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RESUMO

Embora a prostata seja um orgao androgeno-dependente, ela também sofre influéncia
dos estrogenos que agem através de seus receptores especificos ERa e ERp, sendo este
ultimo altamente expresso no epitélio glandular. Evidéncias apontam que 3p-diol,
metabolito da diidrotestosterona (DHT), seja o ligante alternativo de ERp, regulando a
proliferacdo, apoptose e diferenciacéo celular. Ainda, existem relatos sobre a reducdo de
ERp no céancer de prostata, indicando seu importante papel protetor no tecido. Embora
haja relagdo entre a reducdo de ERP com o crescimento prostatico anormal, pouco se
sabe sobre variacdo idade-dependente de sua expressdo. Neste contexto, a proposta
deste trabalho foi elucidar se ocorrem alteracdes na expressio de ERPB com o
envelhecimento, assim como em outros componentes da via metabolica de esteroides
estrogénicos, como aromatase e CYP7B1 e com os niveis de estradiol e DHT na
prostata de ratos Wistar em diferentes idades (3 a 24 meses). Investigamos também se o
tratamento de ratos senis com 3p-diol seria capaz de reverter as alteracdes prostaticas
decorrentes da idade. Com o envelhecimento foram detectadas alteracdes
histopatoldgicas como hiperplasia, atipias nucleares e neoplasia prostatica intraepitelial
(PIN) em todos os lobos prostaticos. Na prostata ventral foram detectadas ainda areas de
atrofia e proliferacdo de arquitetura cribriforme, enquanto a prostata lateral foi
frequentemente acometida por prostatite. Houve reducédo seletiva de ER3 em éareas de
atrofia, atipia celular e PIN em animais senis, sendo que em areas de PIN, esta reducéo
foi paralela ao aumento de proliferacdo celular, corroborando o papel anti-proliferativo
de ERp. Estas alteragdes ocorreram em um ambiente hormonal com niveis constantes de
estradiol e reducdo de DHT. Estes dados apontam que a reducdo local de ERB possa
estar associada com as condi¢cdes malignas e pré-malignas na prostata. Aromatase foi
detectada no epitélio glandular, sendo que esparsas células basais coraram mais
intensamente para a enzima (células basais/Aro+). Em animais senis, houve aumento da
densidade de células basais/Aro+, especialmente em &reas de proliferagdo cribriforme,
PIN e prostatite, corroborando que os estrégenos possam ocasionar efeitos adversos na
prostata com o envelhecimento, similares a estrogenizacdo induzida. Nestas areas houve
ainda moderada redugdo da expressdo de CYP7B1, reforcando um possivel
desequilibrio hormonal local, uma vez que a disponibilidade de DHT para conversdo em
3p-diol esta reduzida. O tratamento de animais senis com 3p-diol promoveu melhora

substancial na citoarquitetura do complexo prostatico, assim como promoveu aumento
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da expressdo de ERp, reducdo da proliferacdo celular e aumento de apoptose, sem
alterar os niveis intraprostaticos de DHT, corroborando o papel anti-proliferativo, pré-
apoptdtico e pro-diferenciacdo de ERB/3B-diol na préstata. Esses dados apontam que a
exposicdo de animais senis a 3B-diol pode ser uma alternativa na prevencdo de
patologias prostaticas. Considerando o conjunto de resultados, podemos concluir que 0s
estrogenos, 3B-diol e seus receptores, possuem importancia significativa para o
desenvolvimento e progressdo de patologias prostaticas. Os resultados reforcam ainda a
importancia do estudo tecidual minucioso na prostata para melhor entendimento das
alteracdes relacionadas as patologias prostaticas.

Palavras chaves: prostata, envelhecimento, ERp, 3B-diol, aromatase, estrégenos,
CYP7B1, rato Wistar
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ABSTRACT
Although the prostate is androgen-dependent, it is also influenced by estrogens, which
act via the estrogen receptors ERa and ERp, the last one being highly expressed in the
glandular epithelium. It has been shown that 3B-diol, a DHT metabolite, is the
alternative ER ligand, regulating the cell proliferation, apoptosis and differentiation in
the prostate. There is a body of evidences that ERP is decreased in malignant prostate,
suggesting that it plays an important role in protecting this tissue. Despite the
relationship between reductions in ERB and abnormal growth of the gland, few are
known about the age-dependent variation of this receptor. Therefore, we aimed to
investigate ERP expression, as well as others components of the metabolic pathway of
estrogenic steroids, such as aromatase and CYP7BL1, as well as estradiol and DHT levels
in the prostatic lobes of aging Wistar rats (3 to 24 months). We also investigated
whether the treatment of senile rats with 3B-diol would be able to reverse the aging
prostate changes. Histopathological alterations, including hyperplasia, intraluminal
concretions, nuclear atypia and prostate intraepithelial neoplasias (PIN), were observed
in the prostates of aging rats. In the ventral prostate, areas of cribriform proliferation
and epithelial atrophy were also observed, whereas in the lateral prostate, there was
frequent prostatitis. Immunohistochemistry revealed that the expression of ERP was
reduced in restricted areas related to atrophy, cellular atypia and PIN in senile animals.
Corroborating the involvement of the receptor with anti-proliferative activity, the
punctual reduction in ERP paralleled the increase in cell proliferation especially in areas
of PIN and nuclear atypies. These changes occurred in a hormonal milieu characterized
by a constant concentration of estradiol but decreased plasmatic and tissue DHT. These
data point out that the focal ERf reduction may be associated with the premalignant and
malignant conditions in the prostate. Aromatase was detected in the glandular
epithelium, in which some sparse basal cells were found intensely stained for the
enzyme (basal cell/Aro+). In senile animals, there were an increased in the basal
cell/Aro+density, especially in cribriform proliferation areas, PIN and prostatitis
corroborating that the estrogens may lead to adverse effects on the aging prostate,
similar to those induced by estrogenization. In these areas there was also moderate
reduction in the CYP7B1 expression, reinforcing a possible hormonal imbalance, since
the DHT availability for conversion to 3p-diol is reduced. The treatment of senile rats
with 3B-diol promoted substantial improvement in the cytoarchitecture of the prostate

complex, as well as promoted increase in ER expression, decrease in cell proliferation
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and increase in apoptosis without changing the intra-prostatic DHT levels, thus
corroborating the anti-proliferative, pro-apoptotic and pro-differentiation role of
ERP/3B-diol in the prostate. These data point out that exposure of senile animals to 3f-
diol may be an alternative in the prevention of prostate diseases. Considering the set of
results, it may be concluded that estrogens, 3B-diol and their receptors have significant
importance for the development and progression of prostate diseases. The results also
reinforce the importance of careful study in the prostate tissue to better understand the
changes related to prostate diseases.

Keywords: prostate, aging, ERp, 3p-diol, aromatase, estrogens, CYP7B1, Wistar rat
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1. CARACTERISTICAS GERAIS DA PROSTATA

A prostata € uma das glandulas anexas ao sistema genital masculino, sendo sua
secrecdo importante para a fertilizacdo, por promover condi¢Ges favoraveis para a
sobrevivéncia dos espermatozoides. Localizada na cavidade pélvica, a prostata esta
posicionada abaixo do colo da bexiga, onde se dispGe ao redor da porcdo inicial da

uretra, que dessa forma é denominada uretra prostatica (Aumller, 1979).

A préstata produz e secreta um complexo proteolitico, o liquido prostético,
caracterizado por ser uma secrecdo homogénea, leitosa e alcalina, com odor inerente,
que corresponde a aproximadamente 30% do plasma seminal em humanos (Aumdiller,
1989; Kumar e Majumder, 1995). Nessa secrecao, encontram-se diversas enzimas como
fibrinolisina, coagulase, fosfatase &cida, antigeno prostatico especifico (PSA), além de
lipides, citrato de célcio, zinco, dentre outras (Aumdiller, 1979; Kumar e Majumder,
1995). A fibrinolisina, a coagulase, 0 PSA e outras enzimas estdo envolvidas no
processo de liquefacdo do sémen e do muco cervical, facilitando o transito dos
espermatozoides. Ja a fosfatase &cida, através da conversdo da fosforilcolina em colina,
e os lipides, como o colesterol, sdo responsaveis pela nutricdo dos espermatozoides. O
citrato de célcio € de grande importancia, pois atua alcalinizando o pH vaginal, o que é
fundamental para a sobrevivéncia dos gametas masculinos nas vias genitais femininas.
Os altos niveis de zinco justificam-se pela importante funcdo protetora, devido a sua
acdo antioxidante e antibacteriana (Aumuller, 1979; Kumar e Majumder, 1995). Em
suma, a secrecdo prostatica é fundamental para o sucesso reprodutivo ja que promove

algumas das condi¢cOes necessarias para a manutencdo dos espermatozoides.

Durante a ejaculacdo, as células musculares lisas, componentes do estroma fibro-
muscular da prostata, se contraem promovendo a eliminagdo dos produtos secretados
pela glandula, que serdo conduzidos até a uretra. Neste momento, o liquido prostatico
ird se misturar aos espermatozoides conduzidos pelos ductos deferentes e aos produtos

da vesicula seminal, formando assim o sémen.
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1.1 Aspectos Histoldgicos da Préstata

O epitélio glandular da prostata é geralmente prismatico, cujos componentes s&o
semelhantes para as diversas espécies de animais experimentais e em humanos, estando
bem estabelecida a presenca de trés tipos celulares morfofuncionalmente distintos: as
celulas basais, as células secretoras ou luminais e as células neuroenddcrinas
(Abrahamsson e Sant’Agnese, 1993; Hayward et al,1996A; EI-Alfy et al, 2000). Esses
tipos celulares podem ser distinguidos baseado em sua localizacdo, morfologia e
caracteristicas fenotipicas, como por exemplo, o perfil de citoqueratinas que estas

células apresentam.

As células basais sdo pequenas, contendo pouco citoplasma, nucleo pequeno de
formas variadas e expressam as citoqueratinas 5 e 14 (Verhagen et al, 1992). Em
algumas espécies de animais como ratos, camundongos, cdes e macacos, estas células
sdo pouco numerosas, localizadas entre as células secretoras em contato com a
membrana basal, sem, porém, atingir a superficie luminal (EI-Alfy et al, 2000; Taylor &
Risbridger, 2008). Devido a essa caracteristica, o epitélio glandular desses animais é
classificado como pseudoestratificado. Embora haja esta classica descricdo de células
basais restritas ao compartimento basal do epitélio, estudos recentes em roedores tém
mostrado que algumas destas células exibem longas e delgadas projecbes que se
insinuam por entre as células adjacentes alcancando a superficie luminal (Shum et al,
2008 e 2014; Kim et al, 2015). JA em humanos, as células basais sdo numerosas e
formam uma camada descontinua de células que repousam sobre a membrana basal sem
também atingirem o lamen (EI-Alfy et al, 2000). Por essa razdo, a classificacdo do
epitélio glandular em humanos tem sido mais controversa, sendo que alguns o
classificam como pseudoestratificado, enquanto outros o consideram biestratificado
colunar (EI-Alfy et al, 2000).

Algumas células basais apresentam-se relativamente indiferenciadas e séo
consideradas células-tronco (EI-Alfy et al, 2000). Outras apresentam numerosas
vesiculas pinociticas ao longo da superficie basal sugerindo envolvimento no transporte
de material entre o epitélio e o tecido subepitelial (Ichihara et al, 1978). As células
basais da prostata em humanos possuem caracteristicas distintas das celulas encontradas
em animais experimentais, como a presenca de jungdes oclusivas entre elas, o que
sugere que elas formem uma barreira epitelial (EI-Alfy et al, 2000). Também, a

presenca de juncfes comunicantes entre células basais, células secretoras e entre células
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basais e secretoras, indicam um importante papel na comunicacao celula-célula. Outra
importante caracteristica de algumas células basais da préstata humana é que elas sdo
células diferenciadas e caracterizam-se pela presenca de numerosas enzimas
esteroidogénicas, tais como 3B-hidroxiesteroide desidrogenase, 17pB-hidroxiesteroide
desidrogenase tipo 5 e Sa-redutase tipo 2 (Pelletier et al, 2001; Takase et al, 2006).

As células luminais ou secretoras sdo colunares altas, com nucleo localizado no
terco basal da célula e citoplasma basofilo, exceto na regido supranuclear, o qual se cora
fracamente. As citoquetatinas expressas pelas células luminais séo as 8 e 18 (Verhagen
et al, 1992). Estas células sdo altamente diferenciadas e responsaveis pela producao dos
principais componentes do liquido prostatico, possuindo abundante reticulo
endoplasmatico granular, desenvolvido complexo de Golgi, além de numerosos
granulos de secrecdo apicais (Aumdiller, 1979; Hayashi et al, 1991).

As células neuroendocrinas sdo células regulatérias que possuem caracteristicas
neurais e enddcrinas. Estas células estdo dispostas isoladamente ou em pequenos grupos
em todo tecido prostatico, incluindo o epitélio glandular e regides ductais, sendo mais
abundantes nesta ultima regido (Abrahamsson & Sant’Agnese, 1993; Abrahamsson,
1999). Essas células contém uma vasta gama de granulos de neurosecre¢do de tamanhos
e morfologias distintas que se correlacionam com o grande nimero de moléculas
secretadas, sugerindo a diversidade das mesmas (Abrahamsson & Sant’Agnese, 1993;
Abrahamsson, 1999; Komiya et al, 2009). Alguns dos produtos secretados por essas
células, como a calcitonina e somatostatina, ja foram encontrados no liquido seminal, o
que leva a possibilidade deles regularem a funcdo dos espermatozoides (Sjoberg et al,
1980; Sasaki & Yoshinaga, 1989). Outras moléculas como serotonina, glucagon,
histamina, cromogranina, sinaptofisina, enolase especifica de neurénio (NSE) entre
outras, também sdo produzidos por estas células (di Sant’Agnese, 1992; Abrahamsson
& Sant’Agnese, 1993; Angelsen et al, 1997). Devido a esta vasta variedade de
neuropeptidios e aminas biogénicas produzidos, tem sido sugerido que estas células
participem da regulacdo da atividade proliferativa, diferenciacdo e atividade secretoria
da prostata (Abrahamsson & Sant’Agese, 1993; Sun et al, 2009). Homens de etnia
africana, que sdo mais propensos a desenvolver cancer de prostata, possuem menor
densidade de células neuroendocrinas, indicando que estas células possam exercer efeito
protetor contra a carcinogénese prostatica (Daneshmand et al, 2005). Adicionalmente,
esta maior prevaléncia também se correlaciona com os menores niveis de vitamina D e

maiores niveis de niveis estrogenos (John et al, 2005;), os quais sdo comuns nesta etinia.
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Em humanos, 0 estroma que sustenta os &cinos é de natureza conjuntivo-muscular
liso. Esta musculatura lisa sofre contragdes durante a ejaculacdo, auxiliando na ejecéo
da secrecdo prostatica no lumen da uretra (Aumiller, 1979; Hayward et al, 1996B). Em
roedores, 0 estroma interacinar € composto por tecido conjuntivo frouxo, enquanto as
células musculares lisas se restringem a uma delgada camada de trés a cinco células de
espessura que se dispbem em torno dos adendmeros. A espessura dessa camada
muscular aumenta progressivamente na convergéncia dos ductos em dire¢do a uretra
(Aumdller, 1979; Hayward et al, 1996B). Em ambas as espécies, 0 estroma contem
ainda nervos, vasos sanguineos e linfaticos, e células de defesa, como mastocitos
(Hayward et al, 1996B).

1.2 Prostata de roedores e de humanos
- Roedores

A proéstata de roedores € composta por quatro lobos bilateralmente simétricos (Fig.
1), que sdo denominados de acordo com sua posi¢do quadripede anatomotopografica
relativa a uretra, como: prostata ventral (\VVP), prostata dorsal (DP), prostata lateral (LP)
e prostata anterior (AP) ou glandula de coagulacdo (Hayashi et al, 1991; Hayward et al,
1996A; Risbridger & Taylor, 2006). Estudos da ramificacdo dos ductos prostaticos
mostram que estas glandulas possuem um comportamento de ramificagdes arbéreas,
possuindo ductos terminais ou adendmeros, localizados na porcéo distal da glandula,
que convergem formando ductos secundarios que por sua vez, culminam para formacéo
dos ductos principais. Estes ductos desembocam na uretra prostatica, onde a secrecao da
glandula é lancada. O padrdo de ramificacdo glandular € particular em cada lobo, assim
como o padrdo de expressdao génica, respostas hormonais, sintese proteica e
consequentemente o tipo de secrecdo produzido (Takeda et al, 1990; Hayashi et al,
1991; Prins et al, 1992; Berquin et al, 2005).

A prostata ventral esta localizada imediatamente abaixo da bexiga, sendo que seus
2 a 3 ductos principais desembocam na porcdo ventral da uretra (Fig.1A). Este lobo
constitui aproximadamente metade da massa do complexo prostatico, sendo o principal
lobo utilizado como modelo experimental (Hayashi et al, 1991). O epitélio
pseudoestratificado prismatico que forma os adenémeros € pouco pregueado nesse lobo
(Hayashi et al, 1991).
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A prostata dorsal localiza-se abaixo das vesiculas seminais e da prostata anterior,
dispondo-se caudalmente a bexiga e posterior & uretra e a prostata lateral (Fig.1A). Ela
possui de 5 a 6 ductos principais em cada lobo, sendo sua morfologia complexa,
apresentando-se extensamente ramificados. Os adenémeros apresentam uma estrutura
em forma de tdbulo-alvéolo com poucas pregas do epitélio, e altura do epitélio de

cilindrico a ctbico, sendo mais baixo que na prostata ventral (Hayashi et al, 1991).

A prostata lateral ocupa posicdo logo abaixo da vesicula seminal e da préstata
anterior, estendendo-se parcialmente sobre a prostata ventral e por fim se juntando
caudalmente a prostata dorsal (Fig.1A). Seus tubulo-acinos sdo mais pregueados e seu

epitélio mais baixo que o dos lobos ventrais e dorsais (Hayashi et al, 1991).

A prostata anterior encontra-se adjacente a vesicula seminal, situando-se em sua
concavidade medial (Fig.1A). Apresenta estrutura tubular em vez de tubulo-acinar como
a dos outros lobos, possuindo apenas um ducto principal em cada lado, que emerge da
porcdo postero-superior da uretra. O ducto principal é formado pela convergéncia dos
numerosos ductos distais ramificados. Neste lobo, a altura e o pregueamento do epitélio
sdo muito variados, o que indica diferente atividade secretora ao longo da glandula
(Hayashi et al, 1991).

A cépsula de tecido conjuntivo que envolve os lobos prostaticos de ratos, além de
unir os ductos de um mesmo lobo no seu interior, permite que cada lobo se mantenha

em um compartimento separado e com forma caracteristica (Hayashi et al, 1991).

( A) Vesicula seminal (B)

Vesicula
seminal

Ducto deferente

Ducto . / Uretra
ejaculatorio >
7 Zona
N Anterior
Central
Prostata Prostata
Ventral Anterior Zoqa
i Transigao
Préstata Prostata Zona
Lateral Dctrinl Periférica
\\\\\

Figura 1: Representacdo esquematica da organizacdo da prostata de roedores (A) e da
prostata humana (B) em torno da uretra. Adaptado de Cunha et al, 1987.
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- Humanos

Em humanos, a préstata € uma glandula impar e bem individualizada, sendo
constituida por quatro regides organizadas concentricamente em torno da uretra,
denominadas: zona de transicdo, zona central, zona periférica e zona anterior, essa
ultima sendo aglandular e de constituicdo puramente fibromuscular (McNeal,1988;
Lacsko et al, 2005) (Fig. 1B). Essas zonas se distinguem ndo sé pela organizacao e
morfofisiologia, mas também pela significancia patolégica, uma vez que a zona de
transicdo é o principal local de origem de hiperplasia prostatica benigna (HPB),
enquanto a zona periférica € o local de origem da maioria dos adenocarcinomas
(McNeal, 1988; Shappel et al, 2004).

A zona de transicao constitui menos de 10% do volume da prdstata humana normal,
que se organiza disposta em torno da porcdo proximal da uretra prostatica (Shappel et
al, 2004). Seus acinos sdo relativamente pequenos e arredondados, circundados por um
estroma fibromuscular frouxamente organizado (Laczko et al, 2005). Apesar de
corresponder a uma pequena porcentagem da glandula, a zona de transicéo é de grande
importancia médica, pois € a regido acometida por hiperplasias benignas da proéstata,
também conhecida como HBP (McNeal, 1988; Shappel et al, 2004; Risbridger &
Taylor, 2006). Mais raramente, a zona de transi¢cdo pode ser acometida por canceres
(cerca de 20% das ocorréncias), mas esses em geral sdo menos graves que aqueles que

ocorrem na zona periférica (Shappel et al, 2004).

A zona central constitui cerca de 20% do volume da glandula, circundando os
ductos ejaculatorios (Shappel et al, 2004) (Fig. 1B). Caracteriza-se morfologicamente
por acinos grandes com superficie luminal irregular e separados por estroma contendo
fibras musculares lisas bem compactadas que se estendem em direcdo a periferia dos
acinos (Shappel et al, 2004; Laczko et al, 2005).

A zona periférica, maior das subdivisdes anatdbmicas da prostata humana, envolve as
zonas central e de transi¢do, bem como a porc¢éo distal da uretra, constituindo cerca de
70% do tecido glandular total (McNeal, 1988; Shappel et al, 2004) (Fig. 1B). Nesta
regido, as glandulas assemelham-se morfologicamente com as da zona de transigdo. A
maioria dos adenocarcinomas de prostata surge nessa regido, de forma que as amostras
para bidpsias de prostata séo retiradas da mesma (McNeal, 1988; Risbridger &Taylor,
2006).
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2. REGULACAO HORMONAL DA PROSTATA

A morfofisiologia da prostata e influenciada tanto por andrégenos como por
estrégenos, hormonios esteroides provenientes da circulacdo sanguinea e/ou produzidos
localmente, utilizando precursores provenientes tanto dos testiculos quanto do cortex da
glandula adrenal (Labrie et al, 2000; Risbridger et al, 2001). A biossintese dos
hormonios esteroides ocorre a partir do colesterol, que é transformado através de uma
série de reacbes que envolvem hidroxilagdo, desidrogenacdo, oxirreducdo e
aromatizacdo, produzindo compostos hidrofébicos biologicamente ativos, como 0s
mineralocorticoides, glicocorticoides e hormonios sexuais (andrégenos, estrégenos e

progestgenos).

De forma resumida, o colesterol é transferido para a mitocondria, onde ocorre a
quebra de sua cadeia lateral, resultando na formacdo da pregnenolona, que se difunde
desta organela para sofrer novas modificacdes no reticulo endoplasmatico agranular.
Em roedores, no sentido da via esteroidogénica direcionada a formacdo dos horménios
sexuais, a pregnenolona é convertida em progesterona, que apds metabolizacGes é
transformada em androstenediona (Payne & Youngblood, 1995). Em outros animais
como primatas, cdes, coelhos e suinos, a pregnenolona é convertida em
hidroxipregnenolona e desta para deidroepiandrosterona (DHEA), antes da formacéo de
androstenediona (Stocco & McPhaul, 2006). Em ambos os casos, esta via dara origens
aos horménios sexuais de carater androgénico e/ou estrogénico (Simpson et al, 1994;
Carreau et al, 1999) (Fig. 2). As principais enzimas envolvidas nestas sinteses estdo
especificadas na Figura 2.

A partir da androstenediona ocorre formacdo de testosterona, principal molécula
androgénica circulante nos machos. As células de Leydig nos testiculos sdo as
principais responsaveis pela biossintese de testoterona, sob o estimulo do horménio
luteinizante (LH), que por sua vez é produzido por células gonadotroficas da parte distal
da adenohipdfise (Sundaram & Kumar, 1996). Aproximadamente 2% da testosterona
circulante se encontra livre no plasma, enquanto sua maior proporcao esti conjugada a
proteinas sericas como a SHBG (sex hormone-binding globulin), albumina e globulina
(Ho & Habid, 2011). A gléndula adrenal, especialmente a zona reticular, tambeém
contribui com aproximadamente 5-10% dos andrdgenos séricos, com a producdo de
androstenediona e, principalmente, DHEA (Aumiller, 1989), sob o estimulo do

horménio adrenocorticotréfico (ACTH), também produzido pela adenohipéfise. Os
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androgenos produzidos nas adrenais podem ser metabolizados em tecidos alvo, como a

préstata, levando a formacéo de testosterona.

hidroxi-DHE A
Y : & .
; cHy Hs TCYP?BI
CYP1 ¢ t=o 17-hidroxi c=0 o
Pregnenolona pregnenolona ---OH DHEA
CYP17 CYP17
— —
HO' HO HO
3ﬁ—HSDl 3(-HSD 3|3—HSDl
E:Hs T_hidroxi CH3
Progesterona =0 17-hidroxi t=0 Androstenediona o Estrona

progesterona

CYPl? géjﬁﬁtromatase @:Sjj

17p-HSD ,I,T 17p-HSD lT
o

Testosterona Estradiol
Aromatase

0// HOY
Su-redutase l
3p-diol " DHT Y
3p-HSD

CYP7B1
Triois €

Figura 2: Representacdo esquematica das principais vias esteroidogénicas direcionadas
a formacao de hormodnios sexuais. 3f-HSD e 17B-HSD = 3B e 17 hidroxiesteroide

desidrogenase; DHEA = deidroepiandrosterona; DHT = diidrotestosterona; ! = grupo
metil. Baseado de Bowen, 2001.

Em diversos 6rgdos genitais, incluindo a prostata, a testosterona pode ser
metabolizada, pela enzima Sa-redutase em diidrotestosterona (DHT), que é o principal
androgeno local (Fig. 2) (Russel & Wilson, 1994). Tanto a testosterona quanto a DHT
exercem seus efeitos fisiologicos a partir da ativacdo de proteinas especificas,
denominadas receptores de andrdgenos (AR), 0s quais estdo amplamente distribuidos
por todo o sistema genital masculino, incluindo a prostata (Grossmann et al, 2001;
Penning et al, 2007). Na auséncia do ligante, o AR localiza-se no citoplasma associado
a chaperonas, sendo que a ativacédo pela testosterona ou DHT promove sua dimerizagédo

e translocacdo para o nucleo, onde em conjunto com a maquinaria transcricional celular,
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promove a regulacdo de genes alvos (Beato & Klug, 2000). A DHT é um andrégeno
mais potente, apresentando afinidade até dez vezes maior aos AR, comparado ao seu
precursor, a testosterona (Grossmann et al, 2001; Penning et al, 2007). Com essa maior
afinidade pelo AR, a DHT é também duas a dez vezes mais potente na inducdo da
atividade transcricional comparada com a testosterona (Wright et al, 1999). Durante o
periodo fetal, a DHT ¢é essencial para a diferenciagdo da genitalia externa masculina e
para o desenvolvimento da prostata a partir do seio urogenital, enquanto que na
puberdade, este hormonio é fundamental para estimular o crescimento da prostata e
induzir e manter sua atividade secretora em animais adultos (Cunha et al, 1992; Russel
& Wilson, 1994). A dependéncia da prostata pelos andrégenos é facilmente
demonstrada por experimento de castracdo quimica e/ou cirirgica em ratos,
procedimento que resulta em rapida involucédo da glandula, devido a reducédo dos niveis
de andrégenos com consequente reducdo da ativacdo dos AR (Kiplesund et al, 1988;
atividade da enzima Sa-redutase, onde ocorrem efeitos semelhantes aos observados na

castracdo (Imperato-McGinley et al, 1992).

Embora a prostata seja um classico 6rgdo andrdgeno-dependente, numerosos
estudos experimentais e epidemiolégicos tém revelado a participacdo relevante dos
estrdgenos nos processos de diferenciacdo e crescimento da glandula, bem como em
suas desordens patoldgicas (Prins et al, 1993; Prins et al, 2001; McPherson et al, 2007).
O principal estrogeno obtido da metabolizagdo da testosterona ¢ o 17p-estradiol (E2),

conversao essa que ocorre pela acdo da enzima aromatase.

Na via metabdlica dos andrégenos na préstata, existe ainda uma rota alternativa de
metabolismo, onde a DHT ¢ transformada em 3B-diol (5Sa-androstane-33-17p-diol),
através da acdo da enzima 3B-hidroxiesteroide desidrogenase (33-HSD) (Steckelbroeck
et al, 2004) (Fig. 2). O 3p-diol por sua vez é metabolizado e inativado por acdo da
enzima oxiesteroide 7a-hidroxilase (CYP7B1), que resulta na formagdo de compostos
hidrossollveis inativos que sdo excretados da prostata. Dentre estes compostos, 6a- e
7o-triois somam mais de 80% dos metabolitos formados a partir de 3p-diol (Sundin et
al, 1987).

E importante destacar que o epitélio prostatico dispde de maquinaria enzimatica
essencial para producdo dos diversos esteroides que a regulam, incluindo testosterona,

DHT, estradiol e 3p-diol, a partir de precursores provenientes dos testiculos e da adrenal
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(Labrie, 1991; EI-Alfy et al, 1999; Labrie et al, 2000). Esta condi¢do permite que a
préstata possua regulacdo hormonal autbnoma, ajustando a formacéo e o metabolismo
dos hormonios sexuais de acordo com seus requerimentos locais (Labrie et al, 2000). Os
horménios ativos produzidos localmente irdo exercer seus efeitos nas proprias células
que promoveram esta sintese e/ou em células vizinhas, de forma que dificilmente
alcancardo o espaco extracelular e, consequentemente, a corrente sanguinea (Fig. 3).
Este importante mecanismo que a préstata e outros tecidos possuem é conhecido como

intracrinologia (Labrie et al, 1988).

(1) 3p-HSD
(2)17p-HDS ==
@ Sa-redutase

Figura 3: Representacdo esquematica da formacdo intracrina dos principais hormonios
ativos na prostata humana (DHT e 3B-diol). DHEA = deidroepiandrosterona; Andros =
androstenediona; Testo = testosterona; DHT = diidrotestosterona; 3 ¢ 17p-HSD =3B ¢
17B-hidroxiesteroide-desidrogenase. Adaptado e modificado de Labrie et al, 2000.

Por serem temas do presente estudo, destacaremos a seguir as enzimas aromatase e
CYP7B1, que fazem parte da maquinaria enzimética da prostata, bem como seus

respectivos produtos (estrégenos) e alvo (3p-diol).

3. AENZIMA AROMATASE
A sintese irreversivel de estrogenos a partir de andrdgenos é catalisada pela

aromatase, enzima que pertence a superfamilia do citocromo P450. Esta superfamilia
codifica varias enzimas que participam de diversos processos metabolicos vitais, dentre

eles os dos hormdnios esteroides, acidos biliares e vitaminas, além do metabolismo de
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drogas (Gonzalez, 1990). As enzimas P450 compartilham trés caracteristicas em
comum: (1) sdo proteinas intrinsecas de membrana; (2) utilizam redutores de NADPH
(e algumas vezes NADH) e atomos de oxigénio atmosférico para oxigenacdo de
substratos e (3) possuem em sua porcdo carboxi-terminal uma regido de ligacdo ao
ferro, por isso, também denominadas hemeproteinas (Gonzalez, 1990). A sigla CYP (de
cytochrome P450) normalmente é usada como prefixo da terminologia e a familia,
designada de acordo com a atividade hidroxilase na posicdo do carbono da molécula
(Nebert et al, 1989; Nelson et al, 1993).

A enzima aromatase promove a perda do grupo metil presente no carbono 19 de
seus substratos androgénicos, o que levou a sua designacdo de CYP19. Esta perda
promove uma série de reacdes que resulta na aromatizacdo do anel esteroide A,
formando o anel fenodlico caracteristico das moléculas estrogénicas (Akhtar et al, 1982;
Simpson et al, 1992; Simpson & Davis, 2001).

O gene CYP19, localizado no cromossomo 15 e 8 de humanos e ratos,
respectivamente, é composto por 10 exons dos quais 9 sdo traduzidos (exons Il a X)
(Sebastian & Bulun, 2001). Este gene possui comprimento total de 123 kb, sendo que a
regido codificadora possui cerca de 30 kb. Os outros 93 kb restantes correspondem ao
exon |, que possui 8 diferentes promotores (Fig. 4). Em cada tecido a tradugéo do gene
inicia-se em um promotor especifico do exon I, o que resulta em diferentes regides
5’UTR (untranslated region). Este transcrito sofre splicing em uma regido em comum,
imediatamente antes do cddon de iniciacdo, que resulta em um transcrito final que sera
traduzido em uma mesma proteina nos diversos tecidos (Sebastian & Bulun, 2001,
Simpson et al, 2002). Neste sentido, a regulacdo da expressdo de CYP19 é tecido-
especifico pelo uso alternativo de maltiplos promotores, fazendo com que 0 mecanismo
regulador da biossintese de estrogenos em cada tecido seja unica (Simpson et al, 2002)
(Fig. 4). A proteina traduzida é composta de 503 aminoéacidos de massa molecular de
aproximadamente 55 kDa (Nitta et al, 1993; Levallet et al, 1998; Carreau et al, 2001), e
possui localizagdo citoplasmatica, especificamente no reticulo endoplasmético

agranular, assim como a maioria das CYP.
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93 kb (regido 5S’UTR 30 kb (regido codificadora
(reg ) S i (reg )

Sitio comum

de splice

PILI P2a PL4 PL7 PLf PL6 PL3 l ;ATG

I PllI I 1 IV .V VI vl vl IX X

Exon I

(diferentes promotores)

Figure 4: Representacdo esquematica do gene CYP19. Exon | representado com seus
diferentes promotores (PI.I a PIl) que possuem regulacdo tecido-especifico. Regido
5’UTG = regido nao codificadora. Modificado de To et al, 2014 e baseado de Simpson
et al, 2002.

Diferentes compostos estrogénicos sdo produzidos no organismo, sendo que a
formagdo de determinada molécula esta relacionada com o substrato androgénico
disponivel no tecido para acdo de aromatase. Nesse sentido, testosterona,
androstenediona e 16a-hidroxiandrostenediona sdo substratos de aromatase para
formacdo de 17B-estradiol (E2), estrona (E1) (Fig. 2) e estriol (E3), respectivamente
(Means et al, 1989; Simpson et al, 1997).

Aromatase j& foi detectada em diversos tecidos como gbnadas masculinas e
femininas, cérebro, ossos, tecido adiposo, muscular e figado fetal (Nitta et al, 1993;
Nawata et al, 1995; Simpson et al, 1997; Wagner & Morrell, 1997; O'Donnell et al,
2001; Carreau et al, 2002). Os estrdgenos nestes locais desempenham importante papel
na diferenciacdo sexual durante o desenvolvimento, na reproducdo, comportamento
sexual e processos metabdlicos minerais, tais como manutencdo da mineralizacdo dos
0ssos (Carani et al, 1997; Honda et al, 1998; Simpson et al, 1999; Carreau, 2001). O
tecido adiposo, principalmente o abdominal, ¢ também considerado uma importante
fonte de estrogenos circulantes nos homens (Sundaram & Kumar, 1996) e a principal

fonte em mulheres pds-menopausa (Simpson et al, 1997).

No sistema genital masculino, aromatase esta presente principalmente nos testiculos,
sendo que em roedores sua localizacao celular é idade-dependente (Papadopoulos et al,
1986; Carreau et al, 1999). Nestes animais, a aromatase é detectada nas células de
Sertoli de animais imaturos (Papadopoulos et al, 1986, Carreau et al, 1999, Carreau et

al, 2002) e em células de Leydig e células espermatogénicas, incluindo os
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espermatozoides que passam pelas vias espermaticas, em animais adultos (Nitta et al,
1993, Janulis et al, 1996 e 1998; Levallet et al, 1998, Lambard et al, 2004). Desta
forma, os estrogenos tém sido encontrados em concentragfes relativamente altas no
fluido testicular e no sémen de diversas especies animais (Hess, 2000 e 2003; Carreau &
Hess, 2010).

As informagOes sobre a enzima aromatase na prostata sdo bastante controversas.
Tanto a proteina quanto o RNAm ja foram detectados na hiperplasia prostatica e no
tecido maligno (Matzkin & Soloway 1992; Tsugaya et al, 1996; Hiramatsu et al, 1997;
Ellem et at, 2004, Takase et al, 2006), assim como em linhagens de células tumorais
prostaticas (Block et al, 1996; Ellem et al, 2004; Ho et al, 2008). Ademais, estudos mais
antigos obtiveram sucesso em detectar atividade enzimatica de aromatase em
homogenatos prostaticos de tecido normal e hiperplasico (Stone et al, 1986; Kaburagi et
al, 1987). Entretanto, outros estudos ndo foram capazes de detectar expressdo e/ou
atividade de aromatase no tecido (Smith et al, 1982; Voight et al, 1986; Brodie et al,
1989) e em linhagens benignas (Ellem et al, 2004) e tumorais de células prostaticas
(Negri-Cesi et al, 1998, Machioka et al, 2015).

As diferencas sobre os dados relacionados a aromatase na préstata vao além de sua
presenca ou ndo no tecido. Outra disparidade acerca da expressdo da enzima esta
relacionada com sua localizacéo tecidual. Alguns estudos descrevem expressao proteica
e de RNAm da enzima confinada ao estroma de tecido hiperplasico de humanos
(Hiramatsu et al, 1997; Ellem et al, 2004; Ho et al, 2008) e estroma de morcegos
(Begueline et al, 2015). Ainda, existem dados que indicam que a expressdo de
aromatase ocorre tanto no epitélio quanto no estroma em tecido normal e hiperplésico
(Matzkin & Soloway 1992; Takase et al, 2006), enquanto que outros detectaram RNAM

apenas no epitélio maligno (Ellem et al, 2004).

Os dados a respeito da expressdao de aromatase na prostata de roedores sdo bastante
escassos, sendo que ja foi detectada atividade da enzima em homogenato (Marts et al,
1987) e expressdo proteica e de RNAm especialmente no epitélio glandular (Castro et
al, 2013).
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4. A ENZIMA CYP7B1

A enzima CYP7B1 também pertence a superfamilia do citocromo P450, sendo
responsavel pela hidroxilacdo principalmente do carbono 7 do anel B de esteroides e
oxiesteroides. O DNA complementar (DNAc) da enzima foi inicialmente isolado do
hipocampo de ratos, sendo que seu gene CYP7BL1 esta localizado no cromossomo 8 em
humanos e no cromossomo 2 de ratos, e abrange seis exons separados por cinco introns
(Stapleton et al, 1995). A traducdo resulta em uma proteina com aproximadamente 506
aminoéacidos, com peso molecular de cerca de 58 kDa e de localizacao citoplasmatica
(Wu et al, 1999; Lorbek et al, 2012).

A expressao de CYP7B1 é detectada no figado, coracdo, cérebro, intestinos e rins,
assim como em 6rgdos genitais como testiculos, ovarios e prostata (Rose et al, 1997;
Wu et al, 1999; Tang et al, 2006). Devido sua abrangente expressao, CYP7BL1 participa
de vérios processos fisioldgicos, incluindo a homeostase do colesterol; regulacdo do
sistema imune; regulacdo da memoria, cognicdo e comportamento sexual; além da
regulacao da sinalizacdo enddcrina e crescimento celular (Rose et al, 1997; Wu et al,
1999; Weihua et al, 2002; Dulos et al, 2005; Tang & Norlin, 2006; Oyola et al, 2015).
Dentre seus substratos estdo a DHEA, a pregnenolona e o 3B-diol, moléculas que ap6s
metabolizacdo pela CYP7BL1 sdo inativadas. O metabolismo destes horménios mediado
pela CYP7B1 promove regulacdo na sinalizacdo esteroidogénica, indicando que esta
enzima tem importante papel na regulacdo dos niveis e efeitos de andrdgenos e
estrogenos por todo organismo (Weihua et al, 2002; Omoto et al, 2005; Tang & Norlin,
2006; Pettersson et al, 2010; Lundqvist & Norlin, 2012).

Diferentemente de outras enzimas citocromo P450, a CYP7B1 possui maiores niveis
de expressdo no hipocampo e na prostata do que no figado (Rose et al, 1997), indicando
seu importante papel nestes 6rgdos. Antes mesmo de sua classificagcdo como CYP7B1 e
de sua clonagem a partir de DNAc de hipocampo, sua atividade hidroxilase ja havia
sido detectada na prostata de roedores (Sundin et al, 1987). Dentre os substratos de
CYP7BL1 esta o 3p-diol, presente em grande quantidade na prostata, sendo considerado
0 maior composto estrogénico no tecido (Weihua et al, 2002). A acdo de CYP7B1 neste
substrato resulta na formacdo de compostos hidrossollveis que serdo excretados da
glandula (Sundin et al, 1987). H4 ampla expressdo de RNAmM de CYP7B1 no epitélio
prostatico de roedores e humanos, enquanto que no estroma sua expressdao € menos
significativa (Martin et al, 2001 e 2004; Olsson et al, 2007).
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Indicios apontam que CYP7B1 atua como um importante elemento regulador do
crescimento prostatico, fendmeno altamente regulado por fatores hormonais. Foi
demostrado que camundongos com inativacdo da enzima (CYP7B1™) apresentaram
préstata hipoproliferativa, resultante da elevacdo nos niveis de 3p-diol indicando os
efeitos pro-apoptdticos deste hormonio agindo via receptor de estrogeno B (ERP)
(Weihua et al, 2002). Também, células prostaticas em atividade proliferativa co-
expressam elevados niveis de CYP7B1 (Weihua et al, 2002), além de sua super-
expressao estar associada com casos de adenocarcinoma (Olsson et al, 2007). Estes
fatos reforcam o importante papel de CYP7B1 atuando como regulador das respostas

mediadas pela via 3p-diol/ERp, influenciando os niveis de 3-diol.

5. ESTEROIDES ESTROGENICOS NA PROSTATA

Embora a producdo local de estrogenos via aromatase ainda seja controversa, a
prostata € um alvo de estrogenos por via direta e indireta. As acles indiretas dos
estrogenos na prostata ocorrem afetando o eixo hipotadlamo-hip6fise-gbnada. Os
estrogenos exercem feedback negativo no hipotdlamo, resultando na inibicdo da
liberacdo de LH e consequentemente reduzindo os niveis de andrégenos (Jarred et al,
2000), o que afeta a histofisiologia prostatica. Adicionalmente a esta acdo indireta,
varios trabalhos demostram os efeitos diretos que os estrdgenos podem promover na
prostata, através da ativacdo de seus receptores especificos, os ERa (ESR1) e os ERf
(ESR2). Os ERa se expressam em algumas células do estroma (Kuiper et al, 1996; Makela
et al, 2000), enquanto os ERP se expressam intensamente no epitélio glandular, além de
algumas células do estroma (Horvath et al, 2001; Pelletier, 2008), indicando que ambos

compartimentos podem ser alvo desse esteroide.

Apesar dos baixos niveis de estrdgenos circulantes durante a vida adulta, existem
dois momentos onde os homens sdo expostos a altos niveis de estrogenos circulantes:
durante o desenvolvimento embrionario e durante o envelhecimento (Prins & Korach,
2008), o que aumenta a proporcdo de estrégenos/androgenos. Durante o
desenvolvimento, ocorre uma natural exposicao aos estrogenos de procedéncia materna,
processo denominado de estrogenizacdo. Esta exposicdo estimula proliferacéo celular,
caracterizada pelo aparecimento de maltiplas camadas de celulas epiteliais, conhecida
como metaplasia escamosa. Esta proliferacdo aberrante regride imediatamente apds o

nascimento, concomitantemente com o declinio dos niveis de estrogenos (Prins &
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Korach, 2008). Ainda ndo estd claro se esta estrogenizacdo fisioldgica durante o
desenvolvimento pode estar relacionada com o aparecimento das desordens prostaticas
durante o envelhecimento. Porém, vérias evidéncias indicam que a exposi¢do excessiva
a estrogenos exdgenos durante este periodo promove um mecanismo denominado de
“imprinting” hormonal, o que esta relacionado mais tarde na vida com as patologias
prostaticas, incluindo inflamagdo cronica, neoplasia intraepitelial e aumento da
susceptibilidade a carcinogénese (Prins et al, 2001; Prins et al, 2007; Prins & Korach,
2008; Ellem & Risbridger, 2009).

Durante o envelhecimento, o cenario hormonal da préstata se modifica pela segunda
vez devido a reducdo dos niveis androgénicos, enquanto que os niveis de estrogenos nao
se alteram ou aumentam (Krieg et al, 1993; Banerjee et al, 2001). Essa modificagdo
hormonal promove um novo aumento da propor¢éao estrégenos/androgenos, o que pode
predispor ao aparecimento das afec¢des prostaticas comuns na velhice, especialmente a

hiperplasia prostatica benigna e os adenocarcinomas.

A presenga de altos niveis de ERP na prostata ¢ intrigante, considerando que a
concentracdo prostatica de estradiol é baixa (0.1 pmol/g) (Voigt & Bartsch, 1986), o que
levou a especulacdo de que o estradiol poderia ndo ser a principal molécula estrogénica
a atuar no tecido (Weihua et al, 2001). Como mencionado anteriormente, na via
metabdlica dos andrégenos existe uma via alternativa de metabolizacdo da DHT para
3B-diol (Steckelbroeck et al, 2004) (Fig. 2). Diferente dos demais androgenos, o 3p-diol
ndo se liga aos receptores de andrdgenos, mas sim aos receptores de estrogenos,
especialmente do subtipo ERp, que sdo abundantes na prostata (Kuiper et al, 1997; Pak
et al, 2005). Ainda, a concentragdo prostatica de 3p-diol (10 pmol/g) é cerca de 100
vezes mais alta que a de estradiol (Voigt & Bartsch, 1986), reforcando a possibilidade

de que esse metabolito da DHT seja o ligante alternativo de ERP no local.

O 3pB-diol possui capacidade de estimular a atividade de transcri¢cdo induzida por
ERp de forma similar ou até maior que a do ligante classico estradiol (Pak et al, 2005;
Sneddon et al, 2005). Ainda, diversos estudos demostram que 3p3-diol possui atividade
estrogénica intrinseca, participando de varias funcdes bioldgicas (Morali et al, 1994;
Weihua et al, 2002; Aspinall et al, 2004; Imamov et al, 2004; Sneddon et al, 2005;
Picciarelli-Lima et al, 2006; Oliveira et al, 2007; Hiroi et al, 2013). Dentre estes papeis,
nossa equipe mostrou que 3B-diol € o mais potente indutor da expressao de ERf na
prostata, enquanto DHT é mais efetivo na modulagdo de AR. Por outro lado, os efeitos
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do estradiol na expressdo de ERP e AR foram inexpressivos (Oliveira et al, 2007).
Outras evidéncias também sugerem que a expressdo de ERP na prostata ndo seja
estrogeno-sensivel (Prins et al, 2001). Outros papeis fisiologicos de 3B-diol na prdstata,
agindo via ERp, destacam-se processos importantes como participa¢do na modulacédo da
proliferacdo, morte e diferenciacdo celular (Weihua et al, 2002; Imamov et al, 2004;
Dondi et al, 2010; Mak et al, 2010; Dey et al, 2013; Colciago et al, 2014), bem como
inibicdo da migragdo de células metastaticas (Guerini et al, 2005; Dondi et al, 2010),
mantendo o fendtipo epitelial e reprimindo o carater mesenquimal das mesmas (Mak et
al, 2010). Ainda, um estudo comparativo entre agonistas sintéticos e 3f-diol, mostrou
que o ligante natural de ERB é o mais efetivo em promover atividade anti-proliferativa

in vitro, com eficécia persistente ao longo do tempo de exposicao (Colciago et al, 2014).

6. RECEPTORES DE ESTROGENOS

Os estrogenos agem através de ligacdo aos receptores de estrdgenos (ER), sendo que
até o momento sdo descritos dois subtipos, os ERa (ESR1) e os ERB (ESR2) (Kuiper et
al, 1996). Estes classicos resceptores estdo relacionados com a via de resposta
gendmica, caracterizada por regulacGes na transcricdo génica que pode durar de horas a
dias. Adicionalmente, vem aumentando o nimero de evidéncias que demostram que 0s
estrdgenos também participam de eventos de sinalizacdo rapida de estimulacdo celular
que ocorre dentro de segundos a minutos, através de sua ligacdo a um receptor de
estrégeno ndo genémico, pertencente a familia dos receptores acoplados a proteina G,
denominado GPR30 ou GPER-1. GPR30 esta localizado predominantemente no reticulo
endoplasmaético e possui alta afinidade e baixa capacidade de se ligar aos estrogenos,
sendo estruturalmente diferente dos ERs nucleares (Revankar et al, 2005; Prossnitz et
al, 2008; Otto et al, 2008). No presente trabalho serdo destacados apenas 0s receptores

classicos da via genémica (ERa e ERp), por serem alvos do estudo.

Os ER classicos sdo fatores de transcri¢cdo dependentes de ligantes, que pertencem a
superfamilia de receptores nucleares, que incluem os receptores de andrdgenos,
progesterona, glicocorticoides, mineralocorticoides, horménios da tireoide, vitamina D3
e acido retinoico (White & Parker, 1998; Weatherman et al, 1999). Esses receptores
quando ativados pelo hormonio especifico, modulam a transcri¢do génica, ao se ligarem
em curtas sequéncias de DNA dos genes alvos, que no caso dos ER sdo denominadas

elementos responsivos a estrégenos (ERE) (Parker et al, 1993; White & Parker, 1998).
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Os ER foram clonados pela primeira vez em 1986, a partir de DNAc de células
cancerigenas de mama (Green et al, 1986; Enmark & Gustafsson, 1999), mas sitios de
ligacdo especificos para estrogenos j& haviam sido identificados desde 1958. Dez anos
mais tarde, em 1996, foi clonado de DNAc da prostata de rato um segundo tipo de ER,
de forma que o primeiro receptor identificado foi renomeado ERa, € o segundo

denominado ER (Kuiper et al, 1996).

Apesar da homologia existente entre os ER, eles ndo s&o subtipos um do outro. O
gene ESR1, codificador de ERa, estd localizado no cromossomo 6 em humanos e no
cromossomo 1 de ratos, enquanto que o gene ESR2, que codifica ERP, esta localizado
no cromossomo 14 e 6 de humanos e ratos, respectivamente (Enmark et al, 1997;
Matthews & Gustafsson, 2003). A transcricdo destes genes origina um RNAmM
composto por nove exons, que apos traducdo resulta em uma proteina com cerca de 595
aminoacidos e massa molecular de aproximadamente 66 kDa para ERa (Greene et al,
1986), enquanto que ERP possui 485 e 549 aminoacidos e massa molecular de cerca de
54,2 kDa e 60-63 kDa para roedores e humanos, respectivamente (Kuiper et al, 1996;
Mosselman et al, 1996; Enmark et al, 1997; Tremblay et al, 1997).

A estrutura molecular proteica dos ER compreende seis dominios funcionais:
dominio amino-terminal (NTD — regides A/B), dominio de ligacdo ao DNA (DBD —
regido C), regido de dobradica (regido D), dominio de ligacdo ao ligante (LDB — regido
E) e regido F correspondente a porcdo carboxi-terminal da proteina (Fig. 5)
(Weatherman et al, 1999; Beato & Klug, 2000).

BRe N A JCEND] f [Flc
erp N[ ] [Fc

Homologias: 24% 98% 54%

Figura 5: Representacdo esquematica comparativa da estrutura proteica de ERa ¢ ERp.
Dominios funcionais: A/B (NTD), C (DBD), D (regido de dobradiga), E (LBD) e F.
Modificado de Matthews and Gustafsson, 2003.
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O dominio amino-terminal NTD (regides A/B) € a regido menos conservada entre 0s
receptores nucleares em geral, apresentando apenas cerca de 24% de homologia entre
ERa e ERP (Fig. 5) (Pettersson & Gustafsson, 2001; Prins & Korach, 2008). Este
dominio contém a funcdo de ativacdo transcricional AF-1, responsavel por ativar de
forma especifica os genes alvos das células juntamente com proteinas coativadoras e
correpressoras da maquinaria transcricional (Beato & Klug, 2000; Pettersson &
Gustafsson, 2001).

O dominio DBD € a regido mais conservada entre 0s receptores nucleares,
apresentando mais de 98% de homologia entre ERa e ERPB (Fig. 5) (Pettersson &
Gustafsson, 2001; Prins & Korach, 2008). Este dominio € responsavel pelo
reconhecimento de regides especificas do DNA, chamadas de elementos responsivos a
estrogenos (ERE), além de estar envolvido com a dimerizacdo do receptor e da
estabilizacdo do complexo DNA/receptor (Weatherman et al, 1999; Beato & Klug,
2000).

A regido de dobradica, dominio D, confere flexibilidade ao receptor, essencial para
0s processos de dimerizacao e interacdo especifica da regido DBD ao DNA. Além disso,
esta regido possui o sinal de localizacdo nuclear, juntamente com a regido DBD,
implicando na participacdo destes dominios na translocacdo do receptor para o nucleo
(Beato & Klug, 2000).

O dominio LBD é responsavel pela interacdo especifica entre o receptor e seu
ligante e com as chaperonas na auséncia do ligante (Beato & Klug, 2000). Ap6s o
acoplamento do ligante, este dominio promove mudangas conformacionais do receptor,
ocorrendo, dissociagdo do complexo de chaperonas, estabilizacdo do complexo
receptor/ligante, dimerizacdo, e consequentemente, aumento da afinidade pelo DNA
(Beato e Klug, 2000). Adicionalmente, a regido também esta envolvida no recrutamento
de moléculas correguladores durante a ativacdo transcricional (Beato & Klug, 2000;
Pettersson & Gustafsson, 2001). Apesar da homologia de apenas 54%, 0s estrogenos
enddgenos (estradiol, estrona, estriol) interagem com os dois receptores ERa e ERp,
com similar afinidade, apesar de alguns fitoestrégenos como genisteina e cumestrol se
ligarem aos ERP com maior afinidade comparado ao ERa (Kuiper et al, 1998; Morito et
al, 2001; Mahmoud et al, 2015).
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O dominio F, localizado na extremidade carboxi-terminal da molécula, é
relativamente pequeno comparado aos outros dominios. A baixa homologia desta regido
entre ERa e ERp indica que este dominio esteja envolvido nas diferentes funcdes
bioldgicas entre estes dois receptores. Estudos indicam sua participacdo na modulacao
da ligacdo do ligante, no recrutamento de proteinas correguladoras e na atividade

transcricional do receptor (Prins & Korach, 2008; Skafar et al, 2008).

Os ER sdo encontrados no compartimento nuclear tanto na auséncia gquanto na
presenca de ligante, ao contrario de outros receptores de esteroides, que sao
translocados para este compartimento apés a ativacdo pelo horménio especifico (Htun et
al, 1999). Quando ndo ativados pelos ligantes, os ER estdo uniformemente distribuidos
em fraca interacdo com a matriz nuclear, associados a um grande complexo
multiproteico de chaperonas, impedindo sua acdo (Knoblauch & Garabedian, 1999).
Além de manter os receptores inativos, esse complexo auxilia o correto dobramento da
molécula além de protegé-la da degradacdo por nucleases (Knoblauch & Garabedian,
1999). Quando ativados pelo ligante, ocorrem mudancas conformacionais da molécula
promovendo dissociacdo das chaperonas, formacao de dimeros e redistribuicdo pontual
pelo nacleo, aumentando sua afinidade pelos componentes da matriz nuclear e sua
interacdo com moléculas coativadoras/repressoras, permitindo assim a regulacdo génica
(Htun et al, 1999; Hager et al, 2000; Stenoien et al, 2000). Apesar desta localizacao
predominantemente nuclear no estado de equilibrio, ocorre dindmica movimentacao
nucleocitoplasmatica dos ER, por um processo dependente de energia (Guiochon-
Mantel et al, 1991; Htun et al, 1999).

Apo0s a descoberta de ERP, numerosas investigacdes vém mostrando a existéncia de
splices variantes de seu RNAm, que sdo eficientemente traduzidos tanto em roedores
qguanto em humanos (Petersen et al, 1998). Estas isoformas sdo denominadas
cronologicamente de 1 a 5, para distingdo do receptor classico, também chamado de
ERp1, sendo que as descric¢des feitas anteriormente séo referentes a ERB1. Em roedores,
ERP2 foi identificado contendo insercdo de 18 aminoécidos na regido LBD, enquanto
que em humano (também nomeado ERBcx) constatou-se a delecdo de 61 aminoécidos
na regido carboxiterminal (Maruyama et al, 1998; Saunders et al, 2002; Scobie et al,
2002). ERPB3 possui delegdo do exon 5, onde a proteina resultante possui os dominos
A/B, C e D e pequena parte do dominio E. As variantes de ERB4 ¢ ERBS sofrem

delecBGes mais macicas resultando em uma proteina com parte da regido E e a regido F
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(Scobie et al, 2002; Matthews & Gustafsson, 2003). Essas modificacbes da molécula,
como esperado, resultam em proteinas funcionalmente diferentes da original (ERB1).
Hé evidéncias de que essas variantes podem formar heterodimeros com ERB1 ¢ ERa, de
forma a modular negativamente estes receptores (Maruyama et al, 1998; Scobie et al,
2002). Além disso, dados na literatura apontam que ERP 2 e 5 estdo relacionados com
mal progndstico de cancer de prostata e também de ovario, uma vez que estas isoformas
estéo associadas com aumento da taxa de migracdo e invaséo celular (Leung et al, 2010;
Ciucci et al, 2014; Dey et al, 2012 e 2015). As descri¢des a seguir referem-se a ERp1,

que representaremos apenas como ERp.

7. DISTRIBUICAO E FUNCOES DOS RECEPTORES DE ESTROGENOS NA
PROSTATA DE ROEDORES

Os dois subtipos de receptores de estrégenos estdo presentes na prostata, porém com
diferengas quanto a intensidade de expressdo e distribuicdo dos mesmos (Makela et al,
2000; Imamov et al, 2004; Prins & Korach, 2008). ERa ¢é expresso no epitélio da
préstata ventral de ratos recém-nascidos o que é importante para modular a morfologia
da ramificacdo dos ductos prostaticos. Ap6s as primeiras duas semanas de vida, a
expressdao de ERa ¢ reduzida, enquanto que ERB comega a se tornar o principal ER no
6rgdo (Omoto et al, 2005). Na glandula sexualmente madura, o epitélio deixa de
expressar ERa, que passa a se expressar apenas em algumas células do estroma, sendo
essa expressdo tdo baixa que técnicas de imunohistoquimica ndo podem detecta-lo
facilmente (Pelletier et al, 2000; Prins & Korach, 2008). Ao nascimento, a expressdo de
ERp ¢é baixa, porém aumenta progressivamente na medida em que as células epiteliais
se diferenciam e atinge expressdo maxima na fase adulta, com cerca de 90 dias de idade
(Prins et al, 1998), sendo intensamente expressos nas células secretoras e basais, aléem

de algumas células do estroma (Saunders, 1998; Horvarth et al, 2001).

Através de modelos experimentais, incluindo os de knockouts para ERa (adERKO) ¢
para ERB (BERKO), algumas fungdes mediadas por esses receptores estdo sendo
elucidadas e indicam que os mesmos tenham papeis fisioldgicos distintos na prostata
(Krege et al, 1998; Dupont et al, 2000; Chen et al, 2008). Foi atribuido papel
proliferativo para o ERa, visto que ele ¢ o mediador da inducdo de metaplasia escamosa
em animais BERKO (que s6 expressam ERa), mas ndo em animais aERKO (que s6

expressam ERP) (Prins et al, 2001; Risbridger et al, 2001). Essa fun¢do pode explicar
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ainda as observacgdes de que a exposi¢do de ratos a estrégenos durante estagios criticos
de desenvolvimento pode levar ao quadro de hiperplasia ou displasia prostatica (Bianco
et al, 2002). Adicionalmente, um papel pré-inflamatério também esta associado a este
receptor, visto que animais oERKO expostos a estrogeno sintético ndo desenvolvem
prostatite ao passo que animais BERKO apresentam inflamagao na prostata de forma

semelhante aos animais selvagens (Prins et al, 2001).

Ja o ERP tem propriedades anti-proliferativa, pro-apoptética e, ainda, promove a
diferenciacdo celular (Weihua et al, 2001; Weihua et al, 2002; Cheng et al, 2004;
Imamov et al, 2004; McPherson et al, 2007; Pravettoni et al, 2007; McPherson et al,
2010; Dey et al, 2013; Yun et al, 2015). O papel antiproliferativo de ERB na prostata
fica evidenciado em camundongos BERKO, os quais apresentam multiplos e precoces
focos de hiperplasia da préstata, sendo que por volta de 1 ano de idade cerca de 80%
dos animais apresentam lesdes hiperplasicas (Weihua et al, 2001). Esses efeitos de ERf
explicam o fato de que uma dieta rica em fitoestrogenos esta associada com a
diminuicdo do risco de cancer de prostata. Os fitoestrdgenos sdo compostos naturais que
mimetizam a atividade biol6gica dos estrogenos, os quais possuem maior afinidade aos
ERP do que aos ERa (Kuiper et al, 1997; Weihua et al, 2001; Mahmoud et al, 2015).

8. CANCER DE PROSTATA, ENVELHECIMENTO E ERp

Além de sua importancia para a fertilidade, a préstata também é acometida por
doencas proliferativas, se tornando um problema crescente na area médica, visto que
provoca grande impacto em termos de morbidade, mortalidade, além de gerar gastos
dispendiosos, uma vez que a taxa de envelhecimento da populagdo vem aumentando
significativamente. Tendo em vista este cenéario, a prostata tem despertado grande
interesse médico-cientifico, uma vez que a hiperplasia benigna prostatica (HBP) e o
cancer de préstata ocorrem com grande frequéncia em homens com idade acima de 50
anos, sendo a HBP muitas vezes considerada como um processo fisioldgico relativo a
idade (Laczko et al, 2005; Begley et al, 2008).

O cancer de prostata mais frequente € o que acomete as células secretoras
glandulares, por isso também chamado de adenocarcinoma prostatico. Este é o tipo de
cancer ndo-cutaneo mais frequente na populacdo masculina brasileira de todas as

regides do pais, além de constituir a segunda maior causa de morte por cancer no pais
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(INCA, 2014). Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2014), para o
biénio 2014/2015, o numero de novos casos de cancer de prostata estimados para o
Brasil é de 68.800, com risco de 70,42 novos casos a cada 100 mil homens, superando a
estimativa para o cancer de mama, que é de 57.120 novos casos, neste mesmo periodo.
No mundo, essa patologia configura igualmente o segundo tipo de cancer de maior
incidéncia em homens (American Cancer Society, 2013). O cancer de prdstata possui
desenvolvimento lento, levando 25 anos ou mais para se desenvolver de uma lesdo focal

para um fendtipo maligno (Prezioso et al, 2007).

A idade é um fator de risco com significado especial para o cancer da prostata, uma
vez que esta patologia € rara antes dos 40 anos, ao passo que a partir dos 50 anos as
chances do surgimento da patologia aumentam rapidamente e por fim,
aproximadamente 62% dos casos diagnosticados no mundo ocorrem a partir dos 65
anos de idade (INCA, 2014; American Cancer Society, 2013). Adicionalmente, com o
aumento da expectativa de vida mundial, é esperado que o numero de casos novos de
cancer de préstata aumente cerca de 60% até o ano de 2015. Este fato pode estar
relacionado com as mudancgas hormonais que ocorrem ao longo do envelhecimento,
destacando-se a marcante reducdo dos niveis de testosterona e manutengdo ou aumento
dos niveis de estrégenos aumentando a propor¢cdo de estrégeno/andrdgeno séricos
(Krieg et al, 1993; Banerjee et al, 1998; Ellem & Risbridger, 2010). Vale ressaltar que
0s niveis de estrogenos intraprostaticos, tanto absolutos quanto relativos a testosterona,

também aumentam com a idade (Shibata et al, 2000).

Diversas evidéncias demostram uma estreita relacdo entre o cancer de prostata e
ERP, uma vez que foi percebida uma tendéncia de diminui¢do da expressdo deste
receptor com o desenvolvimento do adenocarcinoma prostatico em humanos e cées
(Horvarth et al, 2001; Leav et al, 2001; Pasquali et al, 2001; Grieco et al, 2006; Yang et
al, 2007; Asgari & Morakabati, 2011; Muthusamy et al, 2011; Daniels et al, 2014;
Grover et al, 2015). Mais impressionante ainda ¢ o fato de que a reintroducdo de ERf
em células malignas promove redugdo da proliferacdo e capacidade invasiva das
mesmas (Cheng et al, 2004; Guerini et al, 2005). Além disso, pacientes cujas células
cancerosas ainda expressam ER apresentam regressao mais rapida da doencga e menor

taxa de reincidéncia apos a cura (Horvath et al, 2001).

E fato que os adenocarcinomas acometem mais as glandulas da zona periférica da

prostata humana, em contraste com a zona de transi¢do, que se relaciona mais com a
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origem de hiperplasia benigna. Estudos indicam que a diferenca na incidéncia de
tumores malignos entre as zonas prostaticas envolve o grau de expressao dos receptores
de hormonios esteroides, entre eles o ERP (Kirschenbaum et al, 2006). Foi demonstrado
que, nas células basais da prostata saudavel a expressdo de ERpB ¢ extremamente baixa
na zona periférica e mais intensa na zona de transi¢do (Kirschenbaum et al, 2006). Em
contraste com ER, a expressdo de AR ¢ maior na zona periférica em relagdo a zona de
transicdo (Kirschenbaum et al, 2006), corroborando o fato de que o adenocarcinoma
prostatico é androgeno dependente (Guerini et al, 2005). E interessante destacar que o
ERa ndo apresenta diferenca na expressao entre as duas zonas prostaticas analisadas,
indicando que este receptor ndo exerce forte influéncia na carcinogénese nesse 6rgao
(Kirschenbaum et al, 2006).

A expressdo diferencial de ERP nas diferentes zonas morfologicas da prostata
aponta para um papel protetor desse receptor na zona de transicdo, onde sua expressao €
alta. Por outro lado, a mais baixa expressdo de ERP nas glandulas periféricas pode estar
relacionada com a maior incidéncia de carcinoma nesta regido (McNeal et al, 1988). As
propriedades anti-proliferativa, pro-apoptotica e pro-diferenciacdo celular podem
justificar esse papel anticancerigeno atribuido aos ERB. Além disso, evidéncias obtidas
a partir de transfecgdo viral de ERP para células cancerosas, mostraram que a
recuperacdo da expressdo destes receptores induz a reducdo de 50% na capacidade
invasiva das células cancerosas, assim como reducdo de 60% da proliferacdo celular e
aumento na taxa de apoptose (Cheng et al, 2004). Juntos, esses dados sugerem que 0

ERp pode agir como supressor de tumores na prostata.
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Apesar das evidéncias de que ERpB e 3B-diol exercem importante papel tanto na
fisiologia quanto nas patologias da prostata, e que existe intima relacdo entre reducéao de
ERp e crescimento anormal do tecido prostatico comum na velhice, pouco se sabe sobre
a ocorréncia de variagdo idade-dependente na expressao de ERP e 3B-diol na prostata.
Este tem sido, portanto, foco de nossas investigagfes onde, inicialmente, detectamos
que a expressao de ERpP na prostata ventral de ratos em envelhecimento (3 a 24 meses)
sofre alteracdo em regides especificas, relacionadas com disturbios proliferativos
intraepiteliais e atrofia epitelial, enquanto que no tecido normal sua expressdo néo se
altera (Morais-Santos, 2011). Essa reducdo seletiva de ERB é similar a reducédo
associada ao desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais e adenocarcinomas em
humanos e cées (Horvath et al, 2001; Pasquali et al, 2001; Grieco et al, 2006),

apontando uma potencial desordem na via mediada por ERp.

E fato que a prostata ventral, apesar de ser afetada por alteracdes relacionadas ao
envelhecimento, ndo possui homologia com nenhuma zona prostatica humana.
Diferentemente, considera-se que os lobos dorsais e laterais se assemelham com a zona
periférica da prostata humana, local de maior incidéncia de cancer, enquanto que a
préstata anterior é correspondente a zona central, que é mais resistente a carcinogénese.
Nesse contexto, fica clara a necessidade de se investigar a expressdo de ER nos demais
lobos prostaticos de ratos em envelhecimento para um melhor entendimento do
comportamento dessa importante proteina durante o envelhecimento. Ainda, uma
investigagdo comparativa sobre os niveis de estradiol e 3p-diol na prostata em
envelhecimento seria importante para esclarecer se os efeitos observados na morfologia
da glandula e nos niveis locais de ERp estdo relacionados diretamente com o papel do

ligante classico estradiol, do ligante alternativo 3p-diol ou de ambos.

Apesar da baixa expressao de ERa e de dados controversos sobre a expressao de
aromatase na prostata sadia, evidéncias apontam participagdo destes componentes na
carcinogénese prostatica, onde os estrogenos, agindo via ERa, causam proliferacao
aberrante, inflamacéo e desenvolvimento de cancer (Risbridger et al, 2007; Ellem &
Risbridger, 2010). Nesse sentido, avaliar o comportamento de aromatase e CYP7B1 no
complexo prostéatico de ratos em diferentes idades, seria complementar as investigagdes

sobre ERp, ja que ndo existem dados na literatura que correlacionem componentes da
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via metabdlica de esteroides estrogénicos e 0s receptores de estrogenos ao longo do

envelhecimento.

Por fim, devido aos possiveis efeitos benéficos de ERP e de seu ligante 3p-diol,
hipotetizamos que a exposi¢cdo dos animais a esse esteroide em um periodo que
antecede as drasticas alteracdes morfofuncionais da prdstata em idosos (18 a 24 meses
de idade), poderia ter efeito benéfico impedindo ou amenizando as alteracOes
relacionadas ao envelhecimento. Dessa forma, seria pertinente correlacionar a histologia
e a expressdo de ERB no complexo prostatico de ratos idosos, tratados ou ndo com 3p-
diol, a fim de esclarecer se este ligante alternativo seria capaz de reverter 0S processos

patoldgicos encontrados no envelhecimento.

Nossa meta € elucidar o papel de estrogenos e 33-diol e seus receptores na regulacao
do sistema genital masculino, visando detectar potenciais alvos para o desenvolvimento

de ferramentas para modulacédo de (in)fertilidade e controle de patologias relacionadas.
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O presente estudo tem como objetivo geral elucidar se ocorrem alteragfes de

componentes relacionados & via metabolica de esteroides estrogénicos e do receptor de

estrogeno ERB no complexo prostatico de ratos ao longo do envelhecimento, além de

verificar se o tratamento com 3B-diol poderia reverter as alteracGes prostaticas

decorrentes da idade.

Os objetivos especificos incluem:

a)

b)

d)

f)

9)

h)

Verificar possiveis alteracdes histopatoldgicas nos lobos dorsolaterais e anteriores

da prostata de ratos em envelhecimento;

Avaliar se a expressdo proteica de ERP sofre alteragdes relacionadas com a idade

nos lobos dorsolaterais e anteriores da prdstata de ratos em envelhecimento;

Caso sejam detectadas alteracdes na expressdo proteica de ERp, possiveis diferencas

nos niveis de RNAm de ERp serdo avaliadas por RT-PCR;

Avaliar o perfil de proliferacdo celular ao longo do envelhecimento, assim como

realizar a dupla marcac¢do de ERP e marcador de proliferacdo celular;

Determinar se a expressao das enzimas aromatase e CYP7B1 sofrem alteragGes

relacionadas com a idade no complexo prostatico de ratos;

Determinar a colocalizacdo da enzima aromatase com marcador de células basais,

citoqueratina de alto peso molecular (CKHMH);

Determinar os niveis intraprostaticos e séricos de DHT e estradiol em ratos de

diferentes idades;

Investigar se o tratamento com 3B-diol serd capaz de reverter as alteracoes
histopatoldgicas no complexo prostatico que aparecem a partir de 12 meses de
idade;

Caso os resultados da reposicdo com 3p-diol sejam positivos, seré feita avaliagdo da
expressdo de ERP e o perfil de morte e proliferacéo celular comparando animais

tratados e controle.
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1. Aquisicdo dos Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos machos, com 3, 6, 12, 18 e 24 meses de idades
(n = 10 por idade) ou de 14 e 17 meses de idade para tratamento de ratos senis com
hormonio 3B-diol (n= 10 por grupo). Os ratos foram adquiridos do Centro de
Bioterismo da UFMG (CEBIO) e mantidos em estantes ventiladas no biotério do
Departamento de Morfologia do ICB/UFMG. Os animais foram submetidos a ciclos de
luz (12 horas de luz e 12 horas de escuro) e temperatura (22 °C) constantes e receberam
agua e racdo peletizada ad libitum. Os procedimentos experimentais aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UFMG (processo n°. 286/2008),
seguiram o protocolo publicado pelo CETEA/UFMG (www.ufmg.br/coep/cetea.html).

2. Tratamento de ratos idosos com 3f-diol

Com objetivo de obter a dose ideal de 3p-diol para ratos senis por periodo
prolongado de tratamento, foram realizados 3 tratamentos da seguinte maneira: (1)
Ratos com idade inicial de 14 meses tratados com 3p-diol, dissolvido em dleo de
milho, na dose de 1 e 3 mg/Kg/dia, durante 42 dias; (2) Ratos com idade inicial de 17
meses tratados com 3B-diol, dissolvido em DMSO, na dose de 5 mg/Kg/dia, durante 42
dias e (3) Ratos com idade de 17 meses tratados com 3[3-diol, dissolvido em DMSO, na
dose de 3 mg/Kg/dia, durante um periodo prolongado de 60 dias. O 6leo de milho foi
substituido pelo DMSO nos dois ultimos tratamentos por solubilizar o horménio de
maneira mais efetiva. Para todos os tratamentos a via de administracdo foi subcutanea e
0s animais controles receberam apenas o respectivo veiculo na dose calculada para o
hormbnio. As doses e periodos de tratamento basearam-se em estudos prévios que
mostraram efeitos no sistema genital masculino (Weihua et al, 2001; Omoto et al, 2005;
Picciarelli-Lima et al, 2006; Oliveira et al, 2007; McPherson et al, 2010). Apéds o ultimo

dia de tratamento os animais foram anestesiados e eutanasiados.
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3. Preparacéo dos tecidos

Ap0s atingirem as respectivas idades de interesse ou apds o tratamento com 33-diol,
os animais foram eutanasiados pela administracdo de anestésico em concentragdo letal
(pentobarbital sédico 50mg/Kg e cloridrato de quetamina 10mg/kg i.p.), precedido de
heparinizacdo. Imediatamente antes da eutanasia, amostras de sangue foram coletadas
por pungdo cardiaca, para estudo dos niveis hormonais. Os animais destinados aos
estudos morfoldgicos e imunohistoquimicos foram perfundidos por via intra-cardiaca,
via ventriculo esquerdo, com solucdo de formalina neutra tamponada. Os lobos
prostaticos foram devidamente dissecados, pesados e destinados a inclusdo em parafina.

Para os ensaios de Western blotting, ELISA e RT-PCR, os animais foram
perfundidos apenas com solucdo salina e em seguida, os 6rgaos de interesse dissecados,
congelados em nitrogénio liquido e mantidos em ultrafreezer (-80°C) até o

processamento do tecido.

4. Histopatologia

As possiveis alteraces morfoldgicas e/ou patoldgicas do complexo prostatico de
ratos de diferentes idades ou seguindo o tratamento com 3B-diol foram investigadas a
partir de preparados histolégicos de rotina. Para essa finalidade, fragmentos dos
diferentes lobos foram incluidos em resina glicolmetacrilato ou parafina para obtencédo
de sec¢des de 3 ou 5 pm de espessura, respectivamente. As laminas resultantes foram
coradas com azul de toluidina-borato de sodio, PAS (acido periodico-reativo de Schiff)

contra-corado com hematoxilina, bem como com hematoxilina e eosina (HE).

As descricbes histopatologicas foram feitas de acordo com o Sistema de
Classificacdo de Patologias Prostaticas, desenvolvido pelo Instituto Nacional do Cancer

de Modelos Murinos para Cancer Humano (Shappel et al, 2004).

5. Imunohistoquimica

Foram investigadas por imunohistoquimica as seguintes proteinas nos respectivos
lobos prostaticos em ratos de diferentes idades: ERB (VP, DP e AP), Aromatase (VP,
DP, LP e AP), CYP7B1 (VP, DP, LP e AP), citoqueratina de alto peso molecular (CK
HMW) (VP e DP) e marcador de proliferacdo celular MCM7 (Minichromosome
Maintenance 7) (VP). Parte dos resultados de proliferagéo celular sdo provenientes da

dissertacdo de Junia D. M. Cordeiro, 2014. Para os animais senis submetidos a
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diferentes regimes de tratamento com 33-diol foram investigados ERB (VP, DP e AP) e
MCM7 (VP, DP, LP e AP).

Os fragmentos de tecido fixados em formalina e incluidos em parafina foram
submetidos a protocolo previamente padronizado (Oliveira et al, 2007).
Resumidamente, as seccdes obtidas foram desparafinizadas em xilol, hidratadas em
séries decrescentes de etanol e incubadas em solucdo 0,6% de peréxido de hidrogénio em
metanol para bloqueio da peroxidase endogena. Os tecidos foram submetidos a
recuperacdo antigénica, pelo aguecimento dos cortes em forno microondas, em solucao
de tampéo citrato 0,1M pH 6,0. Em seguida, os cortes foram incubados em soro normal
de cabra 10%, por 60 min, para bloqueio das ligacbes inespecificas, seguido de
incubacdo com anticorpos primarios overnight, especificados na Tabela 1. Para os
controles negativos, os cortes foram incubados em auséncia dos anticorpos primarios.
Apbs lavagens, os cortes foram incubados com anticorpos secundarios biotinilados
(Tabela 1), durante 60 min, seguido de incubagdo com estreptavidina conjugada com
peroxidase (Horseradish Peroxidase Streptavidin - VectorLaboratories, EUA) para
ERB, ou complexo avidina-biotina-peroxidase (Avidin/Biotin blocking kit, Vector
Laboratories - EUA) para os demais anticorpos, durante 45 min. A imunorreacdo foi
visualizada utilizando-se solugdo de diaminobenzidina 0,05%, contendo perdéxido de
hidrogénio 0,01% em tampao Tris-HCI 0,05M, pH 7,4 e interrompida por imersdo em
agua destilada. Por fim, os cortes foram contracorados em hematoxilina de Mayer,
desidratados em série crescente de etanol, diafanizados em xilol e montados para anélise.

Os ensaios foram realizados em triplicata.
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Tabela 1: Relagdo dos anticorpos usados para os ensaios de imunohistoquimica.

Proteina Alvo

Anticorpo Primario

Anticorpo Secundario

ERp

Mouse monoclonal
anti-ERf (INCL-ER-beta)
(Leica Biosystems, Alm)

Diluigdo 125 em TBS

Polyclonal Goat anti-Mouse (Z0402)
biotinilado (Dako, DK)
Dilnigdo 1:50 em TBS

Citoqueratina de
alto peso molecular

Mouse monoclonal

Anti- CKHMW(34BE12)

Polyclonal Goat anti-Mouse (Z0402)
biotinilado (Dako, DK)

(CK HMW) (Dako, DK) Dilnigcdo 1:100 em PBS
Diluicdo 1:200 em PBS
CYP7B1 Mouse monoclonal Polyclonal Goat anti-Mouse (Z0402)
Anti-CYPTB1 biotinilado (Dako. DK)
(Sigma Aldrich, EUA) Dilnigdo 1:100 em PBS
Diluigdo 1:300 em PBS
Aromatase Rabbit polyclonal Polyclonal Goat anti-Rabbit
Anti-Aromatase (AT981) biotinilado (Dako, DK)
(Sigma Aldrich, EUA) Dilnigdo 1:100 em PBS
Dilnigdo 1:1000 em PBS
MCM7 Mouse polyclonal Polyclonal Goat anti-Mouse
Anti-MCM7 biotinilado (Dako, DK)
{Cell Signaling, EUA) Dilnicdo 1:100 em PBS
Diluicdo 1:300 em PBS
6. TUNEL

Foram realizados ensaios de TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick End Labeling) para
identificacdo de apoptose no complexo prostatico de ratos Wistar senis submetidos a
diferentes regimes de tratamento com 3f-diol. Os ensaios foram conduzidos utilizando
kit ApopTag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore Corporation,
EUA) e os procedimentos técnicos realizados de acordo com as instru¢des do fabricante
com pequenas modificagdes. Resumidamente, fragmentos de 5 pum dos diferentes lobos
prostaticos dos diferentes grupos experimentais (n = 3 por grupo), foram
desparafinizados, hidratados e lavados em TBS. A reacdo imunohistoquimica foi
precedida de recuperacdo antigénica dos tecidos, realizada pela incubacdo com
Proteinase K (IHC SELECT® - Millipore Corporation, EUA), diluida 1:30 em Tris-
HCI. Apds lavagem, foi feito bloqueio da peroxidase endogena pela incubacdo dos
fragmentos em solucdo de TBS/perdxido de hidrogénio 3%, em camara escura. Em
seguida os cortes foram incubados com enzima TdT diluida em 30% de tampdo de
reacdo, por uma hora, a 37°C. Os controles negativos foram incubados em tampdo de
equilibrio em substituicdo a enzima TdT. Apos incubacdo em tampdo de parada, 0s

tecidos foram lavados em TBS e incubados com anticorpo anti-digoxigenina conjugado
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com peroxidase, seguido de revelacdo feita por adicdo do substrato contendo
diaminobenzidina em tampéo de diluicdo de DAB contendo peroxido de hidrogénio A
reacdo foi interrompida apds 3 minutos por imersdo em agua destilada. Ao final os
cortes foram contracorados com hematoxilina de Mayer, desidratados em série

crescente de etanol, diafanizados e montados para analise.

7. Anélises quantificativas

Todos os valores obtidos das analises quantificativas foram plotados no programa
GraphPad Prisma para construgdo dos gréficos.

a. Intensidade da expressdo de ERp

A quantificagdo da imunomarcagdo de ERP na prostata ventral e dorsal foi feita
segundo protocolo padronizado anteriormente (Oliveira et al, 2007). Para cada animal,
foram adquiridas quatro fotografias de diferentes areas da prdstata no aumento de 40x.
As imagens digitalizadas foram convertidas para escala de cinza e invertidas, e
posteriormente exportadas para o programa Image J, para a quantificacdo. Em cada area
de atrofia, hiperplasia, proliferacdo intraepitelial (PIN) ou epitélio normal, foi escolhido
aleatoriamente um nudcleo e dezenove nucleos consecutivos foram tracados e a
intensidade média de pixels das areas mensuradas, totalizando-se aproximadamente 480
ndcleos mensurados por animal. Nucleos fora de foco ndo foram considerados. A éarea
de background foi determinada tracando-se uma &rea ndao marcada adjacente. A
intensidade de pixel final foi determinada subtraindo-se os valores de média de pixels
detectados dos nucleos marcados da média de pixels da area de background. Os valores

obtidos foram expressos em intensidade média de pixels por area nuclear.

b. Contagem de células MCM7 e TUNEL positivas
A quantificacdo da proliferacéo celular e apoptose dos animais tratados ou ndo com
3p-diol, foi realizada através da contagem de células imunoreativas para MCM7 ou
TUNEL. Com auxilio de uma gradicula acoplada ao microscépio (Nikon Eclipse E200),
cinco areas mais proximas a periferia do tecido foram escolhidas aleatoriamente na
magnitude de 100x (totalizando 5 mm?). As células MCM7 e TUNEL positivas foram

quantificadas, e os resultados representados como nimero de células positivas por mm?.
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c. Morfometria do diametro luminal e frequéncia de adenomeros atréficos
e hiperplasico

As seccles histoldgicas dos lobos prostaticos foram utilizadas para avaliar o
diametro do lumen dos adendmeros e a quantidade de adendmeros hiperplasicos ou
atroficos nos animais tratados ou ndo com 3B-diol. Estas andlises foram realizadas
utilizando-se microscopio de luz (Nikon Eclipse E200), na magnitude de 100x.

A medida de diametro foi realizada com auxilio de micrémetro acoplado a ocular do
microscopio. Para cada animal, foi considerado o menor didmetro de um adendémero em
seccdo transversal, escolhido aleatoriamente na periferia do tecido, e outros 4
adenémeros consecutivos foram mensurados. Estes resultados foram expressos em
micrémetros. A quantificacdo de adenomeros atroficos e hiperplasicos foi também
realizada considerando-se um adendmero aleatorio na periferia do tecido, e outros 4
adendmeros consecutivos foram verificados para determinar o aspecto dos mesmos.
Estes resultados foram apresentados como nimero médio de adendmeros atréficos ou

hiperplasicos por area.

8. Imunofluorescéncia e microscopia confocal

A fim de correlacionar a expresséo de ER3 com o perfil de proliferacéo celular foi
realizada a técnica de imunofluorescéncia, com o objetivo de colocalizar ERB com
marcador de proliferacdo celular Ki67. As seccBes da prostata ventral foram preparadas
assim como descrito para imunohistoquimica. Apds recuperacdo antigénica, 0s
fragmentos foram permeabilizados com solugdo de TBS contendo triton X-100 0,5%
(v/v) e lavadas em seguida com TBS. Os tecidos foram incubados com solugdo mix de
blogqueio, contendo soro normal de cabra 5% e BSA/TBS 1% por 90 min, seguido de
incubacdo overnight a 4 °C com solugdo mix de anticorpos primérios anti-ERp e anti-
Ki67, especificados na tabela 2. Apos lavagens, as amostra foram incubadas com mix de
anticorpos secundarios (tabela 2), por 90 min, a temperatura ambiente.

Para a colocaliza¢do da enzima aromatase e marcador de células basais, amostras da
prostata ventral, dorsal e lateral foram submetidas aos mesmos procedimentos descritos
anteriormente. Apds bloqueio, os tecidos foram incubados overnight a 4 °C com
solugdo mix de anticorpos priméarios anti-CKWMH e anti-Aromatase, seguido de
incubacdo com mix de anticorpos secundarios (tabela 2), por 90 min, a temperatura

ambiente.
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Para todos os ensaios, 0s controles negativos foram incubados na auséncia de
anticorpo priméario e a marcagdo nuclear foi realizada com uso de 4,6-diamidino-2-
phenylindole staining (DAPI - D1306, Life Technology, Carlsbad, EUA). As laminas
obtidas foram montadas em glicerol contendo Tris-HCI 0,1M na proporcdo (9:1) e
seladas. Os fragmentos de tecidos foram analisados utilizando-se microscopio confocal
C2 Eclipse Ti (Nikon, Japdo) com filtros especificos para deteccdo da fluorescéncia
para FITC (verde), Cy3 (vermelho) ou DAPI (azul). As imagens adquiridas foram
sobrepostas utilizando-se software NIS Elements (Nikon, Japdo) para observacdo da

colocalizacdo e exportadas para o programa ImageJ para processamento das imagens.

Tabela 2: Relacéo dos anticorpos usados para os ensaios de imunofluorescéncia.

38

Proteina Alvo Anticorpo Primario Anticorpo Secundario
ERp Monoclonal camundongo anti-ER( Policlonal cabra anti-cammundongo
(NCL-ER-beta, Leica Biosystems) conjugado CF5355 (Sigma)
Dilnicdo 1:25 TBS/BSA 1% Diluicdio 1:50 TBS/BSA 1%
Ki67 Policlonal coelho anti- Ki67 Policlonal cabra anti-coelho

(ab15580, Abcam)
Diluicio 1:100 TBS/BSA 1%

conjugado FITC (FO382, Sigma)
Dilnigdo 1:100 TBS/BSA 1%

Citoqueratina de
dlto peso molecular
(CK HMW)

Monoclonal cammundongo
Anti-CKHMW (34pE12, Dako)
Dilnicio 1:25 PBS/BSA 1%

Policlonal cabra anti-camundongo
conjugado CF3535 (Sigma)
Diligdo 1:100 PBS/BSA 1%

Aromatase

Policlonal coelho
Anti-Aromatase (AT981, Sigma)
Diligdo 1:1000 PBS/BSA 1%

Policlonal cabra anti-coelho
conjugado FITC (FO382, Sigma)
Dilicdo 1:200 PBS/BSA 1%

9. Western blotting

Possiveis alteragdes nos niveis de expressdo de ERP e aromatase nas prostatas de
ratos em diferentes idades e tratados com 3B-diol foram confirmadas por Western
blotting. Amostras das préstatas congeladas (n= 5 por idade) foram maceradas em gelo
seco e o tecido pulverizado (100 mg) foi homogeneizado em 300 pL de tampédo de
ureia, contendo Tris-HCI 20 mM pH 7,5, EDTA 0,5 mM pH 8,0 e inibidor de proteases
(Sigma Aldrich, EUA). As proteinas extraidas foram dosadas pelo método de Bradford,

utilizando-se albumina bovina fetal como padrdo. Ao extrato total de proteinas (50 ug)
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foi adicionado tampéo de amostra contendo sodio dodecil-sulfato 1%, Tris-HCI 30 mM
pH 6,8, 2-mercaptoetanol (1x), glicerol 12% (v/v) e azul de bromofenol 0,1%. Apo6s
fervura por 5 min, as amostras foram submetidas a eletroforese continua em gel de
poliacrilamida 10% (SDS-PAGE), juntamente com padrdo de peso molecular de
proteinas (PageRuler™, Thermo Scientific — EUA), seguido de transferéncia para
membrana de nitrocelulose. As membranas foram incubadas com soro normal de cabra
10% durante 60 min, seguido de incubacdo com anticorpo primario anti-ERp (NCL -
ERp, Leica Biosystems - Alm), diluido 1:500 em PBS e incubadas em camara fria
overnight sob agitacdo. Apds lavagens em PBS-Tween 0,05%, foi feita a incubacdo com
anticorpo secundério biotinilado cabra anti-camundongo (Dako - DK), diluido 1:1000
em PBS por 60 min, seguido de incubacdo com complexo avida-biotina-peroxidase
(Vector Laboratories, EUA), por 30 min.

A deteccdo de aromatase foi feita apenas na préstata ventral de ratos em diferentes
idades, onde foram obedecidos os mesmos procedimentos descritos anteriormente. Apos
blogueio da membrana de nitrocelulose com soro normal de cabra 10%, foi realizada
incubacdo overnight com anticorpo primario policlonal coelho anti-aromatase (A7981,
Sigma, EUA), diluido 1:1000, seguido de incubacdo com anticorpo secundario
biotinilado cabra anti-coelho (Dako - DK), diluido 1:1000 por 60 min, finalizando-se
com incubacdo com complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories, EUA)
por 30 min.

Para todos 0s ensaios, a revelacdo das membranas adveio com adicdo de substrato
contendo 0,1% de diaminobenzidina, 0,05% de cloronaftol e 0,04% de H,O, em PBS e
interrompida pela adicdo de agua destilada ap6s aparecimento das bandas. B-actina foi
usada como controle interno. Para complementar os dados qualitativos, realizou-se
estimativa quantitativa da intensidade das bandas obtidas através de imagem assistida

por computador (Oliveira et al, 2007).

10. RT-PCR

Foi extraido da proéstata ventral e dorsal (n = 5 por idade) o RNA total utilizando-se
reagente TRIzol® (Invitrogen, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante. As
amostras foram submetidas a sintese de DNAc, utilizando-se o kit Thermoscript RT-
PCR (Invitrogen, EUA). O RNA total (2,5 pug) foi incubado com Oligos(dT) por 1 hora

a 55°C para sintese de DNAc. As amostras foram submetidas & amplificagdo por PCR,
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onde os DNACc resultantes foram adicionados a solucdo contendo Tris-HCI 20 mM pH
8,4, KCl 50 mM, MgCI2 1,5 mM, dNTPs 0,4 mM, Tag-polimerase 2 U (Invitrogen,
EUA) e 0,4 uM de cada primer senso e anti-senso para amplificagdo de ERp e GAPDH.
A sequéncia de nucleotideos do primer para ER foi: senso: 5> CTC ACG TCA GGC
ACA TCA GT 3’; anti-senso: 5° TGT GAG CAT TCA GCA TCT CC 3’, (NCBA
reference sequence: NM_012754.1). A sequéncia de nucleotideos do primer para
GAPDH foi: senso: 5> AGA CAG CCG CAT CTT CTT GT 3’; anti-senso: 5° CTT
GCC GTA GGT AGA GTC AT 3’, (NCBA reference sequence: NM_017008).

As amostras foram submetidas as seguintes condicGes de ciclos de PCR: ciclo inicial
de 3 minutos a 95 °C, seguido de 21 a 30 ciclos de 1 minuto a 95 °C, 1 minuto a 60 °C, 1
minuto e meio a 72 °C com extenséo final de 3 minutos a 72 °C.

O DNA amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose (1,5 % - p/v)
contendo brometo de etidio. Anélise densiométrica das bandas resultantes da RT-PCR

foi feita utilizando o software Scion Image Analysis (Scion Corporation, EUA).

11. ELISA

As concentragdes teciduais e plasmaticas de estradiol e DHT foram mensuradas com
0 uso de kits comerciais (DRG Instruments, Alemanha), pela técnica de ELISA.
Resumidamente, as amostras de plasma foram obtidas apos centrifugacdo do sangue
total (2146 g por 10 minutos) em tubos revestidos com heparina. Foram adicionados 25
e 50 pL de plasma por poco da placa para os ensaios de estradiol e DHT,
respectivamente, de acordo com as instru¢des do fabricante. Para dosagem tecidual as
amostras de prostata ventral foram submetidas ao procedimento de enriquecimento de
esteroides, baseado na extracdo de lipideos, com o uso de éter dietilico (Hany et al,
1999). Resumidamente, o tecido previamente pulverizado (150 mg) foi homogeneizado
em 250 pL de PBS, e deste extrato retirado 150 pL para adicdo de 670 pL de éter
dietilico. Apés vigorosas homogeneizagbes, as amostras foram centrifugadas e
brevemente congeladas em nitrogénio liquido para separacdo do pellet e sobrenadante
de éter. O pellet foi novamente ressuspenso em éter e a etapa de extracdo lipidica
repetida. Todo o montante de sobrenadante de éter foi entdo evaporado para o
enriquecimento de esteroides até o volume de 13 pL, seguido de reconstituicdo de 50
puL de PBS. Para a dosagem tecidual de DHT foi necesséria a diluicdo das amostras

(1:4) em 200 pL de PBS. O plasma destinado para dosagem de estradiol foi submetido
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as mesmas condicGes de extracdo e enriquecimento de esteroides descritos para o
tecido. A sensibilidade do ensaio para estradiol e DHT foi de 9,7 e 6,0 pg/mL,
respectivamente. Todas as amostras foram mensuradas em quadruplicata em 2-3 ensaios

independentes.

12. Analise estatisticas

Os dados referentes ao peso corporal e dos Orgaos, expressdo das proteinas
investigadas e concentracdes de estradiol e DHT foram analisados estatisticamente.
ApoGs teste de normalidade, os dados contendo mais de dois parametros foram
submetidos ao teste de multipla varidncia One-Way ANOVA e teste de Tukey para
comparacao post-hoc entre 0s grupos ou teste t para comparacao entre dois parametros.
Os dados que ndo obedeceram a uma distribuicdo normal foram analisados utilizando-se
os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis e teste post-hoc Dunn para comparagédo
entre dois ou mais parametros, respectivamente. Os dados foram expressos como média

e as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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V. RESULTADOS

Os resultados desta tese estdo divididos em 2 capitulos, apresentados da seguinte
maneira:

CAPITULO I - Artigo publicado

Changes in Estrogen Receptor ERB (ESR2) Expression without Changes in the
Estradiol Levels in the Prostate of Aging Rats (Anexo).

CAPITULDO Il — Resultados néo publicados

1. Aandlise da expressdo da enzima aromatase no complexo prostatico de ratos em
envelhecimento

2. Imunolocalizacdo da enzima CYP7B1 no complexo prostatico de ratos em
envelhecimento

3. Tratamento de ratos senis com 3p-diol
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CAPITULO I — Artigo publicado

Esses resultados referem-se aos objetivos (a), (b), (c) e (e - parcial), os quais fazem
parte do artigo publicado no periodico PlosOne - DOI:10.1371/journal.pone.0131901.:
Changes in Estrogen Receptor ERP (ESR2) Expression without Changes in the
Estradiol Levels in the Prostate of Aging Rats (Anexo).

1. Histopatologia, expressdo de ERP, perfil de proliferacdo celular e perfil
hormonal no complexo prostatico de ratos em envelhecimento

1.1 Peso corporal e do complexo prostatico

O peso corporal dos animais aumentou dos 3 aos 6 meses de idade e estabilizou
desta idade em diante (12 aos 24 meses) (Tabela 3). Ndo houve diferencas no peso
relativo entre os lobos prostaticos frescos e na préstata dorsal e lateral fixadas nas
diferentes idades. A prostata ventral mostrou aumento progressivo de seu peso relativo
dos 3 aos 12 meses de idade, apresentando uma reducdo significativa aos 18 meses,
considerando-se o orgao fixado (Tabela 3). De forma similar, ocorreu aumento

significativo da prostata lateral aos 6 e 24 meses de idade.

Tablela 3: Peso corporal e relativo dos lobos prostaticos frescos e fixados.

Fresh tissue (n = 5) Fixed tissue(n =35)

Age 3 6 12 18 24 3 6 12 18 24
(months)

BW 350.6 *555.8 *612.0 *516.2 *584.0 367.0 *512.8 *561.6 *520.2 *525.1
(grams) +6.62 +14.11 +13.29 +26.84  +21.45 +5.83 +19.44  +20.03 +18.14 +19.06
VP 0.162 0.142 0.161 0.168 0.119 0.170 0.198 *0.216 **0.144 0.185
(grams) +0.028  +0.006 +0.13 +0.025  +0.011 +0.006 +0.009  +0.019 +0.007 +0.006
Dp 0.043 0.035 0.036 0.045 0.035 0.066 0.065 0.067 0.051 0.069
(grams) +0.003  +0.003 +0.004 +0.004  +0.005 +0.004 +0.004  +0.006 +0.005 +0.008
LP 0.034 0.040 0.037 0.041 0.031 0.044 *0.073 0.057 0.053 *0.063
(grams) +0.002  +0.006 +0.003 +0.006  +0.003 +0.002 +0.008  +0.002 +0.006 +0.003
AP 0.062 0.067 0.044 0.064 0.057 0.074 0.088 0.085 0.070 0.071
(grams) +0.005  +0.006 +0.008 +0.007  +0.008 +0.004 +0.006  +0.008 +0.003 +0.006

Resultados expressos como média + SEM. BW = peso corporal; VP = prostata ventral,
DP = prostata dorsal; LP = prostata lateral e AP = prostata anterior. * = p < 0,05
comparado a 3 meses e ** =p < 0,05 comparado a 6 meses.
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1.2 Histopatologia do complexo prostéatico
Foram detectadas alteracdes histoldgicas em todos 0s lobos prostaticos nas idades de

12 a 24 meses (Fig. 6). As alteragOes foram heterogéneas entre os animais de uma
mesma idade e até mesmo na glandula de um mesmo animal, onde foi possivel
identificar acinos histologicamente normais co-localizados com aqueles alterados. As
alteracdes iniciais incluem pregueamento epitelial de intensidade leve a moderada,
caracteristico de hiperplasia. Adicionalmente, foram observadas concrecGes
intraluminais e atipias celulares tais como vacuolizagdo do citoplasma, hipertrofia
nuclear e proeminéncia do nucléolo (Fig.6).

Dos 18 aos 24 meses as concregdes prostaticas, areas de hiperplasia e as atipias
celulares foram mais frequentes e pronunciadas quando comparado aos 12 meses (Fig. 6
B, I, M and Q), exceto para a préstata anterior onde as concrec¢des intraluminais nao se
alteraram com o envelhecimento. Especialmente no lobo ventral, as areas de
proliferacdes epiteliais apresentaram-se com arquitetura cribriforme, algumas vezes
formando adenomas (Fig. 6 C), caracterizado pelo crescimento intraluminal sem
obstrugdo do adenémero.

Na prostata ventral, a atrofia epitelial foi uma caracteristica bastante comum nos
animais idosos. Os &cinos atréficos sdo caracterizados por serem dilatados e
apresentarem epitélio cubico baixo a pavimentoso (Fig. 6 E). Em alguns adenémeros foi
possivel identificar areas de transformacao gradativa do epitélio prismatico para cubico,
cubico baixo a pavimentoso. N&do raramente neste lobo, areas de atrofia epitelial
alternavam-se com regides glandulares sem aparentes alteracbes ou com areas de
hiperplasias.

Nos lobos ventral e dorsal, foi possivel identificar células com citoplasma repleto
de material mucoide, que ocorriam de forma isolada ou formando pequenos grupos
celulares, como visto na prostata ventral (Fig. 6 D), um indicativo de metaplasia
mucoide.

Areas de estratificacdo intraepitelial com o limite da membrana basal preservado,
caracteristicas de neoplasias intraepiteliais prostaticas (PIN), foram vistas nos lobos
ventral, dorsal e lateral (Fig. 6 F, G, J, O, S e inserto em N). No lobo dorsal a
proliferacdo foi principalmente no compartimento basal (Fig. 6 J) e a identidade destas
celulas foi confirmada pela positividade para CK HMW (inserto na Fig. 7 1). Na

prostata anterior as areas proliferativas intraepiteliais foram mais raras.
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Ademais, foram detectados focos inflamatérios no lobo lateral dos animais senis,
no estroma bem como invadindo o epitélio e o limen, alteracBes essas indicativas de

prostatite (Fig. 6 N e O). Esta alteracdo foi menos frequente nos outros lobos.

Ventral Prostate Dorsal Prostate Lateral Prostate Anterior Prostate
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Figura 6: Histopatologia do complexo prostatico de ratos em diferentes idades. Prostata
ventral (A-G); dorsal (H-K); lateral (L-O) e anterior (P-S). (A, H, L e P) Animais
jovens apresentando histologia normal das préstatas. (B, 1, M e Q) Animais senis
apresentando aumento do pregueamento epitelial (setas pretas) em todos os lobos
prostaticos. Em B é possivel observar concre¢des luminais (c). (C) Proliferacao epitelial
de arquitetura cribriforme com crescimento intraluminal (*) na prostata ventral. (D)
Metaplasia mucipara do epitélio (area delimitada). (E) Atrofia epitelial (a) e area
contendo células com hipertrofia nuclear e nucléolos proeminentes (n). (F e G) Epitélio
hiperproliferativo com caracteristica de neoplasia intraepitelial prostatica (PIN). Em G,
células com evidente hipertrofia nuclear (n) na area de PIN. (J) Detalhe de proliferacdo
intraepitelial na préstata dorsal vista na area delimitada da figura I. (K) Hiperplasia com
crescimento papilar. Adjacente a lesdo ocorre espessamento do estroma (x+). (N)
Prostata lateral com hiperplasia epitelial (seta) bem como infiltrado de células
inflamatorias no epitélio glandular (area delimitada), lumen (#) e estroma (s). (O) Area
de PIN proxima ao infiltrado de células inflamatorias contendo plasmacitos (PI).
Células descamadas dentro do lIimen (sc). (R) Intenso pregueamento e vacualiza¢do no
epitélio da prostata anterior (setas azuis). (S) Area de PIN na prostata anterior contendo
atipias nucleares (n). Cabeca de seta = células musculares lisas periacinares; Pl =
plasmdcitos; bv = vaso sanguineo; ¢ = concre¢6es luminais; Lu = lamen. Corado por
H&E.
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1.3 Imunolocalizacdo de ERp no complexo prostatico
Intensa positividade para ERp foi detectada no nucleo das células secretoras e basais

do epitélio glandular dos lobos ventral, dorsal (Fig. 7A e G) e anterior (dado nédo
mostrado), além de moderada positividade citoplasmatica. As células musculares lisas
periacinares apresentaram expressdo intermitente desse receptor, enquanto algumas
células do estroma e células endoteliais também se mostraram positivas para ERp. A
prostata lateral, diferentemente dos demais lobos, apresenta intensa reatividade
citoplasmatica que dificulta a visualizagdo do ndcleo celular. Vérios testes de
neutralizacdo para bloqueio desta reatividade foram testados, mas ndo foi obtido
sucesso. Dessa forma, este lobo ndo possui analises imunohistoquimicas.

O padrido de expressdao de ERP ndo se alterou com a idade considerando-se as areas
de epitélio normal e as areas de hiperplasia (Fig. 7B e H e Fig. 8A e B). Por outro lado,
a expressdo do receptor foi reduzida nas areas de proliferacdo intraepitelial. Nestas areas
especificas, houve um padrdo heterogéneo de expressdo, onde foi possivel identificar
celulas bem coradas e células coradas fracamente ou negativas (Fig. 7C, D, | e J e Fig.
8C e D). Adicionalmente, as células atipicas também apresentaram reduzida expressdo
de ERp (Fig. 7E e K).

Nas areas de atrofia epitelial encontradas na prostata ventral, a expressao da proteina
foi notavelmente reduzida, sendo esta reducdo gradativa de acordo com o grau de atrofia
do epitélio (Fig. 7F e Fig. 8E).
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Figura 7: Imunomarcacdo para ERP na prostata ventral (A-F) e dorsal (G-K) de ratos
em diferentes idades. (A e G) Animais jovens com intensa positividade para o receptor
nas células epiteliais principais (p) e basais (b). Cabeca de seta preta = células
musculares lisas periacinares. (B e H) Ratos senis apresentando pregueamento do
epitélio com marcacio normal para ERp. (C e D) Areas de proliferacdo intraepitelial na
préstata ventral (I e J) e dorsal com reducdo da positividade para ERpB (*), em contraste
com o epitélio normal (Ne). Ap = apoptose. Inserto em C e I: imunomarcacdo para CK
HMW nas préstatas ventral e dorsal, respectivamente, indicando maior nimero de
células basais nas areas de PIN na prostata dorsal. (E e K) Intensa reducdo da
imunomarcacdo de ERB em éareas de intensa atipia celular. (F) Transi¢do do epitélio
normal (Ne) com positividade padrdo de ERp (setas pretas) e epitélio atréfico (Ae) com
marcante reducdo da marcacdo para o receptor (setas azuis). (L e M) Controles
negativos da imunomarcacdo para a prostata ventral e dorsal, respectivamente. Lu:
[imen; Barraem Ae G (=B, C, E, F, H, I, J, K) = 50 um; Barra em D = 40 um; barra
emM (=L) =30 um.
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Figura 8: Quantificagdo da intensidade de imunorreacdo para ERp na prostata ventral e
dorsal de ratos em diferentes idades. (A-B) Comparado ao epitélio normal adjacente ndo
houve alteragdo na intensidade de expressdo de ERP nas areas de hiperplasia, enquanto
que nas areas de PIN (C-D) e de atrofia (E) houve marcante reducdo da intensidade de
expressao de ERB. * =p < 0,05; n =4 por grupo.
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1.4 Western blotting

A especificidade do anticorpo utilizado foi comprovada pela deteccdo de uma banda
de 54 kDa compativel com o peso molecular descrito para ERp em roedores (Kuiper et
al., 1996 e 1998). No entanto, foi detectada também uma segunda banda reativa de 49

kDa, que co-migrou com a banda principal (Fig. 9).

A intensidade média de pixels para ERP foi similar, em todos os lobos prostaticos
(Fig. 9 A-H), em todas as idades, assim como comparativamente entre os diferentes
lobos (Fig. 9 1-J).
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Figura 9: Western blotting para o receptor ERB na prostata de ratos em diferentes
idades (A-H) e comparativo da expressao proteica entre os diferentes lobos prostaticos
(IeJd). (A, C, E e G) Prostata ventral, dorsal, lateral e anterior, respectivamente. (B, D,
F e H) Representacdo grafica da analise densitométrica das bandas obtidas. Os dados
sdo representativos de 2-3 diferentes ensaios. (I) Comparagdo entre a diferenca da
expressdo de ERP entre os diferentes lobos prostaticos e (J) representacdo grafica da
andlise densitométrica das bandas obtidas. B-actina foi usada como controle interno em
todos os ensaios. VP = prostata ventral; DP = préstata dorsal; LP = prostata lateral e AP
= proéstata anterior. n = 5 por grupo para andlise entre as diferentes idades para cada
lobo prostatico e n = 3 para analise comparativa entre os diferentes lobos prostéaticos.

1.5 RT-PCR
Niao foram detectadas altera¢des nos niveis de RNAm de ERP nos lobos ventral e

dorsal nas diferentes idades (Fig. 10).
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Figura 10: Niveis de RNAmM de ERp na prostata de ratos em diferentes idades. (A e C)
Prostatas ventral e dorsal. Gapdh foi usado como controle interno. (B e D)
Representacdo grafica da analise densitométrica das bandas obtidas. Os dados
mostrados séo representativos de 2 diferentes ensaios. n =5 por grupo.
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1.6 Proliferacédo celular
Considerando o possivel papel antiproliferativo de ERp, foi investigado o perfil de

proliferacdo celular na prdéstata ventral, visando obter um possivel significado bioldgico
da reducdo local de ERP em areas especificas com o envelhecimento. O ndmero de
células MCM7 positivas foi baixo nas areas de epitélio normal em todas as idades. Com
o envelhecimento, houve reducéo significativa do nimero de células MCM7 positivas a
partir dos 12 meses de idade (Fig. 11A e B). Por outro lado, nas areas restritas de
proliferacdo intraepitelial (PIN), a frequéncia de células MCM7 positivas aumentou

significativamente a partir dos 12 meses de idade (Fig. 11C e D).
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Figura 11: Imunohistoquimica e quantificacdo de células MCM7 positivas na prostata
ventral de ratos em diferentes idades. (A) Imunopositividade de MCM7 no epitélio
normal de ratos jovens e senis. (B) Representacdo grafica da quantificacdo das células
positivas no epitélio normal, mostrando reducéo da frequéncia de células positivas com
o envelhecimento. (C) Imunopositividade de MCM7 nas areas de PIN (setas) de
animais idosos. (D) Representacdo grafica de células MCM7 positivas mostrando
aumento da frequéncia destas células nas areas de PIN. * e #=p < 0,05 comparado a 3 e
6 meses, respectivamente. n = 5 por grupo. Cabeca de seta = células MCM7 positivas.
Inserto: controle negativo da imunorreagdo. Barra = 50 pm.
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Os dados de imunofluorescéncia corroboraram 0s achados da
imunohistoquimica. Foram detectadas poucas células Ki67 positivas nas &reas de
epitélio normal, enquanto que nas areas de PIN a frequéncia de células positivas foi
maior nos animais idosos. A fluorescéncia para ERp foi constante no epitélio normal e
reduzida nas areas de atrofia (Fig. 12). Nas areas de PIN, a positividade para ERp foi
heterogénea com células fluorescentes e ndo fluorescentes para o receptor. A
colocalizacdo de ERP com Ki67 revelou que as células proliferativas possuem baixa ou
indetectavel positividade para ERP, corroborando o papel antiproliferativo deste
receptor. Adicionalmente, nas areas de PIN com atipias nucleares predominantes (PIN
2), grande parte das células foram negativas para ERp, enquanto que as células Ki67

positivas foram mais frequentes (Fig. 12).
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Figura 12: Colocalizacdo de ERpB e marcador de proliferacdo celular Ki67 na prostata
ventral de ratos idosos. (A) Comparacdo entre epitélio normal (Ne) atréfico (Ae) e area
de PIN. A fluorescéncia de ERp nas areas de PIN apresenta-se reduzida, especialmente
em areas com intensa atipia nuclear (PIN2), onde células proliferativas (cabeca de seta)
foram frequentemente detectadas. (B) Reconstrucdo 3D das areas demarcadas em A. Os
insertos correspondem aos controles negativos dos respectivos canais. Barra = 50um.
Verde (Fitc): Ki67; Vermelho (Cy3): ERB e Azul (DAPI): marcagdo nuclear.

1.7 Niveis hormonais
Os niveis séricos e teciduais de estradiol foram similares na prostata ventral em

todas as idades analisadas (Fig. 13 A e B), enquanto que os niveis de DHT reduziram
gradativamente com a idade, tanto no plasma quanto no tecido prostatico (Fig. 13 C e
D).
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Figura 13: Niveis de 17p-estradiol (E2) e diidrotestosterona (DHT) no plasma (A e C)
e na prostata ventral (B e D) de ratos em diferentes idades. Os dados sé@o representativos
de 2-3 diferentes ensaios. VP = prostata ventral. * = p < 0.05 em relagdo a idade de 3
meses; # = p < 0.05 em relagdo a idade de 6 meses. n = 3 por grupo.
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CAPITULO Il — Resultados ndo publicados

Esses resultados referem-se aos objetivos (d), (f) e (g).

1 Anélise da expressdo da enzima aromatase no complexo prostatico de ratos em
envelhecimento

1.1 Imunolocalizacdo de aromatase

Imunorreatividade citoplasmatica moderada para a enzima aromatase foi detectada
no epitélio glandular das prostatas ventral, dorsal, lateral e anterior, tanto nas células
secretoras quanto basais (Fig. 14). Eventualmente, algumas células com localizacéo e
morfologia sugestivas de células basais apresentaram-se com positividade mais intensa
para a enzima (inserto Fig. 14 A). As células musculares lisas periacinares e da parede
dos vasos sanguineos, assim como algumas células do estroma e as células endoteliais,
também apresentaram-se positivas para aromatase.

Com o envelhecimento ndo foi observada alteracdo da expressdo de aromatase em
nenhum dos lobos prostaticos, considerando-se as areas de epitélio normal, regides de
hiperplasia (Fig. 14 B, D, F e H) ou atrofia epitelial.
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Figura 14: Imunolocaliza¢do da enzima aromatase na préstata ventral, dorsal, lateral e
anterior de ratos em diferentes idades. (A, C, E e G) Animais jovens com intensa
positividade do epitélio glandular. Inserto em A: representacdo de células basais que se
coram mais intensamente para aromatase. (B, D, F e H) Areas hiperplésicas em animais
senis com mesmo padrdo de imunorreatividade detectado nos animais jovens. Barra em
G =200 um. Insertos em B, D, F e H: Controle negativo da imunorreacdo em cada lobo.
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Na proéstata ventral, uma das alteracdes detectada foi que nas areas de proliferagédo
epitelial com arquitetura cribriforme houve reducdo da expressdo de aromatase,
comparado ao epitélio normal adjacente, de forma proporcional a extensdo da area
alterada (Fig. 15 A e B). Além disto, uma ocorréncia marcante nas préstatas ventral,
dorsal e, especialmente na préstata lateral de animais em idades avancadas de 18-24
meses, foi o aparecimento de frequentes células supostamente basais, apresentando
intensa positividade para aromatase, as quais foram observadas em areas de alteracoes
teciduais, tais como proliferacGes epiteliais de arquitetura cribriforme (Fig. 15 B), focos
de PIN (Fig. 15 C-E) ou areas associadas a inflamacéo (Fig. 15 F-H). Essas células
basais foram observadas em pequenos grupos, ou mesmo formando uma camada
continua na base do epitélio, como visto nas prostatas dorsal e lateral. N&o foi incomum
o fato de que em éreas de PIN e inflamagdo ocorresse espessamento do estroma
adjacente ao adendémero afetado. A prostata lateral foi o lobo que mais apresentou
alteracdes teciduais associadas ao aparecimento deste grupo de células intensamente

positivas para aromatase.
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Figura 15: Imunolocalizacdo da enzima aromatase na prostata ventral, dorsal e lateral
de ratos senis. (A) Adendmero com proliferagdo intraepitelial com arquitetura
cribriforme de pequena extensdo com discreta reducdo de positividade para aromatase
(setas). (B) Area de proliferacio intraepitelial com arquitetura cribriforme de grande
extensdo com reducdo mais pronunciada da positividade para aromatase. Cabeca de
seta: Células intensamente positivas com aspecto de células basais. Inserto em B:
Detalhe da area delimitada contendo pequeno grupo de células intensamente positivas.
(C) Area proliferativa contendo focos de PIN no epitélio glandular e presenca de células
intensamente positivas para aromatase, formando camada continua, como detalhado em
D e E, respectivamente. (F) Adendmero associado a infiltrado inflamatério (*), o qual
apresenta arquitetura tecidual afetada com perda de células luminais e grande numero de
células intensamente positivas. Em G, ampliacdo de parte da regido delimitada em F,
detalhando infiltrado inflamatério (*) e contraste entre area de epitélio alterado e
epitélio normal adjacente a direita. (H) Adendmero apresentando area de epitélio
normal (En), com positividade padrdo para a enzima, em transi¢cdo com epitélio alterado
(Ea) contendo maior densidade de células intensamente positivas. Inserto em H: detalhe
da area delimitada. # = espessamento do estroma. Barraem A (= B, C e F) = 200 um.
Barraem D (= E e H) =50 um. Barraem G =50 pm.

1.2 Deteccéo de aromatase por Western blotting
A fim de quantificar a expressdo da enzima aromatase nas diferentes idades, ensaio
de Western blotting foi realizado na prostata ventral. A especificidade do anticorpo
utilizado foi comprovada pela detec¢do de uma banda de aproximadamente 57 kDa,
compativel com peso molecular previamente descrito para aromatase em tecido de ratos
(Nitta et al, 1993; Levallet et al, 1998; Carreau et al, 2001). Juntamente com as amostras
de prostata ventral, foi adicionado testiculo de rato como controle da técnica, uma vez

que a deteccdo de aromatase é bastante controversa na literatura sobre prostata. Como
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esperado, a banda correspondente de aromatase no testiculo apresentou-se mais intensa
(Fig. 16 A).

A intensidade média de pixels para aromatase foi similar na prostata ventral em
todas as idades analisadas, ndo apresentando diferenca estatistica entre os diferentes
grupos (Fig. 16 B).
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Figura 16: Western blotting para enzima Aromatase na prostata ventral de ratos em
diferentes idades. (A) Bandas obtidas para aromatase (57 kDa) e B-actina (42 kDa) na
prostata ventral de ratos e no testiculo, usado como controle positivo do ensaio. (B)
Representacao grafica da analise densitométrica das bandas obtidas para aromatase na
prostata ventral. Os dados séo representativos de 3 diferentes ensaios. n = 3 por grupo.
M = meses.
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1.3 Colocalizacéo de células basais e aromatase
A fim de certificar a identidade das células que se coram intensamente para enzima

aromatase pela imunohistoquimica, investigamos por microscopia confocal a
colocalizacdo desta enzima com um classico marcador de células basais, que € a
citogueratina de alto peso molecular (CKWMH).

Moderada fluorescéncia para aromatase foi verificada no epitélio glandular dos
lobos wventral, dorsal e lateral da prostata. Corroborando os dados de
imunohistoquimica, foi possivel identificar células com fluorescéncia mais intensa, em
posicdo e morfologia caracteristicas de células basais, em todos os lobos prostaticos
(Fig. 17 A-C).

A imunofluorescéncia para o marcador CKHMW detectou células esparsas pelo
epitélio, com intensa fluorescéncia citoplasmatica. Morfologicamente estas células
apresentavam-se menos volumosas, normalmente de formato triangular, onde muitas
vezes foi possivel observar delgadas projecdes citoplasmaticas em direcdo ao limen. A
préstata lateral foi o lobo que aparentemente apresentou menor proporcéo de células
basais nas areas de epitélio normal tanto dos animais jovens guanto nos animais senis.
As projecBes citoplasmaticas das células basais neste lobo foram também menos
aparentes (Fig. 17 C).

A colocalizacdo de aromatase com CKHMW revelou que as células intensamente
fluorescentes para a enzima sdo de fato células basais, onde foi possivel detectar a
sobreposicdo dos marcadores em areas de epitélio normal e areas de epitélio alterado
(Fig. 17 e 18). Mais raramente algumas células CKHMW positivas ndo foram téo
intensamente fluorescentes para aromatase, especialmente na prostata lateral (Fig. 17
C). As células basais com intensa positividade para aromatase serdo mencionadas ao

longo do texto como células basais/Aro+.
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Prostata Ventral

B Préstata Dorsal

Figura 17: Colocalizacdo de aromatase e células basais em areas de epitélio normal na
préstata ventral (A), dorsal (B) e lateral (C) de ratos Wistar. Aro: aromatase. CK:
citoqueratina de alto peso molecular. Merge: sobreposicao dos filtros verde, vermelho e
azul (DAPI). Seta: célula basal com fluorescéncia para aromatase similar as células
luminais. Insertos: controle negativo dos respectivos canais. Barra em A, B e C = 100
pm. Verde (Fitc): aromatase; Vermelho (Cy3): CKHMW e Azul (DAPI): marcacdo
nuclear.
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De forma recorrente, foi possivel verificar maior densidade de células basais/Aro+
em areas de alteracBes teciduais, tais como focos de proliferacdo de arquitetura
cribriforme (Fig. 18 A), focos de PIN (Fig. 18 B) e éareas associadas a focos
inflamatdrios (Fig. 18 C). Apesar de ser o lobo que aparenta ter uma menor densidade
de células basais nas areas de epitélio normal, a préstata lateral chama a atengdo por
apresentar maior proporcao de grandes grupos de células basais/Aro+ em &reas alteradas
do tecido. Como descrito anteriormente, a prostata lateral é frequentemente acometida
por prostatite com o envelhecimento. A concentracdo de células basais/Aro+ ocorreu
principalmente em areas relacionadas com focos peri-inflamatorios, que apresentavam
lesBes sugestivas de atrofia inflamatéria proliferativa (PIA, do inglés: proliferative
inflammatory atrophy) e/ou metaplasia escamosa (Fig. 18 C).
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Prostata Ventral

Prostata Dorsal

Prostata Lateral

Figura 18: Colocalizacdo de aromatase e celulas basais em areas afetadas pelo
envelhecimento na préstata ventral, dorsal e lateral de ratos Wistar entre 18 e 24 meses
de idade. (A) Regido de proliferacdo intraepitelial de arquitetura cribriforme (PINc) na
prostata ventral. (B) Area de PIN na prostata dorsal. (C) Regido peri-inflamatéria (*)
com concomitante foco de PIA e pequeno foco de metaplasia escamosa (ME) na
préostata lateral. Aro: aromatase. CK: citoqueratina de alto peso molecular. Merge:
sobreposicdo dos filtros verde, vermelho e azul (DAPI). Cabecas de setas: indicam
células colocalizadas com os marcadores. d: debris celulares intraluminais. #:
espessamento do estroma. Barra em A, B e C = 50um. Verde (Fitc): aromatase;
Vermelho (Cy3): CKHMW e Azul (DAPI): marcacgdo nuclear.
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2 Imunolocalizacdo da enzima CYP7B1 no complexo prostatico de ratos em
envelhecimento

Intensa imunorreatividade citoplasmatica foi detectada para a enzima CYP7B1 no
epitélio glandular das prostatas ventral, dorsal, lateral e anterior (Fig. 19). As células
musculares lisas periacinares e da parede dos vasos sanguineos, alem de algumas
celulas do estroma e as células endoteliais também foram positivas para a CYP7B1,
enquanto que as celulas basais foram intermitentes. Algumas células epiteliais
cilindricas, provavelmente as células neuroendocrinas, apresentaram-se negativas para
essa proteina (Inserto Fig. 19 A).

Com o envelhecimento ndo foi detectada alteracdo da expressdo de CYP7B1 em
nenhum dos lobos prostéaticos, considerando-se as areas de epitélio normal e regibes de
hiperplasia (Fig. 19). No entanto, na prdstata ventral, as areas de proliferacédo epitelial
com arquitetura cribriforme parcialmente (Fig. 19 C) ou completamente obstrutiva (Fig.
19 D), apresentaram perceptivel reducdo da expressdo de CYP7B1, quando comparado
a areas de epitélio normal adjacente. As areas epiteliais contendo células com atipias
nucleares e algumas areas de atrofia epitelial também apresentaram marcante reducgéo
da positividade para a proteina (Fig. 19 C e inserto). Na prostata lateral reducdo de
CYP7B1 foi detectada em éareas proliferativas intimamente associadas a focos de
inflamacdo, onde também foi possivel detectar espessamento do estroma adjacente (Fig.
19 K).
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Figura 19: Imunolocalizacéo da enzima CYP7B1 na prostata ventral (A-D), dorsal (E-
H), lateral (1-K) e anterior (N-P) de ratos em diferentes idades. (A, E, | e N) Animais
jovens com intensa positividade do epitélio glandular. Inserto em A: Detalhe de célula
cilindrica imunonegativa. (B, F, J, O e P) Areas hiperplasicas em animais senis com
mesmo padrdo de imunorreatividade detectado nos animais jovens. (C) Proliferagdo
intraluminal cribriforme parcialmente obstrutiva (#) e area de epitélio atréfico adjacente
(Ea) com perceptivel redugdo de marcagdo, comparado ao epitélio normal (En). Inserto
representa proliferacdo intraepitelial contendo células atipicas com reducdo da
positividade para a enzima. (D) Proliferacdo intraluminal cribriforme completamente
obstrutiva com perceptivel reducdo de marcacdo. (G) Adenémero contendo pequeno
foco de estratificacdo epitelial (area delimitada) e em (H) Extensa area de estratificagdo
sem alteracdo da intensidade de marcacdo para a proteina. (K) Reducdo da
imunomarcagdo em area intimamente associada a inflamacéo, exibindo espessamento
do estroma adjacente (*). (L, M, Q e R) Controles negativos da imunorreacdo da
préstata ventral, dorsal, lateral e anterior, respectivamente. En = epitélio normal; Ea =
epitélio atrofico. Barraem A (= B-P) = 150 um. Barraem L (=M, Q e R) =50 um.
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3 Tratamento de ratos senis com 3p-diol

3.1 Peso corporal e do complexo prostatico
- Tratamento de ratos senis nas doses de 1 e 3 mg de 3f-diol durante 42 dias

Né&o houve alteragdo do peso corporal entre 0s grupos controles e tratados nas doses
de 1 e 3 mg de 3p-diol (Fig. 20 A). O tratamento com 3B-diol na dose de 1 mg/Kg
promoveu reducdo do peso da prostata ventral e dorsal, enquanto que na prostata
anterior houve reducdo do peso nas duas doses administradas. A prdstata lateral ndo
apresentou alteracdo de seu peso em nenhum dos tratamentos (Fig. 20 B-E).

(A) Peso Corporal B) Prostata Ventral (C) Préstata Dorsal
800 1.5 04
- 600
g g .’
E am0 E E 02
Q 5 i
O s U
200
0
(cmnolv I)ml Img Diol-. 3mv Cnrmole Diol- Irnﬂ Diol-. 3mﬂ C onlmle Diol- ]m Diol- ng
(D) Pristata Lateral (E) Préstata Anterior
0.4 0.4
0.3 0.3
@ @
= =
E o2 E 02
- ol
(C] &)
0.1 0.1
0.0 0.0
1 1 1
Controle Diol-1mg Diol-3mg C nnirul(- Diol- lmn Diol- me

Figura 20: Analise do peso corporal (A) e do complexo prostético (B-E) de ratos senis
controles e tratados com 3B-diol nas doses de 1 € 3 mg. n=5; * = p < 0,05 em relagao
ao grupo controle.

- Tratamento de ratos senis na dose de 5 mg de 3f-diol durante 42 dias

N&o houve alteracdo no peso corporal entre 0s grupos controles e tratados com dose
de 5 mg de 3B-diol (Fig. 21 A). Em todos os lobos prostaticos foi detectado aumento
significativo do peso absoluto das glandulas nos animais tratados. (Fig. 21 B-E).
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Figura 21: Andlise do peso corporal (A) e do complexo prostatico (B-E) de ratos senis
controles e tratados na dose de 5 mg de 3p-diol. n =5; * = p < 0,05 em relagdo ao grupo
controle.

- Tratamento de ratos senis na dose de 3 mg de 3f-diol durante 60 dias

Assim como nos tratamentos descritos anteriormente, o peso corporal ndo se alterou
com o tratamento de 3 mg de 3B-diol por um periodo prolongado (Fig. 22 A). Em todos
os lobos prostaticos foi detectado aumento do peso absoluto das glandulas nos animais
tratados (Fig. 22 B-E).

Morais-Santos, Ménica. Tese de Doutorado — Laboratiério de Biologia da Reprodugdo, LABRE

70



Resultados — Capitulo 11

Préstata Ventral Prostata Dorsal
(A) Peso Corporal (B) (C)
600 15 0.4
*
0.3
Z 400 7 2
E - =]
= £ E 02
L - =
u ke _ -
200 o 05 o
0.1
0 0.0 0.0
1
Untl ole Diol- _hug longo Controle Diol-3mg longo untl ole Diol-. _’ymv longo
(D) Prostata Lateral (E) Préstata Anterior

0.4 0.5

03 0.4
0.3
0.2
0.2
0.1 0.1
0.0 0.0

Controle Diol- ng longo Contrale Diol- Jlng longo

Gramas
Gramas

Figura 22: Analise do peso corporal (A) e do complexo prostético (B-E) de ratos senis
controles e tratados na dose de 3 mg de 3B-diol por 60 dias. n = 5. * = p < 0,05 em
relagcdo ao grupo controle.

3.2 Histopatologia do complexo prostatico
O efeito do tratamento com 3B-diol na histopatologia prostatica foi mais evidente na

préstata ventral, uma vez que as alterac6es relacionadas ao envelhecimento foram mais
pronunciadas neste lobo nos animais controles. Estas alteracGes relacionadas a
senilidade foram similares as alteracfes ja descritas anteriormente (Morais-Santos et al,
2015), como a presenca de concrecOes intraluminais, hiperplasias e atrofias epiteliais,
atipias celulares intensas, proliferacdes intraepiteliais de arquitetura cibriforme
intraluminais e adendbmeros com menor e/ou auséncia de secre¢do no interior do limen
(Fig. 23 A, D e F). Todos os tratamentos realizados com 3f-diol promoveram melhora
substancial na citoarquitetura da prostata ventral, que apresentou menor proporcao de
adenémeros com hiperplasias (reducdo variando de 43% a 78%) e atrofia (reducédo de
40%), aparente aumento da atividade secretora da glandula, perceptivel pela presenca de
adenémeros com maior didmetro luminal (aumento variando de 52% a 103%) e repletos
de secrecdo homogénea eosinofilica, além de reducdo de concregdes intraluminais (Fig.
23 B, C, E, G, J e L). Ressalta-se que a proporcao de adenémeros atroficos ndo atingiu
significancia estatistica devido ao amplo desvio padrdo, considerando que alguns
animais ndo apresentaram atrofia epitelial. Houve também menor ocorréncia de atipias

celulares, o que resultou em epitélios mais homogéneos (Fig. 24 He I).
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Figura 23: Histopatologia da prostata ventral de ratos senis submetidos a diferentes
regimes de administragcdo de 3p-diol. (A, D e F) Préstata ventral de animais controles
apresentando areas de hiperplasia, epitélio atréfico (Ea), concre¢des luminais (*) e
secrecdo luminal escassa e/ou ausente. Inserto em A: area de intenso pregueamento
epitelial. Inserto em F: adenémeros atroficos adjacentes as areas de proliferacdo
intraepitelial cribriforme intraluminal (setas). (B, C, E e G) Prostata ventral de animais
tratados com 3pB-diol, mostrando evidente melhora da histologia do tecido, tais como
reducdo do pregueamento epitelial e contetdo luminal abundante nos adendmeros. Os
insertos representam areas de adendmeros repletos de secrecdo com consequente
compressdo do epitélio. Barraem A (= B e C) = 200 um, barra em D (= E) = 150 um,
barra em F (= G) = 200 um. Corado por H&E. (H) Detalhe do aspecto histoldgico do
epitélio de um animal controle, contendo abundantes vacuolos citoplasmaticos (cabecas
de seta), nucléolos proeminentes (setas vazadas) e células com acumulo mucoide no
citoplasma (seta preta). (I) Detalhe do aspecto histoldgico de animal tratado com 3p-
diol com epitélio mais homogéneo, contendo poucas atipias celulares. (J, K e L)
Morfometria das areas de hiperplasia, atrofia e diametro luminal, respectivamente. *, # e
+=p < 0,05 em relag@o ao seu respectivo grupo controle. n (morfometria) = 4-6.
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Na prostata dorsal, embora as alteraces morfoldgicas relacionadas a idade sejam
menos marcantes comparadas a prostata ventral, foi possivel detectar significante
reducdo de 83% e 75% da frequéncia de adenémeros hiperplasicos nas doses de 3mg
(42 dias) e 5mg, respectivamente, além de aparente aumento da atividade secretora da
glandula pelo aumento do didmetro luminal detectado em todas as doses administradas
(aumento variando de 37% a 44%) (Fig. 24).
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Figura 24: Histopatologia da prostata dorsal de ratos senis submetidos a diferentes
regimes de administragdo de 3p-diol. (A, D e F) Prostata dorsal de animais controles
apresentando discreta (A) e moderada hiperplasia (D e F). (B, C, E e G) Prostata dorsal
de animais tratados com 3p-diol. Insertos representam areas de adenémeros com pouca
ou nenhuma hiperplasia. Barraem A (= B e C) = 200 um, barra em D (=E) = 150 pum,
barra em F (= G) = 200 um. Corado por H&E. (H e I) Morfometria das areas de
hiperplasia e didmetro luminal, respectivamente. *, # e + = p < 0,05 em relagdo ao seu
respectivo grupo controle. n (morfometria) = 4-6.
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Na prostata lateral, as alteracBes morfoldgicas relacionadas com idade também
foram menos marcantes comparadas a prostata ventral, o que também ndo impediu de
verificar os efeitos do tratamento neste lobo. O tratamento com 3p-diol promoveu
significativa reducdo de 88% das areas de hiperplasia na dose de 5mg e aumento do
didmetro luminal nas doses de 5mg e 3mg por periodo prolongado (aumento variando
de 44% a 88%) (Fig. 25). A exposicdo a dose de 5 mg foi capaz de prevenir o
aparecimento de focos inflamatérios o que ndo foi impedido com a dose de 3 mg por

periodo prolongado (Fig. 25 E e G).
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Figura 25: Histopatologia da préstata lateral de ratos senis submetidos a diferentes
regimes de administracdo de 3B-diol. (A, D e F) Prostata lateral de animais controles
com caracteristicas relacionadas a senilidade, como presenca de pregueamento epitelial
e células descamadas (*). Inserto em D e F representa &rea com foco inflamatério (i),
contendo abundante concrecdo (#) e prostatite intraluminal (p). (B, C, E e G) Préstata
lateral de animais tratados com 3p-diol. Os demais insertos representam &reas de
adendmeros repletos de secrecdo e com pouco pregueamento do epitélio. Barraem A (=
B e C) =200 pm, barra em D (=E) = 150 pm, barra em F (= G) = 200 um. Corado por
H&E. (H e 1) Morfometria das areas de hiperplasia e diametro luminal,
respectivamente. # e + = p < 0,05 em relagdo ao seu respectivo grupo controle. n
(morfometria) = 4-6.
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3.3 Expressio de ERP no complexo prostatico

a. Imunohistoquimica

Foi detectada intensa positividade para ERP no epitélio glandular dos lobos ventral
dorsal (Fig. 26, 27 e 28), e anterior (dados ndo mostrados), além de moderada
positividade citoplasmatica em todos os tratamentos. Corroborando dados anteriores
(Morais-Santos et al, 2015), as areas de atrofia epitelial, apresentaram reduzida
positividade para ERf, quando comparado ao epitélio normal adjacente (Fig. 26 A, Fig.
27 A e Fig. 28 A). Tanto nas areas de epitélio normal, quanto nas areas de atrofia
epitelial dos diferentes grupos, foi detectado aumento significativo na expressao de ERf3

apos tratamento nas doses de 3 mg e 5 mg por 42 dias (Fig. 26A e Fig. 27 A).

Embora ndo tenha sido realizada analise morfométrica para a prostata dorsal,
aparentemente ndo foi observada alteracdo na expressdo do receptor entre 0S grupos

tratados.
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Figura 26: Imunomarcacdo para ERp na prostata ventral e dorsal de ratos senis tratados
ou ndo com 3B-diol, nas doses de 1 e 3 mg por 42 dias. (A) Prostata ventral de animais
controle e tratados com 3B-diol apresentando imunoreatividade caracteristica para o
receptor, nas areas de epitélio normal (En) e atréfico (Ea). Representacdo grafica da
analise morfométrica da intensidade média de pixel nas areas de epitélio normal e
atrofico. (B) Prostata dorsal de animais controle e tratados com 3p-diol apresentando
imunoreatividade semelhante para o receptor entre os grupos. Inserto: controle negativo
da imunorreagdo. n =4 a 5 por grupo. * = p< 0,05 em relagdo ao epitélio normal. # = p<
0,05 em relagao ao epitélio normal de controles. + = p< 0,05 em relagdo ao epitélio
atrofico de controles.
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Figura 27: Imunomarcacgdo para ERp na prostata ventral e dorsal de ratos senis tratados
ou ndo com 3f-diol, na dose de 5 mg por 42 dias. (A) Prostata ventral de animais
controle e tratados com 3pB-diol apresentando imunoreatividade caracteristica para o
receptor, nas areas de epitélio normal (En) e atréfico (Ea). Representacdo gréfica da
analise morfomeétrica da intensidade média de pixel nas areas de epitélio normal e
atrofico. (B) Prostata dorsal de animais controle e tratados com 3p-diol apresentando
imunoreatividade semelhante para o receptor ente 0s grupos. Inserto: controle negativo
da imunorreacdo. n =4 a 5 por grupo. * = p< 0,05 em relagdo ao epitélio normal. # = p<
0,05 em relacdao ao epitélio normal de controles. = = p< 0,05 em relacao ao epitélio
atréfico de controles. Barraem A e B = 150 um.
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Figura 28: Imunomarcagéo para ERP na prostata ventral e dorsal de ratos senis tratados
ou ndo com 3f-diol, na dose de 3 mg por 60 dias. (A) Prostata ventral de animais
controle e tratados com 3pB-diol apresentando imunoreatividade caracteristica para o
receptor, nas areas de epitélio normal (En) e atrofico (Ea). Representacdo grafica da
analise morfométrica da intensidade média de pixel nas areas de epitélio normal e
atrofico. (B) Prostata dorsal de animais controle e tratados com 3p-diol apresentando
imunoreatividade semelhante para o receptor ente 0s grupos. Inserto: controle negativo
da imunorreagdo. n =4 a 5 por grupo. * = p< 0,05 em relacao ao epitélio normal. Barra
emAeB =150 um.
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b. Western blotting

De forma reprodutivel aos dados anteriores (Morais-Santos et al 2015), foi detectada
uma banda de 54 kDa compativel com o peso molecular descrito para ERp de ratos e
uma segunda banda de 50 kDa, que co-migrou com a banda principal (Fig. 29). Na
préstata ventral, a analise estatistica da intensidade média de pixels das bandas detectou
diferenca significativa em ambos os tratamentos de 3 mg e também no tratamento de
5mg comparado aos seus controles (Fig. 29 B). Na prostata dorsal, as bandas
apresentaram-se mais homogéneas entre os grupos, ndo havendo diferenca significativa

entre os animais tratados e seus respectivos controles (Fig. 29 D).
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Figura 29: Western blotting para o receptor de estrogenos ERp extraido da prostata
ventral e dorsal de ratos Wistar senis de todos os tratamentos realizados com 3p-diol. (A
e B) Banda dupla obtida no ensaio da prostata ventral e dorsal, respectivamente. (B e D)
Representacdo gréfica das analises densitométricas das bandas de 54 (banda 1) e 50
(banda 2) kDa, obtidas para prostata ventral e dorsal, respectivamente. B-actina foi
usada como controle interno em todos os ensaios. As bandas obtidas séo representativas
de 3 diferentes ensaios. # = p < 0.05 em relacéo ao grupo controle. n = 3 por grupo.
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3.4 Proliferacao celular e apoptose
Poucas células MCM?7 positivas foram detectadas no epitélio prostatico dos animais

controles. As ceélulas positivas apresentaram-se distribuidas de forma esparsa pelo
epitélio ou concentradas em pequenos grupos em focos de PIN, comumente detectadas
em animais acima de 12 meses de idade, como anteriormente descrito (Morais-Santos et
al, 2015). A taxa de proliferacdo foi significativamente reduzida apos exposi¢ao ao 3f-
diol nas doses de 1 e 3 mg (42 dias) em praticamente todos os lobos prostaticos, exceto
na prostata dorsal na dose de 1mg, onde a redugdo ndo alcangou signficancia estatistica.
O tratamento por periodo prolongado promoveu reducdo da proliferacdo apenas na
préstata ventral e anterior, enquanto que a exposi¢do ao 3B-diol em doses elevadas

promoveu aumento na taxa de proliferacdo na prostata dorsal (Fig. 30).
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Figura 30: Taxas de proliferacdo celular no complexo prostatico de ratos senis
submetidos a diferentes regimes de tratamento com 3fB-diol. (A) Imagens da
imunorreatividade para MCM7 (setas) representado pela prostata ventral de animais
submetidos as doses de 1 e 3 mg/Kg/42 dias. (B-E) Quantificacdo das células MCM7
positivas na prostata ventral, dorsal, lateral e anterior, respectivamente. *, #e + = p <
0.05 em relagéo ao seu respectivo grupo controle. n = 4-5 por grupo.
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Em relacdo as taxas de apoptose, poucas células TUNEL positivas foram
encontradas no epitélio prostatico dos animais controles e tratados com 3-diol.
Entretanto, houve aumento significativo no nimero de células TUNEL positivas em
todos os lobos prostaticos dos animais tratados com 3p3-diol na dose de 3 mg/Kg por 42
e 60 dias. A exposicdo a dose mais alta do esteroide (5 mg) ndo promoveu alteracdes
significativas de morte celular em nenhum dos lobos prostaticos. Adicionalmente, o
tratamento na dose de 1 mg promoveu aumento significativo da taxa de apoptose na
prostata ventral e dorsal, porém foi inefetivo em alterar estas taxas na prostata anterior e
lateral (Fig. 31).
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Figura 31: Taxas de morte celular no complexo prostatico de ratos senis submetidos a
diferentes regimes de tratamento com 3B-diol. (A-D) Quantificacdo dos numeros de
células TUNEL positivas na prostata ventral, dorsal, lateral e anterior, respectivamente.
* #e+=p<0.05em relacdo ao seu respectivo grupo controle. n = 4-5 por grupo.
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3.5 Niveis de DHT no plasma e na prostata ventral
Foi realizada dosagem de DHT a fim de verificar se os efeitos observados do

tratamento sdo de fato devido ao 3B-diol ou de uma possivel retro-conversdo deste
hormonio para DHT.

Os niveis plasmaticos de DHT aumentaram nos animais tratados com 3f-diol nas
doses de 5 mg e 3 mg por um periodo prolongado (Fig. 32 A). Por outro lado, 0s niveis

teciduais se mantiveram constantes nos diferentes tratamentos (Fig. 32 B).
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Figura 32: Niveis hormonais de diidrotestosterona (DHT) no plasma (A) e na prostata
ventral (B) de ratos idosos tratados ou ndo com 3f-diol. Os dados s&o representativos de
3 diferentes ensaios. * = p < 0.05 em relagdo ao respectivo grupo controle de
tratamento. n = 3 por grupo.
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Discussdo — Capitulo I

DISCUSSAO
CAPITULO I — Artigo publicado

AlteracOes na expressao do Receptor de Estrogeno ERp (ESR2) sem alteracGes nos

niveis de estradiol na prostata de ratos em envelhecimento

Ratos Wistar em diferentes idades (3, 6, 12, 18 e 24 meses) foram utilizados para
estudo do envelhecimento na histologia do complexo prostatico, assim como no padrdo
de expressao do receptor de estrogeno ERp, perfil de proliferagao celular e expressao de
enzimas esteroidogénicas como aromatase e CYP7B1. A partir dos 12 meses de idade
foram observadas marcantes alteragdes histoldgicas no complexo prostatico, tais como
hiperplasia, focos de proliferacdo intraepitelial e atipias nucleares em todos os lobos
prostaticos, além de atrofia do epitélio exclusivamente na prostata ventral e focos
inflamatorios especialmente na prostata lateral. Em relacdo a expressao de ERP, foi
detectada reducdo de sua expressdo em areas especificas, como nos focos de
proliferacdo intraepitelial, atipias celulares e atrofia do epitélio. Estes resultados
corroboram dados acerca da reducdao da expressdo de ERP em areas focais de lesdes
pré-malignas e malignas em humanos e cées, sugerindo que o silenciamento deste
receptor pode estar diretamente relacionado com as patologias que acometem a prostata.

Foi possivel detectar alteracdes na estrutura glandular em todos os lobos analisados.
Concrecdes intraluminais, hiperplasia do epitélio, atipias nucleares e neoplasias
intraepiteliais foram alteracGes morfolégicas comumente detectadas em todos os lobos.
A préstata ventral foi o lobo mais afetado com a idade, que em adigdo com as alteracdes
ja descritas, também apresentou frequente atrofia do epitélio com concomitante
dilatacdo do adendmero, o que caracteriza adendmeros cisticos (Prins et al, 1998). Em
contrapartida, a prostata anterior foi o lobo menos afetado com o envelhecimento. Estas
alteracOes espontaneas com o envelhecimento vdo de encontro com dados anteriores
relativos ao envelhecimento prostatico em varias linhagens de roedores e outras
espécies de roedores (Ward et al, 1980 - ACI/Seg; Isaacs, 1984 — ratos ACI/Seg e
Copenhagen; Banerjee et al, 1998 — Ratos Brown Norway; Lau et al, 2003 — ratos
Noble; Campos et al, 2008 - gerbil; Bianchi-Frias et al, 2010 - camundongos C57BL/6;
Xie et al, 2000 — ratos Noble). Juntos, estes dados apontam que o roedor pode ser um
modelo eficaz para distdrbios espontaneos relacionados com o envelhecimento da

préstata.
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A imunorreatividade de ERP vai de encontro aos dados da literatura, onde ntcleos
de células luminais e basais coram-se intensamente (Makela et al., 2000; Sar & Welsch,
2000; Oliveira et al., 2007). Considerando as areas de epitélio normal ou de hiperplasia,
nenhuma diferenca na intensidade de expressao do receptor foi detectada. Entretanto,
especialmente em areas de atipias celulares e proliferacdo intraepitelial, significativa
redugdo de ERP foi detectada, sobretudo nas prostatas ventral e dorsal. Adicionalmente,
nas areas de atrofia relativas a préstata ventral também foi possivel verificar reducéo da
expressao do receptor. Esses resultados se revestem de extrema importancia desde que
resultados similares sdo descritos em lesbes prostaticas pré-malignas e malignas
humanas e caninas (Horvath et al, 2001; Leav et al, 2001; Pasquali et al, 2001A; Asgari
& Morakabati, 2011; Hetzl et al, 2012 e 2013; Daniels et al, 2014; Grover et al;
Pasquali et al, 2001B; Grieco et al, 2006; Gallardo et al, 2007) . Em humanos e cées, a
reducdo da expressdo de ERP esta diretamente relacionada com o grau de diferenciagdo
do tumor, onde tumores em estagios menos diferenciados sdo mais propensos a reducéo
e/ou auséncia deste receptor (Leav et al., 2001; Yang et al, 2007; Asgari & Morakabati,
2011; Hetzl et al., 2012 e 2013; Gallardo et al., 2007; Muthusamy et al, 2014). A
auséncia de ERP em camundongos BERKO promove mais tarde na vida destes animais
aumento de areas de PIN (Prezioso et al, 2007). PIN representa uma lesdo pré-maligna
que pode progredir para um cancer latente e em Gltima andlise para um cancer maligno
(Prezioso et al, 2007). Embora o cancer de prostata seja uma patologia comum em
homens idosos, focos microscopicos de cancer e areas de PIN podem ser detectados tdo
cedo quanto 25-30 anos de idade em homens de todos os grupos étnicos (Prezioso et al,
2007). A semelhanca do modelo de rato pode ser importante para futuras investigacoes
experimentais em possiveis condutas terapéuticas para o controle do cancer de prostata.

ERB tem sido associado a papeis pro-apoptoticos, anti-proliferativos e pro-
diferenciagdo (Weihua et al, 2001 e 2002; Cheng et al, 2004; Imamov et al., 2004;
McPherson et al, 2007 e 2010; Mak el al, 2013; Hussain et al, 2012; Colciago et al,
2014; Yun et al, 2015). Corroborando o envolvimento do receptor com sua atividade
anti-proliferativa, nos detectamos redugdo pontual de ERf paralelo com o aumento de
células proliferativas nas areas de PIN e atipias nucleares. De maneira similar, outro
trabalho verificou niveis indetectaveis de ERB em células proliferativas na prostata
ventral (Weihua et al, 2002). Estes dados se revestem de importancia uma vez que
alteracbes semelhantes tem sido descritas na prostata humana, onde ocorre marcante

redugdo de expressdo de ERP em areas de PIN e adenocarcinoma, atingindo niveis
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indetectaveis com a progressd@do do tumor, embora nas areas de hiperplasia ndo haja
alteracdo de sua expresséo (Horvath et al, 2001; Tsurusaki et al, 2003; Leav et al, 2001;
Pasquali et al, 2001; Yang et al, 2007; Asgari & Morakabati, 2011; Pasquali et al,
2001B). Ha evidéncias de que PIN e microfocos de cancer latente podem ser detectados
em homens de 20-30 anos de idade, embora lesdes cancerigenas clinicamente relevantes
serem detectas geralmente ap6s os 50 anos de idade (Prezioso et al, 2007; Sakr et al,
1993). Neste sentido, estes dados reforcam a importancia de ER3 como alvo potencial
para prevencao das desordens proliferativas em fases pré-malignas.

A reducéo de ERp na prostata ocorreu em um ambiente hormonal onde os niveis de
estradiol se mantiveram constantes no plasma e no tecido, enquanto que 0s niveis
séricos e teciduais de DHT reduziram progressivamente com o envelhecimento. Este
cenario hormonal tem sido postulado como fator de risco para alteracdes patoldgicas na
préstata (Banerjee et al, 1998 e 2001; Ellem et al, 2010), corroborando nossos achados.
A reducdo de ERp sem alteragdes nos niveis locais de estradiol indica que este receptor
ndo é regulado por este hormdnio em questdo. Adicionalmente, dados na literatura
indicam que 0s estrdgenos ndo sdo capazes de autorregular ERPB na prostata de ratos
(Prins et al, 1998; Oliveira et al, 2007). Por outro lado, evidencias sugerem que estradiol
ndo é o Unico estrogeno atuante na prdstata. De fato, o esteroide estrogénico mais
abundante na prostata é 5a-androstane, 3f,17p-diol (3B-diol), um metabolito da DHT
que atua por mecanismos paracrinos e autdcrinos (Oliveira et al, 2007). Em contraste
com 3p-diol, estradiol possui efeitos inexpressivos nos niveis de ERp (Oliveira et al,
2007). Adicionalmente, a autorregulacdo de ERP pelo 3B-diol tem sido descrito em
outros 6rgdos (Picciarelli-Lima et al, 2006). Considerando estes fatos, € necessaria
investigacdo dos niveis de 3B-diol na prostata durante o envelhecimento para melhores
esclarecimentos do ambiente hormonal que leva a alteragdes locais na glandula.

As andlises proteicas feitas através da técnica de Western blotting detectaram
ocorréncia de duas bandas de pesos moleculares de 54 e 49 kDa, sendo a banda de 54
kDa compativel para o peso molecular descrito de ERB de roedores (Kuiper et al, 1996
e 1998; Zhou et al, 2002; Tirado et al, 2004). A deteccdo de dupla banda para ER
também é descrito em outros trabalhos para outras espécies como humanos, primatas,
camundongo, suinos e tartaruga (Leav et al, 2001; Saunders et al., 2001; Zhou et al.,
2002; Rago et al, 2007; Gist et al, 2007). O surgimento de dupla banda indica ser
resultado da tradugdo de ER a partir de sitios de iniciac¢do alternativos do RNAm, que

resultam em proteinas de tamanhos diferentes, denominadas ERf longo e curto (Leav et
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al, 2001; Scobie et al, 2002; Gaskell et al, 2003). Enquanto ERpB longo representa a
proteina traduzida do primeiro codon de iniciacdo do transcrito, ERf curto resulta de
traducdo a partir do segundo codon de iniciacdo (Leav et al, 2001), promovendo assim
banda dupla de peso molecular aproximado. Essas proteinas sdo funcionalmente
similares (Leav et al, 2001; Scobie et al, 2002) e ndo equivalem aos diversos splices
variantes de ERP, que em geral possuem dele¢des ou inser¢des de aminoédcidos na
molécula final, resultando em alteracdo da funcdo do receptor (Maruyama et al, 1998;
Petersen et al, 1998; Saunders et al, 2002). Notavelmente, o perfil de expressao de
banda dupla foi semelhante em todo o complexo prostatico.

Estes dados s3o inéditos e revelam alteracdes focais na expressdo de ERP no
complexo prostatico de ratos idosos. A redugdo de ERp associada a areas de neoplasia
intraepitelial, atipia celular e atrofia, indica uma potencial desordem mediada via ERf,
corroborando dados anteriores referentes a patologias prostaticas em humanos e caes,
onde o silenciamento deste receptor passa estar relacionado com condicGes pré-
malignas ou malignas na prdstata. Adicionalmente, estes resultados reforcam a
importancia do estudo tecidual minucioso da expressdao de ER na prostata para melhor

entendimento das alteracOes relacionadas as patologias prostaticas.
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CAPITULO Il — Resultados ndo publicados

1 Expressdo de Aromatase

Aromatase foi detectada no epitélio, bem como no estroma do complexo prostatico
de ratos adultos jovens a idosos, corroborando a escassa literatura sobre o tema, que
relata atividade aromatase (Marts et al, 1987), bem como imunoexpressao
citoplasmatica no epitélio da prostata ventral (Castro et al, 2013). Em camundongos,
baixos niveis de RNAmM de aromatase foram detectados na prostata ventral (Ellen et al,
2009), embora sem referéncia sobre a ocorréncia de proteina. No entanto, evidéncias
obtidas em camundongos geneticamente modificados pela remogao ou superexpressao
de aromatase indicam importante participa¢do da enzima na histofisiologia da glandula
(McPherson et al, 2001; Ellem & Risbridger 2010). Baixa atividade aromatase foi
também detectada em prostatas de macacos Rhesus (West et al, 1988).
Comparativamente, a expressdo desta enzima na préstata humana tem sido mais
amplamente investigada, mas os resultados sdo bastante controversos, sendo que
auséncia (Smith et al, 1982; Voight et al, 1986; Brodie et al, 1989; Negri-Cesi et al,
1998) e presenca (Stone, 1986; Kaburagi, 1987; Matzkin e Soloway 1992; Block et al,
1996; Hiramatsu et al, 1997; Tsugaya et al, 1996; Ellem et at, 2004; Takase et al, 2006;
Ho et al, 2008; Gianfrilli et al, 2014; Machioka et al, 2015) de atividade ou expressao de
aromatase sdo igualmente descritas. Estes dados divergentes tém sido atribuidos a
heterogeneidade do tecido utilizado para estudo (saudavel, hiperplasico ou maligno),
assim como a sensibilidade da técnica empregada, sensibilidade de anticorpos e também
0 estado de conservacdo do tecido. Vale ressaltar que dentre os relatos de positividade
para aromatase, raros descrevem sua presenca em tecido normal (Matzkin & Soloway,
1992), sugerindo uma correlacdo entre aromatase e patologias prostaticas, as quais sdo

menos pronunciadas em animais experimentais.

Embora ndo tenha sido detectada alteracdo da expressdo de aromatase com o
envelhecimento no tecido prostatico normal, foram observadas mudangas pontuais na
expressdo da enzima considerando-se areas especificas de alteragcdes de arquitetura
tecidual. Dessa forma, na prostata ventral, foi detectada reducdo da expressdo de
aromatase nas células secretoras nas areas relacionadas com proliferagdo cribriforme.
Por outro lado, o padréo de expressdo de aromatase em células basais e a distribuicdo

dessas células foram drasticamente alterados em areas de crescimento cribriforme, PIN
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e inflamacdo nos diferentes lobos da préstata. Nestas areas especificas, ocorreram
células basais intensamente positivas para aromatase, dispostas em grupos ou formando
uma camada continua na base do epitélio. A ocorréncia de maior densidade de células
basais no epitélio prostatico é descrito em animais estrogenizados (Putz et al, 2001,
Risbridger et al, 2001; Bianco et al, 2002), enquanto que em humanos, ha relatos sobre
hiperplasia de células basais associada a processos inflamatérios (Thorson et al, 2003).
Porém, a positividade destas células para aromatase ndo € descrita em nenhum dos
relatos. Embora 0 mecanismo ainda ndo seja claro, ha evidéncias sobre a acdo dos
estrégenos no desenvolvimento de lesdes pré-malignas e/ou malignas na préstata (Ellem
& Risbridger, 2007; Prins et al, 2007; Hu et al, 2011). A maior frequéncia de células
basais/Aro+ detectada em areas proliferativas no presente estudo pode estimular um
microambiente hormonal favoravel para a progressdao da lesdo. Corroborando essa
hipdtese, foi demonstrado que animais knockout para aromatase ndo desenvolvem
inflamacdo nem céncer de prostata, embora possam desenvolver hiperplasia e
hipertrofia (McPherson et al, 2001; Ellem & Risbridger, 2007; Ricke et al, 2008).

Os efeitos promovidos pelos estrogenos de forma a ocasionar alteragcdes aberrantes e
inflamacao na prostata sao mediados pelos receptores ERa e nao ERp, como
demonstrado em animais knockouts para estes receptores. Animais BERKO apods
administracdo de estrégenos ndo desenvolvem alteracfes prostaticas, enquanto que 0s
animais oERKO sim (Prins et al, 2001; Risbridger et al, 2001). Nao foi possivel
determinar a expressdo de ERa no presente estudo, entretanto, demostramos
previamente que a expressdo de ERp esta reduzida em areas de distarbios proliferativos
e atipias celulares (Morais-Santos et al, 2015). Dessa forma é possivel que o aumento
local de aromatase e consequentemente da producdo de estradiol, aliado a reducdo de
ERp, possa favorecer a proliferacdo celular e alteragdes metaplasicas via ERa, como ja

demonstrado em outras circunstancias (Nelson et al, 2014).

Na prostata lateral chamou atencdo que as alteragbes teciduais ocorreram
especialmente em proximidades de infiltrados inflamatdrios. Lesdes sugestivas de
atrofia proliferativa inflamatéria (PIA) e metaplasia escamosa foram areas que
apresentaram células basais/Aro+ com maior frequéncia e densidade. Metaplasia
escamosa € caracterizada pela proliferacdo de células basais, sendo uma resposta
proliferativa induzida por estrogenos bem conhecida na prostata (Ellem & Risbridger,

2010). Outras informacbes sobre o0s estrogenos na prostata € que eles podem
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desempenhar papel critico na predisposicdo a inflamacao (Ellem & Risbridge, 2007;
Ellem et al, 2009). Diversos trabalhos demonstram alteracfes no balangco hormonal que
modificam a proporcdo andrdgenos/estrégenos plasmatico e intraprostatico com o
envelhecimento (Krieg et al, 1993; Banerjee et al, 1998; Shibata et al, 2000;). Esta
mudanca do cenario hormonal local comum na velhice, favorecendo a influéncia de
estrogenos, pode justificar o aparecimento de inflamacdo na prdstata, uma vez que
androgenos e estrogenos possuem papeis distintos, sendo os androgenos mediadores de
acao anti-inflamatédria, enquanto que os estrogenos possuem efeitos pro-inflamatérios
na prostata (Naslund et al, 1988). Sabe-se que a expressdo de aromatase na prostata
pode ser mediada pelo promotor PII, que é regulado por citocinas pré-inflamatérias, as
quais possuem niveis elevados com o envelhecimento (Maggio et al, 2005; Ellem &
Risbridger, 2009). Esses dados sdo indicativos de um ciclo vicioso local de inflamacéo,
producdo de citocinas pro-inflamatorias, superexpressdo de aromatase e aumento local

de estrogenos estimulando ainda mais o processo inflamatdrio.

E bem estabelecido que a resposta hormonal seja particular em cada lobo, e a
recorrente presenca de focos inflamatorios na prostata lateral corrobora o fato deste lobo
possuir maior sensibilidade aos estrogenos comparado aos demais (Lee et al, 1981;
Prins & Birch, 1997; Harris et al, 2000). Estas evidéncias em conjunto podem justificar
o fato da prostata lateral ter sido o lobo mais afetado por inflamacédo e aparecimento de
areas de PIA contendo células basais/Aro+, corroborando os efeitos adversos que 0s
estrdgenos podem ocasionar na prostata e indicando que estes efeitos podem ser

exacerbados pelo microambiente hormonal que estas células produzem.

2 Expressédo de CYP7B1

Intensa imunorreatividade para CYP7BL1 foi detectada no epitélio glandular, assim
como em algumas células do estroma, corroborando dados na literatura sobre a
expressao desta enzima na prostata (Martin et al, 2001 e 2004; Olsson et al, 2007). A
expressdao de CYP7B1 ndo se alterou com o envelhecimento, exceto em éareas de
proliferacdo cribriforme, atipias celulares e atrofia epitelial de ocorréncia na prostata
ventral e areas peri-inflamatérias de ocorréncia na préstata lateral. Essas mesmas
regides apresentaram-se menos reativas para ER[, enquanto a expressao de aromatase
foi aumentada em células basais locais, revelando um possivel desequilibrio hormonal

local, uma vez que a disponibilidade de DHT para conversao em 3f3-diol esta reduzida.
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Ha relatos que apontam CYP7B1 como um importante elemento regulador do
crescimento prostatico, sendo que camundongos knockout para essa enzima
apresentaram prostatas hipoproliferativas, resultante do aumento local de 3B-diol
(Weihua et al, 2002), enquanto que sua superexpressdo foi relacionada com o
desenvolvimento de cancer (Olsson et al, 2007). Esses dados em conjunto tornam a
interpretacdo dos presentes resultados mais complicada, uma vez que reducdo de
CYP7B1 n#o era esperada em areas de proliferacdo celular. E importante ressaltar que
nas areas de reducdo de CYP7B1 ocorreu também reducdo da expressdo de aromatase
nas células luminais, porém, houve maior frequéncia de células basais/Aro+. Embora
pouco se saiba sobre a regulacdo hormonal dessa enzima na proéstata, em linhagens de
celulas prostaticas humanas LNCaP foi evidenciada supressdo da enzima por DHT,
estradiol e 3B-diol, revelando que seu mecanismo de regulacdo nédo seja simples (Tang
& Norlin, 2006). Dessa forma, a reducdo de CYP7B1 nestas areas pode ser justificada
pelo aumento local de estradiol que as células basais/Aro+ promovem, uma vez que 0S

niveis intraprostaticos de DHT estdo reduzidos no envelhecimento.

3 Tratamento de ratos senis com 3f-diol

O tratamento com 3pB-diol reverteu grandemente a histopatologia da prdstata de
animais senis, assim como também foi capaz de induzir maior expressio de ERf,
reduzir as taxas de proliferacdo e aumentar as taxas de apoptose na préstata. Esses
dados corroboram a hipGtese de que esse esteroide estrogénico pode ter efeitos
benéficos para circunscrever as alteracdes prostaticas comuns na velhice.

O peso corporal dos animais ndo foi afetado apés tratamento com 3fB-diol nas
diferentes doses, assim como verificado em outros trabalhos que utilizaram o horménio
em reposi¢do hormonal apos castragdo (Picciarelli-Lima et al, 2006; Oliveira et al,
2007). Por outro lado, os tratamentos com dose mais alta (5mg/Kg/42 dias) ou por
intervalo de tempo maior (3mg/Kg/60 dias) promoveram aumento significativo do peso
da prostata, enquanto os demais regimes de tratamento ndo alteraram ou até mesmo
reduziram o peso da prostata. Outros trabalhos também demostram que a administracdo
de 3B-diol é capaz de influenciar o peso da prostata em animais castrados, fazendo com
que haja recuperacdo do peso da glandula para niveis de seus controles ndo castrados
(Ahmad et al, 1978; Picciarelli-Lima et al, 2006; Oliveira et al, 2007). Apesar de nosso

modelo ser de animais intactos, € bem estabelecido que com o envelhecimento ocorra
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reducdo dos niveis intraprostaticos de DHT, principal androgeno atuante no tecido,
importante para a manutencao da histofisiologia da glandula. Apesar desta queda natural
de DHT ndo afetar efetivamente o peso dos lobos prostaticos (Morais-Santos et al,
2015), é evidente uma aparente perda da atividade secretora da glandula em animais
senis, possivelmente pela reducdo dos niveis intrateciduais de DHT e consequentemente
dos niveis de 3pB-diol, o qual é considerado um fator prd-diferenciacdo na prdstata
(Weihua et al, 2002; Imamov et al, 2004).

Compativel com o efeito observado no peso glandular, a administragdo de 3p-diol
foi capaz de promover efeitos positivos na citoarquitetura da préstata de ratos senis,
especialmente no lobo ventral, que é mais afetado pelo envelhecimento (Morais-Santos
et al, 2015). Nesse sentido foi observada redugdo de atipias celulares e de focos de
hiperplasia epitelial e recuperacdo da atividade secretora da glandula pela constante
presenca de adenémeros dilatados repletos de secrecdo intraluminal. Estes dados
confirmam outros trabalhos que demostram que a administragdo de 3B-diol apos
castracdo é capaz de recuperar a histologia da prostata (Ahmad et al, 1978; Oliveira et
al, 2007). Estes efeitos podem ser justificados pela acdo observada de 3p3-diol em estudo
in vivo e in vitro, que o apontam como estimulador da diferenciacdo celular (Imamov et
al, 2004), compativel o aumento da atividade secretora da glandula observada no
presente trabalho. A estimulacdo da atividade secretora justifica 0 aumento do peso
glandular detectado nos animais tratados, reforgando o papel pro-diferenciagao de 3p-
diol.

Os niveis prostaticos de DHT ndo se alteraram nas diferentes doses de 3p-diol,
enquanto aumento significativo de DHT no plasma foi observado apds tratamento com
alta dose de 3p-diol (5mg/Kg/42 dias) ou por intervalo de tempo maior (3mg/Kg/60
dias). Divergéncias quanto aos niveis circulantes e teciduais de esteroides sexuais sdo
comumente descritos em relacdo a prostata, considerando sua potente maquinaria
enzimatica, que favorece independéncia dos classicos 6rgaos esteroidogénicos, em um
mecanismo conhecido como intracrinologia (Labrie et al, 2000). Nesse sentido, devido a
répida e irreversivel metabolizacdo de 3p-diol em triois pela elevada concentragdo de
CYP7BL1, h4 relatos que afirmam que ndo ocorra retroconversao local de 3p-diol para
DHT (Sundin et al, 1987; Omoto et al, 2005; Bauman et al, 2006). Nossos resultados
corroboram esta condicdo, indicando que os efeitos benéficos observados na proéstata
apos tratamento com 3pB-diol sejam devido sua acdo direta no tecido. Apesar de nédo

ocorrer retroconversdo de 3p-diol em DHT na prostata, alguns trabalhos descrevem que
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ela possa ocorrer in vitro, porém em velocidade e niveis mais baixos comparado a
retroconversdo de 3a-diol, outro metabdlito de DHT (Krieg et al, 1975; Horst et al,
1975; Foster & Cunha, 1999). Dessa forma, o aumento de DHT detectado no plasma
pode estar relacionado com uma maior biodisponibilidade de 3B-diol no sangue
periférico, e consequentemente maior possibilidade de retroconversao periférica, uma
vez que sua rapida metabolizacdo é efetiva apenas em tecidos com alta expresséo de
CYP7B1, como a prdstata e o cérebro.

Houve efeito discreto, mas significativo, na imunoexpressdo de ERP na prostata
ventral de ratos tratados com 3fB-diol em dose superior a 1 mg, que foi corroborado
pelos dados de Western blotting. Sabe-se que 3B-diol é capaz de estimular a atividade
transcricional de ERp (Pak et al, 2005; Sneddon et al, 2005), além de ser um potente
indutor da expressdo de ERP na prostata (Oliveira et al, 2007). Os niveis intraprostaticos
inalterados de DHT e 0 aumento dos niveis de ERP detectados ap0s tratamento com 3f3-
diol reforcam seus efeitos na regulacdo de seu préprio receptor.

Concomitante ao aumento da expressdo de ERP, houve de maneira geral, uma
menor taxa de proliferacdo celular paralela ao aumento significativo das taxas de
apoptose, exceto para o tratamento na dose mais elevada de 3p-diol. Efeitos
semelhantes de 3B-diol na proliferacdo e morte celular é demostrado em modelos in vivo
e in vitro. A administracdo deste esteroide em camundongos recém-nascidos foi eficaz
em reduzir a proliferacdo celular em animais selvagens, mas ndo em knockout para ERj
(Weihua et al, 2002). Dados similares sdo descritos em culturas de células de cancer de
préstata, que ap6s incubacdo com 3pB-diol apresentaram maiores taxas de apoptose, 0
que ndo se repetiu em células com ERP silenciado (Dey et al, 2013). Ainda, estudo
comparativo entre agonistas sintéticos (DPN e 8B-VE2) e o ligante natural de ER,
demostrou que 3p-diol é mais efetivo em reduzir as taxas de proliferagdo in vitro, com
eficacia persistente por longo periodo de exposicao (Colciago et al, 2014). Estes dados
em conjunto com os presentes resultados corroboram os efeitos anti-proliferativos e pro-
apoptaticos de 3p-diol agindo via ERp.

Sabe-se que os andrdgenos sdo capazes de estimular a proliferacdo celular na
prostata, o que é facilmente demostrado por castragdo seguida de resposi¢cdo hormonal
com DHT (Wright, et al, 1999). Neste contexto, a reducdo das taxas de proliferacéo
detectada vai de encontro aos dados hormonais intraprostaticos de DHT, reforcando que
né@o ocorra no tecido, retroconversédo de 3p-diol para DHT. Por outro lado, 0 aumento da
taxa de proliferacdo detectado com o tratamento de 5mg na prostata dorsal pode estar
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relacionado com excesso de 3p-diol disponivel no tecido, que desta forma, poderia ser
retroconvertido para DHT, o que presume que esta dose seja elevada.

Embora ocorra na literatura relatos sobre os importantes efeitos de 3p-diol via ER
na prostata, € a primeira vez que se descreve os efeitos deste esteroide estrogénico em
modelo de envelhecimento natural, sem qualquer inducdo de patologia prostatica. Os
presentes dados reforcam as evidéncias acerca do papel de ERB/3B-diol na prostata,
indicando que a reposi¢gdo hormonal em animais senis com esse esteroide pode ser uma

alternativa de prevencéo de patologias prostaticas.
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Conclusoes

RESUMO E CONCLUSOES

O objetivo do presente trabalho foi elucidar se ocorrem alteraces na expressédo do
receptor de estrogeno ERB de componentes relacionados a via metabolica de esteroides
estrogénicos no complexo prostatico de ratos ao longo do envelhecimento, além de
verificar se o tratamento com 3B-diol poderia reverter as alteracGes prostaticas

decorrentes da idade.

Observamos que com o envelhecimento a expressdo de ERp foi reduzida em éreas
restritas de alteragdes morfologicas, incluindo atrofia epitelial, atipias celulares e areas
de proliferacdo intraepitelial, incluindo PIN, nessas ultimas com concomitante aumento
das taxas de proliferacdo celular, corroborando o papel anti-proliferativo de ERpB. Estes
achados ocorreram em um ambiente hormonal onde os niveis de DHT estdo reduzidos,
enquanto que os niveis de estradiol se mantem constantes. Ainda em é&reas de
proliferacdo intraepitelial e prostatite houve aumento de células basais intensamente
positivas para a enzima aromatase corroborando que 0s estrdgenos possam ocasionar
efeitos adversos na préstata com o envelhecimento. Essas mesmas regides
apresentaram-se menos reativas para CYP7B1, indicando um possivel desequilibrio
hormonal local, uma vez que a disponibilidade de DHT para conversdo em 3p-diol esta

reduzida.

A administracdo de 3B-diol em animais senis promoveu efeitos benéficos na
préstata, como aumento da ativade secretora, menor frequéncia de adenémeros
hiperplasicos, reducdo das areas de atrofia e de atipias celulares, além de reducdo da
proliferacdo celular, paralela ao aumento das taxas de apoptose e aumento da expressao
de ERp. Esses efeitos ocorreram sem que houvesse alteragcbes nos niveis intra-
prostaticos de DHT, exceto quando foi usada dose alta do esteroide. Os resultados in
vivo corroboram os efeitos anti-proliferativo, pré-apotético e pré-diferenciagdo de 3p-
diol/ERP, apontando que a exposicdo de animais senis a 3pB-diol pode ser uma

alternativa na prevencédo de patologias prostaticas.

Considerando o conjunto de resultados obtidos, podemos concluir que o0s
estrogenos, 3pB-diol e seus receptores, possuem importancia significativa para o
desenvolvimento e progressdo de patologias prostaticas. Adicionalmente, as alteragdes
pontuais aqui detectadas reforcam a importéncia do estudo tecidual minucioso na

prostata para melhor entendimento das alteracdes relacionadas as patologias prostaticas.
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