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RESUMO

A prostata desempenha papel importante na fisiologia do sistema genital masculino e
fertilidade. Este 6rgdo também é alvo de patologias importantes, como hiperplasia
benigna e adenocarcinoma, sendo esse ultimo o tipo de cancer ndo-cutaneo que afeta
mais homens no Brasil e no mundo. A doenca tem como principal alvo a zona periférica
da prostata humana, regido homologa ao lobo dorsal da préstata do rato, que também é
afetada por neoplasias espontaneas ou induzidas. A prostata € um classico tecido
androgeno-dependente, entretanto, também ¢é influenciado por estrogenos e seus
receptores ERp, que participam na diferenciacdo e crescimento da glandula, bem como
em suas patologias. De destaque é o fato de que com o progresso das alteragdes
malignas ha silenciamento da expressao de ERB. A idade ¢ um fator de risco para o
cancer de prostata, pois tanto a incidéncia quanto a mortalidade aumentam em idosos.
Corroborando esses dados, estudos preliminares indicam redugdo de ERB nos diferentes
lobos prostaticos de ratos idosos, em locais estritamente relacionados a alteracdes
proliferativas. Considerando o possivel efeito anti-neoplasico de ERp, com seu papel
antiproliferativo, pré-apoptotico e pro-diferenciacdo, é possivel que exista relacédo entre
anomalias proliferativas previamente detectadas em animais idosos com a reducao desse
receptor no epitélio prostatico. Assim, o objetivo do presente estudo foi determinar o
perfil de proliferacdo celular na proéstata dorsal (DP) de ratos Wistar adultos jovens a
senescentes (3, 6, 12, 18 e 24 meses), com base em dois marcadores rotineiros de
proliferacdo celular, 0 MCM7 e o PCNA. A andlise histopatoldgica revelou que nos
animais apés 12 meses de idade ocorrem mais hiperplasia prostatica e regides de
estratificacdo desordenada do epitélio, sugestivos de neoplasia intraepitelial prostatica
(PIN). As analises imunohistoquimicas de MCM7 e PCNA revelaram que a DP de
animais adultos jovens é normalmente pouco proliferativa. Porém, durante o
envelhecimento, ha reducdo da proliferacdo celular no tecido em geral, mas aumenta a
ocorréncia de regides de PIN, que se marcam intensamente pelo MCM7, mas nao pelo
PCNA, indicando a maior especificidade do primeiro marcador. As areas de PIN sdo as
mesmas que apresentam redugdo de ERp corroborando uma possivel inter-relacdo entre

o silenciamento desse receptor com condic¢des malignas ou pré-malignas da préstata.



ABSTRACT

The prostate plays important role in the physiology of the male reproductive system and
fertility. This organ is also target of important diseases such as benign hyperplasia and
adenocarcinoma, the latter being the type of non-skin cancer that affects more men in
Brazil and worldwide. The disease targets specially the peripheral zone of the human
prostate, which is the homologous region to the rat dorsal lobe of the prostate, being
also affected by spontaneous or induced neoplasias. The prostate is a classic androgen-
dependent tissue, however, it is also influenced by estrogens and their ER[ receptors.
The estrogen system is involved in the differentiation and growth of the gland as well as
in their pathologies, illustrated by the fact that the ERB expression is gradually silenced
with the progress of the malignant changes. Age is a risk factor for prostate cancer,
considering that the incidence and mortality increase in the elderly. Corroborating these
data, preliminary studies indicate reduction of ERp in different prostatic lobes of old
rats, in places closely related to proliferative changes. Considering that ERP have pro-
apoptotic, anti-proliferative and pro-differentiation functions, it is possible that its
silencing may be related to an imbalance between cell proliferation and death in these
pathological conditions. Thus, the aim of this study was to determine the profile of cell
proliferation in the dorsal prostate (DP) of young to senescent Wistar rats (3, 6, 12, 18
and 24 months), based on two routine markers, MCM7 and PCNA. Histopathological
analysis revealed that the animals at 12 months onward presents prostatic hyperplasia
and disordered regions of stratified epithelium, suggestive of prostatic intraepithelial
neoplasia (PIN). Immunohistochemical analysis of MCM7 and PCNA revealed that the
DP of young adult animals is usually little proliferative. However, during aging, there is
a reduction of cellular proliferation in general tissue but increases the occurrence of PIN
regions, which are intensely marked by MCM7, but not by PCNA, indicating a higher
specificity of the first marker. The PIN areas are the same that have reduced ERf
expression, thus confirming a possible interrelationship between the silencing of this

receptor with malignant or pre-malignant conditions of the prostate.
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I. REVISAO DE LITERATURA

1. Caracteristicas gerais da proéstata

A prostata é uma das glandulas sexuais anexas ao sistema genital masculino de
mamiferos. No homem, ela esté localizada na cavidade pélvica, posteriormente a sinfise
pubica, anterior ao reto e logo abaixo da bexiga, onde se dispde ao redor da porcao
inicial da uretra, denominada uretra prostatica (Aumuller & Adler, 1979; Hayashi et al.,
1991; Lee et al., 2011). A prostata humana € composta por trés zonas de acordo com a
posicdo anatémica e diferencas histoldgicas, sendo a zona central, zona de transicédo e
zona periférica (McNeal, 1988; Kumar & Majumder, 1995; Laczko et al., 2005). Em
ratos, o complexo prostatico € composto por quatro pares de lobos sendo estes a prostata
dorsal, a prostata anterior ou glandula de coagulacdo, a prostata ventral e a prdstata
lateral (Hayashi et al., 1991; Lee et al., 2011). A prostata anterior de ratos possui
correspondéncia histopatolégica com a zona central da prostata de homens, que é a
regido mais susceptivel a hiperplasia benigna da prostata (HBP). Os lobos dorsais e
laterais possuem homologia histopatol6gica com a zona periférica da préstata humana,
que é o local de maior incidéncia de cancer (Pollard, 1973; Danielpour et al., 1994). O

lobo ventral ndo possui homologia com nenhuma das zonas da prostata humana.

A prostata € responsavel por produzir e secretar o liquido prostatico, uma
secrecdo homogénea, leitosa e alcalina, que corresponde a aproximadamente 30% do
liquido seminal, sendo responsavel por viabilizar os espermatozoides e assim garantir a
fecundacdo (Kumar & Majumder, 1995). Essa secre¢cdo € composta por varias enzimas
como a fosfatase acida, fibrinolisina, coagulase e antigeno prostatico especifico (PSA),
bem como lipides, ions zinco, citrato de célcio, entre outros (Aumdiller & Adler, 1979;
Kumar & Majumder, 1995). A fibrinolisina, a coagulase e o PSA, além de outras
enzimas, sao responsaveis pela liquefacdo do sémen e do muco cervical, facilitando a
veiculacdo dos espermatozoides. A fosfatase 4&cida, através da conversdo de
fosforilcolina em colina, juntamente com os lipides, estdo envolvidos na nutricdo dos

espermatozoides. Ja o citrato de calcio possui importante papel, pois € dele a funcéo de
1
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alcalinizar o pH vaginal, funcdo esta que é primordial para a sobrevivéncia dos
espermatozoides nas vias genitais femininas. Os altos niveis de zinco s&o explicados
pela importante funcéo protetora, devido a agdo antioxidante e antibacteriana (Aumdaller
& Adler, 1979; Kumar & Majumder, 1995).

1.1 Histologia da prostata

A prostata € uma glandula exdcrina composta, encapsulada por uma fina camada
de tecido conjuntivo fibroelastico e cujo parénquima é formado por numerosos
adendmeros tubulo-alveolares. O epitélio dos adenémeros prostaticos é classificado
como pseudoestratificado e comporta trés tipos celulares, sendo as células luminais ou
secretoras, as células basais e as células neuroendocrinas (Fig. 1) (EI-Alfy et al., 2000).
Estas células sdo diferenciadas a partir de sua localizacdo, morfologia e caracteristicas
fenotipicas. Em homens, as células basais sdo cuboides e estdo na camada basal
dispostas de forma continua, enquanto as células luminais, colunares, se encontram logo
acima da camada basal, dando ao epitélio um aspecto biestratificado (EI-Alfy et al.,
2000; Pelletier, 2008). Em roedores, o epitélio dos adenémeros € formado por uma
camada de células luminais e escassas células basais que estdo na regido basal do
epitélio, onde a proporcdo é de uma célula basal para cada dez células luminais (EI-Alfy
et al., 2000; Pelletier, 2008).

As células basais do epitélio prostatico apresentam-se de forma cuboidal,
achatada ou triangular, com nucleo pequeno e citoplasma escasso (Fig. 1) (Aumdiller &
Adler, 1979; Taylor & Risbridger, 2008). Algumas mostram-se indiferenciadas e sao
consideradas células-tronco (Aumdller & Adler, 1979; Signoretti et al., 2000), enquanto
outras, como ocorre em humanos, encontram-se diferenciadas e s&o imunopositivas para
as enzimas 3P-hidroxiesteroide desidrogenase (33-HSD), 17B- hidroxiesteroide
desidrogenase (17B-HSD) tipo 5 e 5a-reductase tipo 2, demonstrando caracteristicas

esteroidogénicas (Pelletier, 2008).

As células luminais sdo colunares, com o nucleo arredondado localizado no

terco basal do citoplasma (Fig. 1) (Aumuller & Adler, 1979). Esse tipo celular é o mais
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frequente no epitélio e possui a funcdo de producdo e secrecdo dos constituintes do
liquido prostatico, tais como o PSA e a fosfatase acida. Apresentam desenvolvido
reticulo endoplasmatico rugoso e aparelho de Golgi, além de numerosos granulos de
secrecdo (Pelletier, 2008; Taylor & Risbridger, 2008).

As células neuroenddcrinas estdo distribuidas em todo o epitélio glandular de
maneira irregular e tendem estar em maior abundancia nos ductos principais (Fig. 1)
(Abrahamsson & di Sant'Agnese, 1993). Existem dois tipos de células neuroenddcrinas:
as abertas e as fechadas, sendo que, as abertas sdo alongadas e alcangam o lumen,
enquanto as fechadas nao atingem o Iimen, permanecendo entre a camada das células
luminais e a 1dmina basal (Abrahamsson & di Sant'/Agnese, 1993; Abrahamsson, 1999).
Estas células participam da regulacdo intraepitelial, atuando no crescimento,
diferenciacdo e processos secretorios do o6rgdo maduro (Abrahamsson & di
Sant'Agnese, 1993). Secretam cromogranina A, serotonina, sinaptofisina, somatostatina,
calcitonina, dentre outros (di Sant'/Agnese, 1992; Abrahamsson, 1999; Taylor &
Risbridger, 2008). Durante a fase inicial do desenvolvimento, essas células s&o
encontradas em grande quantidade e apds o nascimento, praticamente desaparecem e

vao reaparecer apos a puberdade (Taylor & Risbridger, 2008).

Célula Neuroendodcrina

Célula Luminal

Célula Basal

Estroma

Figura 1: Representacédo esquematica do epitélio normal da préstata de ratos. Adaptado
de Oldridge et al., 2012.
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O estroma de sustentagdo € composto por tecido conjuntivo contendo vasos
sanguineos e linfaticos, nervos, e fibras musculares lisas e dispersos macrofagos
(Hayward et al., 1996). A prostata humana caracteriza-se pela grande quantidade de
fibras musculares lisas presentes no estroma prostatico, o que diverge de roedores, nos
quais as fibras musculares lisas concentram-se em delgada camada de trés a cinco

células de espessura, circundando o epitélio glandular (Hayward et al., 1996).

2. Regulagéo hormonal da prostata

A préstata € uma glandula influenciada tanto por androgenos quanto por
estrégenos, hormonios sexuais que sdo produzidos pelas gbnadas e o cortex da glandula
adrenal, sendo as gonadas as principais produtoras (Maggiolini et al., 1999; EI-Alfy et
al., 2000).

E notdrio o papel dos androgenos na diferenciagio, crescimento e manutencio
da prostata (Kirschenbaum et al.,, 2006; Luu-The et al.,, 2008; Wilson, 2011).
Entretanto, sabe-se também da participacdo dos estrogenos, que além do seu papel
benéfico pode atuar em desordens patologicas (Jarred et al., 2000; McPherson et al.,
2007).

2.1 Androgenos

A testosterona € o principal andrégeno do sistema genital masculino. Ela é
produzida pelas células de Leydig através do estimulo do horménio luteinizante (LH) e
tem funcdo de modular o crescimento normal e desenvolvimento da prostata (Adams et
al., 2002; Luu-The et al., 2008). Na prostata, a testosterona € metabolizada pela enzima
S5a-reductase tipo 1 ou tipo 2 em diidrotestosterona (DHT), um andrégeno mais potente,
o qual se liga com afinidade até dez vezes maior aos receptores de androgenos (AR)
(Wright et al., 1999; Grossmann et al., 2001; Bianco et al., 2002). Esses receptores

estdo amplamente distribuidos por todo o sistema genital masculino, incluindo a

4
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préstata, onde estdo presentes no nucleo das células luminais e em algumas células
basais e do estroma, especialmente as células musculares lisas perialveolares (Prins et
al., 1991; Pelletier, 2008; Izumi et al., 2013).

Durante o periodo fetal, a DHT é fundamental para a diferenciacdo da genitalia
externa masculina e para o desenvolvimento da prostata (Bentvelsen et al., 1995), sendo
que na puberdade, é essencial para promover o crescimento da prostata e manutencdo da

sua morfofisiologia durante a vida adulta (Russell & Wilson, 1994).

2.2 Estrogenos

Além de ser metabolizada em DHT, a testosterona pode também ser
metabolizada em estradiol (E2) através da acdo da enzima citocromo P450 aromatase
(Bianco et al., 2002; Carreau et al., 2003; Risbridger et al., 2003). Os estrogenos
exercem seus efeitos através de receptores nucleares especificos, denominados
receptores de estrogenos (ER), que possuem dois subtipos, 0s ERa e os ER, os quais
ocorrem no tecido prostatico, porém, com diferencas quanto a intensidade de expressédo
e distribuicdo (Kuiper et al., 1996). Os ERa geralmente ndo estdo presentes no epitélio
normal, mas se expressam, mesmo que de forma muito baixa, em algumas células do
estroma (Kuiper et al., 1996; Enmark & Gustafsson, 1999; Makela et al., 2000). Ao
contrario, os ERP se expressam intensamente nas células luminais e basais do epitélio,

além de algumas células do estroma (Horvath et al., 2001; Pelletier, 2008).

Estudos experimentais e epidemioldgicos tém revelado a participacdo relevante
dos estrogenos nos processos de diferenciacdo e crescimento da prostata e também em
suas desordens patolégicas (Jarred et al., 2000; Weihua et al., 2001; Lund et al., 2004).
Embora haja informagdes sobre a ocorréncia de alguma atividade de aromatase no
estroma da prostata humana, essa enzima ndo é facilmente detectada no epitélio
prostatico normal de homens e nem de roedores (Risbridger et al., 2003). No entanto,
sua presenca tem sido observada em células epiteliais tumorais chamando atengéo para
uma possivel relacdo entre estrégenos e cancer de prostata. Tem sido proposto também

gue niveis elevados de estrogenos durante o desenvolvimento prostatico podem
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contribuir com a alta incidéncia de hiperplasia e cancer de prostata (Prins & Korach,
2008).

Tal como os ARs, 0s ERs pertencem a superfamilia de receptores nucleares, que
sdo fatores de transcricdo regulados por ligantes (Matthews & Gustafsson, 2003).
Através de modelos experimentais knockouts para ERa (aERKO) ou para ERp
(BERKO), algumas fun¢des mediadas por esses receptores estdo sendo elucidadas e
sugerem que 0s mesmos tenham papéis fisioldgicos distintos na préstata (Prins et al.,
2001; Risbridger et al., 2001). Ao ERa tem sido atribuido um papel proliferativo, visto
que ¢ o mediador de indugdao de metaplasia escamosa em animais BERKO (sem ER,
mas com ERa), mas ndo em animais aERKO (sem ERa, mas com ERp) (Risbridger et
al., 2001). Ja os ERp estdo relacionados com fungdes variadas na prostata, incluindo
regulacdo de apoptose, proliferagdo e diferenciagdo celular, reveladas por suas
propriedades pro-apoptoticas, anti-proliferativas e pro-diferenciacéo (Fig. 2) (Weihua et
al., 2001; Weihua et al., 2002; Cheng et al., 2004; Imamov et al., 2004; McPherson et
al., 2007; Pravettoni et al., 2007).

Previne:
- Hipertrofia

Promove: , )

s - Hiperplasia

- Proliferacao
Aberrante

- Inflamagao

- Cancer

Aromatase

ANDROGENO

Figura 2: Localiza¢do dos receptores de estrogenos ERa e ERP na prostata e suas
funces principais. Adaptado de Risbridger et al., 2007.
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3. Patologias da préstata

Doengas proliferativas da prostata tém se tornado um problema crescente na area
meédica, visto que provoca grande impacto em termos de morbidade, mortalidade e
também com despesas médicas. A 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 fisiologico relativo a idade (Laczko et al., 2005; Begley
et al., 2008).

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2014), o nimero de
novos casos de cancer estimados para o Brasil em 2014 é de 68.800, um nimero
consideravel visto que ha um risco de 70,42 casos a cada 100 mil homens, superando a
estimativa para o cancer de mama, que é de 57.120 novos casos, ho mesmo periodo.
Para 0 mesmo ano, em Belo Horizonte, Minas Gerais, o cancer de préstata foi o tipo de
cancer com maior incidéncia em homens (INCA, 2014).

Estudos experimentais e epidemioldgicos na Ultima década tém revelado a
participacdo relevante dos estrogenos ndo sO nos processos de diferenciacdo e
crescimento da prdstata, assim como em suas patologias (Jarred et al., 2000; Lund et al.,
2004; McPherson et al., 2007). Dessa forma, acredita-se que alteracfes relacionadas a
idade no ambiente hormonal, marcada por uma diminuicéo na propor¢do de andrégenos
em relacdo aos estrogenos séricos e teciduais podem contribuir para a evolucdo das

alteracdes patologicas da prostata (Banerjee et al., 2001).

O crescimento normal da préstata é dependente da interacdo sinérgica entre
androgenos e estrogenos (Alcaraz et al., 2009; Ellem & Risbridger, 2010) e o
desequilibrio entre eles, comum na velhice, é crucial para ocasionar malignidade na
prostata (Prins & Korach, 2008; Ellem & Risbridger, 2010). Além disso, a homeostase
entre esses hormonios é capaz de manter a regularidade entre morte e proliferacdo
celular evitando, assim, a evolucdo de mudancas patolégicas como HBP e

adenocarcinomas (Banerjee et al., 2001; Ellem & Risbridger, 2010).

Corroborando a hipdtese de que as alteragdes patoldgicas podem estar ligadas a
alteraces hormonais que ocorrem na prostata em envelhecimento, estudos preliminares
7
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de nosso laboratério mostraram redu¢do na expressio de ERP nos diferentes lobos
prostaticos de ratos idosos, em locais estritamente relacionados a alteracdes
proliferativas, como adenomas, neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) ou de atrofia
epitelial (Santos, 2011). Também em prdéstatas humanas, foi revelado um silenciamento
progressivo de ERB com o avango do desenvolvimento de carcinomas, onde ha redugao

da expressao desse receptor em 77% dos casos (Horvath et al., 2001).

4. Proliferacéao celular

O crescimento da proéstata é regulado pelo equilibrio entre proliferacdo e morte
celular. O rompimento da homeostase dos mecanismos que regulam esses dois
processos gera crescimento anormal da glandula (Harman et al., 2001), o que esta
diretamente relacionado com as patologias mais frequentes da prostata: HBP e
adenocarcinomas (McPherson et al., 2010).

O ciclo celular € uma sequéncia de eventos onde a célula somatica duplica seu
material genético, dividindo-o igualmente entre suas células-filhas. Esse processo pode
ser dividido em duas fases principais: intérfase e mitose. A intérfase é subdividida em
fase G1 (Gap 1), S (Sintese) e G2 (Gap 2) e a mitose em profase, metafase, anafase e
telofase (Vermeulen et al., 2003).

A fase G1 da intérfase compreende a preparacdo da célula para a sintese do
DNA que ocorre na fase S. Em seguida, a célula entra na fase G2, que corresponde a
preparacdo para entrada em mitose (Fig. 3). Quando as células estdo em periodo de ndo-
proliferacdo, considera-se que elas estdo na fase GO do ciclo, correspondente a um
periodo de quiescéncia, onde o DNA encontra-se metilado impedindo o acesso da
maquinaria de transcricdo, e consequentemente bloqueando a transcricdo génica
(Schafer, 1998; Vermeulen et al., 2003; Klose & Bird, 2006).
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Figura 3: Etapas do ciclo celular, indicando os pontos de acdo das proteinas MCM7
(+~) e PCNA (%). GO = Gap 0; G1 = Gap 1; G2 = Gap 2; M = Mitose; S = Sintese.
Adaptado de Vermeulen et al., 2003.

Na fase de mitose, ocorre a replicagdo do DNA, um processo complexo que
requer acdes coordenadas e altamente reguladas que envolvem uma ampla maquinaria
molecular (Kelly & Brown, 2000). Para dar inicio a esse processo, é necessario um sitio
de origem de replicacdo para ligagdo de certos fatores que irdo iniciar esse processo,
sendo eles o complexo de origem de replicagdo (ORC) e proteinas iniciadoras, como
Cdtl (Licenciamento da cromatina e fator de replicacio do DNA 1) e Cdc6 (Cell
Division Cycle 6) (Bell & Dutta, 2002; Lei, 2005; Moldovan et al., 2007; Chang et al.,

2011). Quando o ORC se liga ao DNA durante a fase G1, ocorre o recrutamento de
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diversos fatores de replicacdo, dentre eles o complexo MCM (Minichromosome
Maintenance), sendo que na fase S, esse complexo é ativado, dando inicio a replicagcdo
do DNA (Lei & Tye, 2001; Lei, 2005; Chang et al., 2011).

Em cada origem de replicacéo, a replicagdo deve ser iniciada somente uma vez
por ciclo celular para prevenir instabilidades genémicas e para isso, alguns desses
fatores de replicacdo podem permanecer inativos ou serem degradados (Moldovan et
al., 2007). Esse controle do ciclo celular se d&, principalmente, através de quinases
dependentes de ciclinas (CDKSs) e suas vias relacionadas, onde estas sdo ativadas por
ligacdo de ciclinas especificas em determinadas fases do ciclo, seguidas de fosforilacao

em suas proteinas alvo (Ferretti et al., 2013; Kitagawa et al., 2013).

4.1 MCMT7 (Minichromosome Maintenance 7)

O complexo MCM2-7, identificado primeiramente em leveduras Saccharomyces
cerevisae, ¢ formado por seis proteinas (MCM2/BM28, MCM3/P1, MCM4/Cdc21,
MCM5/Cdc46, MCM6/Mis5 e MCMT7/Cdc47) altamente conservadas na filogénese
animal, as quais se encontram dispostas em forma de anel hexamérico (Tye, 1999; Kelly
& Brown, 2000) (Fig. 4). Todas essas seis proteinas partilham semelhanga em sua
estrutura de 200 residuos de aminoéacidos, além de dominios de ATPase e de ligacdo de
zinco (Lei, 2005).

MCM2-7 faz parte do complexo pré-replicativo (Pre-RC) que licencia a
replicacdo do DNA em todas as células eucariotas e é essencial para o controle da
progressdo do ciclo celular da fase G1 para a fase S, principalmente para iniciacdo e
alongamento de forquilhas de replicacdo (Tye, 1999; Padmanabhan et al., 2004; Lei,
2005; Luo, 2011). O complexo associa-se & cromatina para inicio da replicagdo durante
a fase G1 e dissocia-se durante a fase S, sendo que esse processo necessita de uma
sincronizacao precisa. Esse processo € imprescindivel, uma vez que assegura a restrigdo
da sintese de DNA uma vez por célula a cada ciclo celular (Suzuki et al., 1998; Tye,
1999; Padmanabhan et al., 2004).

10
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A) 3

(B)

Figura 4: (A) Modelo estrutural do anel hexamérico do complexo MCM, onde WA
(Walker A) corresponde ao dominio de ligacdo de ATP e R a um dominio catalitico de
arginina. Reproduzido de Lei, 2005. (B) Complexo MCM2-7 atuando como helicase na
fita de DNA. Adaptado de Aparicio et al., 2006.

Inicialmente, ORC se liga a uma regido especifica do genoma com consequente
ligagdo de dois fatores de replicacdo: Cdtl e Cdc6. Esse complexo ORC-Cdt1-Cdc6

11
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recruta o complexo MCM para a origem, formando o complexo pré-replicativo, sendo
este o fato que determina o inicio da replicacdo. Esses eventos ocorrem durante o final
da fase M e G1 (Fig. 5) (Labib et al., 2001; Lei, 2005).

Dando sequéncia ao ciclo celular, na fase S, os quatro componentes do
complexo pré-replicativo (MCM2-7, Cdtl, Cdc6 e ORC) sao fosforilados por CDKs e
essa fosforilacdo estimula a associacdo de Cdc45 ao Pré-RC com consequente interacdo
direta com o complexo MCM2-7 (Edwards et al., 2002; Lei, 2005). Essa interagéo de
Cdc45 faz com que o complexo seja agora uma helicase ativa com a funcdo de
desespiralizar o DNA, iniciando de fato a replicacdo. J& no final da fase S, a helicase
abre a dupla fita de DNA levando ao recrutamento da DNA polimerase que finaliza essa

separacdo da fita dupla (Lei, 2005).

12
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Figura 5: Modelo de atuacdo do complexo MCM no licenciamento da replicacdo do
DNA. CDC6 = Cell Division Cycle 6; CDC45 = Cell Division Cycle 45; CDK =
Quinase ciclina dependente; CDT-1 = Licenciamento da cromatina e fator de replicagdo
do DNA 1; DDK = Proteina quinase Dbf4-dependente; DNApol = DNA polimerase;
GINS = Go, Ichi, Nii e San; MCM10 = Minichromosome maintenance 10; ODP =
Ponto de determinacdo da origem; ORC = Complexo origem de replicacdo; Pré-RC =
Complexo pré-replicativo; RPA = Proteina de replicacdo A. Adaptado de Lei, 2005.
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Sendo assim, 0 uso do complexo MCM2-7 ¢ uma importante ferramenta para
avaliacdo do potencial proliferativo das células (Blow & Hodgson, 2002). Nesse
sentido, 0 uso de MCM?7 tem revelado resultados bastante satisfatérios quando usado
para a deteccdo de proliferacdo em cancer de prostata (Padmanabhan et al., 2004; Zhou
et al., 2012), além de apresentar sensibilidade para discriminar patologias prostaticas
benignas de malignas, como HBP do céancer de prostata (Levesque et al., 2007). De
forma similar, o aumento da expressdo de MCM7 é comum em Vérios tipos de cancer
em humanos, como carcinoma de ovario, cancer coloretal, neuroblastoma,
adenocarcinoma de pulmao entre outros (Fujioka et al., 2009; Liu et al., 2012; Zhou et
al., 2012).

4.2 PCNA (Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular)

O PCNA é uma proteina nuclear com formato anelar (Fig. 6), de 34-36 kDa,
pertencente a familia DNA-sliding clamp, que sdo estruturalmente e funcionalmente
conservadas (Maga & Hubscher, 2003; Lee et al., 2012; Mabhler et al., 2012). Essa
proteina € um componente essencial da maquinaria de replicacdo do DNA, porém
também ha evidéncias de sua participacdo no reparo de DNA por excisdo de bases e
nucleotideos, regulacdo e controle do ciclo celular, montagem e remodelamento da
cromatina (Kelman, 1997; Maga & Hubscher, 2003; Moldovan et al., 2007; Ghosal et
al., 2012; Wang et al., 2013). As proteinas pertencentes a essa familia, adotam uma
estrutura de anel com espaco suficiente para acomodar a dupla hélice de DNA e assim
deslizar bidirecionalmente ao longo da dupla hélice, tendo o poro central 34A de
didametro (Krishna et al., 1994; Kelman, 1997; Moldovan et al., 2007; Winter &
Bunting, 2012).

Muitas proteinas que se ligam ao PCNA possuem em comum um dominio PIP
(PCNA-Interacting Protein) ou PIP-box, que € uma sequéncia especifica dessas
proteinas que se ligam a uma regido do PCNA para exercer suas fungdes, tais como as
polimerases € e 6, que quando interagem com o PCNA auxiliam no reparo e replicacédo
do DNA (Maga & Hubscher, 2003; Prives & Gottifredi, 2008; Wang et al., 2013).

14
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Outras importantes proteinas sdo as ciclinas e a p21, que juntamente com o

PCNA, ajudam no controle do ciclo celular, mais especificamente nos pontos de

checagem, que estdo presentes para conferéncia em algumas fases do ciclo onde os erros

constatados podem ser deletados, reparados ou mesmo induzirem as céelulas a apoptose

(Maga & Hubscher, 2003; Prives & Gottifredi, 2008).

Circuito de ligagdo
entre dominios

a-hélice da
extremidade N-

terminal

Cauda C-terminal

Figura 6: Modelo estrutural do PCNA. Adaptado de Maga & Huibscher, 2003.
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1. JUSTIFICATIVA

Apesar das diferencas anatbmicas entre as prostatas de homens e ratos, estes
ultimos sdo extensamente utilizados como modelo de estudo para a fisiologia da
préstata e sua comparagdo com a prostata humana, devido ao fato de ambas
apresentarem semelhancas no desenvolvimento fetal (Taylor et al., 2006). Quanto ao
desenvolvimento de patologias, semelhante a zona periférica da prostata humana, os
lobos dorsais e laterais da préstata de ratos sdo acometidos por hiperplasia e neoplasia
prostatica, tanto de forma espontdnea relacionada com idade como induzida

quimicamente (Pollard, 1973; Danielpour et al., 1994; Ittmann et al., 2013).

A homeostase tecidual é dependente de um balanco entre proliferacéo,
diferenciacdo e morte celular, e o distlrbio nesse balanco acarretara em alteracdes
neoplasicas comuns na préstata (Banerjee et al., 1998; Bologna-Molina et al., 2013). O
controle da proliferacdo celular é completamente desregulado em neoplasias e a
avaliacdo da atividade de proliferacdo celular em tumores tornou-se uma ferramenta
comum para fornecer informagdes Uteis para avaliar o diagnostico, conduta clinica e a

terapéutica (Bologna-Molina et al., 2013).

Estudos do nosso grupo revelaram que existe redugdo na imunomarcacao para
ERp no epitélio prostatico, que é restrita a locais com alteragfes histopatologicas como
atrofia epitelial e areas proliferativas (PIN e adenomas), a partir dos 12 meses de idade
(Santos, 2011). Considerando que ERP possui fungdo anti-proliferativa, pro-
diferenciacdo e pro-apoptotica, essa reducdo em areas especificas, que caracterizam
condicdes pré-malignas, assinala para uma potencial desordem na via mediada por esse
receptor (Santos, 2011).

Dessa forma, considerando o possivel efeito protetor de ERP, com seu papel
antiproliferativo, pré-apoptotico e pro-diferenciacdo, o presente estudo pretende
examinar se existe relagdo entre essa redugdo de ERP e o perfil de proliferagdo no tecido
prostatico de ratos em envelhecimento, com énfase no lobo dorsal. A escolha desse lobo
se deve ao fato do mesmo ser o principal alvo de distdrbios de proliferacdo em préstata

de ratos (Pollard, 1973; Ittmann et al., 2013).
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I11. OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Avaliar as possiveis alteracdes no perfil de proliferacdo celular no epitélio da
prostata dorsal de ratos Wistar em envelhecimento e correlacionar essas alteracfes com

a expressdo de ERp previamente descrita (Santos, 2011).

2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos compreendem:

e Determinar o peso corporal e da préstata dorsal dos ratos nas diferentes idades;

e Comparar a morfologia da prostata dorsal de ratos de diferentes idades;

e Avaliar possiveis varia¢oes no perfil de proliferacdo celular na prostata dorsal de
ratos de diferentes idades;

e Realizar estudo quantitativo das células em proliferacéo;

e Correlacionar o perfil de proliferacdo celular e a expressdo de ERp local.
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IV. METODOLOGIA

1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos machos com 3, 6, 12, 18, 24 meses de
idade, sendo os animais de 18 e 24 meses subdivididos em saudaveis e caqueéticos.
Foram considerados caquéticos 0s ratos que apresentavam marcante queda do peso
corporal, além de serem muito debilitados, sendo em geral acometidos por metastases
cancerosas de origem ndo determinada, grave comprometimento pulmonar e testiculos
geralmente atréficos. Os animais foram adquiridos do Centro de Bioterismo do Instituto
de Ciéncias Biologicas da UFMG e mantidos em estante climatizada (Alesco, Australia)
no biotério do Departamento de Morfologia do ICB/UFMG, sendo submetidos a ciclos
diarios de luz (claro e escuro, 12 horas cada) e temperatura (22°C) constantes e
recebendo agua e racdo peletizada ad libitum. Os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG - protocolo
286/2008) e seguiram o protocolo publicado pela Universidade Federal de Minas Gerais

(www.ufmag.br/bioetica/cetea/ceua/).

2. Preparacéao dos tecidos

Apds atingirem as respectivas idades de interesse, 0os animais foram pesados e
posteriormente sacrificados por meio da administracdo de anestésico em concentracao
letal (pentobarbital sédico 50mg/Kg associado com cloridrato de quetamina 10mg/Kg),
precedido de heparinizacdo. Os animais destinados aos estudos histopatologicos e
imunohistoquimicos foram perfundidos por via transcardiaca através da aorta, com
solugéo de formalina neutra tamponada a 10%, precedida por perfusdo com solugéo
Ringer bicarbonato de sodio. Apoés realizagcdo da fixacdo, os lobos prostaticos foram
dissecados, pesados e seccionados. Os fragmentos obtidos foram lavados em salina

tampdo fosfato (PBS), desidratados em série crescente de etanol e incluidos em resina
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glicolmetacrilato (Technovit 7100 - Heraeus Kulzer, Alemanha), ou diafanizados em
xilol e incluidos em parafina (Histotec® Pastilles - Merck, Alemanha). Foram obtidos
cortes de 3 e 5um, respectivamente, em micrétomo semi-automatico (Microm HM335E,
EUA) e colocados em laminas silanizadas para serem submetidas as coloracfes

histoldgicas ou procedimentos imunohistoquimicos.

Para a realizacdo do Western blotting, os animais foram perfundidos apenas com
solugdo Ringer bicarbonato de sddio, também sendo dissecados em seguida, e 0s lobos
prostaticos de interesse congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -

80°C até serem processados.

3. Histopatologia

Para avaliar possiveis alteracdes morfologicas e/ou patoldgicas na prdstata
dorsal de ratos, os fragmentos de tecidos incluidos em parafina ou em glicolmetacrilato
foram seccionados e submetidos as coloragdes histoldgicas de rotina. Para tecidos
incluidos em parafina, as seccdes dos tecidos (5um) foram desparafinizadas em xilol e
hidratadas em série decrescente de etanol. Os mesmos foram corados com hematoxilina
de Mayer seguidos pela eosina alcodlica (HE). Para os tecidos incluidos em
glicolmetacrilato, as sec¢des dos tecidos (3um) foram coradas com PAS (Periodic Acid-
Schiff), reagente de Feulgen ou HE. Os cortes destinados a coloracdo de PAS foram
hidratados em agua destilada, incubados em &cido periddico, seguido de incubacdo com
reagente de Schiff, lavados em agua sulfurosa e contracorados com azul de toluidina-
borato de sddio. Para a coloracdo de Feulgen, as seccBes dos tecidos foram colocadas
em solucdo de HCI 1IN em temperatura de 60°, incubados com reagente de Schiff,
lavados em agua sulfurosa e contracorados com verde-luz. Para coloracdo de HE, as
seccOes foram hidratadas em agua destilada, corados com hematoxilina de Delafield

seguido de eosina aquosa.

As descrigdes histopatologicas foram baseadas no Sistema de Classificacdo de
Patologias Prostaticas, desenvolvido pelo Instituto Nacional do Cancer de Modelos
Murinos para Cancer Humano (Shappell et al., 2004).
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4. Imunohistoquimica

Com o objetivo de verificar possiveis alteracdes no padrao de expressao tecidual
do MCM7 e PCNA, foi realizada a técnica de imunohistoquimica. Para isso, fragmentos
da prostata dorsal de ratos nas diferentes idades estabelecidas foram incluidos em

parafina e submetidos ao protocolo previamente padronizado (Oliveira et al., 2007).

Inicialmente, os cortes de tecidos foram desparafinizados em xilol, hidratados
em série decrescente de etanol, lavados em agua corrente e em salina tampéo fosfato
(PBS), seguido de bloqueio da peroxidase endégena com solucdo 0,6% de peroxido de
hidrogénio em metanol. A reacdo imunohistoquimica precedeu-se de recuperacao
antigénica, somente para imunomarcagdo com MCM7, que foi realizada com o
aquecimento dos cortes mergulhado em tampéo citrato 0,01M, pH 6,0, em forno micro-
ondas. Apods o resfriamento e lavagem dos tecidos com PBS, realizou-se o bloqueio de
avidina e biotina enddgenas com uso de kit de bloqueio comercial (Vector Laboratories,
EUA), para seguinte bloqueio de ligacBes inespecificas com soro normal de cabra a
10%, por uma hora. Procedeu-se a etapa de incubacdo dos tecidos com anticorpos
primarios monoclonais de camundongo anti-MCM?7 (Thermo Scientific, EUA) ou anti-
PCNA (Millipore, EUA) diluido em PBS a 1:300 e 1:500, respectivamente, durante 24
horas, a 4°C. Os controles negativos foram incubados apenas com PBS em substitui¢cdo
aos anticorpos primarios. Apds lavagens em PBS, os tecidos foram incubados com
anticorpo secundario biotinilado de cabra anti-camundongo (Dako, EUA) diluido 1:100
em PBS por uma hora. A imunorreacdo foi visualizada usando-se solucdo de 0,05%
diaminobenzidina, contendo 0,01% de peroxido de hidrogénio em tampao Tris-HCI
0,05M, pH 7,4 e interrompida por imersdo em &gua destilada. Por fim, os cortes foram
contracorados em hematoxilina de Mayer, desidratados em série crescente de etanol,
diafanizados em xilol e montados para analise. Os ensaios foram realizados em

triplicata.
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5. Estudo quantitativo

Visando complementar os dados qualitativos, realizou-se uma estimativa
quantitativa referente ao perfil de proliferacdo celular na préstata dorsal, utilizando
imagem assistida por computador. Foram obtidas vinte fotos de cinco regides distintas
do tecido prostatico (quatro regides periféricas e uma regido central) de cada animal. As
fotos foram registradas em fotomicroscdpico (Nikon Eclipse E200), em aumento de
40x. Foram entdo realizadas contagens de células positivas para os marcadores de
proliferacdo celular MCM7 e PCNA e também células negativas compondo o epitélio
normal. A contagem foi feita utilizando o programa ImageJ (University of Texas Health
Sciences Center, TX). Os resultados foram expressos em porcentagem de células

positivas.

Areas de proliferacdo intraepitelial (PINs) foram também quantificadas através
de morfometria, para ambos 0s marcadores. Para tanto, foram escolhidas cinco areas
distintas da prostata dorsal (quatro regibes periféricas e uma regido central) e a
contagem realizada com auxilio de gradicula (4rea = 0,06mm?2) acoplada a
fotomicroscopico (Nikon Eclipse E200), no aumento de 10x. Os resultados foram

expressos em numero de areas de PIN/mm2.

6. Western blotting

Possiveis alteracdes na expressdo de MCM7 e PCNA na prostata dorsal de ratos
em envelhecimento foram confirmadas pela técnica de Western Blotting. Sendo assim,
as prostatas dorsais dos animais de diferentes idades (n = 3), congeladas em nitrogénio
liquido, foram maceradas em gelo seco. Os tecidos macerados foram pesados (~100mg)
e homogeneizados em 300uL de tampdo ureia 8M, contendo Tris-HCI 20mM, pH 7,5,
EDTA 0,5mM, pH 8,0, e inibidores de proteases (Protease Inhibitor Cocktail - Sigma,
EUA), com auxilio de aparelho homogeneizador (IKA T10 Basic, Alemanha). Em
sequida, as amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 14000 rotagdes por

minuto a temperatura de 4°C, para extracdo de proteinas totais, as quais se encontravam
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na fracdo sobrenadante. Apos, procedeu-se a sonicacao do sobrenadante utilizando-se o
aparelho Sonics Vibra Cell (Sonics & Materials, Inc,) e adicionou-se as amostras, na
propor¢do de 1:1, tamp&do de amostra contendo dodecil sulfato de sédio (SDS) 1%, Tris-
HCI 30mM, pH 6,8, B-mercaptoetanol, glicerol 12% e azul de bromofenol, seguido de
fervura das mesmas por cinco minutos. As amostras foram submetidas a eletroforese
continua usando SDS-PAGE 10% (eletroforese em gel de poliacrilamida) para
separagdo das proteinas, seguida de transferéncia rapida (durante 1h e 30 minutos a
100V) para a membrana de nitrocelulose. Depois do bloqueio da membrana com soro
normal de cabra a 10%, realizou-se a incubacdo da mesma com anticorpo primario
monoclonal de camundongo anti-MCM7 (Thermo Scientific, EUA) ou anticorpo
primario monoclonal de camundongo anti-PCNA (Millipore, EUA), diluidos a 1:500 e
1:300, respectivamente, em PBS, overnight. Seguida a lavagem da membrana em PBS-
tween 0,05% (PBST) foi feita a incubacdo com anticorpo secundario biotinilado, cabra
anti-camundongo (Dako, EUA), diluido 1:1000 e 1:500, respectivamente, em PBS, por
uma hora. Seguidas as lavagens com PBST, a membrana foi incubada por quarenta e
cinco minutos com solugdo de complexo avidina-biotina conjugados com peroxidase
(Vector Laboratories, EUA). Apo6s varias lavagens, a revelacdo deu-se pela adicdo de
substrato contendo 0,1% de 3,3’diaminobenzidina em PBS contendo 0,05% cloronaftol,
16,6% metanol e 0,04% perdxido de hidrogénio. A reacdo foi interrompida pela adi¢do
de 4agua destilada. Foram realizados ensaios em duplicata. B-Actina foi usada como

controle interno dos ensaios.

As membranas obtidas foram escaneadas e as imagens salvas em formato TIFF.
A seguir, as imagens foram convertidas para escala de cinza e depois invertidas
utilizando-se o programa de imagem Adobe Photoshop (Adobe Systems, CA) e, no
programa ImageJ (University of Texas Health Sciences Center, TX), as bandas
especificas foram delimitadas e medidas. A medida correspondente ao grupo de 3 meses

foi tomada como 100%, para compara¢do com 0s demais grupos.
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Tabela 1: Sintese dos anticorpos utilizados para realizacdo de imunohistoquimica e

Western blotting.

Anticorpo

Concentracao do Anticorpo -

Imunohistoquimica

Concentragéo do
Anticorpo - Western

blotting

Marca do Anticorpo

Anticorpo primario
monoclonal de camundongo
anti-MCM7

1:300

1:500

Thermo Scientific (EUA)

Anticorpo primario
monoclonal de camundongo
anti-PCNA

1:500

1:300

Millipore (EUA)

Anticorpo secundario
biotinilado cabra anti-
camundongo

1:100

MCM7

PCNA

1:1000

1:500

Dako (EUA)

7. Analise estatistica

Os dados quantitativos foram analisados estatisticamente através do programa

GraphPad Prisma 5 (GraphPad Softwares, Inc, CA), usando os testes de multipla

variancia One-Way ANOVA e Tukey para comparagdo post-hoc entre os grupos. As

diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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V. RESULTADOS

1. Peso corporal e da prostata dorsal

A anélise referente ao peso corporal mostrou aumento significativo dos 3 meses
aos 6 meses de idade, permanecendo similar e significativamente maior até os 24 meses,
nos animais saudaveis (Fig. 7). Nos animais caquéticos de 18 e 24 meses de idade, o
peso corporal mostrou-se significativamente menor quando comparados com seus pares

saudaveis, atingindo valores similares aos animais de 3 meses.
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Figura 7: Peso corporal de ratos Wistar em diferentes idades. (*) = p < 0,05. Animais
saudaveis n = 5. Animais caquéticos n = 3.

O peso relativo da préstata dorsal (Fig. 8) foi similar entre 0s grupos, exceto, nos
animais caquéticos de 24 meses, nos quais o peso da glandula foi significativamente

menor que nos demais.
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Figura 8: Peso relativo da prdstata dorsal de ratos Wistar em diferentes idades.
(*) = p <0,05. Animais saudaveis n = 5. Animais caquéticos n = 3.

2. Histopatologia da prostata dorsal

Conforme observado em animais adultos de 3 e 6 meses de idade, a prostata
dorsal de ratos é formada por adendmeros tubulo-alveolares, onde o epitélio glandular é
do tipo pseudoestratificado prismético a cubico contendo abundantes células secretoras
e escassas células basais. O epitélio apresenta-se homogéneo, com rara ocorréncia de
pregueamentos. Os adenémeros contém lumen dilatado, repleto de secrecdo homogénea,
eosinofilica e PAS positiva. Células apoptoticas e descamacao de células epiteliais sdo
raras nessa idade (Fig. 9A e B). Externamente, os adendémeros sdo circundados por duas

a trés camadas de células musculares lisas.

Aos 12 meses de idade, iniciam-se as alteragdes morfologicas na prostata dorsal,
relacionadas ao envelhecimento. Ha aumento no pregueamento epitelial sugestivo de
hiperplasia e também maior ocorréncia de células descamadas no interior dos

adendmeros. A camada muscular lisa torna-se mais espessa (Fig. 9C).

Nos animais de 18 e 24 meses de idade, intensifica-se o pregueamento epitelial,
caracterizando focos hiperplasicos, com diminuicdo do lumen dos adenémeros e do seu
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contetdo. Ocorre também aumento de células descamadas e espessamento da camada
muscular lisa em algumas regides (Fig. 9D e E).

Figura 9: Histopatologia da préstata dorsal de ratos Wistar em diferentes idades. Em C,
D, F e G destaca-se intenso pregueamento epitelial, sugestivo de hiperplasia. Inserto em
D e E = células descamadas. Seta fina = epitélio pseudoestratificado; cabeca de seta =
camada muscular lisa; seta grossa = focos hiperplasicos; Lu = limen; Es = estroma;
Barras em F = delimitam &rea de epitélio pavimentoso; * = células descamadas. Barra
em A =100 pm.
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As prostatas de animais de 12 a 24 meses de idade foram ainda caracterizadas
pela presenca de estratificacdo pontual do epitélio glandular, com preservacdo da
membrana basal, caracteristico de neoplasias intraepiteliais prostaticas (PIN). Também
foi evidente a presenca de células apoptdticas que foram identificadas pelas
caracteristicas morfoldgicas de condensacdo da cromatina, fragmentacdo do nucleo e
formacéo dos corpos apoptéticos, presentes especialmente nos animais de 18 e 24 meses
de idade saudaveis (Fig. 10).

Nos animais caquéticos (18 e 24 meses), de forma similar aos seus pares
saudaveis, ha intenso pregueamento epitelial, sugestivo de hiperplasia, espessamento da
camada muscular lisa em alguns adenémeros, presenca de células descamadas
intraluminais, bem como figuras de células apoptoticas (Fig. 9 e 10). A presenca de PIN
foi infrequente. A particularidade mais marcante foi a ocorréncia de adendmeros
cisticos, caracterizados pela expansdo luminal e pavimentacdo do epitélio (Fig. 9F).
Essa pavimentacdo é gradual, sendo possivel notar transicdo de epitélio cuboide para
epitélio pavimentoso em alguns dos adendmeros. Ha de se destacar que tanto em
animais caquéticos quanto em animais saudaveis sdo observados adendmeros de aspecto

normal em associacdo com adenémeros alterados nas mesmas seccfes da prostata.
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Figura 10: Neoplasias intraepiteliais (PIN) da prostata dorsal de ratos Wistar em
envelhecimento. Em A, C, E e G destacam-se areas de PIN, e em B, D, F e H 0s
respectivos aumentos. Inserto em C = PIN de sec¢do corada por PAS. Insertos em E e
G = célula apoptdtica de seccdes coradas por Feulgen. Cabeca de seta = camada
muscular lisa; retdngulos = delimitacdo de PIN a ser ampliado em B, D, F e H,
respectivamente; Ap = célula apoptdtica; Lu = limen; Es = estroma. Barra em B =
100um, referente a B, D, F e H. Barraem A = 25um, referentea A, C, E e G.
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3. Imunohistoquimica

3.1 MCM7

As analises imunohistoguimicas para o marcador de proliferacao celular MCM7
revelaram nucleos de células epiteliais imunopositivos no epitélio da prostata dorsal de
ratos em todas as idades examinadas, tanto em animais saudaveis quanto caquéticos
(Fig. 11). A andlise quantitativa, no entanto, revelou que com o envelhecimento, a
proporcéo de células positivas foi reduzida, sendo a reducdo significativa nos animais
caqueticos de 18 e 24 meses de idade (Fig. 12A). No entanto, um fato de destaque foi
que embora a contagem de células positivas no epitélio normal tenha sido menor com o
avancar da idade, a quantidade de é&reas proliferativas intraepitelias (PIN), com
aglomerado de células positivas para MCM7, foi maior nos animais de 18 e 24 meses de
idade saudaveis (Fig. 12B).
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Figura 11: Deteccdo de MCM7 na prostata dorsal de ratos Wistar em envelhecimento.
Em D, F, H e J visualiza-se em maior aumento as areas de PINs indicadas por retangulo
em C, E, G e I. Inserto em B = controle negativo. Seta fina = células positivas; Lu =
lumen; Es = estroma. Contracolocacdo com hematoxilina. Barra em A = 100um,
referente a A, B, C, E, G e I. Barraem D = 25um, referentea D, F, H e J.
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Figura 12: indices de células imunopositivas para MCM7 (A) e indices de areas de
PINs imunomarcadas para MCM7 (B) no epitélio da prostata dorsal de ratos Wistar em
envelhecimento. (*) = p <0,05. Animais saudaveis n = 5. Animais caquéticos n = 3.

Visando correlacionar o perfil de proliferagdo celular ¢ a expressio de ERJ,
foram feitas algumas tentativas de colocalizagdo de ERB e MCM?7, por
imunofluorescéncia, no entanto, ndo obtivemos sucesso, porque o anticorpo importado
para esse fim revelou-se ndo reativo, possivelmente devido as mas condicdes de
preservacao ao longo do periodo de importacdo. No entanto, a analise comparativa dos
preparados imunohistoquimicos para ambas as proteinas nos permite dizer que areas de
maior concentracdo de células marcadas para MCM7 correspondem exatamente as areas
de proliferacdo celular intraepiteliais, previamente descritas por Morais-Santos (2012)

como sendo as areas de redugdo pontual na expressao de ERp (Fig. 13).
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Figura 13: Areas de PIN na préstata dorsal de ratos Wistar idosos imunomarcadas com
ERB (A) e MCMT7 (B e C). Seta fina = célula fracamente positiva para ERB; cabeca de
seta = célula fortemente positiva para ERB; retdngulo = delimitacdo de PIN. A figura A
foi obtida de Morais-Santos (2012). Contracolocacdo com hematoxilina. Barra em A =
25um, referentea A, B e C.

3.2 PCNA

As anélises imunohistoquimicas do marcador de proliferacdo celular PCNA
revelaram padrdo similar com o marcador anterior, onde houve esporddica marcagao
epitelial na prostata dorsal de ratos Wistar em todas as idades examinadas, tanto em
animais saudaveis quanto caquéticos (Fig. 14). Entretanto, a quantidade de células
imunomarcadas foi menor em todos os grupos, quando comparado com a marcagao para
MCMY7 (Fig. 14A). A andlise quantitativa revelou ainda que ap6s 12 meses de idade ha
uma drastica e significativa reducdo no numero de células positivas para PCNA no

epitélio normal quando comparado com os animais de 3 a 6 meses de idade (Fig. 15A).

Foi realizada também contagem de PIN imunomarcados por PCNA, porém,
diferentemente do MCM7, foram detectados PINs imunopositivos e negativos para o
PCNA. A quantificacdo de areas de PIN revelou aumento das mesmas nas idades de 18
e 24 meses, mas a maioria dos PINs encontrados estavam negativos para o marcador de
proliferacdo celular PCNA (Fig. 15B).
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Figura 14: Deteccdo de PCNA na prdstata dorsal de ratos Wistar em envelhecimento.
D, F, I e L = ampliacéo das areas de PINs indicadas por retangulo em C, E, H e K.
Inserto em B = controle negativo. Seta fina = células positivas; Lu = lumen; Es =
estroma. Contracolocagdo com hematoxilina. Barra em A = 100um, referente a A, B, C,
E, He K. Barraem D = 25um, referenteaD, F, G, I, Je L.
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Figura 15: indices de células imunopositivas para PCNA (A) e indices de areas de
PINs imunomarcadas para PCNA (B) no epitélio da préstata dorsal de ratos Wistar em
envelhecimento. (*) = p < 0,05. Animais saudaveis n = 5. Animais caquéticos n = 3.

4. Western blotting

A especificidade dos anticorpos utilizados foi comprovada pela deteccdo de
bandas de 80 kDa e 36 kDa, compativeis, respectivamente, com o peso molecular
descrito para MCM7 e PCNA em roedores (Fig. 16A) (Bravo et al., 1987; Tye, 1999;
Forsburg, 2004; Strzalka & Ziemienowicz, 2011). A intensidade média de pixels ndo
revelou diferenca significativa na expressao de MCM7 nem de PCNA em extrato de
proteina total dos lobos dorsais da préstata de ratos nas diferentes idades, exceto pelo
aumento de PCNA aos 24 meses (Fig. 16B).
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Figura 16: (A) Western blotting para MCM7 e PCNA extraidos da prostata dorsal de
ratos Wistar em diferentes idades. B-actina foi utilizada como controle do ensaio. (B)
Representacdo grafica da analise densitométrica das bandas de 80 e 36 kDa. n = 3
animais.
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VI. DISCUSSAO

Os resultados revelaram que, além da escassa proliferacdo que ocorre para a
manutencdo da prostata adulta, com o envelhecimento houve reducéo de proliferacdo no
epitélio prostatico normal, mas marcante aumento de proliferacdo em areas especificas
com caracteristicas compativeis com PIN. Essas areas sdo também caracterizadas pela
reducdo de expressao de receptores de estrogenos ERp, conforme previamente descrito
por Santos (2011), sugerindo que esse pode ser um fator favoravel ao desequilibrio na
homeostase tecidual local, desde que dentre as fungdes de ERP destaca-se seu papel

anti-proliferativo.

O peso corporal dos animais avaliados aumentou significativamente entre os 3 e
6 meses de idade, permanecendo estavel até os 24 meses nos animais saudaveis. Em
contraste, o peso relativo da prostata dorsal manteve-se regular dos 3 aos 24 meses de
idade, exceto nos animais caquéticos onde houve reducdo do peso da glandula. Esse
resultado difere do lobo ventral do mesmo grupo de animais, o qual s6 estabiliza o peso
da glandula com 6 meses de idade (Santos, 2011; Gonzaga, 2013), revelando diferenca
no padrdo de crescimento dos lobos prostaticos de ratos Wistar. Poucos estudos
acompanham o desenvolvimento prostatico além do periodo de atividade reprodutiva,
dificultando a comparacdo de resultados. Uma excecdo é a linhagem de ratos Brown
Norway, considerada modelo para alteragdes hiperplasicas espontdneas e idade-
especifica na préstata (Bethel et al., 2009). N&o obstante, mesmo essa sendo a linhagem
melhor estudada sobre o tema, os dados sdo conflitantes. As primeiras evidéncias
indicaram que o peso dos lobos prostaticos ndo muda com a idade em ratos Brown
Norway (6 e 24 meses), coincidindo com invariavel contelido de proteinas e DNA, o
que reflete 0 nimero de células do tecido (Banerjee et al., 1994). Esse mesmo grupo de
pesquisadores em trabalhos posteriores descreve exatamente o contrario, indicando que
os lobos dorsais e laterais, mas ndo os ventrais, sofrem alteracbes com a idade,
incluindo aumento do peso e do conteudo de proteinas e DNA, coincidente com o
desenvolvimento de hiperplasia espontanea (Banerjee et al., 1998). Em ratos Wistar

também foram observados focos hiperplasicos em alguns adenémeros, mas a0 mesmo
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tempo outros apresentaram reducdo de didmetro e conteudo luminal, o que pode ter

contrabalancado o peso do érgéo.

As andlises histologicas da préstata dorsal dos animais adultos jovens (3 e 6
meses de idade) foram condizentes com os dados da literatura (Jesik et al., 1982;
Hayashi et al., 1991). A partir dos 12 meses de idade observou-se o inicio das alteracfes
morfologicas as quais foram intensificando-se nos animais ao longo do envelhecimento
(18 e 24 meses de idade). Dentre as alteracdes destacaram-se hiperplasias e areas de
estratificacdo desordenada do epitélio, sugestivos de PIN. Essas alteracdes
histopatoldgicas espontaneas observadas na prostata dorsal de ratos Wistar corroboram
dados da literatura que descrevem lesBes proliferativas espontaneas na prostata de
diversas linhagens de ratos (Lobund-Wistar isentos de germes - Pollard, 1973; ACl/seg
- Ward et al., 1980 e Isaacs, 1984; Noble - Leav et al., 1988; Fisher 344 - Mitsumori &
Elwell, 1988; Brown Norway - Banerjee et al, 1998). No entanto, para a maioria dessas
linhagens, os animais apresentam longos periodos de vida (Lobund Wistar isentos de
germes - 40 meses; ACI/seg - 40 meses; Fisher 344 - 31 meses; Brown Norway - 34 a
30 meses), que contrastam com os Wistar aqui descritos, cuja longevidade dificilmente
ultrapassa 24 meses. O progresso no estudo da carcinogénese prostatica é grandemente
limitado pela indisponibilidade de um modelo animal apropriado, uma vez que € rara a
ocorréncia de cancer prostatico espontaneo em mamiferos, exceto humanos. Dessa
forma, a ocorréncia de lesbes pré-malignas na prostata de ratos de linhagem com menor
longevidade, como o Wistar, representa um fator positivo, favorecendo seu uso como

modelo experimental para investigacfes sobre alteracdes patoldgicas do tecido.

Tendo detectado alteracdes histopatoldgicas da prostata dorsal de ratos Wistar,
similares as previamente descritas para prostata ventral (Santos, 2011; Gonzaga, 2013),
interessou-nos entdo determinar se essas estdo relacionadas com reducdo do potencial
apoptético ou aumento da capacidade de sobrevivéncia das células. Dados preliminares
indicam que alteracdo nos niveis de apoptose ndo parece ser 0 caso para justificar a
ocorréncia de alteracdes histopatoldgicas na prostata de ratos Wistar em envelhecimento
(Gonzaga, 2013). Quanto a proliferacdo celular, os resultados encontrados para 0s
marcadores MCM7 e PCNA revelaram que a préstata dorsal € um 6rgdo normalmente
pouco proliferativo nos animais adultos jovens (3 e 6 meses de idade). A proliferacdo

celular foi detectada em adendmeros com morfologia dentro do padrdo esperado,
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sugerindo um processo de crescimento normal e controlado do oOrgdo, para que a
glandula possa desempenhar suas funcdes na vida adulta (Tucker, 1997; Chen et al.,
2009; Wu et al., 2009). No entanto, conforme detectado pela expressdo de MCM?7, ao
longo do envelhecimento, que ocorre nos animais de 12 a 24 meses de idade, o padréo
de proliferacdo altera-se, tornando mais intenso em areas com perda da organizagédo
epitelial normal, como areas de PIN, sugerindo um processo de crescimento
descontrolado (Shappell et al., 2004; Ittmann et al., 2013).

Esses dados corroboram estudos prévios, onde observou-se que ao longo da
idade, ha uma redu¢do na expressdo de ERP principalmente nos locais de alteragdes
histopatoldgicas, como PIN, mas ndo em areas de hiperplasia benigna (Santos, 2011).
Sabe-se que os ERP possuem propriedades pro-apoptéticas e anti-proliferativas (Weihua
et al., 2001; Weihua et al., 2002; Cheng et al., 2004; Imamov et al., 2004; McPherson
et al., 2007; Pravettoni et al., 2007), de forma que sua reducdo pontual com a idade
pode estar correlacionada com o aumento na atividade proliferativa também localizada.
Esse dado se reveste de importancia, considerando dados sobre a préstata de humanos,
nos quais a expressdo de ERp é altamente reduzida em tecido pré-maligno (PIN) e
maligno (adenocarcinomas), alcancando niveis indetectaveis com a progressdo do
tumor, mas prevalece em tecido hiperplasico (Leav et al., 2001; Horvath et al., 2001;
Pasquali et al., 2001b; Pasquali et al., 2001a; Tsurusaki et al., 2003; Yang et al., 2007;
Asgari & Morakabati, 2011).

Similar aos resultados encontrados em préstata de ratos, também em humanos
uma proporcdo consistentemente maior de células marcadas por MCM?7 foi detectada
em comparacdo com outros marcadores de proliferacdo celular (Ki67) em células
malignas e pré-malignas, como PIN, em contraste com células benignas (Padmanabhan
et al., 2004). Acredita-se que o desenvolvimento do cancer é um processo de maltiplas
etapas, progredindo sequencialmente do epitélio normal, para o PIN e finalmente para a
neoplasia invasiva. Ha evidéncias de que PIN e focos microscdpicos de cancer sdo
comumente detectados em homens a partir da segunda e terceira década de vida, bem
antes das lesdes carcinogénicas clinicamente detectadas que sdo mais comuns a partir
dos 50 anos de idade (Sakr et al., 1993; Prezioso et al., 2007). Dessa forma, os dados
obtidos podem ser interessantes para futuros estudos sobre a possibilidade de uso de

MCM7 como marcador histologico para deteccdo da fase pré-maligna, favorecendo o
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tratamento precoce da doencga. Corroborando esse ponto de vista, estudo em tecido
humano normal e com altera¢Bes benignas e malignas, também apontou a sensibilidade
do MCM7 como potencial marcador de valor diagndstico e progndstico para doencas
prostaticas, uma vez que sua expressao aumentou concomitante com a severidade das
lesbes (Padmanabhan et al., 2004; Levesque et al., 2007; Laitinen et al., 2008; Luo,
2011). llustrando a importancia desses achados, iniciativas no sentido de utilizagéo de
MCM7 como alvo terapéutico j& existem. Resultados promissores foram obtidos apds
introducao de vetores expressando siRNA especifico para MCM7 em ceélulas cancerosas
(PC3 e DU145), os quais reduziram a expressdo desse marcador, resultando em parada
na proliferagdo celular e reducdo do volume tumoral ap6s implante xenografico em

camundongos (Shi et al., 2010).

Quando analisados 0s grupos imunomarcados pela proteina PCNA, observou-se
que, nos focos proliferativos intraepiteliais, a imunopositividade das células foi
nitidamente menor em relacdo ao MCM7 ou essas se apresentaram totalmente
negativas. Uma das explicacfes para esse fato deve-se as diferentes fases em que as
proteinas se expressam no ciclo celular. Enquanto a PCNA est presente em todas as
fases de intérfase, sendo especialmente abundante na fase S (Wyman & Botchan, 1995;
Maga & Hubscher, 2003; Prives & Gottifredi, 2008), 0o MCM?7 esta presente na fase G1
do ciclo celular, licenciando o DNA para replicacdo e controlando a progressdo para a
fase S, sendo entéo dissipada nas fases S, G2 e M para evitar duplicagdo do DNA mais
de uma vez por ciclo (Lei, 2005; Chang et al., 2011). Como o PCNA ndo reconhece
prioritariamente células na fase G1 do ciclo celular e sabe-se que essa fase é prolongada
em muitas células cancerosas em proliferacdo, a sensibilidade desse marcador pode ndo
ser a ideal (Lei, 2005). Em adicdo ao seu papel na replicacdo celular como polimerase
deslizante, 0o PCNA também esta envolvido como fator regulatério do ciclo celular e no
reparo de DNA, podendo ser expresso em diversas fases do ciclo, comprometendo,
assim, sua confiabilidade como marcador de proliferagcéo celular (Kelman, 1997; Lei,
2005).
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Em suma, os resultados do presente trabalhno mostram que normalmente existe
proliferacdo celular na prostata dorsal de ratos jovens e idosos, no entanto, nos animais
idosos ha reducdo da proliferacédo celular no tecido em geral, mas aumenta a ocorréncia
de regibes especificas com disturbios proliferativos epiteliais ou intraepiteliais, que se
marcam intensamente pelo MCM7, mas ndo pelo PCNA, indicando a maior
especificidade do primeiro marcador. As éareas proliferativas intraepiteliais sdo as
mesmas que apresentam redugdo seletiva de ERPB na prostata ventral, previamente
descritos, corroborando uma possivel inter-relacdo entre o silenciamento desse receptor

com condic¢Bes malignas ou pré-malignas da préstata.

46



VIIl. PERSPECTIVAS



Perspectivas

VIIl. PERSPECTIVAS

Considerando que ocorre aumento da imunopositividade para MCM7 em éareas
restritas de alteracGes histopatoldgicas na préstata dorsal de ratos em envelhecimento, e
que este aumento esta relacionado com areas de diminuicdo da expressdo de ERp, seria
relevante investigar a expressao desse marcador de proliferacdo celular nos outros lobos
do complexo prostatico, para obter uma analise completa do perfil de proliferacdo

celular.

Esforco deve ser feito para superar as dificuldades técnicas quanto ao ensaio de
imunofluorescéncia para co-localizagao para MCM7 e ERp, o que permitira uma analise

mais profunda da relacdo destes no complexo prostatico de ratos em envelhecimento.

Ha evidencias de que ERP na prostata de ratos ¢ modulada pelo metabdlito
estrogénico de DHT, denominado 3B-diol (Oliveira et al., 2007). O papel de 3p-diol,
agindo via ERp, inclui ainda modulagédo da proliferacéo e diferenciacédo celular (Weihua
et al., 2002; Imamov et al., 2004; Dondi et al., 2010). Sabendo que os niveis de ERp
reduzem em tecido prostatico maligno (Horvath et al.; Pasquali et al., 2001b; Yang et
al., 2007), bem como com o envelhecimento, coincidindo com a fase de maior
incidéncia de alteracGes proliferativas no 6rgao (Santos, 2011 e presente trabalho), seria
interessante investigar se a exposi¢ao a esse ligante indutor de expressdo de ERp podera

reverter as alteracdes proliferativas detectadas em prdstata de ratos.
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