Helene Peters

EXPRESSAQO DO RECK, UM INIBIDOR DE METALOPROTEINASES DE
MATRIZ, NO DESENVOLVIMENTO POS-NATAL E NA REGRESSAQ
PROSTATICA POS-CASTRACAO

Este exernplar corrasponde & redaghc final ,fx
fendida pelo(a) candidate (a) Tese apresentada ao Instiato de
da tese defe peiola) Biologia para obtencio do Timlo de
f'ff:z,éf\‘ ¢ ferrs Mestre em Biologia Celular ¢ Estrutural
na érea de Biologia Celular.
\Comidstio Julgad ‘
‘Corrigs#io Julgadora,
,; xj;/ kY

Ormnentador; Prof.Dr. Hernandes Faustino de Carvalhe

Campinas - 2005




FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA — UNICAMP

Peters, Helene

P442e Expresséo do Reck, um inibidor de
metaloproteinases de matriz, no desenvolvimento pos-
natal e na regresséo prostatica pos-castragéo / Helene
Peters. -- Campinas, SP: [s.n.], 2005.

Orientador: Hernandes Faustino de Carvalho.
Dissertagdo (mestrado) ~ Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

= 1. Préstata. 2. Reck. 3. Metaloproteinase. |.

Carvalho, Hernandes Faustino de. 1. Universidade
Estadual de Campinas. Instituto de Biologia. Ill. Titulo.

(redtfib)

Titulo em inglés: Expression of Reck, an inhibitor of matrix metalloproteinases, in the
prostatic postnatal development and involution after castration

Palavras-chave em inglés: Prostate, Reck, Metalloproteinase.

Area de concentragio: Biologia Celular.

Titulagéo: Mestre em Biologia Celular e Estrutural.

Banca examinadora: Hernandes Faustino de Carvalho, Sérgio Luis Felisbino, Carmen
Verissima Ferreira.

Data da defesa: 25/08/2005.

¥y



Campinas, 25 de agosto de 2005

BANCA EXAMINADORA
. o P
Prof Dr. Hernandes Faustino de Carvalho {Orientador) e
. Assinatura

,./"/ ~

Prof Dr. Sérgio Luis Felisbino L/?,gu{/,( G [w;,, ;/// it
e /7 Assinatura 7 ‘
e
yd ’

Profa.Dra. Carmen Verissima Ferreira ;/H ;\;\/\JJ\;\?’/

A . Assinatuy

3 o
Prof Dr. Sebastiio Roberto Taboga
Assinatura

Profa. Dra. Chnistine Hackel

Assinatura



Uque ey nome de Jesus Cristo, o nazareno,
aquele a2 Quem nés crucificamos e a quem Deus
Fessuscitou dentre os mortos... E em nenhum
outro h& salvagdo; porque debaixo do céu
nenhum outre nome ha, dade entre os homens,
€m que devamos ser salvos.” (At 4:10-12}
"Porque dele, e por ele, e para ele, s3o todas as
coisas; gloria, pois, a ele eternamente. Amém.”
(Rm 11:36)

€ povisso Deus, entreqgo minha tese diante do tew
altar. & tada honsa, toda o gliriar e todo o lounon seja
dadao Sﬂﬁ{fﬂmw Gieac Gew Elorioso,

Pendito o Santificado Vome!
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l.a. RESUMO

A préstata tem merecido crescente atengiio devido a maior incidéncia de cancer prostético e
outras afecgbes do drglo, que resultam do aumento na longevidade dos individuos do sexo
masculino em todo o mundo. Além disto, o desenvolvimento e crescimento prostitico normal
apresenta regulag@0 androgénica e estd sujeito a uma série de disruptores endécrinos que afetam o
seu crescimento € funcHo, assim como predispdem ao desenvolvimento tumoral. Nosso interesse
reside principalmente na remodelagiio prostitica seguida a castragdo ¢ nas interagBes epitélio
estroma que ocorrem neste Orgdo. Neste trabalho, investigamos a expressdo do imibidor de
metaloproteinases (MMPs) RECK, em nivel de RNAm, procurando correlaciond-lo com o
desenvolvimento pds-natal e com a regressdo prostitica seguida & castragiio. Para isto, foram
utilizadas técnicas de RT-PCR semiquantitativo, Real time RT-PCR e de hibridagdo in situ,
pareados sempre quie possivel com a expressio do RNAm e com a atividade de algumas MMPs. Os
resultados demonstram que o gene RECK ¢ expresso na prostata ventral de ratos, que existe uma
significativa redu¢io na sua express3o ao longo do desenvolvimento pos-natal, que ha mecanismos
diferenciados controlando a expressio dos pares RECK/MMP-2 e MMP-7/MMP-14. Foi observado
também um crescente acimulo da forma ativa da MMP-9, conforme o animal se aproxima da idade
adulta. Utilizando RT-PCR semiquantitativo, pudemos determinar que o contetdo relative do
RNAm para 0 RECK apés a castragio nfo muda, embora haja uma inversio no balango entre a
expressido epitelial (células epiteliais) e estromal (células musculares Hsas e fibroblastos), nesta
situagdo. No conjumnto, os resultados sugerem que 0 RECK é expresso por diferentes tipos celulares
da préstata ventral de ratos, com mecanismos de regulagio complexos provavelmente oriundos da
existéncia de diferentes compartimentos no érgio, ao contrério do que se observa para células

isoladas.
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1Lb. ABSTRACT

The prostate has deserved increasingly attention due to the growing incidence of prostatic
cancer and other prostatic diseases, which can be related to the longevity increase of men around
the world. Besides, the normal prostatic development is under androgen regulation and as so is
subject to a series of endocrine disruptors which affect its growth and function and predisposes to
prostate cancer. Our interest resides on the prostatic remodelling following castration and on the
epithelial-stromal relationships known to occur in the organ. In this work, we have investigated the
expression of the matrix metalloproteinase inhibitor RECK, at the mRNA level, trying to correlate
its expression with the post natal prostatic development and regression after castration, using
semiquantitative RT-PCR, Real time RT-PCR and in situ hybridization, paralleled with the
determination of some MMPs expression and activity. The results demonstrate that RECK is
expressed in the rat ventral prostate, that there is a significative reduction in its expression during
the post natal development, which is paralleled by the expression of some MMPs and that the
mechanisms controling the pairs RECK/MMP-2 and MMP-7/MMP-14 are different. It was also
observed an increased proportion of the active form of MMP-9, as the animal approaches
adulthood. Using semiquantitative RT-PCR, we could determine that the relative content of RECK
mRNA remains unchanged by castration, spite detecting an inversion in the balance between the
epithelial (epithelial cells) and stromal (smooth muscle cells and fibroblasts) in this situation. Taken
together, the results indicate that RECK is expressed by different cell types of the rat ventral
prostate, with regulatory mechanisms appearing more complex, likely resulting from the existence

of different compartments in the organ opposing what was seen for isolated cells.
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2. INTRODUCAO

2.1.  Interacdes entre epitélio e estroma

As interagOes entre o estroma ¢ o epitélio exercem papéis importantes desde o
desenvolvimento embrionario, em diversos estagios da morfogénese, na diferenciagio, até na
manutencdo do estado diferenciado e na funcio geral dos epitélios ja na vida adulta. A aciio de
células mesenquimais e/ou a participagiio de varios componentes da matriz extracelular (MEC) na
diferenciacio e na mmanutencio do estado diferenciado das células foram demonstradas em vérios
sistemas, como emn células mamarias de camundongos, hepatécitos de ratos e queratindcitos
humanos (HALL, 1 978; HAY, 1981; TRESLTAD, 1987; HAY, 1993; LIN e BISSEL, 1993). Hoje,
sabe-se que a MECC exerce um papel crucial nesses processos e que 0s seus ciclos regulados de
sintese, deposicdo e degradagio de seus componentes s3o extremamente necessdrios para mediar

€S5€8 ProCess0s.

2.2. Modelamento da matriz extracelular

A MEC ¢ corrposta por componentes protéicos, proteoglicanos e glicoproteinas adesivas que
interagem de uma forma bastante complexa. Além de proporcionar um suporte mecanico para
células e tecidos, ela pode também regular uma ampla variedade de processos celulares através da
atuagdo conjunta dessses componentes (PUPA et al., 2002).

Essa regulag@o ¢ possivel pela capacidade que a MEC possui de funcionar como um
reservatorio de fatores soliveis (como fatores de crescimento), seqilestrando e liberando esses
fatores para o0 meio ©nde essas células estiio inseridas (ROBERTS et al. 1988; MASSAGUE, 1991).
Além disso, a composicio multicelular dos tecidos, a forma celular e a organizagio tecidual
também podem influenciar a resposta celular a esses fatores soliveis, pois os diversos tipos
celulares possuem receptores especificos para os componentes da MEC, respondendo de formas
diferentes conforme a interacdo entre esses receptores € a MEC (LIN e BISSEL, 1993). Por isso, a
modulagdo da composigio e do rearranjo da MEC ¢é essencial para regular o comportamento celular
em varios niveis, j& que a modificacio fisica do substrato onde as celulas estdo apoiadas pode

indicar qual comportamento que a célula deve tomar através da transmissio de sinais bioquimicos ¢
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biofisicos que as direcionem para a migracdo, proliferacio, continuarem sobrevivendo ou
modificarem seu pradrio de expressio génica. Assim, as perturbagBes na secregiio e renovagio da
MEC junto com a. perda da propriedade de resposta das células a esses sinais extracelulares estio
associadas com estados patoldgicos tais como osteoporose, artrite reumatdide e cancer (RADISKY
etal, 2001, WERE3, 1997).

Muitas proteinases, que degradam componentes da MEC, sfo requeridas para processos
como o desenvolvimento e manutengio do estado diferenciado e funcional do tecido, ou até mesmo
relacionadas com algumas doengas. A habilidade de degradar proteinas extracelulares é essencial
para muitos seres wnicelulares, promovendo a interacio com o meio que 0s circundam, ¢ para que
os organismos mutlticelulares se desenvolvam ¢ funcionem normalmente. Isso ja era sabido bem
antes de ser demoristrada a capacidade que enzimas produzidas por fragmentos de cauda de girino
durante a involugdo tém de degradar gel de colageno (GROSS ¢ LAPIERE, 1962). Desde entio,
uma familia de erazimas tem sido identificada em varias espécies (desde hidra até humanos) e

denominadas metal oproteinases de matriz (MMPs).

2.3. A Préstata

A prostata € uma glandula acesséria do aparelho reprodutor masculino e estd presente em
todos os mamiferos (PRICE, 1963). Ela é responsavel pela produgio e armazenamento do liquido
prostatico, excretado juntamente com os demais componentes do sémen durante a ejaculagio. Esse
liquido contribui 20 aumento da motilidade e fertitidade dos espermatozdides, assim como na
neutralizagio da acidez da vagina, assumindo um papel importante no processo da fertilizagdo
(GUYTON, 1984}. A prostata ¢ constituida por estruturas glandulares e nfio glandulares que se
encontram reunidas sob uma mesma capsula (McNEAL, 1992}. As estruturas glandulares (tibulo-
alveolares ramificacas) estdo imersas em um estroma denso altamente irrigado e entremeado por
fibras musculares lisas (HAM e CORMACK, 199 ).

A prostata tem sido foco de muitos estudos por poder originar diversas doengas no homem,
dentre elas destacando-se o cincer da préstata, a hiperplasia prostatica e as prostatites. No homem, a
prostata € do tamankio de uma castanha e envolve a uretra na base da bexiga (HAM e CORMACK,
1991).
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Figura I: llus tragdo esquemdtica da anatomia da présiata de camundongo (CUNHA et al., 1987),

Semelhante & préstata de camundongos (Figura 1), a prostata de rato € formada por trés
pares de lobos: ventral, dorsal e lateral (HAYASHI et al., 1991). A prostata anterior hoje €
denominada glindula coaguladora. A préstata ventral ¢ dividida em dois lobos, que sio compostos
por um conjunto de estruturas tibulo-alveolares no qual as células epiteliais encontram-se
envolvidas por um estroma (AﬁMULLER, 1979). Cada lobo origina-se a partir da uretra como um
sistema de oito comjuntos de ductos que se ramificam distalmente. Esses ductos podem ser
arbitrariamente divididos, conforme a distAncia relativa das suas regides com relacdo i uretra, em
trés segmentos: proximnal, intermedidrio e distal (LEE et al., 1990, NEMETH E LEE, 1996).

A regido distal € composta por células colunares altas, capazes de produzir os componentes
da secrecdo prostatica e com atividade proliferativa. As células musculares lisas (CML)
apresentam-se¢ como uma camada esparsa e descontinua associadas a um grande nimero de
fibroblastos. Essa distribuicio das células estromais pode estar associada ao crescimento da
populacdo de células epiteliais (LEE et al., 1990, NEMETH e LEE, 1996, PRINS et al., 1991).

As células epiteliais na regido intermedidria possuem caracteristicas morfoldgicas e

funcionais semethantes a porcio distal. Essas células tém funcédo secretora, entretanto sio menos
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proliferativas. J& as CMLs formam uma camada fina e continua. Em ambas essas regides, foram
observadas poucas células em apoptose (LEE et al., 1990, NEMETH e LEE, 1996).

Ja a regido proximal apresenta células epiteliais ctibicas e baixas com alto indice de
apoptose. Nessa regifio, as CMLs estdo dispostas em uma camada espessa. Tanto nessa regidio como
na intermediédria, o tecido fibroso localiza-se nos €spagos entre os ductos e ocasionalmente entre as
camadas de células musculares lisas. O arranjo dessas células estromais nesta regido proximal pode
estar assoclado corn a apoptose das células epiteliais e a camada mais espessa de CML pode estar
ativamente ajudand o na ejegio da secregiio prostatica durante a ejaculagio (ICHIHARA et al., 1978,
LEE etal,, 1990, N EMETH e LEE, 1996).

As células que compdem as estruturas tabulo-alveolares, representadas na figura 2, ainda
podem ser classificaadas em quatro tipos celulares diferentes:

e células epiteliais luminais: sio células diferenciadas, cilindricas e altas, com
capacidade secretora (ICHIHARA et al,, 1978; HUDSON et al., 2001).

o células epiteliais basais: sio célulag menores, achatadas (ou arredondadas), sendo
células de reposi¢Eo (células tronco), que podem dar origem tanto a células epiteliais luminais
quanto a células neuroenddcrinas (ICHTHARA et al,, 1978; HUDSON et al., 2001; FLOREZ e
CARVALHO, 2005).

» células neuroenddcrinas: podem ser diferenciadas pela reagdo histoquimica de
impregnacdo pela prata. Sio células raras e encontram-se dentro da camada epitelial da glandula
prostatica, podendo ter uma atuagéio local tanto no crescimento e na diferenciagio prostatica, como
nos processos secretores exdcrinos. Essas células ainda podem estar relacionadas com Processos
patologicos como cincer e hiperplasia benigna prostatica (ANGELSEN et al., 1997). Na prostata
ventral de ratos, esse tipo celular possui uma expressdo diferenciada de marcadores quando
comparadas a humanos e provavelmente pode regular a contratibilidade dos ductos periuretais
(RODRIGUEZ et al. , 2003).

e céiulas #ronco epiteliais: acredita-se que essas células sdo as principais responsaveis
pela reposigio celular epitelial basal na glandula prostitica em regeneragio, estando localizadas
preferencialmente na regido proximal (TSUJIMURA et al., 2002; FLOREZ e CARVALHO, 2005).

Existem algumas células epiteliais que apresentam caracteristicas intermnediarias entre
celulas epiteliais basais e luminais, denominadas células intermedirias em trinsito. Essas células
que antecedem a diferenciagfio terminal em células luminais secretoras, ainda apresentam

capacidade proliferativa e simultaneamente alguns marcadores tanto para células basais como para
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células luminais (FLOREZ e CARVALHO, 2005). A importincia de se entender melhor essa
dindmica de transigfo, é que em algumas lesdes inflamatdrias prostaticas, essas células

mmtermediarias s80 as mais afetadas (VAN LEENDERS et al., 2003).

célula epitelial luwmimal secretoma céluly newrvendéerina fraral

marcadores: cromograming A,
seretoninga. negrofisina

maracadores: citogquer-atings 8 & 18,
proteinas de secreci o {lobo especifics)

céluta muscalar Esa estromal

mancadoeres: S-acting de miiseylo
fiso, desminz, miosina, Iaminina

célula epitelial basal

marcadores: citoquerat®na $,
18 e 19, p63, GSTpl. bl2

candidata a cétula tronco fraral
marcadores: citoqueratina 3. 14, 8, 18
e 19, GSTpl. pE2. (Wang et al 2001):
integrina G231 [Collins e af., 2001}

Hmina basal

Figura 2. Diagrama de um corte transversal de wm ducto prosidtico, destacando os principais tipos
celulares, incluindo as células epiteliais luminais e basais, células neurcendocrinas, células musculares lisas
estromais e candidatas a células tronco. Abaixo da indicagdo de cada tipo celular estd descrito uma lista de
marcadores wtilizados para diferenciar esses tipos celulares. No caso das candidatas a células tronco, dois
estudos tém associado «x expressio de alguns marcadores incluindo as citoqueratinas 5, 14, 8, 18 e 19, GSTpi
e pb3 (WANG et al., 2001) ou uma alta expressdo dg integrina a2B1 (COLLINS et al, 2001). Ainda néo esté
totalmente claro se esses tipos celulares nos dois estudos sdo idénticos. Esquema proposto por MARKER e
colaboradores (2003).

Além do fibroblastos ¢ CMLs, os mastécitos, as células endoteliais e 05 pericitos sao outras
células que juntamente com as terminacSes nervosas e os ganghos sensitivos compdem o estroma
prostatico. Cada uma dessas células e estruturas agem de uma forma especifica € em conjunto na
manutencio da fungHo secretora da préstata. Como ja mencionado, até mesmo as diferencas
fenotipicas das células epiteliais encontradas ao longo dos dutos prostiticos parecem estar
relacionadas com a distribuicdo diferenciada do tecido fibroso e muscular liso (PRINS, 1991; LEE,
1990; SENSIBAR et al., 1991; NEMETH e LEE, 1996).
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a. A Matriz Extracelular da Préstata

A MEC na prostata & composta de coldgeno, elastina, proteoglicanos, fibronectina, laminina e
outras proteinas n&o colagénicas (LABAT-ROBERT et al., 1990). As microfibrilas de coldgeno tipo
VI e fibras do sistema eldstico parecem estar envolvidas no controle de alguns aspectos do
comportamento ¢elular e em desempenhar um papel estrutural para a manutengio da integridade do
orgio, apresentancio modificagdes durante a involugiio prostitica (CARVALHO e LINE, 1996;
CARVALHO et al ., 19972; 1997b). A MEC também & composta por fibras de colageno tipo I e tipo
III. Esses componentes sofrem um extenso Tearranjo na prostata em regressdo caracterizado por um
aspecto pregueado das fibras ao redor dos ductos. Esse rearranjo pode estar intimamente associado as
fungbes assumidas pelas células mesculares lisas apos a castragdo (VILAMAIOR, 1998).

A membrama basal, que estd localizada entre as células epiteliais e o estroma, é composta
principalmente por proteoglicanos, laminina e coldgeno tipo I'V. Essa estrutura é essencial no controle
das atividades celu lares e na manutencdo do fenétipo diferenciado e secretor das células epiteliais
glandulares (HAY WARD et al,, 1998; LABAT-ROBERT et al., 1990). ILIO e colaboradores {2000}
observaram através de técnicas de imunocitoquiomica que a laminina estd localizada ao longo do
sistema de dutos prostiticos enquanto o coldgeno tipo IV ¢ eventualmente encontrado na membrana
basal na regifio distal e intermediéria, porém est4 quase ausente na regifo proximal e nio é detectado
apds a castragio. A credita-se, entretanto, que esses resultados diferenciados do colageno tipo IV sio
devidos a uma orgamizacio diferenciada da estrutura desse coldgeno na membrana basal ao longo dos
ductos prostiticos € nfio a uma diminui¢io ou auséncia do mesmo nas diferentes regifes apés a
castragdo. Na préstata humana normal e com diferentes graus de diferenciagio tumoral foram
encontrados 0s principais componentes da membrana basal, com excegiio do colageno tipo VII, que
estd ausente nos ductos neoplésicos (KNOX et al., 1994),

b. Desenvolvirmento Prostatico

O crescimento ¢ a diferenciacio celular da glandula prostatica sio altamente dependentes
de fatores de sinalizagfio extracelular. Durante o processo de desenvolvimento da préstata, o epitélio
e o mesénquima interagem, sob o controle de androgenos testiculares, para formar um orgdo
excretor organizado. As células, em resposta aos andrégenos, invaginam a partir da uretra {na base
da bexiga) para dentro do mesénquima do sino urogenital (TIMMS, 1994). Esse tecido induz as

formagdes dos dutos e suas ramificacdes, a proliferagio epitelial, a expressdo de receptores de
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andrégenos e a secregfo de proteinas especificas da préstata (CUNHA et al., 1987; CUNHA et al,,
1992; HAYWARD et al., 1997). Na idade adulta, a manutengiio da fisiologia da préstata continua
dependente de androgenos ¢ das interagdes epitélio-estroma.

O desenwvolvimento da prdstata ¢ determinado pela exposicio de andrégenos (produzidos
pelos testiculos fetais) e ndo pelo sexo genético, pois tanto 0s seios urogenitais de machos quanto de
fémeas podem formar um tecido prostatico funcional, se no periodo adequado forem estimulados
por andrégenos (TAKEDA et al., 1986).

No inicio da morfogénese, a agio de androgenos parece ser indireta através do
mesénquima, ja que parte significativa do crescimento epitelial e da ramificagio dos ductos, que ¢
dependente do estimulo androgénico, ocorre na fase em que as celulas epiteliais nfo apresentam
receptores de androgenos funcionais (DONJACOUR e CUNHA, 1988).

Sabe-se que fibroblastos tm agio no estimulo ao tecido mesenquimal que ocorre por
intermédio de simais quimicos liberados pelas células mesenquimais (estimulo pardcrino)
(KABALIN et al. 1989). Uma densa rede de inter-relagdes de diferentes fatores de crescimento tem
sido proposta, j& que foi demonstrada a agiio desses diferentes fatores produzidos por células
estromais prostaticas que, isolados ou em combinagdes, sio capazes de estimular o epitélio de
forma autéerina e pardcerina (STORY et al. 1989; DAVIES e EATON, 1991; SUTKOWSKI et al.
1992; KASSEN et al. 1996). A interagdo parécrina entre as células estromais ¢ epiteliais ¢ essencial
para regulagio androgénica, morfogénese, proliferacio e a secrecio diferenciada das células
epiteliais (KIM et al., 1999).

Tanto as ce&lulas epiteliais quanto as CMLs prostaticas dependem umas das outras para se
desenvolverem, sendo que o epitélio em desenvolvimento pode direcionar os padrdes de
diferenciagio do muisculo liso encontrado nas diferentes regibes prostaticas (HAYWARD et al.,
1997, HAYWARD e CUNHA, 2000).

A insulina e outros hormdnios somatotréficos como a prolactina ¢ o horménio de
crescimento tambémm modulam diretamente o desenvolvimento ¢ o funcionamento prostatico
(WEBBER, 1981), tornando bastante complexo o mecanismo da regula¢io da fisiologia prostatica.

O suprimento vascular e a angiogénese na glandula prostatica também exerce um papel
importante na organogénese e na manutengio funcional da glandula (RISAU e FLAMME, 1995). A
alta densidade vascular ¢ angiogénese estio associadas com o crescimento excessive da glindula
prostatica (BOSTWICK et al., 1996), metastase (WAKUT et al., 1992; O'BRIEN e HARRIS, 1993),
desenvolvimento de doengas (BRAWER et al., 1994;: McNEAL et al., 1996) e com a sobrevivéncia
de mmores (FRANCK-LISSBRANT et al., 1997).
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O desentvolvimento da préstata ventral no periodo pés-natal continua sendo dependente de
androgenos, ja que em ratos castrados logo apds o nascimento, o crescimento e desenvolvimento da
glindula so inibidos durante a puberdade, sendo que a administracdo de testosterona exogena pode
reverter essa situagiio (CUNHA et al, 1987; CORBIER et al., 19935).

Foi observado que existe uma clara correlagfio entre os niveis de testosterona sérica e os
eventos relacionados com o desenvolvimento pds-natal (VILAMAIOR, 2003). O inicio do
crescimento prostatico aparece na puberdade (exposicdo a niveis mais altos de andrdgenos), onde
existe wm maior aumento no peso seco da préstata e no niimero de ramificagdes dos ductos
(SUGIMURA. ¢t al. 1986a). Isso sugere que a préstata ¢ mais sensivel a baixos niveis de
testosterona quando esta se desenvolvendo (surgimento das ramificacdes dos ductos). J4 quando ¢
exposta a maior concentragio de androgenos (periodo da puberdade), a prostata responde de uma
maneira diferente da anterior incrementando seu peso seco (HAYWARD e CUNHA, 2000}.

VILAMAIOR (2003) observou e propds um esquema representando os diferentes estagios
do desenvolvimento pos-natal da prostata ventral de ratos, da primeira até a décima segunda semana

de vida (Figuora 3).
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Figura 3. Esquema do desenvolvimento pés-natal da préstata veniral de ratos da 1° & 12° semana do

desenvolvimento, destacando os principais eventos de cada fase do desenvolvimento (VILAMAIOR., 2003).
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Na segunda e sexta semanas de vida, foram encontrados 0$ dois principais picos de
proliferacio celular. O primeiro pico parece estar associado com a formagdo da luz, (que ocorre
durante as trés primeiras semanas) e o segundo com o aumento da atividade secretora {evento
marcante nas sexta e décima segunda semanas de desenvolvimento pos-natal). Entre a primeira e
segunda semana existe uma clara alteragio do epitélio e do estroma para a formacio do limen. Na
terceira semana ja pode se observar uma alteracdo nas células epiteliais, em que a regido de Golgi se
torna mais visivel e existe um actmulo de secrecfio no limen. Entre a quarta ¢ sexta semana, nio
foram observados eventos marcantes, considerando-se esse segundo periodo como uma fase de
repouso. O primeiro aumento dos niveis de testosterona sérica foi observado na sexta semana
(puberdade), que atingiu os niveis mais altos (adulto) a partir da nona semana.

Outra importante observagio foi a formagdo de brotamentos de células epiteliais
envolvidas por estruturas em forma de cesta formadas por fibras de reticulina. Esses brotamentos
refletem os eventos de crescimento epitelial e ocupagio do estroma (mais notével a partir da sétima
semana), diminuindo o volume do estroma enquanto aumenta-se o volume epitelial. Nesse processo
de ocupagio do estroma pelo brotamento epitelial, parece ndo haver uma degradacdo desses
componentes reticulares, mas apenas foi observado alguns sinais de degradacio de colageno em
locais adjacentes aos pontds de brotamento epitelial. Essas alteragdes na MEC provavelmente sio
resultados da atividade das células estromais em resposta 4 interagio epitélio-stroma, com um
possivel envolvimento das MMPs, ja observado em gléndulas mamarias (WISEMAN e WERB,
2002) e na morfogénese inicial da prostata (MARKER et al., 2002).

O primeiro pico de proliferagio das células epiteliais foi encontrado na segunda semana
de vida, ja na terceira semana ocorre um crescimento da glindula. O segundo pico de proliferagiio
de células epiteliais e atividade de secrecio foram encontrados na sexta semana de
desenvolvimento. Na décima segunda semana, ja entrando na fase adulta onde os niveis de
testosterona ja atingiram seus niveis maximos, existe a aquisi¢cdo da forma adulta da prostata, com

um aumento do limen e actimulo de secregdo (VILAMAIOR, 2003).

¢. A dependéncia hormonal da préstata na fase adulta

Na prostata ventral de ratos adultos, acredita-se que os andrégenos atuem nas células
musculares lisas para manter a diferenciagio epitelial e que as células epiteliais atuem na

manutengdo do estado diferenciado das células musculares lisas, sendo que a manuten¢io da
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integridade da prostata adulta esta ligada a uma interacdio reciproca entre o epitélio e o tecido
conjuntive (HAY"WARD et al., 1997).

Muitos trabalhos tém mostrado os efeitos da castragio na prostata, caracterizado
principalmente por uma significativa diminuigdo do tamanho e peso da glandula. Este quadro
origina-se da parada na sintese dos produtos de secregio e aumento na velocidade de eliminacio
dos produtos glandulares, da perda de células epiteliais por apoptose e de mecanismos de
autofagocitose, resultando em iébulos menores formados por um epitélio cibico baixo (BRANDES,
1966; KERR ¢ SEARLE, 1973; BRANDSTROM et al. 1994; HU et al. 1998). Nesse caso, a
apoptose das células epiteliais pode estar associada com a expressdo de varios componentes como o
ativador de plasminogénio do tipo uroquinase (FREEMAN et al., 1990) e a catepsina D, sendo que
essa iltima provavelmente exerce um papel importante na fagocitose dos COrpos apoptoticos e na
formagdo dos mesmmos (SENSIBAR et al., 1990; WILSON et al., 1991).

O efeito da castracio sobre a prostata também inclui uma diminui¢io de vaciolos secretores
(HEYNS, 1990), um aumento dos niveis de enzimas degradativas como ribonucleases (ENGEL et
al., 1980), altera¢cDes no sistema elastico (CARVALHO et al.,1997b), no colageno VI e outros
componentes fibrilares (CARVALHO et. al., 1997a} e na membrana basal (CARVALHO e LINE,
1996).

Durante a regressio prostatica, existe um aparente aumento na drea seccional ocupada por
matriz extracelular e células estromais (KERR e SEARLE, 1973). Dentre estas ultimas, as mais
proeminentes sio as células musculares lisas ao redor das estruturas epiteliais (Iobulos e ductos),
que assumem um fendtipo mais sintético, com uma fragio miofibrilar reduzida (ZHAO et al., 1992;
VILAMAIOR et al., 2000; ANTONIOLI et al., 2004).

Embora um aumento na quantidade de colageno tenha sido sugerido pela quantificacdio de
hidroxiprolina (KERR e SEARLE, 1973), ¢ que estas alteragGes possam ocorrer sem a sintese de
colageno, a sintese de outros componentes ¢ a reorganizagio do estroma prostitico devem ser
destacadas como fungSes das células do estroma. Da mesma forma, a reativagio da glandula pela
aplicacdo de testosterona deve envolver remogdio e/ou sintese de nove de componentes da matriz
extracelular,

A diminui¢@o do tamanho e do peso da prostata devido 3 privagdo de testosterona é
antecedida pela diminuigio do fluxo sanguineo para o tecido prostatico (LEKAS et al,, 1997). As
células endoteliais e algumas estromais entram em apoptose 12 h apos a orquiectomia, enquanto
que as células epiteliais iniciam a apoptose somente depois de 24h (SHABSIGH et al., 1998). Esse

adiantado inicio da apoptose em células endoteliais corresponde a algumas mudangas degenerativas
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no sistema vascular da glandula, como um extravasamento ndo trombogénico das proteinas do
plasma para as regides periglandulares do tecido (SHABSIGH et al, 1999) ¢ uma drastica
vasoconstricio dos vasos revestidos por uma camada de células musculares lisas (HAYEK et al.,
19993,

Como esse processo degenerativo do sistema vascular da gléndula prostatica precede ao
inicio de apoptose em células epiteliais, ¢ provavel que a diminui¢do do fluxo sangiifneo da
glandula seja uma das bases da subseqiiente perda das células epiteliais e do processo regressivo da
glandula prostatica induzido pela castracdo (BUTTYAN et al, 1999; SHABSIGH et al., 1998:;
SHABSIGH et al., 1999).

Com relacio as diferentes regides da préstata ventral de ratos, quatro dias apés a castragdo
existe um aumento das células epiteliais da regidio distal marcadas positivamente para catepsina D,
Jja na regido proximal existe uma diminuicio no nimero dessas células, demonstrando uma inversio
na distribuigio das células epiteliais em apoptose de animais adultos nfio castrados. J4 sete dias apos
a castracdo, as células epiteliais da regifio proximal, embora atrofiadas, sdo destituidas de marcacio
para catepsina D (L EE et al., 1990).

Outros estudos observaram o comportamento da préstata em animais que tiveram uma
privagio e uma posterior reposicio de testosterona. Nesses modelos, as células endoteliais
proliferam, o volume vascular ¢ o fluxo sanguineo normalizam alguns dias antes da recuperagio da
prostata quando os animais castrados sio submetidos a reposigio hormonal (HAGGSTROM et al.,
1999). A fungio «contratil normal da prostata também parece ser recuperada em modelos
experimentais semelhantes (HIB e MAGARINOS, 1989). Na préstata ventral de camundongo, a
reposicdo androgénica apés sete dias de castragio, faz com que a glindula retorne ao seu tamanho
original com uma lewve distensio dos ductos (SUGIMURA et al., 1986 b).

Como existez uma grande resposta da préstata a variagbes hormonais, no caso de tumores
em pacientes sem condicdes de serem submetidos 3 cirurgia, devido & idade, sdo tratados com
terapia hormonal our radiagfio. A terapia hormonal mais comum para o céncer de prostata é a
privacdio androgénica. Isto se deve ao fato de que a maioria dos tumores de préstata origina-se nas
células epiteliais glandulares da regido periférica da prostata, as quais sio dependentes de

androgenos para sobxreviver e proliferar (CUNHA et al. 1987).
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24.  As metaloproteinases de matriz

As metaloproteinases de matriz pertencem a uma familia de enzimas que recebem esse
nome pela dependé@ncia de fons metilicos (normalmente zinco ou calcio) para se tornarem ativas e
pela sua capacidade de degradar proteinas estraturais da MEC, como coldgeno, elastina, laminina,
fibronectina e proteoglicanos (STOCKER et al., 1995; ALEXANDER e WERB, 1991; PARKS e
MECHAM, 1998). As MMPs também podem clivar outras moléculas de superficie celular, atuando
dessa forma na regulagio do comportamento celular (STERNLICHT et al., 2000). Por possuirem
uma ampla gama de atuagio, as MMPs estio associadas a diversos processos fisioldgicos e
patoldgicos, incluindo aspectos de desenvolvimento embriondrio, morfogénese tecidual,
cicatrizagdo de feridas, doengas inflamatérias e cincer (NELSON et al., 2000: STERNLICHT et al.,
2000; STERNLICHT e WERB, 2001).

No céncer, as células tumorais recrutam vasos sangilineos para dentro do tumor
(angiogénese tumoxal) ¢ migram dos seus locais de origem penetrando a lamina basal ¢ outras
estruturas da MEC (invasio e metdstase) (HANAHAN e FOLKMAN, 1996; STETLER-
STEVENSON, 1999). Sabe-se que as MMPs exercem um papel importante em processos
fisiolégicos normais de vasculogénese e de angiogénese, atuando na degradagio da membrana
basal, que ¢ substituida por uma matriz proviséria de fibrina, a partir da qual as células endoteliais
proliferam e invadern o tecido adjacente (FENG et al. 1999).

Uma correlacgio entre as propriedades de invasio tumoral e o crescimento normal das
estruturas epiteliais foi estabelecida para a glandula mamaéria (WISEMAN e WERB, 2002) e para o
pulmao (KHERADMAND et al. 2002), pelo menos no que se refere a um estado proliferativo
aumentado do epitélio, & necessidade de degradacio da matriz extracelular adjacente e 3
colonizagio de espagos anteriormente ocupados pelo estroma.

Até o momento, 25 MMPs ja foram descritas (MATRISIAN, 1990; LLANO et al. 1997;
GIAMBERNARDI et al. 1998; GRANT, 1999; VELASCO et al. 1999; LLANO et al. 1999; PARK
et al. 2000; LOHI et al. 2000; MARCHENKO & STRONGIN, 2001), sendo divididas em 5 grupos
principais:

a. as colagenases intersticiais (MMPs 1, 8 e 13),

b. as gelatimases (MMPs 2 ¢ 9),

as estrormnelisinas (MMPs 3, [0 e 11),
d. as metaloproteinases transmembranas (MT-MMPs) (MMPs 14, 15,16, 17, 24 ¢ 25)e
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e. MMPs que niio se enquadram em nenhum dos grupos anteriores (MMPs 7, 12, 18, 19,

20,21,22,23,26,27¢28).

As MMPs séo secretadas em uma forma inativa, necessitando serem clivadas por outras
proteases ou se autoprocessarem para se tornarem ativas. Além disso, as células podem secretar
inibidores teciduais enddgenos de MMPs, conhecidos como inibidores teciduais de MMPs (TIMPs).
Mais recentemente foi descritc um mnovo inibidor, localizado na membrana citoplasmatica,
denominado RECK (reversion-inducing-cysteine-rich protein with Kazal motifs) (TAKAHASHI et
al. 1998). Desta forma, as atividades das MMPs sdo reguladas por um fino balanco entre sua
produgao, ativagdo e inibigdo (MATRISIAN, 1990; CHANG e WERB, 2001). A Figura 4 apresenta

um esquema geral da ativagio da MMP-2.

Fro MMP-

Figura 4. Mecanismos de regulagdo das MMPs. A complexidade da regulacdo da atividade das MMPs é
esquematizada, comt base na regulacdo das MMP-2 ¢ MMP-9. As enzimas s&o sintetizadas como pro-MMP.
Uma vez no meio extracelular, elas sdo ativadas por proteases que removem os pré-dominios. Uma destas
proteases é a MT1-MMP, que fica associada & membrana das células. A associagdo das pré-MMP com seus
inibidores endégenos especificos (TIMPs), impede a agdo proteolitica e a consequente ativagdo das enzimas.
A proteina RECK  enconfra-se ancorada na membrana plasmdtica através de uma dncora de
glicosilfosfatidil-inositol e atua inibindo a ativacdo das MMPs em diferentes niveis. Por outro lado, sabe-se
da existéncia de wma modulaglo negativa da expressio de RECK por ras e outros oncogenes.
Semne ativagdo; ——— inibigdo; ==~ ayto ativacdo.

(http:/fcgap.nci.nih. gov/Pathways/BioCarta/m_reckPathway).
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A atuagdo dos TIMPs ndo se restringem apenas na atividade das MMPs. J4 se sabe que o
TIMP-3 pode impedir a ligagdo do VEGF (vascular endothelial growth factor) ao seu receptor-2
(VEGFR-2), diminnuindo a proliferacio de células endoteliais e a angiogénese (QI et al,, 2003). Ja o
TIMP-2 pode suprimir 2 angiogénse ao se ligar a integrina o8, aumentando a expressio do gene
RECK via rap-1, proteina membro da familia Ras, que foi primeiramente identificada como uma
proteina capaz de suprimir as transformagdes oncogénicas das células pelo Ras (KITAYAMA et al.,
1989), que por sua vez impede a migracio das células endoteliais por inibir a agdo das MMPs (OH
et al., 2004).

Alguns estuidos verificaram que existe uma grande correlacéo entre a atividade de algumas
MMPs (MMP-2, MMP-9 ¢ MTI-MMP) ¢ a malignidade de tumores, demonstrando que essas
MMPs estido potencialmente envolvidas na carcinogénese (DAVIES et al,, 1993; YAMAMOTO et
al., 1996; KAHARIT ¢ SAARIALHO-KERE, 1999; COUSSENS et al., 2000). Ja em estudos pré-
clinicos, inibidores sintéticos de MMPs tem sido relacionados com a inibi¢do do crescimento
tumoral e metastase (HIDALGO e ECKHARDT, 2001).

Existem outras pesquisas que demonstram uma associagio entre o aumento da produgio de
MMPs (MMP-2, -3, -7 e -9, -14) e a progressio maligna do cancer de préostata (HASHIMOTO et
al. 1998; UPADHYAY et al. 1999; NAGAKAWA et al. 2000). Também foi observada uma
correlagio direta emtre a intensidade de expressio da MMP-2 ¢ o grau de progressio tumoral
segundo a classificacdo de Gleason (STEARNS e WANG, 1993; STERNS e STERNS, 1996). Nos
tumores, as MMPs podem ser produzidas tanto por células estromais (POULSOM et al. 1992;
PYKE et al. 1993; WOOD et al. 1997) como por células epiteliais (YOSHIMOTO et al. 1993),
havendo sugest3o de cooperagio entre estes dois tipos celulares (OHTANI, 1998).

Com estas expressivas evidéncias quanto & participagio das MMPs no cardter metastatico
dos tumores, a inibigfo da atividade das MMPs, por inibidores naturais ou sintéticos, pode ser um
importante caminh© para o tratamento do cancer de prostata independente de hormdnios
(WOESSNER, 1999; KUGLER, 1999; LOKESHWAR, 1999; HIDALGO ¢ ECKHARDT, 2001).
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2.5. RECK

A proteina RECK foi descrita como um novo inibidor endégeno da atividade das MMPs
(Figura 4). O gene RECK ¢ seu produto foram identificados a partir de uma biblioteca de expressio
génica dada a sua capacidade de recuperar o fendtipo achatado de células NIH 3T3 transformadas
v-Ki-ras (NODA et al., 1989; KITAYAMA et al., 1989; TAKAHASHI et al., 1996) e por ser capaz
de inibir a atividade de algumas MMPs. A expressdo do RECK pode ser negativamente regulada por
alguns oncogenes, como myc, ras, fos e src, 0 que garante também a definicio do gene RECK como
um supressor de tumores (SASAHARA et al., 1999; WELM et al., 2002).

% regiso hidrofdbica XX dominio semelhante a0 EGF GPI

m 6-cis (Cysieine Knot motif) {3} dominio semelhante ao inibidor de serna-protease

Figura 5. Estrutura modular da proteina RECK.

O produto do gene RECK ¢ uma glicoproteina de 110 kDa que est4 associada a membrana
plasmatica através de uma 4ncora de glicosilfosfatidil-inositol (GPI). A proteina apresenta dois
dominios hidrofébicos, um em cada extremidade da molécula. Aquele no N-terminal corresponde
ao peptideo sinal ¢ aqquele no C-terminal corresponde ao sinal de ligagdo  Ancora de GPL No meio
da sequéncia primaria ha trés dominios semelhantes ao inibidor de serina-proteases, sendo que o
primeiro deles € idéntico ao motivo kazal (C-X;-C-X-Y-X5-C- X23-C). Ha também duas regides de
fraca homologia corm o fator de crescimento epidermal (EGF) (TAKAHASHI et al., 1998). A
Figura 5 apresenta urn diagrama da estrutura modular da proteina RECK.

Foi demonstrado que a proteina RECK pode inibir a acdo da MMP-9 através da supresso
da secrecio dessa MIMP ou pela inibicio direta da sua atividade proteolitica (TAKAHMASHI ¢t al.,
1998). Também ¢ conhecido que a RECK pode inibir diretamente a atividade da MT1-MMP
(MMP-14) da MMP-2 (OH et al. 2001).

A obten¢dio de um camundongo knockout para o RECK (OH et al. 2001) demonstrou a
importancia deste gerze para o desenvolvimento, uma vez que os embrides morrem no 10,5° dia de
desenvolvimento, comn defeitos nas fibrilas de coligeno, na membrana basal e com uma série de

defeitos no desenvolvimento vascular. Esse fenétipo pode ser parcialmente recuperado em
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camundongos duplo mutantes para RECK e MMP-2, sugerindo que essa MMP ¢ uma das muitas
moléculas afetadas pelo RECK in vivo e o aumento na atividade da MMP-2 é grandemente
responsavel pelo defeito nas fibrilas de colageno I encontrado nos camundongos knockout para o
RECK. Ja a perda da expressio do MT7-MMP nesses camundongos falha em recuperar o fendtipo
do animal selvagemn. Além disto, no mesmo estudo foi também demonstrada uma agdo direta sobre
a MMP2 e uma inibi¢io do brotamento de capilares em tumores induzidos por células de
fibrosarcoma (OH et al., 2001).

A diferenca critica entre a proteina RECK e as TIMPs esti na localizagio: RECK esti
localizada na memnbrana plasmatica das células, onde se encontram as MT-MMPs, enquanto as
TIMPs siio secretadas. Essa ancoragem com a membrana citoplasmatica, permite 8 RECK regular
eficazmente eventos proteoliticos locais na superficie celular, intimamente relacionados 4 invasdo
celular e onde ocorrem os processamento proteoliticos das MMPs (WERB, 1997). Em adigio a isso,
enquanto a deficiéncia do gene RECK ¢ letal para embrides de camundongos, a deficiéncia para os
genes do TIMP-1 e TIMP-2 tem pouco efeito durante o desenvolvimento (NOTHNICK et al., 1997;
WANG et al.,, 2000; CATERINA et al. 2000), sugerindo que pelo menos nesse estagio inicial, a
RECK compartilha poucos pontos funcionais semelhantes aos TIMPs.

Enquanto © gene RECK é amplamente €Xpresso em varios drgaos humanos, sua expressio é
baixa, ou ndo detectdvel em muitas linhagens celulares derivadas de tumor. Quando a expressdo do
gene RECK foi restaurada artificialmente nessas linhagens, a quantidade de pr6-MMP-9
extracelular produzida por essas células foi reduzida e seus potenciais invasivos e metastaticos
foram anuladas (TAKAHASHI et al., 1998), sugerindo um papel importante da RECK na regulagio
da MMP-9 e da mualignidade tumoral. Existe também uma correlagdo entre a alta quantidade da
expressio do RECK em amostras de hepatomas com a maior sobrevivéncia de pacientes
(FURUMOTO et al., 2001).

Recentemente foi demonstrado que existe uma correlagiio negativa da expressio do gene
RECK com a progresssio do carcinoma prostético relacionado com a classificagio de Gleason, assim
como os inibidores teciduais de MMPs: TIMP-3 e TIMP-4, sendo que esses genes possuem uma
expressdo predominante em células estromais (RIDDICK et al., 2005).

Devido a grande importancia do balanco entre a expressdo e atividade das MMPs e seus
inibidores, como a RECK, em processos fisioldgicos normais € patolégicos, torna-se relevante
conhecer melhor @ expressdo e atividade dessas moléculas em vérios modelos biologicos
experimentais. A prostata é considerada um bom modelo experimental, pois responde rapidamente

as modulagbes hormonais, havendo uma grande remodelagiio da MEC para acompanhar essas
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mudangas, além disso grande atencfio tem sido dada ultimamente a essa glindula principalmente
por ser um alvo de doengas, como cincer e hiperplasia benigna, associada com a idade do homem.
Como essas doengas ¢ o desenvolvimento so influenciados pelo comportamento e modelamento da
MEC, esse trabalho torna-se interessante, pois procura caracterizar melhor a associagiio da atividade
das MMPs com a expressio do RECK, em processos de crescimento pés-natal ¢ de regressio e

reorganizagio prostatica em animais adultos castrados e submetidos a reposicfio hormonal.



29

3. OBJETIVOS

A remodelagio da matriz extracelular requer a participacio de uma forma organizada e
balanceada entre wirias enzimas, como as MMPs, ¢ seus inibidores. Portanto, utilizando como

modelo experimental a prostata, o objetivo desse trabalho foi:
a) caracterizar a expressio do gene RECK durante o desenvolvimento pos-natal da
prOstata ventral de ratos e na regressio prostatica pds-castragio;
b) avaliar a atividade das MMPs nessas condigdes;
c) analisar a expressio das MMPs;

d} correlacionar a expressdo do gene RECK com a expressdo e a atividade das MMPs.
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4. ARTIGOS

Os experimentos desenvolvidos nesta tese serdo apresentados na forma de dois artigos:

RECK expuression is negatively correlated with MMP-9 but not with MMP-2
activation during post natal development of the rat ventral prostate

Helene Peters, Marcio Lorencini and Herandes F Carvalho

Distinct expression of RECK in the rat ventral prostate

Helene Peters and Hernandes F Carvalho
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Abstract

RECK expression was examined during the post natal development of the rat ventral prostate of
Wistar rats at the TRNA level in comparison with the expression of MMP-2, - 7 and 14 (MT1-
MMP) mRNAs using quantitative Real time PCR and with the active forms of MMP-2 and -9 using
gelatin zimography. RNA and protein extracts were obtained from the ventral prostate of 2, 3, 6
and 12 weeks old rats. The results demonstrate a progressive decrease in the expression of RECK,
MMP-2, -7 and —14 mRNA during the post natal development. On the other hand, zymography has
shown a progressiv-e activation of MMP-9, as opposed to a sustained level of MMP-2 activation.
Since RECK is known to regulate MMP-2, -9 and ~14, it is proposed that RECK and MMP-9
occupy the same prostate compartment, while MMP-2 and ~14 seerms to be located somewhere else,
with no inhibition by RECK. Furthermore, it seems that initial stages of development requires
increased expressiox: of MMPs and their inhibitors, both classes being less necessary as the prostate

reaches its adult size and activity.

Key words: develop»ment, MMP, prostate, Real time PCR, RECK
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INTRODUCTION

RECK (reversion-inducing cysteine-rich protein with Kasal motif) is a 110kDa glycoprotein
anchored to the cell membrane through a carboxy-terminal glycosyl-phosphatidylinositol (GPI)-
modification (Takahashi et al., 1998). The gene RECK was first isolated by an expression cloning
strategy designed to isolate genes that induced flat morphology when expressed in v-Ki-ras-
transformed NIH3T3 cells (Noda et al.,, 1989; Kitayama et al., 1989; Takahashi et al., 1996). RECK
is widely expressed in normal tissues and its expression is low or undetectable in many tumor
derived cell lines. Several oncogenes like 7as can downregulated RECK expression. When RECK
expression is artificially restored in many tumor derived cell lines, their invasive and metastatic
potentials were suppressed, coincident with the reduction of the amount of extracellular pro-matrix
metalloproteinase-9 (pro-MMP-9) produced by these cells (Takahashi et al., 1998). MMP-2 and
MMP-14 are also related with tumor invasion and are known to be inhibited or suppressed by
RECK (Oh et al., 2001). These MMPs are zinc dependent enzymes belonging to the MMP
superfamily of proteinases which process or degrade numerous pericellular substrate including
extracellular matrix (ECM) components and participate in several normal and abnormal
physiological process such as embryonic development, wound healing, inflammatory diseases and
cancer (Nelson et al., 2000; Sternlicht and Werb., 2001). MMP functions on such diverse
phenomena take place through influencing the behavior of other proteinases, proteinase inhibitors,
clotting factors, chemotactic molecules, latent growth factors, growth factor-binding proteins, cell
surface receptors, cell-cell adhesion molecules and several structural ECM proteins.

MMP-2 and MMP-9 are known to degrade mainly type IV collagen (a component of
basement membrane) and their activities are associated with tumor metastasis and human cancer
progression (Uhm et al., 1996; Callgjas et al., 2001).

Because of the large incidence of age related human prostatic illnesses, the prostate gland
has received special attention from the researchers mainly with respect to cancer development. Like
head and neck, colorectal, urothelial and breast cancer, prostate cancer invasion is widely correlated
with high MMP-2 and MMP-9 expression and activity and their expression is related with tumor
differentiation. 1t was demonstrated that patients with hepatocellular carcinoma and colorectal
cancer have a better survival when these tumoral tissues exhibit high RECK mRNA expression,
because they have a weak capacity for invasion and metastase (Takeushi et al., 2004; Farumoto et
al., 2001).
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MMP-7, also known as matrilysin, has been shown to degrade mainly fiibronectin
and other nonmatrix proteins such as casein, insulin and transferrin {Woessner and Taplin,
1988). The overexpression of MMP7 accelerates mammary cancer development in mice
carrying a mammary-targeted Her2/neu transgene (Rudolph-Owen et al., 1998), whereas its
absence in mice carrying the Apcmin mutation slows the formation of intestinal adenomas
(Wilson et al,, 1997). Powell et al. (1993) also showed that when DU-145 cells (a
nonmetastatic prostate tumor cell line) were transfected with matrilysin ¢cDNA, the cells
were significantly more invasive in a cell invasion iz vivo model.

Due to the need of understanding the normal functioning and physiology of the prostate for
future comparison with pathological states, this study was undertaken to check the expression of

RECK gene compared with the expression and biological activity of MMP-2, -7, -9 and -14 during
the post natal development of the rat ventral prostate.

MATERIALS AND METHODS
ANIMALS

Two, three, six and twelve weeks old male Wistar rats were purchased from CEMIB-UNICAMP.,
All rats were sacrificed by cervical dislocation and had their ventral prostate dissected, frozen in
liquid nitrogen and stored at -70°C until used. Five animals from each group were utilized for RNA

and protein extractions.
RNA EXTRACTION AND REVERSE TRANSCRIPTION

Total RNA extraction was performed using Trizol reagent (Invitrogen Life Technologies). Samples
were homogenized in 1 mL of Trizol using a Polytron homogenizer (Kinematica, Lucerne,
Switzerland) and the subsequent procedures were carried out according to manufacturer. The RNA
integrity was analyzed by electrophoresis in 1.2% denaturing agarose gel and RNA concentration

was quantified by spectrophotometry using a Ultraspec 2100 pro equipment (Amersham
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Biosciences Sdo Paulo SP, Brazil). Five pg of total RNA samples was reverse transcribed with 200
U SuperScript ITI (Invitrogen Life Technologies, Sao Paulo SP, Brazil) and Oligo (dT)s.15 Primer

(Invitrogen Life Technologies) according to the supplier’s instructions. The ¢DNA was quantified
by spectrophotometry as above.

REAL-TIME POLY MERASE CHAIN REACTION

Real-time PCR were assayed using the SYBER Green method, that is based on the direct detection
of the PCR product monitored by measuring the increase in fluorescence caused by the binding of
SYBER Green dye to double-stranded DNA., Fifty ng and 25 ng of the cDNA was utilized for
RECK and MMPs expression analyses, respectively. The assay was carried out using an ABI
PRISM 7000 Sequence Detector System (Applied Biosystems, Foster City CA, USA). Synthetic
oligonucleotide prirmers to amplify and quantify RECK, MMP-2, MMP-14, MMP-7 (target genes)
and B-actin (endogenous control) were determined and designed using the Primer Express software
(Applied Biosysterns) and synthesized by Invitrogen, as showing in Table 1. All amplifications
result in 151bp long fragments.

Table L. Genes evaluated and nucleotide sequences of the primers used for Real-Time PCR

Gene Primer sequence
forward 5 - TCCTGTGGCATCCATGAAACTA - 37
actin
- reverse 5’ - CCAGGGCAGTAATCTCCTTICTG - 3°
RECK forward 5 - AGAGGTCAGGCTTTAAACCAC - 3"
reverse 5" - GAACGGAAGCATGGCTAACAC-3°
NP2 forward 5 - TGCGCTTTTCTCGAATCCAT- 37
i reverse 5’ - AAGTGAGAATCTCCCCCAACAC - 3°
forward 5" - CTGTCCCAGATAAGCCCAGA - 37
MMP-14
reverse 5 - GGGTATCCGTCCATCACTTG - 3°
.7 forward 5" - AAGTGGCATTCCAGAACTGCA - 37
MMP-
reverse 5 - CTGCAGTCCCCCAACTAACC-3°
forward 5" - TCTCTGGGCGCAAAATGTG - 37
MMP-9
reverse 5 - ATACGTTCCCGGCTGATCAG -3
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All samples were assayed in triplicate and performed in a 25 ul volume containing 50 ng cDNA for
RECK or 25 ng <DNA for MMPs reactions, 12.5u] SYBR Green Master Mix PCR (Apllied
Biosystems) and 400 nM each primer. An appropriate negative control containing no template
c¢DNA was also subjected to the same procedure to exclude or detect any possible contamination or
carry over. The endogenous control B-actin was used to normalize the samples for differences in the
amounts and quality of cDNA added to each reaction mixture. The PCR thermal cycling conditions
were as follows: an initial step at 50°C for 2 min; 10 min at 95°C; and 40 cycles, with 1 cycle
consisting of 15 s at 95°C and 1 min at 60°C. The dissociation protocol was performed at the end of
each run to check for non-specific amplification. The results were normalized by using the Ct
(threshold cycle) values obtained for the endogenous control present in the same plate. Ct is defined
as the first amplification cycle at which fluorescence indicating PCR products is detectable above
the threshold (back ground fluorescence). For normalization, we utilized the equation: ACt = Clitarget
gene) — Cliendogenous conton. TO quantify gene expression in the rat ventral prostate on different weeks
old, the mathematical model: 2‘MC‘, using calibration data was used. The AACt is determined by the
equation: AACt = AClisampte) - ACtcatibrator), Which the calibrator is the value obtained for the control
group (12 wecks old rats). The PCR efficiency of all primers was calculated according to the

1/slope)

equation: E = 10¢ — 1, where all values were between 0.98 and 1.10.

MMPs EXTRACTION

The frozen tissues were homogenized in 50mM Tris-HCl pH 7.4; 0.2M NaCl; 0.1% Triton X-100;
10mM CaCl; and I % protease inhibitor cocktail (Sigma Chemical Co, Saint Louis MO, USA)
using a Polytron homogenizer (Kinematica, Lucerne, Switzerland). The homogenates were
incubated for 2 hours at 4°C and centrifuged 4,000xRPM for 20 min at 4°C. The supernatants were
removed and the peliets ressuspended in the same solution as above, heated at 60°C for 5 min,
centrifuged 4,000xRPM for 20 min at 4°C and the supernatants pooled with the first supernatant.
Protein quantification was performed using the Bradford dye binding assay kit (BioAgency, Sio

Paulo SP, Brazil), according to manufacturer.
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GELATIN ZYMOG RAPHY

Twenty pg of protein in the extracts were electrophoresed on 10% SDS-polyacrylamide gel with
0.1% gelatin (used as protein substrate) at 4°C under nonreducing conditions. After electrophoresis,
the gel was washed with gentle shaking at room temperature with 2.5% Triton X-100 (2 changes)
for 30 min to remove SDS and with 50mM Tris-HC], pH 8.4 (2 changes) for 10 min to remove
Triton X-100. The gel was incubated overnight in 50mM Tris-HCI, pH 8.4 containing 5SmM CaCl,
and 1uM ZnCl; at 37°C. The gel was then stained with Coomassie brilliant blue (0.5% dye in 20%
ethanol and 10% acetic acid) for 1 hour, unstained bands corresponding to the gelatinolytic activity
could be seen after washes with 30% methanol and 10% acetic acid. The intensity of the bands was

determined using thre Scion Image for Windows software (Scion Corporation, Frederick MA, USA).
STATISTICS

Differences were determined statistically by using the Student’s -test and significance is
indicated at the p<0.05.

RESULTS

RECK, MMP-2, -7 cand —14 mRNA expression

Figure I shows the Real time RT-PCR results for RECK, MMP-2, -7 and -74. There was a
progressive decrease in the amount of mRNA for each MAP species and its inhibitor RECK.
However, while the reduction was significant for MMP-7 and 14 already at the third week of post
natal life, the decreases observed for RECK and MMP-2 were more subtle, reaching significance
only after puberty.

Figure 1E superimposes the results for the three MMPs and RECK, for the sake of
comparison of the stepness in the observed reduction. Tt is evident that MMP-7 and MMP-14 show

the most marked reduction within the three first weeks of post natal life,
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We were wumsuccessful in obtaining Real time RT-PCR results for MMP-9, probably
because its expression was minimal, since we have detected MMP-9 expression in the same

conditions of Real "Time PCR with gingival samples (data not shown).

MMP-2 and 9 actir-ation and gelatinolytic activity

A representative zimograph is shown in Figure 2. MMP-2 and MMP-9 activities were
identified by their gelatinolitic activity, molecular mass and band pattern. The divalent cation
dependence of the observed gelatinolytic activity was demonstrated by its inactivity after EDTA
treatment (not shovwen). The relative proportion between the active and inactive precursos forms for
both MMPs is shown in Figure 3. Figure 3a demonstrates that the relative constancy in the
proportion betweers the inactive and active forms of MMP-2. On the other hand, a progressive
increment in the relative proportion of active MMP-9 was detected, varying from about equivalent

amounts at 3 weeks to more than 60% at the twelfth week (adulthood).

DISCUSSION

The rat veratral prostate development takes place at three different periods. Embryonic
development involwes prostatic induction, with budding of the urethral epithelium into the
urogenital sinus messenchyme. This process is regulated by androgens and involves the urethral
smooth muscle cells (Thomson et al. 2002).

The second phase takes place at the early post natal days and is due to a testosterone surge
occurring around birth. This phase is characterized by the active proliferation of the epithelium,
with associated brarching, epithelial differentiation and canalization (i.e. lumen formation) (Weihua
et al. 2002; Marker et al. 2003). The third phase occurs during puberty, following the testicular
production of testosterone. We have recently showed that this pubertal growth is characterized by a
sequence of events: (1.) epithelial cell proliferation; (2.) infolding and budding of the epithelial

structures and (3.) thie accumulation of secretory material in the lumen (Vilamaior et al. 2005).



39

Epithelial growth depends on stromal (and/or ECM) deformability up to a certain limit.
After this threshold, ECM degradation and tissue remodelling is mandatory. Increased MMP
activity was described for the epithelial growth in both developing lung and mammary gland
(Wiseman and Werb, 2002). Miintzing (1980) have early predicted collagen as an inhibitor of
epithelial growth. The decreased expression of MMPs at the mRNA levels observed in this work
suggests that post natal growth is progressively less dependent on stromal modification and ECM
degradation, with most dramatic changes taking place during early development, when epithelial
branching morphogenesis and budding takes place. On the other hand, the reason for the increase in
the active form of MMP-9 is unknown. Its is probable that MMP-9 activity is associated with a little
evident or unknown phenomenon in the adult prostate or may be confined in an as yet unidentified
prostatic compartrment. One such possibility is that it takes place to accomodate a increasingly
larger volume occupied by the secretory products in the lumen (Vilamaior et al. 2005), and is
involved with epithelial as well as basement membrane distension. Whatever the explanation is, the
present results reveal a distinct activation mechanism for MMP-9 as compared to MMP-2, at [east
with respect to RECK activity. The existence of different cell types and different compartments in
the organ may be the primary cause for such distinction, while the presence (or absence) of other
MMP inhibitors such as TIMPs (Handsley and Edwards, 2005) and KiSS (Yan et al. 2001), may
play additional roles to RECK.

Still et al. (2000) demonstrated a close association between MMP-2/TIMP-2 expression in
the human prostate and local tumor invasion. Both genes were expressed mainly in epithelial cells
both in tumor and benign prostatic hyperplasia (BPH) tissue samples. In BPH or low-grade tumor,
the ratio of MMP-2 and TIMP-2 was less than one and this ratio increased significantly in high-
grade and —stage tumor, coinciding with an enhanced tissue degradation (due to an increase in
proteolytic activity) and a more invasive phenotype.

Another reason for the lack of association of MMP-2 activity with RECK expression could
be the fact that the MMP extration was carried out from the total prostate and not differentiated for
the prostate secretion or tissue. Since the prostate secretion also presents a gelatinolytic activity of
63kDa and 58kDa metalloproteinases in pubertal and adulthood rats (Wilson et al.,, 1991), our
results may superimpose both stromal and secretory activities.

The temporal differences in the reduction of MMP and RECK expression reduction (i.e.
MMP-7 and MMP-14 expression droping by the third post natal week and MMP-2 and RECK
expression droping after de sixth post natal week) may reflect the existence of different regulatory

mechanisms. The kinetics observed in the present work suggests that the two latter seems to be
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down regulated by androgen. However, this seems not to be case in human prostate cancer cells,
which showed increased MMP-2 expression in the presence of androgen, while MT1-MMP (MMP-
14) seemed not to be affected (Lino et al. 2003). However, the discreapancies may be attributable to
the tumoral origin o©f the studied cells (LNCaP and LAPC-4 cells) and to the fact that LNCaP cells
have a mutated androgen receptor (Feldman and Feldman, 2001). Besides this suggestion on the
regulation of MMP-2 by androgens, MMP-2 has been shown to be up regulated by p53, activator
protein-1, Ets-1, CCAAT/enhancer-binding protein, CRER (cAMP response element binding
protein) and activator protein-2 (Bian and Sun, 1997; Qin et al. 1999; Hasan and Nakajima, 1999),
while down regulated by retinoic acid (Nakajima et al. 1989), PMA (Brown et al. 1990), long
exposure to o- and y-interferons (Hujanen et al. 1994) and inhibitors of calcium influx (Kohn et al.
1994).

The present results also demonstrated a progressive reduction in the levels of MMP-7
mRNA. This is comapatible the results of Powell et al. (1996), who showed the MMP-7 mRNA to be
undetectable by Northern blotting in the rat ventral prostate of adult individuals, and Wilson et al.
(1992), who studied the caseinolytic activity of a 27kDa metalloproteinase in prostatic complex of
2-3 week-old rats. In spite of using different methodology, our results and those by Powell et al.
(1996) confirm very low levels of MMP-7 mRNA in the adult prostate. It is interesting to note,
though, that MMP-7 expression in inversely correlated to the epithelial differentiation, since pre-
pubertal individuals (this work) and castrated ones (Powell et al. 1996; Justulin et al. 2005) showed
increased prostatic expression of MMP-7, suggesting that the MMP-7 gene may be inhibited by
androgen. An inverse correlation between epithelial cell differentiation is further supported by the
fact that tumor invasion is favored by MMP-7 expression, through cleavage of E-cadherin, with
anti-sense oligonucleotide blocking of MMP-7 resulting in a less invasive phenotype (Davies et al.
2001).

We have also been able to show that MMP-7 is found by immunocytochemistry at the
apical epithelium in the normal prostate, but is also found at the epithelial base in contact with the
basement membrane after castration (Justulin et al. 2005), implicating MMP-7 in the remodelling of
the basement membrane, as described before (Carvalho and Line, 1996) and with potentiation of
epithelial cell apoptosis by generating soluble Fas-ligand after castration (Powell et al. 1999).

The location of RECK and the MMPs studied in this work in the rat ventral prostate is
mandatory for a best understanding of its function and dynamics, what will certainly deserve

attention in the early future.
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Figure I: Relative quantitation of RECK, MMP-2, MMP-14 and MMP-7 genes expression in Real
time quantitative PCR in the rat ventral prostate with 2, 3, 6 and 12 weeks old animals. cDNAs
were prepared from the samples and used for Real-Time PCR. Measurements were normalized with
B-actin amplification. The values represent the fold increase in gene expression compared with
values obtained for 12 weeks old animals (calibrator). 1a, RECK expression; 1b MAMP-2 expression;
1c MMP-14 expression; 1d MMP-7 expression; 1e superimposition of the fold increase values
obtained for the different MMPs and RECK. Differences were investigated using the Student’s 7 test

and are indicated by different letters
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Figure 2
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Figure 2: Representative gelatin zymography gel. The effect of post natal development on
gelatinolytic protease activities in the rat ventral prostate. Animals with 2, 3, 6 and 12 weeks of age
were employed in this assay. Aliquots containing 25ug protein were electrophoresed in 10% SDS-
polyacrilamide gels containing 0.1% gelatin. The gels were incubated in S0mM Tris-HCI (pH 7.4)
with 5SmM CaCl, as described in Materials and Methods. 1: pr6-MMP9; 2: MMP9; 3: pré-MMP2;
4: intermediate-MMP2; 5: MMP-2,
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Figure 3: Relative mean related to total MMP-2 and MMP-9 inactive and active forms activities in
the rat ventral prostate detected by gelatin zymography of young animals, with different 2, 3, 6 and
12 weeks of age. 3a: Relative mean related to total MMP-2; 3b: Relative mean related to total
MMP-9. Differences were investigated using the Student’s 7 test and are indicated by different
letters. Numbers between parenthesis refer to the number of measurements (7).
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ABSTRACT

We have investigated the effect of castration and testosterone reposition on the
expression of RECK mRNA, using semi-quantitative RT-PCR and in sity hibridization.
The results demonstrate an invariable amount of mRNA in the organ but ISH showed a
transition from a mostly epithelial to a mostly stromal expression of this MMP inhibitor
after castration. Testosterone administration restored the non-castrated pattern of RECK
expression. Since MMPs have been involved not only in the stromal reorganization of the
prostate following castration but also in inducing epithelial apoptosis, its is probable that
complimentary patterns of RECK expression will cause epithelial cell death but preserve
stromal cells in the androgen deprived environment. Furthermore, it is also possible that
stromal cells need to exert a more stringent control of MMP activity in the pericellular

environment in the castrates, and do so by up regulating RECK.

Key words: castration, prostate, RT-PCR, RECK



51

INTRODUCTION

The androgen dependence of the prostate gland makes it a unique system for the
study of both epithelial cell apoptosis and stromal/extracellular matrix remodelling, since
androgen ablationn by surgical or chemical castration results in marked prostate atrophy
(Isaacs 1994). Furthermore, it has became clear that epithelial stromal interactions are key
regulatory elements in prostate development, growth and function (Cunha et al. 2004). The
involvement of matrix metalloproteinases (MMPs) in the stromal remodelling after
castration has also long been demonstrated. More recently, it was demonstrated that MMP-
7 expression is down regulated by androgen and castration results in an transient increased
expression of this MMP (Powell et al. 1996), what was followed by the demonstration that
MMP cleaves Fas ligand (FasL)and contributes to the induction of epithelial cell apoptosis
(Powell et al. 1999) and to tumor cell dissociation (Davies et al. 2001)

Considering that MMPs have a series of inhibitors and that a recently described
inhibitor RECK protein was shown to be important in determining tumor aggressivity and
to reduce angiogenesis (Oh et al. 2001), we have decided to investigate whether RECK is
expressed in the rat ventral prostate and how it is affected by castration, and used in situ
hybridization to determine which cells express RECK mRNA. This work then describes
that RECK mRNA is expressed in the rat ventral prostate, that the mRNA levels are
relatively constant after castration and testosterone reposition and that a balance between

the expression of RECK warrants constant levels in control and castrated situations.



52

MATERIAL AND METHODS

ANIMALS
Three months old male Wistar rats were purchased from CEMIB-UNICAMP. The rats

were maintained 1in barrier facilities with access to food and water ad libitum. The animals
were divided in five different groups, one control, three castrated (7, 14 and 21 days) and a
one castrated and testosterone treated (5 mg testosterone ciprionate kg, 12-12h for 48h
after a period of 14 days of castration). Castration was attained by bilateral orchiectomy
through scrotal incision under ketamine (60 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) anesthesia. All
rats were sacrificed by cervical dislocation and the ventral prostate dissected, frozen in

liquid nitrogen and stored -70° C until used.

RNA EXTRACTION AND REVERSE TRANSCRIPTION

Total RNA extraction was performed using Trizol reagent (Invitrogen Life Technologies).
Samples were hormogenized in I mL of Trizol using a Polytron homogenizer (Kinematica,
Lucerne, Switzerland) and the subsequent procedures were carried out according to
manufacturer. The RNA integrity was analyzed by electrophoresis in 1.2% denaturing
agarose gel and RINA concentration was quantified by spectrophotometry using a Ultraspec
2100 pro equipment (Amersham). Five pg of total RNA samples was reverse transcribed
with 200 U SuperScript III and Oligo (dT)i2.15 Primer (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad CA, US.A) according to the supplier’s instructions. The cDNA was quantified by
spectrophotometry as above.

POLYMERASE CHAIN REACTION - PCR

RT-PCR were assayed for RECK gene expression.

B-actin was utilized as internal control for RECK PCR analyses. B-actin synthetic
oligonucleotide primers were determined and designed using both programs: Primer3

(www.genome.wi.mit.edu/cgi_bin/primer/primerd_www) and Gene Runner 3.05 (Hastings

Software. Inc.). All primers, including RECKmod (based on Furumoto et al, 2001) primers,
were synthesized by Invitrogen Life Technologies (Sio Paulo, SP, Brazil), as showing in
Table I:
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Table 1. Genes ewvaluated and nucleotide sequences of the primers used for PCR

Gene Primers sequence
_ forward 5" - TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA -3
fractin reverse 57 - CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG - 3°
RECK forward 57 - CCTCAGTGAGCACAGTTCAGA - 37
reverse 57 - GCAGCGCACACACTGCTGTA - 3°

For RECK, PCR thermal cycling conditions were as follows: an initial step at 94°C
for 5 min; 30 cycles of 94°C - 1 min, 60°C — 1 min, 74°C — 1 min 30 sec, and a final cycle
of 7 minutes at 74°C. It was performed in a 13 pl final volume containing 78ng cDNA, 0.39
U Taq DNA Polymerase (Promega, Madison WI, USA), 2,0mM MgCl; and 400nM of 8-
actin and RECK primers in the same reaction tube, according to the protocol suggested by
Marone et al., 2001.

All samples were assayed in triplicate, electrophoresis in a 2% agarose gel and
stained with ethidium Bromide solution. Gel image was captured with a Kodak DC120
Camara using the Kodak Digital Science 1.0 software (Eastman Kodak Company). Gel
analyzes were performed using the Scion Image Beta 4.0.2 for Windows (Scion
Corporation, Frederick MA, USA).

The results obtained were compared using ANOVA.

RECK IN SITU HYBRIDIZATION
For RECK RNAm localization all solutions and materials utilized were RNAse free.
The RECK probe were determined and designed using both programs: Primer3

(www.genome wi.mit.edu/cgi_bin/primer/primer3 www) and Gene Runner 3.05 (Hastings

Software. Inc.) The probe was synthesized by Invitrogen Life Technologies (Carlsbad CA,
USA) as follows:
5" - FITC - GTTCTGTTGGCCTGTTGTTAAAGTTTGTAC - 3'
Frozen sections were air dried for 30 minutes, fixed using ice cold 4%

paraformaldehyde in PBS for 5 minutes, air dried for 30 minutes and washed with TEA
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buffer (1.34% triethanolamine) for 2 minutes. The sections were incubated under magnetic
stirring with 0.259% acetic anhydride in TEA buffer for 10 minutes, washed with SSC 2x,
dehydrated with ethanol solution, incubated for 5 minutes with chloroform, 2 minutes
ethanol 100% and ethanol 95% and air dried before probe incubation. The probe incubation
solution was comxposed by a hybridization mix (4 parts) and a probe mix (1 part). The
hybridization mix was 31.25% formamide, 12.5% Dextran, 375 mM NaCl, 10 mM Tris-
HCI pH 8§, 1.12 mM EDTA, Denhardt’s solution (1.25X final concenctration) and 0.01M
dI-Dithiothreitol. "The probe mix was composed by 2 pmol of probe (%4 volume), tRNA
(Vavolume) and TED (% volume). The mixture was placed over the sections and incubated
at 55°C overnight in a humidified chamber. After hybridization, the sections were washed
twice with SSC 2x buffer for 30 minutes each wash. The detection of the hybridization
product was done using ISH Detection Kit NCL-ISH-D (NovoCastra Laboratories, Benton
Lane, Newcastle, UK), based on alkaline phosphatase precipitated, according to the
procedures of marufacturer. The slides were counterstained with methy! green for 3 min,

washed and mounted in 90% glycerin and 10% PBS.

RESULTS AND DISCUSSION

RECK was demonstrated to control MMP expression at the protein and mRNA levels, as
well as to inhibit MMP-2 and MMP-9 activation (Oh et al. 2001). Since we have been
interested in the stromal remodelling taking place in the rat ventral prostate after castration,
we hypothesized that RECK could be involved in the regulation of MMPs in this organ and
then decided to inwestigate its expression at the mRNA level, using semi-quantitative RT-
PCR and in situ hibridization. The semi-quantitative analysis of RECK expression, using B-
actin as an internal control showed a constant level of RECK mRNA. expression in control,
castrated and castrated rats that received testosterone (Figure 1). This was a surprising
result, since we are aware that different MMPs are activated by castration and are involved
not only with ECM processing during tumor invasion (Wilson et al. 1991; Powell et al.
1996; Jung et al. 1998), but also with epithelial cell apoptosis (Powell et al. 1999), and the

invariable expression of RECK may reflect its function in compartments not so evident as
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the the regressing epithelium or that a pos-transcriptional mechanism is involved with
down regulating RECK protein, which was not investigated in the present work. However,
by using in situ hibridization, we could observe that RECK mRNA is expressed in epithelial
cells of the prostate in both control, castrated and testosterone treated castrated rats (Fig. 2).
It was evident though, that not only was the amount of RECK mRNA restricted in epithelial
cells as was its total amount in the epithelium, as judged by the marked decrease in the
epithelial compartment of castrated rats. Surprinsingly, in castrated rats, an evident increase
i the reaction product was observed in both fibroblasts and smooth muscle cells.
Testosterone treatment of castrated rats restored the aspects observed in non-castrated rats,
with respect to RECK mRNA distribution (Fig. 2D). This balance between the expression
of RECK by epithelial and stromal cell in control and castrated rats indicate that RECK is
differentially regulated in these cells with respect to androgen estimulation. Since epithelial
cell death is at least in part dependent on MMP activity (Powell et al. 1999), as it is the case
of the mammary gland (Wiseman and Werb, 2002), its is reasonably to accept a
downregulation of RECK, and MMP inhibitor in these cells. On the other hand, given the
marked remodelling of the stromal compartment taking place after castration, it is also
reasonable to expect that stromal cells upregulate RECK expression to exert a more refined
regulation of the ECM changes in the stroma. Taking together these results demonstrate
that the rat ventral prostate regression after castration is a complex phenomena, involving

the coordinated action of both epithelial and stromal cells.
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Figure 1. Relative expression of RECK mRNA in the rat ventral prostate in control,
castrated and testosterone-treated castrated rats as determined by RT-PCR using f-actin as
an internal control in single tube reaction. Statistics using ANOVA showed no significative

difference between the results.
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Figure 2. ISH for RECK mRNA in the rat ventral prostate. Fig. 2A. Control, non castrated
rats. Intense reaction for RECK mRNA was found in the epithelial cells (Ep), occupying
the perinuclear and apical cytoplasmic region. Little reaction was also observed in the cell
nucleus. Stromal cell showed comparatively weaker reaction. Endothelial cells (EC) as well
as lymphatic endothelial cells (LEC) were negative for RECK mRNA. A non-specific
reaction was observed over elastin around the blood vessels and in thin elastic fibers in the
stroma. Castration for 7, 14 and 21 days (Figs. 2B-D, respectively), resulted in epithelial
cell atrophy but did not result in total inhibition of RECK mRNA expression. It was
restricted to a small perinuclear region. On the other hand, comparatively stronger reaction
was observed over smooth muscle cells (SMC) after castration. More intense reaction was
also observed in the fibroblasts (Fig. 2D, inset). Forty eight hour testosterone treatment
partially restored the epithelial polarity after 14 days of androgen ablation, as well as
RECK mRNA expression. Inversely, the stromal cell expression was reduced (Fig. 2E).
Fig. 2F shows a negative control, using a sense oligonucleotide probe.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Ha um declinio nos niveis de expressio dos mRNA das MMP-2, -7 e 14 ¢ do RECK a0

longo de desenvolvimento pés natal de ratos.

Ao contrario da proporgio constante entre as formas ativa e inativa da MMP-2, existe um
aumento nesta propor¢do para a MMP-9, o que leva a crer que RECK e MMP-9 possam
ocupar 0 mMesmo compartimento no Gérglo, enquanto a MMP-2 estaria em outro local,

considerando o controle exercido pelo RECK na ativagiio de ambas MMPs.

A expressdo relativa do mRNA do RECK nio varia apds castragio e reposicdo

androgénica, considerado o padrio interno B-actina.

Foi encontrado um balango entre a expressio epitelial ¢ estromal de RECK, apos castracio,
com diminuida expressdo no epitélio e aumentada expressdo nas céhilas musculares lisas e
fibroblastos, o que parece ser responsavel pela manutengio dos niveis totais de mRNA no
6rgao durante a privagio androgénica. A reposigio por testosterona restaura a distribui¢go

observada nos controles.
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