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Resumo

Introduc¢ao:Durante o desenvolvimento e a vida adulta de um organismo, células
troncoindiferenciadas, capazes de dar origem a um ou mais tipos celulares, proliferam e se diferenciam
para, tanto produzir os tecidos de um organismo em desenvolvimento, quanto repor c€lulas perdidas
pelo envelhecimento, doenca ou injuria. Essas células residem em um nicho especializado contendo
células diferenciadas e elementos responsdveis por manter o estado predominantemente quiescente.
Acredita-se que as células tronco da préstata contribuam para o desenvolvimento de cancer através da
desregulacdo dos elementos do nicho. ps20 € um elemento secretado por células musculares lisas da
prostata, o qual demonstra capacidade de inibir o crescimento da linhagem de células prostaticas
cancerigenas PC3 em cultura. Evidéncias sugerem uma possivel relagdo entre ps20 com a adesdo
celular.No entanto, seu funcionamento € pouco conhecido. Objetivos: Analisar o efeito do
silenciamento do gene WFDC1/ps20 sobre o comportamento das células p63* e arquitetura tecidual
durante o desenvolvimento prostiatico pds-natal. Materiais e métodos:Préstatas ventrais de ratos
Wistar recém nascidos foram cultivadas sobre membranas flutuantes permedveis, na presenca de RNA
de interferéncia para reduzir a expressdo de ps20. Os 6rgdos foram cultivados por sete dias e em
seguida analisados através da contagem da formacgdo de estruturas epiteliais, coloracdes histoldgicas,
imunohistoquimica e PCR em Tempo Real.Resultados: O silenciamento de WFDC1/ps20 levou a uma
reducdo de 36% na quantidade de mRNA de WFDC1/ps20. Foi observada redu¢do no numero de
pontas de ductos epiteliais entre o segundo e quarto dia cultura e entre o quarto e sétimo dia. A andlise
histolégica revelou ductos com ramificacdo reduzida e com as pontas mais dilatadas, em resposta a
reducdo de WFDC1/ps20. Foi observada polarizagdo celular prejudicadae cavitagdo reduzida. A
imunohistoquimica para p63 revelou que os niveis reduzidos de ps20 promoveram a concentracdo das
células p63" nas pontas dilatadas dos ductos epiteliais. Real Time PCR revelou que o silenciamento do
gene  WFDCl1/ps20 promoveu um aumento de nove vezes na quantidade do mRNA de
MMP9.Discussao: O silenciamento de WFDC1/ps20afetou o desenvolvimento prostitico com um
efeito sem ambiguidade no comportamento das células basais p63*, como representado pelo seu
acumulo nas pontas dos ductos e diminuicdo ao longo dos ductos estendidos. O tratamento também
prejudicou a polarizagdo de células luminais € comprometeu a cavitacdo.O contetdo elevado de mRNA
de MMP9 pode estar relacionado com o acumulo da proteina e a degradacao descontrolada da matriz
extracelular ao redor pontas dos ductos, levando ao fenétipo dilatado. Como a degradacao correta da
matriz em locais especificos é requerida para a formacdo do ponto de ramificacdo, é sugerido que a
ps20 regula o balanco da atividade de MMP9 necesséria durante o desenvolvimento prostatico. Essa
ideia coloca o sistema uPA/uPAR acima da regulacdo e ativacio de MMP9.Conclusoes:A reducio
deWFDC1/ps20comprometeu a morfogénese em ramos, polarizacido das células epiteliais e cavitagdo.
Esses aspectos estdo associados com a desestabilizacdo do comportamento das células p63*, como
sugerido pelo seu acumulo nas pontas dilatadas e diminuicdo do compartimento de células basais ao
longo dos ductos estendidos.

Palavras-chave:prostata - desenvolvimento, células tronco, nicho de células tronco, neoplasias
da prostata, proteina WFDC1.



Abstract

Introduction: During the development and adult life of an organism, undifferentiated stem
cells, capable of giving rise to one or more cell types in an adult organism,proliferate and differentiate
to both produce the tissues of an developing organism and replace cells lost by aging, disease or injury.
These cells reside in a specialized niche containing differentiated cells and elements responsible for
maintaining their predominantly quiescent state. Prostate stem cells are believed to contribute to cancer
developmentvia deregulation of niche elements. ps20 is a protein secreted by prostate smooth muscle
cells which was shown to inhibit the growth of prostatic PC3 cancer cell line in culture. Evidences exist
favoring a possible relationship between ps20 and cell adhesion. However its functioning is still poorly
known.Objectives: Analyze the effect of the silencing of the WFDC1/ps20 gene in the behavior of
p63-positive cells and tissue architecture during the post-natal prostatic development. Materials and
methods: Ventral prostate of newborn Wistar rats were cultured on floating permeable membranes, in
the presence of small interference RNA to reduce ps20 expression. The organs were cultured for seven
days, and then analyzed by counting of epithelial structures formation, histological and
immunohistochemical staining and Real Time PCR. Results: The silencing of WFDC1/ps20 led to a
36% reduction in WFDC1/ps20 mRNA amount. It was observed reduction in the number of epithelial
duct tipsbetween the second and fourth day of culture, and between the fourth and seventh day.
Histological analysis revealed reduced branching and dilated tips in response toWFDC1/ps20knocking
down. It was observedhindered polarization and reduced cavitation. Immunohistochemistry for p63
revealed that reduced levels of ps20 promoted the concentration of p63™ cells at the enlarged ductal
tips. Real Time PCR revealed that the knocking down the WFDC1/ps20 gene promoted a 9-fold
increase in the amount of MMP9 mRNA. Discussion: The silencing of WFDC1/ps20affected prostate
development with an unambiguouseffect on p63™ cells behavior, as represented by their accumulation
at the ductal tips and depletion along the extended ducts. The treatment also hampered the
differentiation of luminal cells and compromised cavitation. The increased MMP9 mRNA content
might be correlated with the accumulation of the protein and uncontrolled degradation of the
extracellular matrix around the duct tips, leading to the dilated phenotype. Since the correct degradation
of the matrix in specific sites is required for the branch point formation we suggest that ps20 regulates
the balance for MMP9 activity required during prostate development. This idea places the uPA/uPAR
system upstream of MMP-9 regulation and activation. Conclusions: The reduction in the
WEDC1/ps20expressioncompromised branching morphogenesis, epithelial cell polarization and
cavitation. These aspects are associated with a destabilization of p63*cell behavior, as suggested by
their accumulation at the dilated tips and depletion from the basal cell compartment along the extended
ducts.

Key words: prostate - development, stem cells, stem cells niche, prostaticneoplasms, WFDC1
protein.
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Introducao
Conceitos iniciais

O conceito de que tecidos possuem a capacidade de se regenerarem vem das ciéncias médicas e
bioldgicas do século XIX. A existéncia de células tronco, vistas como a origem principal de renovacao
tecidual, foi publicada pela primeira vez por Regaud (Regaud. 1901), com seus estudos sobre
espermatogénese. Posteriormente, os hematologistas Weidenreich, Dantschakoff e Maximow
sustentados por Ferrata e Pappenhein propuseram que todas as células sanguineas sdo derivadas de uma
célula-tronco em comum (Baserga e Zavagli. 1981). Ambos os resultados seguem a ideia de que para a
espermatogénese ocorrer, € para as células sanguineas se renovarem ao longo da vida de um organismo,
deve haver células ancestrais auto-replicantes. A descoberta posterior, de que certos progenitores
podem reconstituir a populacdo de células sanguineas apoés irradiacdo letal, definiu de maneira mais
clara o papel das células tronco e culminou no aumento das pesquisas com essas células (Robey. 2000).

Células tronco sdao muitos importantes para um organismo. Nos embrides de 3-5 dias,
denominados blastocistos, células tronco se dividem e diferenciam para formar células especializadas,
que vao dar origemaos diversos tecidos do organismo. Nos tecidos adultos, pequenas populacdes de
células tronco controlam a reposi¢do de células que sdao perdidas pelo envelhecimento, injuria ou
doenca (Ehnert et al. 2009). Células tronco ndo sao especializadas, podem se auto-renovar
indefinidamente e diferenciarem-se para formar um ou mais tipos celulares, o que levou a pesquisas
sobre a possibilidade de utilizar essas células para o tratamento de doengas e lesdes.Duas diferentes
estratégias sdo buscadas para a utilizacdo de células tronco na medicina regenerativa. Uma consiste na
injecdo de suspensdes celulares na corrente sanguinea ou no tecido alvo, a denominada terapia celular.
A segunda estratégia, denominada engenharia tecidual, € mais complexa e utiliza uma matriz, composta
tanto de elementos organicos quanto de biomateriais, combinada a células tronco, para reconstruir um
segmento tecidual ou 6rgdo inteiro para substitui¢do. Através dessas técnicas, acredita-se que seja
possivel desenvolver terapias eficientes contra diversos tipos de doencas e lesdes, como; diversas
doencas hepdticas, diabetes, distrofia muscular, mal de Alzheimer, mal de Parkinson, artrite,
degeneracdo retinal, lesdes na medula espinal, esclerose multipla e desordens monogénicas, como a
hemofilia (Ehnert et al. 2009).

Células tronco residem em locais denominados “nichos” em um determinado 6rgao.
Esses nichos consistem de um microambiente contendo células diferenciadas e elementos da matriz
extracelular que nutrem as células tronco e as mantém em seu estado quiescente. O conceito de nicho
foi introduzido em 1978 (Schofield. 1978), no entanto, foi amplamente negado até que estudos com
Drosophila estimulassem seu ressurgimento. Células do nicho fornecem um ambiente que impede que
as células recebam estimulos para a diferenciacdo, apoptose e outros estimulos que podem
desequilibrar a reserva de células tronco. O nicho também protege contra replicacdo excessiva de
células que podem levar ao cancer. Células tronco sdo periodicamente ativadas para produzir
progenitores ou células de amplificacdo transitéria (TA) que estdo comprometidas a produzir células
diferenciadas. Assim, manter o balango entre a quiescéncia e atividade das células tronco é a marca de
um nicho funcional(Moore e Lemischka. 2006).

Estudos envolvendo células germinativas de Drosophila e Caenorhabditiselegans mostraram
que os nichos sdo regulados por interacdes com a matriz extracelular e fatores de crescimento. Em
ovdrio e testiculos de Drosophila, células tronco crescem em contato com células vizinhas que as
ancoram, mantendo a quiescéncia e permitindo a divisdo assimétrica. A ancoragem das células garante
que as células filhas movam-se para microambientes diferentes, assim sendo expostas a diferentes
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sinais que regulardo sua diferenciacdo (Langet al. 2009).

Nichos de células tronco compartilham diversas propriedades. Os nichos contém elementos
estromais de suporte que diferem de acordo com o nicho. Por exemplo, células endoteliais nutrem o
nicho neuronal, enquanto osteoblastos N-caderina® suportam o nicho das células tronco
hematopoiéticas. O nicho fornece contato fisico e ancoragem, os quais sdo necessarios para a auto-
renovacdo das células tronco. Moléculas de adesdo como integrinas, E- e N-caderinas ancoram as
células tronco a matriz extracelular. Fatores extrinsecos que controlam o nimero e o destino da
populacdo de células tronco sdo gerados juntamente ao nicho. Isso inclui diversas moléculas
sinalizadoras, como Wnts, BMPs, FGFs, Notch e Shh, que controlam, positiva ou negativamente, a

auto-renovacao e determinacdo das células tronco (Guilak et al. 2009; Blum et al. 2010).

Assim, pode-se definir o nicho de células tronco como uma unidade estrutural interativa
organizada para facilitar a determinacao correta das células que o compde de maneira espaco-temporal.
Eventos de sinalizacdo e cross-talk molecular sdo padronizados para ocorrerem no momento certo e na
hora certa. E comum, entre diferentes nichos,a influéncia da organizacdo anatdmica na coordenacdoda
fun¢do das células tronco. Sinais negativos e positivos estdo integrados, como representado pelo eixo
Wnt/Bmp e muitas dessas vias sdo comuns entre diferentes sistemas(Moore e Lemischka. 2006).

O estudo dos nichosde células troncotambém é importante para o entendimento do cancer, sua
origem e possiveis estratégias de tratamento. Células tronco nos 6rgdos possuem uma longa vida, isso
faz com que adquiriam modificagdes epigenéticas e mutagdes genéticas através da exposi¢ao a insultos
como o estresse oxidativo e dano ao DNA ao longo do processo de envelhecimento, resultando na
desregulacdo de processos celulares normais (Bell e Van Zant. 2004; Feinberg et al. 2006). As
caracteristicas do tumor podem ser determinadas pelo estigio na qual essas alteracdes genéticas
ocorrem. Mutagdes nas células tronco embriondrias dariam inicio aos canceres da infancia, como tumor
de Wilms, teratocarcinoma e neuroblastoma. Mutagdes em progenitores precoces promovem o
desenvolvimento de canceres mal diferenciados, incluindo tumores de prdstata, mama e cdélon.
Canceres bem diferenciados surgiriam de progenitores tardios e tumores benignos de células um pouco
antes da diferenciacdo terminal (Sell. 2004).

O 6nus global do cancer continua a aumentar em grande parte devido ao envelhecimento e
crescimento da populagdo mundial e a uma crescente ado¢dao de comportamentos causadores de cancer,
especialmente o tabagismo, dentro de paises em desenvolvimento econdmico. Foi estimado que em
2008 ocorreram 12.7 milhdes de novos casos de cancer seguidos de 7.6 milhdes de mortes por cancer
em todo o mundo (Jemal et al. 2011). No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer, estimou que em 2010
houve 489.270 novos casos de cancer, sendo, 236.240 no sexo masculino e 253.030 no sexo feminino.
Com excec¢do do cancer de pele do tipo ndo melanoma, o cancer de prostata teria a maior prevaléncia
com 52.350 novos casos.O cancer de prostata € o segundo cancer mais frequentemente diagnosticado e
a sexta maior causa de morte por cancer em homens, representando 14% (903.500) do total de casos
novos de cancer e 6% (258.400) do total de mortes por cincer em homens em 2008. O cancer de
préstata, mama,e colo-retal no sexo feminino,e as taxas decancer de pulmao, sdo de 2 a Svezes maiores
nos paises desenvolvidos quando comparado aos paisesem desenvolvimento, como resultado
devariagdes em umconjunto heterogéneo defatores de riscoe praticasde diagndstico (Jemalet al. 2011).

Desenvolvimento prostatico e fatores envolvidos

A glandula prostitica desenvolve-se a partir do seio urogenital (UGS), que se origina da
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endoderme. O processo de desenvolvimento, embora continuo, pode ser classificado em cinco estagios
distintos, que envolvem a determinagio, inicio do brotamento, morfogénese em ramos, diferenciagdo e
maturacdopubertal. A determinag@o envolve a expressdo de sinais moleculares que comprometem uma
parte especifica do seio urogenital com o desenvolvimento da préstata. O desenvolvimento fenotipico
comeca quando as células epiteliais do seio urogenital formam brotos que penetram o mesénquima
circundante ao seio urogenital. Em humanos, o desenvolvimento prostatico ocorre durante o segundo e
terceiro trimestre de gestacdo e estd completo no momento do nascimento. Em contraste, a prdstata de
roedores tem grande parte do seu desenvolvimento nos primeiros 15 dias apds o nascimento. No
nascimento, os lobos ventrais, dorsais e laterais da prdstata de roedores, consistem de dutos alongados,
sem ramificagdes, sendo que os subsequentes crescimento e ramificacdo ocorrem apds o0 nascimento.
Durante essa fase, a proliferacdo de células epiteliais ocorre principalmente nas pontas dos brotos em
crescimento, as extremidadesdistais (tips). O contato com o mesénquima prostitico, também em
desenvolvimento, promove o inicio e progresso da ramificacdo dos brotos. A morfogénese completa-se
entre os dias 15 e 30 apds o nascimento e o crescimento final e matura¢do ocorrem na puberdade, entre
os dias 25 e 40 com o aumento dos niveis de andrégenos circulantes(Prins e Putz. 2008).

A diferenciagdo de células mesenquimais e epiteliais € coordenada com a morfogénese e ocorre
no sentido proximal ao distal. A formagdo de limen ocorre juntamente com a diferenciacdo e formacao
das camadas basais e luminais e inicia-se nos dutos proximais por volta do dia 5 apds o nascimento,
estendendo-se a regido distal por volta do dia 12. Entre os dias 10 e 15 a diferenciagao funcional
comecga e ocorre a sintese de produtos de secrecdo pelas células luminais diferenciadas. Juntamente
com a diferenciacdo epitelial, 0 mesénquima condensa-se entorno das pontas dos brotos e forma um
padrdao distinto ao longo da membrana basal. Células adjacentes aos dutos formam uma camada
periductal de células musculares lisas enquanto células interductais se diferenciam em fibroblastos
(Prins e Putz. 2008).

A determinacdo e iniciacdo do desenvolvimento prostitico de humanos e roedores ¢é
inteiramente dependente de andrégenos produzidos pelos testiculos fetais. Os andrégenos agem através
de sua interacdo com receptores nucleares denominados receptores de andrégeno (AR), que sdo
membros de uma superfamilia de fatores de transcricdo. AR é bastante expresso no mesénquima do
UGS antes e durante a morfogénese prostdtica, enquanto a expressao de AR epitelial é induzida apds o
inicio do brotamento e ramificacdo. Foi demonstrado que o AR no mesénquima, ndo no epitélio, é
responsavel pela morfogénese prostitica (Cunha e Chung. 1981; Cunha et al.1987). Proliferacdo
epitelial e diferenciacdo parecem ser amplamente governadas por fatores pardcrinos sobre controle do
AR mesenquimal, enquanto a diferenciacido de células mesenquimais também requer sinais produzidos
pelo epitélio (Prins e Putz. 2008).Esses eventos culminam na diferenciacdo de trés linhagens de células
prostaticas funcionalmente distintas; basal, luminal secretéria e neuroenddcrina. Células basais
expressam citoqueratinas de alta massa molecular como CKS5 e CK14. Elas ndo expressam receptor de
androgeno AR e sustentam as células luminais, que expressam citoqueratinas de baixa massa
molecular, como CK8 e CK18. As células luminais expressam AR, produzem a secrecao prostdtica e o
antigeno especifico prostitico (PSA) em humanos, processos que sdo frequentemente regulados por
andrégenos. Células neuroenddcrinas produzem neuropeptideos incluindo serotonina, bombesina,
calcitonina e somatostatina (Kasper. 2008).

Fatores de transcricdo nuclear, que incluem genes homeobox comuns e 6rgdo-especificos e
sinalizadores secretados como Hedgehogs, Whts, Fgfs e Bmps/Tgfb/activina controlam o
desenvolvimento prostitico. Essas moléculas secretadas comunicam-se de maneira autdcrina e
paracrina entre células epiteliais e mesenquimais através de seus receptores (Prins e Putz. 2008).
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Culturas de préstatas de ratos recém nascidos revelaram que genes Hox expressos durante o
desenvolvimento prostatico, incluindo Hoxal3, Hoxd13 e Hoxbl13 sdo regulados positivamente por
testosterona (Huang et al. 2007). Estudos mostraram papéis essenciais para Hoxal3 no crescimento
prostatico e Hoxd13 no crescimento prostatico e ramificagdo (Warot et al. 1997). Ratos nocaute para
Hoxb13 demonstram perda da producdo de elementos de secre¢dao e perda de polaridade celular,
sugerindo seu papel na diferenciacdo (Economides e Capecchi. 2003). Isso é apoiado por estudos
utilizando vetores lentivirais para promover a expressao de Hoxb13 em células prostaticas de ratos
indiferenciadas, os quais demonstraram a ocorréncia de inducdoda diferenciacdo para a linhagem

epitelial(Huang et al. 2007).

O gene Nkx3.1 € expresso no trato reprodutivo masculino de maneira restrita ao epitélio da
glandula prostatica e bulbouretral (Bieberich et al. 1996). Sua expressdo no epitélio do UGS em locais
de inicio do brotamento, antes da formacgao dos brotos, sugere um papel na determinacdo prostatica
(Bieberich et al. 1996; Bhatia-Gaur et al. 1999). A expressdo de Nkx3.1 epitelial € mantida ao longo da
vida e acredita-se que tenha papel importante na homeostase tecidual. Camundongos mutantes nulos
para Nkx3.1 exibem padrdo de ramificacdo e diferenciacao defeituosos, sugerindo sua importancia na
morfogénese ductal e diferenciacao(Schneider et al. 2000).

Expressao de FoxAl € detectada no epitélio da prdstata em desenvolvimento, onde possui
importante papel na morfogénese ductal e maturacao das células epiteliais. Sua expressdo € observada
nos brotos epiteliais do UGS de ratos e camundongos, seus niveis aumentam durante o
desenvolvimento prostatico e sdo mantidos ao longo da vida adulta (Kopachik et al. 1998; Gao et al.
2005).

A via de sinalizagaoNotch estd ativa nos locais de inicio do brotamento, sugerindo um papel no
processo inicial do desenvolvimento prostatico. Enquanto Notchl € inicialmente expresso por todas as
células progenitoras, apds a diferenciacdo sua expressao fica restrita as células epiteliais basais (Wang
et al. 2004). Evidéncias demonstram que a sinalizacdo Notch inibe a expansdo de progenitores
prostaticos, facilita a diferenciacdo epitelial durante o desenvolvimento ea continuidade da ativacao
dessa via tem papel na manutencao da homeostase (Wang et al. 2006).

Shh também possui papel na manutencdo de células progenitoras da prdstata para permitir o
desenvolvimento correto do ducto (Berman et al. 2004), proliferacdo epitelial, diferenciacdo e
ramificacdo. Excesso de Shh leva a regulacdo negativa de Fgf10 e positiva de Bmp4, o que resulta em
um obstdculo para ao crescimento ductal e ramificacao(Freestone et al. 2003; Pu et al. 2004).

A expressao de Fgfl0 € detectada na prostata espacialmente restrita as regides distais da
glandula, onde € proposto que funcionem como quimioatratores para os ductos em elonga¢do e como
indutor da ramificacdo dos ductos através da estimulacdo da proliferacio de células epiteliais
(Thomson e Cunha. 1999; Donjacour et al. 2003). A expressdao de Fgf10 é ampla no mesénquima em
desenvolvimento, durante os estdgios iniciais do brotamento ductal e elongacdo e subsequente
condensagdo ao redor dos ductos em crescimento, com forte expressdo nas pontas distais durante a
morfogénese ductal ativa (Huang et al. 2005). Receptores de Fgf10 e Fgf7 sao expressos por células
epiteliais prostéticas, estabelecendo assim importante comunicacio paricrina epitélio-estroma durante
o desenvolvimento. Estudos com camundongos nocautepara Fgf10 demonstraram um papel essencial
na inicia¢ao prostatica e morfogénese, pois as prostatas desses animais eram rudimentares, com nimero
limitado de brotos e crescimento bastante limitado. Foi demonstrado que a sinalizacdo Fgfl10 é
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essencial para a estimulacido por testosterona da expressdo de Shh e Hoxb13 no epitélio da préstata
ventral, estabelecendo assim que o Fgf10 funciona como um fator paracrino regulado por andrégeno
que influencia a expressdo de genes morforegulatorios em células epiteliais (Pu et al. 2007).

Experimentos sugerem que Bmp possui a funcdo de inibidor do crescimento prostético,
restringindo o crescimento dos brotos, € a compensa¢do dessa funcdo € necessdria para o inicio do
brotamento. Acredita-se que a expressao continua de Bmp4 ao longo da extensdo dos ductos possui um
papel ativo na ramificacao, por limitar a proliferacdo celular em locais restritos (Lamm et al. 2001; Pu
et al. 2004; Huang et al. 2005; Prins et al. 2006).Bmp7 também possui potencial inibitério. Receptores
de Bmp7 sdo encontrados tanto em células epiteliais como mesenquimais, nas regides proximal e distal,
sugerindo uma resposta diferenciada nesses locais distintos. Camundongos Bmp7 nocautesexibem um
aumento de duas vezes na quantidade de ramificacodes, e adi¢do de Bmp7 a cultura de 6rgios inibe a
morfogénese, indicando sua funcao inibitoria semelhante a Bmp4 (Grishina et al. 2005).

Foi demonstrado que Tgf31 também possui papel inibitério do crescimento no desenvolvimento
prostatico. Seu papel inibitério no crescimento e morfogénese ductal pode ser atribuido em parte pela
inducdo da expressdo de p21°P™! no epitélio, o qual leva a célula epitelial para um estado de
diferenciac@o terminal, limitando sua proliferacdo (Chang et al. 1999). A agdo de Tgff31 varia ao longo
do eixo proximal-distal, levando a supressao da proliferacao de células epiteliais e estromais nos ductos
proximais e estimulando a proliferacdo de células epiteliais nas pontas distais menos diferenciadas
(Tomlinson et al. 2004). A ag¢ao inibitdria do crescimento pelo Tgf31 pode ser também mediada, em
parte, pela redistribuicdo nuclear de AR para o citoplasma induzida por TgfB1 em células musculares
lisas, suprimindo efetivamente a acdo de androgenos nessas células (Gerdes et al. 1998). Além disto,
foi demonstrado que TgfP1 reprime a expressdo prosttica de Fgf10, o que pode também contribuir
para seus efeitos inibitérios (Tomlinson et al. 2004).

A via de sinalizacdo Wnt possui papel fundamental no desenvolvimento prostatico.Em culturas
de 6rgdos, a adicdo de Wnt5a inibe o crescimento de ductos e sua ramificacdo, devido a supressdo da
proliferacao de células epiteliais nos ductos centrais e distais, mas ndo nos proximais. As células
demonstraram sinais de maturagdo e diferenciacdo atrasada, além da falta de organizagado e polarizacio
das células epiteliais (Huang et al. 2009).

Células tronco prostaticas

Células tronco prostéticas (PSC) nos ratos e camundongos adultos podem ser definidas por sua
habilidade de sobreviverem a retirada aguda de andrégenos e proliferarem, diferenciarem e
reconstruirem uma prostata mediante a reposi¢do de andrégeno. Estudos de regressdao/regeneracao
demonstram que, mesmo apds mais de 30 ciclos, o tratamento com andrégenos pode restaurar a
estrutura glandular (Tsujimura et al. 2002).Isaacs e Coffey (1989) propuseram que células tronco
andrégeno-independentes ddo origem a dois tipos celulares: células tronco e células de amplificacio
transitéria (TA) andrégeno-independentes, as quais podem se dividir rapidamente, com capacidade
proliferativa limitada e diferenciar-se em células luminais através de um fendtipo intermediario (Isaacs
e Coffey. 1989).

Um sistema bastante ttil para a andlise do desenvolvimento prostitico € a recombinagdo
tecidual desenvolvida por Cunha e Lung (1978). Fragmentos de tecido dissecados do mesénquima do
seio urogenital de ratos ou camundongos de meia gestacdo demonstram uma influéncia indutiva
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quando combinados com fragmentos de epitélio prostatico de origem embriondria ou pds-natal e
enxertados sobre a cdpsula renal de camundongos imunodeficientes. Com esse sistema € possivel
regenerar a arquitetura tubular ramificada da préstata (Cunha e Lung. 1978).Utilizando um sistema
similar, foi proposto um modelo alternativo no qual células basais, luminais e neuroenddcrinas
representam linhagens de células epiteliais distintas. Kuritaet al(2004) demonstrou que as células do
seio urogenital de animais p63” dissociadas e enxertadas sobre a cépsula renal de camundongos
machos, desenvolvem-se em um tecido prostatico contendocélulas luminais e neuroenddcrinas, porém
sem células basais, suportando a hip6tese de que esse tipo celular origina-se de uma linhagem epitelial
separada (Kurita et al. 2004). Na prostata, uma populagdo de células BrdU-positivas de ciclagem lenta
foi encontrada na camada basal da regido proximal. Essas células possuem alta capacidade proliferativa
em cultura e sdo capazes de reconstituir estruturas glandulares ramificadas em culturas 3D em gel de
coldgeno (Tsujimura et al. 2002). Essas células sobrevivem a remog¢ao androgénica e sdo capazes de
regenerar complemente o tecido prostitico apds e reposicao de andrégenos (Goto et al. 2006). Esses
resultados sugerem que as células tronco prostaticas estdao localizadas na regidao proximal.

Experimentos utilizando o cultivo de células em uma matriz semi-sélida contendo altos niveis
de laminina e outros fatores demonstraram que a intera¢do de receptores de superficie com as proteinas
da matriz extracelular regula a polaridade e morfologia de células epiteliais mamaérias, além de mediar
sinais de sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo (Bissell et al. 2002). Células epiteliais prostéticas
malignas e normais desenvolvem morfologia acinar em Matrigel, através de interagdes do receptor de
superficie CD49f e a laminina do Matrigel (Bello-Deocampo et al. 2001). Células prostaticas crescem
em estruturas esféricas quando cultivadas em Matrigel. Foi demonstrado que as células p63" possuem
maior capacidade de formacdo de estruturas esféricas e essas células localizam-se preferencialmente na
periferia das esferas, aonde estdo em contato com os elementos da matriz. Essas observacdes sugerem
que p63 deve regular a expressdo de moléculas de adesdo para modular vias de sinalizacdo entre as
células tronco e seu nicho que, subsequentemente, controla a capacidade proliferativa e diferenciacio
das células tronco prostaticas (Xin et al. 2007).

Estudos sugerem que células basais expressando p63 sdo requeridas para organogénese
prostatica. Camundongos p63-deficientes apresentam defeitos severos no desenvolvimento de 6rgaos
epiteliais que expressam p63, agénese do epitélio escamoso e glandulas mamdria, salivar e lacrimal,
demonstrando assim que p63 deve ser essencial para a manutenc¢do da populagdo de células tronco em
vdrios tecidos epiteliais. Andlises histolégicas de toda a uretra de camundongos p63” revelaram
auséncia da prostata. Nenhum ducto ou brotamento epitelial pode ser identificado tanto na por¢ao
ventral quanto dorsolateral do mesénquima periuretral. (Signoretti et al. 2000).

Kuritaet al (2004) realizaram estudos com camundongos p63'/ e p63+/ " e demonstraram que p63
€ essencial para o desenvolvimento das células prostdticas basais, mas que o desenvolvimento dos
ductos prostdticos e a diferencia¢do de células luminais ndo necessitam de células p63™. As células
neuroenddcrinas e células musculares lisas também ndo necessitam desse tipo celular para sua
diferenciacdo (Kurita et al. 2004). Embora as células basais ndo sejam necessdrias para a diferenciacio
de células luminais, elas parecem ser essenciais para a manuten¢do da diferenciacdo das células
luminais. A perda das células basais, ou alteracdes em moléculas de adesao celular, afeta a expressao
génica e fendtipo das células luminais na prostata. As células basais p63* residem na membrana basal e
devem mediar ou modular interagdes entre células estromais e luminais. Devido ao crescimento
epitelial e diferenciacdo funcional serem reguladas por andrégenos através de fatores paracrinos
estromais, é provavel que a perda das células basais perturbe a interac@o entre as células epiteliais e
estromais e atrapalhe esses eventos(Kurita et al. 2004).
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Oussetet al (2012) realizaram experimentos de localizacdo de linhagens celulares para
investigar a hierarquia celular que contribui para o desenvolvimento prostitico pds-natal sob condi¢des
fisiolégicas. Foi mapeada a expressdo de citoqueratinas basais (CK5, CK14) e luminais (CK8/18,
CK19) durante o desenvolvimento prostitico pds-natal e foi constatada a existéncia de progenitores
basais multipotentes capazes de se diferenciarem em células basais, luminais e neuroenddcrinas, além
de progenitores luminais unipotentes, que seriam responsaveis pela grande expansdo epitelial que
ocorre durante o desenvolvimento prostitico pds-natal. Para o desenvolvimento prostitico foram
propostos dois modelos, um na qual o compartimento de células basais contém progenitores basais
unipotentes e bipotentes, enquanto no segundo modelo, um tnico progenitor basal bipotente pode se
dividir simetricamente para dar origem a dois progenitores basais bipotentes, ou assimetricamente
dando origem a um progenitor basal bipotente ou progenitor luminal unipotente. Durante a homeostase
e regeneragdo prostatica induzida por andrégenos, as linhagens luminais e basais sdo repostas por dois
diferentes tipos de progenitores unipotentes basais e luminais (Ousset et al. 2012).

Acredita-se que as cé€lulas tronco proliferem e se diferenciem mediante a estimulos similares
aos detectados no desenvolvimento prostatico. Wanget al (2006) demonstrou que a inativacdo de Notch
em culturas de 6rgao resultou em formagdo luminal reduzida, segregacdo das camadas basal e luminal e
separacdo entre as células basais adjacentes. A marcagdo de p63 ndo era homogénea, mas em grupos e
em alguns lugares foi observado aumento da camada basal. As prostatas tratadas com os inibidores
demonstraram um epitélio desorganizado, sem células luminais colunares justapostas a células basais
alongadas.Foi observado aumento da populacdo de células que expressaram marcadores de células
luminais e basais, como CK8 e CKI14, sugerindo um papel inibitério de Notch no crescimento e
expansao de células epiteliais prostaticas, assim como na diferenciacio(Wang et al. 2006). Grishinaet al
(2005) demonstrou que BMP7 inibe a ramificacao prostética e limita a atividade de Notchl. Em ratos
nulos para BMP7, o aumento da ramificagdo prostdtica coincidiu com o aumento da atividade de
Notchl no epitélio urogenital. Foi proposto que BMP7 inibe a sinalizacdo de Notchl no epitélio da
prostata e limita o ndmero de células com expressao de Notchl. Adicionalmente, foi demonstrado que
FGF10 pode manter a atividade de Notchl independentemente da atividade de BMP7. FGF10
compensa o efeito inibitério de BMP7 na sinaliza¢do por Notch1(Grishina et al. 2005).

Outra importante via de sinalizagdo € avia Wnt, envolvida no desenvolvimento prostatico.Foi
demonstrado que a ativacao da sinalizagao candnica de Wnt mantém células progenitoras epiteliais em
seu estado indiferenciado (Wang et al. 2008). Adicdo de Wnt5a a culturas de 6rgdos resultou em
inibicdo do crescimento ductal e ramificacdo, as prostatas exibiram sinais de maturacdo e diferenciacio
celular atrasadas e as pontas dos ductos estavam preenchidas de células basais p63*. Em contraste,
ratos nocaute para WntS5a nao demonstraram perda da capacidade de diferenciacdo das células
epiteliais. Foi sugerido que Wnt5a ndo afeta permanentemente a diferenciacdo terminal, mas sim possui
um papel em controlar a proliferacdo epitelial, organizacdo e polarizagdo. Wnt5a ndo é essencial para o
inicio do brotamento prostatico, mas € requerido para o desenvolvimento normal da préstata(Huang et
al. 2009).

Nicho das células tronco prostaticas

Embora diferentes células troncoem diferentes tecidos variem em seu potencial de
desenvolvimento, todas as células tronco devem se auto-renovar, porém seguindo um balanco
adequado entre sua auto-renovacgdo e diferenciacdo(Reya et al. 2001). Trabalhos em outros sistemas
demonstraram que as células tronco devem residir em um nicho especializado que fornece um balanco
essencial de células especializadas e fatores que permitem que a célula tronco se replique e diferencie
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de acordo com a necessidades do sistema (Bjerknes e Cheng. 1999; Oshima et al. 2001; Spradling et al.
2001).0 nicho das células tronco da prostata ainda nao foi identificado devido a dificuldades para
encontrar as células tronco prostiticas. Devido ao fato de células tronco ciclarem lentamente, a
marcacdo por BrdU pode ser usada para identificar essas populacdes. Essas células que retém por
longos periodos a marcagdo por BrdU foram encontradas em outros o6rgdos, incluindo as cérnea,
foliculo piloso, esdfago, coracdo, rim, pulmido e pancreas. Evidéncias demonstram que células
comretengdo a longo prazo de BrdU sdo encontradas na camada basal da regido proximal dos ductos
prostaticos. Essas células possuem alto potencial proliferativo e foram capazes de reconstruir estruturas
glandulares ductais em culturas 3D. Essas células sobrevivem a remog¢do de andrégenos e suportam a
regeneragao completa do tecido prostdtico apés suplementagao androgénica (Takaoe Tsujimura. 2008).

Blumet al (2010) isolaram células do epitélio e mesénquima do seio urogenital (UGE e UGM,
respectivamente), compararam a diferenca de expressdo génica e buscaram, através de andlises
computacionais, decifrar fatores de transcri¢do e funcdes bioldgicas que caracterizam o nicho das
células tronco prostaticas. Foram encontrados fatores ativos tanto no UGM quando UGE, que possuem
ligacdo com outros sistemas de células tronco, onde regulam fun¢des como auto-renovacao, migracao e
oncogénese. Foram observadas variacdes nos niveis de membros da familia Ap2, que € responsavel por
promover a proliferacdao sobre a diferencia¢do, sendo um marcador de células tronco e pluripoténcia.
Tcfap2a e Tcfap2c estdo mais expressos no UGE em comparacdo com UGM, enquanto Tcfap2b estd
aumentando no UGM. Lmo?2 estd expresso onze vezes mais no UGM em comparagao com o UGE. Na
prostata normal atua como regulador da determinacdo celular e diferenciacdo e sua superexpressao esta
relacionada com o estdgio avancado de tumores prostaticos. O enriquecimento de motivos Areb6/Zebl
no UGE sugere que a migragdo celular deve ser um componente integral do nicho das células tronco da
prostata. Esse fator € um regulador da transicao epitélio-mesénquima no cancer prostitico e estimula a
migracdo e invasdo das células prostaticas cancerigenas. Como foi demonstrado que a transi¢io
epitélio-mesénquima gera células com propriedades de células tronco, acredita-se que atividade de
Areb6 no nicho das células tronco da préstata estd relacionada a esse processo no nicho primitivo,
assim como na invasdo das células epiteliais no mesénquima circundante para formar os brotos
prostaticos primitivos, de onde os ductos prostéticos se desenvolvem. Rrebl também pode estar ligado
com a migracao de células no nicho das células tronco prostaticas. Rrebl é essencial para diminuir as
interacdes célula-célula de células epiteliais e permitir sua migragdo. Assim, a combinacdo de fatores
expressos no nicho das células tronco da préstata deve ditar as mudangas dindmicas na morfologia e
migracao de células juntamente ao nicho (Blum et al. 2010).

A via de sinalizagdo Wnt/[3-catenina esta relacionado a auto-renovagdo de diversos tipos de
células tronco e Wnt5Sa estd expresso seis vezes mais no UGM em comparacdo com UGE. Para seu
funcionamento, Wnt depende da palmitoilacdo, indicando que ambos o metabolismo lipidico e a via de
sinalizagdo Wnt sdo importantes reguladores no nicho das cé€lulas tronco da préstata. A via Wnt/[3-
catenina também regula a expressdo de membros da familia Eph de receptores e suas efrinas ligantes.
Interagdes Eph-efrina sdo responsdveis pelo posicionamento de células no nicho e promover
proliferacao de células progenitoras. O ligante de Efnal foi detectado com expressdo trés vezes maior
no UGE e o receptor Efna3 onze vezes mais expresso no UGM em compara¢cdo com o UGE. Outra via
de sinalizacdo bastante relevante para a biologia de células tronco é a via Notch. Foi detectada
expressdo quatro vezes maior do receptor de Notch, Jag2, no UGE, enquanto o UGM expressa quatro
vezes mais o ligante Notch4, em comparacdo com o UGE. Também foi detectado em abundancia
membros da familia FGF, os quais estdo ligados com as interacdes epitélio-mesénquima, auto-
renovacdo, morfogénese prostatica e manuten¢ao do nicho. TGF-3 e BMPs também participam de vias
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bastante relevantes para a manuten¢do da auto-renovagao de células tronco e muitas dessas moléculas
estdo superexpressas no UGE ou UGM. Também foram avaliados membros da via de sinalizacdo Shh,
que possui papel na proliferacdo e foi revelado um aumento de duas vezes na expressdao do receptor de
Shh, Ptch1, no UGM em comparag¢do com o UGE (Blum et al. 2010).

Integrinas mediam a ligacdo de células tronco a matriz extracelular presente no nicho.
Interagdes de integrinas com a matriz iniciam vias de sinalizacdo e podem também ativar receptores de
fatores de crescimento (Watt e Hogan. 2002). Foi encontrado aumento na expressao de Itgal, Itga4,
Itga7, Itga8, Itga9 e Itgb3 no UGM em comparacdo com o UGE. Em contraste, outras integrinas sao
detectadas com expressao maior no UGE, como Itga3 e Itgb4, que funcionam como receptores de
laminina, um componente da membrana basal. A expressao da subunidade integrina 03 é aumentada
significativamente por p63. A expressdo de Trp63 aparece 32 vezes maior no UGE em comparacdo com
o UGM. Isso pode levar a expressdao elevada da subunidade a3 integrina no UGE, o qual deve
influenciar a adesdo de células tronco a seu nicho. A expressdo de integrina 36 é cinco vezes maior no
UGE e esta envolvida com a ativacdo de TGF-B1 e TGF-33. A regido proximal dos ductos prostaticos
possui altos niveis de TGF-[3 e essa sinaliza¢do promove a quiescéncia de células tronco, sugerindo que
esse € um regulador importante do nicho das células tronco da préstata (Blum et al. 2010).

A inducdo do crescimento e diferenciagdo de células epiteliais por células mesenquimais
adjacentes € uma caracteristica comum da organogénese de muitos tecidos. Essas interagdes foram
particularmente bem estudadas na morfogénese do seio urogenital fetal em uma glandula prostética.
Células epiteliais do seio urogenital progridem seguindo um padrdo de morfogénese de acinos apenas
quando recombinadas com células mesenquimais do seio urogenital (Cunha. 1972).Interagdes epitélio-
estroma possuem um importante papel, ndo apenas no desenvolvimento prostitico, mas na progressao
do cancer de préstata. Células estromais derivadas de hiperplasia prostitica benigna possuem
propriedades de células tronco com marcadores de células tronco mesenquimais (Lin et al. 2007). E
importante entender a biologia das células estromais prostdticas nao apenas no aspecto do nicho e seu
papel em manter e determinar o destino das células tronco normais e cancerigenas, mas também como
componente fundamental do tecido prostitico com enorme potencial proliferativo e de
diferenciagao(Miki. 2010).

E sugerido que uma proteina designada ps20 também participa de processos relacionados a
adesdo celular. Rowleyet al (1995) demonstraram que ps20 é capaz de inibir a proliferacdo de células
PC3 em cultura e estimular a sintese protéica. Observacdes feitas em ensaio in Vitro sugerem uma
funcdo na interagdo epitélio-estroma envolvida no crescimento tecidual e controle da diferencia¢do na
glandula prostatica. Foi demonstrado que, tanto a matriz extracelular produzida pelas células estromais,
o contato direto célula-célula e a secre¢do de efetores pardcrinos induzem e/ou facilitam a expressao
génica especifica que levard a um fendtipo epitelial em uma ampla variedade de tecidos. Acredita-se
que a combinagdo desses fatores pardcrinos, moléculas da matriz e comunicacdo célula-célula
contribuem para mecanismos de indu¢do de fenétipo epitelial pelo estroma. As ac¢des de ps20 devem
ser um componente desse mecanismo. A proteina ps20 deve funcionar como um componente da matriz
depositado pelo mesénquima ou como uma proteina de membrana envolvida na adesdo célula-célula ou
célula-matriz, assim afetando a proliferacao/diferenciacao (Rowleyet al. 1995). A possivel relagao entre
ps20 e as células tronco/progenitoras da préstata ainda precisa ser estudada.

Um processo bastante importante durante o desenvolvimento prostatico é a clivagem
proteolitica de componentes da matriz extracelular por MMPs (Xuet al. 2001). MMPs abrangem uma
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familia de enzimas que degradam uma grande variedade de componentes da matriz extracelular e
possuem um papel importante em processos fisioldgicos normais e estados patolégicos, como a
metastase tumoral e angiogénese. MMP-2 e MMP-9 sdo gelatinases que degradam preferencialmente
coldgeno tipo IV e laminina. A atividade de MMP-2 € maior durante o inicio do desenvolvimento
prostatico pds-natal, o que indica que sua expressdo pode ser regulada por testosterona. MMP-9
localiza-se preferencialmente nas pontas dos ductos epiteliais em desenvolvimento e sua expressao é
reduzida conforme o desenvolvimento se completa. Acredita-se que processos como a proliferacdao
celular, ramificagdo ductal e a invasdao epitelial no estroma estejam relacionadas com a atividade
proteolitica localizada de MMP-2 e MMP-9 (Bruni-Cardoso et al. 2008). A relacdo entre MMP-9 e
ps20 é desconhecida, assim como a relagdo de ambas essas moléculas com o fator de transcri¢ao p63.
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Justificativa

Compreender os elementos do nicho envolvidos no controle das células tronco prostaticase de seus
intermedidrios € essencial para a compreensdo da dinamica dos tipos celulares envolvidos no
crescimento e fisiologia prostéticas. A desregulacdao desses elementos permite a proliferacdo celular
excessiva, o que leva a carcinogénese e essa desregulacdo também auxiliaria nos processos de
progressdo tumoral.

Objetivos

Analisar o efeito do silenciamento do geneWFDC1/ps20 sobre o comportamento das células p63”,
arquitetura tecidual durante o desenvolvimento prostitico pds-natal e expressao de MMP9.
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Materiais e Métodos
Procedimentos com animais

Os animais utilizados foram obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica
(CEMIB-UNICAMP). Foram utilizados ratos Wistar no dia do nascimento (dia 0). Os animais foram
sacrificados por decapitagdo, a regido do abdome inferior foi desinfetada com etanol 70% e as camadas
de pele e musculo seccionadas de maneira a expor acavidade peritoneal. Utilizando materiais cirdrgicos
lavados e desinfetados com etanol 70%, o peritonio foi aberto e o sistema geniturinario exposto. Foram
removidos os dois lobos da préstata ventral, localizados abaixo da bexiga urindria, os quais foram
imediatamente colocados em placas de cultura. Os animais foram dissecados com o auxilio de uma
lupa Leica M165C.Foram realizados trés experimentos de cultura de 6rgios, envolvendo quantidades
diferentes de animais. No primeiro experimento, dois 6rgdos foram submetidos ao silenciamento de
WEDCl1/ps20 e trés 6rgaos receberam o silenciamento de GFP. Esses 6rgados foram utilizados para
andlise histoldgica e imunohistoquimica. No segundo experimento foram utilizados doze 6rgaos, sendo
seis para o silenciamento de WFDC1/ps20 e seis para o silenciamento de GFP. Todos os doze 6rgaos
foram congelados para extragcdo de RNA. No ultimo experimento foram utilizados novamente doze
orgaos, sendo seis cultivados com siWFDC1 e seis com siGFP. Trés animais de cada grupo foram
utilizados para andlise histoldgica e trés para imunohistoquimica.

Cultura de 6rgaos e silenciamento com siRNA

Apds a remogdo das prostatas ventrais dos animais, os 6rgdaos foram depositados sobre uma
membrana de nitrocelulose semi-permedvel LCR-PTFE Hidrofilica (Cat.: FHLCO01300, Millipore,
Barueri, SP, BRA) , previamente colocadas em placas de culturade 24 wells, flutuando sobre meio de
cultura DMEM (Cat.: 01.010.0500, Nutricell, Campinas, SP, BRA)/HAM-F12(Cat.: 01981, Vitrocell,
Campinas, SP, BRA) 1:1, suplementado com uma mistura de insulina, transferrina e selénio (Cat.:
41400-045, Gibco, Grand Island, NY, EUA) 1% e testosterona (Cat.: GO3BA03, Novaquimica,
Hortolandia, SP, BRA) 10 nM, juntamente com as solucdes de siRNA contendo os duplex para inibi¢ao
do mRNA do gene WFDC1 (Cat.: D-093220-04, ThermoScientificDharmacon, Pittsburgh, PA, USA).
Como controle foi utilizado siRNA contendo duplex para inibicdo do mRNA da proteina GFP (Cat.:
27316638, IDT, Coral Ville, IA, EUA). Os siRNA foram utilizados na concentracio de 20uMe
transfectados utilizando-se Lipofectamina 2000 (Cat.: 11668-019, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Os
meios de cultura contendo siRNA foram trocados a cada 48 horas e as culturas foram mantidas por sete
dias em uma estufa dmida, contendo 5% de CO; a 37°C. O crescimento das culturas foi visualizado em
microscopio Nikon TS100 e registrado com o auxilio de uma camera Nikon DXM1200i. As imagens
foram capturas utilizando objetiva com aumento de 10 vezes. A partir dessas imagens foi feita a
contagem da ramificacdo dos ductos prostaticos. Todos os 6rgdos utilizados nos experimentos tiveram
as pontas dos ductos prostiticos quantificadas visualmente e esses nimeros foram submetidos a
andlises estatisticas.

Fixacao, emblocamento e seccio

Apds o término dos sete dias de cultura, os Orgdos foram retirados das membranas de
nitrocelulose e imediatamente imersos em fixador. Para andlises histologicas os 6rgaos foram fixados
utilizando paraformaldeido (Cat.: 30525-89-4, Merck, Darmstadt, HE, ALE) 4%em solucao salina
tamponada com fosfato. Os 6rgdos ficaram imersos por 12-24 horas no fixador, lavados em &4gua
destilada, desidratados através de imersao em solugdes de concentragdes crescentes de etanol e imersos
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em solucdo de historesina (Cat.: 702231731, Leica, Heidelberg, BW, ALE)por mais 12-24 horas. Todos
esses procedimentos foram realizados em mesa agitadora orbital, em agitacio moderada. Apds a
infiltracdo na soluc@o de historesina, os O6rgdos foram emblocados em cdpsulas de plastico para
subsequente seccdo em micrétomo Leica RM2255. Foram realizados seccoes de 2-4 pm que foram
depositadas sobre laminas histolégicas de vidro.Para a imunohistoquimica, os O6rgaos foram
imediatamente imersos em OCT (Cat.: 4583, Sakura, Torrance, CA, EUA) e congelados por imersao
em nitrogénio liquido. Ap6s completo congelamento, foram armazenados em biofreezer, a -80°C, para
subsequente seccdo em criostato Microm HMSOSE. Foram realizadas seccdes de Spm, que foram
depositadas em laminas histoldgicas de vidro.

Coloracao com Hematoxilina & Eosina

Os cortes em historesina foram imersos em solucdo de Hematoxilina de Harris (Cat.: 2072,
Dinamica, Campinas, SP, BRA) por 20 minutos. Para oxidar a coloracdo as laminas foram colocadas
em suportes de vidro e deixadas sob 4gua corrente por 10 minutos. Em seguida, as laminas foram
imersas em solugdo de Eosina-fluxinapor 10 minutos, passadas em Xilol (Cat.: X09738RA, Exodo
Cientifica, Hortolandia, SP, BRA) por duas vezes de dois minutos cada e foram montadas sob
laminulas de vidro com Entellan (Cat.: 1.07961.0100, Merck, Darmstadt, HE, ALE). As laminas foram
analisadas em microscopio Leica DM2500 e registradas com o auxilio de camera Leica DFM300
FX.Foram feitas imagens panoramicas, em aumento de 10 vezes, das regides proximal e distal, de
maneira a permitir uma observacao global do efeito do silenciamento. Foram capturadas imagens em
aumento de 20 vezes de ambas as regides para visualizar a formacdo de limen e a organizacdo dos
ductos prostdticos e imagens no aumento de 40 vezes para visualizar modifica¢des a nivel celular na
organizacao ductal. A partir dessas imagens foi realizada a andlise da formac¢do de limen. Seis imagens
do controle e seis imagens do siWFDCI tiveram suas estruturas epiteliais quantificadas levando em
conta quantas dessas estruturas epiteliais possuiam limen. Foi determinada a porcentagem de estruturas
epiteliais com limen formado.

Imunohistoquimica

Os cortes obtidos por congelacdo foram armazenados em freezer a -20°C. As laminas foram
retiradas do freezer e expostas a temperatura ambiente por 3-5 minutos. Para fixagcdo foi utilizado
paraformaldeido (Cat.: 30525-89-4, Merck) 4% em solug¢do salina tamponada com fosfato por 10
minutos, seguido de permeabilizacio com Tween 20 (Cat.: T1.038, Synth, Diadema, SP, BRA) 0,2%
em solucdo salina tamponada comfosfato e tratamento com perdxido de hidrogénio (Cat.:
00P1013.06.BJ, Synth, Diadema, SP, BRA) 6% em solu¢do salina tamponada comfosfato para a
remog¢do da autofluorescéncia do tecido. Para o bloqueio foi utilizado solu¢do de BSA (Cat.: A7.906-
5006, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 3%, soro de coelho (Cat.: R9133, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) 10% diluidos emsolucao salina tamponada com fosfato, por uma hora a temperatura
ambiente. Em seguida foi aplicado anticorpo primdrio anti-p63 (Cat.: Sc-8431, Santa Cruz, Santa Cruz,
CA, EUA) na diluido 1:100 em solu¢dao de BSA 1% com 10% de soro de coelho e deixado por 1 hora
em forno seco a 37°C. O anticorpo secunddrio utilizado foi um anti-Ig de camundongo conjugado com
Alexa Fluor 488 (Cat.: A-11059, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), diluido1:2000, por uma hora
a 37°C, sendo que a reacdo foi protegida da luz durante a reacdo com o anticorpo secundério. Para
identificar os nucleos, foi utilizado DAPI (Cat.: D9542, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA)diluido
2000 vezes a partir de uma solucdo com concentracao de 1,5 mg/ml. As laminas foram montadas com
uma solug¢do de glicerina (Cat.:61.005.01.B3, Synth, Diadema, SP, BRA) 90% esolu¢do salina
tamponada com fosfato 10%, as reagcdes visualizadas em microscopio de fluorescéncia Leica DM2500
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e registradas com o auxilio de uma camera Leica DFM300 FX acoplada. Foram capturadas imagens no
aumento de 40 vezes para permitir a diferenciacdo precisa das células apresentando imunomarcacao.
Foram feitas imagens da regido proximal e distal e o tratamento € o controle foram comparados
visualmente.

Real Time PCR

O RNA total do material cultivado com siRNA foi extraido utilizando Kit Illustra RNAspin
Mini (Cat.: 25-0500-71, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), eluido trés vezes em 40ul de dgua
DEPC e quantificado por espectrofotometria utilizando o NanoVue Plus (GE Healthcare). O cDNA foi
produzido de acordo com as instru¢des do fabricante, utilizando o kitHigh CapacitycDNA Reverse
Transcription (Cat.: 4368814, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e OligodT, a partir de 1lg
de RNA. O RNA foi colocado em termociclador, no qual foi submetido a um ciclo de diferentes
temperaturas, sendo 25° C por 10 minutos, 37° C por duas horas e 85° C por 5 minutos.

A quantificacdo relativa por PCR em tempo real foi realizada com o sistema TagMan, no
termociclador 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems).OcDNA foi diluido 200 vezes a
partir da transcricdo, para 10pl de reacdo. O gene de MMP-9 foi quantificado com o ensaio
inventoriadoTagMan Gene Expression Assays Rn00579162_m1 (Cat.: 4331182, Applied Biosystems).
O gene WFDC1 foi quantificado com ensaio desenhado. Os primers (Sequence Detection Primer, Cat.:
4304970) e a sonda (TagMan MGB Probe, Cat.: 4316034) foram encomendados a Applied Biosystems.

WFDCI1_ratF 5’- CGC TGC CAG TCT GACTCT GA -3’

WFDC1_ratR 5’- CAT AGG CAC AGC CGTTGTAACA-3’

WFDC1_ratS 5’- 6FAM ACG ACA CAG ACG CTG MGBNEFQ - 3’

Foram testados nove controles endégenos (Cat.: Cat.: 4331182, Applied Biosystems): [-actin
(Rn_00667869), HPRT (Rn_01527840_m1), GusB (Rn_00566655_m1), GAPDH (Rn_99999916_m1),
PPiA  (Rn_00690933_ml1), PGKI1 (Rn_00821429_¢gl), b2m (Rn_00560865_ml), TRP7
(Rn_00821605_g1), TBP (Rn_01455648_m1) e o que demonstrou menos variagdo na expressao entre
os tratamentos, utilizado para normalizar o Ct dos genes alvo, foi o TBP7.
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Resultados
Cultura de 6rgaos e tratamento com siRNA

O silenciamento foi validado através de Real Time PCR, que demonstrou uma reducdo de 36%
na quantidade do mRNA paraWFDC1/ps20 presente no 6rgao que foi cultivado na presenca de siRNA
para WFEDC1/ps20 em comparacao com o controle (Figura 1).

Ap6s dois dias de cultura, ambas as prostatas formaram novos ductos e brotos. No 6rgdao
controle € possivel observar uma grande quantidade de pontos de ramificacdo na regido distal dos
ductos epiteliais, indicados pelas setas, enquanto os 6rgaos siWFDCI1 aparentam reduc¢do na quantidade
de pontos de ramificagdo. (Figura 2A e 2D). No 4° dia de cultura os efeitos observdveis no 2° dia
tornam-se mais evidentes. E possivel observar uma quantidade menor de pontos de ramificagio nos
orgaos siWFDCI1.Foi possivel observar longos ductos sem ramificacdo nas pontas distais, indicados
pelos asteriscos(Figura 2B, 2E). Entre o 4° e o 7° diao nimero de ductos e brotos permanece
praticamente igual, porém € possivel observar novamente a presenca de ductos mais alongados e sem
ramificacdes nas pontas distais (asteriscos) que crescem sem formar ramificacdes do dia 4 para o dia 7,
enquanto nos o6rgaos controle as ramificagdes continuam aparecendo (Figura 2C, 2F). Uma
caracteristica predominante do efeito da inibicdo da expressdo do gene WFDCI foi a presenca de
extremidadescom aspecto dilatado, ndo encontradas na situagdo controle (Figura 2F). As extremidades
distais dos ductos epiteliais foram quantificadas. Embora a simples contagem dessas estruturas nao
tenha revelado diferenca estatistica entre o tratamento e controle (Figura 3A), ouve uma tendéncia a
diminui¢do dessas extremidades observavel no dia 7. Quando essas estruturas sdo quantificadas
levando em consideracdo o intervalo entre os tempos de observacdo da cultura, o que era sutil na
contagem se torna evidente. E possivel observar uma redugdo bastante significativa na quantidade de
brotos distais no intervalo entre o 2° e o 4° dia de cultura, demonstrando maior quantidade de brotos
epiteliais nos animais controle. Essa diferencatambém pdde ser quantificada com diferenca
estatisticasignificativa no intervalo entre o 4° e o 7° dia de cultura (Figura 3B).

Analise histoldgica

A observacdo panoramica dos cortes demonstra a presenga de brotos maiores € menos
ramificados nas extremidades distaisem comparacdo com o controle, como indicado pelas setas. Na
regido proximal os ductos estdo mal formados, com a organizacao do epitélio prejudicada e a formagao
de lumen ndo € visualizada apds inibicdo da expressdao do gene WFDC1, mas € facilmente identificado
nos 6rgaos controle, como indicado pelos asteriscos(Figura 4A, D).

Nos 6rgaos controle (siGFP), observam-se ductos bem formados, canalizados e com epitélio
polarizado (Figura 4B), enquanto que nos 6rgios que receberam o silenciamento de WFDC1/ps20, os
ductos demonstram polarizacio de células epiteliais prejudicada, assim como a organizacio
caracteristica do ducto. Novamente ndo € observada a forma¢do de limen (canalizacdo) dos ductos
(Figura 4E).

Observando em maior aumento, os 6rgaos controle demonstram génese completa dos ductos,
com a formacdo de limen e epitélio polarizado, com a presenca de células luminais e basais
distribuidas de maneira organizada (Figura 4C). J4 os orgdos cultivados na presenca de siWFDCI
demonstram génese incompleta dos ductos, com diferente grau de organizacdo epitelial,
comprometimento da polarizagcdo celular e auséncia de limen. Nao € possivel distinguir visualmente as
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células basais e luminais e € nitido o dilatamento das extremidades distais (Figuras 4E, F).O epitélio
demonstraum certo grau de polarizagdo e organizagdo, porém nao tdo completa quanto observada no
controle. Também ¢ demonstrada formacdo do Idmen incipiente, porém sem a organizacio
caracteristica do epitélio observada nos 6rgaos controle. As Figuras 4E e 4F demonstram organizacao e
polarizacdo epiteliais prejudicadas e auséncia de canalizagdo.

Os orgados cultivados na presenca de siGFPmostram diversos niveis de ramificagdes na
extremidades distais do ductos, com crescimento e formacdo de epitélio polarizado e limen apds o
ponto de ramificacdo. A Figura 4A demonstra um ducto que sofreu ramifica¢do e continuou crescendo
ap6s o ponto de ramificacdo. E possivel observar que apds o ponto de ramificacdo o epitélio encontra-
se polarizado e o limen comeca a se formar. Nos Orgdos que receberam o silenciamento de
WEDCl1/ps20, a ramificacdo nas extremidades distais estd ausente (Figura 4D) ou incompleta
(Figura4E). E possivel observar uma massa mais compacta de células na parte interna do epitélio, como
indicado pelas setas (Figuras4D, E e F).

A contagem das estruturas epiteliais individualizadas revelou uma maior porcentagem de
estruturas epiteliais contendo limen nos animais controle. Nos 6rgios siGFP, o lumen estava presente
em cerca de 35-95% das estruturas epiteliais analisadas, enquanto nos 6rgaos siWFDC1, de 0-40% das
estruturas epiteliais apresentaram limen (Figura 5).

Imunohistoquimica

Os orgdos cultivados na presenca de siGFP demonstram agrupamento de células p63* apés o
tltimo ponto de ramificacdo com leve concentracdo de células p63™ nas extremidades distais, como
indicado pelas setas (Figura 6A). Nos 6rgaos cultivados na presenga de siWFDC1, as pontas distais dos
ductos epiteliais demonstram menos ramificacdes e as extremidades estdo preenchidas por células p63*
que aparecem em maior quantidade que nos 6rgaos controle, além de a marcacdo aparece com maior
intensidade, como indicado pelas setas (Figura 6B).A reagcdo para p63 foi menornos 6rgaos cultivados
na presenca de siWFDClem comparacio com o controle (Figura 6C, D) e nos 6rgaos siWFDC1é
possivel observar uma distribuicdo mais espacada das células p63* ao longo dos ductos epiteliais, como
indicado pelas setas (Figura 6E).

Real time PCR para MMP9
A reacdo de PCR em tempo real para a quantificagdo da expressao de MMP9 demonstrou um

aumento de 9vezesna quantidade de MMP9 presente nos 6rgdos que receberam o tratamento com
siRNA para WFEDC1/ps20 (Figura 7).
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Discussao

Os resultados das andlises dos O6rgdos durante o crescimento em cultura, histoldgicas,
imunohistoquimicas e Real Time PCR de préstatas ventrais de ratos Wistar cultivados na presenca de
siWFDC1 demonstram uma possivel ligacio da WFDC1/ps20 com a ramifica¢do ductal, organizacdo
do epitélio, polarizacdo, canalizacio e no comportamento das células basais p63* (Figura8). Estas
alteracdes foram pronunciadas mesmo com uma inibicdo de apenas 36% na quantidade de mRNA.

As andlises de secgdes dos tecidos corados com Hematoxilina e Eosina revelam um efeito
bastante visivel na formag¢ao dos ductos e tamanho das pontas. Na Figura 4 € possivel visualizar ductos
com pontas maiores, com aspecto dilatado e com menos pontos de ramificacdo nos 6rgdaos que
receberam o silenciamento de WFDC1/ps20em comparag¢do com os ductos do controle. Os ductos dos
orgdos controle apresentam ramificacdo visivel e ductos canalizados e com epitélio organizado,
enquanto nos 6rgaos que receberam o silenciamento de WFDC1/ps20, a organizacio foi prejudicadae
nao € observada canalizacdo,com a presenca de células com formatos diferentes no interior das
estruturas epiteliais. Apolarizacdo do epitélio foi comprometida e sdo visualizadas células com formato
mais arredondado(Figura 4).

O efeito do silenciamento de WFDC1/ps20na ramificacdo das pontas dos ductos prostiticos em
crescimento pode ser visualizado na Figura 4. No controle pode ser observada a formac¢ao de novos
ductos com epitélio polarizado e canalizacdo apds os pontos de ramificacdo, enquanto nos 6rgaos que
receberam o silenciamento de WFDC1/ps20, a ramificacdo é parcial ou ausente, as pontas dos ductos
encontram-se maiores, com aspecto dilatado e preenchidas por células de formato arredondado e
irregular, com grau de polarizacao reduzido e sem a possibilidade de definir visualmente células basais
e luminais. Além disso, € possivel visualizar uma populagdo de células mais compactas na regido
interna do ducto.A quantificacdo das estruturas com limen evidente permitiu determinar que a inibicao
da expressdo do WFDC1/ps20 promoveu uma reducdo na formacdo de limen nas estruturas epiteliais
da prostata (Figura 5).

Diversos elementos s@o responsaveis pelo desenvolvimento prostitico e manutencio do tecido
prostatico normal. Esses elementos agem em conjunto para coordenar eventos como a determinacgdo
prostatica, brotamento, crescimento epitelial, diferenciacio e todos os eventos necessdrios para o
surgimento e manuten¢do da glandula prostatica. Vdrios autores reportam efeitos da adi¢do e remog¢do
de fatores especificos e que levam a modificagdes na estrutura do tecido prostatico, similares as que
foram aqui observadas diante do silenciamento de WFDC1/ps20.

O silenciamento de WFDCl1/ps20levou a redu¢do da quantidade de ramificacdes,
comprometimento de polarizacdo das células luminais, desestabilizacdo das células basais p63* e
reducdo na formagdo de limen. Esses resultados sugerem uma conexdo entre a proteina ps20 e os
outros fatores envolvidos no desenvolvimento prostatico. Camundongos nocautespara Hoxbl13
demonstram perda da polaridade celular, sugerindo seu papel na diferenciacdo (Economides e
Capecchi. 2003), assim como camundongos mutantes Nkx3.17exibem padrio de ramificacio e
diferenciacdo defeituosos, sugerindo sua importincia na morfogénese ductal e diferenciacao(Schneider
et al. 2000). Evidéncias demonstram que a sinalizagdo Notch inibe a expansdao de progenitores
prostaticos e facilita a diferenciacdo epitelial durante o desenvolvimento, que a continuidade da
ativacdo dessa via, possui um papel na manuten¢do da homeostase (Wang et al. 2006), e que Shh
participa da manuten¢do de células progenitoras na préstata para permitir o desenvolvimento correto do
ducto, proliferacdo epitelial, diferenciagdo e ramificacdo(Berman et al. 2004). Excesso de Shh leva a
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regulacdo negativa de Fgfl0 e positiva de Bmp4, o que resulta em um obstdculo para ao crescimento
ductal e ramificagcdo (Freestone et al. 2003; Pu et al. 2004). Adicao de Bmp7 a cultura de 6rgaos inibe a
morfogénese, indicando sua funcdo inibitéria semelhante a Bmp4. Nestes camundongos, a sinaliza¢io
de Notchl foi reduzida, levando a hipétese de que Bmp7 deve restringir a ramificacdo ductal por
limitar a atividade de Notchl (Grishina et al. 2005). Bmp4 e Bmp7 sdo modulados por um inibidor
secretado noggin. Noggin se liga aos ligantes Bmp em regides extracelulares, bloqueando sua interacao
com receptores transmembrana. Camundongos nocaute para noggin demonstram falta de estruturas
precursoras mesenquimais (mesenchymal pads) ventrais e perda do brotamento da préstata ventral, com
brotamento restrito nas regides dorsolaterais. Estudos em cultura de 6rgaos revelaram que Bmp4 inibiu
a proliferacdo de células epiteliais p63* nas pontas distais, enquanto a adi¢do de Noggin bloqueou essa
acdo. Foi proposto que o mesénquima expressando Noggin interaja com Bmp4/7 secretados para criar
um gradiente de Bmp o longo do eixo do ducto que restringe e estimula o crescimento em regides
especificas(Cook et al. 2007).A via de sinalizacio Wnt possui papel fundamental no desenvolvimento
prostatico. Durante a morfogénese, o mRNA de Wnt5a € localizado no mesénquima distal no estagio de
brotamento e nas células musculares peri-ductais em um gradiente crescente no sentido proximal-distal
durante a ramificacdo. A proteina Wnt5a € secretada e encontrada no estroma periductal, matriz
extracelular e células epiteliais nos ductos distais. Em culturas de 6rgdos, a adicio de Wnt5a inibe o
crescimento de ductos e sua ramificacdo, devido a supressdo da proliferacdao de células epiteliais nos
ductos centrais e distais, mas ndo nos proximais. As células demonstraram sinais de maturacdo e
diferenciacdo atrasada, além da falta de organizagdo e polarizagdo das células epiteliais (Huang et al.
2009).0s o6rgaos cultivados na presenca de siWFDCldemonstram comprometimento da polarizagio
das células luminais, o que sugere que pode haver alguma relacdo entre ps20, Hoxb13, Nkx3.1, Notch
ou Shh. Também € observada a reducdo na ramificacdo, o que pode sugerir relagdo entre ps20 e o eixo
Bmp4/Bmp7/Noggin. Noggin estd relacionado com o desenvolvimento do mesénquima prostatico, no
qual estdo presentes as células musculares lisas que secretam ps20, e que estd diretamente ligado ao
desenvolvimento do epitélio da glandula. Efeitos similares aos observados mediante o silenciamento de
WEDC1/ps20também sio observados em 6rgdos cultivados na presenca de WntSa. Nao ha evidéncias
conclusivas que conectem diretamente ps20 e outros elementos envolvidos no desenvolvimento
prostético, porém, devido ao fato do silenciamento dessa molécula provocar efeitos similares aos
observados mediante silenciamento ou adi¢do de outros fatores, seria interessante investigar nao
somente a relagcdo entre o sistema de serina proteinases, centradas no ativador de plasminogénio do tipo
uroquinase (uPA), mas também a relacdo direta de ps20 com esses fatores.

A imunohistoquimica para p63 revelou distribuicdo mais espacada de células p63* nos 6rgios
que receberam siWFDCI1, em comparagdo com os 6rgdos controle (Figura 6E). Quando observada a
regido das extremidades distais, ficou demonstrada uma concentra¢do incomum de células p63*. Nos
orgdos controle, é observada uma leve concentracdo dessas células e é possivel observar ramificacoes
mais proximas a regido distal. Nos 6rgaos cultivados na presenca de siWFDCI1, a presenca de
ramificacdes é menos observada, a concentragio de células p63" nas postas dos ductos é mais
acentuada e as células apresentam marcagdo mais intensa (Figura 6). Embora seja demonstrada, pela
andlise histoldgica, a auséncia frequente de limen nos ductos prostdticos, aimunohistoquimica revela
alguns dutos bem formados e com limen. Os experimentos que resultaram nos 6rgaos processados para
histologia e para imunohistoquimica foram experimentos paralelos e € possivel que o efeito do
silenciamento seja mais visivel em um experimento do que no outro. De qualquer maneira, efeitos
similares como a falta de ramificacdo e a grande concentracdo de células nas pontas dos brotos sdo
observados em ambos os experimentos, validando assim o silenciamento nos experimentos paralelos.

Foi proposto que células basais expressando p63 sdo requeridas para organogénese prostatica.
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p63 é um homodlogo do gene supressor de tumor p53. O gene p63 codifica a0 menos seis isoformas
principais, trés deles, TAp63a, TAp63[3, TAp63y sdo capazes de transativar pS3 e induzir a apoptose.
As outras trés isoformas ANp63a, ANp633, ANp63y sdo capazes de suprimir p53 e as isoformas
TAp63. p63 € expresso no compartimento basal de diversos tecidos epiteliais. Camundongos p63-
deficientes apresentam defeitos severos no desenvolvimento de 6rgdos epiteliais que expressam p63,
agenese do epitélio escamoso e das glandulas mamaria, salivar e lacrimal, demonstrando assim que p63
deve ser essencial para a manutencdo da populagdo de células tronco em vdrios tecidos epiteliais.
Andlises comparativas entre células epiteliais basais e células estromais prostaticas revelaram que 80%
das células basais expressam p63 no nicleo, enquanto as células estromais sdo negativas para essa
proteina e que ANp63a € a isoforma predominante entre as c€lulas epiteliais prostéticas. Anélises
histolégicas de toda a uretra de camundongos p63'/ " revelaram auséncia da préstata. Nenhum ducto ou
brotamento epitelial pdde ser identificado tanto na porcdo ventral quanto dorsolateral do mesénquima
periuretral. p63 pode ser essencial tanto para a manutencdo das células tronco epiteliais prostaticas,
como para sustentar uma populacdo de células basais, o qual ndo representa um compartimento de
células tronco, mas é essencial para o desenvolvimento prostatico. E sugerido que o desligamento da
funcdo dominante negativa de ANp63 nas células basais deve ser necessdario para a ativagdo da
maquinaria de transcricdo génica dependente de p63 requerido para a diferenciacdo dessas células em
células luminais secretdrias (Signoretti et al. 2000).

p63 € essencial para o desenvolvimento das células prostiticas basais, mas o desenvolvimento
dos ductos prostéticos e a diferenciacdo de células luminais ndo necessitam de células p63*. As células
neuroendodcrinas e células musculares lisas também ndo necessitam desse tipo celular para sua
diferenciacdo (Kurita et al. 2004). Embora as células basais ndo sejam necessdrias para a diferenciacio
de células luminais, elas parecem ser essenciais para a manuten¢do da diferenciacdo das células
luminais. A perda das células basais, ou alteracdes em moléculas de adesao celular, afeta a expressao
génica e fendtipo das células luminais na prostata. Na préstata adulta, o crescimento epitelial e
diferenciacdo funcional sdo regulados por andrégenos através de fatores pardcrinos estromais. Na
prostata normal, as células basais p63" residem na membrana basal e devem mediar ou modular
interacdes entre células estromais e luminais. Assim, € provavel que a perda das células basais perturbe
a interacdo entre as células epiteliais e estromais (Kurita et al. 2004). p63 € essencial para a
diferenciacdo de células basais prostaticas e células basais sdo essenciais para manter a diferenciacdo
normal das células luminais e integridade dos ductos prostiticos. No entanto, células basais ndo sao
necessdrias para o desenvolvimento e regeneracdo prostatica (Kurita et al. 2004).A andlise conjunta
destes resultados sugere também que existam relacdes mutuas entre as células basais, em particular as
células p63" e as células luminais, como ji4 demonstrado para o epididimo. Shumet al (2008)
demonstrou que células basais do epididimo emanam projecdes estreitas que de fato atingem o lado
luminal do epitélio. Esse fendmeno € também observado na traquéia e a glandula coagulante, a qual,
em roedores, € andloga ao lobo mediano da préstata humana. No epididimo essas células estabelecem
jungdes de oclusdo entre elas mesmas e células epiteliais adjacentes. Essas projecdes enviadas em
direcdo ao limen param ao atingir a juncdo de oclusido do epitélio e somente seguem para atingir o
limen em regides especificas, de maneira dindmica e temporal, mais ainda ndo esta claro quais sdo os
sinais que desencadeiam esse processo. Também foi demonstrado que essas células servem como
sensores hormonais luminais (Shumet al. 2008).

p63 € essencial para a diferenciagdo de células basais prostéticas e células basais sdo essenciais
para manter a diferenciacdo normal das células luminais e integridade dos ductos prostiticos. No
entanto, células basais ndo sdo requeridas para o desenvolvimento e regeneracdo prostatica (Kurita et
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al. 2004). Em adicao, a injecdo das células embriondrias p63+/ “em animais p63'/ ‘levou a recuperagdo de
alguns defeitos no desenvolvimento causados pela auséncia de p63. Camundongos p63” foram
desenvolvidos e complementados com células tronco embriondrias p63*"* ROSA26 (B-gal*) para
estudar o papel das células p63" nos 6rgios geniturindrios. A inje¢do das células embriondrias p63+/ *
levou a recuperacdo de alguns defeitos no desenvolvimento causados pela auséncia de p63. Nesses
animais, andlises revelaram que a epiderme continha exclusivamente células B-gal® (p63**). Células do
UGS de camundongos p63” foram enxertados sob a cdpsula renal de camundongos e foi observado o
desenvolvimento de uma estrutura glandular formada em parte por células produtoras de muco e um
epitélio prostatico luminal. Isso demonstra que p63 € necessario para a diferenciac@o das células basais
prostaticas, mas ndo luminais secretdrias (Signoretti et al. 2005). Embora p63 nao seja necessdrio para
a diferenciacdo de células prostdticas secretoras, sua expressao ¢ requeria na endoderme multipotente
do seio urogenital para restringir o desenvolvimento a linhagem celular prostiatica. Durante a
organogénese normal, os brotos prostdticos formam-se unicamente a partir de progenitores p63*, os
quais estdo comprometidos a linhagem celular prostitica e dao origem exclusivamente ao epitélio
prostatico  (Signoretti et al. 2005).Estudos em cultura de o6rgdos revelaram que Bmp4 inibiu a
proliferacdo de células epiteliais p63™ nas pontas distais, enquanto a adicdo de Noggin bloqueou essa
acdo. Foi proposto que o mesénquima expressando Noggin interage com Bmp4/7 secretados para criar
um gradiente de Bmp ao longo do eixo do ducto que restringe e estimula o crescimento em regides
especificas (Cook et al. 2007).E possivel especular que o acimulo de células p63* nas extremidades
distais dos ductos demonstre uma conexao entre ps20 e Bmp4/7 ou Noggin.

p63 esta relacionada com o desenvolvimento de epitélios estratificados e estruturas derivadas
como a pele, mama, préstata, foliculos pilosos entre outros, acreditando-se que possua algum papel na
adesdo celular, tanto célula-célula como célula-matriz. A regulacdo negativa da isoforma ANp63 em
linhagens de células mamdrias MCF10A levou ao desprendimento dessas células e subsequente
apoptose, porém esse efeito foi reduzido no caso da isoforma TAp63. O aumento da funcdo de ambas
as isoformas preveniu a morte celular por desprendimento da matriz, sugerindo assim que a isoforma
ANp63 estd relacionada com a adesdo a matriz extracelular(Carroll et al. 2007).Células epiteliais
prostdticas normais € malignas, quando cultivadas em Matrigel, desenvolvem-seem estruturas esféricas
com morfologia acinar, ancorando-se através de interacdes do receptor de superficie CD49f com a
laminina (Bello-Deocampo et al. 2001). Foi demonstrado que as células p63* possuem maior
capacidade de formacdo de estruturas esféricas, e essas células localizam-se preferencialmente na
periferia das esferas, aonde estdo em contato com os elementos da matriz. Essas observacdes sugerem
que p63 deve regular a expressdo de moléculas de adesdo para modular vias de sinalizagdo entre as
células tronco e seu nicho que, subsequentemente, controlam a capacidade proliferativa e diferenciacao
das células tronco prostaticas (Xin et al. 2007). A adesdo celular a matriz ndo é importante somente
para a organizacdo estrutural dos tecidos, mas também para a proliferacdo de células epiteliais,
migragdo, diferenciacdo e sobrevivéncia. O desprendimento fisico da matriz extracelular resulta em
apoptose em diversos tipos de células epiteliais e acredita-se que a morte relacionada a perda de p63,
seja causada diretamente pela perda das moléculas de adesdo reguladas por p63. Diversos genes
relacionados a adesao celular sdo regulados positivamente mediante aumento da expressao da isoforma
ANp63 ou de ambas isoformas juntas, incluindo integrinas, lamininas, diversos coldgenos, fibronectina
e caderinas entre outros.E interessante que mediante o desprendimento celular forcado, os niveis de p63
decaem, sugerindo um relacionamento reciproco entre adesdo e p63. Essa habilidade de p63 de regular
componentes de adesdo celular pode ser fundamental para a manutencdo da integridade e homeostase
dos tecidos epiteliais (Carroll et al. 2007).
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p63 € encontrado na camada basal, aparentemente onde estao presentes as células progenitoras.
O comprometimento de progenitores ou células tronco necessita de complexos sinais e interagdes com
a lamina basal e células diferenciadas que compde o microambiente do nicho. Acredita-se que
integrinas, através de interacdes com a matriz extracelular, possuam um papel importante no
funcionamento de células tronco nesse microambiente (Watt e Hogan. 2000; Fuchset al. 2004). O nicho
fornece um ambiente tnico, no qual a expressdo localizada de componentes da matriz extracelular
ajudam a reter as células tronco e progenitoras em um microambiente especializado. Perda ou
alteracdes na expressao de integrinas, modulagdo da composicdo da membrana basal e mudancas na
concentracdo de fatores secretados localmentepermitem que essas células deixem o nichoe
diferenciem-se ou entrem em apoptose (Watt e Hogan. 2000). Como p63 regula muitos dos genes
relacionados a ades@o e envolvidos na manutengdo do nicho das células tronco, é possivel especular
que p63 possui um papel essencial no funcionamento das células tronco, através de sua habilidade de
regular a adesd@o celular dentro do microambiente do nicho (Carroll et al. 2007). Na pele, a isoforma
ANp63 pode reprimir os inibidores do ciclo celular p21 e 14-3-30, o que deve ser central para a
manutencdo das células basais no estado proliferativo. Conforme os niveis de p63 decaem durante a
diferenciacdo, esses genes devem ser ativados para causar a parada no ciclo celular critico para permitir
a diferenciacdo terminal (Westfallet al. 2003). As vias de sinalizacao Notch e Wnt, que participam na
determina¢do do destino celular, aparentam se relacionar de maneira reciproca com p63 no controle da
diferenciagdo e auto renovagdo de células epidermais (Nguyenet al. 2006). Outro aspecto importante a
ser considerado sobre p63 € sugerido por alguns estudos. Foi proposto que as células tronco ndo
expressem p63 e que as células p63* representam uma populacio de células de amplificagdo transitéria
na prostata (Kasper et al. 2008; Miki et al. 2010). Tendo em vista a relacdo de p63 com a adesdo
celular, é possivel especular que a expressao de p63 leve a regulagdo negativa de moléculas de adesao,
permitindo que essa célula deixe o ambiente do nicho e entre em amplificacdo transitéria. Em
contraste, mediante o desprendimento celular forcado, os niveis de p63 decaem, sugerindo que p63
regule positivamente moléculas de adesdo (Carroll et al. 2007). Seria interessante investigar o papel
separado das diferentes isoformas de p63 nesse processo de adesdao das células tronco no
microambiente do nicho, buscando compreender o que levaria essas células a entrarem em
amplificacdo transitdria.

A proteinaps20, secretada por células mesenquimais do seio urogenital, é capaz de inibir o
crescimento de células epiteliais prostdticas tumorais PC3 em cultura. Essa proteina foi purificada a
partir do meio condicionado pelas células da linhagem U4F em cultura. Sua adi¢do a culturas de células
PC3 produziu um efeito significativo na inibicdo do crescimento dessas células. Foi observado uma
inibicdo de 15 a 30% na incorporacdo de [3H]timidina sobre o controle, variando de acordo com o
método de renaturagdo da proteina extraida. Foram realizados ensaios de dose-resposta para determinar
a concentracao biologicamente ativa de ps20, e células PC3 foram incubadas com ps20 por cinco dias e
contadas a cada 24 horas. Foi observada inibi¢do de 52-60% na proliferacio em comparagdo ao
controle e o tempo de duplicagdo de culturas subconfluentes de células PC3 aumentou de uma média de
19.8 horas no controle, para 25.8 horas em culturas tratadas com ps20. A inibi¢do da proliferacdo
celular foi associada ao estimulo da sintese protéica. Em culturas tratadas com ps20, foi observado um
aumento de 210.4% da sintese de proteinas de secrecdo em comparacdo com o controle e as células
tratadas assumiram uma forma mais espalhada, com aumento de pseuddpodes e filopddios em
comparacdo com o controle (Rowley et al. 1995).Watsonet al (2004) demonstrou que WFEDC1/ps20 é
regulado negativamente em canceres de prostata, porém nao foram encontradas mutagdes. Foi proposto
que WFEDC1/ps20 ndo € um supressor de tumor chave, mas pode participar na organiza¢do da matriz
extracelular no tecido prostatico normal (Watsonet al.2004). Em adi¢do, foi demonstrado que ps20 é
capaz de promover a expressio de CD54 em células T CD4"(Alvarez et al. 2008), reforcando a ideia de
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que a ps20 regula a adesao celular. Pouco € compreendido sobre os elementos que ativam ou reprimem
a atividade de ps20, assim como aqueles que s@o ativados ou reprimidos por sua atividade. Além do seu
efeito inibitério do crescimento de linhagens de células prostiticas cancerigenas e controle da
expressdo de CD54, foi demonstrado que a ps20 regula a expressao de fatores quimiotaticos neutréfilo-
especificos, modulando a migracdo de neutréfilos e sua susceptibilidade a infeccdo por virus da
hepatite murina (Rogers et al. 2012). No utero de ratos, ps20 € localizada tanto das células musculares
lisas quanto epiteliais luminais e sua expressdo € regulada negativamente por estrégenos e tamoxifeno e
foi proposto que ela desempenhe uma func¢do de mediadora do crescimento local (Hung. 2005). Em
adicdo, foi demonstrado que, em modelos xenograficos de cancer prostitico, a ps20 pode ser um
regulador da angiogénese induzido por TGFB1 que funciona tanto promovendo a migrac¢do celular ou
contribuindo para a estabilizag@o de estruturas vasculares recém formadas (McAlhany et al. 2003).

Os efeitos observados mediante o silenciamento de WFDC1/ps20em culturas de prostatas
ventrais sugerem que ps20 pode estar relacionada com a adesdo de células basais p63™. A desregulacio
dos mecanismos de adesdo dessas células impede sua estabilizacdo ao longo da estrutura do ducto
prostaticoe leva a uma concentracio dessas células nas pontas dos ductos em crescimento. A auséncia
de células basais leva a desorganizacdo das células luminais, que ndo adquirem corretamente a
polaridade, prejudicando, assim, a formagdo do limen no interior do ducto prostatico.

Foi proposto que o gene da ativadora de plasminogénio uroquinase € reprimido por andrégenos,
o qual € ativado apds a castragdo e participa na atrofia da glandula prostatica. No entanto, uroquinase é
secretada no lobo ventral da préstata de ratos e isso deveria ser regulado positivamente por andrégenos.
Wilsonet al (1996) revelou que a castrac@o de ratos pds-puberes resulta em um aumento substancial na
atividade de ativadores de plasminogénio até o 4° dia apds a castragdo, mas por volta do 7° dia as
atividade retornam a niveis normais. Essa reducdo na atividade pode ocorrer devido ao aumento do
inibidor de ativadores de plasminogénio tipo-1 (PAI-1) (Wilson et al. 1996).A expressdo do receptor de
membrana ativador de uroquinase (UPAR) € detectada em prdstatas ventrais de ratos recém-nascidos e
aumentam a ativacdo de pro-uPA. A forma ativa de uPA promove a degradacdo aumentada da matriz
extracelular através da ativacdo de plasminogénio. uPAR liga-se a moléculas da matriz, como
integrinas, as quais podem afetar a adesdo celular, transducdo de sinais e regulacdo génica. Prostatas
ventrais cultivadas na presenca de peptideos de uPA demonstram uma perturbac¢do dose-dependente na
ramificacdo dos ductos e diferenciacdo do tecido epitelial e mesenquimal. Esses resultados demonstram
que a desregulacdo da ligacdo de uPA a uPAR resultam no retardo do desenvolvimento da prostata
ventral de ratos recém-nascidos (Elfman et al. 2001).Também foi demonstrado que uPA promove a
degradacdo de um dominio extracelular da integrina 06, molécula importante para processos de adesdo
celular e migracdo, e essa degradagdo resulta na migracdo de células cancerigenas e invasdao quando
cultivadas sobre laminina (Pawar et al. 2007).

Em outros sistemas foi demonstrado que alteragdes no funcionamento normal de uPA alteram o
funcionamento de MMP9 (Shin et al. 2010 e Lund et al. 2011) e o silenciamento de ps20 promoveu um
aumento de 9 vezes na expressio de MMP9. MMPs sdo proteinas que participam na degradagdo da
matriz extracelular e sdo importantes tanto em processos fisioldgicos normais quanto em processos
patolégicos, como a metastase tumoral e angiogénese. MMP9 estd preferencialmente localizada nas
extremidades dos ductos prostiticos em crescimento e sua atividade cai apds o nascimento, sendo
indetectavel no animal adulto (Bruni-Cardoso et al. 2008). A remodelagao local e regulada da matriz
extracelular € necessaria durante a morfogénese, pois mudancas na proliferacdo celular, motilidade e a
formacdo de contatos celulares necessdrios para esse processo, requerem a interagio precisa entre as
células e os componentes da matriz (Vu e Werb. 2000). Embora MMP9 tenha sido detectada em baixos

22



niveis, sua contribui¢cdo € reforcada devido a sua concentracdo na extremidade das estruturas epiteliais,
sugerindo que sua atividade € importante durante o crescimento ductal na préstata. A marcacdo de
laminina na ponta dos ductos € menos intensa e, como MMP9 degrada a laminina, € possivel que essa
enzima auxilie na regula¢do da quantidade de laminina nesses locais (Bruni-Cardoso et al. 2008). Em
adicdo, foi demonstrado que a proteina WAP controla a proliferacdo de células epiteliais mamarias por
prevenir a degradacdo de laminina (Nukumiet al. 2007)e, como ps20 possui um dominio WAP, é
possivel que haja um balanco entre a atividade de ps20 e MMP9 coordenando a degradacdo de
laminina necesséria para o crescimento do ducto. E possivel especular que o silenciamento de ps20
tenha desbalanceado o sistema uPA/uPAR, levando ao aumento na atividade de MMP9, resultandono
aspectodilatado das extremidades dos ductos prostiticos observados mediante silenciamento de ps20. A
degradacdo exagerada de laminina impediu que houvesse um balanco do crescimento da ponta do
ducto, impedindo que a degradacdo da matriz extracelular ocorresse em pontos especificos, o que é
necessario para permitir a ramificacdo. A atividade aumentada de MMP9 e a falta do balango de sua
atividade pela uPA, desregulada pelo silenciamento de ps20, levaram a degradacdo da matriz ao redor
da ponta do ducto como um todo, fazendo com que esse crescesse de maneira homogénea e nio
localizada como seria necessario para a formacdo de um ponto ramificacdo que daria origem a dois
novos ductos (Figura 9). Por outro lado, os presentes resultados evidenciaram que a atividade da ps20 é
fundamental para fixar as células p63Tao longo do ducto, sugerindo um mecanismo no qual estas
células precisam decidir em fixar-se ou manterem-se agrupadas na extremidade distal do duto em
crescimento.Como a uPA pode promover a degradacdo de integrina 06, também ¢ interessante sugerir
que sua desregulacdo tenha resultado na auséncia do sinal de fixagdopara as células basais p63”,
resultando no acumulo dessas células na extremidade distal. H4 uma co-localizacdo entre a expressao
de MMP9 demonstrada anteriormente pelo laboratério (Bruni-Cardosoet al. 2008) e as células p63™ nos
extremidades epiteliais em crescimento.Ha também boa correlac@o entre a expressdao de p63 e MMP9
pelas células da linhagem RWPE-1 (Augusto TM e Barbosa GB, observagao nao publicada).Parece-nos
l6gico que o acimulo de células p63+ esteja também associado com o aumento de MMP9 neste regido,
0 que representaria um mecanismo responsidvel pelo comprometimento da ramificacdo ductal
observada no presente trabalho.
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Conclusoes

Apés as andlises dos resultados obtidos com a cultura de Orgdos e silenciamento de
WEDC1/ps20, é possivel concluir que o knockdown de WFDC1/ps20 levou a redugdo da ramificagio
nas pontas dos ductos epiteliais prostdticos. A baixa atividade de WFDC1/ps20 também levou a
desestabilizacdo das células basais p63*, prejudicando a organizacdo do epitélio prostitico, o qual
demonstrou células luminais com a polarizacdo prejudicada e redug¢do na formacdo do limen. Em
adicdo, o silenciamento de WFDC1/ps20 promoveu um aumento de 9 vezes na quantidade de mRNA

de MMP9. Os presentes resultados sugerem pela primeira vez uma conexao entre WFEDC1/ps20, p63 e
MMPO.
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Anexos
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Figura 1: Real Time PCR para WFDCl1/ps20. Foi observada reducdo de 36% na
expressao de WFDC1 mediante o tratamento com siRNA.
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siGFP

siWFDC1

Figura 2: Cultura de préstatas ventrais de ratos Wistar recém-nascidos, na presencga de siRNA. A,
B e C: siGFP foi utilizado como controle e o crescimento foi registrado nos 2°, 4° e 7° dias de
cultura. As setas indicam os pontos de ramificacdo. D, E e F: 6rgados cultivados na presenca de
siWFDC1 e registrados nos mesmo tempos que o controle. As setas indicam os pontos de
ramificacdo e os asteriscos indicam os ductos epiteliais que demonstraram crescimento com
auséncia de ramificacdes. (Barra de escala: 1 mm)
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Figura 3: Gréfico da contagem das pontas dos brotos epiteliais nos 6rgdos cultivados na
presenca de siRNAA: A contagem direta das pontas dos brotos demonstrou uma tendéncia
a diminuicdo dessas pontas ao longo do tempo de cultura na presenca de siWFDCI1, em
comparacdo com o controle. (n=6)B: Quando foi analisada a diferenca na quantidade de
pontas levando em consideracdo o intervalo de tempo, foi observado uma reducdo mais
acentuada na quantidade de pontas nos 6rgaos tratados com siWFDCI1 no periodo entre os
dias 2 e 4 de cultura (p<0.001) e uma leve reducdo no periodo entre os dias 4 e 7 de
cultura (p<0.01) em comparagao com o controle. (n=4 ou 12)
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Figura 4: Prostatas ventrais cultivadas por 7 dias na presenca de siRNA foram emblocadas em
historesina, seccionadas e coradas com Hematoxilina e Eosina. A, B e C: Prostata cultivada na
presenca de siGFP. As setas indicam pontos de ramificacdo do ducto epitelial. Os asteriscos
mostram o limen formado no interior das estruturas epiteliais. D, E eF: Prdstata submetida ao
silenciamento de WFDC1/ps20. As setas indicam as pontas dos brotos sem ramifica¢des finais e
com aspecto dilatado. (Barra de escala: A e D: 200pm - B e E: 100pm - C e F: 50pm)
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Figura 5: Grafico da contagem da formacao de liimen em estruturas epiteliais. Foi
contada a quantidade total de estruturas epiteliais observadas e a porcentagem
delas que apresenta limen. Nos Orgdos controle a porcentagem de estruturas
epiteliais com limen ficou entre 35 e 95%, enquanto que nos Orgidos que

receberam o silenciamento de WFDCI, essa porcentagem fica entre 0 e 40%.
(n=6)
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Figura 6: Imunohistoquimica para p63 em prostatas cultivadas na presenca de siRNA. A e
B:Prostatas controle demonstram leve concentracdo de células p63* nas pontas dos ductos
epiteliais (setas), assim como distribui¢do regular nesses ductos. (Barras de escala: 50um) C e
D: Nas proéstatas cultivadas na presenca de siWFDC1 foi observada concentragdo elevada de
células p63* nas pontas do ductos, e esses ndo apresentam ramificacdes (setas). A marcacgio
aparece com menos intensidade nas regides mais proximais dos ductos prostaticos. (Barras de
escala: S0pm). E: No destaque € possivel observar regides dos ductos epiteliais aonde as células
p63" apresentam um grande espagcamento entre elas. (Barra de escala: 50pum)
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Figura 7: Gréfico da andlise por Real Time PCR da expressio de MMP9. Nos 6rgios que
receberam o silenciamento de WFDC1/ps20 foi detectado aumento de 9 vezes na expressao de
MMPY.
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Figura 8: Esquema representando os efeitos do silenciamento de WFDCI1 nos ductos epiteliais
prostaticos. No 6rgdo controle, é sugerido que a presenca normal da proteina ps20 contribua para
a estabilizacdo das células basais p63", que auxiliam na organizacdo das células epiteliais
luminais. Essas células polarizam-se e organizam-se corretamente, dando origem ao limen do
ducto epitelial. Também € proposto que a proteina ps20 tenha um papel na ramificacdo do ducto
prostitico. E proposto que na auséncia de ps20 ocorre uma desregulacdo nas células p63+
positivas, que acabam se concentrando na ponta do broto em crescimento. A auséncia dessas
células basais atrapalha a organizagdo do epitélio prostatico e a formacdo de limen € reduzida.
Também ¢ observada reducdo das ramificagdes.

38



|;|  Céluls luminal polatizade === —Célula fuscular lisa @ —Célulaindiferenciada @) —Célula indiferenciada p63+

=< —Laminina [©] —Célula em processode [ — Célula em processo de
B -celula basal p63* ' —Laminina degradada diferenciacio diferenciagiio p63*
siGFP Reducdo de ps20 siWwfdcl

— MMP9 n3o é regulada e a degradacdo ocorre em torno
da ponta do ducto inteira, promovencdo o crescimento homogéneo,
MMPI — Presente na ponta do ducto. Degrada laminina em

sem ramificagdo
locais especificos ————-
l' ps20 — Acdo de MMP9 é balanceada T T L

’Ogngo '/
o) 0

L0 o] |

}’3: e
Le (S
o
e[S g
A o 0 1 {
v %

,-\ el oo

h /A

Y
! o |®
]

Figura 9: Esquema representando os efeitos do silenciamento de WFDCI1 nos ductos
epiteliais prostiticos. E sugerido que nos animais controle, a presenca em quantidades
normais da proteina ps20 auxilia na regulacido da acdo de MMP9. MMP9 degrada laminina
em regides especificas, permitindo que os ductos crescam para direcdes diferentes, e
formem o ponto de ramificagdo. A reducdo na quantidade da proteina ps20 leva a um
desbalanceamento da acdo de MMPY, que aparece com expressdo elevada nos 6rgaos
cultivados na presenca de siWFDC1. A elevada atividade de MMPO9 leva a degradacdo de
laminina ao redor da ponta inteira do ducto, fazendo com que essa ponta cres¢a para todos
os lados e adquira o aspecto dilatado.
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