinoma de
prostata. Pesquisas recentes mostram que a inibicdo direta da agdo estrogénica nos tecidos da
prostata pode ser uma nova estratégia para a quimioprevencdo ou terapia do cancer prostatico
(Soronen, et al., 2004; McPherson et al., 2007).

Enquanto a associacdo dos hormonios esterdides com o cancer de prostata ¢ sustentada
por evidéncias bioldgicas, estudos epidemioldgicos t€m mostrado dados inconclusivos. As

pesquisas analiticas em que se avaliam as relacdes entre o risco de cancer de prostata com as
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concentracdes hormonais séricas em individuos com cancer de prostata também mostram dados
inconsistentes (Hsing & Devesa, 2001). O balango entre as concentra¢des de androgenos e
estrogenos nos tecidos periféricos pode diferir significativamente do encontrado no plasma
sanguineo. Embora os niveis séricos de T revelem-se mais de 90% reduzidos depois da castracio, a
taxa androgénica na prostata fica somente de 50 a 60% menor no tecido com cancer, sugerindo
assim, a importancia da produgdo hormonal in sifu no cancer prostatico (Risbridger et al., 2003;
Mizokami et al., 2004). Em contraste, com base em dados epidemiolédgicos, fica claro que ndo ha
grandes diferencgas entre as concentragcdes hormonais encontradas no sangue de homens sadios e
naqueles diagnosticados com céncer prostatico (Carruba, 2006). A concentrag@o intraprostatica de
DHT e T foram maiores do que as séricas em 62% dos casos de cancer prostatico e em 89%
daqueles com HPB analisados (Heracek et al., 2007). Wuzel et al. (2007), porém, constaram que a
utilizagdo de Dudasterida, inibidor de ambos os tipos de enzimas Sa.-r, levou a uma quase completa
supressao de DHT sérica e intraprostatica em homens com HPB. Apesar destas incoeréncias
justificarem, pelo menos em parte, os desencontros dos dados entre a ligacdo do risco de cancer de
prostata com os androgenos séricos, uma questdo importante prevalece: Qual o grau de associagdo
entre os niveis dos hormonios esterdides circulantes e suas respectivas concentragoes
intraprostaticas?

O estudo das oscilagdes hormonais decorrentes do bloqueio das enzimas
metabolizadoras de esteroides no tecido prostatico e das acdes locais de T, da DHT, do estradiol sdo
imprescindiveis para que se esclaregam as reacdes e respostas que causam lesdes prostaticas. Um
completo entendimento das a¢des hormonais em seus respectivos alvos necessita que se determine
o mecanismo pelo qual o estroma e o epitélio normalmente se comunicam entre si € como esse
padrao de comunicacdo ¢ alterado pelos hormdnios (Cunha et al., 2004a). A elucidacdo dos papéis
das enzimas 5a-r € aro na morfologia e fisiologia prostatica, principalmente com relagdo as
alteragOes fenotipicas celulares e reorganizacdo estrutural do compartimento estromal torna-se cada

vez mais necessaria a fim de se buscar um melhor entendimento das oscilagdes hormonais que
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acontecem na prostata. O estabelecimento de modelos experimentais para o estudo das relagdes
entre epitélio e estroma e o conhecimento dos componentes celulares e macromoleculares da
préstata tornam-se instrumentos muito importantes para o entendimento do desenvolvimento, da
estrutura ¢ da fisiologia desta glandula. Ainda ha muitos passos nesse processo para serem
investigados ¢ esclarecidos, principalmente sobre a agdo do bloqueio destas enzimas
metabolizadoras da DHT e de estradiol. Assim, a interrclacdo da sintese local dos hormoénios
esterdides e da acdo combinada dos estrogenos e androgenos na prostata com a manutencdo da
homeostase entre epitélio e estroma torna-se fundamental para o esclarecimento e entendimento da

biologia dessa glandula e das causas das suas afeccdes.
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valiar, por métodos histoquimicos, imuno-histoquimicos e ultra-estruturais, as
alteragdes ocorridas na prostata de gerbilos em diferentes idades, apos a inibi¢do da
atividade das enzimas Salfa-redutase e Aromatase visando obter maior
esclarecimento das respostas celulares em diferentes situagcdes hormonais, além de se verificar o
papel destas enzimas no controle da biodisponibilidade de hormoénios ativos na prostata. Estabelecer
associagdes entre o padrdo fenotipico e sinalizador das células epiteliais e dos componentes da

matriz extracelular da prostata frente aos novos microambientes hormonais.
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Artigo 1.

5-alpha reductase and aromatase suppression change the intraprostatic cellular scenario and

hormonal environment of gerbils at different postnatal ages
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Abstract

In the prostate, androgens play a central role in its biology but estrogens also affect growth
and differentiation of the gland. Prostate tissue contains a numerous of steroid-metabolizing
enzymes required for the local formation of active androgens and estrogens, as the 5-alpha
reductase (5a-r) and Aromatase (aro), respectively. In this gland, testosterone is converted to
dihydrotestosterone by the 5a-r and the aro provides an alternative pathway for the metabolism of
testosterone to estradiol. Since local steroid metabolism controls the bioavailability of active
steroids hormones in the prostate, the aim of this study, therefore, was to elucidate the differential
roles and actions of these intraprostatic steroids hormones and to investigate what the absence of
these enzymes provoke to the regulation of the growth and function of the prostate during the post-
natal development. Data obtained after the enzymatic dual inhibition with Finasteride plus
Letrozole demonstrated a marked remodeling of epithelial and stromal compartments in the early
and late stages of post-treatment period. In the early stage analyses, the ventral prostate of the adult
and old gerbils decreased, whereas it increased in the youngs. Surprisingly, the estradiol levels
increased in animals of all ages after the administration of Letrozole. Concluding, it seems that
testosterone and estradiol have synergic effects within the prostate. It is evident that the balance
between androgens and estrogens action, rather than the absolute levels of either hormone, may be
of fundamental importance in determining normal or abnormal development and maintenance of the
prostate. The blockade of the steroid-metabolizing enzymes provided an important novel tool to
study the relationship between sex steroids and reorganization in normal physiology and diseases of

this gland.

Keywords: ventral prostate, 5-alpha reductase, aromatase, stroma, epithelium, gerbil
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Introduction

The balance between androgens and estrogens in individual target tissues may differ
significantly from that found in plasma, once those circulating steroids hormones can be locally
transformed into activated forms (Labrie et al., 2000; Risbridger et al., 2003; Carruba, 2006). In
particular, the assessment of local synthesis and metabolism of sex steroids has become increasingly
important in the understanding of glandular cancer as breast and prostate, also because abnormal
levels of estradiol and/or estrone and, especially, of some of their hydroxylated derivatives have
been implicated in tumor development and progression (Oliveira et al., 2007; Carruba; 2007).
Intracellular sex steroids concentrations in steroid target tissue are regulated by serum concentration
of steroids and by local sex steroid biosynthesis and metabolism.

Prostate tissue contains a variety of steroid metabolizing enzymes required for local
formation of active androgens and estrogens from precursor steroids provided by the adrenals, as
the 5a-reductase (Sa-r) and the Aromatase (Aro) (Soronen et al., 2004; Vihko et al., 2005; 2006.
The enzymes 5a-r and Aro are considered to play important roles as local regulators of androgens
and estrogens within normal and abnormal prostatic tissue (Nakamura et al., 2005) and the products
originated of these enzymatic reactions are factors that influence the behavior and physiology of the
reproductive system and have innumerable implications during all the life of the individual (Lephart
et al., 2001 and Soronen, et al., 2004).

In the prostate, circulating androgen, testosterone (T) is converted to
dihydrotestosterone (DHT), which is five to ten times more potent than T (Bruschovsky and
Wilson, 1999; Ekman, 2000, Steers, 2001). The action of two types of So-r isozymes (type 1 and
type 2) is responsible for the local conversion of T into DHT in both prostate and several other
androgen target tissues Hsing et al., 2002; Yuan-Shan, 2005). Even though DHT acts mainly on the
epithelium, up to 90% of conversion T to DHT occurs in the prostatic stromal and basal cells
(Steers, 2001), after which DHT is transferred to the epithelium as part of the stromal-epithelial

interactions (Ekman, 2000). Therefore, So-r plays a key role in DHT-mediated effects in the
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prostatic gland. Study of 5a-r in the prostate has resulted in the development of drugs, such as
Finasteride, an efficient So-r type 2 inhibitor, which has been used clinically for controlling
symptoms of benign prostatic hyperplasia (BPH) (Steers, 2001). Azzolina and collegues (1997)
proposed that Finasteride action happens differently between rats So-r type 1 and type 2, which is a
reversible inhibition of type 1 and time-dependent and irreversible the Sa-r type 2 inhibition. The
use of Finasteride and the consequently inhibition of these enzyme provoked striking prostatic
epithelial and stromal changes in the ventral prostate of adult gerbil, probably a result of the
imbalance of the homeostatic interaction between the epithelium and the underlying stroma
(Corradi et al., 2004).

Although prostate is one of the major targets for DHT, this gland is also recognized as a
nonclassical target for estrogen as it expresses both types of estrogen receptors (ER), especially
ERbeta (Oliveira et al., 2007). An alternative pathway for the metabolism of T to estradiol is the
local prostatic estrogen production, which depends on Aro enzyme, implying that androgen
aromatization may be in part responsible for androgen action in nontumoral and malignant prostate
(Hérkonen & Mikeld, 2004). Estradiol level in stroma of BPH increases with age, and this increase
was associated with an elevated expression of Aro enzymes in prostatic stromal cells through the
production of prostaglandin in a paracrine mechanism. (Wu et al., 2007). Aromatase inhibitors
ushered in a new era in hormone ablation therapy for estrogen dependent cancers, and have paved
the way for similar strategies that combat androgen dependent prostate cancer (Bruno and Njar,
2007). Therapy with the non-steroidal Letrozole provokes the inhibition of aromatase enzyme
activity, thereby blocking the conversion of T into estrogen. The action of this drug promotes an
additional increase of circulating androgen levels and, consequently, an estradiol decline
(Risbridger et al. 2003).

Although androgens and estrogens are each separately capable of altering the normal
growth of the prostate, individually they do not induce prostatic malignancy (Risbridger et al.,

2003). However, it has been shown that the combination of these two sex steroids hormones can
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induce dysplasia, premaligmant and malignant changes to the prostatic cells, as previously
described (Wang & Wong, 1998; Wang et al., 2000, 2001; Hayward et al., 2001). Rivas et al.
(2002) suggest that the balance in action between androgens and estrogens rather than their absolute
levels, may be of fundamental meaning to the normal and abnormal developmental of some regions
of the male reproductive tracts, since a decrease of androgenic action sensitizes these tissues to the
estrogens. In this regard, these finding is of outmost importance, since it underpins the concept that
local steroid formation and metabolism is crucial to determine the overall biological impact of
steroid hormones in individual target normal and abnormal prostate cells (Carruba, 2007).

The Mongolian gerbil (Meriones unguiculatus) is a rodent known for its suitability for
laboratory use since the 1960s (Corradi et al., 2004). The usefulness of this animal in biomedical
research has been recognized in diversified areas, beside morphology (Santos et al., 2003; Custddio
et al. 2004; Corradi et al., 2004; Scarano et al., 2006; Goes et al., 2007), and more recently, gerbil
has also been suggested as a suitable model for studies on mammalian aging (Pegorin de Campos et
al., 2006). The gerbil prostate has compact lobes, similar to those of the human prostate, but unlike
those of rats and mice, which have distinct lobes (Price 1963; Pinheiro et al. 2003; Gobes et al.
2007).

It is evident that the balance between androgens and estrogens action, rather than the
absolute levels of either hormone, may be of fundamental importance in determining normal or
abnormal development and maintenance of the prostate. The blockade of these steroid-metabolizing
enzymes associated with a good experimental animal model provided important novel tools to study

the relationship between sex steroids hormones and the normal and/or abnormal prostate gland.
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Materials and Methods
Animals

Male gerbils (Meriones unguiculatus, Gerbilinae, Criscetidae), 100 young (48 days),
100 adults (112 days), and 100 old (78 weeks) were housed under controlled conditions of
temperature (25°C), relative humidity (40-70%) and lighting (12-h light, 12-h dark cycle), and
allowed free access to standard chow and water. Animal care was performed according to the
ethical guidelines of the Commission for Ethics in Animal Experimentation (CEEA) at the
Campinas State University - UNICAMP, Sao Paulo, Brazil (process Nr 1236-1), following the
Guide for Care and Use of Laboratory Animals (NIH). The experiments were realized in the
Microscopy and Microanalysis Laboratory, Department of Biology, IBILCE, Sdo Paulo State

University, Sao José do Rio Preto, Sao Paulo, Brazil.

Experimental design

The animals received orally, for 30 consecutives days, Finasteride - Sa-r inhibitor
(Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri; 10mg/kg per day in 0.1ml corn oil), based on the results
previously detected by Corradi and co-workers (2004) and Letrozole - Aro inhibitor (Femara,
Novartis-Pharma, Basileia, Swiss; 1 mg/kg per day in 0.1 ml corn oil), as described by Tobin and
Canny (1998) and Santos and colleagues (2007). As control groups, some animals were persevered
intact, while others received only the vehicle, during the same treatments period. The animals’
sacrifice occurred 1, 7, 14, and 21 days after the end of the period of drugs administration and these
four stages of analyzes were named as Early Phase, referring to 1 and 7 days after the end of drugs
treatment period and Late Phase, representing the two last stages of animals’ sacrifices. Five gerbils
of experimental and control groups were used in each post-treatment stage. After being anesthetized
by CO2 inhalation, the animals were weighed and immediately decapitated. Blood samples were
collected for serological analysis, and the prostatic complex was dissected out, weighed, and fixed

according to various protocols as specified by Corradi and colleagues (2004, 2007).
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Serum hormone assay

Circulating plasma testosterone and estradiol levels were determined by
immunochemical assays. Plasma was separated by centrifugation and stored at —20°C for
subsequent assays. Measurements were performed in triplicate in automated equipment (Vitros-ECi,
Johnson & Johnson) for ultrasensitive chemiluminescence detection. Sensitivity was 0.1-150 ng/ml
for testosterone and 0.1-3.814 pg/ml for estradiol. Intra-assay variations were 1% and 1.1%, and

interassay variations were 2.1% and 1.5% for testosterone and estradiol, respectively.

Structural analysis

In each stage of the pos-treatment period, entire prostate was dissected out, weighted
and only the ventral lobe was fixed by immersion in Karnovsky fixative (5% parformaldehyde,
2.5% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2) for 24 h. After fixation, the tissues were
washed with running tap water, dehydrated in an ethanol series, and embedded in glycol
methacrylate resin (Leica historesin embedding kit, Leica, Nussloch, Germany) and sectioned at 3
um on a Leica automatic rotatory microtome (Leica RM2155, Nussloch, Germany). Histochemical
sections were subjected to Hematoxylin-Eosin staining for general studies. Microscopic analyses
were performed on Zeiss-Jenaval or Olympus photomicroscopes, and the microscopic fields were

digitilized using the Image-Pro®Plus version 4.5 for Windows™ software.

Ultra-structural analysis

Prostate ventral lobes fragments were minced into small pieces and fixed by immersion
with 3% glutaraldehyde plus 0.25% tannic acid solution in Millonig’s buffer, pH 7.3, containing
0.54% glucose during 24 hours (Cotta-Pereira, 1976). After washing with the same buffer, samples
were post-fixed with 1% osmium tetroxide for 1 hour, washed in buffer, dehydrated in graded
acetone series, and embedded in Araldite resin. Ultrathin sections (50-75nm) were cut using a

diamond knife and stained with 2% alcoholic uranyl acetate for 30 min and followed by 2% lead
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citrate in sodium hydroxide for 10 min. Samples were evaluated by electron microscopy using a

LEO — Zeiss 906 Transmission Electron Microscope operating at 80 Kv.

Statistical analysis
All statistical analyses were performed with Statistica 6.0 software (StatSoft). The
ANOVA and Tukey honest significant difference (HSD) tests were applied and P<0.05 was

considered statistically significant.

Results

In each group of post-development age analyzed, the prostate of animals which
received only corn oil did not present either morphological or biometrics results significantly
different from that of intact animals. Thus, the results obtained in these two groups were reunited all

together as Control.

Body and prostatic complex weight

Tables I, II and III shows the variation in body and prostatic complex weights of young,
adult and old animals, respectively. When comparing the young experimental groups to the young
control group, no significant alterations could be noted in the Early Phase of analyses, except the
animals’ body weight of Finasteride+Letrozole observed 7 days after the end of treatment period.
The relative weight of the young prostatic complex showed an increase of 15.7% and 9.7%,
respectively, 1 day after the end of Letrozole and Finasteride+Letrozole treatments periods. On the
other hand, in the Late Phase of analyses, significant biometrics modifications happened. The adult
animals presented significant changes of the biometrical parameters analyzed in both Early and Late
Phases. The same result could be noted in the old animals, but the prostate complex weight checked
into 1 and 7 days after the end of treatments did not have significant modifications. The prostatic

complex relative weight of the old animals which received Letrozole was increased 9.7% and 7.9%,
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respectively, 1 and 21 days after the end of treatment periods. The comparations among each stage
of post-treatment period were different than the above cited, pointing less significant alterations, as

showed in tables I, II and III.

Serum hormone assay

Serum steroid hormone levels are shown in Figure 1. Comparing the treatments, in the
young animals, testosterone and estradiol levels were significantly (P<0.05) higher in both stages of
Early phase analyzed in Finasteride, Letrozole and Finasteride+Letrozole groups, however no
significant alterations occurred later. After Finasteride+Letrozole treatment, the serologic levels of
testosterone were about 2.63 times higher than those observed in control group, reaching
170.2£19.1 ng/ml within 21 days following cessation of treatment. Oscillations were observed in
the adult serologic levels of testosterone and estradiol in the different treatments. The only adult
seric level of testosterone statistically significant was noted 21 days in the post-treatment period,
although being higher in Finasteride and Finasteride+Letrozole groups. However, estradiol seric
levels were statistically significant 7 and 14 days after the end of drugs’ administration. In the old
animals, the serologic levels of testosterone increased during post-treatment period, but this was
significant only 7 and 21 days after the end of Finasteride and Letrozole administration. On the
other hand, estradiol levels were statistically significant in the four post-treatment stages, being

almost eight times higher than the control group.

Structural analysis

During the early phase of analyses, young animals of Control group showed an
immature prostate gland, composed of some acini still in process of glandular modeling. The
epithelium was formed by voluminous cells and with some signals of secretory activity. Smooth
muscle cells (SMC) and fibroblasts were the main compounds in stroma, besides collagen fibers. In

the late phase of post-treatment, the presence of a differentiated epithelial layer exhibiting secretory
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activity, besides a more developed smooth muscle with SMC relatively more compacts, scenario
that reveals the beginning of sexual maturation of this animal’ species. In the early and late phases
of analysis, the control adult prostate presented a morphological structure completely developed and
mature. An intense secretory function of the epithelial cells, which now were disposed in a single
columnar pattern, probably let the acinar lumen wider. In the stroma compartment, fusiform SMC
were forming concentric and densely packed layers around acini. Fibroblasts were located at the
epithelium base. The control prostate of old animals was characterized by areas morphologically
heterogeneous, some of them with normal histological aspect and others histopathologically
compromised. In the normal acini areas, there was secretory epithelium functionally similar to that
found in the adult control animal, but with small infolds. In the stromal compartment, the
connective tissue adjacent to epithelial layer was denser and SMC slightly less compact.

In the Finasteride+Letrozole groups, animals of all post-natal developmental ages, the
new characteristics assumed by the prostatic compartments were very similar to those caused by the
exclusive use of Finasteride. In the early phase post-treatment with Finasteride and
Finasteride+Letrozole, the stromal compartment was modified and remodeled, with a remarkable
collagen accumulation within the connective tissue adjacent to the epithelium base. In this same
area a great quantity of fibroblasts accourred, which were phenotipicaly altered. The cells of smooth
muscle also underwent modifications, once that some SMC assumed an irregular wrinkled contour,
contributing to let this smooth layer loosely rearranged, with denser collagen intersperse them. With
the analyses of late phase, these above cited aspects of reorganized stromal compartment was still
present. Young, adult and old animals treated with Letrozole showed similar morphological
modifications in the stromal prostatic compartment; however the epithelial compartment seemed to
be the main target of this action’s drug. In the young prostate, epithelium Infoldings into luminal
area, besides epithelial cells phenotipicaly altered were noted, while in the old animals, the
epithelial cells became shorter, which have not returned to the normal shape until late phase of post-

treatment period (Fig. 2).
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Ultrastructural analysis

Ultrastructural analysis of the control ventral prostate (Fig.3) confirmed the data
obtained with light microscopy. The immature prostate of young control animals showed the
cytoplasm of epithelial cells with scarcity of synthetic organelles. In the stroma, collagen fibrils
were intimately associated with the basal lamina, besides dispersed throughout the stroma. In the
adults, the acinar epithelium was composed mostly of secretory cells, in which secretory vesicles
were prominently displayed in the cytoplasm indicative of a synthetic phenotype. The collagen
fibrils arranged in different directions were observed adjacent to the basal lamina. The SMC was
densely packed and regularly organized into periacinar layers, with only small intercellular spaces
between bundles of SMC. The prostate of old animals, the normal secretory epithelial cells
presented accumulation of lipid droplets into the cytoplasm. The amount of collagen fibrils were
increased at the epithelium base and arranged in disorganized manner, as also happened among
SMC, contributing to the slight loose aspect of the smooth muscle.

After Finasteride (Fig.4) and Finasteride+Letrozole (Fig.5) treatments, ventral prostate
of young, adult and old animals presented during the post-treatment periods the cytoplasmic volume
and the amount of secretory blebs of epithelial cells decreased, but still with some secretion
vesicles. In the stromal compartment, the connective tissue underlying the epithelium exhibited a
striking increase in the number and thickness of collagen fibrils, accompanied by an increase in
deposits of amorphous granular material adjacent to the basal lamina and in the clefts among SMC.
Fibroblast cytoplasm became denser and more voluminous with an enlargement of the perinuclear
space and also a notable increase of the Golgi stacks. Some fibroblasts were exhibiting a more
synthetic and activated feature. Collagen fibril became accumulated in the epithelium base and
among SMC in a disorganized manner. SMC of the periacinar muscle layer underwent
morphological alterations, with reduced diameter and condensed cytoplasm. Other SMC had a
highly irregular external contour with numerous spine-like cytoplasmic projections, which were in

intimate association with collagen fibrils. After Letrozole treatment (Fig.6), the epithelial and
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stromal compartments also assumed different ultrastructural patterns, with shrinkage of epithelial
layer, diminished epithelial cells cytoplasm and irregular contour of nuclei. As occurred to the
stromal compartment of the others treatment kinds, dilatated SMC had lost of synthetic organelles
in the perinucelar area and also fibroblasts assumed active feature, besides longer projections which

established close contact with other fibroblasts.

Discussion

The prostate cancer is one of the most common diseases among men and its incidence
comes increasing in the last decades. Despite the high prevalence and considerable mortality
indexes, the mechanisms which define the development and the progression of prostate cancer are
still little known (Soronen et al., 2004). Androgens are crucial to the development and maintenance
of prostate normal tissues, but estrogens are also involved with emerging and progression of cancer
and other prostatic disorders (Soronen et al., 2004; Scarano et al., 2006). Moreover, evidences of
the estrogens roles in this illness have been confirmed by epidemiologic (Carruba, 2006, 2007) and
experimental (Risbridger et al., 2003; Ricke et al. 2007) studies. Coincidently, serum estrogen
concentration increases while testosterone level decreases during aging, phase of life where the
incidence of prostatic problems affects the most men (Hiarkdnen & Mikeld, 2004). Rivas et al.
(2002) suggest that the balance in actions between androgens and estrogens, rather than their
absolute levels, may be of fundamental importance to the structural and physiological male
reproductive tract.

Administration of Finasteride and Letrozole, together or not, was capable of eliciting
many alterations in tissue morphology of the gerbil ventral prostate, including modifications in the
tissue architecture, ultrastructure and extracellular matrix arrangement, besides to alter steroids
hormone serum levels. A complete understanding of steroids hormone actions requires a more
specific determination of the mechanism by stroma and epithelium prostatic compartments

normally communicated and how this cross-talk can be modified by hormones (Cunha et al., 2004).
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The levels of androgen and estrogen had been changed after the enzymatic blockades, inducing a
different situation of T and estrogen concentrations, what cause and this may caused drastic
alterations in the prostate gland of the animals through pos-natal ages studied. However, this new
morphological and hormonal intraprostatic scenario assumed by prostate gland did not easily return
to a normal histological feature, neither in the early phase, nor in the late phase of post-treatment
period. On the other hand, prostate gland of adult animals revealed a gradual effort recovery of a
balance morphological environment. Therefore, is it clear to suggest that the epithelium-stroma
interaction was disturbed by 5a-r and Aro inhibition, what have modified the information exchange
between these compartments.

In the young, during the late phase of post-treatment period with Finasteride, the
attempt in establish again a normal histology and physiology state essential to the final development
and maturation of the gland did not occur in the pos-natal phase. On the other hand, in adult
animals, this recovery seem to be more efficient, despite prostate still not shows an normal and
functional aspect as observed in the control gerbils at this age. Already, in the old animals group,
the recovery term has its use implicated, because this rodent species, spontaneously during aging
shows its prostate gland with pathological disorders (Pegorin de Campos al., 2006). Futhermore,
after Finasteride administration to old animals, what it happened was a regression of the gland, but
not an improvement of this age histopathological conditions. To Corradi and collegues (2004) the
alterations provoked by Finasteride are probably the result of an imbalance of the homeostatic
interaction between the epithelium and the underlying stroma. The use of the Finasteride to inhibit
Sa-r action, had provoked remarkable reduction of the prostate complex weight, what confirms the
main therapeutical effect of this drug in reducing the symptoms caused by BPH (Steers, 2001).
However, data obtained with analyzes of Finasteride post-treatment period reveal that when
Finasteride administration was interrupted, the prostatic tissues answers in different manner to the
new hormonal situation established by absence of enzymatic action. The prostatic epithelial and

stromal compartments and steroids hormones serum levels had also undertaken important
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modifications after Finasteride treatment. In the late phase of this post-treatment it could be
observed in the area adjacent to the epithelium, a denser and evident layer of collagen surrounding
each acinus, what haven’t been noticed during surgical castration periods (Vilamaior et al., 2000).
The new arrangement of this fibrillar stromal component associated to the hypertrophic cells of
SMC seems to be involved with control and maintenance of prostatic structure and functionality,
once that to Vilamaior and co-workes (2005) the SMC have active role in the reorganization of
extracellular matrix fibrillar components.

Although androgens are the main steroids controlling the growth of the mammalian
prostate, increasing evidence demonstrates that estrogens also regulate prostate development and
growth (Mc Pherson et al.,, 2001; Harkonen & Mikeld, 2004). Unexpectedly, an increase of
estradiol serum concentration occurred after the Letrozole post-treatment period in young, adult and
old gerbils. The elevated T serum concentration confirms the action of the drug in blocking the
aromatization of it, but simultaneously emerge another question regarding the activation and
functioning of parallel pathways of intacrinologic steroids metabolization (Labrie et al., 2000). This
instigating data of estradiol increased levels within the experimental groups where the Aro enzyme
was blocked can be explained based on the fact that this inhibition occurred in the estradiol direct
local conversion, while those indirect pathways of estrogen metabolization have been still carried
out by other specific enzymes (Soronen et al., 2004). Moreover, it has been noticed that DHT may
also act indirectly through its estrogenic metabolite 5-alpha-androstane-3-beta, 17-beta-diol, besides
binding strongly to the estrogen receptors (Soronen et al., 2004; Oliveira et al., 2007) what gives
support to the result of increased serum estradiol levels in the Letrozole experimental groups.
Histological and biometrics evaluations demonstrated enlargement of the gerbil prostate even 21
days after the end of Letrozole administrtation. McPherson et al. (2001) obtained similar results in
Aromatase knockout mice, concluding that, despite a long-term elevation of androgen and prolactin,
the absence of estrogen in these animals does not result in induction of malignancy in their prostate

gland.
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The combinated administration of Finasteride+Letrozole confirms that balance between
androgens and estrogens, mainly intraprostatic, are essential for maintenance of the prostate gland
physiology. As the prostatic stromal compartment became predominantly more affected in the
animals treated with Finasteride and, after the use of the Letrozole, the epithelial layer showed
consistent alterations, the simultaneous use of these two drugs brought striking results. The separate
inhibition of Sa-r and Aro and consequently the withdrawal of DHT or estradiol may mask the
effect provoked by the hormone that has its concentration elevated. The simultaneous inhibition of
Sa-r and Aro was capable to induce, independently of the post-natal age of the animals, significant
alterations in the prostatic morphology and physiology, but each group of age answered in a specif
manner to this double blockade. Although Finasterida and Letrozol individually induce their
specific action, when together, the effects of this simultaneous administration resemble those
provoked by Finasteride only. In adult and old animals, the known function of Finasteride in
reducing the size of the gland (Steers, 2001) and prostate weight remained active when used
together with Letrozole, therefore the prostate diminishes its weight. To Huynh et al. (2001),
blocking of estrogen activity can also disrupt paracrine production of growth factors that act on the
epithelial cells. To these authors, the lost of autocrine stimulatory activity on the stromal cells or
paracrine activity on the epithelium by co-administration of Finasteride and anti-estrogen have
inhibited epithelial cell activity, once the size of the prostate was reduced, as was the cytoplasmic
volume of luminal cells. A synergic action between Finasteride and Letrozole may be used to
indicate a new mechanism for which estrogens influence the normal growth and maintenance of the
prostate.

Once that DHT, the main androgen intraprostatic form, is responsible for the functional
maintenance of the gland (Labrie et al., 2000) and its production is effective inhibited by
Finasteride, the regressed prostatic weights demonstrated with the use of this drug is justified and
similar to the effect of a surgical castration (Wright et al., 1999; Shibata et al., 2001; Corradi et al.,
2004). Thus, as previously reported in other rodent species (Prahalada et al, 1998; Huynh, 2002)

65



Tese de Doutorado: Inibi¢do da atividade das enzimas 5 alfa-redutase e Aromatase na prostata do gerbilo do Mongdlia

Lara Silvia Corradi

and dogs (Shibata et al, 2001; Sirinarumitr et al, 2001), it appears that the treatment with Finasteride
caused a significant decrease in intraprostatic DHT levels in the gerbil prostate and this resulted in
profound consequences to the organ. Therefore, the Sa-r enzyme has two key roles in the prostate:
to convert T into DHT and to increase the intraprostatic concentration of this androgen activated
form (Wright et al., 1999). These previous data added to those found with this present study support
the Sa-r key fundamental role to the maintenance of prostate homeostasis along post-natal
development period of gerbils. However, despite DHT being more efficient than the T
intraprostaticaly, T is the main serum hormone in males. Furthermore, T is essential for the
development and functionality of male reproductive tract, and it can be aromatizated into estrogens
(Risbridger et al. 2003).

Thus, the lack of DHT and estrogen, provoked by Finasteride+Letrozole treatment, had
altered the prostatic hormonal and morphological micro-environment of young, adult and old
animals, as Suzuki et al. (1998), Ito et al. (2000) and Huynh et al. (2001) observed previously.
Ishikawa et al. (2006) using an in vitro model to assess the production of estrogenic steroids
synthesized via an Aromatase-independent pathway in non-breast cancer cells (HeLa) and in breast
cancer cells, noted that when estrogens are no longer produced due to the absence of Aro action, the
estrogenicity of other less estrogenic steroids synthesized from T is readily detected. However, this
estrogenicity is reduced by additional treatment of cells with Finasteride. These effects may be
occurred when Letrozole and Finasteride+Letrozole, respectively were administrated to the young,
adult and old gerbils and may confirm the morphological results.

Althought serum hormone levels are important in prostate cancer, the role of local
synthesis of steroids has assumed increasing importance in some disease, particularly in glandular
tissue, such as breast and prostate, wherein abnormal levels of estradiol promote development and
proliferation in early stages of malignant transformation of epithelial cells (Risbridger et al., 2003).
The effects of estrogen on prostate are complex and involve both direct and indirect actions. Studies

with adult human and rodents, short-term treatments with pharmacological doses of estrogens can
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induce atrophy of prostate gland. In conclusion, the evidence of the findings demonstrate that the
intraprostaticaly balance between androgen and estrogen, dependent upon the activity of specific
steroids metabolizing enzymes, including 5a-r and Aro seems to be crucial for the normal prostatic
biology. The blockade of these enzymes imposed to the prostate gland a totally new local hormonal
condition, which probably disrupted the epithelium-stroma interaction and created a different
structural microenvironment. As evidence is accumulating that the prostate gland is primarily
influenced by the local hormone steroids synthesis during the post-natal development period, it
might important to determine whether and/or how these enzymes act in the process of initiation,
promotion and progression of prostate cancer.

Therefore, present histological and ultrastructural data, in association with the easy handling
of the gerbils plus their anatomical characteristics of the prostatic complex (Pegorin de Campos et
al., 2006) make this rodent an excellent model system to study the relationship between prostatic
locally activated sex steroids and the normal and abnormal physiology, which has been required to
demonstrate the significance of changes in the steroid-metabolizing enzymes into of prostate growth

and function regulation.
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Figures Legends
Fig. 1 — Mean variation of Testosterone and Estradiol serum concentration following post-treatment

periods of young, adult and old animals.

Fig. 2 —Hematoxylin-Eosin stained sections of Mongolian gerbil ventral prostatic lobe regions. The
control prostate tissue of all ages in study presented a characteristic development of epithelium (ep)
and lumen (L) and stromal compartment (s). Treatments promoted important changes in the
epithelial and stromal compartments, mainly in the connective tissue at subepithelial region (*),
besides an increase of fibroblasts (arrows) within this area. Morphological modifications occurred

in the smooth muscle cells (SMC) during aging and post-treatment periods. Barr = 40um.

Fig. 3 — Transmission Electron Microscopy of control Mongolian gerbil ventral prostatic lobe
regions. Young. Epithelium cells (ep) with few synthetic and secretory organelles. Smooth muscle
cells (SMC) interspersed by some collagen fibrils (CO). Scant fusiform fibroblasts (FB) emitting
short cytoplasmic projections. Epithelial basement membrane (white arrows). Adult. Cytoplasm of
epithelium cells (ep) with numerous synthetic organelles and secretory vesicles. Collagen fibrils
(CO). Basement membrane (white arrows). SMC presenting a contractile pattern with characteristic
basement membrane (black arrows). Old. The secreting cells presented a notable decrease of
synthetic organelles and secretory vesicles. Stroma with increased collagen fibrils (CO) and
amorphous unfibrillar material (*). Fibroblast cytoplasm projection (FB) was associated with

collagen fibrils. Basement membrane (white arrow).

Fig. 4 - Transmission Electron Microscopy of Finasteride-treated Mongolian gerbil ventral
prostatic lobe regions. Young. Epithelial secretory cells (EP) with enlargement of rough
endoplasmic reticulum (RER) and secretory vesicles in cell’s apices (arrow). Cellularity increase,

including fibroblasts (FB) at the subepithelial region. Adult. Enlarged cistern of the RER in the
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basal perinuclear region. Collagen fibrils (CO) increase at epithelium base. Old. Secretory cells
with decrease of synthetic organelles in the basal cytoplasm and numerous infoldings were merged
to the basement membrane compounds (BM). Great amount of lipid droplets (LD). Smooth muscle
cells assumed a spinous-like aspect in its contour (SMC) and became interspersed by collagen

fibrils.

Fig. 5 — Transmission Electron Microscopy of Letrozole-treated Mongolian gerbil ventral prostatic
lobe regions. Young. Epithelial layer (EP) presented a variation of cellular phenotypes, besides
inconspicuous secretory organelles. Numerous smooth muscle cells (SMC) and collagen fibrils
(CO). Inset: Detailed view of an activated fibroblast forming cytoplasm projections with focal
adhesions (arrows). Adult. Cellular heterogeneity RER enlarged cisterns in the basal perinuclear
region. Fibroblast (FB) showing a large Golgi complex (arrow). Old. Smooth muscle cells (SMC)
loosely packed and became interspersed by collagen fibrils. Blood vessel (V). Activated fibroblast

adjacent to epithelium base with enlarged RER and mitochondria.

Fig. 6 — Transmission Electron Microscopy of Finasteride+Letrozol treated Mongolian gerbil
ventral prostatic lobe regions. Young. Great amount of enlargement of rough endoplasmic
reticulum (RER) and secretory vesicles in cell apices. In the subepithelial area collagen fibrils (CO)
increased. Adult. RER enlarged cistern occupied the most area of the epithelial cytoplasm cells.
Increased collagen fibrils (CO) at the epithelial base. Elastic fiber ( white arrow). Old. Basal region
of epithelium cells (EP) exhibiting infoldings. Increased amorphous unfibrillar material (*),
collagen fibrils (CO) and fibroblasts (FB) at the subepithelial base. Stroma with increased collagen

fibrils (CO) and amorphous unfibrillar material (*).
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Table I. Weight body values (BW), prostatitc absolute (PW) and relative (RPW) weights and
percentage of relative weight variation of young animals.

Experimental Groups

Post
Biometri
T;Zitigl;: t Pa:alreétecl'i Control Finasteride Letrozole Finasteride +
(days) (N=5) Letrozole
WB() | 51.4%£0.3 51.2+2.0 48.5+0.9, 50.3£0.7,
WP (g |0.155£0.08 0117+0.1, 0.168+0.2 0.167+0.3,
1
RP (%) | 100.0£5.2 75.7+8.4, 115.7+18.4 109.7+20.5,
Variation of
- 24.3 +15.7 +9.7
RP (%)*
Early
WB( | 52.9+2.8"  50.7+1.6]  50.8+1.9}  43.2+1.4)
WP () | 0.163£0.1 0.092+0.02, 0.158+0.05 0.084+0.03,
7
RP (%) |100.4%£12.4 59.3+12.1, 99.7£28.0 64.5+21.1,
Variation of
+0.4 41.1 0.7 35.9
RP (%)*
WB(e) | 52242.7°  385+2.15 46.2+1.7,, 47.4+0.8)
WP |0.170£0.02" 0.04+0.015 0.085+0.03" 0.054+0.15
14
RP (%) | 106.6£5.3" 30.1+04.75 54.9%155" 35.6+7.8)
Variation of
+6.6 76.5 51.7 71
RP (%)*
Late
WB (gr) 57.1£1.4 54.6%1.9, 55.2+2.4,5 52.0%1.5:;
WP () |0.198+0.04 0.075+0.08, 0.154+0.04 0.102+0.03,
21
RP(0) |[115.34£22.1' 39.342.95 79.7+21.9" 56.6+17.4;
Variation of
+15.3 76 35.5 58.7
RP (%)*

Values represent Mean+ Standard Error. p<0.05.
Prostatic relative weight (RP) corresponds to the ratio between the WP and that of WB

*Relative weight variation is shown with respect to the control, which was taken as 100%

Alphabetic superindice (a, b, ¢) indicate inter-groups differences, when comparing treatments kind.

Numeric superindice (1, 2, 3) indicate inter-groups differences, when comparing stages of post-treatment

period.
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Table II. Weight body values (BW), prostatitc absolute (PW) and relative (RPW) weights and
percentage of relative weight variation of adult animals.

Post ) . Experimental Groups
Treatment Biometrics
Periods Parameters Control Finasteride Letrozole Finasteride +
(days) (N=5) Letrozole
WB(e) | 74.4+4.6, 67.9+4.6  765+4.6  80.9+2.3
WP | 0.588+0.1° 0.279+0.05° 0.562+0.1"° 0.358+0.04°
1
RP(%) | 100.0£6.9° 50.7+7.5° 92.6+72" 559454
Variation of
o - 49.2 7.3 441
Early RE C4)
WB() | 79.542.7}, 74.7+3.0° 78.8+2.1'  69.3+1.9]
WP | 0.613+0.1° 0.361%0.03° 0.534+0.04° 0.286+0.04°
7
RP(%) | 97.4+72° 627425  93.6+44"° 60.9+4.7"
V;réa;?r)l*of 2.6 34.7 3.7 36.5
WB@ | 90.9+1.7°  79.8+2.1°  75.8432°  72.4+0.7)
WP |0.765+0.05° 0.470+0.1° 0.480+0.04" 0.373+0.04°
14
RP() | 106.9+7.9° 69.147.4°  73.443.9°  69.6+1.9"
V;rli)atijn:f +6.9 37.8 33.5 373
Late %) - 5
WBG) | 92.143.2°  70.5+3.7° 76.842.9° 754+2.6
WP |0.876+0.03° 0.320+0.05° 0.645+0.1° 0.517+0.01
21
RP (%) | 121.4+6.0° 46.9+57° 86.8454°  72.3+4.0°
Vi;aijr)l:f 214 745 34.6 49.1

Values represent Mean+ Standard Error. p<0.05.
Prostatic relative weight (RP) corresponds to the ratio between the WP and that of WB
*Relative weight variation is shown with respect to the control, which was taken as 100%
Alphabetic superindice (a, b, ¢) indicate inter-groups differences, when comparing treatments kind.

Numeric superindice (1, 2, 3) indicate inter-groups differences, when comparing stages of post-treatment

period.
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Table III. Weight body values (BW), prostatitc absolute (PW) and relative (RPW) weights and
percentage of relative weight variation of old animals.

Post . . Experimental Groups
Treatment Biometrics
Periods Parameters Control Finasteride Letrozole Finasteride +
(days) (N=2) Letrozole
WB() | 923+37  89.841.9 86.3+2.5 78.1+5.8
WP(e) | 0.763+0.1' 0.481+0.01° 0.778+0.02*° 0.450+0.05°
1
RP (%) | 100.044.7°  653+1.8° 109.7+1.6  69.5+4.2
Variation of
- 34.7 +9.7 30.5
RP (%)*
Early
WB( | 91.6+1.7° 82.5+23" 854415  78.9+1.6°
WP |0.823+0.05° 0.501+0.01° 0.654+0.02 0.410+0.03"
7
RP(%) | 109.1£5.5"  67.342.8°  85.4+1.95  59.2+4.0,
Variation of
+9.1 41.8 23.7 499
RP (%)*
WB() | 873+1.4 842455 85.6+3.3 74.9+6.0
WP (e | 0.764+0.01" 0.605+0.04° 0.670+0.02, 0.571+0.02°
14
RP(%) | 106.6+1.1°  82.142.50  93.4+44% 88.7+53,
Variation of
+6.6 24.5 13.2 17.9
RP (%)*
Late
WB(@) | 954425  82.8+4.0 91.9+4.8 80.1+6.2
WP |0.834+0.04° 0.530+0.05° 0.923+0.04>° 0.542+0.1°
21
RP%) | 106.846.2" 72.845.7° 1147414  75.149.7°
Variation of
+6.8 339 +7.9 31.6
RP (%)*

Values represent Mean+ Standard Error. p<0.05.

Prostatic relative weight (RP) corresponds to the ratio between the WP and that of WB

*Relative weight variation is shown with respect to the control, which was taken as 100%

Alphabetic superindice (a, b, ¢) indicate inter-groups differences, when comparing treatments kind.

Numeric superindice (1, 2, 3) indicate inter-groups differences, when comparing stages of post-treatment

period.

78



Tese de Doutorado: Inibi¢do da atividade das enzimas 5 alfa-redutase e Aromatase na prostata do gerbilo do Mongdlia

Lara Silvia Corradi
@ Hormonal Levels
Testosterone Estrogen
1) ikt g g %
& =l o] o i
© 5= e :‘ B ™ .
o = - ‘ o
[ g’ﬁﬂ R - O
= © 2
S| ol :
01 7 14 21 01 7 14 2
500 20
[«}] 400 § e
2| . e .
© ~-a
= | Bw iy
: (= L e
ﬁ 100
< a 8
o1 7 14 n o1 7 14 21
340 -
200 300 4
o] Bz s
|5 |.. * . S
D "'-g)mn TR Qe s YR A e D »
© c 100
© * 501 4
(@] 0 o
a1 7 14 21 o1 7 14 21 4 Cont
PE— —_— — ———— | WFin
Early Late Early Late |avce
Fin+Let

79



Tese de Doutorado: Inibigdo da atividade das enzimas 5 alfa-redutase e Aromatase na prostata do gerbilo do Mongdlia
Lara Silvia Corradi

Experimental Groups

@ Control Finasteride Letrozole Finasteride +
Letrozole

Young age

Adult age

Early

Old age

80




Tese de Doutorado: Inibi¢do da atividade das enzimas 5 alfa-redutase e Aromatase na prostata do gerbilo do Mongdlia

Lara Silvia Corradi

| Adult age §

L)

- CONTROL Group

icroscopy

Electron M

ission

Transm

81



Tese de Doutorado: Inibi¢do da atividade das enzimas 5 alfa-redutase e Aromatase na prostata do gerbilo do Mongdlia

Lara Silvia Corradi

- FINASTERIDE-treated Group

icroscopy

Electron M

ISSsIon

Transm

82



Tese de Doutorado: Inibi¢do da atividade das enzimas 5 alfa-redutase e Aromatase na prostata do gerbilo do Mongdlia

Lara Silvia Corradi

— LETROZOLE-treated Group

icroscopy

Electron M

ISSsIon

Transm

83



Tese de Doutorado: Inibi¢do da atividade das enzimas 5 alfa-redutase e Aromatase na prostata do gerbilo do Mongdlia

Lara Silvia Corradi

_"zg_’! * P AT
%, Young age

e

.

— FINASTERIDE+ LETROZOLE-treated Group

icroscopy

Electron M

ission

Transm

84



Tese de Doutorado: Inibi¢do da atividade das enzimas 5 alfa-redutase e Aromatase na prostata do gerbilo do Mongdlia

Lara Silvia Corradi

Artigo 2.

Desbalanco hormonal induzido por bloqueio enzimatico afeta a interacio epitélio-estroma e

contribui para o surgimento de um aparente microambiente desmoplasico na préstata

A ser submetido para a revista Differentiation
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Abstract

The objective of this study was to investigate the reorganization feature of epithelial and stromal
compartments after the induced hormonal unbalance in an effort to comprehend the relationship
between stromal-epithelial “cross-talk” mechanisms and sex steroids. Young, adult and old gerbils
were treated with Finasteride and Letrozol (5o-reductase and Aromatase enzymes inhibitors,
respectively) and the prostatic fragments were analyzed in the post-treatments period. In
comparison with the drugs administration separately, the data obtained after enzymatic dual
inhibition demonstrated a marked remodeling of stromal compartment with an increased deposition
of extracellular matrix proteins. There was a remarkable collagen accumulation around the
epithelium base where numerous phenotypicaly altered and active fibroblasts could be noted, such
as in a desmoplastic tissue tumours. In the experimental groups treated by drugs separately the
stromal compartment also assumed a new organizational feature, in both cases occupying a larger
area where collagen and reticular fibers were in an altered morphological feature. Clusters of
reticular fibers and a slight collagen accumulation adjacent to the epithelium base could be noted in
the prostatic stroma of animals treated with Finasteride only, while in Letrozole-treated group these
kind of fibrillar component was scantly observed and the reticular fibers revealed with a
discontinued aspect. Once that extracellular matrix fibrillar components acts as mediators between
the prostatic compartments, a desmoplasia phenomenon appears to be installed in gerbil prostate ,
which confirms the breakdown of epithelium-stromal interaction when disruption of the balance
between androgen/estrogen levels was provoked simultaneously or not. Moreover, this evident new
increased extracellular matrix fibers reorganization plus the activated fibroblasts reveals that the
blockade of theses hormones metabolization within the prostate may be a powerful tool to study

normal physiology and diseases of this gland.

Keywords: ventral prostate, 5-alpha reductase, Aromatase, desmoplasia, stroma, gerbil
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Introducao

A progressdo de um cancer € um processo complexo, de multiplos passos, que comega
com a transformacgdo de cé€lulas epiteliais e estromais, passa por uma remodelacdo da matriz
extracelular (MEC), formagdo de novos vasos sanguineos e influxo de varios tipos de células
imunes, principalmente macroéfagos e depois, ainda continua com o crescimento, invasdo e
metastase do tumor, sendo isto ndo exclusivamente desencadeado por ativagdo de oncogenes e
inibicdo dos genes supressores de tumor (Tuxhorn et al., 2001). Evidéncias sugerem que o
desenvolvimento do cancer também ¢ altamente dependente da criag@o, a partir do compartimento
estromal, de um microambiente permissivo ¢ promotor da tumorigénese (Tuxhorn et al., 2002).
Alguns estudos tém mostrado que o crescimento de células prostaticas cancerigenas pode ser
estimulado ou inibido em ambientes estromais especificos (Condon, 2005).

Um desequilibrio na interagdo homeostatica entre epitélio e estroma prostatico pode
iniciar e promover carcinogénese nesse orgao (Sung & Chung, 2002) e durante esses processos, 0
mecanismo de estimulag@o paracrina, principal responsavel pelo desenvolvimento e manutengdo da
prostata, pode alterar-se para um mecanismo autdcrino, estimulado por andrégenos (Cunha et al.,
2002). As células musculares lisas (CML) e os fibroblastos tém participagdo central nos
mecanismos de estimulagdo paracrina, especialmente sobre o epitélio e apresentam plasticidade
funcional, sendo capazes de modular seu fenotipo frente a situagdes fisiologicas e patologicas
(Farnsworth, 1999; Worth et al., 2001). Como principal fonte de constituintes da MEC, os
fibroblastos vém sendo alvo de muitos estudos para esclarecer como esse tipo celular é capaz de
induzir as alteragdes que o compartimento estromal sofre para permitir o aparecimento e
desenvolvimento de patologias na prostata (Kalluri & Zeisberg, 2006).

O compartimento estromal responde de varias formas as inumeras situagdes anormais,
criando um microambiente claramente diferente do estroma encontrado nos tecidos normais

(Tuxhorn et al., 2001). As modificagdes dos fenotipos celulares estromais e da composicdo da MEC
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sdo observadas em muitos tipos de canceres, principalmente nos de mama, cdlon e prostata
(Tuxhorn et al., 2001; 2002; Tomas & Kruslin, 2004). Estas alteracdes sdo conhecidas como
desmoplasia, reacdo estromal ou estroma reativo (Tuxhorn et al., 2001; 2002; Tomas & Kruslin,
2004; Kalluri & Zeisberg, 2006). Kalluri & Zeisberg (2006) referem-se a desmoplasia nos tecidos
em que o estroma torna-se muito vascularizado e com abundante quantidade de fibrilas de colageno,
fibronectina, proteoglicanos e tenascina C, sendo esta ultima, ausente do estroma de tecidos
normais. Tuxhorn et al. (2001) usam o termo estroma reativo para descrever a génese de um novo
microambiente estromal que ¢ criado em resposta ao carcinoma e que acompanha a progressao
tumoral. Em geral, um estroma desmoplasico ou reativo tipico contém células estromais
fenotipicamente alteradas, MEC remodelada, aumento da biodisponibilidade de fatores de
crescimento, alta atividade de proteases, maior vascularizagdo e influxo de células inflamatorias
(Tuxhorn et al., 2001; 2002; Tomas & Kruslin, 2004; Kalluri & Zeisberg, 2006).

Os androgenos tém papel central na biologia da préstata, mas os estréogenos também
exercem fungdes importantes para a homeostase da glandula (Ricke et al., 2007; Carruba, 2006).
Resultados obtidos com estudos epidemioldgicos e experimentais evidenciam que estes hormonios
tém papel ativo no desenvolvimento e na progressdo de cancer na prostata (Hérkonen & Mikela,
2004; Vihko et al., 2006). O equilibrio entre esses dois hormonios ¢ importante, ndo apenas para a
manutenc¢do funcional da préstata, mas também para o surgimento e desenvolvimento de doencgas
neste orgdo (Risbridger et al., 2003). A producdo localizada de hormonios esterdides vem
crescentemente adquirindo grande importancia para o entendimento de algumas doencas, onde
niveis androgénicos e/ou estrogénicos anormais promovem o desenvolvimento e a proliferacao de
tumores, principalmente em tecidos glandulares (Risbridger et al., 2003; Carruba, 2006). Na
prostata, a dihidrotestosterona (DHT) ¢ o androgeno predominante, formado a partir da
Testosterona (T) por acdo da enzima So-redutase (Sa-r) (Labrie et al., 2000; Steers, 2001). A maior
parte dos estrégenos presentes no homem ¢é derivada da aromatizagdo da T, pela enzima Aromatase

(aro), nos tecidos adiposos, figado e na prostata (Ekman, 2000; Harkonen & Mikeld, 2004). Uma
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vez que o metabolismo local de esterdides controla as formas ativas dos hormdnios na prostata,
variagdes das enzimas metabolizadoras durante a progressdo do cincer podem ser cruciais na
regulagdo do crescimento e fungdo da prostata (Soronen et al., 2004). Alteragdes nos padrdes de
expressao das enzimas So-r e aro podem modificar a concentragdo intracelular dos esterdides
sexuais, desempenhando papel pato-fisiolégico no desenvolvimento de céanceres associados a
hormoénios (Labrie et al., 2000; Risbridger et al., 2003; Soronen et al., 2004; Vihko et al., 2005;
Ricke et al., 2007).

H4 grande interesse em compreender as diferengas entre um compartimento estromal
normal e o estroma reativo. Esse novo compartimento formado surge como alvo de estudo para
novas terapias e diagnosticos de cancer de prostata (Tuxhorn et al., 2002). As variagdes ¢ alteragdes
das enzimas responsaveis por esse metabolismo, durante o inicio e progressdo do cancer, podem
também ser parametros essenciais para aprofundar-se o entendimento da biologia da prostata
(Vihko et al., 2005). A ativacdo do compartimento estromal prediz ser um passo critico para o
crescimento e progressdo de adenocarcinoma na prostata, porém, os mecanismos especificos desta
ativagdo estromal e até que ponto o estroma regula a tumorigénese, ndo estdo ainda completamente
esclarecidos (Tuxhorn et al., 2002).

E evidente que as interacdes epitélio/estroma sdo importantes para o desenvolvimento
da prostata e sua manutengdo na vida adulta e, sendo assim, a troca do compartimento estromal
normal por um estroma reativo pode alterar esta interagdo tdo necessaria para a biologia desta
glandula e, conseqiientemente, afetar a progressdo do cancer prostatico (Tuxhorn et al., 2002;
McAlhany et al., 2004). Assim, as interrelacdes da sintese local dos hormonios esteroides, da agdo
combinada dos estrogenos e androgenos na prostata com a manuten¢do da homeostase entre epitélio
e estroma tornam-se fundamentais para o esclarecimento e entendimento d o funcionamento da

prostata e das causas das suas patologias.
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Material e Métodos

Animais

Gerbilos machos (Meriones unguiculatus) sendo 100 jovens (7 semanas-48 dias), 100
adultos (16 semanas-112 dias) e 100 velhos (18 meses-78 semanas) (Pegorin de Campos et al.,
2006) ficaram mantidos sob condi¢des controladas de luminosidade (12 horas-luz ¢ 12 horas-

escuro) e temperatura (25°C) e alimentados com ragdo e agua ad libitum.

Delineamento Experimental

Em cada fase do desenvolvimento pds-natal, os animais foram aleatoriamente divididos
em 3 grupos experimentais (n=20), de acordo com o tratamento a que seriam submetidos,
Finasterida (Fin), Letrozol (Let), Finasterida+Letrozol (Fin+Let). Dois grupos controles (n=20)
foram formados, um contendo animais intactos (Ct) e outro, onde os animais receberam apenas o
veiculo diluidor das drogas (Ct-6leo). A Finasterida (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri),
droga inibidora da enzima Sa-r, e o Letrozol (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri), inibidor da
enzima Aromatase foram diluidos em 0.1ml de 6leo de milho e dosados baseando-se na média do
peso corpo corporeo dos animais: os jovens receberam 0.5mg/kg/dia de Fin e 0.25mg/kg/dia de Let;
Adultos receberam 1.0mg/kg/dia de Fin e 0.5mg/kg/dia de Let; Velhos receberam 1.5mg/kg/dia de
Fin e 0.75mg/kg/dia de Let. Todos os animais foram tratados uma vez por dia, por gavagem,
durante 30 dias consecutivos. O sacrificio dos animais ocorreu 1, 7, 14, ¢ 21 dias depois de
terminado o periodo de administracdo das drogas. Cinco animais de cada grupo experimental e dos
grupos controles foram usados em cada etapa de pds-tratamento e para isso, foram colocados em
camara de CO, e imediatamente depois de sacrificados, foram decapitados para coleta de sangue e

entdo, dissecados.
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Microscopia de Luz

Em cada uma das 4 etapas de sacrificio realizadas apoés os tratamentos, todos os
complexos prostaticos (prostata ventral e dorsal) dos animais jovens, adultos ¢ velhos foram
removidos, pesados e fixados em Karnovsky (solugdo de paraformaldeido a 5% e de glutaraldeido
a 2,5% em tampao fosfato Soérensen pH 7,2 - 0,1M), lavados em agua, desidratados em etanol,
clarificados em xilol e incluidos em historresina (Leica historesin embbeding kit). Cortes com
espessura de 3um do material corados pela Hematoxilina-Eosina (H&E) para estudos morfologicos
gerais da prostata e pela impregnacdo da Reticulina de Gomori para estudo das fibras colagenas e
reticulares. As documentacdes fotograficas foram feitas no Analisador de Imagens, com o

programa Image-Pro-Plus da Media Cybernetics.

Andlise quantitativa

Dentro de cada um dos trés grupos etarios, 30 campos histolégicos corados com HE de
cada etapa de pos-tratamento foram capturados e as analises estereoldgicas foram obtidas segundo
o método de Weibel (1963). Por este método, a partir de contagem de pontos e linhas em um
reticulo de 168 pontos sdo calculadas as porcentagens que sdo transformadas em densidade de
volume. As comparagdes foram feitas com base nos resultados obtidos nos animais do grupo Ct. A
partir deste teste obteve-se a proporcdo relativa dos componentes teciduais da prostata, como o

epitélio, lumen, células musculares lisas e estroma fibrovascular.

Dosagem Hormonal Sérica

As amostras de sangue foram coletadas em tubos de ensaio de 4ml com gel de
separac¢dao. O material foi centrifugado a 3.000 rpm, e o soro separado e congelado para posterior
analise. A analise sérica foi realizada em aparelho automatizado (VITROS ECi-Johnson & Johnson
de Analise quimioluminescente heterogénea ultra-sensivel). Foram processados ensaios para a

dosagem de Testosterona (T) (limite de deteccao entre 0,1-150,0 ng/dl) e Estradiol (E,) (limite de
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detecgdo entre 0,0-3814,0 pg/ml) e a proporcao entre eles foi obtida dividindo o valor médio da

concentragdo do primeiro, pelo valor médio da concentragdo do segundo horménio.

Estatistica
A anélise estatistica dos dados coletas foi realizada em planilhas e graficos do software
Statistica 6.0 (CopyrightOStatSoft, Inc. 1984-1996). Os testes ANOVA e Tukey HSD foram

utilizados para a obten¢do da significancia dos resultados sendo p<0,05.

Resultados

Em cada um dos trés grupos etarios estudados, a prostata dos animais dos grupos Ct-
6leo, que receberam apenas o veiculo diluidor da droga, ndo apresentaram dados quantitativos nem
tdo pouco morfologicos que fossem significativamente diferentes daqueles observados nos animais
do grupo Ct, comportando-se assim, de modo semelhante entre estes dois grupos. Portanto, os
resultados obtidos nos grupos Ct e Ct-6leo foram mencionados como um unico grupo, o grupo Ct.
Além disso, as analises estruturais e quantitativas das quatro etapas do periodo de pds-tratamento
com as drogas (1, 7, 14 e 21 dias depois do final dos tratamentos) revelaram, surpreendentemente,
muitas similaridades entre as duas primeiras etapas e entre as duas ultimas. Com base nisto, os
resultados foram agrupados em duas fases de analises do periodo de pds-tratamentos: a Fase Inicial,

referente as etapas 1 e 7; e a Fase Final, referente as etapas 14 e 21.

Andlises Quantitativas

Na etapa inicial do pds-tratamento com Fin e com Fin+Let, quando comparados com o
grupo Ct, a porcentagem de tecido epitelial diminuiu nos animais jovens (Tab.I) e velhos (Tab.III),
enquanto apareceu maior nos gerbilos adultos (Tab.II), situagdo que, durante o periodo de pds-

tratamentos, inverteu-se somente nos velhos na fase final de analise. Nas etapas inicial do periodo
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de pos-tratamentos com Fin e com Fint+Let, a propor¢do de area luminal aumentou nos jovens e
velhos, e diminuiu na fase final. Nos gerbilos adultos manteve-se menor que o grupo Ct durante
todo o periodo de andlise. J4 o compartimento estromal dos animais jovens tratados com Fin e
Fin+Let, teve a porcentagem de CML menor do que o grupo Ct durante todo o periodo de pos-
tratamento, enquanto que a propor¢do do estroma fibrovascular aumentou na etapa inicial e
diminuiu na etapa final de analises. Os animais adultos tratados com Fin e Fin+Let tiveram as
porcentagens de CML e estroma fibrovascular maiores na etapa inicial e final do pods-tratamento
com estas drogas. Ja a porcentagem de CML da prostata dos animais velhos que receberam Fin e
FintLet aumentou na fase inicial de analise e permaneceu assim somente na fase final de analise
dos animais do grupo Fin, diminuindo nos animais velhos do grupo Fin+Let, nesta mesma etapa . O
estroma fibrovascular destes animais, na fse inicial, aumentou e depois diminuiu na fase final de
analise, com estes dois tipos de tratamento. Ja o tratamento com Let, na fase inicial do pods-
tratamento, teve a porcentagem da camada epitelial dos animais jovens e adultos aumentada e nos
animais velhos, diminuida. A porcentagem de area do limen na prostata dos animais jovens e
velhos aumentou, nas etapas inicial e final, oscilando nos adultos. Em todo o periodo de pos-
tratamento com o Let, a porcentagem de CML e de estroma fibrovascular dos animais jovens
diminuiu ¢ dos animais velhos aumentou em relagdo ao grupo Ct. Nos animais adultos do grupo
Let, tanto a porcentagem de CML quanto de estroma fibrovascular diminuiram na fase inicial e

depois aumentaram na fase final de analise.

Andlise Sorologica

Os animais jovens (Tab.l), independentemente do tipo de tratamento a que foram
submetidos, apresentaram um aumento da relagdo T/E, sanguinea, em relagdo aos grupos Ct, a qual
foi mantida durante todo o periodo de pos-tratamentos. Os aumentos mais expressivos foram
observados nos grupos que receberam Fin e Fin+Let. A propor¢do de T e E, nos animais adultos

(Tab.Il) diminuiu em todos os grupos experimentais, durante os periodos de pos-tratamentos.
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Houve um ligeiro aumento assim que terminou a administracao Fin+Let, porém, depois desta etapa,
a razdo entre estes dois hormonios ficou bem mais baixa do que a constatada no grupo Ct. Nos
animais velhos (Tab.III) a razdo entre as concentracdes de T e E, aumentaram nos grupos Fin e Let,

enquanto diminuiu no grupo Fin+Let.

Andlise Estrutural

Nas analises morfologicas gerais dos animais jovens do grupo Ct, a glandula era
imatura e ainda pouco desenvolvida, apesar de volumosas células epiteliais apresentarem alguma
atividade secretora e nucleo ocupando a maior parte do citoplasma. Adjacente ao epitélio, a camada
fina de tecido conjuntivo tinha pouca vascularizacdo e alguns fibroblastos. As CML estavam
frouxamente compactadas ao redor dos acinos (Fig.1), entremeadas por fibras de coldgenos e
reticulares (Fig. 2). Ja os animais adultos do grupo Ct apresentaram uma estrutura morfoldgica mais
desenvolvida e madura, com acinos maiores, além de alta atividade secretora, evidenciada por
muitos granulos de secre¢do acumulados no apice do epitélio (Fig.1). O estroma ficou agora mais
compacto, apresentando, na base do epitélio, fina camada de tecido conjuntivo, rico em colageno
(Fig.2) e CML densamente compactadas ao redor de cada acino. A prostata dos animais velhos do
grupo Ct revelou-se com areas heterogéneas, sendo algumas morfologicamente normais enquanto
outras, histo-patologicamente comprometidas. Nas por¢des acinares normais, a camada epitelial
tinha pequenas dobras e grande acimulo de goticulas de gordura no citoplasma (Fig.1). O tecido
conjuntivo adjacente a esta camada ficou mais espesso (Fig.2) e a maioria das CML
fenotipicamente alterada, o que, conseqiientemente, contribuiu para um desarranjo do musculo liso.

Independentemente da idade dos animais analisados, as alteracdes observadas no
periodo de pos-tratamento com Fin e FintLet foram muito semelhantes e aparentemente mais
relevantes no compartimento estromal (Fig.2). As fibras de colageno e reticulares estavam agora
com aspecto fenotipico alterado, sem uma organizacdo especifica, principalmente entre as CML,

além da grande quantidade acumulada na base epitelial (Fig.2). Apesar de nos animais adultos ter
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sido mais brand, o este aumento de colageno na regido sub-epitelial aconteceu de maneira marcante,
principalmente na fase inicial das analises pos-tratamentos (fig.2). Também neste local houve um
aumento consideravel de fibroblastos os quais por sua vez, sem seu aspecto fusiforme caracteristico
(Fig.1). Houve ainda um ligeiro aumento da vascularizacdo desta area totalmente modificada. As
CML ficaram, na sua maioria, hipertrofiadas ¢ menos compactadas ao redor dos acinos (Fig.1), o
que pode ser também conseqiiéncia do evidente aumento de fibras colagénicas e reticulares entre
elas (Fig.2). A prostata dos gerbilos de diferentes idades, tratadas com Let, tiveram um rearranjo
estromal aparentemente semelhante ao previamente descrito, porém apenas nos jovens ¢ velhos as
mesmas observagdes puderam ser claramente observadas, uma vez que nos adultos, as fibras de
colageno e reticulares estavam fenotipicamente modificadas, mas em quantidade ndo tdo maiores do
que no grupo Ct (Fig.2). J& a camada epitelial dos gerbilos do grupo tratado com Let,
independentemente da idade, respondeu de forma mais marcante, onde o fenotipo celular ficou
alterado. Estas células apresentaram-se mais alta nos animais jovens ¢ adultos, mas no final da

analise, estavam novamente mais baixas do que no grupo Ct (Fig.1).

Discussao

As oscilagdes ocorridas entre os niveis de androgenos e estrogenos, decorrentes
principalmente da agdo combinada de Fin e Let, foram capazes de quebrar a interagdo
epitélio/estroma da prostata dos gerbilos jovens, adultos e velhos, o que ficou evidente pela
remodelacdo estromal e pela reorganizagdo das fibras colagénicas e reticulares da MEC. Estas
mudancas foram muito significativas e profundas, pois durante todo o periodo apos a administracao
das drogas em que as analises foram feitas, nenhum gerbilo jovem, adulto ou velho apresentou a
prostata morfoldgica, nem tdo pouco histologicamente normal outra vez. Fica claro, portanto, que a
interacdo epitélio/estroma foi perturbada e a troca de informagdes entre estes compartimentos

acabou gerando um novo microambiente hormonal, celular e molecular. O compartimento estromal
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modificou-se tdo expressivamente que passou a ficar reativo e capaz de promover o inicio de uma
proliferagio descontrolada de células prostaticas. E evidente que as interagdes epitélio-estroma sdo
importantes para o desenvolvimento da prostata e sua manutencdo na vida adulta (Cunha et al.,
2004a) e, sendo assim, a troca do compartimento estromal normal por um estroma reativo pode
alterar esta interacdo tdo necessaria para a biologia da glandula e, conseqiientemente, afetar a
progressdo do cancer prostatico (Tuxhorn et al., 2002).

Ricciardeli et al. (2007) constataram que células de cancer de prostata sdo capazes de
recrutarem componentes estromais para remodelarem seu ambiente pericelular e promover sua
motilidade. As intera¢des epitélio-mesenquimais, fundamentais para o desenvolvimento intra-
embrionario da prostata, que continuam durante toda a vida do individuo como interagdo
epitélio/estroma, tém fungdo na regulagdo hormonal, celular e molecular da prostata. Perturbagdes
que interferem nesta comunicagdo reciproca ¢ quebram a interagdo entre estes compartimentos
relacionam-se fortemente com o surgimento e o desenvolvimento da carcinogénese prostatica
(Cunha et al., 2004a). Segundo Cunha et al. (2004b), as alteracdes nas interacdes homeostaticas
epitélio-estroma contribuem para a formagdo dos estagios iniciais e tardios da formagdo do céancer
prostatico e a continuagdo desta interacdo desregulada das células cancerigenas com o novo
microambiente estromal formado tem papel importante na prostata. Os resultados obtidos com o
presente estudo apontam este novo compartimento como uma possivel ferramenta para estudo de
novas terapias e diagnodsticos do cancer de prostata, conforme Tuxhorn et al. (2002) também
propoe.

O desenvolvimento de um microambiente estromal modificado, em resposta a um
carcinoma ¢ uma caracteristica comum em muitos tumores. A progressdo do cancer ¢ um processo
complexo de multiplos passos que comega com a transformacao de células normais e continua com
o crescimento tumoral, invasdo e metastase. Além das células cancerigenas transformadas, os
tumores também apresentam células estromais, MEC, vasos sanguineos recém-formados e

componentes imunes diferentemente arranjados do que aquelas de um estroma normal (Tuxhorn et
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al., 2001; 2002). Este novo ambiente de estroma reativo aumenta a tumorigenese, por dar suporte a
sobrevivéncia, proliferacdo e migracdo das células cancerigenas, além de induzir angiogénese.
Portanto, a progressdo do cancer ndo ¢ exclusivamente regulada por um desequilibrio entre a
expressdo de oncogenes e genes supressores de tumor. O crescimento de um tecido cancerigeno
também depende do compartimento estromal criar um ambiente mais favoravel a proliferacéo
tumoral (Tuxhorn et al., 2002).

Algumas das caracteristicas propostas por Tuxhorn et al. (2001, 2002), Tomas &
Kruslin (2004) e Kalluri & Zeisberg (2006) para um tipico estroma reativo com células
fenotipicamente alteradas, MEC remodelada, aumento da disponibilidade de fatores de crescimento,
alta atividade de proteases, maior vascularizacdo ¢ influxo de células inflamatérias, parecem estar
presentes no tecido prostatico dos gerbilos jovens, adultos e velhos depois do bloqueio das enzimas
metabolizadoras de esterdides, So-r e aro. O compartimento estromal modificou-se tdo
expressivamente que passou a apresentar caracteristicas de um estroma ativado ou desmoplasico e,
portanto, capaz de promover o inicio de uma proliferagdo descontrolada de células prostaticas. Esse
cenario de reacdo estromal, com acumulo de fibras de colageno e reticulares fenotipicamente
modificada, numerosos e aparentemente fibroblastos ativados e CML hipertrofiadas e frouxamente
organizadas ao redor de um compartimento epitelial, o qual também estava alterado, ainda estava
presente na prostata de gerbilos na ltima fase de anéalise do periodo de pos-tratamentos.

Um mecanismo de transi¢do epitelial-mesenquimal vem sendo cada vez mais
reconhecido nas células cancerosas como um importante determinador de progressdo tumoral.
Durante esse processo, células epiteliais perdem o contato e adquirem propriedades mesenquimais,
capacidade invasiva e habilidade migratoria. Esta modificagdo fenotipica das células epiteliais pode
ainda modular a progressdo cancerigena, servindo como fonte adicional de células tipo fibroblasto
com genoma alterado. Em focos malignos de céncer, estas novas células recém alteradas podem
contribuir para o aumento dos fibroblastos ativados, em resposta a estimulos do novo

microambiente estromal (McAlhany et al., 2004; Kalluri & Zeisberg, 2006).

98



Tese de Doutorado: Inibi¢do da atividade das enzimas 5 alfa-redutase e Aromatase na prostata do gerbilo do Mongdlia

Lara Silvia Corradi

Os bloqueios enzimaticos da Sa-r e aro, separadamente ou ndo, provocaram na prostata
dos gerbilos jovens, adultos e velhos, um aumento do niimero de fibroblastos, principalmente na
regido sub-epitelial. Além de aparecem mais numerosos, estas células ndo estavam mais com o
padrido fusiforme caracteristico e sim, com fenotipo ativado e altamente sintético.
Experimentalmente, fibroblastos isolados de focos de cicatrizagdo de ferimentos, de tecidos com
fibrose ou de regides de carcinoma sdo capazes de se proliferar em larga escala e de secretar altas
taxas de constituintes da MEC, sendo entdo chamados de ativados. Nestas situa¢des, os fibroblastos
ativados passam a sintetizar altas taxas de proteases degradadoras de matriz, como as
metaloproteinases MMP2, MMP3 e MMP9, diversos fatores de crescimento ¢ moduladores de
respostas imunes, como as interleucinas I, além de expressar a-actina de musculo liso (Kalluri &
Zeisberg, 2006). Assim, com base nestes dados, o expressivo aumento do niumero de fibroblastos e
de colageno observado durante os periodos de pos-tratamentos com Fin e Fint+Let torna-se
fortemente sustentado e justificavel.

Como principal fonte de constituintes da MEC, os fibroblastos tém sido alvo de muitos
estudos para se esclarecer como esse tipo celular é capaz de induzir as alteragdes que o
compartimento estromal sofre para permitir o aparecimento e desenvolvimento de patologias na
prostata. Os fibroblastos sdo importantes para a sintese de componentes da MEC, principalmente
colagenos do tipo I, II e IV, fibronectina, além de atuarem na regulagdo da diferenciacao epitelial e
no processo de inflamagdo e para o processo de cicatrizacdo de ferimentos. Além disso, os
fibroblastos secretam fatores de crescimento que direcionam as interagdes epitélio/stroma (Kalluri
& Zeisberg, 2006). Grande importancia tem sido atribuida as CML, tanto no controle homeostatico,
quando no desenvolvimento e estabelecimento de neoplasias da prostata (Farnsworth, 1999; Marker
et al., 2003; Cunha et al., 2004b). As CML e os fibroblastos sdo células estromais dotadas de uma
plasticidade via variagdo fenotipica de fibroblastos para miofibroblastos e para CML, de acordo
com os estimulos, sendo que os miofibroblastos parecem ser o tipo celular principal encontrado em

condi¢des patologicas (Tuxhorn et al., 2001; 2002).
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Estudos baseados na privacdo androgénica tém mostrado que a sintese e organizagio
dos componentes da MEC, juntamente com as CML e os fibroblastos, também apresentam
respostas adaptativas a diversas situacdes hormonais sendo, em grande parte, portanto, estas
repostas moduladas por androgenos e/ou estrogenos (Vilamaior et al., 2000, 2005; Corradi et al.,
2004; Pegorin de Campos et al., 2006). Shibata et al (2001) com experimentos em cées ¢ Corradi et
al. (2004) em gerbilos adultos notaram um novo microambiente estromal na prostata depois do
tratamento com Fin. Corradi et al. (2004) observaram que o compartimento estromal da prostata dos
gerbilos adultos mostrou-se intensa e diferentemente remodelado. Para esses autores, esses
resultados confirmam que o bloqueio da atividade enzimatica afeta as interagdes homeostaticas
entre epitélio e estroma prostaticos, podendo estar criticamente envolvido com as alteragdes
hormonais induzidas pela auséncia das atividades enzimaticas da Sa-r e aro. Como ja previamente
proposto por Corradi et al. (2004), o notavel acimulo de colageno no estroma prostatico decorrente
do uso da Fin e do Let neste estudo, relaciona-se provavelmente com a metabolizagdo de estrogenos
da aumentada concentragdo de T intraprostatica, conseqiiéncia do bloqueio da metabolizacao local
de hormoénios esteroides. Respostas adaptativas semelhantes do compartimento estromal prostatico
de gerbilos velhos foram observadas por Pegorin de Campos et al. (2006) uma vez que constataram
alteracdes patologicas espontaneas da idade nestes animais.

Mudangas nas concentragdes dos hormonios esterdides relacionadas ao envelhecimento
também sdo capazes de promover alteracdes nos compartimentos prostaticos de varias espécies de
mamiferos, uma vez que isto interfere na comunicagdo epitélio/estromal (Untergasser et al., 2005).
Uma forte correlacdo entre o envelhecimento e o aparecimento de lesdes proliferativas espontaneas
acontece na prostata humana e do gerbilo (Hsing & Devesa 2001; Untergasser et al., 2005; Pegorin
de Campos et al., 2006). Durante o envelhecimento do homem, muitas alteragdes histologicas
acometem a prostata em resposta as descompensacdes hormonais e a ruptura da homeostase entre
epitélio e estroma. Nesta fase, mesmo com o declinio dos niveis de T, a quantidade de estrogeno

circulante nos homens ndo diminui, causando um aumento de mais de 40% na proporcao entre T e
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E, (Vermeulen et al., 2002; Risbridger et al., 2003; Untergasser et al., 2005). H4 uma diminui¢ao
idade-dependente dos niveis de DHT no epitélio e um aumento concomitante de estrona ¢ E; no
compartimento estromal, o que pode ser de importincia patogénica para o desenvolvimento da
Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB), se de fato um balango sinérgico estrogeno/androgeno €
necessario para a integridade e crescimento normal da prostata (Ito et al., 2000).

Apesar de cada droga ser responsavel por provocar alteragdes especificas, quando
juntas, os efeitos desta administracdo comcomitante repetem aqueles provocados somente pelo uso
da Fin. Independente da idade do animal analisado, a combinagdo de FintLet causou nitidas
alteracdes nos compartimentos prostaticos. A perda da estimulag@o autdcrina das células estromais
ou paracrina no epitélio, a partir do bloqueio simultaneo da metabolizacdo de DHT e estrogeno,
pode inibir a atividade celular epitelial, com subseqiiente redu¢cdo do tamanho da glandula. Assim, o
bloqueador de estrogeno age sinergicamente a Fin e diminui a biodisponibilidade de fatores de
crescimento, o que parece dar novas respostas sobre o mecanismo pelo qual os estrogenos
influenciam o crescimento normal da glandula, o crescimento independente de androgeno e as
metastases das células prostaticas cancerosas (Huynh et al., 2001). Ishikawa et al. (2006)
demonstraram, por meio de estudo in vitro com células de cancer de mama e células normais, que
uma ndo producdo de estrogenos decorrentes da auséncia da atividade da enzima aro leva a uma
répida deteccdo da estrogenicidade de outros compostos estrogénicos mais fracos, sintetizados a
partir da testosterona. Depois, ao utilizarem Fin, esta estrogenicidade fica reduzida novamente.
Assim, com base nestes dados, pode-se supor que o mesmo aconteceu nas células prostaticas dos
gerbilos tratados com a combinacdo de Fin e Let, reduzindo os hormdnios estrogé€nicos
intraprostaticos.

Sdo claros os resultados de que as mudancas hormonais ocorridas localmente na
prostata, devido ao bloqueio de especificas enzimas metabolizadoras de esterodides,
comprometeram a homeostase do 6rgdo e afetaram a troca de informagao entre os compartimentos

epitelial e estromal, independentemente da idade do animal. Além disso, a nitida instalacdo e
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permanéncia de um estroma desmoplésico, mesmo apds o final da inibigdo da enzima So-r e aro
sustenta, portanto, a grande importancia de um melhor entendimento do controle hormonal

intraprostatico e sua relacdo com a manutengdo da interagdo epitélio-estromal deste orgéo.
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Legenda das figuras

Fig. 1 — Regides do lobo ventral prostdtico do gerbilo da Mongdlia corados com Hematoxilina-
Eosina. O epitélio (EP), o limen (L) e o estromal (S) dos animais dos grupos controle, ao longo do
periodo pods-natal, apresentaram padrdo histologico de desenvolvimento normal da glandula. O
epitélio era pouco secretor nos jovens, altamente funcional nos adultos e, em decorréncia da idade,
com acumulo de gordura nos velhos. As células musculares lisas (SMC) compactaram-se ao redor
dos acinos nos adultos, enquanto que nos animais jovens e velhos, ficaram mais frouxamente
organizadas, por estarem entremeadas por matriz extracelular. Os diferentes tratamentos deixaram
as células da camada epitelial (EP) mais altas ou mais baixas, porém nunca sem nenhuma atividade
secretora, evidente pela presenca de blebs de secrecdo no apice celular. Aumento do colageno (*) e
do numero de fibroblastos (seta) adjacentes a base do epitélio foi marcante. As SMC
fenotipicamente alteradas, modificaram as caracteristicas do musculo liso. Vaso sanguineo (V).

Escalas: 100pm

Fig. 2 — Regides do lobo ventral prostdtico do gerbilo da Mongdlia corados com Reticulina de
Gomori. Nos animais do grupo controle, as fibras coldgenas e reticulares da matriz extracelular
acompanharam o padrdo desenvolvimento normal da glandula, estando ligeiramente em maior
quantidade na base epitelial (EP) dos jovens e velhos. O mesmo também acontece com as fibras de
colageno e reticulares presentes entre as células musculares lisas no estroma (S). As fibras
colagenas e reticulares do compartimento estromal destes animais estavam distribuidas e
organizadas de maneira uniforme e linear. Nos animais velhos, o estroma prostatico mostra-se com
um aumento acentuado de fibras colagenas e reticulares, caracteristico da idade. Os trés tratamentos
por sua vez causaram alteracdes fenotipicas e de distribuicdo destas fibras, as quais tornaram-se
mais espessas e¢ excessivamente acumuladas na regido subepitelial. As fibras de colageno e
reticulares assumiram aspecto mais ondulado e irregular entre as células do musculo liso. Escala -

40um.
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Tabela I - Porcentagem dos compartimentos teciduais prostaticos dos animais jovens

Etapas pés- | Compartimentos Tratamentos
tratamentos teciduais Ct Fin Let Fin + Let
Epitélio 22.240.7, 19.9+0.9, 23.0£0.9, 21.5%0.8
. Lumen 119 641.7f  40.841.5] 27.5+2.3; 25.4+1.1*
SMC126.0£0.8'  19.940.8) 22.5+1.1" 24.7+0.9;
Bstoma | 37 724161  19.4+1.3] 26.9+1.5] 28.3+1.5
I Fibrovascular
Bpitclio | 1894070 20.1+1.1"° 22.5+40.9° 23.5+1.2°
S| T 12684230 3424220 282426 11.9+1.9;
SMC 23.6+1.20 21.0£1.3] 19.1+0.9" 28.3+L.1;
Bstoma 1 31 241.6" 24.6+1.31° 30.242.0; 36.3+2.3°
Fibrovascular
Epltého 18.9i0'82 21.7i0,81’2 19.6i0.92 21.8i0-91
Lumen | 34447 65 18.0+1.5 32.1£1.8}, 16.2+1.95
14
SMC 202+1.15 27.940.95 18.7+1.0° 31.4+1.6;
Estroma | 56 541.6 32.2+1.5, 29.5+1.7, 30.6%1.4,
. Fibrovascular
Bpitdlio 1 21.341.0]  18.240.9%; 20.4+0.8] 16.3%0.8}
Lumen | 213421, 202419, 223+1.9; 18.0+1.3;
21
SMC 12954131, 25.141.3; 21.941.3" 24.5+1.1
Estoma | 97 8+1.5" 36.4+1.6; 35.3+2.1; 41115
Fibrovascular

Valores representam médiaterro padrdo. p<0,05. A analise estatistica baseou-se nos testes ANOVA e Tukey. Super-
indice alfabético (a, b, c) indica as diferengas inter-grupos, quando comparados os tratamentos e o super-indice
numérico (1, 2, 3) indica as diferencgas inter-grupos, quando comparadas as etapas de pds-tratamento. I: Fase inicial do
periodo de pos-tratamentos. F: fase final do periodo de pds-tratamentos.
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Tabela II - Porcentagem dos compartimentos teciduais prostaticos dos animais adultos

Etapas pés- | Compartimentos Tratamentos
tratamentos| teciduais Ct Fin Let Fin + Let
Epitclio 1 18.840.9]  19.6+0.8 14.5+0.9] 20.8+0.7;
Limen 1 499423 44242.17 61.9+1.7) 38.74L.6
! SMC112.840.7  14.240.97° 8.8+0.3)  16.3%1.0;
Bsoma 1 19.041.5"  22.3+1.7"" 14.8+1.0] 24.2+1.1
Fibrovascular
I Fpehio 116.7£0.7,  26.3+1.2; 19.0£0.8; 24.4£0.8
Lumen | 49542 3" 3674247 5434225 35.0+1.7
’ SME - 111.840.6" 12.640.6;"  9.6£0.7,  14.6+0.7,;
Bstoma | 22 0£1.7"  24.441.6" 16713 25.9+1.0°
Fibrovascular
Bpitclio 1 20.441.3]  18.8+0.7F 20.940.8, 28.7+0.75
Lumen | 509429 452+1.97 47241.7: 312412
HsMC 12 141.0° 9.9£0.7° 11.9£0.7% 14.0£0.6%%
Bsoma | 16.9+41.4"  26.0+1.8" 19.8+1.1; 26.1%1.1°
Fibrovascular
. Bpitdlio 199 040.9!, 24.740.9% 22.9+0.6° 28.3+0.8]
bumen 1 48942.0° 29.642.6; 44.5+1.7; 31.1£1.3;
HlosMC | 116406 211+7.10 1324075 18.3+0.9%;
Bstroma | 17 4412"  23.848.1" 19.0+1.3] 22.5+0.7°
Fibrovascular

Valores representam médiaterro padrdo. p<0,05. A andlise estatistica baseou-se nos testes ANOVA e Tukey. Super-
indice alfabético (a, b, c) indica as diferengas inter-grupos, quando comparados os tratamentos e o super-indice
numérico (1, 2, 3) indica as diferengas inter-grupos, quando comparadas as etapas de pds-tratamento. I: Fase inicial do
periodo de pos-tratamentos. F: fase final do periodo de pds-tratamentos.
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Tabela III - Porcentagem dos compartimentos teciduais prostaticos dos animais velhos

Etapas pés- | Compartimentos L ratumentos
tratamentos teciduais Ct Fin Let Fin + Let
Bpitdlio | 26 141,10 25.5£0.7° 19.041.00 21.540.9"
Lhmen 1 39 441.7°  293+1.6; 38.142.3" 32.7+1.8"
1
sMC 10.4+0.4] 16.6+0.7° 16.4+0.8" 18.3%0.8'
Estroma 1 23 64£0.9, 28.5+1.3, 26.5£1.6, 28.2+l.4
. Fibrovascular
Fpielio | 245409, 23.6+0.8 22.9%1.1, 22.9+0.8
bumen | 42 9+41.2" 350414, 362+1.6° 29.241.3;
7
SME113.740.5,  16.840.4° 13.610.65 17.1£0.6/
Fstoma 1 18.840.95 24.8£1.3) 27.4%1.0/° 30.5tL.1;
Fibrovascular
Bpiclio 1 93340.9, 244409 21.8+1.1, 23.4+0.7
bumen 1 40.841.5" 347412 43.141.7° 343%1.6
14
SMC 13.940.65 16.8£0.4" 13.6+0.65 15.6+0.6,"
Estoma | 21930.0! 23.941.3:" 21.620.80 26.621.4"
. Fibrovascular
Epitclio ) 22 141,13 26.941.1" 21.240.8] 22.3+0.6'
Lumen 39 1+1.9" 33,8i1,1?’b 41.8+1.8"° 40.4+1.25°
21 SMC 2 b ! 5
14.1£0.7, 17.740.6° 153%0.8/ 14.1+0.5;
Estoma 1 94 341.0, 21.6+0.9, 21.6+1.0, 23.2+1.4,
Fibrovascular

Valores representam médiaterro padrdo. p<0,05. A andlise estatistica baseou-se nos testes ANOVA e Tukey. Super-
indice alfabético (a, b, c¢) indica as diferencas inter-grupos, quando comparados os tratamentos e o super-indice
numérico (1, 2, 3) indica as diferencas inter-grupos, quando comparadas as etapas de pds-tratamento. I: Fase inicial do
periodo de pos-tratamentos. F: fase final do periodo de pds-tratamentos.
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Tabela IV — Valores da proporgao entre Testosterona e Estradiol.

Post- Post- Experimental Groups
1\QIAagteaSl Tlsz:;zsnt Control Finasteride Letrozole Filil:ts:s;(i:lls-b
Early 5.65 9.17 6.69 11.40
Young | e 6.45 7.93 9.13 6.60
Early 20.55 16.43 15.99 18.77
Adult Late 14.66 13.12 13.64 10.22
Early 2.72 3.50 3.35 1.15
Old Late 2.48 391 3.90 0.57

Valores obtidos da divisdo do valor médio da concentragdo sérica de Testosterona pelo valor médio da concentragdo
sérica de Estradiol. Early: Fase inicial do periodo de pds-tratamentos. Late: Fase final do periodo de pés-tratamentos.

110



Tese de Doutorado: Inibigdo da atividade das enzimas 5 alfa-redutase e Aromatase na prostata do gerbilo do Mongdlia

Lara Silvia Corradi
@ Experimental Groups
. . Finasteride +
Control Finasteride Letrozole Letrozole

Young

Adult

Oid




Tese de Doutorado: Inibigdo da atividade das enzimas 5 alfa-redutase e Aromatase na prostata do gerbilo do Mongdlia

Lara Silvia Corradi

Young

Adult

Old

Experimental Groups

Control

Finasteride Letrozole

Finasteride +
Letrozole

112



Tese de Doutorado: Inibi¢do da atividade das enzimas 5 alfa-redutase e Aromatase na prostata do gerbilo do Mongdlia

Lara Silvia Corradi

Artigo 3.

Aumento da expressiao de receptores de androgenos decorrentes da inibicao das enzimas 5-

alfa redutase e Aromatase pode ser indicativo de atividade hormonal intraprostatica alterada
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Asbtract

The in situ production of androgens has been proposed to exert a critical role in the development
and pathogenesis of prostatic cancer. A variety of steroid-metabolizing enzymes exist within the
prostate for local formation of actived androgens and estrogens. Dihydrotestosterone (DHT) is a
more potent form of Testosterone (T), which is converted by the Sa-reductase (So-r) enzyme. The
actions of these hormones are mediated by the intracellular androgen receptor (AR). Besides, the
Aromatase (Aro) enzyme provides an alternative pathway for estrogen producing within the
prostate. It is important, therefore, to examine the status of this locally androgen metabolism in
order to evaluate the possible roles of these enzymes in normal and abnormal prostatic biology. The
aim of this study was to elucidate what the absence of 5a-r and Aro provoke to the expression of
AR, since local steroid metabolism controls the bioavailability of active hormones in the prostate.
Young, adult and old male gerbils were received Finasteride and Letrozol (So-r and Aro enzymes
inhibitors, respectively) simultaneously or not and analyzed in post-treatment period. The content
and intensity of AR immunostaining were notable elevated in both early and late phases of post-
treatment. In the early phase, the expression of AR was notable increased in prostatic epithelium
and stroma of the Finasteride-treated animals. In this same group the elevated AR expression was
also observed in the last phase of post-treatment. It is known that Finasteride blockade the in situ
androgen activation, once its action prevents DHT formation. Letrozol also altered the locally
synthesis of active steroids hormones due to its aromatization blockade of T. Together these two
drugs are able to elevate the levels of intraprostatic T, which may, consequently, be confirmed by
the AR over-expression. Besides this androgenic receptor over-expression might reflects a new
hormonal status in the prostate. The recovery of a hormonal micro-environment seems to be
difficult to happen after the enzymatic blockade, what gives to the So-r and Aro enzymes a status of
crucial importance to the intraprostatic hormonal balance’s maintenance.

Keyword: androgen receptor, Sa-reductase, Aromatase, gerbil, ventral prostate

115



Tese de Doutorado: Inibi¢do da atividade das enzimas 5 alfa-redutase e Aromatase na prostata do gerbilo do Mongdlia

Lara Silvia Corradi

Introducao

Os andrégenos tém papel central na biologia da prostata, mas os estrogenos também
exercem fungdes importantes para a homeostase da glandula. Os efeitos androgénicos em células
prostaticas-alvo resultam da interagdo do hormonio com seus receptores especificos, os receptores
de androgenos (RA), sendo a producdo destes esteroides regulada pelo eixo hipotalamo-hipofise-
gonadas (Cunha et al., 2001). Durante a maturagdo da glandula, o RA comega a ser expresso pelas
células epiteliais e, na prostata adulta, além destas, as células estromais também expressam este
receptor (Schulz et al., 2003). A ativagdo deste receptor requer a ligagdo de um androgeno e no
nucleo celular, este complexo receptor-androgeno regula o processo transcricdo de genes
especificos se ligando a elementos-resposta do DNA, pois facilita a iniciagcdo deste mecanismo. Em
geral, o RA também conta com o auxilio de muitos complexos de proteinas, conhecidas como co-
ativadoras e co-expressoras (Marika & Visakorpi, 2004).

O principal androgeno circulante ¢ a Testosterona (T) e as células de Leydig sdo
responsaveis pela producdo de 95% desse esterdide e a adrenal, em torno de 5% (Hsing et al.,
2002). Na prostata, a dihidrotestosterona (DHT) € o androgeno predominante, formado a partir da T
por acdo da enzima Sa-redutase (Sa-r) (Steers, 2001). A T e a DHT se ligam ao mesmo tipo de RA,
porém desencadeiam fungdes fisiologicas distintas. A T regula a diferenciacdo sexual, além de
manter as fungdes sexuais e a libido, ja a DHT tem papel fundamental durante a virilizagdo
embrionaria ¢ puberal, além de manter a funcionalidade da préstata do individuo adulto (Labrie et
al., 2000; Soronen et al., 2004).

Na prostata, os estrogenos também agem via receptores especificos, os receptores de
estrogenos alfa e beta (REa e REP), exercendo agdes diretas e indiretas no crescimento e
diferenciagdo desta glandula (McPherson et al., 2007). Os estrégenos regulam o desenvolvimento e
a funcdo da prostata em varios estagios da vida do homem, através de mecanismos diretos e

indiretos (Cunha et al., 2001; Harkonen & Maikel4, 2004; Carruba 2006). Em homens, a producao
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diaria de estradiol é de 40-50ug, dos quais apenas de 5-10ug sdo provenientes da secrecdo
testicular. Grande parte dos estrogenos presentes nesses organismos ¢ derivada da aromatizagdo da
T, por agdo da enzima Aromatase (Aro), na prostata ¢ também nos tecidos periféricos (Ekman,
2000; Harkonen & Mikeld, 2004). Em situacdes anormais, a expressao local da Aro pode alterar-se
de varias formas e, assim, postula-se que estas mudangas sejam criticas para o aparecimento ou a
progressao do cancer de prostata de modo semelhante ao observado no cancer de mama (Risbridger
et al., 2003).

Pesquisas mostram que na auséncia de androgenos o estradiol, a vitamina D e fator de
crescimento tipo-insulina, em combinag¢do com os RA podem induzir a agdo androgénica. Assim, a
acdo hormonal na prostata é determinada ndo somente pela concentracdo de androgenos, mas
também por varios outros fatores, como expressao de RA e seus co-ativadores, presenga de fatores
de crescimento, e talvez outros fatores que ainda venham a ser identificados (Hsing & Devesa,
2001).

Alteracdes dos niveis androgénicos ou de suas fungdes devido a problemas de ligagdo
da DHT ou da T ao RA, assim como das fungdes dos fatores de crescimentos que sdo mediados pela
DHT, podem ser consideradas causas da ruptura da homeostase essencial para a manutencdo da
funcionalidade da prostata (Carson & Rittmaster, 2003). O bloqueio da atividade estrogénica pode
provocar um desequilibrio na produgdo de fatores de crescimento que agem nas células epiteliais,
provocando também quebra na interagdo entre o compartimento epitelial e estromal da prostata
(Huynh et al., 2001). A exposi¢@o pré-natal de ratos e camundongos a altas ou baixas doses de
estrogenos induz imprinting da prostata associado aos efeitos de proliferacao epitelial, expressdo de
RA e RE, inflamagdo e mudangas epiteliais displasicas. Portanto, torna-se compreensivel que a
préstata humana com inflamacgao crénica pode ser reflexo de uma reacdo autoimune causada, pelo
menos em parte, por estrogenos (De Marzo et al., 2007). O tratamento prolongado de roedores
adultos com estrégenos e androgenos combinados provoca hiperplasia epitelial, displasia e

adenocarcinoma de prostata. Pesquisas recentes mostram que a inibicao direta da agdo estrogénica
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nos tecidos da prostata pode ser uma nova estratégia para a quimioprevengdo ou terapia do cancer
prostatico (Soronen, et al., 2004; McPherson et al., 2007). Tanto o cancer prostatico dependente de
androgeno, quanto aquele independente expressam RA (Suzuki et al., 2003).

Assim, a producdo in situ de androgenos parece desempenhar um papel critico para a
patogénese do cancer prostatico humano (Nakamura et al., 2005) e anormalidades na func¢do ou
expressdo dos RA interferem na progressdo desta doenga (Suzuki et al., 2005). Embora os niveis
séricos de T revelem-se mais de 90% reduzidos depois da castragdo, a taxa androgénica na prostata
fica somente de 50 a 60% menor no tecido com céncer, sugerindo assim, a importancia da producao
hormonal local no cancer prostatico (Labrie 1991; Risbridger et al., 2003; Mizokami et al., 2004).
Além disso, a supressdo da secre¢do de hormodnios esterdides e/ou o bloqueio de suas fungdes
representam a base de muitas formas de tratamento efetivo de pacientes diagnosticados com esta
doenga (Negri-Cesi et al., 1998). A determinacdo do status da expressdo de enzimas
metabolizadoras de andrégenos em pacientes com cancer de prostata torna-se fundamental para a
obtencao de um melhor entendimento dos possiveis papéis da producdo e agdo intraprostatica dos
hormonios esterdides (Nakamura et al., 2005).

Estudos com a associagdo de inibidores das enzimas So-r e Aro t€m sido realizados
para se estudar o que e como a auséncia de suas agdes afeta as mudangas hormonais e a fisiologia
da prostata, além de se buscar compreender os papéis destas enzimas nas doengas que acometem
esta glandula (Suzuki et al., 1998; Negri-Cesi et al., 1999; Cunha et al., 2001; Risbridger et al.,
2003). Tobin and Canny (1998) utilizaram bloqueadores enzimaticos da Sa-r e da Aro para
assegurar a importancia da metabolizagdo de T e seus efeitos bioldgicos, que podem ser mediados
indiretamente pela DHT e estradiol. Suzuki et al. (1998) observaram com a inibi¢do da Sa-r e da
Aro aumento no volume prostatico e testicular de cées. Estas enzimas podem, portanto, restringir o
acesso de hormonios esteroides sexuais ativos na circulacdo e proteger os tecidos alvos de acdo
hormonal de uma influéncia excessiva de hormoénios, catalisando a conversdo de androgenos e

estrogenos em formas menos ativas.
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Alteracdes no padrdo de expressdo destas enzimas podem modificar a concentragido
intracelular dos esterdides sexuais, desempenhando papel pato-fisiolégico no desenvolvimento de
canceres associados aos hormonios (Labrie et al., 2000; Soronen et al., 2004; Vihko et al., 2005).
Para Ricciardelli et al. (2005) o RA tem envolvimento direto com o desenvolvimento de metastases
de cancer de prostata e segundo Zhang et al. (2003), RA tém total participagdo em cancer prostatico
recorrente, o que sustenta, portanto, o aprofundamento do estudo dos niveis desses receptores como
indicadores do estagio da doenga. Uma vez que as sinalizagdes dos RA permanecem em células
tumorais resistentes as terapias, a bloqueio das fungdes destes receptores especificos pode ser foco
promissor para o tratamento de metastase, cancer recorrente na prostata, ja que inibe o crescimento
e apoptose (Chtterjee, 2003). Portanto, como o metabolismo local de androgenos e estrogenos
controla as formas ativas dos hormoénios esterdides na prostata, variagdes das enzimas Sa.-r ¢ da Aro
durante a progressdo do cancer podem ser cruciais na regulacdo do crescimento e funcdo da
glandula (Soronen et al.,, 2004) e os RA podem responder diferentemente a este novo

microambiente hormonal intraprostatico.

Material e Métodos

Animais

Gerbilos machos (Meriones unguiculatus) sendo 100 jovens (7 semanas-48 dias), 100
adultos (16 semanas-112 dias) e 100 velhos (18 meses-78 semanas) (Pegorin de Campos et al.,
2006) ficaram mantidos sob condi¢des controladas de luminosidade (12 horas-luz ¢ 12 horas-

escuro) e temperatura (25°C) e alimentados com ragdo e agua ad libitum.

Delineamento Experimental
Em cada fase do desenvolvimento pds-natal, os animais foram aleatoriamente divididos

em 3 grupos experimentais (n=20), de acordo com o tratamento a que seriam submetidos,
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Finasterida (Fin), Letrozol (Let), Finasterida+Letrozol (Fin+Let). Dois grupos controles (n=20)
foram formados, um contendo animais intactos (Ct) e outro, onde os animais receberam apenas o
veiculo diluidor das drogas (Ct-6leo). A Finasterida (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri),
droga inibidora da enzima Sa-r, € o Letrozol (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri), inibidor da
enzima Aromatase foram diluidos em 0.1ml de 6leo de milho e dosados baseando-se na média do
peso corpo corporeo dos animais: os jovens receberam 0.5mg/kg/dia de Fin e 0.25mg/kg/dia de Let;
Adultos receberam 1.0mg/kg/dia de Fin e 0.5mg/kg/dia de Let; Velhos receberam 1.5mg/kg/dia de
Fin e 0.75mg/kg/dia de Let. Todos os animais foram tratados uma vez por dia, por gavagem,
durante 30 dias consecutivos. O sacrificio dos animais ocorreu 1, 7, 14, e 21 dias depois de
terminado o periodo de administracdo das drogas. Cinco animais de cada grupo experimental e dos
grupos controles foram usados em cada etapa de pds-tratamento e para isso, foram colocados em
camara de CO, e imediatamente depois de sacrificados, foram decapitados para coleta de sangue e

entdo, dissecados.

Dosagem Hormonal Sérica

Amostras de sangue foram coletadas em tubos de ensaio de 4ml com gel de separagao.
O material foi centrifugado a 3.000 rpm, e o soro separado e congelado para posterior analise. A
analise sérica foi realizada em aparelho automatizado (VITROS ECi-Johnson & Johnson de Analise
quimioluminescente heterogénea ultra-sensivel). Foram processados ensaios para a dosagem de
Testosterona (T) (limite de deteccdo entre 0,1-150,0 ng/dl) e Estradiol (E,) (limite de deteccdo entre

0,0-3814,0 pg/ml).

Microscopia de Luz
Em cada uma das 4 etapas de sacrificio realizadas apds os tratamentos, todos os
complexos prostaticos (prostata ventral e dorsal) dos animais jovens, adultos e velhos foram

removidos, pesados e fixados por imersao em formalina tamponada e incluidos em paraplast, para
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futura realizagdo de analises imunohistoquimicas. Outros fragmentos prostaticos dos grupos
controle e dos grupos experimentais também foram fixados em Karnovsky (solucdo de
paraformaldeido a 5% e de glutaraldeido a 2,5% em tampao fosfato Sorensen pH 7,2 - 0,1M),
lavados em agua, desidratados em etanol, clarificados em xilol para entdo serem incluidos em
historresina (Leica historesin embbeding kit) e posteriormente corados com Hematoxilina-Eosina

(H&E) para analise morfologica geral da prostata.

Imuno-hitoquimica

O procedimento da imuno-histoquimica para a marcacao de receptores de androgenos
foi realizado de acordo com as instrugdes do fabricante do kit: Recuperacdo Antigénica: Tampédo
citrato (pH 6,0), no microondas, 2 ciclos, 3 minutos cada. Bloqueio da Atividade da Peroxidase
Endogena: PBS por 3 vezes de 5 minutos e, em seguida, 30 minutos em solu¢do de Perdxido de
Hidrogénio a 3% diluido em 4gua destilada. Bloqueio dos sitios de ligagcdo ndo-especifico: PBS por
5 minutos e incubados em cdmara imida e escura com 3% de soro bovino fetal (BSA) por 1 hora.
Incubagdo com anticorpo primdrio - AR (N-20): sc-816 rabbit polyclonal antibody da Santa Cruz
Biotechonology: 4°C, overnight e dilui¢do de 1:100 em PBS com 3% de soro bovino fetal (BSA).
Incubacdo do Anticorpo Secunddrio + Complexo Avidina-Biotina Peroxidase: O complexo
antigeno-anticorpo foi detectado por um anticorpo secundario conjugado a biotina — Anti-Rabbit
IgG (Sigma): 3 horas em camara umida e dilui¢dao de 1:200 em PBS com 3% de soro bovino fetal
(BSA). Revelacdo da Imunorreatividade — Cromogénio DAB (3,3 diaminobenzidina): Foram
diluidos Smg de DAB em 7,5ml de agua destilada, 2,5ml de tampéo fosfato100ml e 10ul de agua
oxigenada (3%). As laminas foram mergulhadas na solugdo do Cromogénio-DAB por
aproximadamente 2 minutos ou até a visualizacdo macroscopica da cor marrom-dourada. Contra-
coloracdo: Hematoxilina, por 1 minuto. As documentagdes fotograficas foram feitas no Analisador

de Imagens, com o programa Image-Pro-Plus da Media Cybernetics.
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Estatistica
A anadlise estatistica dos dados coletas foi realizada em planilhas e graficos do software
Statistica 6.0 (Copyright©OStatSoft, Inc. 1984-1996). Os testes ANOVA ¢ Tukey HSD foram

utilizados para a obten¢do da significancia dos resultados sendo p<0,05.

Resultados

Em cada um dos trés grupos etarios estudados, a prostata dos animais dos grupos Ct-
6leo, que receberam apenas o veiculo diluidor da droga, ndo apresentaram dados quantitativos nem
tdo pouco morfologicos que fossem significativamente diferentes daqueles observados nos animais
do grupo Ct, comportando-se assim, de modo semelhante entre estes dois grupos. Portanto, os
resultados obtidos nos grupos Ct e Ct-6leo foram agrupados e mencionados como um Unico grupo,
o grupo Ct. Além disso, as andlises estruturais e quantitativas das quatro etapas do periodo de pds-
tratamento com as drogas (1, 7, 14 e 21 dias depois do final dos tratamentos) revelaram,
surpreendentemente, muitas similaridades entre as duas primeiras etapas e entre as duas ultimas.
Com base nisto, os resultados foram agrupados em duas fases de analises do periodo de pods-

tratamentos: a Fase Inicial, referente as etapas 1 e 7; e a Fase Final, referente as etapas 14 e 21.

Andlise Sorolégica

Na fase inicial do periodo de pos-tratamentos, a concentracdo sérica de T aumentou,
quando comparada com os grupos Ct, nos jovens (Tab.l), adultos (Tab. II) e velhos (Tab.III)
tratados simultaneamente ou ndo com Fin e Let. Os gerbilos adultos tratados com Let ficaram com a
concentracdo de T ligeiramente menor que o grupo Ct. Ja a fase final de analises revelou, nos

animais jovens e velhos, uma concentracdo de T ainda maior do que o grupo Ct, € novamente, os
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animais adultos foram excecdo, pois somente no grupo Let o nivel T estava discretamente maior
que no grupo Ct. Nas trés idades estudadas, a maior concentracdo sérica de T apareceu nos animais
tratados com Fin+Let durante a fase inicial do pos-tratamento, enquanto que na fase final, o nivel de
T ainda era o mais elevado nos animais jovens e velhos do grupo Fin. Os animais adultos, tanto do
grupo Fin, quando do grupo Fin+Let, tinham concentragdo de T menor que o grupo Ct . Os niveis
séricos de E, também aumentaram na fase inicial do periodo de pos-tratamentos, nos jovens (Tab.I),
adultos (Tab. II) e velhos (Tab.III) tratados simultaneamente ou ndo com Fin e Let, com excegdo
dos animais adultos do grupo FintLet, quem apresentaram concentracdo de E, menor do que o
grupo Ct. Na fase inicial de analise, os gerbilos jovens e adultos do grupo Let tinham o mais
elevado nivel de E,. Nos velhos, a maior concentragdo de E; na fase inicial do pds-tratamento foram
os animais do grupo FintLet. Na fase final de andlises, os animais jovens e velhos do grupo
Fin+Let ainda tinham a concentragdo sanguinea de E, mais alta do que o grupo Ct, o que também
aconteceu, porém com menos evidéncia, com os animais adultos submetidos a este mesmo
tratamento. Nesta fase, a menor concentragdo de E, apareceu nos animais jovens, adultos e velhos

tratados com Let.

Andlise Estrutural

Nos jovens, a glandula era imatura, com porg¢des acinares pequenas, apresentando na
camada de tecido conjuntivo adjacente ao epitélio pouca vascularizagdo e baixo numero de
fibroblastos. As células musculares lisas (CML) estavam frouxamente compactadas ao redor dos
acinos, deixando esta camada muscular mais espessa. Os animais adultos mostravam a prostata
completamente desenvolvida, com acinos maiores do que aos observados nos jovens do grupo Ct
dos animais jovem, alta atividade secretora e lumen acinar amplo e com muitos granulos de
secre¢do acumulados no apice do epitélio O estroma ficou mais compacto, com estreita camada de
tecido conjuntivo, rico em colageno e fibroblastos, na base do epitélio e com CML fusiformes agora

densamente compactadas. A prostata dos animais velhos do grupo Ct revelou-se com Aareas
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heterogéneas, algumas morfologicamente normais enquanto outras, histo-patologicamente
comprometidas. Nas porgdes acinares normais, a camada epitelial estava com dobras e células
epiteliais modificadas. O tecido conjuntivo adjacente a esta camada estava mais espesso € a maioria
das CML apresentava-se alterada, contribuindo para um desarranjo do musculo liso. Nos animais
jovens, adultos e velhos, as alteragdes observadas no periodo de pds-tratamento com Fin e Fin+Let
foram muito semelhantes e aparentemente maiores no compartimento estromal, onde houve
acumulo de colageno e aumento do niimero de fibroblastos na regido subepitelial. O tratamento com
Let provocou no compartimento prostatico dos animais, independentemente da idade estudada,
modificagdes semelhantes as descritas acima, porém de modo mais brando. Ja a camada epitelial
dos animais jovens, adultos ¢ velhos que receberam Let, teve uma resposta mais evidente, onde o
fenotipo celular observado no grupo Ct ficou totalmente remodelado, apresentando células mais alta
nos animais jovens e adultos, mas no final da analise, estavam novamente mais baixas do que no

grupo Ct (Fig.1).

Andlise Imunohistoquimica

A expressdo dos RA nitidamente alterou-se depois dos bloqueios enzimaticos,
separados ou ndo, das enzimas So-r e da Aro. Comparando-se com o grupo Ct, em todas as idades a
quantidade e a intensidade de marcagdo imunohistoquimica ficaram maiores no periodo de pos-
tratamentos. Nos animais jovens do grupo Ct, praticamente ndo houve marcagdo de RA na fase
inicial de andlise, porém, na fase final, havia pequena expressdo de RA no nucleo das células
epitelial e estromal. Durante as etapas de analise, nos adultos do grupo Ct, esta marcagdo estava
relativamente maior e evidente exclusivamente no nucleo das células da camada epitelial. Nos
animais velhos do grupo Ct, analisados na fase inicial, tinham uma notavel marcagcdo de RA no
nucleo das células epiteliais enquanto que na fase final de andlise, além da expressdo epitelial,

houve imunolocalizagdo de RA no nicleo de CML (Fig.2).
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Os animais jovens do grupo Fin e Fint+Let apresentaram maior marca¢do de RA no
nucleo das células epiteliais, do que nos animais jovens do grupo Let, o que permaneceu até a fase
final do pos-tratamento com Fin. J4 nos jovens dos grupos Fin e Let, nas fases inicial e final de
analises, uma discreta expressao destes receptores aconteceu nas céulas estromais. Na fase inicial de
analise dos animais adultos do grupo Fin, a expressdo de RA aumentou no compartimento epitelial
e estromal da prostata, estando localizada principalmente no ntcleo das células. Alguma marcacao
pode ser notada também no citoplasma das células destes compartimentos. Apesar do aumento da
expressao e da intensidade da imunolocalizacdo de RA na fase inicial do pos-tratamento com Let e
com Fin+Let, este padrdo de marcagdo ficou ainda mais acentuado na fase final do periodo de pds-
tratamento com estas drogas. Nesta fase de analise, os animais do grupo Let apresentaram a mais
forte marcagdo de RA no nucleo das células epiteliais, enquanto que ndo houve expressdo nas
células do compartimento estromal. Por outro lado, na préstata dos animais adultos do grupo
Fin+Let uma maior expressdo de RA no nucleo de células epiteliais e estromais pode ser vista tanto
na fase inicial, quanto final do pds-tratamento. Nos animais velhos, a intensidade da marcagédo e a
expressdo de RA nas células epiteliais ficaram maiores nos grupo Fin, Let e Fin+Let, enquanto que
uma discreta expressdo apareceu no compartimento estromal. Os animais velhos dos grupos Let
apresentaram, durante todo o periodo de analise do pos-tratamento, uma intensa expressao nuclear
de RA, além de alguma marcacdo citoplasmatica. Na regido adjacente a camada epitelial, pode-se

observar também imunomarcacdo de RA no citoplasma dos fibroblastos presentes nesta regido

(Fig.2).

Discussao

Considerando-se cada tratamento, pode-se observar que a associa¢do da Finasterida
com o Letrozol provocou modifica¢des significativas no micro-ambiente prostatico, assim como

também, a administracdo separada destas duas drogas. Os resultados obtidos na fase inicial do
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periodo de pos-tratamento sdo claros e evidentes de que as drogas exerceram seus efeitos
especificos enquanto administradas. Ja a fase final das analises pareceu ser um periodo de
recuperacdo do estado funcional normal da prostata, do que de conseqiiéncia dos efeitos das drogas
administradas. A ndo diminui¢do da expressdo de RA na prostata dos animais independentemente
da idade e do tratamento a que foram submetidos pode ser sustentada com base no proposto por
Zhang et al. (2003) que RA ¢ totalmente funcional em cancer recorrente. Para eles, a natural
resposta do cancer prostatico a retirada da agdo da DHT ¢ a transi¢do para o estado recorrente,
possibilitando de alguma forma, a ativacao de receptores na auséncia de niveis fisiolégicos de DHT.
Como o RA ¢ expresso tanto no cancer de prostata dependente de andréogeno quanto no
independente, estes receptores podem desempenhar papel importante na progressdo para esta
independéncia androgénica do cancer (Suzuki et al., 2003).

A agdo sinergistica da Finasterida com o Letrozol se assemelha, em todas as idades,
com a agdo isolada da Finasterida, uma vez que quando estas duas drogas sao administradas
sozinhas, elas provocam alteragdes distintas. Estes dados puderam ser vistos nas trés idades
estudadas e o que ficou evidente foi que a prostata dos animais jovens e velhos teve uma maior
dificuldade em recuperar o seu estado fisioldgico normal. J4 a prostata dos animais adultos
mostrou-se com capacidade de recuperagdo mais equilibrada e menos oscilatoria. Assim, com base
nos dados obtidos, pode-se sugerir que, o desbalanco entre as concentracdes de androgenos e
estrogenos provocados pelo bloqueio da enzima 5-alfa redutase e Aromatase, separados ou nao,
alterou significativamente a expressdo de RA na prostata dos gerbilos jovens, adultos e velhos,
refletindo, portanto, o novo status hormonal intraprostatico adquirido pela auséncia da acao destas
enzimas.

A DHT quando comparada com a T, é de 5 a 10 vezes mais potente e tem maior
afinidade com RA (Rittmaster, 1994) além de ter papel importante na regulagdo do crescimento da
glandula (Huynh et al., 2001) e na estimulacdo da fungao epitelial prostatica (Wright et al., 1996). A

ligacdo da DHT ao RA resulta em uma cascata de eventos necessarios para a formacao dos fatores
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de sinalizagdo, tanto para o crescimento quanto para a manutengdo da fungdo prostatica (Carson &
Rittmater, 2003). Portanto, como a inibicdo da producdo intraprostatica da DHT ¢ efetiva na
presenca da Finasterida, e este hormdnio, por sua vez, ¢ o principal responsavel pela manutencao da
intracrinologia da glandula (Labrie et al., 2000) a regressao da prostata frente ao uso desta droga ¢
justificavel e semelhante aos efeitos de uma castragédo cirargica (Wright et al., 1996; 1999; Shibata
et al., 2001; Corradi et al., 2004). Contudo, mesmo a DHT sendo mais eficiente que a T, ¢ este
ultimo o principal andrégeno circulante nos machos, pois, além de ser essencial para o
desenvolvimento ¢ manuten¢do de todo o aparelho reprodutor masculino, ela pode ainda ser
aromatizado em estradiol (Wright et al., 1999; Shibata et al., 2001) o que sustenta o aumento deste
hormonio esterdide apés o uso da Finasterida, justificando assim, a maior expressividade dos RA
encontrada neste grupo experimental.

Durante as etapas de andlise do pos-tratamento com Letrozol, os animais adultos
tiveram a concentragdo de T menor que os animais intactos. Altos niveis sérios de estrogenos e
prolactina, associados com baixas concentracdes de T em camundongos transgénicos para a super
expressdo de Aro ou em camundongos deficientes para esta mesma enzima, ndo induziram
hiperplasia, o que enfatiza a necessidade de uma agdo combinada entre androgenos e estrogenos
(Hérkonen & Mikela, 2004). A baixa concentragdo sérica de T, apresentada pelos animais adultos
onde a ndo aromatizagdo da T ocorreu em fungdo do bloqueio da Aro, associada a elevada
expressdo de RA reflete aparecimento do novo status hormonal intraprostatico. Ito et al. (2000)
administraram inibidor da Aro para cdes com HBP induzida e espontianea e obtiveram resultados
hormonais semelhantes. Provavelmente, este hormonio tornou-se uma fonte a mais de substrato
para ser metabolizado pela Sa-r ou outras enzimas metabolizadoras de esterdides, como proposto
por Soronen et al. (2004), Ishikawa et al. (2006) e Oliveira et al. (2007).

Drogas anti-androgénicas, competidoras dos androgenos pela ligagdo ao RA e drogas
que bloqueiam enzimas importantes para a potencializagdo da agdo de hormoénios na prostata

revelam-se como importantes instrumentos para tratamento das patologias prostaticas (Galbraith &
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Duchesne, 1997). Huynh et al (2001) mostraram que a utilizagdo de tratamentos combinados de
anti-androgenos e anti-estrogenos para as patologias prostaticas permite melhorar os sintomas dos
pacientes portadores destas doengas, além de ajudar a esclarecer os mecanismos pelo quais os
estrogenos influenciam o crescimento normal, o crescimento independente de androgenos e a
metastase das células cancerigenas da prostata. Apesar do crescimento, da diferenciagdo e
funcionalidade prostatica serem essencialmente controladas por androgenos, os estrogenos podem
modular os efeitos destes hormonios de varias maneiras (Harkonen & Makeld, 2004).

A elevada concentragdo sérica de T nos animais jovens e velhos e da expressao de RA
notada ap6s o uso do Letrozol confirma agdo da droga em bloquear a aromatizacio deste horménio,
mas simultaneamente levanta outra questdo a respeito da ativagdo e do funcionamento de vias
paralelas da metabolizacdo intracrinologica de esterdides (Labrie et al., 2000). O fato dos niveis
sistémicos de estrogeno aparecerem em maior concentragdo exatamente nos grupos experimentais
onde a enzima responsavel pela aromatizacdo de T estava sendo bloqueada, pode ser explicado por
esta inibigdo estar acontecendo na conversdo direta e local do estradiol, enquanto que as
metaboliza¢des hormonais indiretas realizadas por outras enzimas especificas ainda continuaram
ativas (Soronen et al., 2004). O bloqueio da aromatizagdo da T na prostata impediu a agdo dos
efeitos diretos do estrogeno na glandula, porém, pode ter consequentemente provocado um aumento
da conversdo intraprostatica da T em DHT. Além de se ligar diretamente ao RA, a DHT pode
também agir indiretamente através de seu metabolito Sa-Androstane-3f3,17p-diol (3B-diol), cuja
conversao ¢ realizada pela enzima 3B-HSD. Diferentemente da DHT, este metabolito se liga aos
RE, especialmente ao REP, revelando que este produto androgénico tem agao intrinseca estrogénica
(Oliveira et al., 2007). A diminui¢do na ativagdo da T e DHT e o aumento da produgdo de
metabolitos estrogénicos no epitélio prostatico poderiam aumentar a proliferacdo das células e,
portanto, alterar o crescimento prostatico (Soronen et al, 2004).

O eixo sinalizador dos andrégenos regula o desenvolvimento, a fungdo e o crescimento

da prostata e tem papel importante na predisposi¢ao e progressao do cancer prostatico (Buchanan et
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al., 2001). Um dos componentes criticos deste eixo ¢ o RA, fator de transcri¢do nuclear que regula
varias funcdes celulares na prostata incluindo diferenciacdo, morfogénese, angiogénese,
proliferacdo e apoptose. A presenca de RA funcional ¢ essencial para a resposta de tumores
prostaticos ao bloqueio androgénico, uma vez que o nivel de expressao dos receptores pode indicar
esta acdo (Ricciardelli et al., 2005). O aumento dos niveis de RA na prdstata associa-se a0 aumento
da sinalizagdo de funcao destes receptores e ao perfil alterado de genes reguladores de androgenos,
incluindo aqueles que codificam fatores angiogénicos, moléculas de adesdo celular e reguladores do
ciclo celular, os quais potencialmente contribuem para metastase e crescimento do tumor (Culig et
al., 2002).

As concentragdes intracelulares dos esterdides nos tecidos alvos s@o reguladas por
biossintese e metabolismo local desses hormdnios, altamente dependente destas enzimas
metabolizadoras de esterdides especificas (Labrie et al., 2000; Vihko et al., 2006; Carruba, 2006).
Como principal fonte para esta produgdo hormonal local, hé esterdéides derivados da adrenal, como
a Dehidroepiandrostenediona (DHEA) e sua forma sulfatada (DHEA-S) e A-dione, as quais
aparecem abundantemente na circulagdo (Labrie et al., 2000; Vihko et al., 2006). Em humanos, a
continua formagao dos hormoénios esterdides sexuais a partir do DHEA nos tecidos periféricos tem
papel importante na manuten¢do do funcionamento da maioria dos tecidos (Labrie et al., 2000).
Portanto, esses esterdides-substratos provenientes da adrenal também regulam, de modo muito
eficaz, a influéncia dos androgenos e dos estrogenos ativos nas células-alvo (Vihko et al., 2006).
Assim, a taxa de formagao de cada hormonio esterdide sexual depende da atividade especifica de
enzimas metabolizadoras de androgenos e de estrogenos presentes nas células de cada tecido
(Labrie et al., 2000). Segundo Suzuki et al. (2003), alguns tipos tumorais com amplificagdo de RA
conservam um alto grau de dependéncia de androgenos residuais, ainda presentes no sangue depois
das monoterapias, o que indica que a perda da sensibilidade androgénica nestes pacientes foi

causada pelo crescimento de clones de cancer, estimulados por androgenos produzidos pela adrenal.
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Os altos niveis encontrados de RA nos grupos experimentais deste estudo podem ser também
justificados se considerandar a participacgdo efetiva dos hormonios produzidos pelas adrenais.

A produgdo localizada de hormoénios vem crescentemente adquirindo grande
importancia para o entendimento de doencas onde niveis anormais androgénicos e/ou estrogé€nicos
podem promover a proliferacdo de tumores (Risbridger et al., 2003; Carruba, 2006). Estas enzimas
podem, portanto, restringir o acesso de hormdnios esteroides sexuais ativos na circulagdo e proteger
os tecidos alvos de agdo hormonal de influéncia excessiva de hormonios, catalisando a conversao
de andrégenos e estrogenos em formas menos ativas. Uma vez que o metabolismo local de
esterdides controla as formas ativadas dos hormoénios esterdides na prostata, variagdes destas
enzimas durante a progressdo do cancer podem ser cruciais na regulagdo do crescimento e
funcionalidade da glandula (Soronen et al., 2004). Alteragdes no padrio de expressdo destas
enzimas podem modificar a concentragdo intracelular dos esteroides sexuais, desempenhando papel
pato-fisioldgico no desenvolvimento de canceres associados a hormodnios (Labrie et al., 2000;
Soronen et al., 2004; Vihko et al., 2005). No metabolismo de androgenos e estrogenos, os produtos
originados dessas reagdes enzimaticas sdo fatores que influenciam o comportamento e a fisiologia
de todo o aparelho reprodutivo e t€ém inumeras implicagdes durante toda a vida do individuo
(Lephart et al., 2001).

Embora os mecanismos que contribuiram para o aumento da expressdo de RA neste
estudo ainda ndo estejam totalmente esclarecidos, sabe-se que pode ser resultado da amplificagdo
do gene do RA, ou de uma super-regulagao da fungdo do RA ou ainda, de alterada estabilidade do
RNAm ou da proteina do RA (Ricciardelli et al., 2005). Como a Finasterida bloqueia a ativagao in
situ de androgenos e o Letrozol, por sua vez, também provoca alteracdo na sintese localizada de
esterdides ativados por inibir a aromatizagdo da T. Juntas estas duas drogas podem ser capazes de
elevar os niveis intraprostaticos de T e, portanto, aumentar a expressdo de RA nos tecidos
prostaticos submetidos a estes tratamentos. Apesar disso, os resultados obtidos com este trabalho

podem ser indicativos de importantes sinais do cendrio hormonal intraprostatico decorrente da
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auséncia da atividade de enzimas metabolizadoras de esteroides. A avaliagdo dos niveis de
expressdo de RA e sua distribuicdo tecidual prostatica evidenciam os papéis destas enzimas na
regulagdo da atividade androgénica, dando a elas, portanto, papel de crucial importancia para a
manuten¢do do balango hormonal intraprostatico, ja que a recuperagdo deste um equilibrio no
microambiente prostatico ficou totalmente comprometida depois dos bloqueios enzimaticos.

Ainda h& muitos passos nesse processo para serem investigados e esclarecidos,
principalmente sobre a a¢do do bloqueio destas enzimas metabolizadoras para a manutengdo da
concentracdo intraprostatica hormonal. Além disso, 0 RA parece estar mais diretamente envolvido
no controle dos hormonios sintetizados localmente do que com aqueles presentes no plasma. Assim,
a interrelacdo da sintese local dos hormonios esterdides e sua efetiva acdo dependente dos
receptores hormonais torna-se fundamental para o esclarecimento e entendimento da biologia dessa

glandula e das causas das suas patologias.
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Figures Legends

Fig. 1 — Regides do lobo ventral prostdtico do gerbilo da Mongdlia corados com Hematoxilina-
Eosina. O compartimento acinar (A) e estromal (S) dos animais dos grupos controle, ao longo do
periodo pds-natal, apresentaram padrdo histologicas de desenvolvimento normal da glandula. O
pequeno acino circundado um denso estroma na prostata dos animais jovens, ficou mais dilatado
nos adultos em decorréncia da maturagdo da glandula e o estroma, mais compactado. Nos velhos, os
acinos tinham a camada epitelial com varias dobras e, o estroma, novamente com aspecto mais
denso, em decorréncia da idade. Os tratamentos alteraram as caracteristicas destes compartimentos,
principalmente por provocarem um aumento do colageno adjacente a camada epitelial (*), o que

deixou o estroma rearranjado diferentemente. A atividade secretora ndo cessou completamente, pois
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os acinos tinham bleds de secrecdo no apice das células epiteliais e vesiculas no limen (L). Como
ocorre espontaneamente nesta espécie o aparecimento de patologias na prostata, mesmo com o0s
tratamentos isto nao deixou de acontecer, como pode ser notado pela presenca de regides de

inflamagao (seta). Escalas: 20pum

Fig. 2 — Imuno-histoquimica da expressdo do receptor de andrégeno (RA) em regives do lobo
ventral prostdtico do gerbilo da Mongolia. As células do compartimento epitelial e estromal dos
animais dos grupos controle, ao longo do periodo pods-natal, apresentaram expressdo de RA de
acordo com sua fase de desenvolvimento pos-natal. Nos jovens, a presenca e a intensidade de
marcagdo de RA foram baixas, enquanto nos adultos foi mais evidente. Ja nos animais velhos, tanto
a expressdo quanto a intensidade de marcacdo foram maiores em decorréncia da idade,
principalmente no nucleo das células epiteliais. Os tratamentos causaram alteragdes da presenga e
intensidade de marcacdo de RA. Um nitido aumento da expressdo e intensidade da imunomarcagao
do RA aconteceu independentemente da idade e do tipo de tratamento. Nos jovens, houve um
aumento da expressdo de RA no ntcleo das células estromais, além do aumento observado no
compartimento epitelial, em todos os tipos de tratamentos. Nos adultos, o0 mesmo aconteceu, porém
houve uma expressdao de RA nos fibroblastos presentes na aumentada regido subepitelial. Nesta
idade, o tratamento com Letrozol causou a maior ¢ mais forte expressdo do receptor. Nos velhos, a
intensidade da expressdo de RA ficou evidentemente maior, principalmente no nucleo das células
epiteliais, porém uma ligeira marcagdo citoplasmatica do RA aconteceu nos animais desta idade do
grupo que recebeu Letrozol. Escala: 40um. Insets: Houve principalmente nos animais adultos,
diferentes intensidades de marcagdo da expressdo do RA no nucleo das células epiteliais. Escala:

100pum.
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Tabela I - Niveis hormonais séricos dos animais jovens.

Etapas Tratamentos
tratgfli;nto Hormonios Ct Fin Let Fin + Let
1 T 64.6+3.8 147.2423.8" 102.2+7.7"° 170.2+19.1;
B 11240.8  13.7#1.1} 172410,  14.5+0.7;
I T 76.6+4.9] 123.2416.0° 137.74+20.6° 124.0+11.6;
’ E; 13.740.8  16.2+1.3] 18.5+21.9"" 11.2+0.5}s
T 90.5+3.8, 93.843.9 131.0+19.0 105.2+14.2,
] " B 17.3+1.5,  98.9+1.3. 16.7+1.2, 18.4+0.7,;
5 T ]106.747.6, 135.2+13.0 120.0423.9 110.948.9,
B 13.941.7, 12.7+0.8, 11.5£0.5, 14.8+1.8,

Valores representam médiaterro padréo. p?0,05. A analise estatistica baseou-se nos testes ANOVA e Tukey. Super-indice alfabético
(a, b, ¢) indica as diferengas inter-grupos, quando comparados os tratamentos e o super-indice numérico (1, 2, 3) indica as diferengas

inter-grupos, quando comparadas as etapas de pos-tratamento. I: Fase inicial do periodo de pos-tratamentos. F: fase final do periodo
de pds-tratamentos.
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Tabela II - Niveis hormonais séricos dos animais adultos.

Etapas Pos- | Hormonios Tratamentos
tratamento
Ct Fin Let Fin + Let
T 336.2432.9337.0434.6, 309.6+29.9, 339.4+20.8,
1
: E> 15.040.7 15.5+0.6, 16.0+1.1  13.8+0.8,
T 244.0+35.7187.8+17.5, 172+26.8, 168.4+29.6,
7
Ex 13.5+0.5" 16.8+0.7); 13.6+0.5' 13.0+1.3°
T 204.6+36.3171.4+19.9, 158.8+5.4, 164.4+16.9,
14
. E> 14.840.4" 13.4+1.0] 12.6+0.5"" 16.6%0.5°
T 243.2436.6177.4+4.95 249.6+23.4; 166.8+3.05
21
Ex 15.741.1 13.240.9,; 17.0£1.6  15.8+0.9,

Valores representam médiaterro padrdo. p?0,05. A analise estatistica baseou-se nos testes ANOVA e Tukey. Super-indice alfabético
(a, b, ¢) indica as diferengas inter-grupos, quando comparados os tratamentos ¢ o super-indice numérico (1, 2, 3) indica as diferengas
inter-grupos, quando comparadas as etapas de pos-tratamento. I: Fase inicial do periodo de pos-tratamentos. F: fase final do periodo

de pos-tratamentos.
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Tabela III - Niveis hormonais séricos dos animais velhos.

Etapas Tratamentos
Pés- Hormonios
tratamento Ct Fin Let Fin + Let
T 98.1£9.1, 160.2+18.5 163.4%11.8 169.5+16.8,
1 E; 31.5+1.6/ 43.6+2.9] 50.5+3.5, 147.6+19.0
I i T 99.5+2.3] 134.4+8.9" 175.3+9.8], 152.6+4.3
E; 42.7+1.8, 37.243.6; 50.5+4.2'° 132.7+0.5°
T 97.2+4.4, 117.4+158 103.2+2.8,; 100.5+1.7,
. e E, 40.741.9; 36.9+1.5, 38.7+0.4, 136.8+1.4,
. T 108.3+0.8] 168.5+11.9" 144.9+19.5; 132.7+16.4.
B | 4174390 433483 28.0+4.4% 328.7+27.4

Valores representam médiaterro padrao. p?0,05. A analise estatistica baseou-se nos testes ANOVA e Tukey. Super-indice alfabético
(a, b, ¢) indica as diferengas inter-grupos, quando comparados os tratamentos e o super-indice numérico (1, 2, 3) indica as diferengas
inter-grupos, quando comparadas as etapas de pos-tratamento. I: Fase inicial do periodo de pos-tratamentos. F: fase final do periodo

de pos-tratamentos.
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CONCLUSOES GERAIS
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bloqueio individual ou simultineo das enzimas Sa-r e Aro, respectivamente por

acdo da Finasterida e do Letrozol, causou na prostata dos animais analisados,

independentemente da idade, notaveis modificacdes histoldgicas e fisiologicas.

Tanto a Finasterida, quanto o Letrozol, exerceram os efeitos especificos enquanto
eram administrados, o que ficou evidente na fase inicial de analises do periodo de pds-tratamento.
Ja a fase final de analise, mostrou-se mais como um periodo de tentativa de recuperacdo de um
estado funcional mais proximo do normal, do que de conseqiiéncia dos efeitos das drogas
administradas. Com a inibi¢do enzimatica simultdnea das enzimas 5a-r ¢ Aro pdde-se notar uma
acdo sinergistica da Finasterida e do Letrozol que se assemelhava, em todas as idades estudadas,
com ac¢do isolada da Finasterida.

Nos animais adultos, as alteragcdes decorrentes dos bloqueios enzimaticos e a tentativa
gradual de estabelecer novamente os padrdes normais da glandula justificam-se pelo fato do sistema
endodcrino destes animais ser mais maduro e equilibrado, capaz de se adaptar mais facilmente as
novas situagcdes hormonais. Porém, nos animais jovens e velhos a prostata teve uma maior
dificuldade em retornar aos padrdes morfoldgicos e fisioldgicos normais, provavelmente por serem,
nesta fase do desenvolvimento pods-natal, influenciados por um sistema hormonal mais sensivel e
menos estabilizado, o que ficou ainda mais desequilibrado ap6s os bloqueios enzimaticos.

As concentragdes séricas de testosterona e estradiol modificaram-se e oscilaram-se apds
os tratamentos, porém estes dados reforcam a hipotese de que as enzimas So-r € Aro sdo essenciais
para a manutengao do micro-ambiente hormonal intraprostatico durante todo o periodo pds-natal do
animal, uma vez que as alteracdes morfoldgicas encontradas nos compartimentos epitelial e
estromal da prostata destes animais, independentemente da idade, foram muito semelhantes.

Na proéstata dos animais em todas as idades estudadas, a ruptura da interagao epitélio-

estroma, marcada pela instalagdo de aparentes regides desmoplasicas, com aumento e reorganizacao
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de fibras da matriz extracelular ¢ maior nimero de fibroblastos fenotipicamente modificados e
ativados, sustenta a importincia destas enzimas na manutencdo do balango entre androgenos e
estrogenos na prostata, fundamentais para o equilibrio homeostatico da glandula.

O bloqueio de enzimas responsaveis pela metabolizagdo de androgenos parece ser uma
ferramenta eficaz para o estudo das relagdes entre as ag¢des dos hormdnios esterdides
intraprostaticos € a manutencdo da interagdo epitélio-estroma, uma vez que o desequilibrio dos
niveis androgénico e estrogénico localmente ativados pode dar inicio a uma reorganizacdo tecidual
prostatica a partir das regides desmoplasicas neo-formadas. Fica evidente assim, que a troca de
informacgao entre os compartimentos epitelial e estromal ¢ dependente da acdo das enzimas 5o-r e
Aro, ja que sdo elas as responsaveis pela ativagdo hormonal intraprostatica.

O aumento observado na expressdo de receptores de androgeno nas células prostaticas
dos animais nas diferentes idades, durante o periodo de pds-tratamento ¢ um indicativo importante
da situacao hormonal intraprostatica. Os novos padrdes de expressdo dos receptores de androégeno
dao suporte a premissa de que as enzimas sdo pecas fundamentais para regulacdo da atividade
androgénica intraprostatica.

O uso do gerbilo Meriones unguiculatus para o estudo das relacdes entre epitélio e
estroma e dos componentes celulares e macromoleculares da prostata mostrou-se um excelente
modelo experimental. Nossos resultados foram expressivos e reveladores, capazes de contribuir

para o entendimento da biologia e etiologia das lesdes prostaticas.
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