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1 - ABSTRACT

Diabetes could be involved in morphological alterations in the prostate. The prostatic stem
cells (CTP) can be considered important to prostate’s dynamic. However, the relation
between CTP and the prostatic disease inception is not clear as well as the association
between the diabetes incidence and the CTP identification. Thus, the aim of this study was
to characterize the CTP in the ventral prostate compartments from mice spontaneously
diabetic with and without glycemic control. Also, this study intends to establish the
correlation between the occurrence of the CTP and the initial and late diabetes effects with
and without insulin treatment. A total of 48 male mice (NVOD, nonobese diabetic) and 16
control group mice BALB /c/Uni (16 to 20 weeks) were utilized during this study. The
NOD mice presenting capillary glycemic index > 300 mg/dL were considered diabetic
(NOD"), while those which have not presented this index in the same period were
considered predisposed (NOD"). After that, the animals were divided in 8 experimental
groups (8 animals each): Control Group 7 days (Cl) and 20 days (C2) received
subcutaneous injection of 0,9% physiologic saline (5 mL/Kg, s.c.) daily for 7 and 20,
respectively; Diabetic groups 7 days (NVOD' 1) and 20 days (NOD+ 2) received similar
treatment when compared to control groups; Insulin-diabetic Groups 7 days (NOD" 1 +1)
and 20 days (NOD" 2 + I) received subcutaneous injection of insulin (4-5 U, s.c.) daily for
7 and 20 days, respectively; diabetes predisposed group 7 days (NOD™ 1) and 20 days
(NOD" 2) received subcutaneous injections similar treatment to control and diabetic groups.
After 7 and 20 days of treatment, the animals were sacrificed and samples of the prostate
ventral lobe were collected and analyzed by light microscopy, immunohistochemical and
protein quantification analyses. In the C1, NOD™ 1, C2 e NOD" 2 groups, the ventral lobes
presented alike results considering the immunoreactivity and morphological aspects which
were characterized by eventual morphological alterations in the Diabetes Predisposed
Groups in relation to Control Groups. Also, by and large the NOD'1, NOD" 2, NOD" 1 +1,
NOD" 2 + 1 presented epithelial atrophy, stromal hypertrophy, presence of inflammatory
cells and structural lesions, despite having different intensities and extension of the

alterations according to the disease exposure period and insulin therapy. Eventual regions



showing adenocarcinoma disease at initial stage and adenosis occurred only in the NOD" 2.
In general, the immunoreactivity and protein quantification of AR, IR, IGFR-1, p63, c-
Myec, CD44, CD117, vimentin and ABCG2 presented alterations at the Diabetic Groups
when compared to Control Groups and Diabetic Predisposed Group. However, in the
Insulin-Diabetic Groups alterations with small frequency and intensities were verified in
relation to Diabetic Groups. Also, strong alterations were observed in the NOD" 2, NOD"2
+ 1 when compared to NOD™ 1, NOD" 1 + I groups. This fact is related to the disease
expression period. Diabetes led to activation of cellular proliferative processes involving
basal cells, related to androgen decrease and to insulin action on the tissue. The damaged
prostatic tissue during diabetes indicated occurrence of prostate malignance alterations,
verified by c-Myc positive immunoreactivity and protein quantification increase of the
ABCG2. The insulin therapy resulted in decrease of the prostate alterations, especially

considering the occurrence of stem cell markers, indicating the positive effect on the tissue.

Key-words: diabetes, stem cells, prostate, insulin.



2—- RESUMO

Estudos demonstram que o diabetes provoca alteragdes morfofisioldgicas na prostata. O
conhecimento das células-tronco prostaticas (CTP) tem colaborado para o entendimento do
complexo funcionamento dessa glandula. Além disso, a relagdo entre CTP e a origem das
doencas prostaticas ndo é clara bem como a associagdo entre a ocorréncia do diabetes ¢ a
caracterizag@o dos nichos das CTP ainda ndo foi descrito na literatura especializada. Assim,
os objetivos desse estudo foram caracterizar as CTP nos compartimentos epitelial e
estromal da prostata ventral de camundongos espontanecamente diabéticos com e sem
controle glicémico ¢ em camundongos predispostos ao diabetes, bem como correlacionar a
ocorréncia dessas células aos efeitos iniciais e tardios do diabetes com e sem tratamento
insulinico. Um total de 48 camundongos machos da linhagem NOD (diabético ndo obeso) e
16 camundongos controles BALB/c/ Uni (16 a 20 semanas de idade), foram utilizados no
estudo. Os camundongos NOD que apresentaram glicemia capilar > 300 mg/dL foram
considerados diabéticos (NOD"), enquanto aqueles que nio apresentaram diabetes durante
o mesmo periodo foram considerados como predispostos (NOD). Posteriormente, os
animais foram divididos em oito grupos experimentais (8 animais cada): Grupos Controles
7 dias (C 1) e 20 dias (C 2) receberam injeg¢des subcutaneas de soro fisiologico 0,9% (5
mL/kg, s.c.) diariamente por 7 e 20 dias, respectivamente; Grupos Diabéticos 7 dias (NOD"
1) e 20 dias (NOD" 2) receberam tratamentos similares aos dos grupos controles; Grupos
Diabéticos-Insulina 7 dias (NOD" 1 + I) e 20 dias (NOD" 2 + I) receberam inje¢des
subcutaneas de insulina (4-5U1, s.c.) diariamente por 7 e 20 dias, respectivamente; Grupos
Predispostos ao Diabetes 7 dias (NOD™ 1) e 20 dias (NOD" 2) receberam tratamentos
similares aos dos grupos controles e diabéticos. Apds 7 e 20 dias de tratamento, os animais
experimentais foram sacrificados e amostras do lobo ventral da prostata foram coletadas e
submetidas as analises de microscopia de luz, imunohistoquimica e quantifica¢do protéica.
Nos Grupos C1, NOD™ 1, C2 e NOD" 2 os lobos ventrais apresentaram imunorreatividade e
morfologia semelhantes, sendo que eventuais altera¢cdes morfoldogicas foram identificadas
nos Grupos Predispostos ao Diabetes em relagdo aos Grupos Controles. Ja os Grupos NOD"

1, NOD" 2, NOD" 141 ¢ NOD" 2+I apresentaram atrofia epitelial, hipertrofia estromal,



presenca de células inflamatdrias e lesdes estruturais, porém de diferentes intensidades e
regido de extensdo conforme tempo de doenga e terapia insulinica. Eventuais regides com
adenocarcinoma em estagio inicial e adenose ocorreram apenas no Grupo NOD' 2. De
modo geral, as imunorreatividades e quantificagcdes protéicas das moléculas AR, IR, IGFR-
1, p63, c-Myc, CD44, CD117, vimentina e ABCG2 forram alteradas nos Grupos Diabéticos
quando comparadas aos Grupos Controles e Predispostos ao Diabetes. No entanto, os
Grupos Diabéticos-Insulina se mostraram menos alterados em relagdo aos Grupos
Diabéticos. Além disso, verificou-se maior grau de alteragdo nos Grupos NOD" 2, NOD"
2+1 quando comparados aos Grupos NOD' 1, NOD' 1+I, processo este que estd
intimamente relacionado ao tempo de expressdo da doenca. O diabetes resultou na ativagao
de um processo proliferativo celular que sensibilizou células basais, relacionada a
diminui¢do do andrdégeno e as agdes de insulina no tecido. O desequilibrio da prostata no
diabetes por um maior tempo sugeriu a ocorréncia de alteracdes malignas na prostata, com
positiva imunorreatividade para c-Myc e aumento da quantificacdo protéica para ABCG2.
A terapia com insulina resultou na diminui¢do nas alteragdes da prostata, especialmente
considerando a ocorréncia de marcadores de células-tronco, indicando o efeito positivo no

tecido.

Palavras-chave: diabetes, células tronco, prostata, insulina.



3 —INTRODUCAO

3.1 — Morfologia e Fisiologia da Proéstata e Células-Tronco

Prostaticas (CTP)

A prostata € uma glandula sexual acessoria masculina androgeno-dependente, sendo
seus nutrientes componentes do liquido seminal (Taylor & Risbridger, 2008; Thomas &
Knych, 1966). A testosterona e a dihidrotestosterona (DHT) sao os principais andrégenos a
induzir a diferenciacdo prostatica e exercem seus efeitos bioldgicos através da interagio
com receptores intracelulares especificos (Toorians et al., 2003; Hsing et al., 2002). A DHT
¢ resultante da conversdo da testosterona através da enzima Sa-redutase (Toorians et al.,
2003; Prins et al., 1991). Além dos andrégenos, outros horménios como os estrogenos
atuam sinergicamente a testosterona, influenciando tanto as fun¢des normais da prdstata
quanto as alteragdes patoldgicas atuando sobre as fungdes prostaticas (Cunha et al., 2002;
Weihua et al., 2002).

Nos roedores, a préstata divide-se em trés pares de lobos: ventral, lateral e dorsal;
de acordo com a localizagdo ao redor da uretra prostitica e um par de glandulas
coaguladoras ou prostata anterior localizadas na face concava das vesiculas seminais
(Untergasser et al., 2005; Marker et al., 2003). De maneira geral, os lobos prostaticos sdo
compostos por um conjunto de estruturas tubulo-alveolares e apresentam epitélio secretor
de revestimento simples envolvido por estroma fibromuscular (Aumiiller & Adler, 1979). A
membrana basal esta localizada entre o epitélio e o estroma, tendo como seus principais
componentes o colageno tipo IV e a laminina (Knox et al., 1994).

A prostata € composta por diferentes tipos celulares, os quais podem ser distintos
pela expressdo diferencial de citoqueratinas e/ou a expressdo de diferenciacdo conjunta
dessas (Berry et al., 2008). O epitélio prostatico simples ¢ formado por trés tipos celulares:
luminal ou secretor, basal e neuroenddcrino (De Marzo et al., 1999).

As células luminais epiteliais representam o mais frequente tipo celular tanto no

epitélio normal quanto em alteragdes estruturais formando o compartimento exocrino da



préstata, o qual secreta proteinas como o antigeno especifico da prostata (PSA) e fosfatase
acida prostatica (PAP) nos humanos (De Marzo et al., 1999) e prostateina e probasina no
rato (Berry et al., 2008; Kinbara et al., 1996). As células luminais expressam receptor
androgénico (AR) e sdo androgeno-responsivas e androgeno-dependentes (Taylor &
Risbridger, 2008). Biomarcadores para PSA, PAP e AR sio utilizados frequentemente para
identificar as células epiteliais luminais (De Marzo et al.,, 1999). Ja as células
neuroendocrinas sdo identificadas pela expressdo de neurofisina, cromogranina A,
sinaptofisina, e calcitonina, mas ndo expressam PSA e/ou AR. (Berry et al.,, 2008;
Abrahamsson et al., 2000). Estas populagdes de células diferenciadas podem tornar-se
modificadas no cancer de prostata apresentando altera¢des de numero, estrutura e fungao;
sugerindo papel regulatorio nessa lesdo (Nelson et al., 2007; Ruscica et al., 2007). Em
contraste, as células basais sdo relativamente indiferenciadas ndo apresentando atividade
secretora, constituindo o compartimento basal da préostata (McNeal, 1988). As células
basais sdo distintas por apresentarem morfologia variavel, ocorrendo desde células
pequenas e achatadas, com cromatina condensada e pequena quantidade de citoplasma, a
células cubicas com amplo citoplasma (McNeal, 1988). As células basais sdo androgeno-
independentes, mas androgeno-responsivas, sendo que essas sdo independentes de
andrdgenos para sua manutengdo e sobrevivéncia, crescimento e diferenciacdo, mas podem
ser estimuladas por acdo androgénica via fatores de crescimento estromais, os quais agem
sobre as células basais para o repovoamento do compartimento celular luminal (Taylor &
Risbridger, 2008; De Marzo et al., 1999). Com relagdo aos biomarcadores, as células basais
sdo normalmente identificadas pela auséncia da expressdo de proteinas secretoras da
préstata, como o PSA e a PAP (Wang et al.,, 2001; Van Leenders et al., 2000). O
biomarcador p63 € o mais comum na identificagdo das células basais além de ser utilizado
como diferenciador celular em tecido prostatico com caracteristicas benignas e neoplasicas
(Farinola & Epstein, 2004). Ainda, ¢ conhecido que expressdo de AR em células basais ¢
relativamente baixa se comparada as células luminais (Leav et al., 1996; Bonkhoff &
Remberger, 1993). Também, no compartimento basal sugere-se a localiza¢do de outro tipo
celular conhecido como células-tronco epiteliais ou progenitoras (Taylor & Risbridger,

2008; Rizzo et al., 2005). As células-tronco t€ém a capacidade de auto-renovagdo e



regeneracdo durante a vida adulta, localizadas em um local especifico no érgao de interesse
(Takao & Tsujimura, 2008). O conceito de “células tronco cancerosas” (CTC) foi
introduzido a mais de 50 anos quando foi reconhecido que apenas uma pequena proporgio
de células isoladas do tumor eram clonogénicas e extremamente proliferativas in vitro e in
vivo, o que pode indicar que elas seriam CTC (Dennis et al., 1981).

O termo célula-tronco da prostata (CTP) é normalmente usado para se referir as
células-tronco epiteliais. No entanto, a prostata contém nos compartimentos epitelial e
estromal suas supostas populagdes de células progenitoras (Takao & Tsujimura, 2008).

Diversos modelos tém sido propostos para identificar e isolar as CTP. O nicho das
CTP ainda ndo foi completamente caracterizado, devido as dificuldades para identificar tais
células, uma vez que essas possuem um ciclo de auto-renovacdo muito lento (Takao &
Tsujimura, 2008). Um dos modelos experimentais para tal identificagdo sugere que as CTP
localizam-se no compartimento basal e geram células epiteliais luminais altamente
diferenciadas (Collins & Maitland, 2006; Lam & Reiter, 2006). Outros estudos
questionaram a idéia de que as CTP localizam-se unicamente no compartimento epitelial
basal. Experimentos em camundongos onde as CTP foram identificadas por BrdU,
sugeriram que as CTP nfo estdo restritas ao compartimento basal, ocupando também a
camada celular luminal como uma populacdo de células de proliferagio lenta na parte
proximal dos ductos da préstata (Tsujimura et al., 2002). Outros estudos utilizando
camundongos Knockout para o gene p63, o qual ¢ considerado um biomarcador de células
basais prostaticas, avaliaram o papel desse gene no desenvolvimento da prostata (Tsujimura
et al., 2002). De acordo com esses estudos, o p63 foi essencial para o desenvolvimento da
préstata e a perda de células basais p63 positivas resultou na agenesia prostatica quando
avaliada no final do periodo gestacional (Signoretti et al., 2005). No entanto, quando
rudimentos do seio urogenital foram coletados de embrides de camundongos negativos para
o gene p63 e cultivados por mais de um més, evidenciou-se a formagdo de ductos
ramificados, bem como a expressdo de AR e proteinas secretoras na camada de células
colunares secretoras desses ductos (Kurita et al., 2004). Ainda nesse mesmo experimento,
células neuroenddcrinas também se desenvolveram na auséncia de células basais p63-

positivas. Assim, sugeriu-se que as células-tronco sfo células multipotentes no



compartimento basal e que as células luminais e neuroendécrinas podem se diferenciar na
auséncia total de células basais. Assim sendo, o compartimento basal pode ndo ser o local
exclusivo da ocorréncia de CTP.

Antigenos de superficie celular como o CD44 e CD117 tém sido utilizados para
identificar as CTP (Leong et al., 2008). CD44 esta presente na populacdo de células basais
com potencial multipoténcia. No entanto, Yamamoto et al. (2012) defenderam que um
tinico agente terapéutico visando células CD44" no cincer de préstata nio seria alvo amplo
para a maioria das células clonogénicas.

Outro potencial marcador de CTP é o CD117, também conhecido como c-Kit, ¢
expressado predominantemente no compartimento epitelial basal da regido prostatica
proximal a uretra (Leong et al., 2008). Contudo, uma subpopulacido de células epiteliais
luminais foi positiva para CD117 apontando que células positivas para esse marcador ndo
sdo exclusivas do compartimento epitelial luminal ou do epitelial basal (Leong et al., 2008).

Ja o estroma prostatico é formado por um arranjo complexo de células estromais e
matriz extracelular associado a fatores de crescimento, moléculas reguladoras e enzimas de
remodelagdo, as quais provém sinais bioldgicos gerais e exercem influéncias mecénicas
sobre as células epiteliais (Cunha & Matrisian, 2002; Tuxhorn et al., 2001). Ainda, vasos
sanguineos, terminagdes nervosas e células imunes constituem partes integrais do estroma
(Tuxhorn, et al., 2001). Os fibroblastos e as células musculares lisas sdo importantes tipos
celulares do estroma prostatico. Tuxhorn et al (2002) mostraram que o compartimento
estromal prostatico caracterizado como reativo, € composto de fibroblastos e mais de 50%
de miofibroblastos (fenotipo de célula estromal ativada) que no € observado no estroma
prostatico normal. O miofibroblasto € descrito como um tipo celular intermedidrio entre
fibroblastos e células musculares lisas, conforme a expressdo de proteina do citoesqueleto e
aspectos estruturais (Gabbiani et al., 1972). Fibroblastos no tecido lesado alteram seu
fendtipo para o de miofibroblasto, o qual é identificado pela expressdo da vimentina e da o-
actina (Tuxhorn et al., 2001). De acordo com Tuxhorn et al (2002), a substituicdo do
estroma normal pelo estroma reativo pode influenciar as interagdes epitélio-estroma e afetar

a progressdo do cancer prostatico.



A relagdo epitélio-estroma se mantém constante desde o nascimento até a idade
adulta em glandulas ndo-hiperplasicas. Ja na senescéncia, essa relacdo aumenta de 2:1 em
condi¢cdes normais e para 5:1 na hiperplasia benigna prostatica (HBP) (Shapiro et al.,
1997). Assim, devido a hiperatividade proliferativa do estroma estar relacionada ao
desenvolvimento da HBP, acredita-se na existéncia de células-tronco adultas no estroma
prostatico em reposta a estimulos durante a patogénese da HBP (Lin et al.,, 2007).

Células-tronco mesenquimais ou células estromais multipotentes (CTEM) foram
inicialmente isoladas a partir da medula dssea de individuos adultos, e identificadas no
interior do tecido conjuntivo da maior parte dos 6rgdos (Phinney & Prockop, 2007). CTEM
podem se diferenciar em tecidos mesenquimais como 0ssos, tecido adiposo, e cartilagem e
contribuir para a regeneracdo de tecidos mesenquimais (Chamberlain et al., 2007). CTEM
comumente expressam varios marcadores de superficie, incluindo CD29, CD44, CD49f,
CD106 (VCAM-1), CD166 (ALCAM), ICAM-1 (Takao & Tsujimura, 2008). Lin et al.
(2007) demonstraram em cultura de células estromais de pacientes com HBP, a ocorréncia
de diferentes marcadores para CTEM, incluindo CD30, CD34, CD44, CD54, CD133 (5%
células).

Apesar da identificagdo das CTP ser de dificil caracterizacdo, é preciso considerar o
microambiente ou nicho ocupado por essas células (Knox et al., 1994). Assim, a
proximidade fisica das CTP no compartimento basal adjacente a membrana basal implicaria
em importante interagdo com proteinas da matriz extracelular, incluindo integrinas e
proteinas juncionais que sdo conhecidas na regulacdo da diferencia¢do das células-tronco
(Knox et al., 1994; Bonkhoff & Remberger, 1993).

A morfologia e a fisiologia da prdstata tém sido examinadas com particular atencéo
devido as condig¢des patoldgicas que atingem esse 6rgdo (De Marzo et al., 2003). Dentre
essas, podem-se destacar a hiperplasia benigna (HBP), a neoplasia intraepitelial (NIP) e o
cancer prostatico (CP) (De Marzo et al., 2003; Leav et al., 2001; Marcelli & Cunningham,
1999). A HBP caracteriza-se por predominante proliferacdo estromal e, embora um
aumento substancial do epitélio também ocorra, a integridade regional da glandula ¢
mantida (Droller, 1997). O CP ¢ considerado uma doenca epitelial e, frequentemente

estende-se além dos limites normais do orgdo (Wong et al., 2000; Droller, 1997). De
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acordo com Majumder et al. (2008), a NIP é clinicamente apontada como uma lesao
precursora do adenocarcinoma invasivo e pode precedé-lo por até 10 anos, mas os
mecanismos moleculares que suportam essa transi¢@o ainda ndo sdo conhecidos.

Mutagdes somaticas das células-tronco/progenitoras podem afetar genes envolvidos
na regulacdo do crescimento, sinalizagdo celular, diferenciagdo terminal e reparacdo, além
de servirem como alvos para o inicio, progressdo ¢ metastase do CP (Bell & Van Zant,
2004; Reya et al., 2001). Como as células tumorais expressam caracteristicas similares as
de células luminais, células luminais mutadas foram consideradas como precursoras do
adenocarcinoma (Mimeault et al., 2008; Zenzmaier et al., 2008). Portanto, a hipdtese de
que células de cancer de prostata podem ser derivadas a partir de células-tronco ou células
de fenotipo intermediario € reforgada, pois as células-tronco possuem muitas caracteristicas
em comum com as células tumorais, incluindo a auto-renovacdo, pluripoténcia na
diferenciacdo e alto potencial replicativo (Mimeault et al., 2008; Zenzmaier et al., 2008).

O oncogene Myc (c-Myc) tem sido amplamente investigado em muitos cénceres
humanos (Nesbit et al., 1999) sendo suficiente para gerar fenotipos cancerosos em varios
tecidos murinos quando expresso como transgene (Jensen et al., 2003; Zhang et al., 2000;
Nesbit et al., 1999). A proteina MYC ¢ um fator de transcri¢do que desempenha papel
fundamental na regulagdo de varios processos celulares como progressdo do ciclo celular,
metabolismo, biogénese dos ribossomas, sintese de proteinas, fun¢do mitocondrial, e
autorenovacao de células tronco (Knoepfler et al., 2008). O c-Myc estd superexpressado em
diversos tipos de tumores, o que em muitos casos, esta associado as alteracdes genéticas
somaticas tais como: translocagdes e amplificacdes de genes (Nesbit et al., 1999). Em
adicdo, numerosos estudos de cancer prostatico humano tém demonstrado aumento de 30%
do numero de cdépias do gene c-Myc nos tumores, até mesmo no estagio pré-neoplasico,
apresentando aumento na taxa de transi¢@o de recido normal para alteragdo de baixo-grau
de NIP, e deste para alteragdo de alto-grau de NIP (Koh et al., 2010; Nandana et al., 2010;
Elwood-Yen et al., 2003; Nesbit et al., 1999; Sato et al., 1999).

Ja o transportador de membrana do tipo ATP Binding Cassette (ABCG2) tem sido
utilizado como possivel marcador de CTP maligna e esta associado ao desenvolvimento de

multi-resisténcia aos farmacos (Kasper, 2009). ABCG2 foi identificado em células
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mamarias cancerosas multirresistentes a drogas, sendo relacionado a mecanismo de efluxo
de agentes quimioterapéuticos. Posteriormente, o0 ABCG2 foi associado a resisténcia a
drogas em células leucémicas, adenocarcinomas do endométrio gastrointestinais,
carcinomas do pulmio e mieloma multiplo (Doyle & Ross, 2003). Além de efluxo de
agentes quimioterapéuticos, ABCG2 foi identificado como mediador no efluxo de toxinas e
porfirinas, protegendo da morte celular provocada pelo acuimulo de porfirinas em ambiente
hipdxico, e em resposta a radiagdo (Keith et al, 2007). Huss et al. (2005) identificaram uma
subpopulagdo de células positivas para ABCG2 e negativas para receptor de androgenos, na
qual ABCG?2 isolou uma possivel linhagem de células-tronco malignas, sugerindo que este
processo protege células tronco malignas da terapia de privacdo de andrégenos, hipdxia ou
quimioterapia adjuvante. Zenzmaier et al. (2008) sugeriram que células prostaticas
progenitoras estdo localizadas no compartimento basal glandular e tem contato com a
membrana basal, assim como com o compartimento basal e expressam citoqueratinas 5 e

14, altos niveis de integrinas, CD44, CD113 e ABCG2 e sao AR negativas.

3.2 — Diabetes Mellitus e Prostata

O diabetes mellitus ¢ uma doenga que promove alteracdes do metabolismo de
proteinas, carboidratos e gordura levando a hiperglicemia proveniente da deficiéncia
insulinica (Conget, 2002; Mokdad, 2001). Essa doenga é causada por deficiéncia na
secre¢do pancreatica de insulina e/ou incapacidade dos tecidos em responder eficientemente
a insulina, gerando hiperglicemia e afetando todos os érgios (Oztiirk, 1996). Dois tipos de
diabetes s@o descritos, o tipo I e o tipo II. O diabetes do tipo I (infanto-juvenil) ou Diabetes
Mellitus Dependente de Insulina (IDDM) ¢ uma doenca cronica que se manifesta em
criangas e adolescentes, caracterizada pela destruicdo das células beta do pancreas
produtora de insulina, resultando em severa ou absoluta falta de insulina, além de alta
tendéncia a cetoses (Ritz, 2002). Os portadores deste tipo de diabetes necessitam de doses
diarias de insulina para minimizar os efeitos sistematicos da doenca e promover melhorias

significativas na qualidade de vida (Stefan, 1996). Ja o diabetes do tipo II (adulto) ou
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Diabetes Mellitus Nao Dependente de Insulina (NIDDM), é caracterizado pela estabilidade
e relativa insensibilidade a insulina com auséncia de cetoses. A obesidade é uma das
caracteristicas marcantes do diabetes tipo II, levando a diminui¢do do niimero de receptores
de insulina nas células alvo tornando a quantidade de insulina ineficiente (Ritz, 2002).

A incidéncia mundial do diabetes tem aumentado substancialmente nos ultimos
anos, com mais de 200 milhdes de portadores, sendo a previsdo de aproximadamente 380
milhdes até 2025 (Ministério da Satude, 2012). A ultima pesquisa que estima o percentual
de brasileiros com a doenga foi realizada em 2009 e aponta 11% dos mesmos (Sociedade
Brasileira de Diabetes, 2012). O diabetes é também uma doenga que debilita os portadores
levando-os a varias complicagdes como: deficiéncias vasculares, renais, oftalmicas,
neuroldgicas, bem como perda de peso, problemas digestivos, alteragdo no processo de
cicatrizagdo de lesdes, sendo que na maioria dos casos leva o individuo ao afastamento das
atividades de trabalho (Ciardullo et al., 2004). Além disso, individuos diabéticos
frequentemente apresentam sindrome metabolica; que constitui em grupo de fatores de
risco para doencas cardiovasculares como resisténcia insulinica, dislipidemia, pressdo
arterial elevada, obesidade abdominal, e estagios pro-inflamatorios e pro-tromboticos
(Kheterpal et al., 2012). A relacdo entre sindrome metabdlica e carcinoma prostatico ndo
esta definida, mas ha hipoteses que essa sindrome é vista como fator de risco para essa
lesdo maligna (Kheterpal et al., 2012).

Apesar de se conhecer os efeitos nocivos provenientes do estado diabético,
comumente sdo realizadas tentativas para determinar quais os efeitos deletérios nos
sistemas organicos e, se esses podem ser revertidos através de tratamentos e/ ou dieta.
Baseado nessas questdes, a utilizacdo de animais que expressem o diabetes, seja por
inducdo quimica através de drogas ou por espontaneidade vem sendo frequente e de grande
utilidade (Arcolino et al., 2010; Favaro et al., 2009; Ribeiro et al., 2006; Cagnon et al.,
2000). Para obtencdo de um animal diabético por indugdo quimica sdo utilizadas drogas
como estreptozotocina e aloxana, especificamente, diabetogénicas (Ravikumar &
Anuradha, 1999; Yildirim et al., 1999). Alguns roedores, como camundongos da linhagem
NOD (diabético ndo obeso) (Kikutani & Makino, 1992) e C57BL/Ksj homozigotos

diabéticos (db/db), apresentam sindrome semelhante ao diabetes humano tipo I e II,
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respectivamente. O camundongo NOD apresenta caracteristicas fisiologicas muito
semelhantes aos sintomas clinicos do diabetes tipo I como polidipsia, politria, polifagia,
emaciagdo, retinopatias, nefropatias e disturbios sexuais. Além disso, conforme ocorre em
humanos, o diabetes desenvolvido nesses animais ¢ uma conseqiiéncia de um defeito
genético no sistema imune sendo, portanto, uma doenga autoimune (Homo-Delarche,
2001). O aparecimento de insulite nos camundongos NOD ocorre entre 4 ¢ 5 semanas de
idade, seguida de destruicdo subclinica das células beta do pancreas e diminuig¢do das
concentracdes circulantes de insulina (Atkinson & Leiter, 1999). A instalacdo do diabetes
propriamente dito ocorre entre 12 — 30 semanas de idade (Atkinson & Leiter, 1999). Ao
contrario do diabetes tipo I humano, a cetoacidose € relativamente leve e os animais
afetados podem sobreviver por semanas sem a administragdo de insulina (Atkinson &
Leiter, 1999).

Na prostata, diferentes estudos experimentais com a indu¢do do diabetes tipo I
quimicamente, ou com animais os quais desenvolveram espontaneamente esta doenca
demonstraram complicagdes como reducdo do peso glandular, atrofia das células epiteliais
secretoras, hipertrofia estromal, processos inflamatorios, neoplasia intraepitelial prostatica
(NIP), dilatacdo das organelas envolvidas no processo secretor e aumento dos indices
apoptdticos e da freqii€ncia de células p63 positivas (Arcolino et al., 2010; Favaro et al.,
2009; Ribeiro et al., 2006; Cagnon et al., 2000; Saito et al., 1996).

Outros estudos revelaram que o diabetes tipo I experimental prejudica a biossintese
de andrégenos pelas células de Leydig e reduz a absor¢io e retengdo desse hormonio na
préstata, com consequente reducdo dos niveis de receptores androgénicos nessa glandula
(Ikeda et al., 2000; Tesone et al., 1980; Tesone et al., 1976). Ainda, a insulina pancreatica
tem agdo sobre o testiculo, logo queda de fertilidade ¢ encontrada em individuos com
diabetes do tipo I (Schoeller et al., 2012). O diabetes também pode reduzir a qualidade do
esperma, ja que parceiras de homens diabéticos possuem menor indice de gravidez
(Schoeller et al., 2012).

Favaro et al. (2009) verificaram diminui¢do dos niveis séricos de testosterona e
elevacdo dos niveis de estradiol, caracterizando importante desbalango hormonal em

animais espontaneamente diabéticos.
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O controle do nivel glicémico de animais diabéticos, através da administracdo
exdgena de insulina, minimiza os efeitos deletérios dessa doenca sobre a prostata (Arcolino
et al., 2010; Favaro et al., 2009; Soudamani et al., 2005). Segundo Soudamani et al. (2005),
roedores com diabetes tipo [ apresentaram comprometimento no desenvolvimento e
diferenciacdo da prostata ventral, sendo que a administracdo de insulina exogena
minimizou parcialmente os efeitos dessa doenca. Arcolino et al. (2010) demonstraram que
o tratamento insulinico foi efetivo na prevengdo do decréscimo de testosterona e dos
aumentos dos indices apoptdticos e de células p63 positivas. No entanto, Favaro et al.
(2009) verificaram que o controle do nivel glicémico de camundongos espontaneamente
diabéticos, através da administracdo de insulina, ndo restaurou a morfofisiologia da
prostata. Contudo, os mesmos autores demonstraram que a utilizagdo simultanea de
testosterona, estrogeno e insulina nesses animais foi mais eficiente para recuperacio
morfofuncional dessa glandula.

A insulina é um hormoénio peptideo que esta integralmente envolvido na regulagio
homeostatica de glicose e no metabolismo energético, exercendo seus efeitos biologicos
através de receptores localizados na membrana celular de tecidos insulino-responsivos
como figado, musculos e gordura (Argiles & Lopez-Soriano, 2001). A insulina exerce
potentes efeitos mitogénicos em diversos tecidos, incluindo a prostata; que podem
contribuir para o desenvolvimento da malignescéncia (Cox et al., 2009).

O risco de cancer de prostata pode ser influenciado pela insulina, a qual provoca
mudancas no ambiente hormonal prostatico (Nandeesha, 2009). A insulina pode influenciar
a regulacdo da producdo e metabolismo da testosterona ¢ da globulina ligante dos
hormoénios sexuais (SHBG), aumentando a transcricdo de genes envolvidos em seu
metabolismo (Haffner, 2000). Kelley et al. (1996) demonstraram, através de um estudo in
vitro, que a insulina suprime a sintese hepatica de SHBG. Porém, estudos transversais
mostraram uma correlag@o inversa entre os niveis de insulina e SHBG (Vettor et al., 1997;
Haffner et al., 1990). A diminui¢do dos niveis de SHBG pode resultar no aumento dos
niveis de testosterona livre que entra nas células prostaticas, que por sua vez pode aumentar

o risco de cancer de prostata (Hautanen, 2000).
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Além disso, a insulina pode modular o risco de cancer de prostata através do eixo
do fator de crescimento homologo a insulina (IGF) (Nandeesha, 2009). Os IGFs na
prostata sdo produzidos pelas células estromais e atuam como fatores de crescimento
paracrinos no epitélio prostatico normal (Djavan et al., 2001). Existem dois tipos de
receptores transmembrana de IGF na prostata; o receptor tipo 1 (IGFR-1), que é expresso
nas células epiteliais e estromais prostaticas, e o receptor tipo 2 (IGFR-2) o qual ndo foi
encontrado tanto nas células epiteliais quanto no estroma prostatico (Djavan et al., 2001).
Os efeitos proliferativos e mitogénicos dos IGF nas células prostaticas sdo modulados
pelas proteinas ligantes de IGF (IGFBPs) (Takahashi et al., 2003). A expressdo acentuada
dos IGF e a diminuicdo das IGFBPs podem estimular a proliferagdo de células cancerosas
e suas metastases (Denley et al., 2005; Neuvians et al., 2005). Estudos clinicos e
epidemioldgicos demonstraram que a elevagdo dos niveis séricos de IGF-1 constitui um
potente fator de risco para o inicio da hiperplasia benigna e da carcinogénese prostatica
(Pandini et al., 2005; Takahashi et al., 2003; Djavan et al., 2001). Uma vez que IR e IGFR-
1 sdo estruturalmente homoélogos, a insulina pode ligar-se ao IGFR-1 e ativar a via de
sinalizagdo do IGF, com consequente estimulacdo do crescimento prostatico (Peehl et al.,
1995). Barnard et al.(2002) relataram que a hiperinsulinemia aumenta a bioatividade de
IGF-1 e suprime a producao de IGFBPs, aumentando assim o risco de cancer de prostata.

Na clinica, sugeriu-se que pacientes diabéticos tém poucas chances de desenvolver
o cancer de prostata (Wedeirpass et al., 2002). Por outro lado, alguns autores apontaram o
diabetes como possivel fator etioldgico para o desenvolvimento do cancer de préstata (Ili¢
etal., 1996).

Dados epidemiologicos demonstraram que individuos diabéticos por um periodo de
cinco anos ou mais tém maior incidéncia de cancer prostatico do que homens ndo
diabéticos (Will et al., 1999). Somado a isso, foi sugerido que o rapido surgimento da HBP
e sua progressividade em diabéticos € um fator de risco para o desenvolvimento clinico do
cancer de prostata (Hammarsten & Hogstedt, 2002). Além disso, estudos com homens
apresentando cancer de prostata, os quais receberam terapia de privacdo androgénica,
demonstraram alto risco para o desenvolvimento de resisténcia a insulina e ocorréncia de

hiperglicemia (Basaria et al., 2006), assim como estudos com ratos castrados demonstraram
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sensibilidade a insulina debilitada que foi corrigida com reposi¢ao de testosterona (Collier

etal., 2012).
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4 — JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A fundamental participagdo da prostata no processo reprodutivo masculino,
associada a ocorréncia de lesdes sobre essa glandula vem estimulando estudos sobre a
biologia celular, molecular e fisiologia desse 6rgdo. A partir da literatura especializada ¢
conhecido que a condi¢do diabética causa altera¢des morfofisiologicas da prdstata causando
a deficiéncia funcional. Também, ¢ conhecido que a administracdo de insulina em
individuos que apresentam diabetes tipo I ¢ terapia relevante para minimizagio dos efeitos
sistémicos da doenga. Contudo, apesar do controle glicémico ser efetivo em individuos com
diabetes, os hormonios sexuais como andrdgenos, apresentam-se alterados comprometendo
a homeostase dos 6rgdos horménio-dependentes, como a prostata.

Além disso, o conhecimento das CTP tem contribuido para o entendimento da
dindmica da prdstata; além de indicar possiveis terapias, considerando-se o papel dessas
tanto no desenvolvimento quanto na manutengdo do funcionamento da prostata. A
capacidade de regeneracdo e diferenciacdo das CTP tem sido analisada através de diversos
biomarcadores.

Atualmente, a relacdo entre CTP e a origem das doencas prostiticas nao estd
totalmente esclarecida, bem como a associacdo entre a ocorréncia do diabetes e a
caracterizagdo das CTP na préstata de roedores ndo foi descrita na literatura especializada.

Desta forma, a caracterizagdo das células-tronco na prostata de animais diabéticos,
bem como as relagdes dessas células no desencadeamento de lesdes prostaticas, certamente
levara ao melhor entendimento dos efeitos do diabetes na prostata. Assim, os principais
objetivos do presente estudo foram:

a) Identificar as CTP do lobo ventral da prostata por imunolocalizagdo e analise
quantitativa do nivel protéico (Western Blotting) de diferentes biomarcadores como: p63, c-
Myc, CD44, CD117, vimentina ¢ ABCG2 em camundongos espontaneamente diabéticos

com e sem controle glicémico e em camundongos predispostos ao diabetes;
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b) Imunolocalizar e realizar a quantificagdo protéica dos receptores androgénico
(AR), insulinico (IR) e fator de crescimento homologo a insulina (IGFR-1) na prostata
ventral de camundongos espontaneamente diabéticos com e sem controle glicémico e em
camundongos predispostos ao diabetes, bem como correlacionar a localizagdo desses
receptores com a caracterizacdo das CTP epiteliais e estromais, apontando a viabilidade de
um ou mais desses elementos como possiveis sinalizadores dessas células

c¢) Correlacionar os efeitos iniciais (curto periodo) e tardios (longo periodo) do
diabetes com e sem controle glicémico com a ocorréncia das CTP em camundongos

espontaneamente diabéticos.
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5 — MATERIAIS E METODOS

5.1 — Animais e Procedimento Experimental

No presente trabalho foram utilizados 48 camundongos machos da linhagem NOD
(diabético ndo obeso) e 16 camundongos controles BALB/c/ Uni, com 16 a 20 semanas de
idade, obtidos no Centro Multidisciplinar para Investigagdo Bioldgica da Universidade
Estadual de Campinas (CEMIB/ UNICAMP) e no Centro de Criagdo de Animais de
Laboratorio (CECAL/FIOCRUZ). O nivel de glicose no sangue foi aferido por glicemia
capilar, utilizando aparelho Optium Advanced Diabetes Management System (MediSense,
Abingdon, United Kingdom), diariamente por 20 dias. Os camundongos NOD que
apresentaram glicemia capilar > 300 mg/dL (Shirai et al., 1998) entre 16 ¢ 20 semanas de
idade foram considerados diabéticos (NOD"). Por outro lado, os animais que ndo
apresentaram diabetes durante o0 mesmo periodo foram considerados como predispostos ao
diabetes (NOD"). Posteriormente, os animais foram divididos em oito grupos experimentais,
com oito animais por grupo. O experimento estd de acordo com o comité de ética em

experimentagdo animal Unicamp n°2447-1.

a. Grupo Controle (BALB/c/Uni): os animais controles foram divididos em dois

subgrupos: Grupo Controle 7 dias (C 1) e Grupo Controle 20 dias
(C 2). Ambos, receberam inje¢des subcutineas de 5 mL/kg de soro
fisiolégico 0,9% (Fresenius Kabi, Sdo Paulo, Brasil) diariamente por

7 e 20 dias, respectivamente;

b. Grupo Diabético (NOD*): os animais diabéticos foram divididos em dois subgrupos:

Grupo Diabético 7 dias (NOD" 1) ¢ Grupo Diabético 20 dias

(NOD" 2). Ambos receberam inje¢des subcutineas de 5 mL/kg de
soro fisioldégico 0,9% (Fresenius Kabi, Sdo Paulo, Brasil)

diariamente por 7 e 20 dias, respectivamente;
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c. Grupo Diabético-Insulina: os animais diabéticos foram divididos em dois subgrupos:

Grupo Diabético-Insulina 7 dias (NVOD" 1+I) ¢ Grupo Diabético-

Insulina 20 dias (NOD® 2+I). Ambos receberam injegdes
subcutaneas de 4-5UI de insulina NPH - Neutral Protamine Hagedorn
(Biobrds, Montes Claros, Minas Gerais, Brasil) diariamente por 7 e

20 dias, respectivamente (Favaro et al., 2008);

d. Grupo Predisposto ao Diabetes (NOD): os animais predispostos ao diabetes foram

divididos em dois subgrupos: Grupo Predisposto 7 dias (NOD" 1) e
Grupo Predisposto 20 dias (NOD™ 2). Ambos receberam injegdes
subcutaneas de 5 mL/kg de soro fisioldgico 0,9% (Fresenius Kabi,

Sdo Paulo, Brasil) diariamente por 7 e 20 dias, respectivamente.

Os animais dos oito grupos experimentais receberam agua e a mesma dieta sélida ad
libitum (Nuvilab, Colombo, Parand, Brasil). Apds 7 e 20 dias de tratamento, todos animais
dos grupos experimentais foram anestesiados com Cloridrato de xilazina 2% (5mg/kg, i.m.;
Konig, Sdo Paulo, Brasil) e Cloridrato de cetamina 10% (60mg/kg, i.m.; Fort Dodge, lowa,
EUA) e sacrificados. Amostras do lobo ventral da prdstata foram coletadas dos animais de
cada grupo experimental e submetidas as analises de microscopia de luz,

imunohistoquimica e Western Blotting.

5.2 — Microscopia de Luz

Amostras do lobo ventral da prostata de 4 animais de cada grupo experimental
foram coletadas e fixadas em solugdo de Bouin por doze horas. Apos a fixagdo, os tecidos
foram lavados em alcool etilico 70%, com posterior desidratagdo em uma série crescente de

alcoois. Posteriormente, os fragmentos foram diafanizados em xilol por 2 horas e inclusos
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em parafina e polimeros plasticos (Paraplast Plus, ST. Louis, EUA). Em seguida, os
materiais foram seccionados em micrétomo Hyrax M60 (Zeiss, Hamburgo, Alemanha) com
espessura de 5 micrdmetros com posterior coloragio em Hematoxilina-eosina e Tricrdmico
de Masson (Junqueira et al., 1979) e fotografados no fotomicroscopio Nikon Eclipse E-400
(Nikon, Toquio, Japdo).

5.3 — Imunohistoquimica para os Receptores de Androgeno (AR),
Insulina (IR) e IGF-1 (IGFR-1); Antigenos de Superficie CD44 e
CD117, p63, vimentina e c-Myec.

Amostras do lobo ventral da préstata de 4 animais de cada grupo experimental, as
mesmas utilizadas para a microscopia de luz, foram utilizadas na técnica de
imunohistoquimica. A seguir foram obtidos cortes com cinco micrometros de espessura no
microtomo Hyrax M60 (Zeiss, Hamburgo, Alemanha) e coletados em laminas silanizadas.
A recuperacdo antigénica foi realizada por incubag@o dos cortes em tampao citrato (pH 6,0)
a 100°C em microondas e/ou proteinase K (Promega, V3021) O bloqueio das peroxidases
endogenas foi obtido com H,0; (1% em metanol) por 15 minutos. Para diminuir as ligagdes
inespecificas proteina-proteina, os cortes foram incubados com 3% de albumina soro
bovino (BSA) em tampdo TBS-T por 1 hora. Posteriormente, os antigenos AR, IR, IGFR-1,
CD44, CDI117, p63, vimentina e c-Myc foram localizados através dos anticorpos:
policlonal rabbit AR-N20 (sc-816) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para AR, policlonal
rabbit ab60946 (phospho Y1361) (abcam, EUA) para IR, policlonal rabbit N-20 (sc-720)
(Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para IGFR-1, monoclonal mouse p63 (4 A4) (sc-8431)
(Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para p63, monoclonal rabbit (ab32072) (abcam, EUA)
Y69 para c-Myc, policlonal rabbit ab41478 (abcam, EUA) para CD44, policlonal rabbit
H-300 (sc-5535) (Santa Cruz Biotchenollogy, EUA) para CD117, monoclonal mouse
ab8069 (abcam, EUA) para vimentina ¢ monoclonal rabbit (ab32072) (abcam, EUA) Y69
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para c-Myc diluidos (1:35-100) em BSA 1% e armazenados overnight a 4 °C. O kit
Envision Horseradish Peroxidase - HRP (K4006) (K4010) (Dako Cytomation Inc.,
Carpenteria, CA, EUA) foi usado para detecgio dos antigenos, de acordo com as instrugdes
do fabricante. Posteriormente, os cortes foram incubados com os anticorpos secundarios
HRP conjugados proveniente do kit Envision por 60 minutos e, a seguir revelados com
diaminobenzidina (DAB). Para a contra-coloragdo destes utilizou-se Hematoxilina de
Harris. As laminas foram desidratadas, montadas e avaliadas no fotomicroscopio Nikon
Eclipse E-400 (Nikon, Toquio, Japdo). Os cortes do lobo ventral da préstata dos animais de
cada grupo experimental foram avaliados através do precipitado acastanhado de DAB,
indicando a imunorreatividade dos anticorpos, sendo avaliados 4 animais de cada grupo, 5
campos cada. A intensidade da marcagdo foi graduada em uma escala de 0-3, e expressa
como 0 (auséncia de imunorreatividade), 0% de células epiteliais e/ou estromais positivas;
1 (fraca imunorreatividade), 1-35% de células epiteliais e/ou estromais positivas; 2
(moderada imunorreatividade), 36-70% de células epiteliais e/ou estromais positivas; 3
(intensa imunorreatividade), >70% de células epiteliais e/ou estromais positivas (Tomas &

Kruslin, 2004; Tuxhorn et al, 2002).

5.4 —~Western Blotting

Pares de lobos ventrais da prostata provenientes de 4 animais de cada grupo foram
coletados e homogeneizadas em tampdo de extragao contendo 100 mM Tris pH 7.5, 10mM
EDTA, 10% (v/v) Triton X-100 and 10 pl/mL de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Mo., USA). Os extratos obtidos por centrifugacdo foram submetidos a
determinacdo da concentragdo de proteinas, usando o reagente de Bradford (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, Calif.,USA). O correspondente a 120 microgramas de proteinas foi
aplicado no gel de SDS-poliacrilamida. Apods a eletroforese, o material foi transferido
eletricamente (Sistema Hoefer) para membranas de nitrocelulose (Amersham) a 70 V por 3

horas. As membranas foram entdo bloqueadas com 3% BSA diluido por uma hora e
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incubadas com os anticorpos primarios policlonal rabbit AR-N20 (sc-816) (Santa Cruz
Biotchenology, EUA) para AR, policlonal rabbit ab60946 (phospho Y1361) (abcam, EUA)
para IR, policlonal rabbit N-20 (sc-720) (Santa Cruz Biotchenology, EUA) para IGFR-1,
monoclonal mouse p63 (4 A4) (sc-8431) (Santa Cruz Biotchenology, EUA) para p63,
policlonal rabbit ab41478 (abcam, EUA) para CD44, policlonal rabbit H-300 (sc-5535)
(Santa Cruz Biotchenology, EUA) para CD117, monoclonal mouse ab8069 (abcam, EUA)
para vimentina e policlonal rabbit B-25 (sc-130933) (Santa Cruz Biotchenology, EUA)
para ABCG2 na faixa de diluigdo 1:250-500. Tecido prostatico do camundongo
transgénico para o adenocarcinoma de prostata foi utilizado como controle positivo na
reatividade do anticorpo para ABCG2. Posteriormente, as membranas foram incubadas por
2 horas com os anticorpos secundarios anti-rabbit e anti-mouse HRP conjugados na faixa
de dilui¢do de 1:1000-10000 (de acordo com a molécula) em 1% BSA. Apds nova série de
lavagens com TBS-T, para a detec¢@o das bandas reativas, as membranas foram expostas a
solucdo de quimiluminescéncia (Pierce Biotechnology, Rockford, Illinois, USA) por 5 min
e a captura de fluorescéncia foi realizada utilizando-se o aparelho G-Box Chemi e o
software de aquisi¢do de imagem GeneSnap (Syngene, Cambridge, UK). Anticorpo para 3
actina foi usado como controle enddgeno e a intensidade da marcagio obtida nas diferentes
situacdes foi determinada por densitometria, através do programa de analise de imagem

ImagelJ: Image Processing and Analysis in Java (USA).

5.5 — Analise Estatistica

O estudo da comparacdo entre grupos foi realizado para a analise de quantificagio
protéica das diferentes moléculas: AR, IR, IGFR-1, p63, CD117, vimentina e ABCG2. Para
a analise estatistica foram empregados o Test-T e a analise de varidncia (ANOVA), seguida
pelo teste de Tukey para comparacgéo entre médias. Todas as andlises foram realizadas com

nivel de significancia de 5%.
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6 — RESULTADOS

6.1 — Microscopia de Luz

Grupos Controle (1 € 2)

Os animais dos Grupos Controles ndo apresentaram alteracdes na estrutura do lobo
ventral da prostata, considerando-se os dois periodos experimentais. Assim, tais grupos
serdo descritos conjuntamente. Os acinos prostaticos apresentaram tamanhos variados com
mucosa pregueada. O epitélio secretor foi simples com células colunares, nicleo basal e
nucléolo proeminente. As células epiteliais se apresentaram assentadas em integra e
continua membrana basal. Células basais foram verificadas entremeando as células
epiteliais secretoras (Figuras la e 1b).

O estroma apresentou fibras colagenas e células musculares lisas ao redor do
epitélio, distribuidas de forma concéntrica ao redor do 4cino e homogénea por todo o

estroma. Vasos sanguineos também foram caracterizados (Figuras 2a e 2b).

Grupo NOD " 1

Os animais do Grupo NOD™ 1 apresentaram acinos de tamanhos variados, com
mucosa pregueada. O epitélio secretor apresentou-se simples, com células colunares de
nucleo basal e nucléolo proeminente. Porém, apesar da estrutura do lobo ventral da prostata
ser semelhante aos Grupos Controles 1 e 2, em eventuais pontos do epitélio glandular
verificou-se ocorréncia de neoplasia intraepitelial prostatica (NIP), do tipo papilifera
(Figura 1c). As células epiteliais se mostraram assentadas em membrana basal, com
eventuais pontos de descontinuidade. Células basais foram verificadas entremeando as
células epiteliais secretoras (Figura 1¢ —inset).

O estroma apresentou-se com ligeira hipertrofia se comparado aos animais dos

Grupos Controles, evidenciando-se aumento de fibras colagenas e de células musculares
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lisas ao redor do acino glandular, distribuidas de forma homogénea pelo estroma. Eventuais

pontos contendo células inflamatorias foram identificadas (Figura 2c).

Grupo NOD" 1

Os acinos apresentaram-se de tamanhos variados, com mucosa levemente
pregueada, formada por epitélio simples atréfico com células epiteliais tendendo a cubicas,
entremeadas a células basais, além da presenga de eventuais microacinos (Figura le —
inset). Pontos de descontinuidade da membrana basal foram verificados, assim como
pontos de neoplasia intraepitelial prostatica. Células basais foram evidenciadas
entremeando células epiteliais secretoras, bem como células epiteliais dispersas no limen
foram detectadas (Figura le — inset).

O estroma glandular apresentou hipertrofia e hiperplasia das células musculares,
especialmente ao redor do 4cino, assim como aumento dos elementos fibrilares como as
fibras colagenas. Ocorréncia de células inflamatdrias foi evidenciada de forma pontual
nesse grupo (Figura 2e). Além disso, em dois animais do grupo foram verificadas regides
glandulares com acentuada desorganizagdo estrutural e com actimulo de células
inflamatdrias, células epiteliais secretoras, adipdcitos e vasos sanguineos (Figura 2e —

inset).

Grupo NOD" 1 +1

Os 4cinos demonstraram tamanhos variados e eventuais regides de pregueamento da
mucosa. A ocorréncia de eventuais pontos de NIP foi verificada. As células epiteliais
secretoras foram colunares baixas com nucleo basal e nucléolo evidente, sendo algumas
destas encontradas dispersas no limen. (Figura 1g e Figura 1g — iset).

O estroma apresentou hipertrofia dos elementos fibrilares e musculatura lisa. Houve
diminui¢do dos pontos com presenga de células inflamatérias em relagio ao Grupo NOD"

1, sendo estes no Grupo NOD" 1 + I considerados eventuais (Figura 2g).
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Grupo NOD" 2

Os 4cinos dos animais do Grupo NOD™ 2 se apresentaram de variados tamanhos,
com mucosa pregueada. O epitélio secretor foi simples com células colunares, nucleo basal
e nucléolo evidente (Figura 1d). Eventuais pontos de NIP foram identificados. As células
epiteliais se apresentaram assentadas em membrana basal com eventuais pontos de
descontinuidade (Figura 2d).

O estroma apresentou-se hipertrofico quando comparado aos Grupos Controles (1 e
2) devido ao aumento de fibras colagenas e células musculares lisas, algumas dessas
hipertroficas, ao redor do epitélio com regides de espessamento desigual da camada
muscular, ao redor dos acinos e por todo o estroma. Ocorréncia de pontos com células

inflamatdrias, similar ao Grupo NOD'™ 1, foram verificados (Figura 2d).

Grupo NOD" 2

Os acinos apresentaram-se revestido por epitélio simples atrofico, sem
pregueamento da mucosa acinar. As células epiteliais apresentaram-se cubicas, com nucleo
evidente e pontos de descontinuidade da membrana basal. Lumen acinar dilatados,
frequentemente, foram caracterizados, além da ocorréncia de microroacinos ¢ ocasionais
focos de adenocarcinoma e adenose (Figuralf — inset). Eventuais células epiteliais foram
encontradas soltas no estroma glandular. Podem-se observar neoplasias intraepiteliais
prostaticas do tipo plana e cribiforme de forma pontual (Figura 1f).

O estroma apresentou hipertrofia dos elementos fibrilares e da camada muscular,
contendo células musculares lisas desorganizadas quanto a orientagdo. Regides contendo

c€lulas inflamatdrias foram caracterizadas (Figura 2f).

Grupo NOD' 2 +1

Os acinos desse grupo experimental apresentaram tamanhos variados, com mucosa
pouco pregueada em relacdo ao animal controle. A mucosa foi revestida por células
colunares baixas, com nuicleo evidente. Além de microacinos, NIPs foram encontradas com

menor frequéncia neste grupo comparado com grupo NOD' 2 (Figura 1h; Figura 1h — iset).
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O estroma apresentou hipertrofia e hiperplasia dos elementos fibrilares e musculatura
lisa. Células musculares lisas se encontraram desorganizadas quanto a orientacdo e sua
camada muscular foi disposta de forma heterogénea ao redor dos acinos. Houve diminuigéo

dos pontos de inflamagdo em relagio ao Grupo NOD" 2 (Figura 2h).
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Legenda das figuras— 1 ¢ 2

Figura 1: Fotomicrografias do epitélio secretor da prostata ventral dos camundongos dos
grupos C1, C2, NOD" 1, NOD 2, NOD" 1, NOD" 2, NOD" 1+1e NOD"2+1(a, b, c,d, e,
f, g, h). (a);(b) Mucosa pregueada dos acinos prostaticos, com epitélio colunar (Ep); inset:
epitélio secretor composto por células colunares com nucléolos evidentes (Nu) e células
basais (Bc). (¢);(d) Mucosa pregueada dos acinos prostaticos, com epitélio colunar (Ep) e
pontos de Neoplasia Intraprostatica (NIP); inset: epitélio secretor composto por células
colunares com nucléolos evidentes (Nu) ¢ células basais (Bc). (e) Mucosa levemente
pregueada dos 4cinos prostaticos, com epitélio atrofico. Pontos de Neoplasia Intraprostatica
(NIP); inset; microacino (ma) com epitélio secretor com nucléolos evidentes (Nu) e células
basais (Bc). (f) Mucosa sem pregueamento dos dcinos prostaticos, com epitélio atrofico.
Pontos de Neoplasia Intraprostatica (NIP), microacinos (ma); inset: epitélio secretor com
nucléolos evidentes (Nu) e poucas células basais (Bc), foco de adenocarcinoma prostatico
(CP) e adenose (HAA); insetl: adenose (HAA) com células basais (Bc) evidentes e inset2:
adenocarcinoma prostatico (CP) com infiltragao do tecido epitelial no estroma. (g) Mucosa
com eventuais pontos de pregueamento e Neoplasia Intraprostatica (NIP); inset: células
secretoras com nucléolos evidentes (Nu) e células basais (Bc), algumas células secretoras
soltas no lumen (Dc). (h) Mucosa pouco pregueada, com epitélio colunar baixo. Neoplasia
Intraprostatica (NIP) e microacinos (ma); inset: NIP cribiforme com células secretoras com
nucléolos evidentes (Nu) e células basais (Bc).

Em a — h, Ep — epitélio secretor, L — limen, St — estroma e Vs — vasos sanguineos.

Hematoxilina e Eosina.

Insets — 50pum — objetival 00x.

Figura 2: Fotomicrografias do epitélio secretor da prdstata ventral dos camundongos dos
grupos C1, C2, NOD™ 1, NOD 2, NOD" 1, NOD" 2, NOD" 1 +1e NOD" 2 +1(a,b, c,d, e,
f, g, h). (a);(b) Estroma composto por fibras coldgenas (Fc) delgadas e curtas adjacentes ao
epitélio (Ep) e entre as células musculares lisas (Smc) ha vasos (Vs) dispostos no estroma
(St). (¢);(d) Estroma com hiperplasia de suas fibras musculares (Smc) e coldgenas (Fc) com

células inflamatorias (Ic) e vasos (Vs) encontrados no estroma (St). Eventuais pontos de
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descontinuidade da membrana basal (Dlb).(e) Estroma com hiperplasia e hipertrofia de suas
fibras musculares (Smc) e redugdo de fibras colagenas (Fc). Pontos com células
inflamatdrias (Ic) encontrados no estroma (St); inset - pontos com varias células
inflamatdrias (Ic), epitélio secretor (Ep) e vasos sanguineos (Vs). (f) Estroma com aumento
dos elementos estromais, fibras coldgenas (Fc) e fibras musculares (Smc). Pontos com
células inflamatorias (Ic) e vasos encontrados no estroma (St). Ponto de ruptura da
membrana basal (DIb) com invasdo de células epiteliais no ambiente estromal,
caracterizando adenocarcinoma prostatico (CP); inset — CP circundado com ruptura da
membrana basal (DIb), com hipertrofia de células musculares (Smc) (g) Estroma com
aumento de suas fibras musculares (Smc) e colagenas (Fc), vasos (Vs) encontrados no
estroma (St) e células inflamatdrias (Ic). (h) Estroma com hiperplasia de suas fibras
musculares (Smc) e colagenas (Fc). Fibras musculares dispostas de forma desorganizada.
Vasos (Vs) encontrados no estroma (St). Pontos de ruptura da membrana basal (DIb).

Tricromico de Masson.

Insets — 50pum — objetival 00x
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6.2 — Imunohistoquimica e Western Blotting

Grupos Controle (1 € 2)

Intensa imunolocalizac¢do para AR foi verificada no epitélio e moderado estromal do
lobo ventral da prostata dos camundongos controles (Figuras 3a e¢ 3b, Tabela 1). A
reatividade do IR foi intensa no citoplasma de células epitelias secretoras ¢ moderada no
estroma (Figuras 4a e 4b, Tabela 1). Para o IGFR-1, a reatividade foi fraca no estroma e
ausente no epitélio glandular (Figuras 5a e 5b, Tabela 1). A reatividade para p63 foi fraca
nas células epiteliais e ausente no estroma glandular (Figuras 6a e 6b, Tabela 1). A
reatividade para a molécula de c-Myc foi ausente nesses grupos, tanto no epitélio quanto no
estroma glandular (Figuras 7a e 7b, Tabela 1). Fraca imunolocaliza¢do para CD44 foi
verificada no epitélio glandular e ausente no estroma (Figuras 8a e¢ 8b, Tabela 1). A
reatividade do CD117 foi fraca no citoplasma de células epitelias secretoras e ausente no
estroma (Figuras 9a e 9b, Tabela 1). Para vimentina, a reatividade foi fraca no estroma e
ausente no epitélio glandular (Figuras 10a e 10b, Tabela 1).

Com relagdo a analise dos niveis proteicos, verificou-se que as moléculas de AR,
IR, IGFR-1, p63, CDI117, vimentina ¢ ABCG2 apresentaram niveis proteicos de 150%;
120%; 70%; 140%; 60%; 66% e 0% respectivamente, em relagdo ao padrdo de B-actina no
grupo Controle 1 (Figura 11; Figura 12 e Tabela 2) e 130%; 110%; 80% 150%; 64%; 60%,;
e 0% respectivamente, em relagéio ao padrdo de f-actina no grupo Controle 2 (Figura 11;

Figura 12 e Tabela 2).

Grupo NOD "1 e NOD "2

Intensa reatividade para AR foi verificada no epitélio e moderada no estroma do
lobo ventral da préstata dos camundongos NOD negativos (Figuras 3c e 3d, Tabela 1). A
reatividade do IR foi intensa no citoplasma de células epitelias secretoras e moderada no
estroma (Figuras 4c e 4d, Tabela 1). Fraca reatividade para IGFR-1 foi caracterizada no
estroma e ausente no epitélio glandular (Figuras 5c e 5d, Tabela 1). A reatividade para p63

foi fraca nas células epiteliais e ausente no estroma glandular (Figuras 6¢ e 6d, Tabela 1). A
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imunoreatividade para a molécula de c-Myc foi ausente nesses grupos, tanto no
compartimento epitelial quanto estromal  (Figuras 7c¢ e 7d, Tabela 1). Fraca
imunolocalizagdo para CD44 foi verificada no epitélio glandular e ausente no estroma
(Figuras 8c e 8d, Tabela 1). A reatividade do CD117 foi fraca no citoplasma de células
epitelias secretoras e ausente no estroma (Figuras 9c e 9d, Tabela 1). Para vimentina, a
reatividade foi fraca no estroma e ausente no epitélio glandular (Figuras 10c e 10d, Tabela
1).

Com relagdo a analise dos niveis proteicos, verificou-se que as moléculas de AR,
IR, IGFR-1, p63, CD117, vimentina ¢ ABCG2 apresentaram niveis proteicos de 130%;
120%; 80%; 140%; 70%; 67% ¢ 0% respectivamente, em relacdo ao padrio de B-actina no
grupo NOD- 1 (Figura 11; Figura 12 e Tabela 2).e 110%; 114%; 70%; 140%; 59%; 67% ¢
0% respectivamente, em relagcdo ao padrio de B-actina no grupo NOD- 2 (Figura 11; Figura

12 e Tabela 2).

Grupo NOD" 1

Moderada reatividade foi verificada para AR no etitélio ¢ fraca no estroma do lobo
ventral da prostata dos camundongos NOD positivos ha 7 dias (Figura 3e, Tabela 1). A
reatividade do IR foi fraca no citoplasma de células epitelias secretoras quanto no estroma
(Figura 4e, Tabela 1). Para o IGFR-1, a reatividade foi moderada no estroma e ausente no
epitélio glandular (Figura Se, Tabela 1). A reatividade para p63 foi moderada nas células
epiteliais e ausente no estroma glandular (Figura 6e, Tabela 1). A reatividade para a
molécula de c-Myc foi ausente nesse grupos, tanto no compartimento epitelial quanto
estromal (Figura 7e, Tabela 1). Moderada imunolocalizagdo para CD44 foi verificada no
epitélio glandular e ausente no estroma (Figuras 8e, Tabela 1). A reatividade do CD117 foi
moderada no citoplasma de células epitelias secretoras e ausente no estroma (Figuras 9e,
Tabela 1). Para vimentina, a reatividade foi intensa no estroma e ausente no epitélio
glandular (Figuras 10e, Tabela 1).

Com relacdo a andlise dos niveis proteicos, verificou-se que as moléculas de AR,

IR, IGFR-1, p63, CD117, vimentina e ABCG2 apresentaram niveis proteicos de 68%;
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100%; 260%; 150%; 122%; 280% e 0% respectivamente, em relagdo ao padréo de B-actina
no grupo NOD+1 (Figura 11; Figura 12 e Tabela 2).

Grupo NOD" 1 +1

Moderada reatividade para AR foi caracterizada no epitélio e fraca no estroma do
lobo ventral da prostata dos camundongos NOD positivos com tratamento insulinico de 7
dias de duragdo (Figura 3g, Tabela 1). A reatividade do IR foi moderada no citoplasma de
células epitelias secretoras e também no estroma (Figura 4g, Tabela 1). Para o IGFR-1, a
reatividade foi moderada no estroma e ausente no epitélio glandular (Figura 5g, Tabela 1).
A reatividade para p63 foi fraca nas células epiteliais e ausente no estroma glandular
(Figura 6g, Tabela 1). A imunoreatividade para a molécula de c-Myc foi ausente nesse
grupos, tanto no epitélio quanto no estroma (Figura 7g, Tabela 1). Fraca imunolocalizagio
para CD44 foi verificada no epitélio glandular e ausente no estroma (Figuras 8g, Tabela 1).
A reatividade do CD117 foi fraca no citoplasma de células epitelias secretoras e ausente no
estroma (Figuras 9g, Tabela 1). Para vimentina, a reatividade foi moderada no estroma e
ausente no epitélio glandular (Figuras 10g, Tabela 1).

Com relacdo a analise dos niveis proteicos, verificou-se que as moléculas de AR,
IR, IGFR-1, p63 e CD44, CD117, vimentina ¢ ABCG2 apresentaram niveis proteicos de
117%; 90%; 150%; 140%; 63%; 70% e 0% respectivamente, em relacdo ao padrdo de -
actina no grupo NOD+1 + I (Figura 11; Figura 12 e Tabela 2).

Grupo NOD" 2

A imunolocalizagdo para a molécula de AR foi fraca no epitélio e fraca no estroma
do lobo ventral da préstata dos camundongos NOD positivos hd 20 dias (Figura 3f, Tabela
1). A reatividade do IR foi fraca no citoplasma de células epitelias secretoras e também no
estroma (Figura 4f, Tabela 1). Para o IGFR-1, a reatividade foi intensa no estroma e ausente
no epitélio glandular (Figura 5f, Tabela 1). A reatividade para p63 foi intensa nas células
epiteliais e ausente no estroma glandular (Figura 6f, Tabela 1). A imunomarcacdo para a
molécula de c-Myc foi fraca em algumas células de regides com alteragdes morfoldgicas

neste grupo, e ausente no estroma glandular (Figura 7f, Tabela 1). Intensa imunolocalizacao
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para CD44 foi verificada no epitélio glandular e ausente no estroma (Figuras 8f, Tabela 1).
A reatividade do CD117 foi intensa no citoplasma de células epitelias secretoras e ausente
no estroma (Figuras 9f, Tabela 1). Para vimentina, a reatividade foi moderada no estroma e
ausente no epitélio glandular (Figuras 10f, Tabela 1).

Com relagdo a analise dos niveis proteicos, verificou-se que as moléculas de AR,
IR, IGFR-1, p63, CD117, vimentina e ABCG2 apresentaram niveis proteicos de 16%; 60%;
370%; 210%; 186%; 190% e 120% respectivamente, em relagdo ao padréo de P-actina no
grupo NOD+2 (Figura 11; Figura 12 e Tabela 2).

Grupo NOD" 2 +1

Moderada reatividade para AR foi caracterizada no epitélio e fraca no estroma do
lobo ventral da prdstata dos camundongos NOD positivos com tratamento insulinico por 20
dias (Figura 3h, Tabela 1). A reatividade do IR foi moderada no citoplasma de células
epitelias secretoras e também no estroma (Figura 4h, Tabela 1). Para o IGFR-1, a
reatividade foi moderada no estroma e ausente no epitélio glandular (Figura 5h, Tabela 1).
A reatividade para p63 foi moderada nas células epiteliais e ausente no estroma glandular
(Figura 6h, Tabela 1). A imunomarcacdo para a molécula de c-Myc foi fraca restringindo-
se ha eventuais regides epiteliais com alteragdes estruturais, e ausente no compartimento
estromal (Figura 7h, Tabela 1). Moderada imunolocalizacdo para CD44 foi verificada no
epitélio glandular e ausente no estroma (Figuras 8h, Tabela 1). A reatividade do CD117 foi
moderada no citoplasma de células epitelias secretoras e ausente no estroma (Figuras 9h,
Tabela 1). Para vimentina, a reatividade foi fraca no estroma e ausente no epitélio glandular
(Figuras 10h, Tabela 1).

Com relacdo a andlise dos niveis proteicos, verificou-se que as moléculas de AR,
IR, IGFR-1, p63, CD117, vimentina e ABCG2 apresentaram niveis proteicos de 85%; 83%;
100%; 160%; 70%; 130% e 0% respectivamente, em relacdo ao padrdo de B-actina no

grupo NOD+2 + I (Figura 11; Figura 12 e Tabela 2).
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Legenda das figuras —3 a 10

Figura 3 — Imunohistoquimica para Receptor Androgénico (AR) no epitélio secretor e
estroma da prostata ventral dos camundongos dos grupos C1, C2, NOD™ 1, NOD™ 2, NOD"
1, NOD" 2, NOD' 1 + 1 e NOD" 2 + 1 (a, b, c, d, e, f, g, h). (a; b; ¢; d) Intensa
imunorreatividade no epitélio e moderada no estroma (setas) para C1, C2, NOD" 1 e NOD"
2, respectivamente. (e; g; h) Moderada imunorreatividade no epitélio e fraca no estroma
(setas) para NOD' 1, NOD" 1 + 1 e NOD" 2 + I, respectivamente. (f) Fraca

imunorreatividade no epitélio e no estroma (setas) para NOD" 2.

Figura 4 — Imunohistoquimica para Receptor de Insulina (IR) no epitélio secretor e
estroma da prostata ventral dos camundongos dos grupos C1, C2, NOD™ 1, NOD™ 2, NOD"
1, NOD" 2, NOD" 1 + 1 e NOD" 2 + 1 (a, b, c, d, e, f, g h). (a; b; ¢; d) Intensa
imunorreatividade no epitélio e moderada no estroma (setas) para C1, C2, NOD™ 1 e NOD"
2, respectivamente. (e; f) Fraca imunorreatividade no epitélio e no estroma (setas) para
NOD' 1 e NOD" 2, respectivamente. (g; h) Moderada imunorreatividade no epitélio e no

estroma (setas) para NOD' 1 +1e NOD" 2 + 1, respectivamente.

Figura 5 — Imunohistoquimica para Receptor do Fator de Crescimento Homologo a
Insulina (IGF-R) no epitélio secretor e estroma da prostata ventral dos camundongos dos
grupos C1, C2, NOD" 1, NOD 2, NOD" 1, NOD" 2, NOD" 1 +1e NOD" 2 +1(a, b, c, d, e,
f, g, h). (a; b; ¢; d) Fraca imunorreatividade no estroma (seta) e ausente no epitélio para
Cl1, C2, NOD" 1 e NOD 2, respectivamente. (e; g; h) Moderada imunorreatividade no
estroma (seta) e auséncia no epitélio para NOD™ 1, NOD" 1 + 1 e NOD" 2 + I,
respectivamente. (f) Intensa imunorreatividade no estroma (seta) e auséncia no epitélio para

NOD" 2.

Figura 6 — Imunohistoquimica para p63 no epitélio secretor e estroma da prostata ventral
dos camundongos dos grupos C1, C2, NOD" 1, NOD" 2, NOD" I, NOD" 2, NOD" 1 +1e
NOD"2+1(a,b,c,d, e, f, g h). (a; b; ¢; d; g) Fraca imunorreatividade no epitélio (seta) e
auséncia no estroma para Cl1, C2, NOD 1, NOD 2 ¢ NOD" 1 + 1 respectivamente. (f)
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Intensa imunorreatividade no epitélio (setas) e auséncia no estroma para NOD' 2. (e; h)
Moderada imunorreatividade no epitélio (setas) e no estroma para NOD' 1 e NOD" 2 + I,

respectivamente.

Figura 7 — Imunohistoquimica para c-Myc no epitélio secretor e estroma da prdstata
ventral dos camundongos dos grupos C1, C2, NOD 1, NOD 2, NOD" 1, NOD" 2, NOD" 1
+1eNOD 2+1(a,b,c,d,e,f g, h). (a; b; ¢; d; e; g) Auséncia de imunorreatividade em
ambos compartimentos para Cl, C2, NOD 1, NOD 2, NOD" 1 e NOD" 1 + 1
respectivamente. (f; h) Fraca imunorreatividade no epitélio (setas) e auséncia no estroma

para NOD" 2 e NOD" 2 + 1, respectivamente.

Figura 8 — Imunohistoquimica para CD44 no epitélio secretor e estroma da prdstata ventral
dos camundongos dos grupos C1, C2, NOD™ 1, NOD 2, NOD" 1, NOD" 2, NOD" 1 +1e
NOD" 2 +1 (a,b,c,d, e, f, g h). (a; b; ¢; d; g) Fraca imunorreatividade no epitélio (seta) e
auséncia no estroma para C1, C2, NOD 1, NOD" 2, NOD" 1+ 1 respectivamente. (e; h)
Moderada imunorreatividade no epitélio (setas) e auséncia no estroma para NOD' 1 e
NOD" 2 + 1 respectivamente. (f) Forte imunorreatividade no epitélio (seta) e auséncia no

estroma para NOD" 2.

Figura 9 — Imunohistoquimica para CD117 no epitélio secretor e estroma da prostata
ventral dos camundongos dos grupos C1, C2, NOD 1, NOD 2, NOD" 1, NOD" 2, NOD" 1
+1e NOD" 2 +1(a,b,c,d, e f g h). (a; b; ¢; d; g) Fraca imunorreatividade no epitélio
(setas) e auséncia no estroma para C1, C2, NOD" 1, NOD" 2, NOD" 1+ 1 respectivamente.
(e; h) Moderada imunorreatividade no epitélio (setas) e auséncia no estroma para NOD"' 1 e
NOD" 2 + T respectivamente. (f) Forte imunorreatividade no epitélio (seta) e auséncia no

estroma para NOD" 2.

Figura 10 — Fotomicrografias de imunohistoquimica para vimentina no epitélio secretor e
estroma da prostata ventral dos camundongos dos grupos C1, C2, NOD™ 1, NOD™ 2, NOD"
1, NOD" 2, NOD" 1 +1e NOD" 2 +1(a, b, ¢, d, e, f, g h). (a; b; ¢; d; h) Fraca
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imunorreatividade no estroma (setas) e ausente no epitélio para C1, C2, NOD" I, NOD 2, ¢
NOD" 2 + 1 respectivamente. (e) Intensa imunorreatividade no estroma (seta) e auséncia no
epitélio para NOD" 1. (f; g) Moderada imunorreatividade no estroma (seta) e auséncia no

epitélio para NOD" 2 e NOD" 1 + 1, respectivamente.
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Tabela 1 - Distribuicdo da imunoreatividade do AR, IR, IGFR-1, p63, c-Myc, CD44,
CD117 e vimentina nos compartimentos epitelial e estromal do lobo ventral da prdstata nos

camundongos dos diferentes grupos experimentais.

Grupos ___AR ___IR __IGFR-1
Epitélio | Estroma | Epitélio | Estroma | Epitélio | Estroma
C1 3 2 3 2 0 1
NOD 1 3 2 3 2 0 1
NOD" 1 2 1 1 1 0 2
NOD" 1 + | 2 1 2 2 0 2
C2 3 2 3 2 0 1
NOD 2 3 2 3 2 0 1
NOD" 2 1 1 1 1 0 3
NOD" 2 + | 2 1 2 2 0 2
Grupos p63 c-Myc CD44
Epitélio | Estroma | Epitélio | Estroma | Epitélio | Estroma
C1 1 0 0 0 1 0
NOD 1 1 0 0 0 1 0
NOD" 1 2 0 0 0 2 0
NOD" 1 + | 1 0 0 0 1 0
C2 1 0 0 0 1 0
NOD" 2 1 0 0 0 1 0
NOD" 2 3 0 1 0 3 0
NOD" 2 + | 2 0 1 0 2 0
Grupos CD117 vimentina
Epitélio | Estroma | Epitélio | Estroma
C1 1 0 0 1
NOD 1 1 0 0 1
NOD" 1 2 0 0 3
NOD" 1 + | 1 0 0 2
C2 1 0 0 1
NOD 2 1 0 0 1
NOD" 2 3 0 0 2
NOD" 2 + | 2 0 0 1
(0 = imunoreatividade ausente; 1 = fraca imunoreatividade; 2 = moderada reatividade; 3 = intensa

imunoreatividade)
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Figura 11 — Representagdo quantitativa dos niveis protéicos (Western Blotting) para as
mdleculas de AR, IR, IGFR-1, p63, CD117, vimentina, ABCG2 ¢ o padrdo de B-actina do

lobo ventral da prostata para os 8 grupos experimentais:

c1 NOD1  NOD*1 NODM+l C2 NOD2 NOD'2 NOD2+

vimentina B

ABCG2

B-actina
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Figura 12 — Percentuais dos niveis protéicos de AR, IR, IGFR-1, p63, CD117, vimentina e

ABCG?2 em relagdo a 3-actina para cada um dos grupos experimentais:
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Tabela 2 — Percentuais médios, desvios-padrdo e analise estatistica dos niveis protéicos

AR, TR, IGF-R, p63, CD117, vimentina ¢ ABCG2 em relagdo ao padrdo de (-actina para

cada grupo experimental:

Gmpo:”‘e‘""‘s AR IR IGFR-1 p63 CD117 | vimentina | ABGC2
C1 150+ 10 a 120£20 a 7010 a 140+£30 a 60+20a 66+9a 010 a
NOD-1 130+10ab | 120+20 a 80+10a 140+10 a 7010 a 67 +6 a 010 a
NOD+1 68+7c 100+ 10 a 260+20 b 150+ 10 a 122+6 b 280+10 b 0+0 a
NOD+1+| 117+t6b 90+10a 150+10 ¢ 140+ 30 a 63+9a 7010 a 010 a
C2 130+ 10 ab 110+20 a 80+10a 150+ 30 a 64+5a 60+20a 00 a
NOD-2 110+20 b 114+9a 7010 a 140+20 a 59+4a 67t9a 0+0 a

NOD+2 16+2d 60+10b 370+20d 210+20 b 186+7b 190+10 ¢ 12020 b
NOD+2+| 85+3c¢c 83+8b 100+20 a 160+20 a 70+20 a 130+10d 010 a

(letras diferentes representam significancia estatistica entre os grupos P<0,05)
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7 — DISCUSSAO E CONCLUSOES

No presente resultado, os camundongos diabéticos apresentaram alteracdo
morfoldgica na prdstata quando comparado aos animais dos Grupos Controles. Os
camundongos diabéticos ha 20 dias tiveram ocasionais pontos de adenocarcinoma em
estagio inicial, NIP e adenose.

Com relagdo aos camundongos diabéticos com controle glicémico, recuperagio das
principais alteragdes estruturais foi observada em relacéo aos animais diabéticos de periodo
equivalente. Porém, nos animais do Grupo NOD" 2 + I frequente ocorréncia de NIP e
hipertrofia estromal foram detectadas correlacionando-se ao grupo diabético com
tratamento insulinico por 7 dias.

De acordo com a literatura especializada, ¢ conhecido que a fun¢do reprodutiva nos
mamiferos é altamente sensivel as alteragdes do estado metabdlico e as reservas de energia
do organismo (Schneider, 2004). Além disso, condi¢des metabolicas adversas, como
observado em individuos diabéticos, sdo comumente associadas a reducdo da capacidade
reprodutiva (Schneider, 2004).

De acordo com Ribeiro et al. (2006) e Cagnon et al. (2000), o diabetes experimental
causou hipertrofia estromal, redugdo das areas epitelial e luminal, além de ocorréncia de
NIPs e processo inflamatério no lobo ventral da prostata de camundongos espontaneamente
diabéticos.

Ribeiro et al. (2009) observaram alteracoes atréficas e remodelagdo estromal, sendo
esses elementos favoraveis a migrag¢ao celular no microambiente glandular, proliferacao e
processos patogénicos na prostata ventral de ratos diabéticos-induzidos experimentalmente.
Da mesma forma, Cagnon & Favaro (2009) constataram alteracdo da estrutura da matriz
extracelular, levando a diminui¢do de moléculas relacionadas a adesdo celular, além de
aumento do indice proliferativo em relagdo ao apoptotico na préstata de camundongos
espontaneamente diabéticos.

Arcolino et al. (2010) observaram dréstica redu¢ao do nivel de testosterona apds 1
semana do diabetes instalado em ratos diabéticos-induzidos por aloxana, enquanto apos 3

meses de deteccdo da doenga a diminui¢do desse horménio foi em menor grau. Em curto
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prazo de instalagdo do diabetes, a proliferacao de células diminuiu, sendo que em médio
prazo verificou-se aumento da taxa apoptotica epitelial (Arcolino et al., 2010). Os mesmos
autores observaram aumento da freqiiéncia de células positivas para p63 em ambos
periodos de ocorréncia do diabetes. Arcolino et al. (2010) constataram amenizagdo da
queda nos niveis de testosterona apos o tratamento insulinico, bem como redugio de células
p63 positivas e taxa de apoptose. Contudo, o tratamento insulinico ndo interferiu na
proliferagdo celular (Arcolino et al., 2010).

Com relagdo as lesdes prostaticas, sabe-se que no cancer de prdstata, uma
quantidade crescente de evidéncias sugeriu liga¢do entre inflamagio cronica persistente e
desenvolvimento de tumor (Birbach et al., 2011). Primeiramente, dados epidemiolégicos
indicaram que pacientes com diagndstico de prostatite cronica tém risco aumentado de
desenvolver cancer de prostata quando em idade avangada (Birbach et al., 2011). Além
disso, pacientes que receberam tratamento por longo periodo com anti-inflamatdrios nio
esteroides tém risco reduzido de desenvolver cancer de prdstata. Estudos apontaram que
lesdes estruturais, por alguns autores referidas como atrofia prostatica inflamatoria, so
frequentemente encontradas proximo as regides de NIPs, sendo esta ultima lesdo defendida
por alguns autores como precursora do cancer de prdstata (Birbach et al., 2011). Também, a
inflamacg@o € comumente sugerida como mecanismo que associa a sindrome metabolica e o
cancer de prdstata. A obesidade, um dos componentes da sindrome metabdlica, esta
relacionada ao estagio inicial de inflamagdo crénica e com infiltracio de macrdfagos no
tecido adiposo, além de elevadas concentragdes de moléculas pré-inflamatdrias. Ainda, o
tecido adiposo secreta grande quantidade de proteinas, incluindo fatores pré-inflamatdrios
como citocinas o que sugeriu possivel envolvimento com o carcinoma prostatico
(Hemelrijck et al., 2011).

As citocinas inflamatdrias que pertencem a familia das interleucinas, os membros da
familia IGF e as células-tronco podem contribuir para o desenvolvimento e progressido da
hiperplasia benigna da prostata e/ou sintomas do trato urinario inferior (LUTS) (Mc Laren
et al., 2011). Isto pode ocorrer através de mecanismos envolvendo a sinalizagdo de
interleucina, de IGF e das células tronco, contribuindo para a reativagdo dos processos de

desenvolvimento da prdstata adulta (Mc Laren et al., 2011). Tais mecanismos levam ao
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crescimento do tecido, ao aumento da incidéncia de HBP-LUTS, associados a obesidade e
ao diabetes. A sinalizacdo do IGF pode fornecer a base do mecanismo para o efeito do
diabetes e da obesidade sobre o crescimento da prostata (Mc Laren et al., 2011).

A origem da lesdo denominada hiperplasia adenomatosa atipica (HAA), lesdo
proliferativa e caracterizada por pequenos acinos aglomerados, a qual ocorre geralmente na
zona de transi¢do da prostata ¢ similar ao padrao estrutural do adenocarcinoma de prdstata.
Porém, tal lesdo distingue-se do céancer pela auséncia de nucléolos proeminentes € uma
camada de células basais que esta presente. Contudo, a correlagdo da lesio HAA com CP
ndo esta totalmente esclarecida (Zhang et al., 2011). Ja, Brimo & Epstein (2012),
analisando amostras humanas, sugeriram que esta lesdo, HAA, pode ser precursora de CP
na zona de transi¢do, sendo esta area com maior incidéncia de HAA em relacdo as outras.
Outra evidéncia que sustenta a possivel relagdo de HAA com o céncer ¢ a faixa etaria dos
pacientes com HAA, a qual ocorre geralmente de 5-10 anos menor em relacdo aos
pacientes com carcinoma (Zhang et al., 2011). Sabe-se ainda, que a incidéncia de HAA
aumenta com a idade e com a presen¢a de cancer, assim como a incidéncia de cancer
aumenta quando HAA esta presente (Zhang et al., 2011). Desta forma, tais fatos revelaram
que ambas as lesdes estdo intimamente relacionadas apesar dos mecanismos ndo estarem
bem estabelecidos (Leite et al., 2010).

A literatura apontou divergéncias quanto ao papel da terapia insulinica no diabetes e
suas influéncias na préstata. Hitron et al. (2012) defenderam que a utiliza¢do de insulina e
outros medicamentos anti-diabéticos ndo aumentaram o grau das lesdes quando ocorreu
diagnoéstico de tumor de préstata, nem tdo pouco diminui o tempo para sua progressio. E,
esses mesmos autores sugeriram que futuras andlises devem considerar diferentes
pardmetros para a andlise de diabetes como tratamento insulinico, ocorréncia de lesdes,
nivel de insulina sérica, indice de massa corpdrea (IMC), lipideos (colesterol HDL, LDL,
TG), testosterona, e expressdo de IGFR-1 nas amostras teciduais a fim de avaliar totalmente
o efeito do tratamento do diabetes sobre os tumores de prostata. Estudos indicaram que o
diabetes aumentou o risco relativo de diferentes tipos de cancer em homens, exceto o
cancer de prostata, quando efeito protetor foi observado (Onitilo et al., 2012). No entanto,

estudos demonstraram que o tratamento insulinico pode agravar ou até mesmo originar
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lesdes prostaticas (Michel et al., 2000; Will et al., 1999). Hammarsten et al. (2010)
indicaram que o nivel elevado de insulina, juntamente as aberra¢cdes da sindrome
metabdlica sdo promotores de céncer de prostata, supondo que a sindrome metabdlica
mascara a ocorréncia precoce do cancer de préstata. E sabido que insulina e seu receptor
influenciaram os niveis de IGF-1 e em conjunto desempenharam importante papel tanto no
inicio do cancer quanto de sua progressao (Janghorbani et al, 2012).

Assim, pode-se concluir que as alteracdes estruturais identificadas nos animais
diabéticos foram proporcionais ao tempo de ocorréncia da doenga, comprometendo a
integridade estrutural da préstata. Desta forma, o Grupo NOD' 2 apresentou maior
desordem morfoldgica glandular, assim como maior frequéncia de processos proliferativos,
o que provavelmente prejudicou o funcionamento da prdstata e predispds esta a ocorréncia
de lesdo, além de provavelmente prejudicar o processo reprodutivo. Considerando-se as
avaliacdes estruturais no diabetes, bem como o tratamento insulinico nos diferentes
periodos experimentais, pode-se concluir que o diabetes controlado com administragao de
insulina, tanto por periodo curto como prolongado da doenca, levou a recuperacido e/ou
interrup¢ao das lesdes estruturais, provenientes do diabetes experimental. Pode-se concluir
que o maior periodo de ocorréncia da doenca indicou danos morfologicos que tendem a
permanecer, sendo o tratamento insulinico de menor eficiéncia para a recuperacido das
alteracdes estruturais. Isto posto, pode-se sugerir que o tratamento insulinico de longa
duracdo ndo reverte alteragdes morfologicas prostaticas, apesar de ameniza-las. Com o
monitoramento insulinico via glicemia e glicosuria foram identificados picos de hiper e
hipoglicemia esporadicos que devem ter contribuido com o quadro encontrado no grupo
NOD+ 2 + I, culminando na maior probabilidade de ocorréncia de alteracdes morfoldgicas
e estruturais no tratamento prolongado. Sendo assim, pode—se hipotizar que o tratamento
insulinico néo restabeleceu o funcionamento do organismo saudavel, no qual a insulina ¢é
produzida conforme a necessidade metabolica e quadros de hiper e hipoglicemia nao sao
usuais. Também, pode-se concluir que a ocorréncia de células inflamatdrias provavelmente
foi importante para dindmica do microambiente prostatico, com conseqiiente favorecimento

e/ou intensificagdo das lesdes. Pode-se ainda sugerir que a insulina protegeu de certa forma,



54

o tecido prostatico propiciando microambiente com menor suscetibilidade as desordens
glandulares.

Com relacdo a analise molecular, os camundongos diabéticos apresentaram
reatividades e quantificagdo protéica reduzidas para as moléculas de AR e IR, quando
comparados aos respectivos grupos controles nos periodos experimentais correspondentes.
No diabetes com controle glicémico houve recuperagdo dos niveis protéicos dessas
moléculas quando comparados aos diabéticos sem controle glicémico de periodo
experimental correspondente. Para o IGFR-1 e p63, os camundongos diabéticos
apresentaram intensa reatividade e elevada quantifica¢do protéica quando comparado aos
valores observados nos grupos controles correspondentes. No diabetes com controle
glicémico houve reducdo de reatividade e quantificacdo protéica dessas moléculas em
relacdo aos animais dos grupos diabéticos sem tratamento insulinico de periodo
correspondente. Para a molécula de c-Myc somente nos grupos NOD2 e NOD2 + 1
verificou-se positiva imunorreatividade, localizadas nas regides prostaticas com
caracteristicas morfologicas atipicas. Os camundongos diabéticos apresentaram aumento de
reatividade para CD44, reatividade e quantificagdo protéica para CD117 e vimentina
quando comparados aos respectivos grupos controles, NODs negativos, diabéticos tratados
com insulina nos dois periodos experimentais. Para ABCG2, apenas nos camundongos
diabéticos 20 dias identificou-se quantificag@o protéica.

E conhecido que a prostata ¢ as demais glandulas sexuais acessérias sdo Orgdos
androgeno-dependentes e também sofrem influéncia de fatores de crescimento, bem como
de outros hormoénios para a manutengdo de suas integridades estruturais e seus
funcionamentos (Cunha et al., 2004). Andrégenos e interagdes epitélio-mesenquimais sao
necessarias para o normal desenvolvimento da préstata, além de serem fundamentais no
desenvolvimento de doencas como a hiperplasia benigna prostatica (HBP) (Cunha et al.,
2011).

Estudos atuais forneceram evidéncias que a insulina também desempenha papel
importante no crescimento e desenvolvimento prostatico (Porto et al., 2011). Elevada
incidéncia de HBP nos individuos resistentes a insulina destacou ainda mais o papel critico

da insulina na patogénese da doenca, sendo a resisténcia insulinica frequentemente
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associada a hiperinsulinemia compensatoria, condi¢do que pode levar a ativacio excessiva
da sinalizagdo do receptor de insulina (Kasturi et al., 2006). Evidéncias experimentais
suportaram a hipotese da ocorréncia de interagdo sinérgica entre insulina e testosterona na
regulacdo do crescimento da prostata (Vikram & Jena, 2011; Lostroh, 1971). Segundo
Vikram & Jena (2011), tanto testosterona quanto insulina promoveu a proliferagdo celular
na préstata ventral e alteraram os niveis de outros hormonios, resultando na instabilidade
do equilibrio celular.

De acordo com Kheterpal et al. (2012), individuos com baixos niveis de testosterona
tem maior risco de desenvolver sindrome metabdlica, levando ao estado de
hiperinsulinemia, o qual pode infuenciar na relagao testosterona e carcinoma prostatico. O
aumento dos niveis de insulina esta associado ao aumento de IGF-1, o qual desempenha
papel importante na regulacdo da proliferacdo celular e na apoptose, diferenciacio,
migracdo e sobrevivencia celular (Duan et al., 2010). IGF-1 é conhecido por estimular o
crescimento in vitro de linhagens de células humanas prostaticas cancerosas, tanto
andrdgenos responsivas quanto andrégeno-independentes (Kheterpal et al., 2012).

O quadro de hiperinsulinemia, presente no diabetes do tipo II, sem controle
glicémico, pode estimular a producdo de IGF pelo figado, sendo este ultimo agente
mitogénico e antiapoptdtico que tem afinidade com IR bem como IGFR-1 e estimula o
crescimento prostatico. Niveis séricos de IGF sdo associados ao risco aumentado de
caracterizagdo de HBP, com regulagdo da circulacio de andrégeno e horménio do
crescimento (Wang & Olumi, 2011).

Em adicdo, niveis altos anormais de IGFs foram encontrados em varias células
tumorais (LeRoith e Roberts, 2003). Estudos epidemioldgicos tém sugerido que alto nivel
de IGF-1 ¢ um fator de risco para cancer de mama, prostata, célon e pulmao. Ja a redugéo
do nivel de IGF-1 circulante esta associado ao diabetes do tipo I, e administracdo de IGF-1
auxilia o matabolismo de glicose e proteina e atenua cardiomiopatia diabética (Norby et al.,
2002). Esta relagdo entre IGF-1 circulante e diabetes suporta a teoria que o individuo
diabético esta protegido em relagdo ao cancer de préstata (Wedeirpass et al., 2002).
Considerando os atuais resultados demonstrando aumento de IGFR-1, pode-se sugerir que

o diabetes nao protege o individuo do cancer de prostata.
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Ha também, associacdo entre o aumento de niveis de IGFR-1, o aumento de
expressdo do antigeno especifico da prostata (PSA) e elevados graus de estadiamento de
Gleason; o que reforgou o IGFR-1 como um primordial ndo-hormonal condutor de
tumorigénese (Hitron et al., 2012).

Com relagdo ao p63, é conhecido que esse promoveu o crescimento celular e
protegeu as células da apoptose. A prostata requer a expressdo de p63 para o seu
desenvolvimento, sendo que isto também foi observado na mama, nas células mioepiteliais
normais circundantes de glandulas acinares (Graziano & De Laurenzi, 2011). Por outro
lado, enquanto a maioria dos canceres de prdstata foram p63 negativos, o p63 esta
superexpresso em um subgrupo de tumores basais ou pouco diferenciados como os
adenocisticos e adenocarcinomas em estagio inicial (Graziano & De Laurenzi, 2011). Além
disso, Dhillon et al. (2009) afirmaram que alguns adenocarcinomas da prdstata mostraram
localizacdo citoplasmatica aberrante para p63, o que foi correlacionado com a reducéo de
apoptose e um progndstico ruim para o paciente com a lesdo.

Em geral, a superexpressido de p63 é encontrada somente em um pequeno percentual
de carcinomas e devido a isto, p63 ¢ utilizado rotineiramente no diagndstico para avaliar a
presenca de células basais normais, distinguindo entre as glandulas benignas e malignas
(Graziano & De Laurenzi, 2011). Ja Zucchi et al. (2008) defenderam que a identificagdo do
p63 ¢ essencial para a manuten¢do da multipoténcia de células tronco, a partir de uma
populacdo de células tronco da mama que sdo capazes de reinstalar tumores apds o
transplante em ratos. Assim, a subpopulacdo celular que nao expressa p63 deixa de
apresentar multipoténcia, permitindo a diferenciacdo celular (Graziano & De Laurenzi,
2011).

Segundo Graziano & De Laurenzi (2011), apesar dos mecanismos moleculares
estarem indefinidos e haver especulagdes sobre o papel do p63 na oncogene, ndo ha
divergéncias quanto a alteracdo de expressdo de p63 estar ligada a progressdo tumoral.
Estudos recentes sugeriram papel importante do p63 na manutencdo do fenotipo da célula
tronco cancerosa (Graziano & De Laurenzi, 2011).

Em adi¢8o, a imunolocaliza¢do do p63 e da citoqueratina de alto peso molecular

tem sido recomendada como adjuntos na confirmagdo do diagnostico de carcinoma
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prostatico em casos duvidosos (Leite et al., 2010). No entanto, imitadores benignos do
cancer de prostata, como: atrofia, hiperplasia adenomatosa atipica, adenoma nefrogénico e
hiperplasia mesonéfrico; podem ter auséncia de imunomarcacdo para estes marcadores
dificultando o parecer clinico (Brimo & Epstein, 2012; Leite et al., 2010).

Com relagdo ao biomarcador para CD44, Zhang et al. (2012) constataram aumento
de expressdo de CD44 em linhagens celulares de carcinoma prostatico ndo-aderentes em
relagdo as aderentes. Além disso, outro estudo verificou que uma subpopulacdo celular
CD44+ demonstrou maior capacidade de formagdo de tumor em relagdo as células
negativas para essa molécula. Na verdade, CD44 normalmente participa na interagdo de
adesdo celular, o qual esta envolvida na migragdo e proliferacdo de células cancerosas bem
como de metastases (Orian-Rousseau 2010). Consequentemente, o aumento de expressdo
de CD44 no cancer prostatico pode ser responsavel por sua capacidade de aumento de
sobrevida celular e tumorigenicidade (Zhang et al., 2012).

Considerando o biomarcador para CD117, o aumento de sua expressdo tem sido
encontrado em varios tipos de cancer, incluindo tumores gastrointestinais, leucemia
mieldide aguda e gliomas (Gorelik et al., 2010). Além disso, tal aumento da frequéncia de
expressdao CD117 no compartimento epitelial de prostata com cancer e metastase dssea, em
comparacdo com a hiperplasia benigna da prostata e cancer de prostata primario, tem sido
identificado por imunohistoquimica em amostras humanas, sugerindo influéncia de CD117
e metastase 0ssea no cancer de prostata (Wiesner et al., 2008).

Em adi¢do, com relagdo a reatividade da vimentina, segundo Salvatori et al. (2012)
verificaram que tumores prostaticos indiferenciados apresentaram elevada expressdo de
vimentina, sendo que altos niveis da proteina podem ser correlacionados a capacidade
invasiva das células cancerosas prostaticas. Salvatori et al. (2012) também observaram que
a elevada expressdo de moléculas de adesdo e baixa expressdo de vimentina indicaram
interagdes célula-célula e reducdo da motilidade celular.

Ainda, resultados clinicos de amostras prostaticas humanas com diagndstico de
cancer sdo consistentes com a hipdtese de desregulamentagdo da expressdo de MYC ser
critica, e ocorrer precocemente e prevalentemente no cancer prostatico (Gurel et al., 2008).

Embora a proteina MYC encontra-se aumentada na maioria dos casos de cancer de prostata
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primario e metastatico, Gurel et al. (2008) encontraram tal molécula significativamente
diminuida em lesdes de alto grau (Gleason 7-9), e em lesdes metastaticas ndo tratadas, em
comparacdo com lesdes de grau intermediario (Gleason 6). No entanto, a expressdo de
MYC em lesoes de grau elevado e metastatico era ainda muito maior em relagdo a maioria
dos casos onde o epitélio prostatico estava normal aparentemente, indicando que a
superexpressdo MY C pode ainda ser importante nestas lesdes menos diferenciadas (Gurel
et al., 2008).

Assim como c-Myc, o ABCG2 foi considerado marcador fenotipico e que distingue
supostas cé€lulas-tronco humanas malignas de benignas no tecido prostatico, em
xenoenxertos humanos primarios de tecido prostatico benigno e canceroso, no cancer de
prostata de camundongos TRAMPs e em células progenitoras cultivadas de prostata de
ratos (Huss et al., 2005).

A maioria dos transportadores ABC relacionados com efluxo esterdides, ABCG2 e
ABCB1 tem demonstrado relacdo no efluxo dos metabdlitos do colesterol,
diidrotestosterona (DHT) e estrogénio (Huss et al., 2005). Assim, transportadores ABC
podem proteger as células tronco da prostata de sinais de esteroides, isolando células-tronco
de alteracdes androgénicas, tais como induzida por ablacdo androgénica terapéutica
(Mathew et al, 2009). Também, Bunting (2002) sugeriu que ABCG2 tem papel na
manutencdo da pluripoténcia de células tronco humanas em estado indiferenciado, ¢ na
protecdo destas células-tronco de xenobidticos ou outras toxinas in vivo; ja que ABCG2 ¢
expresso diferencialmente durante hematopoiese, com alta expressdo do mesmo em células
tronco de medula 6ssea primitivas, seguido de uma reducio acentuada em células-tronco
em processo de diferenciacdo (Bunting, 2002).

Assim, conclui-se que o diabetes levou a ativacdo de um processo proliferativo tanto
epitelial quanto estromal; sugerindo que a falta de a¢@o androgénica e insulinica tecidual
tenha sensibilizado as células basais. O processo de ativag¢ao das células basais no epitélio
glandular indicou proliferagdo e reorganizagdo celular o que certamente tem importante
papel na proliferagdo glandular. O desequilibrio da prdstata no diabetes por um maior
periodo experimental sugeriu a ocorréncia de alteragdes malignas, sendo que a terapia com

insulina resultou na diminui¢do destas alteracdes, indicando o efeito protetor no tecido.
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Contudo, considerando o periodo experimental de 20 dias esse efeito ndo foi tao
expressivo, visto que a continuidade da proliferacdo do compartimento basal e a ocorréncia
de células basais de fenotipo intermediario.

O diabetes caracterizou reatividade estromal com a ocorréncia de miofibroblastos,
além do desequilibrio da dindmica glandular e sinalizagdo paracrina, especialmente no
periodo inicial da doenga. Pode-se concluir que o tratamento insulinico indicou a parada
e/ou regressdo do processo de sintese estromal, considerando a reatividade da vimentina.

A existéncia de reatividade positiva para c-Myc apenas nos grupos diabéticos com
20 dias, NOD" 2 e NOD" 2 + 1, indicou tendéncia a malignidade na prostata de animais
diabéticos por periodos de 20 dias mesmo com controle glicémico. Ainda, a
imunorreatividade positiva para c-Myc nestes casos reforcaram a constatacéo estrutural de
que o periodo de ocorréncia da doenga interferiu na deflagragido e/ou severidade da lesdo
prostatica.

De maneira geral, os tratamentos insulinicos tanto com 7 quanto com 20 dias de
diabetes levaram a diminui¢do dos diferentes marcadores de células tronco relacionados a
processos proliferativos epiteliais, demonstrando o papel protetor e equilibrio tecidual

prostatico da insulina.
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8- CONCLUSOES E CONSIDERACOES GERAIS

e Camundongos diabéticos apresentaram alteragdes morfoldgicas e estruturais
prostaticas proporcionais ao tempo de ocorréncia da doenga; como atrofia epitelial,

hipertrofia estromal, NIP, adenose e adenocarcinoma em estagio inicial;

e Tratamento insulinico de camundongos diabéticos levou a recuperacio e/ou
interrupcdo das lesdes estruturais verificados em animais diabéticos sem controle

glicémico;

e O tratamento insulinico de longa dura¢do nio reverteu completamente as alteragcdes
morfoldgicas prostaticas, sugerindo a nao substitui¢do da secre¢do de insulina
normalmente produzida conforme a necessidade metabdlica em individuos nao-

diabéticos;

e Picos de hiper e hipoglicemia devem ter contribuido com o quadro encontrado no
grupo NOD+ 2 + I, considerando a maior probabilidade de ocorréncia de alteracdes

morfoldgicas e estruturais no tratamento prolongado;

e O diabetes ndo protegeu o individuo do cancer de prostata;

e (O diabetes levou a ativagdo de processo proliferativo tanto epitelial quanto
estromal; sugerindo que a falta de acdo androgénica e insulinica tecidual tenha

sensibilizado as células basais;

e O tratamento insulinico indicou a parada e/ou regressdo da ativacdo estromal,

considerando a reatividade da vimentina;



61

¢ A imunorreatividade positiva para c-Myc constatou que o periodo de ocorréncia da

doenga interferiu na deflagracdo e/ou severidade da les@o prostatica;

¢ A insulina sugeriu papel protetor, garantindo o equilibrio tecidual prostatico ja que
houve redu¢ao da reatividade de biomarcadores de células tronco relacionados aos

processos proliferativos epiteliais.
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