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RESUMO

MATTOS, R. Efeitos da Restricio Proteica Materna na matriz extracelular da Prostata
Dorsolateral de ratos velhos. Trabalho de Conclusdo de Curso em Ciéncias bioldgicas (bacharelado) -

Instituto de Biociéncias de Botucatu/Universidade Estadual Paulista (UNESP), Botucatu, 2025.

A exposicdo a insultos durante periodos criticos do desenvolvimento, como gestacao, lactacdo e a primeira
infancia pode induzir alteragdes morfofuncionais irreversiveis no feto, fendmeno conhecido como
Programagdo Fetal (PF). A restrigdo proteica materna (RPM), um modelo consolidado de PF, esta
associada a baixo peso ao nascer, desregulacdo dos niveis de hormodnios esteroides ao longo da vida e
altera¢Ges em diversos sistemas, incluindo o genital masculino e a glandula prostatica. A prostata ¢ uma
glandula exocrina do sistema genital masculino que cumpre um papel importante no sucesso reprodutivo,
sendo frequentemente acometida por patologias como hiperplasia prostatica benigna e cancer de prostata
ao envelhecimento. Evidéncias sugerem que alteragdes estruturais e inflamatorias no tecido prostatico
podem promover lesdes, aumentando sua reatividade e predisposicdo a carcinogénese. Diante disso, este
estudo investigou os efeitos da RPM na matriz extracelular (MEC) da prostata dorsolateral (PDL) de ratos
senescentes. Ratas Sprague Dawley gestantes foram distribuidas em dois grupos: Controle (CTR), dieta
normoproteica (17% de proteina) durante a gestacdo e lactagdo; e Gestational and Lactational Low-Protein
diet (GLLP) - dieta hipoproteica (6%) no mesmo periodo. Aos 540 dias pds-natais, os filhotes machos
foram eutanasiados e a PDL coletada para analises morfométricas, quantificacdo de mastdcitos, colageno
total, expressdo proteica de componentes da MEC e atividade gelatinolitica. Os resultados revelaram
aumento da fracdo epitelial e redugdo do estroma, maior densidade de mastocitos e atividade gelatinolitica
aumentada da MMP-2 na PDL do grupo GLLP. Conclui-se que a RPM promove um microambiente
prostatico alterado na senescéncia, caracterizado por remodelacdo da MEC e inflamagdo, e destaca o

DOHaD como peca-chave na génese de doengas prostaticas do idoso.

Palavras-chave: préostata, DOHaD, restrigdo proteica materna e matriz extracelular.



ABSTRACT

MATTOS, R. Effects of Maternal Protein Restriction on the Extracellular Matrix of the
Dorsolateral Prostate of Old Rats. Undergraduate Thesis in Biological Sciences (Bachelor's Degree) -

Botucatu Institute of Biosciences/Sao Paulo State University (UNESP), Botucatu, 2025.

Exposure to insults during critical periods of development, such as pregnancy, lactation, and early
childhood, can induce irreversible morphofunctional changes in the fetus, a phenomenon known as Fetal
Programming (FP). Maternal protein restriction (MPR), a well-established model of FP, is associated with
low birth weight, dysregulation of steroid hormone levels throughout life, and alterations in several
systems, including the male genitals and prostate gland. The prostate is an exocrine gland of the male
genital system that plays an important role in reproductive success and is frequently affected by
pathologies such as benign prostatic hyperplasia and prostate cancer during aging. Evidence suggests that
structural and inflammatory changes in prostate tissue can promote lesions, increasing its reactivity and
predisposing it to carcinogenesis. Therefore, this study investigated the effects of MPR on the
extracellular matrix (ECM) of the dorsolateral prostate (DLP) of senescent rats. Pregnant Sprague Dawley
rats were divided into two groups: Control (CTR), a normal-protein diet (17% protein) during gestation
and lactation; and Gestational and Lactational Low-Protein Diet (GLLP) - a low-protein diet (6%) during
the same period. At 540 postnatal days, male pups were euthanized, and the PDL (DHL) was collected
for morphometric analysis, quantification of mast cells, total collagen, protein expression of ECM
components, and gelatinolytic activity. The results revealed an increased epithelial fraction and reduced
stroma, higher mast cell density, and increased MMP-2 gelatinolytic activity in the PDL of the GLLP
group. It is concluded that PDL promotes an altered prostate microenvironment in senescence,
characterized by ECM remodeling and inflammation, and highlights DOHaD as a key player in the

genesis of prostate diseases in the elderly.

Keywords: prostate, DOHaD, maternal protein restriction, and extracellular matrix.
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1. ENUNCIADO DA PROBLEMATICA

Estudos recentes tém consolidado evidéncias consistentes sobre o impacto de
exposicoes adversas precoces, como a desnutrigao, estresse gestacional, ingestdao de substancias
nocivas ¢ alteracoes metabolicas na elevagao do risco de doencgas cronicas nao transmissiveis
(DCNTs) na idade adulta. Conforme demonstrado por Mericq et al., (2017) e Justulin et al.,
(2023), essa associacdo enfatiza o papel crucial de periodos criticos do desenvolvimento,
especialmente a fase intrauterina e a primeira infancia, na reprogramagao de funcgdes
fisioldgicas, um principio fundamental para compreender iniquidades em saude.

Um exemplo muito bem documentado ¢ o episddio do Inverno da Fome Holandesa
(1944-1945). Durante o bloqueio nazifascista alemao a Holanda, a populacdo holandesa
enfrentou grave inseguranca alimentar, com gestantes consumindo apenas 400-800 calorias
diarias, abaixo de um terco das necessidades energéticas recomendadas. Essa situagdo
possibilitou que Ravelli, Stein e Susser (1976) analisassem, anos mais tarde, como a caréncia
nutricional intrauterina influenciou a saude da geragdo seguinte, fornecendo dados pioneiros
sobre a plasticidade do feto e suas repercussdes transgeracionais. Os achados revelaram
consequéncias preocupantes: adultos cujas maes vivenciaram fome no primeiro trimestre
gestacional apresentaram maior prevaléncia de obesidade, diabetes tipo 2 e doengas
cardiovasculares, mesmo em contextos nutricionalmente adequados.

Na década de 1980, o epidemiologista David Barker transformou o campo ao
evidenciar, em coortes historicas britanicas, que neonatos com peso reduzido (< 2,5 kg)
possuiam risco substancialmente maior de desenvolver doengas cardiovasculares e metabolicas
na vida adulta. Sua pesquisa fundamental em Hertfordshire (Barker et al., 1989) constatou que
individuos nascidos entre 1911 e 1930 com restricdo de crescimento intrauterino tinham 2,7
vezes mais probabilidade de obito por cardiopatia isquémica. Tais descobertas fundamentaram
a Hipdtese de Barker, posteriormente expandida para a teoria das origens fetais das doencas do
adulto (FOAD), que propde que adaptacdes fetais a ambientes adversos, como a priorizagao de
nutrientes para Orgdos essenciais, podem tornar-se desadaptativas apds o nascimento,
favorecendo disfungdes (Calkins e Devaskar, 2011; Hanson e Gluckman, 2011).

O conceito de Programacdo Fetal (PF) (Lucas, 1991) ampliou essa perspectiva,
indicando que ndo apenas fatores nutricionais, mas também estresse materno, agentes
infecciosos e poluentes podem alterar a expressao gé€nica e a fisiologia organica. A PF atua
mediante mecanismos adaptativos que possibilitam ao feto responder a condigdes

desfavoraveis. Por exemplo, sob desnutricdo materna, nutrientes sdo redirecionados para 6rgaos
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vitais (cérebro, coracdo), comprometendo o desenvolvimento de outros sistemas, como rins €
pancreas (Hales e Barker, 2001). Essa estratégia inicialmente protetora pode revelar-se
prejudicial em ambientes pds-natais com recursos abundantes.

O conceito DOHaD (Developmental Origins of Health and Disease) ou "Origens do
Desenvolvimento da Saude e das Doengas" emergiu como um avango cientifico ao evidenciar
que a saude adulta é profundamente moldada por exposigdes ambientais, nutricionais e
psicossociais em periodos criticos do desenvolvimento, desde a pré-concepcao aos primeiros
anos. Esse modelo ampliou a Hipotese de Barker, inicialmente centrada na correlagdo entre
baixo peso ao nascer e patologias cardiovasculares, ao integrar mecanismos epigenéticos,
contaminagdo por poluentes, estresse materno e dinamicas sociais. Essa visdo integral explica
como condi¢des precoces alteram percursos fisiologicos. Um pilar central do DOHaD ¢ a
existéncia de janelas de suscetibilidade, fases de intensos processos e com maior
vulnerabilidade a agressdes externas.

Entretanto, desafios significativos permanecem. A desigualdade social potencializa os
riscos associados ao DOHaD, comunidades marginalizadas enfrentam maior exposi¢do a
poluicdo atmosférica, inseguranca alimentar e violéncia, fatores que se combinam para
perpetuar ciclos intergeracionais de adoecimento (O’Reilly, 2022). Adicionalmente, novos
agentes como desreguladores endocrinos presentes em plasticos e agrotoxicos representam uma
preocupacdo crescente no contexto global, demandando politicas regulatérias mais efetivas

(Maradonna, Vandenberg e Meccariello, 2022; Matisova et al., 2012; Stroustrup e Swan, 2024).

1.1 Conceito DOHaD e Restricao Proteica Materna

A restri¢do proteica materna (RPM) aplicada a ratas durante a gestacdo e/ou lactagdo
constitui um modelo experimental amplamente utilizado em pesquisas sobre DOHaD (Jahan-
Mihan et al., 2015; Langley-Evans, 2020). Um desafio significativo associado a subnutri¢ao
materna € o catch-up growth (crescimento compensatério), processo no qual individuos com
restri¢ao de crescimento intrauterino ou desnutri¢do fetal exibem crescimento acelerado apds o
nascimento, frequentemente atingindo padrdes considerados normais. Embora aparentemente
vantajoso, essa recuperacao rapida estd associada a maior propensao para doengas metabodlicas
e cardiovasculares na idade adulta, evidenciando a intrincada interagdo entre adaptacgoes fetais
e ambiente pos-natal (Hales e Barker, 2001; Jahan-Mihan et al., 2015; Langley-Evans, 2020;
Law et al., 1992, 2002; Valdez et al., 1994).
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Durante a gestagdo, o organismo fetal adapta-se a condi¢des adversas para garantir
sobrevivéncia. Por exemplo, fetos expostos a desnutricdo desenvolvem mecanismos de
"economia energética", como reduc¢dao da massa muscular e modificagdes na funcao hepatica,
para priorizar o desenvolvimento cerebral (conforme a hipotese do fenotipo economico(Hales
e Barker, 2001). Apds o nascimento, com acesso a nutri¢do adequada, ocorre o crescimento
compensatorio para recuperar o déficit inicial. Contudo, esse processo pode sobrecarregar
sistemas metabolicamente programados para escassez, gerando (Lucas, Fewtrell e Cole, 1999).

Nesse cendrio, a literatura demonstra que a RPM induz alteragdes especificas em diversos
orgaos. No figado, observa-se redugdo da proliferacdo celular, modificagdes na expressao
génica de hepatdcitos e mudangas no perfil antioxidante (Campisano ef al., 2017; Martin et al.,
2018; Martins et al., 2018; Ramadan, Alshiraihi e Al-karim, 2013). O pancreas mostra
diminui¢do no nimero de células B e na secre¢ao de insulina (Morimoto et al., 2012; Su et al.,
2016). No sistema nervoso central, a RPM afeta a estrutura, bioquimica e nimero de neurdnios
(Gould et al., 2018). O sistema renal apresenta reducgdo vitalicia no nimero de néfrons (Rizzi
et al.,2017), enquanto o sistema respiratdrio exibe diminui¢do de alvéolos pulmonares, redugao
da wvascularizacdo, alteracdes na producdo de surfactante, impactos na acdo de
metaloproteinases ¢ modificagdes no proteoma pulmonar, tanto precocemente quanto durante
o envelhecimento, afetando estrutura pulmonar, defesa antioxidante e imunidade (Khazaee et
al.,2019; Liu et al., 2014; Naia Fioretto, Maciel, et al., 2024).

A RPM também compromete a fungdo reprodutiva em modelos animais, desencadeando
disfungdes hormonais e morfoldgicas. A fertilidade ¢ severamente prejudicada, com redugao
na contagem espermatica no dia pos-natal (DPN) 270, associada a diminuicdo de células de
Sertoli e desorganiza¢do dos tibulos seminiferos (Zambrano ef al., 2005). Esses danos sao
agravados por alteragdes na proliferacdo de células germinativas, aumento do estresse oxidativo
testicular e reducgdo da capacidade antioxidante no esperma e tecidos reprodutivos (Bautista et
al.,2017; Rodriguez-Gonzélez et al., 2012, 2014). No epididimo, verificam-se redugdo de peso,
hipovascularizagdo e imaturidade ductal, refletindo comprometimento da maturagdo
espermatica dependente de androgenos (Cavariani et al., 2019; Santos, T. de M. et al., 2019).

Ha trés décadas, William Gardner prop6s uma hipotese visiondria: "The origins of prostatic
diseases, including carcinoma, are to be found in the in utero influences upon the developing
prostate" (Gardner, 1995). Essa proposi¢ao pioneira sugeria que fatores ambientais € hormonais

durante o desenvolvimento embriondrio e fetal, como disruptores enddcrinos, fitoestrogenos na
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dieta materna e desequilibrios esteroidais, poderiam modular permanentemente a biologia
prostatica, predispondo a lesdes na maturidade.

Estudos recentes de nosso grupo demonstraram que a RPM afeta o desenvolvimento e o
envelhecimento prostatico. Colombelli et al., (2017) relataram que ratos expostos a RPM
durante a gestacdo e/ou lactacdo apresentaram, na prostata ventral (PV), redu¢do do tamanho
dos 4cinos glandulares e comprometimento da angiogénese, indicando atraso no
desenvolvimento glandular. Na senescéncia (DPN 540), (Santos, S. A. A. et al., 2019)
detectaram maior incidéncia de lesdes como displasia epitelial, neoplasia intraepitelial
prostatica (PIN) e carcinoma in situ. Alteragdes protedmicas na prostata senescente revelaram
enriquecimento de vias relacionadas a sinalizagdo estrogénica, fungdes do reticulo
endoplasmatico e metabolismo energético (Alcantara Santos et al., 2020), enquanto (Portela et
al., 2021) identificaram estresse oxidativo intraprostatico e desregulacdo de biomarcadores de
cancer de prostata (CaP). Recentemente, (Naia Fioretto, Colombelli, et al., 2024) observaram
aumento na infiltracao de células imunes associada a RPM, exacerbada pelo consumo pds-natal
de agucar, e (Mattos et al., 2025) descreveram alteracdes estereologicas, inflamatorias e redox
no lobo dorsolateral. Para elucidar mecanismos epigenéticos, (Santos ef al., 2022) realizaram
analises transcriptomicas ¢ de small RNA-seq, identificando desregulacdo do miR-18a-5p na
PV de animais idosos sob RPM — a qual modula o gene P4hb, uma isomerase crucial para o
dobramento proteico no reticulo endoplasmatico, possivelmente vinculada a carcinogénese.
(Portela et al., 2023) relataram superexpressao do miR-206 na PV de ratos jovens sob RPM,
correlacionada a redugdo de receptores estrogénicos e aumento da deposi¢ao de colageno. Além
disso, (Baptista et al., 2024) identificaram clusters de piIRNAs associados ao envelhecimento e
ao CaP em resposta a RPM.

Assim, a RPM estabelece-se como um modelo translacional robusto para elucidar como
condi¢des adversas nutricionais precoces reconfiguram sistemas fisiologicos, predispondo a

doengas cronicas na maturidade.

1.2 Prostata e Matriz Extracelular

A prostata ¢ uma glandula acessoria do sistema genital masculino, cujo
desenvolvimento e homeostasia encontram-se sob controle androgénico (Cunha et al., 1987)
Ela secreta um complexo proteolitico composto por fosfatase acida, acido citrico, fibrinolisina,
enzimas especificas, agentes imunossupressores € outros fatores componentes do fluido seminal

(Marker et al., 2003), fundamentais para o sucesso reprodutivo, pois liquefaz o ejaculado,

12



garante a motilidade e protege os espermatozoides dos danos imunologicos causados pelo
sistema genital feminino (Aumiiller e Seitz, 1990; Maccioni, Cabezas e Rivero, 2003).

Em ratos, a prostata ¢ dividida em lobos distintos, sendo o ventral, dorsal, lateral e
anterior, cada um com caracteristicas unicas de MEC. Os lobos dorsal e lateral (PDL = proéstata
dorsolateral) sdo comumente estudados em conjunto, sendo o objeto de estudo deste trabalho.
A prostata de roedores ¢ uma glandula ductal composta, sem acinos, revestida por epitélio
pseudoestratificado colunar com células secretoras e células basais. Diferengas regionais sao
marcantes: as regioes distais (pontas dos ductos) tém alta atividade proliferativa e secretora,
enquanto as proximais (proximas a uretra) apresentam epitélio cuboidal e expressam antigenos
uroteliais. O estroma circunda os ductos com camadas concéntricas de musculo liso,
fibroblastos e MEC, com proporcao epitélio-estroma de ~5:1 em ratos (Cunha et al., 1987)

A MEC ¢ um componente fundamental dos tecidos, composta por uma rede dinamica
de macromoléculas como colagenos, elastina, glicoproteinas (e.g., fibronectina, laminina) e
proteoglicanos. Essa estrutura tridimensional fornece suporte mecanico e regula processos
celulares criticos, incluindo adesdo, migracao e diferenciagdo (LeBleu, MacDonald e Kalluri,
2007; Rowe e Weiss, 2009). As fibras de coldgeno e elasticas conferem resisténcia e
flexibilidade, enquanto glicoproteinas facilitam a adesdo celular via integrinas. Os
proteoglicanos modulam a arquitetura da MEC, controlam sua permeabilidade e regulam a
biodisponibilidade de fatores de crescimento e proteases (Tuxhorn, Ayala e Rowley, 2001).

Na prostata, o estroma composto por fibroblastos, miofibroblastos e células musculares
lisas que secretam fatores de crescimento, sintetiza MEC, expressa receptores hormonais e 5-a.
redutase. A MEC prostatica € rica em colageno tipo I/IIl (conferem rigidez) e laminina
(essencial para polaridade epitelial) (Berry, Maitland e Collins, 2008; Cunha et al., 2018).
Alteracdes em sua composi¢ao estdo ligadas a hiperplasia benigna e cancer, onde desequilibrios
na sintese/degradacdo levam a fibrose ou perda de integridade tecidual. O remodelamento do
colageno tipo I facilita a migracao tumoral e progressao do CaP (Bonnans, Chou e Werb, 2014;
Fang et al., 2014).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) compreendem uma familia de proteases
dependentes de zinco que catalisam a clivagem de componentes da matriz extracelular,
incluindo colageno, fibronectina e laminina (Nabeshima et al., 2002). Entre as MMPs, as
gelatinases (MMP-2 e MMP-9) demonstram capacidade para degradar colagenos de estrutura
andmala e os tipos IV, V, VII e IX. Dentre elas, a MMP-9 ¢ a enzima responsdvel pela

degradagdo do coldgeno tipo IV, sendo o principal constituinte da membrana basal. Estudos
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recentes revelaram seu envolvimento em processos bioldgicos como apoptose, angiogénese,
diferenciagdo celular, respostas imunes e progressao tumoral (Mook, Frederiks e Noorden, Van,
2004). A avaliagado da atividade proteolitica desta metaloproteinase ¢ fundamental para elucidar
os mecanismos de dano e regeneracdo da membrana basal, bem como a decomposi¢do
patologica do colageno em condigdes como aterosclerose, neoplasias e artrite reumatoide
(Bjorklund e Koivunen, 2005; Busti ef al., 2010; Egeblad e Werb, 2002; Murphy e Nagase,
2009).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais
Investigar os efeitos da restricdo proteica materna (RPM) sobre a matriz extracelular

(MEC) da prostata dorsolateral (PDL) de ratos velhos.

3.2  Objetivos Especificos

1. Analise estereologica dos compartimentos prostaticos;

2. Quantificacdo da area total de deposi¢do de colageno;

3. Contagem de mastdcitos;

4. Avaliar a expressao proteica de colageno, fibronectina, TGF-f;
5. Atividade gelatinolitica das MMPs 2 e 9.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Sprague Dawley, com peso entre 250 e 300 g, machos
e fémeas adultas, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, SP. O uso experimental e cientifico desses animais passou pelo crivo e foi aprovada
pela Comissio de Etica no Uso de Animais do Instituto de Biociéncias de Botucatu, sob o
protocolo CEUA n° 7376171224. Os animais e suas proles foram mantidos no Biotério de
Roedores do Setor de Morfologia, em caixas de polietileno, com dois animais por caixa,
utilizando substrato de maravalha autoclavada. As condi¢des de manejo incluirdo controle de
luminosidade e temperatura média de 25°C, além de agua filtrada e ragdo a vontade (ad libitum).
Apo6s um periodo de adaptagdo, ratas com 3 meses de idade foram colocadas em caixas junto
com machos, utilizando o sistema de harém (3 fémeas para 1 macho) para o acasalamento. A

prenhez foi confirmada por esfregago vaginal, e 24 ratas foram alocadas aleatoriamente em
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caixas individuais, divididas em dois grupos experimentais: o grupo Controle (CTR, n=12), que
receberd uma dieta padrdo com 17% de proteina durante a gestacdo e lactagdo, e o grupo de
Restricdo Proteica Gestacional e Lactacional (GLLP, n=12), que foi alimentado com uma dieta
com 6% de proteina durante os mesmos periodos. Ambas as dietas foram isocalodricas e
normossodicas (0,20%), utilizando a racdo AIN-93 modificada (Reeves, Nielsen e Fahey,
1993), conforme detalhado na Tabela 1. Imediatamente apos o nascimento, foi padronizado o
numero de filhotes para oito por rata, mantendo uma propor¢ao de 1:1 entre machos e fémeas,
a fim de evitar alteracdes no cuidado materno com a prole. Para a fase experimental, foram
selecionados quatro filhotes (um macho de cada mae) que foram eutanasiados no DPN 21 e
540. No momento da eutanasia, a PDL foi dissecada, coletada, pesada e processadas para
diferentes andlises: 1. Congelada a -80°C, até o0 momento de extragdo de proteinas; 2. Fixadas,
para histotécnicas, em Methacarn (60% metanol + 30% cloroférmio + 10% acido acético) por
4 horas (Puchtler et al., 1970). Apds a fixagdo, o material passara pelo processo de desidrata¢ao
em série crescente de etandis, diafanizado em xilol e incluido em Paraplast (Sigma). Os cortes
foram feitos em micrétomo rotativo com 5 pm de espessura, coletados em laminas silanizadas

e armazenados até¢ o momento do uso em coloragdes por azul de toluidina e Picrossirius red.

Tabela 2. Composic¢do das ragdes nas diferentes dietas oferecidas durante o experimento.

Ingredientes Normoproteica Hipoproteica
(17 % de proteina g/kg) (6 % de proteina g/'kg)
Caseina (84% de proteina) 202 71.5
Amido 397 480
Dextrina 130.5 159
Sacarose 100 121
L-cistina 3 1
Fibra pH 101 ou pH 102 50 50
(microcelulose)
Oleo de soja 70 70
Mistura de sais AIN93G** 35 35
Mistura de vitaminas AIN93G™** 10 10
Cloridrato de Colina ou Bitartarato 2.5 2.5
de Colina

** para reconhecer composi¢do detalhada do mix de sais e vitaminas, consultar (REEVES; NIELSEN:
FAHEY. 1993). A dieta ¢ claborada pela empresa PragSolugdes (PragSolugdes, Jai, SP, Brasil)

4.2  Analise estereologica
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Amostras da PDL de animais no PND540 (n=6/grupo) foram desidratadas em etanol,
diafanizadas em xilol e adicionadas ao Paraplast ap6s repouso de 4 horas no fixador. Em um
microtomo rotativo, seccoes de 5 um de Paraplast foram fatiadas e colocadas em laminas
silanizadas. As secc¢des de parafina foram coradas com Hematoxilina-Eosina para analise
morfologica e morfométrica. As imagens foram produzidas utilizando uma camera digital
acoplada ao microscopio (Leica DM2500) e um software de andlise de imagens (Leica LAS
V4.5). Nessas analises, as proporgoes relativas dos componentes do DLP (epitélio, laimen e
estroma) foram determinadas por analise estereologica (Weibel, Kistler e Scherle, 1966). Os
resultados foram expressos como uma porcentagem de cada componente e uma propor¢ao da

area total analisada.

4.3 Quantificacio de coliagenos totais

Os cortes histologicos (n = 6/grupo) foram inicialmente submetidos a desparafinizagao
em xilol (2 X 5 minutos) e reidratacdo em série alcoodlica decrescente (alcool absoluto 100%,
90%, 80% e 70%, 5 minutos cada). Em seguida, as laminas foram imersas em agua destilada
por 5 minutos para equilibrio. Para a coloragdo, as amostras foram incubadas em solugao
saturada de acido picrico por 20 minutos, seguidas de imersdo em solugdo de Picrosirius Red
(0,1% em acido picrico saturado) por 1 minuto. Apds lavagem em agua destilada para remocgao
do corante residual, as laminas retornardo a solugdo de acido picrico por 4 minutos para
diferencia¢do. Em seguida, os cortes foram rapidamente desidratados em alcool absoluto 100%
(2 x 15 segundos) e clarificados em xilol (2 x 3 minutos). Finalmente, as laminas foram
montadas com meio resinoso adequado (ex.: Entellan®) e secas a temperatura ambiente. A
analise foi realizada em um microscopio Leica DM2500 e fotodocumentados pelo analisador

de imagens no software Leica LAS V4.5 para andlises quantitativas no software Fiji.app.

4.4  Contagem de mastocitos

Os cortes prostaticos (n = 6/grupo) foram corados com azul de toluidina, o que permitiu
a visualizacdo e andlise dos mastocitos no estroma dessa glandula. As imagens foram
produzidas utilizando uma camera digital acoplada ao microscopio (Leica DM2500) e um
software de analise de imagens (Leica LAS V4.5). As contagens foram realizadas em 10
fotomicrografias (barra de escala em 40x) por animal cada animal. Técnica adotada por

(Mendes et al., 2014).
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4.5  Western blot

As PDLs (n = 6) foram homogeneizadas em tampdo de extracdo RIPA (Pierce,
Rockford, IL, EUA) suplementado com inibidores de proteases. A seguir, as amostras foram
centrifugadas a 4.000 rpm e 4°C por 20 minutos para remog¢ao de debris celulares e material
insoluvel. A concentragdo proteica foi determinada pelo método de Bradford50 (MM, 1976).
Aliquotas contendo 70 pg de proteinas foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10%, sob condi¢des redutoras com [-mercaptoetanol. Posteriormente a
eletroforese, as proteinas foram transferidas por eletroblotagem para membranas de
nitrocelulose Hybond™ ECL (Amersham, Little Chalfont, Reino Unido). As membranas foram
bloqueadas com solu¢do de leite desnatado a 5% em TBS-T (Tris-Buffered Saline com 0,1%
Tween-20) por 1 hora, para reducdo de ligagdes inespecificas. Em seguida, foram incubadas
durante 16 horas a 4°C com anticorpo primario descrito na Tabela 2. Apos trés lavagens em
TBS-T (10 minutos cada), as membranas foram incubadas com o anticorpo secundario
especifico (diluido em TBS-T) por 2 horas em temperatura ambiente. Para determinag¢do do
peso molecular, foi utilizado o padrao Kaleidoscope™ (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), incluido
na corrida eletroforética. A detec¢ao das bandas foi realizada com o kit de quimioluminescéncia
ECL™, ¢ as imagens foram capturadas no sistema ImageQuant™ 350 (GE Healthcare,
Chicago, IL, EUA). As analises semi-quantitativas foram feitas por densitometria das bandas
utilizando o software ImagelJ (NIH, EUA), e os valores de densidade optica integrada (IOD)

foram submetidos a analise estatistica.

Tabela 2. Lista de anticorpos que foram utilizados no Western blot.

Anticorpo Fabricante/Lote Dilution
AR Abcam/ab133273 1:1000
Colageno 1 Abcam/ab270993 1:1000
TGF-p Abcam/ab215715 1:2000

4.6  Zimografia
O ensaio de zimografia de gelatina foi realizado conforme descrito por Justulin et al.,
(2010). Brevemente, lobos de VP congelados (n = 6/grupo) foram homogeneizados em tampao
RIPA (50 mM de Tris pH 7,5 com 0,25% de Triton-X 100), centrifugados, e as proteinas totais
foram quantificadas pelo método de Bradford50 (MM, 1976). Aliquotas contendo 28 pg de
proteina foram submetidas a eletroforese em géis de poliacrilamida com 0,1% de gelatina (8%
de acrilamida), utilizando o sistema MiniProtean II da Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories Inc.,
17



Richmond, CA, EUA). Em seguida, os géis foram lavados sob agitagdo em solucdo de Triton-
X 100 a 2,5% e incubados overnight em tampao de 50 mM Tris-HCI (pH 8,4), contendo 5 mM
de CaCl2 e 1 uM de ZnCI2, a 37 °C. Posteriormente, os géis foram corados com Azul de
Coomassie, € as areas de protedlise foram quantificadas utilizando o software ImagelJ (National

Institutes of Health, EUA). Os resultados foram expressos em variagao relativa (fold change)

como média + desvio padrao.

4.7 Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados com o software GraphPadPrism® (versao 5.00,
Graph Pad, Inc., San Diego, CA). Os resultados foram submetidos a analise de normalizagdo
(teste de Shapiro-Wilk). Em seguida cada teste foi realizado por testes t (paramétrico ou nao-

paramétrico). As diferencas serdo consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.

5. RESULTADOS
5.1 Morfologia glandular

A analise estereoldgica da PDL no DPN 540 revelou alteragdes estruturais significativas
no grupo GLLP. Houve uma expansdo epitelial com aumento no niimero e tamanho dos

dobramentos, e redugdo estromal, contrastando com a arquitetura glandular homogénea do

grupo CTR, como mostra a Figura 1.
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Figura 1. Morfologia da PDL dos grupos CTR (A) e GLLP (B) no DPN 540. Andlise estereologica dos

compartimentos prostaticos da PDL (C). * Diferenca estatistica com p>0,05.
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5.2 Colagenos totais
Embora altera¢des estruturais tenham sido observadas, a deposicdo de coladgeno total

permaneceu inalterada entre os grupos CTR e GLLP na andlise da histocoloragdo por

Picrosirius Red (Figura 2).

Diferenga estatistica com p>0,05.

5.3  Contagem de mastdcito

Na coloracao de Azul de Toluidina para a contagem de mastdcitos, podemos perceber,
visualmente, uma maior aglomeracdo dessas células nos animais do grupo GLLP. Foi realizada
a contagem e constatamos uma maior presenca de mastocitos no estroma glandular dos animais

do grupo GLLP, quando comparado ao CTR (Figura 3).

o]

6=

% of mast cells

CTR GLLP

Figura 3. A contagem de mastdcitos na PDL de animais no DPN 540 revelou uma maior abundancia no grupo

GLLP. * Diferenga estatistica com p>0,05.

5.4  Expressao proteica
As andlises de expressdo proteica por Western blot para Coladgeno I, TGF-f e receptor

de androgeno (AR) ndo demonstrou diferencas significativas entre os grupos CTR e GLLP

(Figura 4).
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Figura 4. Analise de expressdo proteica por Western Blot de Colageno I, TGF- e AR. * Diferenga estatistica com

p>0,05.

5.5  Atividade gelatinolitica

A quantificagdo da atividade gelatinolitica das MMPs por zimografia demonstrou um

aumento na MMP-2, enquanto na MMP-9 nao houve diferenca significativa.

MMP-2 MMP-9
4+ 2.0
*k

o 3 T @ 1.5 T
o o
c c
£ P
O 24 O 1.0
L] )
e e

1- 0.5

0- 0.0-
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Figura 5. Atividade gelatinolitica das MMPs-2 e 9 quantificadas por zimografia. * Diferenga estatistica com

p>0,05.

6. DISCUSSAO

A RPM impacta na arquitetura glandular, em células inflamatdrias e na remodelacao
tecidual. Os dados morfométricos revelam os impactos estruturais, enquanto nos animais do
grupo CTR a glandula possui acinos dilatados, com grandes regides lisas e integras de epitélio,
caracteristicas normais do epitélio prostatico de um animal adulto (Cunha et al., 2018; Marker
et al., 2003), os animais do grupo GLLP apresentaram 4cinos menos dilatados e aumento no
numero e tamanho de dobras epiteliais. A formagao acentuada dessas “pregas” epiteliais pode

representar uma tentativa adaptativa de ampliar a superficie secretora frente a um
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microambiente estromal comprometido, sendo um mecanismo observado em estagios iniciais
de desordens prostaticas (Marzo, De et al., 2007; Sfanos et al., 2018).

Os mastocitos sao células que participam de processos inflamatorios, uma vez que elas
possuem em seu citoplasma granulos contendo moléculas pro-inflamatérias, tais como
histamina, heparan sulfato, prostaglandinas, entre outros fatores (Bischoff, 2007). O aumento
desse tipo celular na glandula prostatica pode estar relacionado ao aumento da inflamagao
tecidual, e esta quando persistente, tem sido ligada ao processo de carcinogénese (M e SK,
2013). Este estudo revelou um aumento significativo no recrutamento dessas células
inflamatorias na PDL do grupo GLLP. Esse achado ¢ particularmente evidente na presencga
elevada de mastocitos, que desempenham papéis cruciais na resposta imune ¢ na homeostase
tecidual. Os mastdcitos sdo bem conhecidos por seu envolvimento em reagdes alérgicas e
modula¢do inflamatoria por meio da secrecao de histaminas, citocinas e proteases (Galli, Tsai
e Piliponsky, 2008; Mukai et al., 2018). Esses mediadores podem alterar o microambiente
tecidual, promovendo o recrutamento de células imunes adicionais e contribuindo para a
inflamacao cronica observada em desordens prostaticas (Messex e Liou, 2023; Naia Fioretto,
Colombelli, et al., 2024; Zhao et al., 2021).

A elevagdo significativa da atividade realizada pela MMP-2 e da normalidade referente
a MMP-9 revela um padrao seletivo de regulagdo no microambiente prostatico. A dissociagdo
observada no perfil de atividade gelatinolitica entre as MMPs pode ser contextualizada pela
especificidade bioquimica das gelatinases. Enquanto a MMP-2 demonstra maior eficiéncia
catalitica sobre colagenos basais (tipos IV e V) e componentes da ldmina basal, a MMP-9 esta
mais fortemente implicada em processos inflamatorios agudos e remodelagdao de colageno
intersticial. A elevagdo isolada da MMP-2 sugere, portanto, a ativagao preferencial de vias de
remodelagdo tecidual cronica, possivelmente vinculada aos processos fibroticos previamente
documentados neste modelo experimental, enquanto a estabilidade da MMP-9 sugere auséncia
de inflamagdo aguda, compativel com um processo cronico de baixo grau. Notavelmente, a
superexpressao de MMP-2 correlaciona-se com redugdo na sobrevida de pacientes com CaP
(Trudel et al., 2003, Trudel et al., 2008), bem como pode ser impulsionada pelo estresse
oxidativo intraprostatico (Portela et al., 2021) e sinalizacdo estrogénica alterada (Rodriguez-
Gonzélez et al., 2014; Santos, S. A. A. et al., 2019; Zambrano et al., 2005) observados neste

modelo.
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7. CONCLUSAO

Concluimos que a RPM estabelece um microambiente alterado na MEC da proéstata
senil, caracterizado pela arquitetura prostatica impactada, maior abundancia de células
inflamatoérias e desregulacdo no remodelamento da MEC. Esses dados reforcam o DOHaD
como pecga-chave na génese de doengas prostaticas do idoso, sugerindo que intervengdes

nutricionais precoces podem mitigar riscos futuros.
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