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1. RESUMO

O crescimento e a fisiologia da prostata é dependente da expressao de receptores
esterdides em alguns tipos celulares e de interagdes paracrinas estabelecidas apés a
resposta inicial a esses horménios, em associa¢cdo com hormdnios somatotroficos como a
insulina. O presente trabalho tem o objetivo de caracterizar componentes moleculares
relacionados aos mecanismos de adaptagao das células epiteliais prostaticas de rato na
auséncia andrdégeno e/ou insulina e possiveis conexdes com as vias gerais de regulagao
do metabolismo celular, monitorando diferentes pontos da via de sinalizagédo integradas
pelos TSC1-TSC2 e mTORC1 e mTORC2. Foram empregados 54 ratos Wistar adultos
jovens com idade entre 75 e 105 dias. Os animais foram induzidos diabetes por inje¢des
intraperitoneal de aloxana, em seguida, os ratos foram divididos em nao diabético (ND),
diabético (DIA) e diabético tratado com insulina (INS), somados a castracao cirdrgica e
sacrificados 48 e 72 horas apés a castragdo. Utilizando a técnica de Western Blotting
foram analisados os conteudos e fosforizagcdo de mTOR, p70S6K, elF4B, 4E-BP, elF4E e
p53. Os resultados obtidos no presente trabalho identificam uma nitida funcao do estimulo
androgénico na regulacdo negativa de elF4E (via 4E-BP1) e positiva de elF4B. Ficou
claro também que a insulina regula positivamente a fosforilacdo de 4E-BP1 e que a
privagdo androgénica promove aumento de p53. Assim dois mecanismos parecem
essenciais para a manutencao e selecao das células epiteliais prostaticas de ratos: (I),
p53/4E-BP/elF4E na auséncia de andrégeno; (ll), p70S6K/elF4B na auséncia de insulina.
Apoio financeiro: CNPq, Capes / DS e FAPESP.

Palavras-chave: prostata, castragao, insulina, sinalizagao celular, p70S6K/elF4B, 4E-
BP/elF4E, p53.



2. ABSTRACT

The growth and physiology of the prostate is dependent on steroid receptors in
certain types of cells and the paracrine interactions established after the initial response to
these hormones in combination with somatotropic hormones such as insulin. The current
work aims to characterize the molecular components related to the adaptation
mechanisms of the epithelial cells in the prostate of rats. In addition to the absence of
androgen and/or insulin and possible connections with the general pathways regulating
cell metabolism, monitoring different points of the signaling pathways that integrate TSC1-
TSC2 and mTORC1 and mTORC2. 54 male Wistar rats aged between 75 and 105 days
were used for the current work. Diabetes was induced by intraperitoneal injection of
alloxan and the rats were divided into non-diabetic (ND) , diabetic (DIA) and diabetic
treated with insulin (INS) groups. Every group was divided into three sub groups and the
rats were sacrificed non castrated, surgically castrated 48 and 72 hours. Using Western
blotting the contents and phosphorylation of mMTOR , p70S6K , elF4B , 4E- BP , elF4E and
p53 were analyzed. The results obtained in this study identify a clear function of
androgenic stimulation in the negative regulation of elF4E (by 4E-BP1) and positive
regulation elF4B and p53. It also became clear that insulin positively regulates the
phosphorylation of 4E-BP1. In conclusion two mechanisms seem to be essential for the
maintenance and selection of prostatic epithelial cells in rats: (I) p53/4E-BP/elF4E in the
absence of androgen., (Il ) p70S6K/elF4B in the absence of insulin. Financial support:
CNPqg , CAPES /DS and FAPESP .

Key words: prostate, castration, insulin, cellular signal transduction, p70S6K/elF4B, 4E-
BP/elF4E, p53.



3. INTRODUCAO

A préstata € uma glandula exdcrina acessoria encontrada exclusivamente no
sistema reprodutor masculino de mamiferos e produz varios componentes do sémen, tais
como proteinas, lipidios, frutose, citrato e ions zinco. Em camundongos ela produz varias
proteinas importantes para a formagao do plug copulatério (Cunha et al. 1987), sendo
responsavel pela producdo e armazenamento do liquido prostatico, excretado juntamente
com os demais componentes do sémen durante a ejaculacao. Esse liquido contribui no
aumento da motilidade e fertilidade dos espermatozoides, assim como na neutralizacao
da acidez da vagina, assumindo um papel importante no processo da fertilizagao (Guyton,
1984).

A motivacao para a investigacao da regulacao do crescimento e fisiologia prostatica
da-se pela existéncia de varias complicagdes patolégicas que afetam essa glandula, tais
como inflamacbes e alteragdes proliferativas malignas e benignas, que se apresentam

principalmente com o envelhecimento (Pfau et al. 1980).

3.1. Anatomia Prostatica

A préstata € um érgao constituido por componentes glandulares e ndo glandulares
(McNeal et al. 1988). O componente glandular é composto por um conjunto de estruturas
epiteliais tubulo-alveolares, envolvidas por um estroma muscular contratil ndo glandular.
Em ratos e camundongos, esta estrutura compacta € dividida em l6bulos, sendo
denominados em: prostata ventral (PV), prostata dorsolateral e préstata anterior (ou
glandula de coagulagao) (Aumuller et al. 1979) (Figura 1).

Estes lobos diferem quanto aos tipos celulares (Cunha et al. 1987), padrbées de
dutos (Hayashi et al. 1991), tipo de secrecao (Prins et al. 1991), resposta a hormonios
(Prins et al. 1991; Banerjee et al. 1995), padrdo de expressao génica (Takeda et al. 1990)
e de sintese proteica (Lee et al.1990; Prins et al. 1991; Banerjee et al. 1995).
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Figura 1. llustragdo esquematica da anatomia da prostata humana (A) (McNeal, 1969) e de

camundongo (B) (Cunha et al. 1987).

Na proéstata ventral de rato, cada lobo prostatico consiste de oito conjuntos de dutos
que se originam a partir da uretra como uma estrutura tubular simples que se ramifica
distalmente. Esse conjunto de dutos é dividido em trés regides morfologicas e
funcionalmente distintas, denominadas de acordo com sua posi¢cdo em relagdo a uretra,
proximal, intermediaria e distal, (Lee et al. 1990; Shabsigh et al. 1999).

A regido distal apresenta tecido fibroso abundante em torno dos dutos, com uma
camada de musculo liso descontinuo e esparso e esta associada com o crescimento da
populacdo das células epiteliais em funcdo do produto dos fibroblastos. A regido
intermédia é rodeada por uma camada continua de musculo liso com espessura entre 1 a
2 camadas de células, apresentando epitélio com grande atividade secretora. Na regiao
proximal ha uma menor quantidade de fibroblastos, maior quantidade de células,
camadas e espessura de musculo liso e maior incidéncia de morte celular (Figura 2)
(Nemeth e Lee, 1996).

As células epiteliais sao fortemente influenciadas pelos componentes estromais, e
as diferengas fenotipicas das células epiteliais encontradas ao longo dos ductos
prostaticos parecem estar relacionadas com a distribuigao diferenciada do tecido fibroso e
muscular liso (Nemeth & Lee, 1996).
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Figura 2. Sistema ductal da prostata ventral de ratos. A regido distal possui maior quantidade de
fibroblastos e poucas CMLs, apresentando crescimento da populagdo de células epiteliais em
funcdo do produto dos fibroblastos. A regido intermediaria apresenta epitélio com grande atividade
secretora, circundado por uma camada continua de CMLs. A regidao proximal do epitélio possui
menor quantidade de fibroblastos e maior quantidade de CMLs, apresentando maior incidéncia de

morte celular. Esquema proposto por Nemeth e Lee (1996).

As células musculares lisas (CMLs) representam 22% do volume total da préstata
humana (Shapiro et al. 1992), enquanto na préstata ventral de ratos, as CMLs ocupam
5% do volume total da glandula e 14% do estroma (Antonioli et al. 2004).

As CMLs tém um papel preponderante nos mecanismos de estimulagéo paracrina
sobre o epitélio (Farnsworth, 1999), predominando ao redor dos ductos, onde se
encontram em intimo contato com a membrana basal das células epiteliais (Nemeth e
Lee, 1996).

Outros tipos celulares também sdo encontrados no estroma da prdéstata, tais como
mastocitos, células endoteliais e pericitos, ao lado de terminagdes nervosas e ganglios
sensitivos, desempenhando papel importante e especifico na manutengdo e fungao
secretora da prostata ventral (Prins et al. 1991; Lee et al. 1990; Sensibar et al. 1991).



3.2. Desenvolvimento Prostatico

Durante o desenvolvimento, o tecido alvo que primeiramente responde aos
andrégenos € o mesénquima urogenital, que direciona o brotamento, ramificagdo e
diferenciagao epitelial por intermédio de fatores paracrinos.

Por outro lado o epitélio em desenvolvimento induz a diferenciagdo e o padréo
morfolégico de desenvolvimento das CMLs. Portanto essa interagdo entre epitélio e
mesénquima/estroma € bidirecional (Cunha et al. 1987). O brotamento prostatico é
iniciado pela acdo androgénica pré-natal (Timms et al. 1994). As subseqlentes
morfogénese ductal, canalizacdo e cito-diferenciacdo epitelial também precisam de
estimulacdo androgénica e estdo associadas a um aumento perinatal transitério na
concentracao de testosterona (Donjacour et al. 1988). Nosso laboratério demonstrou que
a canalizacao do epitélio prostatico em ratos depende fortemente da morte celular de
células epiteliais em associacdo a polarizagdo das células epiteliais luminais (Bruni-
Cardoso e Carvalho, 2007).

O desenvolvimento e o funcionamento prostatico também sdo modulados
diretamente por horménios somatotroficos (como insulina, prolactina e horménio do
crescimento), acido retindico e estrégenos (Webber, 1981; Prins et al. 2001), o que torna
bastante complexo o mecanismo de regulacao da fisiologia prostatica.

Adicionalmente, estd bem estabelecido que alguns dos andrdgenos circulantes sao
convertidos a estrogenos em varios tecidos periféricos, através da enzima aromatase
(Simpson et al. 1999). Essa enzima foi identificada na préstata humana, sugerindo um
local de aromatizagcao e uma possivel fonte local de estrogeno (Tsugaya et al. 1996).

A breve exposigao de roedores a estrégenos durante o desenvolvimento neonatal
provoca um efeito irreversivel e dose dependente na morfologia, organizacao celular, e
funcdo prostatica (Prins et al. 1992). E sabido que a breve exposicdo de roedores a
estrégenos durante o desenvolvimento neonatal provoca um efeito irreversivel e dose
dependente na morfologia, organizacao celular e funcao prostatica (Prins et al. 1992).
Exposicdo a baixas doses de estrdgeno durante a gestagdo em camundongos provoca
aumento do peso da prostata no adulto, os niveis de receptor de andrégeno e também um
aumento do brotamento (Nonneman et al. 1992). Se a dosagem do estr6geno na préstata

€ alta ocorre um “imprint’ permanente que inclui reduzido crescimento prostatico, defeitos



na diferenciacdo epitelial, fungdo secretora alterada e displasia associada a idade,
semelhante a neoplasia intraepitelial (NIP) (Prins, 1992; Prins et al. 2001). Acredita-se que
esse “imprint’ causado pela acado estrogénica na préstata seja devido a alteragdes nas
concentracdes de andrégeno via inativacdo eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal ou a um
efeito local na préstata (Huang et al. 2004). Estudos realizados em cultura de préstata
ventral (cultura de 6rgdo) demonstraram que altas doses de estrégenos inibem o
crescimento e diferenciacao celular no desenvolvimento prostatico in vitro (Jarred et al.
2000), sugerindo que isso possa ocorrer in vivo em adicdo aos efeitos indiretos via
supressao do eixo hipotalamico-hipéfisario-gonadal. Além disto, nosso laboratério tem
identificado um mecanismo geral de inibicdo da transcricdo, com alteragbes da
organizacao da cromatina (Augusto et al. 2010, 2011).

3.3. Via de Sinalizacao do Androgeno

O receptor de androgeno (AR) e os receptores de estrégeno (ER) sdo responsaveis
pela mediacdo dos efeitos fisiologicos dos andrégenos e estrogenos, respectivamente
(Gelmann, et al. 2002 e Sasaki et al. 2003).

O AR atua fundamentalmente como fator de transcrigéo, localizado no citoplasma, a
ligacdo da testosterona ou da diidrotestosterona, promove a dissociacao da proteina heat
shock protein 90 (HSP90), permitindo a dimerizagdo com outro AR, apds, é translocado
para o nucleo e, em conjunto de co-ativadores e co-repressores, ativa ou inativa conjuntos
de genes pela ligacdo aos elementos responsivos a androgenos (AREs) (Heilein e Chang,
2004).

A testosterona é um horménio esteroide pertencente ao grupo dos andrégenos. Nos
mamiferos € o principal horménio sexual masculino e é secretada principalmente pelos
testiculos e em pequena quantidade pelas glandulas suprarrenais (Brooks 1975).

Nos homens, a testosterona desempenha um papel chave no desenvolvimento de
tecidos reprodutivos masculinos, tais como os testiculos e a préstata, bem como a
promogao de caracteristicas sexuais secundarias, o0 aumento do muasculo e o crescimento
dos pelos (Brooks 1975).



Como outros horménios esterdides, a testosterona € derivada do colesterol
(Waterman e Keeney et al., 1992). As maiores quantidades de testosterona (> 95%) sao
produzidos pelos testiculos pelas células de Leydig (Brooks 1975).

No sangue circulante estd lidado a albumina e sex-hormone-binding globulin
(SHBG), com um pequena fracéo livre dissolvido no soro. Quando a testosterona livre
entra nas células da prostata, 90% € convertida em di-hidrotestosterona (DHT) pela
enzima 5a-redutase, tonando-se um andrégeno mais ativo e com maior afinidade pelo
receptor de andrégeno (AR) (Brinkmann et al., 1999).

O AR esta localizado no citoplasma e apresenta 110 KDa com caracteristicas
comuns aos membros da familia dos receptores nucleares, apresentando dominio amino-
terminal de acionamento, dominio carboxi-terminal de ligacdo ao ligante e um dominio de
zinc finger que faz a ligacao do receptor ao ao DNA (Brinkmann et al., 1999).

Como outros receptores nucleares com dominio de zinc finger, no estado basal, o
AR esta ligado com proteinas de choque térmico impedindo sua ligagdo ao DNA. A
ligagdo aos androgenos, DHT ou testosterona, induz uma alteracdo conformacional do
AR, dissociando das proteinas de choque térmico e sofrendo do fosforilagdo (Brinkmann
et al., 1999) por proteina cinase A (Nazareth e Weigel 1996).

A mudancga conformacional induzida pelos ligantes, facilita a formacdo de um
complexo homodimerico de ARs, que permite a translocacao para a nucleo da célula e
ligacdo aos elementos responsivos a andrégenos (AREs) nas regides promotora de
genes alvos (McKenna et al., 1999).

O complexo homodimero de ARs ligado ao DNA, recruta proteinas co-regulatérias,
co-ativadoras ou co-repressoras. Como em outros receptores nucleares, a atividade
induzida por lingantes ligando induzidas por androgénios RESPOSTA, conformagéo
activada envolve uma mudancga na posi¢cdo da hélice 12 do receptor para formar uma
superficie a qual o co-activador (McKenna et al., 1999).

3.4. A Privacao Androgénica e os Bloqueadores Androgénicos na
Regressao Prostatica



A involugcdo da préstata seguida a castragdo tem sido extensivamente utilizada
como modelo para estudos da fisiologia da prostata. Esta involugdo é um complexo
processo fisiolégico caracterizado pela perda de peso prostatico, apoptose das células
epiteliais e uma inversdo de uma estrutura predominantemente glandular para outra
dominada pelo estroma. Esta involugao envolve uma significativa remodelacao tecidual, a
qual inclui o rearranjo do estroma e a eliminacdo das células apoptéticas (Kryprianou e
Isaacs, 1988; Powell et al. 1996; Carvalho e Line, 1996; Carvalho et al. 1997a, b; llio et al.
2000; Powell et al.1999; Vilamaior et al. 2000; Augusto et al. 2008).

Foi demonstrado que a expressdao de MMP-2 é regulada positivamente, de uma
maneira dose-dependente por andrégenos via AR em células tumorais prostaticas LNCaP
e LAPC-4 (Liao et al. 2003). Por outro lado, o tratamento de células derivadas de
fibroblastos com estrogeno causa uma diminuigdo da expressao de MMP-2 (Moalli et al.
2002). Estudos do nosso grupo demonstraram que no desenvolvimento normal da
prostata ha uma maior expressao de metaloproteinases de matriz 2 e 9 se comparada
com adultos (Bruni-Cardoso et al. 2008). Dados esses fatos, sugere-se entdo, que ocorra
uma influéncia dos hormdnios androgénicos e estrogénicas na expressdao de MMPs e de
seus inibidores no desenvolvimento prostatico normal, o que é reforcado pela presenca de
elementos responsivos a andrégenos na regido promotora do gene da MMP-2 (Li et al.
2007). Experimentos em cultura organotipica demonstraram que a inibicdo da MMP-2 por
siRNA compromete o desenvolvimento do epitélio prostatico (Bruni-Cardoso et al. 2010).

Além disso, nosso grupo tem demonstrado a existéncia e localizagdo da heparanase
1 na préstata ventral de ratos normais e castrados, sendo que nestes ultimos foi verificado
um pico de expressdao aos 7 dias apOs castracdo. Conclui-se que esta expressao
aumentada aos 7 dias apds castracao esta relacionada a remodelacao tecidual (Augusto
et al. 2008).

Posteriormente demonstramos que a cinética de morte celular apoptética difere
entre animais castrados, animais que receberam alta dose de 17-B estradiol e animais
castrados tratados com 17-f estradiol, e que existem mecanismos diferentes de indugéo
de apoptose nas células epiteliais prostaticas pela privagdo androgénica e pela alta
dosagem de estrégenos (Garcia-Florez et al. 2005) (Figura 3), relacionados a uma forte
inibicdo da proliferagao celular (resultados nao publicados).
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Figura 3. Cinética de apoptose de células epiteliais prostaticas em resposta a castragdo (CAS), a

administragédo de 17B-estradiol e a ambos conjuntamente (CAS+E2) (Garcia-Florez et al. 2005).

Outro trabalho que mereceu nota, realizado por Damas-Souza (et al. 2010)
demonstra que a insulina tem efeito sobre a sobrevivéncia das células epiteliais
prostaticas frente a privacao androgénica, contribuindo para a defasagem entre a queda
dos niveis de andrégeno (12 horas ap6s castracado) e o pico de morte celular (72 horas
apos castragdo), monitorando cinética de morte celular em animais castrados com aquela
de animais diabéticos, durante cinco dias foi observado um efeito protetor da insulina
adiantando o pico de morte células por apoptose e que a cinética de morte celular
apoptética induzida por castracao difere entre animais diabéticos e ndo diabéticos, e que
existem mecanismos diferentes de inducao de apoptose nas células epiteliais prostaticas
pela privagdo androgénica e pela baixa concentracdo de insulina (Figura 4) (Damas-
Souza et al. 2010).
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Figura 4. Cinética de apoptose na préstata ventral de ratos em resposta a castragdo, na auséncia
de insulina e na administragdo de insulina aos diabéticos. (A), reacdo de Feulgen; (B),
imunohistoquimica para caspase-3 clivada. A castracdo dos animais nao diabéticos resulta em pico
de nlcleos apoptéticos 72 horas apds a castragdo. Em ratos diabéticos, o pico foi antecipado para
48 horas apo6s a castracdo. Os grupos diabéticos que receberdo insulina ocorre redugdo no
percentual de células autdpticas nos diferentes intervalos de tempo ap6s a castragao, além de
restaurar o pico de apoptose para 72 horas apds a castragdo. As variagcdes sdo expressas em
percentual de nucleos apoptéticos. Barras = 10 um. Os valores representam média + desvio
padrdo. Os (*) indicam significancia estatistica com respeito ao grupo NC quando P < 0,05.
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O diabetes induzido por estreptozotocina causa prejuizo ao desenvolvimento
prostatico, com comprometimento da diferenciagcdo das células epiteliais e do peso da
glandula (Soudamani et al. 2000) e promove reducao da area epitelial quando realizado
em animais adultos (Cagnon et al. 2000). Porém, nao foi ainda estudado se este efeito e
alcancado por um comprometimento do desenvolvimento, inibicdo da atividade secretora
ou por inducao de morte das células epiteliais prostaticas.

Pouco se sabe sobre vias de sinalizagéo relacionadas a morte das células epiteliais
prostaticas em resposta a privagdo androgénica. Um trabalho especifico demonstrou que
a agao da MMP-7 levaria a liberacao de FAS-L da matriz, o que levaria a ativagao da via
extrinseca de morte celular (Powel et al. 1999). Entretanto, ndo fomos capazes de
detectar em ratos Wistar o aumento detectado na expressdao de MMP-7 por aquele grupo.
Por outro lado, tem sido sugerido que as altera¢des vasculares resultantes da castragéo
(aumento de permeabilidade vascular, restricdo de suprimento sangliineo e morte das
células endoteliais) levaria a uma restricao de nutrientes e hip6xia, que resultaria num
aumento das células epiteliais (Buttyan et al. 2000; Shabsigh et al. 2001). Adicionalmente,
ja foi demonstrado que a expressao do receptor de andrégeno nao € elemento relevante
na indugdo da morte das células epiteliais pela privagdo androgénica, o que levou os
autores a sugerirem a existéncia de mecanismos paracrinos indutores da morte celular
(Kurita et al. 2001). Embora tenha sido demonstrado que o inibidor de caspase-8 FLIP
(proteina inibitéria FLICE-/ike) seja regulado por andrégeno e possa, por esta razao, estar
envolvido na morte das células epiteliais (Nastiuk & Krolewski, 2008), os processos
envolvidos continuam desconhecidos. No nosso entender, parece que um mecanismo
capaz de conectar variagdes da disponibilidade de nutriente e de oxigénio, com aqueles
de regulacdo das vias metabdlicas, principalmente as anabdlicas com a regulacdo da
proliferagdo ou morte celular seria um alvo adequado para realizar uma conexao entre os
eventos conhecidos e a indugdo da morte das células epiteliais. Neste contexto, o
complexo TSC1/TSC2 e as vias mTORC1/mTORC2, parecem ser alvos moleculares
interessantes, por estarem posicionados no entroncamento das vias de regulacao destes
processos e por serem sensiveis a variagdes nas condigdes anabdlicas (sintese protéica,
biogénese de ribossomos e progressao do ciclo celular)(Huang & Manning, 2008; Lian et
al. 2008) (Figura 5).
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Figura 5. Papel central do complexo TSC1/TSC2 e das vias mTORC1 e mTORC2 na integragéo
entre regulacdo anabdlica e comportamento celular, indicando principais componentes
moleculares. A agao inibitéria de S6K sobre IRS-1 ndo esta indicada na figura.

3.5. Efeito da Insulina

A insulina é o hormonio que controla o metabolismo, mantendo a normoglicemia e a
normolipidemia (Saltiel & Kahn, 2001).
A insulina ativa o seu respectivo receptor promovendo a sua autofosforilagdo em

multiplos residuos de tirosina (Saltiel & Kahn, 2001). O receptor da insulina é composto
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por duas subunidades a, localizadas no dominio extracelular, e duas subunidades f
unidas por pontes dissulfeto, que estao localizadas no dominio transmembrana. A ligacao
da insulina a subunidade a induz a autofosforilagdo de tirosinas na subunidade B e esta,
subsequientemente, fosforila seus substratos, os IRS (insulin receptor substrate), ERKs
(extracellular regulated kinase) e JNKs (Jun amino terminal kinase), que regulam
diferentes vias de sinalizagao (Saltiel & Kahn, 2001).

As proteinas IRS se ligam e ativam varios dominios homdélogos a SHH incluindo a
subunidade p85 regulatéria da fosfatidilinositol-3-cinase (PI3-Kinase), a proteina tirosina
fosfatase (SHPTP-2) e varias pequenas moléculas semelhantes a fatores de crescimento
(White, 1997). A ativagao destes dominios SH2 inicia a cascata de sinalizagdo que regula
respostas metabdlicas, sobrevivéncia, crescimento e diferenciacdo celulares (Sun et al,
1991; Sun at al, 1995; Lavan et al, 1997; Lavan et al, 1997b ).

A ativacao da PI3-kinase responde a uma variedade de fatores de crescimento,
citocinas e hormonios, incluindo a insulina (Stephens et al. 1993; Kohn et al. 1995). Esta
enzima promove um aumento no nivel de fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato, quando ocorre
um estimulo da célula pela insulina. Subsequentemente, é ativada a proteina cinase B
(PKB) também conhecida como AKT. Um alvo celular que a AKT/PKB pode fosforilar para
proteger a célula de apoptose é a BAD (Datta et al. 1997). Esta proteina interage com
membros da familia da Bcl como a Bcly,, e induz apoptose em algumas células (Datta et
al. 1997). Apés a BAD ser fosforilada na Sery3s pela AKT/PKB esta se dissocia da Bcly,, e
a apoptose é reduzida (Zha et al. 1996). O fato é que a AKT/PKB pode segurar a via de
sinalizacdo da apoptose por foforilagdo em proteinas alvo, tendo um papel na supressao
da apoptose, promoc¢ao do crescimento e proliferacdo (Whiteman et al. 2002; Franke et al.
2003; Brazil et al. 2004).

No entanto, a insulina ndo possui somente estas fungdes. A sua auséncia ou baixas
concentracdes séricas estdo associadas a problemas reprodutivos, tanto em mulheres
como em homens. Nestes Ultimos, ocorre uma reducdo na testosterona sérica devido a
efeito na fungcdo das células de Leydig (Dinulovik et al. 1990) fato que é também
evidenciado em ratos submetidos a inducao do diabetes pela estreptozotocina (lkeda et
al. 2000).

Em ratos diabéticos ocorre uma redugdo da resposta da pituitaria ao GnRH
(Seethalakshmi et al. 1987), comprometendo o mecanismo de feedback no eixo
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hipotalamo-hipéfise, reduzindo a sensibilidade da hipéfise aos esterdides (Kirchick et al.
1979; Dong et al. 1991).

Em ratos adultos submetidos a inducédo do diabetes pela estreptozotocina, ha uma
diminuicdo dos receptores de androgenos (Tesone et al. 1980), na captagdo e na
retencdo de [*H]testosterona em glandulas acessoérias sexuais (Oksanen et al. 1975).

A insulina é essencial para a manutencédo, funcdo e integridade da proéstata
(Suthagar et al. 2008), influenciando diretamente o crescimento prostatico. Na verdade,
nao somente a prostata, mas o trato urogenital como um todo é dependente da insulina,
sendo que a auséncia deste horménio pode interferir na resposta destes 6rgaos a
testosterona e a fatores de crescimento (Yono et al. 2005).

Em animais submetidos ao diabetes induzido pela aloxana, ocorre uma grande
variacao morfoldgica da préstata, indicando que a deficiéncia de insulina, assim como da
testosterona, influencia diretamente este 6rgdo, contribuindo para a incidéncia de
inflamagdes e possibilitando um desenvolvimento subsequente de lesbes malignas e pré-
malignas (Ribeiro et al. 2008).

Os efeitos da insulina na ultraestrutura das células epiteliais da préostata sao
caracterizados pela ocorréncia de alteracbes nos sistemas de biomembranas e de
organelas envolvidas no processo de secregdao, sendo este um efeito similar ao
encontrado em animais submetidos a castracdo, o que pode ser atribuido a um
desbalanco hormonal proveniente de alteracbes no eixo hipotadlamo-hipofise-gbnada
(Carvalho et al. 2003).
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4. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Atualmente a prostata vem sendo alvo de iniUmeras pesquisas devido a sua
importancia na fungao reprodutiva e por ser um alvo causador de mortes entre homens.
Assim, ha um crescente interesse na compreensao dos mecanismos de regulagdo das
vias de inducdo de morte das células epiteliais na prostata.

Além de haver evidéncias de que a insulina em baixas concentragdes séricas tem
sido associada com doencas reprodutivas tanto em mulheres como em homens, nés
identificamos anteriormente que a insulina tem um efeito protetor contra a morte das
células epiteliais prostaticas. Portanto, parece-nos necessario o aprofundamento do
conhecimento dos mecanismos de regulacdo de adaptacdo das células epiteliais
prostaticas a auséncia de andrégeno e/ou insulina.

Por estas razdes, este trabalho procurard desenvolver hipéteses de que ha
mecanismos distintos de regulacdo de adaptacdo das células epiteliais prostaticas pela
castracdo e pela auséncia da insulina e que o complexo TSC1-TSC2 em paralelo ao
complexos mTORC1-mTORC2, conectam a regulacdo do metabolismo celular com a
reducdo da proliferagéao celular e indugado de morte celular em conjunto ou isoladamente,
nos dois processos.

5. OBJETIVOS

Considerando-se as hipéteses acima, os objetivos deste projeto sao:

1. identificar a via de sinalizacdo envolvida na adaptacdo das células epiteliais
prostaticas frente a privagdo androgénica, com foco na inibigao dos mecanismos de
sobrevivéncia, proliferacdo e morte celular e

2. caracterizar componentes moleculares relacionados a distingdo do processo
adaptacao induzida por privagdo androgénica e de insulina e possiveis conexdes com as
vias gerais de regulacdo do metabolismo celular, monitorando diferentes pontos da via de
sinalizacao integradas pelos TSC1-TSC2 e mTORC1 e mTORC2.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Animais e Protocolo Experimental

Foram empregados 54 ratos Wistar adultos jovens com idade entre 75 e 105 dias,
proveniente do Centro de Bioterismo Multidisciplinar de Investigagdo Bioldgica da
Universidade Estadual de Campinas. Os animais foram mantidos na casa de manutencao
de animais em experimentacdo do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, em
caixa de polietileno, com substrato de maravalha, sendo fornecidas agua e ragao “ad
libitum”.

Os ratos receberam trés injegcbes intraperitonial de aloxana (5,6 — Dioxyuracil
monohydrate - Sigma Chemical Co. Saint Louis, MO, USA) (75mg/Kg) seguidas de duas
injecoes de dose maior (150mg/Kg). A droga foi diluida em tampao citrato 0,1M, pH 4,4, e
aplicadas em intervalos de 7 dias. Antes das aplicagées os animais permaneceram 24
horas em jejum e foram realizados dois testes, um de glicosuria e outro de glicemia.
Constando o quadro de manifestagdo de diabetes (glicosuria, acima de 28 mmol/l e
glicemia acima de 350mg/dL), ap6s 7 dias os animais receberam mais uma dose de
aloxana (dose de estabilizacdo) e apds 48 e 72 horas foram castrados cirurgicamente, via
escrotal, sob anestesia com Cloridrato de Cetamina (80mg/Kg) e Xilazina (10mg/kg).

Os ratos foram divididos em 9 grupos diferentes:

Nao Diabéticos Diabéticos Diabéticos + Insulina
Nao Castrados 3 3 3
48 horas apos Castracao 3 3 3
72 horas apos Castracao 3 3 3

Os ratos diabéticos tratados com insulina receberam aplicagées subcuténeas de
insulina (2U/100g) duas vezes ao dia, as 8 horas e as 18 horas, tratamento se prolongou
até o dia do sacrificio do animal (Soudamani et al, 2005).

Para caracterizar a resposta a insulina, os animais foram anestesiados como
descrito previamente, em seguida foi realizada incisao na regiao abdominal para a injecao
200 pL de insulina via aorta. O lébulo direito da préstata ventral foi coletado no tempo 0 e
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o lébulo esquerdo 10 minutos apds a injecao, em seguida foram pesadas e fixadas de
acordo com diferentes protocolos ou congeladas em nitrogénio liquido para as analises
bioquimicas.

Os animais foram sacrificados de acordo com o Guia de Cuidados e Uso de
Animais de Laboratério por overdose de anestésicos e as prostatas ventrais dissecadas
imediatamente.

Os experimentos foram realizados e aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Unicamp (Protocolo nUmero 1887-1).

6.2. Extracao de Proteinas e Eletroforese

As amostras foram homogeneizadas por 1 minuto em Polytron (Kinematica,
Lucerne, Switzerland) em solucdao contendo 150mM de NaCl, 0,5% Triton X-100, 0,5mg
EDTA/mL e 10uL/mL do coquetel inibidor de proteases (cat. P-8340 — Sigma Chemical
Co.). Para os testes de niveis de fosforilagdo, foram adicionados inibidores de
cinases/fosfatases no tampao de extracdo (NaF 20mml/L; NazVO, 1mM). Apds
clarificacdo por centrifugacdo a 10.000xg por 10 minutos e quantificacdo das proteinas
pelo método de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de SDS-PAGE a 12% com a aplicagédo de 50ug de
proteinas, apds fervura por 5 minutos em tamp&o de amostra em condi¢ao redutora.

6.3. Western Blotting

Apoés eletroforese, o material foi transferido eletricamente (Hoefer, San Francisco,
CA, USA) para membranas de nitrocelulose (Amersham, Buckinghamshire, UK) sob
corrente constante de 400mA por uma hora sob refrigeracdo. A qualidade da transferéncia
de proteinas foi analisada pela coloracdo da membrana com Ponceau S 0,5% em &cido
aceético 1%. A membrana foi bloqueada com leite desnatado 5% em TBS-T por uma hora
sob agitacao a temperatura ambiente e, em seguida incubada overnight a 4° C com leite
desnatado 1% em TBS-T contendo os anticorpos primarios com as diluigbes
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recomendadas pelo fabricante. Apés trés lavagens com TBS-T, a membrana foi incubada
com anticorpo secundario anti-lgG respectivo conjugados com HRP (Zymed Laboratories,
San Francisco, CA, USA) ou Alexa Fluor® 546 (Invitrogen, S&o Paulo, SP, Brazil).

Apés nova série de lavagens em TBS-T, a atividade peroxidasica dos anticorpos
conjugados com HRP foi revelada através de sistema ECL (Amersham, Buckinghamshire,
UK), expondo a membrana ao filme X-Omat da Kodak por 1 minuto, enquanto
fluorescéncia dos anticorpo secundarios conjugados com Alexa Fluor® 546 foi revelado
através do sistema Typhoon 9200 (GE Healthcare, Uppsala, Sweden).

A intensidade de marcacao obtida nas diferentes situacdes foi determinada por
densitometria das bandas obtidas, utilizando o programa Scion Image (Scion Corporation,
Frederick, MD, USA).

Os anticorpos utilizados foram provenientes da Cell Signaling Technology (Beverly,
MA, USA): mTOR (#2972), phospho-mTOR (Ser2448) (#2971), p70S6K (#9202),
phospho-p70S6K (Thr389) (#9205), elF4B (#3592), 4E-BP1 (#9452), elF4E (#9742) e
p53 (#9282). Também foram utilizados os anticorpos anti-actina (I-19) SC-1616 e (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) e anti-PPARy (Calbiochem, Darmstadt,
Germany).

6.4. Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como média + desvio padrao da média. Os
resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey foi
empregado para analises post hoc, quando aplicavel, para comparar as medidas obtidas
nos diferentes grupos experimentais ou entre diferentes periodos apo6s castragao dentro
do mesmo grupo. As diferengas foram consideradas significativas quando p<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1. Alteracao no peso prostatico

Os animais do grupo DIA castrado 48 horas apresentou tendéncia a diminuigao no
peso corpéreo quando comparada com os animais do grupo ND. Os animais do grupo
INS castrado 48 horas tiveram o peso corpéreo restaurado a valores semelhantes aos do
grupo ND (Figura 6A). Por outro lado, a PV dos animais do grupo DIA apresentaram
tendéncia a reducéo do peso relativo da PV em cerca de 28%, com respeito aos animais
do grupo ND e, similarmente a recuperagdo do peso corporeo, tiveram seu peso relativo
recuperado no grupo INS (Figura 6B).

A redugao do peso relativo da PV promovida pela castragdo dos animais do grupo
ND foi de aproximadamente 21,3%. N&o foi verificada variagdo no peso relativo da PV dos
animais do grupo DIA. Apo6s 72h, foi possivel observar uma marcante queda de 45% no
peso relativo da PV dos animais do grupo INS.
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Figura 6. Variagdbes no peso corporal e no peso relativo da PV nos diferentes grupos
experimentais e efeito da privagéo androgénica por castragéo por 48h e 72h. (A) Peso corporal. (B)
Peso relativo da préstata ventral. ND= nado diabético, NC = ndo castrado, DIA = diabético, INS =
diabético tratado com insulina. S&o Indicadas as médias + desvio padrédo (n=3). (a) indica diferenga
estatistica de ND nos respectivos periodos de privagdo androgénica e (b) indica diferenga
estatistica de DIA nos respectivos periodos de privagado androgénica. Os arcos indicam diferencas
estatisticas dentro dos grupos apés a castracao.
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7.2. Variacao no conteudo e grau de fosforilacao da mTOR e
p70S6K nos diferentes grupos experimentais

A Figura 7A apresenta dados representativos dos Western blots para as formas total
e fosforilada da mTOR e p70S6K, sem estimulo e 10 min apéds inje¢do de insulina.
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Figura 7. Imagens representativas e niveis de fosforilagdo da mTOR e p70S6K apds a privacao
andrgoénica e na auséncia de insulina. (A) Imagens representativas dos Western blots para a
forma total e fosforilada da mTOR e da p70S6K nos diferentes grupos experimentais e efeito da
privagdo androgénica por 48h e 72h, sem estimulo ou 10 minutos apds injegéo de insulina. (B)
Niveis de fosforilagdo de mTOR nos diferentes grupos experimentais e efeito da privagéo
androgénica pelos periodos de 48h e 72h apos a castragéo. (C) Niveis de fosforilagdo da p70S6K
nos diferentes grupos experimentais e efeito da privagdo androgénica pelos periodos de 48h e 72h
apods a castragdo. ND = ndo diabéticos, NC = néo castrados, DIA = diabético, INS = diab. Sao
Indicadas as médias + desvio padrao (n=3). (a) indica diferenga estatistica do grupo ND nas
respectivas situagbes de privagdo androgénica e (b) indica diferenca estatistica do grupo DIA nas
respectivas situagcées de privacdo androgénica. As linhas conectam grupos que apresentaram

diferencas estatisticas dentro dos grupos ND, DIA e INS.
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Os niveis de fosforilagdo da mTOR nao apresentou alteragdo marcante entre os
grupos ND e DIA, enquanto foi verificado aumento de cerca de 4 vezes nos animais do
grupo INS, sem que fossem identificadas alteragdes em funcao da privacdo androgénica
dentro de cada grupo (Figura 7B).

Foram também analisados o conteudo e o nivel de fosforilagdo da p70S6K. Foi
observado que os animais do grupo INS apresentaram cerca do dobro da quantidade da
proteina p70S6K quando comparadas aos grupos ND e DIA e que estes conteludos nao
mostraram variagdes significativas em resposta a privacdo androgénica. Com respeito a
fosforilacdo da p70S6K, foi observado que os animais ndo castrados pertencentes aos
grupos DIA e INS apresentaram reducdo em 23,4% e 34,5%, respectivamente. A
castragdo nao promoveu alteragcao nos niveis de fosforilagdo da p70S6K nos animais do
grupo nao diabético (ND), mas mostrou resultados opostos nos grupos DIA e INS, com
reducdo no primeiro e aumento neste ultimo. Nos animais diabéticos houve reducédo de
30,6% 72h apds a castragdo, enquanto os animais do grupo INS apresentaram aumento
de 77,6% no mesmo periodo (Figura 7C).

7.3. Variacao no conteudo e grau de fosforilacao de elF4B nos
diferentes grupos experimentais

A avaliagdo do conteudo da proteina elF4B demonstrou queda de 64,6% nos
animais do grupo DIA, quando comparados com aqueles do grupo ND. Este efeito foi
revertido pelo tratamento com insulina (grupo INS). De forma interessante, a privagao
androgénica promoveu diminuicdo de 41,2% as 48 horas e de 35,4% as 72 horas da
castracdo nos animais ND, enquanto este efeito apareceu invertido nos animais do grupo
DIA, com aumentos significativos apds pos a castragdo. O grupo INS ndo apresentou
alteragdes apods a privagao androgénica (Figura 8).

22



ND DIA INS
NC 48 72 NC 48 72 NC 48 72

WB: elF4B
4,00 -
3,50 -
3,00 -
2,50 -
2,00 - ”_‘_‘
1,50 -

[ I

ENC ®m48h m72h

unidade arbitraria

1,00 -
0,50 -
0,00 -

Quantidade de Proteina

ND DIA INS

WEB: Actina |= == o s w o ap == o 43 kDa

Figura 8. Variacdes no conteudo da proteina elF4B nos diferentes grupos experimentais e efeito
da privacdo androgénica pelos periodos de 48h e 72h apds a castragcdo. ND = nao diabéticos, NC
= nao castrados, DIA = diabético, INS = diabético tratado com insulina. Sdo Indicadas as médias +
desvio padrdo (n=3). a) indica diferenca estatistica do grupo ND nas respectivas situacoes de
privagdo androgénica e (b) indica diferenga estatistica do grupo DIA nas respectivas situagdes de
privagdo androgénica. As linhas conectam grupos que apresentaram diferencas estatisticas dentro
dos grupos ND, DIA e INS. Apresenta-se também o conteldo de actina como controle de

carregamento dos géis.

7.4. Variacao no conteudo da 4E-BP1 nos diferentes grupos

experimentais

O conteudo de 4E-BP1 ndo apresentou variagao entre os animais nao castrados
nos grupos experimentais ND, DIA e INS. No entanto, apds a privacdo androgénica
ocorreu nitida diminuicdo do conteudo de 4E-BP1 nos grupos ND (75,4%), DIA (59,5%) e
INS (84,5%), as 72 horas apés castracao (Figura 9). Os blottings permitiram identificar um
acumulo das formas fosforiladas (identificadas pela variacdo de massa molecular) nos
animais do grupo DIA, quando comparados com os animais ND. As formas fosforiladas
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foram praticamente eliminadas nos animais do grupo INS (Figura 9), com nitido efeito
cumulativo do estimulo androgénico e pela insulina sobre a fosforilagdo inibitéria da
4EBP1.
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Figura 9. Niveis de 4E-BP1 nos diferentes grupos experimentais e efeito da privagdo androgénica
em 48h e 72h apds a castracdo. ND = nado diabéticos, NC = ndo castrados, DIA = diabético, INS =
diabético tratado com insulina. S&o Indicadas as médias = desvio padrdo (n=3). Nao houve
diferencas estatiticas entre as situagdes de privagdo androgénica nos diferentes grupos. As linhas
conectam grupos que apresentaram diferencas estatisticas dentro dos grupos ND, DIA e INS.

Apresenta-se também o contelido de actina como controle de carregamento dos géis.

7.5. Variacao no conteudo da elF4E nos diferentes grupos
experimentais

O conteudo de elF4E nos nao apresentou alteragbes nos animais nao castrados dos
diferentes grupos experimentais ND, DIA e INS e nem apds a privagdo androgénica,
apresentando-se relativamente constante durante o periodo analisado (Figura 10),
embora ndo passe despercebida uma reducao nao significativa as 72hs ap6s castragao.
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As preparagdes também deixaram evidente a presenca de uma forma de menor massa

molecular nas situacdes de privacao androgénica.
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Figura 10. Niveis de elF4E nos diferentes grupos experimentais e efeito da privacdo androgénica
em 48h e 72h apos a castracdo. ND = ndo diabéticos, NC = ndo castrados, DIA = diabético, INS =
diabético tratado com insulina. Sdo Indicadas as médias *+ desvio padrao (n=3). Nao foram
encontradas diferencas estatisticas entre os valores obtidos na quantificagcdo da elF4E nas
diferentes situagdes, embora as analises revelem nitico acimulo da forma néo fosforilada (menor

massa molecular) apés a privagao androgénica.

7.6. Variacao no conteudo de p53 nos diferentes grupos
experimentais

Foi observado que o conteudo de p53 ndo variou entre os animais ndo castrados
nos grupos experimentais ND, DIA e INS, mostrando igualmente reduzidos. A privagéao
androgénica promoveu aumentos de 9 vezes no grupo ND e de 6 vezes no grupo INS as
72 hs ap6s castragdo. O pequeno aumento observado no grupo DIA ndo mostrou-se
estatisticamente significativo. As alteragbes foram mais marcantes no grupo DIA (Figura
11).
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Figura 11. Niveis de p53 nos diferentes grupos experimentais e efeito da privagao androgénica em
48h e 72h apos a castracdo. ND = ndo diabéticos, NC = ndo castrados, DIA = diabético, INS =
diabético tratado com insulina. S&o Indicadas as médias + desvio padrdo (n=3). a) indica diferenga
estatistica do grupo ND nas respectivas situacdes de privagcdo androgénica e (b) indica diferenca
estatistica do grupo DIA nas respectivas situagbes de privagdo androgénica. As linhas conectam
grupos que apresentaram diferencas estatisticas dentro dos grupos ND, DIA e INS. Apresenta-se

também o conteudo de actina como controle de carregamento dos géis.

7.7. Analise da resposta imediata da mTOR, p70S6K a insulina

Neste experimento foi verificada a capacidade de resposta imediata a insulina,
considerando-se que os resultados observados acima poderiam representar diferencas
quanto ao tempo seguido a alimentacdo do animal. Os niveis de fosforilagdo da mTOR

sao normalizados para cada animal neste teste de resposta imediata.
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Figura 12. Efeito da administracdo de insulina nos niveis de fosforilagdo de mTOR. Os niveis de
fosforilacdo do mTOR foram normalizados dez minutos ap6s a administracdo de insulina. Enquanto
nos grupos ND e DIA praticamente ndo houve variagdo, no grupo INS houve uma nitida redugao
dos niveis de fosforlacdo da mTOR, independente da situagdo de privagao androgénica. ND = nédo
diabético, NC = nao castrados, DIA = diabético, INS = diabético tratado com insulina. Sao
Indicadas as médias + desvio padrdo (n=3). a) indica diferenga estatistica do grupo ND nas
respectivas situagbes de privagdo androgénica e (b) indica diferenca estatistica do grupo DIA nas

respectivas situagdes de privagdao androgénica.

Na Figura 12 sdo apresentadas as diferengas entre os niveis de fosforilagdo da
mTOR medidos nos tempos 0 e 10 min apds a administragdo de insulina, podendo-se
observar a mesma resposta (oscilando ao redor de zero) para os animais dos grupos ND
e DIA. J4& nos animais do grupo INS, foi observada uma nitida queda na resposta a
insulina, monitorada pela fosforilagdo de mTOR.

A p70S6K mostrou variagdo mais evidente frente na resposta imediata a
administragdo de insulina. Enquanto houve variagdo positiva nos animais do grupo ND e
DIA, significativamente maior nestes ultimos, ndo foi verificada variagdo nos animais do
grupo INS. No que diz respeito a privacdo androgénica, houve surpreendente contraste
entre a resposta observada nos animais nao diabéticos e diabéticos, sendo que os
animais nao diabéticos apresentaram aumentos progressivos de acordo com o tempo

apos castracdo, enquanto foi verifica uma marcante reducdo nos animais diabéticos. A
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variacao observada nos animais do grupo INS foi variavel, mas mais semelhante ao grupo
ND (Figura 13).
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Figura 13. Efeito da administragdo de insulina sobre os niveis de fosforilagdo de p70S6K. Os
valores mostrados correspondem a diferenca entre os niveis de fosforilagdo nos tempos 0 e 10
min apos a admistra¢do de insulina. Observa-se um aumento na resposta dos animais ND apds a
castracdo e uma inversao deste padrdao nos animais do grupo DIA. A resposta foi variavel nos
animais do grupo INS. ND = n&o diabético, NC = néo castrados, DIA = diabético, INS = diabético
tratado com insulina. Sdo Indicadas as médias + desvio padrao (n=3). a) indica diferenca estatistica
do grupo ND nas respectivas situagdes de privacdo androgénica e (b) indica diferenca estatistica

do grupo DIA nas respectivas situagdes de privacdo androgénica.

7.8. Comportamento do PPARy

A andlise por Western blotting do PPARy permitiu observar diminuicao de 54,2% e
22,2% nos animais nao castrados dos grupos DIA e INS, respectivamente, quando
comparado ao grupo ND (Figura 14).

A castragcao promoveu reducao de 45% nos grupos ND e um tendéncia de 27% no
grupo INS, enquanto que o grupo DIA a castragcdo promoveu aumento transitorio apos 48
horas da castracao de 38% (Figura 14).
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Figura 14. Niveis de PPARYy nos diferentes grupos experimentais e efeito da privagdo androgénica
por castragéo por 48h e 72h. NC = ndo castrados, DIA = diabético, INS = diabético tratado com
insulina. Sao Indicadas as médias * desvio padrao (n=3). (a) indica diferenca estatistica de ND nos
respectivos periodos de privacdo androgénica e (b) indica diferenca estatistica de DIA nos
respectivos periodos de privagao androgénica. Os arcos indicam diferengas estatisticas dentro dos
grupos apos a castragao.
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8. DISCUSSAO

Neste trabalho procuramos identificar os mecanismos responsaveis pela acao anti-
apoptotica e pro-sobrevivéncia da insulina sobre as células epiteliais prostaticas, que
foram caracterizadas anteriormente a partir de determinagao da cinética de morte celular
apoptotica induzida pela castragdo em animais diabéticos e ndo diabéticos (Damas-Souza
et al. 2010). Procuramos explorar a hipotese de que estas acoes estivessem centradas
nas vias de sinalizacao que compreendem os complexos mMTORC1 e mTORC2, que sao
alvos moleculares posicionados no entroncamento das vias de regulacao sensiveis a
variagcbes de nutrientes e de oxigénio e das vias metabdlicas, como sintese proteica,
biogénese de ribossomos e progressdao do ciclo celular e morte celular (Huang &
Manning, 2008; Lian et al. 2008).

A castracao cirurgica (orquiectomia bilateral), assim como o bloqueio androgénico
total resulta em queda da concentracdo de testosterona circulante para niveis abaixo
daqueles que podem ser detectados por ensaios de radioimunoensaio (Damas-Souza et
al. 2010). Embora exista um certo consenso na literatura de que o procedimento
comprometeria cerca de 95% da testosterona circulante, sendo que os 5% restantes
seriam oriundos da glandula adrenal, nossa propria quantificagcdo nao identificou este
residuo. Por outro lado, o diabetes do tipo | crénico causa alteragbes degenerativas do
epitélio prostatico que sobrepbem-se parcialmente com aqueles promovidos pela
castragao, incluindo perda de massa/volume da glandula de coagulacdo e regressao da
maquinaria de sintese (Carvalho et al. 2003). A auséncia do estimulo pela insulina é
identificada pelas células ndo somente pela restrigio no transporte de glicose pelas
células e estabelecimento de um estado catabdlico, acionados pelos sensores de estado
energético como AMPK (Proteina Cinase Ativada por AMP), mas também pelo controle
negativo exercido sobre as maquinarias de sintese (transcricdo e traducao), promog¢ao da
autofagia, inibicao proliferagéo e favorecimento da morte celular (Whiteman et al. 2002;
Franke et al. 2003; Brazil et al. 2004; Kahn et al. 2005).

As modificacbes que ocorrem na préstata ventral e que contribuem para a
diminuicdo do tamanho do 6rgdo compreendem a eliminagdo dos produtos de secrecao
acumulados na luz dos é&cinos, reducao das organelas como reticulo endoplasmatico e

complexo de Golgi e das vesiculas de secrecao, todas associadas a atividade secretora
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do 6érgdo. HA& uma série de alteragdes vasculares, que incluem aumento da
permeabilidade vascular, constrigdo vascular e morte das células endoteliais, estas
resultam em restricdo de nutrientes e hipdxia, que foram implicadas por outros grupos na
inducao de apoptose nas células epiteliais que atingem um maximo no terceiro dia apds a
castracdo (Shabsigh et al., 1999; Buttyan et al. 2000). Este primeiro pico de apoptose é
intimamente relacionado com a queda dos niveis de andrégeno, enquanto aquela que
ocorre no 11° dia apds a castracdo depende da remodelacdao da matriz extracelular
dependente de aumento no conteldo e ativagdo de heparanase (Augusto et al., 2008) e
MMP’s (Bruni-Cardoso et al., 2010), que promovem a anoikis das células epiteliais.

A combinacao de castracdo (auséncia do estimulo androgénico) e o diabetes tipo |
(auséncia de insulina) promove uma antecipagao do pico de apoptose das 72 horas para
48 horas apos a castragdo. Quando os animais que se tornaram diabéticos por indugao
com aloxana sdo tratados com insulina, o pico de apoptose ndo somente retorna para o
terceiro dia apds a castragdo, como também apresentam redugdo da frequéncia de
apoptose entre as células epiteliais prostaticas (Damas-Souza et al. 2010).

Nas condigbes dos presentes experimentos, nao verificamos alteragbes
significativas no peso corporal dos animais diabéticos, o que é compativel com um quadro
de diabetes agudo. O diabetes entretanto promoveu uma reducéo no valor médio do peso
relativo da prostata ventral, com valor médio menor, mas com grande variacdo. Quando
0s animais dos diferentes grupos foram castrados, os pesos relativos da préstata ventral
sofreu reducgéo significativa nos grupos ND e INS, enquanto a média do peso relativo da
préstata ventral ndo foi alterada no grupo DIA, sugerindo que os valores médios
encontrados para animais NC ja eram intrinsecamente menores neste grupo. Isto foi
também observado com os niveis de testosterona medidos anteriormente e entendidos
como resultados da nossa op¢éao em trabalhar com um quadro de diabetes agudo.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a indugéo do diabetes (DIA)
nao causou alteragdes significativas na fosforilagdo de mTOR, fosforilagao de p70S6K no
contetdo de 4EBP, e nem no conteldo de elF4E. A alteragdo marcante encontrada nos
animais deste grupo foi a redugdo do conteudo de elF4B (Figura 8). Embora nao
tenhamos utilizado anticorpos especificos para a 4E-BP1 fosforilada, verificamos que ha
acumulo de 4E-BP1 fosforilada (como indicado pela presenga de maior quantidade de

formas de maior massa molecular) nos animais diabéticos.
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Ja a castracdo causou proeminente redugdo no conteudo de 4E-BP e de elF4B,
sem alterar os niveis de fosforilagdo de mTOR e de p70S6K e nem o conteudo de elF4E.
Foi interessante notar que a castracao é efetiva em promover a redugcao do conteudo de
4E-BP, mesmo nos animais diabéticos e nos animais diabéticos tratado com insulina
(grupos DIA e INS), mostrando uma fina regulacdo androgénica do contetdo desta
proteina. Ao contrario do que acontece no grupo DIA, a castracéao foi eficiente em diminuir
a fosforilacéo de 4E-BP, salvaguardada a restricdo acima de que esta observacao foi feita
sem o uso de anticorpos especificos para as formas fosforiladas da proteina.

Aparentemente isto é importante para regular a tradugao de produtos de secrecao,
em detrimento de outros tipos de mMRNA, como sera explorado a seguir.

A castragdao também promoveu consistente aumento no contetdo de p53 e redugéao
nos conteudos de elF4E e de elF4B.

A inducdo do diabetes (DIA) promoveu diminuicdo da elF4B e aumento da
fosforilacdo de 4E-BP. Ap6s a castracdo e fosforilagdo da 4E-BP e diminuicdo do
conteudo de elF4E. Aparentemente, insulina é o principal regulador de p70S6K, enquanto
os andrdgenos regulam mais efeitvamente a 4E-BP1.

Os animais diabéticos ndo castrados e tratados com insulina (INS) apresentaram
aumento da taxa de fosforilagdo da mTOR e diminuigdo da fosforilagdo da p70S6K. A
castracdo dos animais do grupo INS promoveu aumento no conteddo de p53, aumento da
taxa de fosforilacdo da p70S6K e diminuicao no conteudo de 4E-BP.

Em resumo, a castracdo promove alteragbes marcantes no conteudo de p53 e de
4E-BP, sugerindo uma situacdo de estresse celular, provavelmente resultado de hipdxia,
enquanto no diabetes parece haver queda da fosforilagdo de p70S6K, o que estaria
associado a um comprometimento da sintese de proteinas, compativel com um estado
catabdlico.

A castragao resultou em aumento de 9 vezes no conteudo de p53 no grupo ND e de
6 vezes no grupo DIA. Quando ativada a p53 é responsavel por transcrever genes como
PTEN, proteina de ligagdo com IGF-3 (IGF-1BP-3), proteina esclerose tuberosa 2 (TSC-
2), e a subunidade beta da proteina cinase ativada por AMP (AMPK), que regulam
negativamente as vias PI3BK e mTOR (Feng et al., 2007; 2010). Além de seu papel
especifico nos complexos de regulagao do ciclo celular, estas atividades contribuem para
inibir o crescimento celular, resultando em apoptose induzida por p53 e a atividade de

autofagia (Feng et al., 2005).
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Ja foi demonstrado que a castracdo promove alteragdes na expressao de genes
relacionados com apoptose e resposta imune especifica na prostata ventral, sendo tanto o
mRNA quanto a proteina PTEN estdo aumentados nas células epiteliais luminais,
sugerindo que esta fosfatase tenha papel mediador da apoptose na prostata ventral na
auséncia de andrégenos (Desai et al., 2004).

As 4E-BP1 e 4E-BP2 hipofosforiladas sequestram elF4E inibindo a formagédo do
complexo ativo elF4F (Clemens, 2000; Mamane et al., 2007). A fosforilagdo da 4E-BP1
em multiplos sitios promove a liberagao do elF4E que pode participar da estruturagéo do
complexo. A fosforilagdo do 4E-BP1, em varios locais, diminui a afinidade desta proteina
para elF4E (Mamane et al., 2007). O elF4F é composto por trés subunidades: elF4E, que
€ a proteina de ligacdo ao cap; elF4A, que é uma helicase de RNA, e a proteina elF4G
que faz a ancoragem do complexo ao ribossomo através da interagcdo com elF3, que se
liga diretamente ao ribossomo (Maitra et al. 1982).

A fosforilagdo de 4E-BP1 é influenciada por uma vasta gama de estimulos
extracelulares. Em geral, as condigbes que promovem o crescimento celular, atuam
mediando a fosforilagdo de 4E-BP1, aumentando a sintese de proteinas. Ja condicoes
inibidoras do crescimento e estresse fisiolégico resultam em desfosforilacdo, regulando
negativamente a sintese de proteinas (Mamane et al., 2007) e, por outro lado, favorecem
a expressao de outras proteinas contendo regides IRES (internal ribosomal entry site),
qgue auxiliaria na capacidade da célula em sobrevir a mecanismos de estresse (Grover et
al., 2011).

Foi demonstrado aumento de 20 vezes da proteina HIF1-a (Fator induzido por
hipdxia 1-a) na préstata 48 horas apds a castracdo (Shabisgh et al. 2001). A resposta
celular a hipdxia é mediada principalmente pela hipoxia-inducible factor-1 (HIF1), um fator
de transcricdo que coordena a inducado da transcricdo de genes induzidos por hipdxia
(Lassus et al., 2002) e inibicao da tradug¢éao, como consequéncia da fosforilagao de elF2a
por PERK (Koumenis et al. 2002; Blais et al. 2004) e desfosforilacao da 4E-BP1, um
repressor de elF4E, como mencionado acima (Tinton et al., 1999).

Nossos resultados reforgam a ideia de que as células epiteliais prostaticas sao
submetidas a uma condi¢do de hipdxia, que resultaria na desfosforilagao da 4E-BP1 e
aumento da p53.
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Atualmente, acredita-se que a p70S6K media preferencialmente a tradugdo de RNA
mensageiros que codificam proteinas ribossomais afetando a taxa global da sintese de
proteinas (Findlay et al. 2005).

A acao da p70S6K sobre elF4B pode aumentar a acao de helicase desta molécula e
permitir a desestruturacao da regiao 5-UTR dos RNA mensageiros (Raught et al., 2004).

A estruturas secundarias na regidao 5-UTR sao importantes na regulacao da
traducdo. Dados experimentais sugerem que estruturas secundarias moderadamente
estaveis, ou seja, com energia de ativagao (AG) acima -30 kcal/mol, ndo para a migragao
da subunidade 40S dos ribossomos, mas quando a estrutura é altamente estavel com AG
acima -50 kcal/mol, ocorre a diminuicdo da traducdo. Os efeitos inibitérios destas
estruturas pode ser superada pelo aumento do nivel de elF4A, uma subunidade do
complexo elF4F que promove a desestruturagao de estruturas secundarias do mRNA na
cooperacao do elF4B e elF4G (Svitkin et al., 2001).

Muitos dos reguladores do ciclo celular e proto-oncogenes possuem a regiao 5-UTR
altamente estruturada (De Benedetti et al., 2004). Os achados referentes a inibicao de 4E-
BP1 sugere uma regulagdo positiva dos reguladores do ciclo celular, reforcando a
formacgao do complexo elF4F e a atividade de helicase dependente de ATP do elF4A.

Nesta perspectiva, nosso trabalho demonstra que a selecdo de células apds a
inducdo de diabetes e castracdo € proveniente da alteracdo da p70S6K/elF4B por
regulacédo do ciclo celular através da agcdo de helicase da elF4A (De Benedetti et al.,
2004) e condicao de hipoxia através da desfosforilacdo da 4E-BP1 (Tinton et al., 1999).

Os diabéticos tratados com insulina (INS) apresentaram aumento da taxa de
fosforilagdo da mTOR e a castracdo restaurou a taxa de fosforilagdo da p70S6K,
diminuicdo da fosforilagdo e contetudo de 4E-BP e aumentos de p53.

A administragéo de insulina parece amenizar os efeitos do diabetes e aumentar a
quantidade de p53 visando inibir e corrigir o0 aumento da taxa de fosforilagdo da mTOR.
Este processo € corroborado pela insensibilizagdo da via da mTOR ao estimulo imediato
da insulina. Assim, a selegdo de células apds a castragdo nos diabéticos tratados com
insulina é proveniente da condicao de hipdxia, que promove a desfosforilagdo da 4E-BP1
(Tinton et al., 1999) e aumento da p53 para normalizacdo da mTOR (Feng et al., 2007;
Feng at a.l., 2010)..
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Também foi demonstrado que o PPARy, um receptor nuclear que regula a
adipogénese (Virkamaki et al., 1999), apresenta-se diminuido na auséncia de andrégenos
e insulina, sendo que o tratamento com insulina ndo restaura a quantidade do PPARYy.

Além de controlar a traducéo a 4E-BP e p70S6K controlam o metabolismo. Ativagéao
de mTOR e, consequentemente, a fosforilacdo da 4E-BP e p70S6K promove os
processos anabdlicos em parte através da tradugdo. Assim, camundongos com
deficiéncia para 4E-BP ou p70S6K demonstram metabolismo alterado. Camundongos
sem 4EBP1 e 4E-BP2 sao hipersensiveis a dieta rica em gorduras e se tornam obesos.
Além disso, eles exibem um fendtipo insensibilidade a insulina e intolerancia a glicose (Le
Bacquer et al., 2007).

Camundongos sem p70S6K sao resistentes ao envelhecimento e indugédo de
obesidade por dieta, exibindo aumento da sensibilidade para insulina (Um et al., 2004).

INSULINA

=
=

o

&

e

=
=
=

Figura 15. Mecanismo proposto de regulagdo da sobrevivéncia e crescimento prostatico
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9. CONCLUSAO

Os mecanismos de adaptacao das células epiteliais prostaticas de rato na auséncia
androgeno e/ou insulina parecem envolver alteragdes de regulagao situado downstream
dos complexos mTOR1-mTOR2.

Os resultados obtidos no presente trabalho identificam um nitida fun¢do do estimulo
androgénico na regulacdo negativa de elF4E (via 4E-BP1) e positiva de elF4B. Ficou
claro também que a insulina regula positivamente a fosforilacao de 4E-BP1.

Com base nestas informagdes, propomos que: (l), a presenca de testosterona e
insulina é essencial para a manutencao do estado anabdlico da préstata; (Il), uma vez que
o suprimento de testosterona € comprometido a insulina mantém parcialmente a atividade
de traducao, como preferéncia para moléculas com mRNA estruturado na sua porgcao 5'-
UTR, como aquelas encontradas em proteinas de choque térmico e reguladores do ciclo
celular; (Ill), a combinagdo de privagdo androgénica e de insulina promove bloqueio
intenso da atividade de sintese proteica; (IV), e que a administracdo de insulina
reestabelece parte da tradugéo.

Assim dois mecanismos parecem essenciais para a manutengdo e selecdo das
células epiteliais prostaticas de ratos: (l), p53/4E-BP/elF4E na auséncia de andr6geno;
(), p70S6K/elF4B na auséncia de insulina.
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