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Resumo

A proéstata € uma glandula acessoria do sistema genital dos mamiferos cujo
desenvolvimento ocorre sob influéncia de andrégenos, hormdnios esteroides
responsaveis por induzir a diferenciacdo e a maturagdo do sistema reprodutor
masculino e por atuar no desenvolvimento das caracteristicas sexuais
secundarias masculinas. A privacdo dos andrégenos pode ocorrer por meio da
orquiectomia (castracao cirargica), a fim de suprimir os niveis de testosterona e
promove, na glandula prostatica, a atrofia das células epiteliais. E as células
musculares lisas passam a atuar na adaptacdo do compartimento estromal que
interage e contribui para a reducdo da atividade das estruturas epiteliais. Nesse
compartimento é possivel observar a presenca de varios tipos celulares, como
0s macrofagos, que séo responsaveis por atuar ativamente na homeostase do
sistema reprodutivo. Dessa forma, o presente estudo teve por objetivo avaliar as
modificacdes decorrentes da remodelacéo tecidual resultantes da privacdo de
andrégenos na prostata ventral de gerbilos, com énfase na distribuicdo e
ocorréncia dos macrofagos. Foram utilizados gerbilos (Meriones unguiculatus)
machos adultos divididos nos grupos: controle e castrados (eutanasiados no 3°,
7° e 14° dia apds a orquiectomia). O lobo ventral da prostata desses animais foi
removido, pesado e processado para microscopia de luz. Foram realizadas
andlises estereoldgicas, morfométricas, sorologica, imunoistoquimicas e
imunofluorescéncia. Os dados obtidos indicam que a castracdo promoveu o
rearranjo dos diferentes tipos celulares e influenciou em altera¢cdes na proporcao
relativa dos compartimentos teciduais da proéstata ventral. Assim, os resultados
obtidos poderdo contribuir para o maior entendimento da acdo das células
estromais no processo de remodelacdo tecidual frente a realizacdo da
orquiectomia, principalmente em gerbilos, em que os efeitos a curto prazo (trés

dias), ainda nao tinham sido relatados.

Palavras-chave: préstata; orquiectomia; macrofagos.



Abstract

The prostate is an accessory gland of the genital system of the mammals and its
development occurs under the influence of androgens, steroid hormones wich
are responsible for inducing the differentiation and maturation of the male
reproductive system, operating in the development of the male secondary sex
characteristics. Deprivation of androgens may occur through orchiectomy
(surgical castration) in order to suppress testosterone levels. Orchiectomy
promotes atrophy of the epithelial cells in the prostate gland and the smooth
muscle cells are adapted to operate in the stromal compartment to reduce the
epithelial structures activity. In the stromal compartment is possible to observe
various cell types, including macrophages that work actively in the homeostasis
of the reproductive system tissues. Thus, this study aims to evaluate the changes
resulting from tissue remodeling resulting from androgen deprivation in the
ventral prostate of gerbils, with emphasis on the distribution and occurrence of
macrophages. Adult males gerbils (Meriones unguiculatus) was divided into
groups: control and castrated (euthanized at 3 th, 7th and 14th days after
orchiectomy). In these animals, the ventral lobe of the prostate was removed,
weighed and processed for light microscopy. Stereological, morphometric,
serological, immunohistochemistry and immunofluorescence analysis was
performed. The data indicated that castration promoted a rearrangement of the
different cell types and influenced in alterations in the relative proportion of the
tissue compartments of the ventral prostate. Thus, the results may contribute to
a better understanding of the stromal cells actions in the tissue remodeling
process, especially in gerbils, in which the short-term effects (three days) had not

been reported.

Key words: prostate; orchiectomy; macrophages.
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1. Introducéo
1.1. Morfofisiologia da prostata

A prostata é uma glandula acessoria do sistema genital dos mamiferos
composta por dois compartimentos distintos, o epitelial, o estromal e o luminal.
Estes compartimentos interagem mutuamente via receptores androgénicos e
essa interacdo € importante para o desenvolvimento, para a diferenciacao
durante a embriogénese e para a manutencdo da préstata durante a vida adulta
(HAYWARD et al., 1997; CUNHA et al., 2004; BERRY et al., 2008; KRUSLIN et
al., 2015).

A acdo hormonal na glandula prostatica € determinada ndo somente pela
concentracdo de andrégenos, mas também por estrégenos e outros hormonios
e pela presenca de fatores, como os de crescimento e os proteicos (HSING et
al., 2002; GOFFIN et al., 2011; HERRERA-COVARRUBIAS et al., 2015).

Comparacdes do desenvolvimento prostatico em humanos e roedores
mostram que a morfogénese ocorre de maneira analoga (TIMMS et al., 1994;
ROCHEL et al., 2007). Nos humanos o desenvolvimento prostatico ocorre na
fase pré-natal, enquanto em alguns roedores o desenvolvimento ocorre desde a
fase pré-natal e continua no periodo neonatal completando-se até a maturidade
sexual (VILAMAIOR et al., 2006; SANCHES et al., 2014).

Na maioria dos roedores, a préstata é formada por quatro lobos distintos,
bilateralmente simétricos, que circundam a uretra na base da bexiga urinaria,
sao eles: anterior (também chamado de glandula coaguladora), dorsal, lateral e
ventral. Esses lobos apresentam caracteristicas particulares de ramificacdo de
ductos e de producéao de secrecdes proteicas (SUGIMURA et al., 1986; ROCHEL
et al., 2007). O lobo ventral é utilizado com frequéncia em estudos relacionados
com a biologia prostética, pelo fato de ser mais dependente de andrégenos que
os demais (GOES et al., 2007; MONTICO et al., 2013).

A interacdo paracrina que se estabelece entre o epitélio e o estroma ao
seu redor é fundamental durante a morfogénese prostatica e na homeostase do
orgao adulto de humanos e de roedores (CUNHA et al., 1985; HAYWARD et al.,

1997). Esses compartimentos interagem diretamente um com 0 outro, essa
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relacdo € conhecida como interacdo epitélio/estroma (ROCHEL-MAIA et al.,
2011).

Desequilibrios na interacdo homeostatica entre epitélio e estroma
prostaticos podem iniciar e promover carcinogénese nesse 60rgao (SUNG &
CHUNG, 2002) e durante esses processos, 0 mecanismo de estimulacdo
paracrina, principal responsavel pelo desenvolvimento e pela manutengéo da
prostata, pode alterar-se para um mecanismo autdcrino estimulado por
androgenos (CUNHA et al., 2002).

A morfogénese de brotamento na prostata de ratos e gerbilos da Mongolia
ocorre entre os dias 19 e 20 e entre os dias 20 e 21 de gestacao,
respectivamente. Esta diferenca pode ser explicada pelo fato do gerbilo possuir
um maior tempo de gestacdo (SANCHES et al., 2014). Além disso, estudos
relatam que em ratos, os acinos funcionais estdo presentes no 10° dia de vida
(PRINS & PUTZ, 2008). Porém, a presenca destes acinos funcionais nos gerbilos
ocorre no 30° dia de vida (SANCHES et al., 2016).

Normalmente o mesénquima e o seio urogenital expressam receptores de
androgenos (AR) que atuam no desenvolvimento das glandulas do trato genital
masculino. A expressao de fatores de crescimento paracrinos no mesénquima
também é responsavel pela morfogénese glandular e pelo crescimento das
células epiteliais na prostata em desenvolvimento (HAYWARD et al., 19964, b).

A prostata madura tem organizacdo estrutural complexa, sendo
constituida por compartimentos teciduais distintos como o compartimento
luminal ou Iimen, o compartimento epitelial e o compartimento estromal
(RISBRIDGER et al., 2005; ROCHEL et al, 2007). O compartimento epitelial
consiste de quatro tipos de células: basal, secretora, intermediaria e
neuroendocrina que sdo dependentes dos hormonios esteroides e respondem
diferentemente a cada um deles (DE MARZO et al., 1998, RUMPOLD et al.,
2002).

O estroma prostatico € um arranjo complexo de células musculares lisas
(CML) e fibroblastos imersos em uma matriz extracelular (MEC) ao redor dos
acinos e ductos prostéaticos. As CML sao responsaveis pela producao de fatores
autocrinos e paracrinos que contribuem para a homeostase da proéstata
(VILAMAIOR et al., 2000; TUXHORN et al., 2001) atuando no epitélio, por meio
do estimulo por andrégenos e outros sinais de regulagdo, e contribuem para
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homeostase da glandula (VILAMAIOR et al., 2000). Essas células também
produzem fibras colagenas (MUNTZING, J, 1981; IZUMIYA & NAKADA, 1997),
fibras eldsticas (CARVALHO et al., 1996), proteoglicanos (KOFOED et al., 1990;
TERRY & CLARK, 1996a; TERRY & CLARK, 1996b), microfibrilas (CARVALHO
et al., 1997) e outras macromoléculas. Todos esses componentes sao
responsivos, de modo diferente, a privagdo de andrégenos (VILAMAIOR et al.,
2000).

1.2. A prostata do gerbilo

O gerbilo da Mongolia € um roedor murideo pertencente a subfamilia
Gerbillinae e espécie Meriones unguiculatus. Este animal tem se revelado um
modelo valioso para o estudo da préstata (SANTOS E TABOGA, 2006; SANTOS
et al.,, 2007; FOCHI et al., 2008; CAMPOS et al., 2010), pois esta glandula
apresenta-se anatomicamente semelhante a préstata humana, no que se refere
a compacidade e a fusdo de seus lobos, caracteristicas ausentes no rato e no
camundongo, onde os lobos ventral, dorsal e dorso-lateral séo distintos (Figura
1) (PRICE, 1963).

Nos gerbilos adultos (90-120 dias), a préstata apresenta acinos com
epitélio prismético simples e caracteristicamente secretor. Entre as porcdes
glandulares, ha estroma conjuntivo vascularizado, com relativamente poucas
fibras reticulares, coldgenas e elasticas, além de células musculares lisas bem
compactadas, dispostas ao redor de cada acino. Essas caracteristicas teciduais
e a disposicdo dos elementos epiteliais, estromais e musculares sédo também
muito semelhantes as encontradas na prostata humana (PEGORIM DE
CAMPOS et al., 2006, ROCHEL et al., 2007).

Com base nas semelhancas morfofuncionais ja conhecidas, € importante
simular situagdes experimentais, a fim de conhecer as respostas da prostata as
diferentes condi¢cdes, o que permite ampliar o conhecimento da histofisiologia
dessa glandula de grande importancia para a homeostase e funcionalidade do
sistema genital masculino. O estabelecimento de modelos experimentais para o
estudo das relagbes entre o epitélio e o estroma e o conhecimento dos

componentes celulares e macromoleculares, bem como suas inter-relacées na
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préstata tornam-se instrumentos muito importantes para o entendimento do

desenvolvimento, da estrutura e da fisiologia dessa glandula.

Figura 1. Complexo prostatico de gerbilo adulto. Vista lateral (A), dorsal (B, D) e
ventral (C). Bexiga urinaria (BL), glandula coagulatéria (CG), lobo dorsal (DL), lobo
dorso lateral (DLL), lobo ventral (VL), vesicula seminal (SV), uretra (UR) (ROCHEL et
al., 2007).

1.3. Regulacdo hormonal da prostata

Os andrégenos desempenham papel central na regulagéo do crescimento
da prostata de mamiferos, apresentando capacidade de estimular a proliferacéo
e inibir a morte das células epiteliais (ISAACS, 1984; KYPRIANOU & ISAACS,
1987; BANERJEE et al., 2001). Esses hormodnios esteroides sado responsaveis
por induzir a diferenciacéo e a maturacao do sistema reprodutor masculino e por
atuar no desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias masculinas
(HSING et al., 2002). O desenvolvimento prostatico € mediado pela regulacéo
hormonal, primeiramente, por andrégenos que coordenam 0 crescimento e a
diferenciacéo por meio de sua interacdo com o AR (GREEN et al., 2012).

O AR é membro da familia de receptores hormonais esteroides que tem
sua ativagao realizada por fatores de transcricao nuclear (EVANS, 1988; TAPLIN

&BALK, 2004). Além do AR, outros receptores nucleares de esteroides, como o
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ERa ou ERS1 (receptor de estrogeno alfa) e o ERB ou ERS2 (receptor de
estrogeno beta), sdo determinantes para o desenvolvimento da prostata; sendo
expressos em locais e em momentos especificos durante a organogénese
prostatica (MCPHERSON et al., 2007).

A producéo de androgenos é regulada pelo eixo hipotalamico-hipofisario-
gonadal (CUNHA et al., 2001), sendo que a testosterona (T) é o representante
predominante dessa categoria de hormonios. As células de Leydig dos testiculos
sdo responsaveis por produzir mais de 95% da T circulante no organismo
(HSING et al., 2002). Na prostata estima-se que aproximadamente 60% do total
de andrégenos sdo de origem testicular e o restante é originado pelas glandulas
adrenais (LABRIE et al., 2005; LABRIE, 2011).

Embora a T seja o principal andrégeno circulante do plasma, na préstata,
0 androgeno predominante € o hormdnio Di-hidrotestosterona (DHT), formado a
partir de T por agdo da enzima 5a-redutase. A T e a DHT ligam-se ao mesmo
tipo de receptor — 0o AR, porém desencadeiam efeitos fisiolégicos distintos
(HSING et al, 2002). O Dehidroepiandrosterona (DHEA) e Sulfato-
Dehidroepiandrosterona (SDHEA) sdo dois precursores de esteroides
produzidos pelas glandulas adrenais que sao convertidos em andrégenos nos
tecidos periféricos, como por exemplo, na préstata (KYPRIANOU & ISAACS,
1987; LABRIE et al., 2005; LABRIE, 2011; ZONG &GOLDSTEIN, 2013). As
glandulas adrenais séo responsaveis pela producdo de cerca de 5% de T, que
permanece circulando pelo organismo mesmo apo6s a remocao dos testiculos.
Porém, essa porcentagem de T é insuficiente para garantir a homeostase no
epitélio e no estroma prostatico (ANTONIOLI et al., 2004).

As terapias de privacdo de androgenos sdo de grande aplicabilidade em
casos de cancer de prostata (MALIK et al., 2015; QI et al., 2015). Estima-se que
aproximadamente 50% dos pacientes diagnosticados com cancer de prostata
receberdo como um dos tratamentos a privacdo de andrégenos, seja pela
castragdo quimica ou cirargica (MENG et al., 2002; ALIBHAI et al., 2015).

A privacdo dos andrégenos pode ocorrer por meio da castracdo quimica
ou cirargica (orquiectomia), o que resulta na supresséao dos niveis de andrégenos
testiculares. Estudos indicam que a orquiectomia associada a administracédo de

drogas antiandrogénicas, como a flutamida, leva a resultados significantes no
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tratamento de tumores (GALBRAITH & DUCHESNE, 1997; CAMPOS et al.,
2010).

InvestigagBes relatam que apds a castracdo, o epitélio regride e as CML
passam a atuar na adaptacdo do compartimento estromal para reducdo da
atividade das estruturas epiteliais, tornando-se mais espessas, e ocorre reducéo
na quantidade de secrecdo presente no lumen. Além disso, as CML
desempenham a funcao primordial na inducéo da morte epitelial, impedindo a
producado de fatores de sobrevivéncia ou pela liberacdo de sinais de morte por
células estromais (KURITA et al., 2001; ANTONIOLI et al., 2004; VILAMAIOR et
al., 2005; FELISBINO et al, 2007).

Essa atrofia epitelial ocorre de modo semelhante tanto em animais
submetidos a castracdo quimica como cirirgica. O trabalho de GOES et al.
(2007) demonstrou que, em gerbilos, o lobo ventral da prostata € mais
responsivo a condi¢cdo de privacdo de andrégenos em um curto periodo de
tempo.

Existem algumas enzimas proteoliticas que podem mediar as alteracdes
gue ocorrem na matriz extracelular durante a regressao prostéatica causada pela
orquiectomia, como exemplo as metaloproteinases da matriz extracelular
(MMPs) (WILSON, 1995a; WILSON et al., 1995b). As MMPs sé&o classes de
proteases extracelulares capazes de degradar os componentes da matriz
extracelular e da membrana basal. Dentre os diversos tipos de MMPs, existem
as metaloproteinases da matriz extracelular dos tipos 2 (MMP-2) e 9 (MMP-9),
ambas sdo muito estudadas pelo fato de realizarem a degradacéo do colageno
do tipo IV presente na membrana basal (AIMES & QUIGLEY, 1995; JUSTULIN
et al., 2010). Na préstata, esses tipos de enzima séo produzidos pelas células
epiteliais e estromais e participam do processo de remodelacao tecidual durante
o desenvolvimento e a manutencdo da préstata normal e em situacdes
patolégicas (WILSON et al., 1995b; JUSTULIN et al., 2010; SANTOS et al.,
2011).

1.4. Células estromais na préstata

O estroma prostatico € essencial para o desenvolvimento, a manutencao
e a diferenciacdo do epitélio. Nesse compartimento sdo encontradas as fibras

colagenas e as elasticas, os proteoglicanos, as microfibrilas, além de diversas
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células que contribuem para a homeostase da prostata, como os fibroblastos, as
células musculares lisas, as células endoteliais vasculares, os telécitos e os
macréfagos (que também podem ser encontrados na regido intraepitelial)
(VILAMAIOR et al., 2000, CORRADI et al., 2013).

Os macrofagos sédo células plasticas grandes, de superficie irregular,
morfologia e funcéo variaveis, encontradas em todos os tecidos, e caracterizadas
por citoplasma extenso, com numerosos vacuolos (GEISSMAN et al., 2010;
PARHAM, 2011). Desempenham papel decisivo na imunidade inata e adaptativa
e sdo cruciais na eliminacéo de patdgenos, controle da resposta inflamatoria e
no processo de reparacédo e homeostase tecidual (VARIN & GORDON, 2009).

Essas células apresentam como precursores 0s mondcitos circulantes.
Em geral, os macrofagos podem ser divididos em subpopulacdes, cuja
classificacdo é baseada na localizacdo anatémica e na funcdo. Os osteoclastos,
0s macrofagos alveolares e as células de Kupffer, sdo alguns exemplos de
macréfagos teciduais residentes (GORDON &TAYLOR, 2005).

As funcbes de reparacdo e homeostase dos macréfagos podem ser
subvertidas por insultos crbénicos e resultar numa associacdo causal dessas
células com estados patolégicos (SICA et al., 2008; STEFATER et al., 2011;
FANG et al., 2013; WYNN et al., 2013). Algumas dessas células sdo conhecidas
como macréfagos associados a tumores (TAMs), e interagem com diferentes
tipos celulares como os fibroblastos, células tronco mesenquimais, células
endoteliais e tumorais, de modo a estimular a proliferagcdo e promover a
angiogénese (MANTOVANI et al., 2015).

Os macréfagos também realizam a fagocitose de células em apoptose.
Tal processo ocorre pelo reconhecimento dos ligantes destas células apoptoticas
por receptores presentes no citoplasma dos macrofagos. Deste modo, a
remocao das ceélulas em apoptose ocorre antes da lise celular e impede a
liberacdo de toxicos intracelulares e contetdo de células apoptoéticas ao redor do
tecido, com o proposito de evitar uma possivel inflamacao (FADOK et al., 1998;
GORDON, 2003; CHAWLA, 2010; GORDON, 2016).

De acordo com a sua atuacao imunoldgica, os macrofagos podem ser
classificados em M1 e M2. Os macréfagos M1, também classificados como
macréfagos classicos, sao direcionados para impedir a propagacao das células
tumorais. Para isso, induzem as células Th1(CD4-Thl) que ativam as células
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CD8 e NK (células Natural Killer) a produzirem varios tipos de interleucinas, com
destaques para a IL-1p3, IL-12, IL-23 e fator de necrose tumoral alfa (TGFB1)
(MANTOVANI et al, 2004). Os macréfagos sado células, geralmente,
caracterizadas pela presenca de antigenos, alta atividade inflamatoria,
microbicida e tumoricida, elevada secrecao de IL-6, IL-12, IL-23, 6xido nitrico,
citocinas pro inflamatorias e baixa producéo de IL-10 (MANTOVANI et al., 2004;
CARDOSO et al., 2015).

Por outro lado, os macréfagos M2 estimulam as células Th2 (CD4-Th2)
que, por sua vez, ativam os linfécitos B a produzirem anticorpos especificos que
sao responsaveis por regular as inflamacdes, mas ndo possuem a capacidade
de eliminar as células tumorais (MANTOVANI et al., 2004; COUSSENS et al.,
2013; MARTINEZ & GORDON, 2014). Além disso, esses macréfagos podem
estar relacionados com eventos de reparacdo, de remodelacdo tecidual e de
progressao tumoral (CARDOSO et al., 2015).

Os macréfagos M2 podem ser subdivididos em M2a ou macréfagos
alternativos, que sao estimulados por IL-4 ou IL-13, M2b ou macréfagos do tipo
2 (ativados pela exposicédo ao complexo imune e receptores Toll-Like - TLRs, ou
IL-1R) e M2c ou macrofagos desativados, que podem ser estimulados por
hormdnios glicocorticoides e IL-10. A ativacao destes M2c pode ser induzida por
diversos fatores, dentre eles a presenca de células apoptoticas a serem
removidas por fagocitose (MANTOVANI et al., 2004; MARTINEZ & GORDON,
2014).

Em contraste com a resposta pré-inflamatéria e antimicrobiana dos M1,
0s M2 exibem alta atividade anti-inflamatéria e apresentam papel importante na
remodelacao dos tecidos. Estes macrofagos sao responséaveis pela producéo de
fatores de crescimento, como exemplo o TGFB1 que pode estimular os
fibroblastos e as células epiteliais. Além disso, existem macréfagos que sao
derivados da estimulagao por TGFB1 e atuam na regeneracdo e no reparo
tecidual, na diferenciagédo de miofibroblastos e na expresséo de inibidores de
metaloproteinases (TIMPSs), que bloqueiam a degradacéo da matriz extracelular
(MURRAY & WYNN, 2011).

Em geral, os macroéfagos estéo envolvidos na maioria das doencas e sao
alvos terapéuticos atraentes, pois sua fungéo pode ser aumentada ou inibida de
modo a alterar a evolugdo de uma determinada doenca (WYNN et al., 2013).
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Além disso, exercem papel importante na regulacdo do eixo hipotalamico
hipofisario e atuam ativamente na homeostase do sistema reprodutivo (COHEN
et al.,, 1997). Assim, conhecer o papel desse tipo celular nos processos de
remodelacdo tecidual pode contribuir para o0 maior entendimento da

histofisiologia da glandula prostatica.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo avaliar as modificacfes decorrentes
da remodelacdo tecidual resultantes da privacdo de andrégenos na préstata
ventral de gerbilos, com énfase na distribui¢cdo e ocorréncia dos macrofagos.

2.2. Objetivos especificos

Analisar os parametros biométricos, morfolégicos, morfométricos e
estereoldgicos da prostata ventral de gerbilos machos adultos controles e
submetidos a orquiectomia.

Avaliar a frequéncia da imunorreatividade das células epiteliais e
estromais para marcadores de receptor de andrégenos presentes na préstata
ventral.

Quantificar o numero total de macrofagos M1 e M2 nas regides
intraepiteliais e estromais do lobo ventral prostético.

Analisar a expressao das metaloproteinases da matriz extracelular do tipo
2 e 9 e fibras musculares na préstata dos animais dos grupos experimentais.

Verificar a presenca de células apoptoéticas epiteliais e estromais na

préstata ventral desses gerbilos.
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3. Material e Métodos
3.1. Animais

Nesse experimento foram utilizados 28 gerbilos (Meriones unguiculatus)
machos adultos, com 90 dias de vida, provenientes do Biotério da Universidade
Estadual Paulista, Campus de Sao José do Rio Preto (SP), mantidos, no mesmo
biotério, em caixas de polietileno, com substrato de maravalha, em condicfes
controladas de luminosidade e temperatura média de 23°C, sendo fornecidas
agua filtrada e racao ad libitum. Os experimentos foram realizados de acordo
com os principios éticos preconizados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e os procedimentos envolvidos foram
apreciados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais do IBILCE/UNESP (Proc.
No. 123/2015 — CEUA Anexo 1).

3.2. Delineamento experimental

Os animais foram divididos nos grupos: controle intacto e castrados, cada
um com n=7. Apdés completarem 90 dias de vida, os animais do grupo castrado
foram anestesiados para a realizacdo da orquiectomia com 1ml/Kg da solucao
contendo Ketamina e Xilasina na proporcdo de 10:3, respectivamente. Em
seguida foram mantidos em observacdo e eutanasiados no 32 (Ca3d), no 72
(Ca7d) e no 142 (Cal4d) dia ap6s a castracdo, sendo que cada um desses dias
representa um grupo dos animais castrados. Os animais do grupo controle foram

eutanasiados ao final do experimento.

3.3. Analise Biométrica

Ao fim do experimento, 0os animais de todos 0s grupos experimentais
foram eutanasiados por meio de superdosagem de anestésico (trés vezes a dose
utilizada para cirurgia) administrados por via subcutanea, em seguida, foram
pesados e decapitados para a coleta do sangue corporeo (pelo rompimento dos
vasos cervicais) e da prostata. Apods a disseccdo, o complexo prostatico e a
prostata ventral foram retirados e pesados. Para obtencdo dos pesos relativos
foi feita a razdo entre o0 peso do complexo prostatico e o peso corporeo e entre
0 peso da proéstata ventral e o peso corporeo.
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Figura 2. Representacdo esquematica do delineamento experimental proposto para o
projeto.

3.4. Processamento histolégico e andlise histoquimica

Apbés a pesagem, a prOstata ventral dos animais foi fixada em
paraformoldeido 4%, lavada em agua, desidratada em etanol, clarificada em xilol
e, entdo, incluida em Histosec (Merck). O lobo ventral da préstata foi seccionado
a 3-5um e corado pelas seguintes técnicas histoquimicas:
Reticulina de Gomori: para estudo das fibras reticulares do estroma prostéatico
(BEHMER et al., 1976).
Tricrémico de Gomori: para estudo das células musculares lisas e do colageno
(BEHMER et al., 1976).

3.5. Analise morfométrica e estereoldgica

A morfometria foi realizada para se obter a altura/espessura das células
epiteliais e das células musculares lisas, respectivamente. Foram realizadas, no
minimo, 200 medidas por grupo obtidas a partir de 6 imagens capturadas de uma
lamina de cada animal, coradas pela técnica de Tricrémico de Gémori, com o
auxilio do Sistema Analisador de Imagens, com o programa Image—Pro-Plus
(Media Cybernetics).

As andlises estereoldgicas foram realizadas para a obteng¢&do do volume
relativo dos diferentes compartimentos prostaticos dos quatro grupos em estudo.
Para isso, foram capturados, a partir de laminas coradas pela técnica de
Tricrémico de Gomori, no minimo, 30 campos aleatérios sendo 5 campos para
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cada animal de cada grupo, por meio do Sistema Analisador de Imagens, com o
programa Image—Pro-Plus (Media Cybernetics).

As medidas foram realizadas de acordo com o sistema de teste de
multipontos M130 proposto por WEIBEL, 1978 e aplicado a préstata por
HUTTUNEN et al., (1981). Assim, a partir dos dados obtidos para cada campo
analisado, foram calculadas a frequéncia relativa dos compartimentos epitelial e
luminal, estroma muscular, estroma ndo muscular, coldgeno e vasos sanguineos

da prostata ventral.

3.6. Nivel sérico hormonal

O sangue dos animais dos grupos experimentais foi coletado no momento
da decapitacdo. O soro foi centrifugado (3000 rpm) durante 20 minutos e
estocado a -80°C até o momento das analises dos niveis séricos hormonais. As
dosagens hormonais foram realizadas em duplicata com o uso de ELISA e kit de
alta sensibilidade (Monobind Inc. Lake Forest, CA 92630, USA) para a T,
seguindo as instrugcbes do fabricante. A leitura foi realizada em leitor de
microplacas (Epoch™ Multi-VolumeSpectrophotometer System-
BioTekInstruments, VT, USA).

3.7. Analise imunoistoquimica e imunofluorescéncia

Para avaliar os efeitos resultantes da castracdo na prostata de gerbilos
machos foram verificadas as possiveis alteracdes na expressao de receptores
hormonais em células epiteliais e estromais, a caracterizacdo das fibras
musculares, a presenca e a quantidade de macrofagos e localizacado de duas
metaloproteinases da matriz extracelular por meio da utilizacdo dos seguintes
anticorpos:

Receptor de andrégeno: Anti-AR (rabbit polyclonal 1gG, N-20, sc-816, Santa
Cruz Biotechnology CA, EUA). Diluigao 1:75.

Marcador de fibras musculares: anti- a-actina (camundongo monoclonal IgG,
sc-32251, Santa Cruz Biotechnology CA, EUA). Diluigéo 1:100.

Marcador para macroéfago do tipo 1: anti-CD 68 (goat polyclonal IgG M-20, sc-
7084, Santa Cruz Biotechnology CA, EUA). Diluigéo 1:50.

Marcador para macréfago do tipo 2: anti-CD 163 (rabbit polyclonal IgG M-96,
sc-33560, Santa Cruz Biotechnology CA, EUA). Diluicédo 1:50.
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Marcadores para metaloproteinases da matriz extracelular: anti-MMP-2
(mouse monoclonal, sc-13595, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA) e anti-
MMP-9 (mouse monoclonal, sc-21733, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA).
Diluicdo 1:50.

Procedimentos gerais para imunoistoquimica: os cortes histolégicos
desparafinizados e reidratados foram submetidos a recuperacédo antigénica em
tampéo citrato pH 6,0 a 92°C por 45 minutos. Em seguida, foram lavados em
tampé&o por 3 vezes durante 5 minutos. O bloqueio de peroxidases enddgenas foi
realizado com H202, por 15 minutos, e depois os cortes foram lavados em tampéao
por 3 vezes, durante 5 minutos. Os anticorpos primarios anti-AR, anti- CD68, anti-
CD163, anti-MMP-2 e anti-MMP-9 foram diluidos em BSA 1% em seguida 0s
cortes foram incubados overnight a 4°C. Posteriormente, foram lavados em
tampao por 3 vezes durante 5 minutos, e incubados com anticorpos secundarios
marcados com peroxidase (Rabbit ABC Staining System SC-2018 — Santa Cruz
Biotechnology CA, EUA). O material foi revelado com diaminobenzidina (DAB,
Sigma, St. Louis, MO, USA) por aproximadamente 1 minuto e contra corados pela
Hematoxilina de Harris. Em seguida, as laminas foram desidratadas em etanol,
clarificadas e montadas em balsamo do Canada e avaliadas em microscopia de
luz convencional. A descricdo de cada protocolo utilizado pode ser visualizada na
tabela 1.

A analise dos dados imunistoquimicos foi realizada para a obtencédo da
frequéncia de células epiteliais e estromais positivas para o AR e do numero total
de macréfagos do tipo 1 e 2 na préstata ventral dos animais. Para isso, foram
contadas, no minimo, 4.000 células de cada compartimento, por grupo
experimental, em cortes seriados submetidos a imunistoquimica para o AR e
contabilizados o numero total de macrofagos em laminas escaneadas. As
imagens foram capturadas por meio do fotomicroscépio Olympus BX60 e do
scanner de laminas (Olympus BX-UCB). As contagens das células foram
realizadas no software Image-Pro-Plus (Média Cybernetics).

Procedimentos gerais para imunofluorescéncia: Os cortes histoldgicos
desparafinizados e reidratados foram submetidos a recuperacdo antigénica em
tampao citrato pH 6,0 a 92°C por 50 minutos, seguida de trés lavagens em tampao.

Posteriormente houve o bloqueio de ligagbes inespecificas, seguido da incubagéo



27

com o anticorpo primario (anti a-actina) diluido em BSA 1%, a 4°C, overnight. O
anticorpo secundario anti-mouse, contendo o fluorocromo FITC (sc- 2010, Santa
Cruz Biotechnology CA, EUA), foi diluido a 1:200 em BSA 1% e os cortes
incubados por 2 horas, seguido de trés lavagens em tampao, por 10 minutos cada
lavagem. Em seguida, foi utilizado um meio de montagem apropriado contendo
DAPI (Ultracruz Mounting Medium: sc-24941, para fluorescéncia com DAPI, Santa
Cruz Biotechnology CA, EUA). As imagens foram analisadas em microscopio de
fluorescéncia Zeiss Axio Imager M2. A descrigdo do protocolo utilizado pode ser
visualizada na tabela 1.

Tabela 1.

imunoistoquimica e imunofluorescéncia.

Descricbes dos protocolos realizados em cada técnica de

Imunoistoquimica Recuperacao Tampéo Bloqueio da Inibicdo de Complexo Polimero
e antigénica de peroxidase ligacbes avidina Leica
a lavagem enddégena inespecificas biotina
Imunofluorescéncia
Anti-AR 45 minutos em TBS + 2 trocas de 15 Leite em po a X Nao utilizou
tampé&o citrato tween minutos 5% por 30
(pH 6) 2 92°C minutos
. . TBS + . . I
Anti- CD 68 45 minutos em tween 2 trocas de 15 Leite em po a X N&o utilizou
tampéo citrato minutos 5% por 30
(pH 6) 2 92°C minutos
Anti- CD163 45 minutos em TBS + 2 trocas de 15 Leite em p6 a X N&o utilizou
tampéo citrato tween minutos 5% por 1 hora
(pH 6) 4 92°C
Anti- MMP-2/ Anti- TRIS - EDTA TBS + 20 minutos Leite em pd a N&o utilizou X
MMP-9 com tween por tween 5% por 30
14 minutos no minutos
micro-ondas com
poténcia baixa e
7 minutos em
poténcia média
Anti-a actina 50 minutos em PBS Na&o utilizou Leite em pb a N&o utilizou

tampéo citrato 5% por 1 hora

(pH 6) 4 98°C

3.8. Verificacdo de apoptose das células epiteliais e estromais

As células apoptoticas presentes no epitélio e estroma foram detectadas
utilizando-se o ensaio da fragmentacdo de DNA associado a morte celular,

baseado na reacdo de TUNEL, segundo as instru¢des do kit (ApopTag Plus in
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situ, Apoptosis Detection Kit, Millipore, 57101, CA, USA). Os cortes histologicos
foram desparafinizados, lavados em PBS por 5 minutos e incubados com a
proteinase K por 20 minutos. Em seguida, foram lavados 2 vezes de 2 minutos
em agua destilada e submetidos aos procedimentos para inativacdo da
peroxidase endogena (H202 a 3% em PBS, durante 5 minutos). Posteriormente,
foram lavados 2 vezes de 5 minutos em PBS, mantidos no Equilibration buffer
durante 20 minutos e sequencialmente incubados com a enzima deoxinucleotidil
terminal transferase (TdT), por 40 minutos, a 37°C. Apés o término da reacao,
os cortes foram lavados em stop/wash buffer por 10 minutos, incubados com
anti-digoxigenin peroxidase por 30 minutos, revelados pela diaminobenzidina
(DAB) e contra corados pela Hematoxilina de Harris.

3.9. Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados biométricos, morfométricos,
estereoldgicos, sorolégicos e imunoistoquimicos foi realizada em planilhas e
gréaficos do software GraphPad Prism 5.00. Para a comprovacéao da significancia
dos resultados foram utilizados os testes one-way ANOVA, seguido de Tukey
(post hoc) (dados paramétricos) e o teste de Kruskal-Wallis seguidos pelo teste
de Dunn (post hoc) (dados ndo paramétricos) para comprovagcdes multiplas. O

nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05).
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4. Resultados
4.1. Analise biométrica

A analise dos dados biométricos dos animais utilizados no experimento
permitiu observar que ndo houve diferenca de peso corporeo quando se
compara 0s grupos controle com o0s grupos castrados, apenas a pequena
reducdo no grupo Ca3d (Figura 3A). Porém, na analise do peso relativo do
complexo prostatico foi possivel verificar reducao significante nos grupos Ca7d
e Cal4dd em relacdo ao Ca3d e no Cal4d quando comparado ao grupo controle
(Figura 3B). Quanto ao peso relativo da prostata ventral, foi possivel observar
a reducdo nos grupos castrados em relacdo ao controle, que foi
estatisticamente significante apenas no Cal4d quando comparado ao grupo

controle (Figura 3C).

4.2. Morfologia

Por meio da analise morfol6gica da prostata dos gerbilos foi possivel
notar que o lobo ventral é formado pelo conjunto de acinos envoltos por
estroma fibromuscular. O epitélio é prismatico simples no grupo controle e com
a castracdo passou a ser cubico (Figura 4 B-D). O estroma é composto por
CML (Figura 4), fibroblastos, fibras reticulares e colagenas (Figura 5).

A organizacao estromal também pode ser observada pela andlise das
fibras reticulares e colagenas (Figura 5). Nos grupos Ca7d e Cal4d é possivel
observar o aumento aparente na proporgcao dessas fibras que se distribuem de
modo aleatério, apresentando organizacao diferente do grupo controle (Figura
5F, H).

4.3. Morfometria e estereologia

A analise morfométrica mostrou diferencas em relacdo a altura das
células epiteliais e a espessura da CML, entre os grupos controle e castrados
(Figura 6). Houve diminuig&o estatisticamente significante na altura do epitélio
de todos os grupos castrados em relacdo ao controle e do Ca7d quando
comparado ao Cal4d (Figura 6A). Essa reducdo também foi observada na

espessura das CML dos animais pertencentes aos grupos castrados e foi
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estatisticamente significante nos grupos Ca3d e Ca7d quando comparados ao
controle e Ca7d em relagdo ao Cal4d (Figura 6B).

A partir da analise estereoldgica observou-se que o compartimento epitelial
da préstata dos animais pertencentes ao grupo Ca7d diminuiu
significantemente em relacdo aos demais grupos (Figura 7A). Em relacéo ao
volume relativo do limen, foi observada reducgédo estatisticamente significante
desse compartimento apenas no grupo Cal4d quando comparado ao C e ao
Ca7d (Figura 7B). Porém, por meio da comparacdo do volume relativo do
estroma muscular nos diferentes grupos, foi possivel verificar que nos animais
castrados, o estroma muscular ocupa volume relativo maior que nos animais
do grupo controle. J4 a analise do volume relativo do estroma ndo muscular
permitiu observar o declinio no volume desse compartimento nos grupos Ca3d,
Ca7d e Cal4dd em relacdo ao controle, que foi estatisticamente significativo
apenas quando se comparou o grupo Ca3d com o controle e com o Cal4d
(Figura 7D).

Também foi realizada a estimativa do volume relativo das fibras colagenas
e foi observado o aumento em todos os grupos castrados. Esse aumento foi
estatisticamente significativo nos grupos Ca7d e Cal4d em relacdo ao grupo
controle e Ca3d (Figura 7E). Ainda pela analise estereoldgica, foi possivel
verificar a reducdo no volume relativo dos vasos sanguineos em todos o0s
grupos experimentais, Ca3d, Ca7d e Cal4d, em relacdo ao controle (Figura
7F).

4.4. Nivel sérico hormonal

Os resultados obtidos a partir da analise dos niveis séricos de T nos
animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais, permitem observar a
diminuicao estatisticamente significante da T circulante nos grupos castrados em

relacdo ao controle (Figura 8).

4.5. Imunoistoquimica

A realizacdo da técnica de imunoistoquimica possibilitou verificar a
presenca de receptores androgénicos (AR), de macréfagos M1 e M2 e das
MMPs do tipo 2 e 9 na prostata ventral dos animais dos grupos experimentais. A
imunistoquimica para AR permitiu observar a presenca de imunorreatividade no

nacleo das células epiteliais prostaticas e das células estromais nos grupos
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experimentais. Nos grupos Ca3d e Cal4d foi observado o aumento significativo
na frequéncia das células AR positivas no epitélio em relagdo ao grupo controle.
Também foi observada maior frequéncia relativa das células AR positivas no
epitélio do grupo Ca3d quando comparado ao Ca7d (Figura 9G). Em relacdo a
frequéncia dessas células no estroma prostatico, foi observado aumento nos
grupos Ca3d, Ca7d e Caldd em comparagcdo ao controle e no grupo Car7d
comparado ao Ca3d (Figura 9H).

A imunoistoquimica para MMP-2 permitiu observar marcacdes em varias
regides da proéstata ventral (Figura 10 A-L). No grupo controle foi observada a
presenca dessas enzimas apenas na secrecao prostatica, presente no lumen, e
nas células endoteliais (Figura 10 A, C). No grupo Ca3d foram notadas
marcacfes na secrecado, presente no lumen, e no nucleo das células epiteliais
(Figura 10 D, E). Nos animais pertencentes ao grupo Ca7d é possivel verificar a
presenca dessas enzimas no epitélio, estroma e na regido luminal (Figura 10 F-
H). E no grupo Cal4d, a secre¢do luminal e algumas células estromais também
estdo marcadas (Figura 10 I-K).

O marcador para MMP-9 possibilitou analisar a presenca dessas enzimas
em regides distintas do lobo ventral prostatico (Figura 11 A-M). Nos animais do
grupo controle foram observadas marcacdes no epitélio e nas células endoteliais
presentes no estroma (Figura 11 A-C). No grupo Ca3d foi possivel verificar
regides marcadas no epitélio e na secrecéo presente no lumen (Figura 11 E-H).
No grupo Ca7d observou-se a presenca de marcacdes nas células endoteliais,
epiteliais e estromais (Figura 11 1, J). E nos animais do grupo Cal4d foi possivel
visualizar marcag¢des no compartimento epitelial da prostata ventral (Figura 11
K-M).

Por meio da utilizacdo de marcadores anti-CD 68 e anti-CD 163 foi
possivel a identificacdo dos macrofagos, permitindo observar as diferentes
populacbes de macréfagos M1 e M2, respectivamente. Com o auxilio do
marcador anti-CD 68 verificou-se a presenc¢a dos macréfagos M1 nas regides
intraepiteliais e nos compartimentos estromais dos diferentes grupos
experimentais (Figura 12 A-l). Pela realizacdo da estimativa do namero de
macrofagos M1, observou-se o aumento significativo no nimero destas células

no grupo Ca3d em relacdo aos demais no compartimento epitelial (Figura 12 J).
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No compartimento estromal, houve um pequeno aumento destes fagocitos no
grupo Ca3d quando comparado com os outros grupos (Figura 12 K).

O marcador anti-CD 163 permitiu observar a presenca dos macrofagos
M2 no estroma e na regido intraepitelial prostéatica (Figura 13 A-1). Na analise do
namero de macréfagos M2 observou-se a tendéncia ao aumento da quantidade
dessas células no compartimento epitelial em todos os grupos castrados (Figura
13 J). No entanto, na regido estromal, houve pequeno declinio dos macréfagos
nos grupos Ca3d e Cal4dd em relacdo ao controle e aumento no grupo Ca7d

guando comparados ao controle (Figura 13 K).

4.6. Meétodo de TUNEL

A realizacdo do método de TUNEL permitiu verificar a presenca de
apoptose das células epiteliais e estromais da prostata ventral em todos os
grupos experimentais. Porém, ap0s a analise dos compartimentos prostéticos, é
possivel verificar marcagcfes que visualmente sdo mais frequentes nos grupos

castrados em relacdo ao controle (Figura 14 A-L).
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Figura 3. Andlise biométrica. Peso corporeo (g) (A). Peso relativo do complexo
prostatico (g) (B). Peso relativo da prostata ventral (g) (C). Os dados foram submetidos
ao teste one-way ANOVA seguido de Tukey (post hoc) (A) e ao teste de Kruskal-Wallis
seguidos pelo teste de Dunn (post hoc) (B, C). Diferenca estatisticamente significante
entre os grupos (*P <0,05; *P <0,01; *** P <0,001). n=7 animais por grupo.
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Figura 4. Cortes histologicos da prostata ventral de gerbilos corados por Tricrémico de
Gomori (A-D) e submetidos a imunofluorescéncia para a-actina (alfa actina de musculo
liso). Controle (A, E, F), Ca3d (B, G, H), Ca7d (C, I, J) e Cal4d (D, K, L). Epitélio (Ep),
camada de células musculares lisas (CML), fibras colagenas em azul (seta menor) e
musculatura lisa em verde fluorescente (setas maiores9). Aumento de 10x (E, G, I, K) e
de 63x (F, H, J, L).
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Figura 5. Cortes histolégicos da prostata ventral de gerbilos submetidos a técnica de
Reticulina de Goémori. Controle (A, B), Ca3d (C, D), Ca7d (E, F) e Cal4d (G, H). Epitélio
(Ep), lamen (L), estroma (S), fibras colagenas (setas maiores) e fibras reticulares (setas
menores).
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prostata ventral de gerbilos dos grupos experimentais. As analises estatisticas foram
baseadas no teste de Kruskal-Wallis seguidos pelo teste de Dunn (post hoc). Diferenca
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Figura 7. Andlise estereoldgica do volume absoluto médio do epitélio (A), limen (B),
estroma muscular (C), estroma ndo muscular (D), colageno (E) e vasos sanguineos (F)
da préstata ventral de gerbilos dos grupos Controle, Ca3d, Ca7d, Cal4d. Os dados
foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis seguidos pelo teste de Dunn (post hoc),
Diferenca estatisticamente significante entre os grupos (*P <0,05; **P <0,01; *** P
<0,001). n=7 animais por grupo.
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Figura 8. Nivel sérico hormonal de testosterona (ng/ml) dos machos adultos pertencentes aos
grupos experimentais. As analises estatisticas foram baseadas de one-way ANOVA seguido
de Tukey (post hoc)). Diferenca estatisticamente significante entre os grupos (*** P <0,001).
n=7 animais por grupo.
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Figura 9. Cortes histologicos da préstata ventral de gerbilos submetidos a imunoistoquimica
para identificagdo do receptor de andrégeno (anti-AR). Controle (A). Controle negativo de
reacdo (B). Ca3d (C, D). Ca7d (E). Cal4d (F). Epitélio (Ep), camada de células musculares
lisas (CML), lumen (L) e marcacao para AR nos nucleos das células epiteliais (setas menores)
e estromais (setas maiores). Frequéncia relativa (%) das células AR positivas presentes no
epitélio (G) e no estroma da prostata ventral (H). As analises estatisticas foram baseadas de
teste de Kruskal-Wallis seguidos pelo teste de Dunn (post hoc). Diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (*P <0,05; **P <0,01; *** P <0,001). n=7 animais por grupo.
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Figura 10. Cortes histolégicos da préstata ventral de gerbilos submetidos a imunoistoquimica para
identificacdo da metaloproteinase da matriz extracelular do tipo 2 (anti-MMP-2). Controle (A, C).
Controle negativo de reacédo (B). Ca3d (D, E). Ca7d (F, G, H). Cal4d (I, J, K, L). Epitélio (Ep),
camada de células musculares lisas (CML), lumen (L) e marcagcdo para MMP-2 nos vasos
sanguineos (setas pontilhadas), nos ndcleos das células epiteliais (setas maiores), no apice do
epitélio (ponta de seta), na secre¢do presente no limen (asterisco) e no estroma (setas menores).
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Figura 11. Cortes histolégicos da prostata ventral de gerbilos submetidos a imunoistoquimica
para identificacdo da metaloproteinase da matriz extracelular do tipo 9 (anti-MMP-9). Controle
(A, B, C). Controle negativo de reacao (D). Ca3d (E, F, G, H). Ca7d (I, J). Cal4d (K, L, M). Epitélio
(Ep), camada de células musculares lisas (CML), limen (L) e marcacao para MMP-9 nos vasos
sanguineos (setas maiores), nos nucleos das células epiteliais (setas menores), no estroma
(setas pontilhadas) e na secregao presente no limen (asterisco).
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Figura 12. Identificagdo imunoistoquimica de macréfagos M1 por meio da reagdo com o anticorpo
anti-CD68. Controle (A, C). Controle negativo de reacéo (B). Ca3d (D, E). Ca7d (F, G). Cal4d (H,
). Epitélio (Ep.), camada de células musculares lisas (CML), macrofagos intraepiteliais (setas
menores) e macrofagos estromais (setas maiores). Quantificagdo dos macrdfagos por corte
histolégico marcado com anticorpo anti-CD 68 no epitélio (J) e no estroma (K). Os dados foram
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis seguidos pelo teste de Dunn (post hoc) (J) e ao teste de one-
way ANOVA seguido de Tukey (post hoc) (K). Diferenga estatisticamente significante entre os
grupos (*P <0,05; **P <0,01). n=7 animais por grupo.



42

I Intraepitelial
» 1004
o
s
$ 801
Qo
]
E 604
@
©
S 40-
2 I
$ 20 |
E
3
* 0 . .
c Ca3d Ca7d  Calad
K Estromal
» 40+
o
o
]
£ a0 |
[}
£
3 20 |
s
b3
© 10-
]
£
b1
Z 0
1 L)
c Ca3d Ca7d  Cal4ad

Figura 13. Imunomarcagdo de macréfagos M2 pelo anticorpo anti-CD 163. Controle (A, C).
Controle negativo de reacéo (B). Ca3d (D, E). Ca7d (F, G). Cal4d (H, I). Epitélio (Ep.), camada de
células musculares lisas (CML), macrofagos intraepiteliais (setas menores) e macrofagos
estromais (setas maiores). Quantificacdo dos macréfagos por corte histolégico marcado com
anticorpo anti-CD 163 no epitélio (J) e no estroma (K). Os dados foram submetidos ao teste de
Kruskal-Wallis seguidos pelo teste de Dunn (post hoc) (J) e ao teste de one-way ANOVA seguido
de Tukey (post hoc) (K). n=7 animais por grupo.
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Figura 14. Identificacdo de apoptose em cortes histoldgicos da préstata ventral pelo método de
TUNEL. Controle (A, B, C). Ca3d (D, E, F). Ca7d (G, H, ). Cal4d (J, K, L). Epitélio (Ep.), estroma
(S), lumen (L), marcacdes no epitélio (setas menores) e no estroma (setas maiores).
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5. Discussao

Os dados obtidos reforcam a sensibilidade ou a dependéncia da préstata
de gerbilos aos niveis de andrégenos circulantes. Estudos relatam que a queda
desse horménio influencia na remodelacdo da glandula prostética apos a
orquiectomia (CORRADI et al., 2004).

As analises revelaram que houve reducéo do volume relativo das células
epiteliais apds sete dias da privacdo de horménios. Também foi verificada a
diminuicdo na altura do epitélio da préstata ventral em todos o0s grupos
castrados, que passou a ser cubico ou cilindrico baixo. As alteracfes epiteliais
encontradas provavelmente correspondem a diminui¢cdo na atividade secretora
e perda das células epiteliais via apoptose, um dos fatores que acarreta na atrofia
da glandula prostatica (ANTONIOLI et al., 2004; FELISBINO et al., 2007). Essa
atrofia condiz com os resultados da andlise biométrica, em que foi observada a
reducdo do peso relativo do complexo prostatico e da prostata ventral dos
animais castrados.

As andlises realizadas indicam que houve a diminui¢cdo da espessura das
CML nos grupos castrados em relacéo ao grupo controle. Também foi observado
o0 aumento do volume relativo do estroma muscular prostatico em todos os
grupos castrados, principalmente no Cal4d comparado ao controle. Estudos
anteriores em prostatas de gerbilos machos castrados também relatam o
aumento do volume das CML e sugerem que este aumento ocorra como
consequéncia de um rearranjo desses tipos celulares (GOES et al., 2007).

A diminuicdo da espessura da camada de CML pode ser causada pela
reducdo da expressdo de alguns componentes criticos, como as proteinas
contrateis, que atuam no processo de contracdo. A atrofia celular é caracterizada
pelo acumulo de gréanulos grandes de lipofuscina no citoplasma e pela
diminuicdo do volume da célula (ANTONIOLI et al., 2004). Pesquisas indicam
que as CML apresentam receptores ativos de androgenos e juntamente com 0s
fibroblastos sdo elementos importantes na reorganizacdo do estroma apos a
castracdo (PRINS et al., 1991; ANTONIOLI et al., 2004).

Entretanto, quando se analisa o volume relativo dos compartimentos
teciduais, o estroma muscular mostra-se aumentado na condicdo de remocao de

horménios comparado a condi¢éo controle. Esta observacao pode significar que,
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mesmo ocorrendo reducéo da espessura das CML, o fato de haver reducdo da
altura das células epiteliais, faz com que, na proporcéo entre os compartimentos,
0 estroma muscular ocupe maior volume na condicdo da glandula remodelada
apos a orquiectomia.

As CML estdo associadas diretamente com as fibras colagenas, essa
intensa associacéo pode indicar que essas fibras desempenham um papel ativo
na reorganizagcdo da matriz extracelular frente a involugdo das estruturas
epiteliais devido a deplecéo dos androgenos (VILAMAIOR et al., 2000). Os dados
apresentados neste estudo corroboram estas observacdes, pois indicam que a
castracdo proporcionou intensa reorganizacdo das fibras coldgenas e
reticulares, que se tornaram mais dispersas nos grupos castrados,
principalmente nos periodos mais longos estudados neste trabalho, 7 e 14 dias,
em relacdo ao controle.

A partir da andlise dos niveis séricos da T foi possivel confirmar a
diminuicdo da T circulante nos animais submetidos a orquiectomia, assim como
ja observado em muitos estudos (KYPRIANOU & ISAACS, 1987; BANERJEE et
al., 2000; ANTONIOLI et al., 2004; FELISBINO et al., 2007; LABRIE, 2011). Além
disso, alguns pesquisadores relatam que, em humanos, a concentracdo de
andrégenos presentes na circulacdo sanguinea reduz cerca de 59% apos a
orquiectomia. Mas 41% desses hormdnios ainda esta presente no organismo
mesmo apos a eliminacdo dos androgenos testiculares (LABRIE, 2011). Outros
trabalhos observaram que 50% de DHT ainda permanecia na préstata de
pacientes orquiectomizados (YOON et al., 2008; LABRIE, 2011). Acredita-se,
portanto, que mesmo apos a castracao, a producdo de andrégenos permanece
ativa pela sintese desses horménios nos tecidos periféricos e também por uma
maior atividade das glandulas adrenais.

Com relacéo aos dados observados nas reagdes imunoistoquimicas para
0 AR, foi possivel observar a presenca de imunomarcacdes no nucleo das
células epiteliais e estromais na prostata dos animais controles e castrados. A
expressao desse receptor depende da fase do desenvolvimento e dos diferentes
segmentos dos lobos prostaticos (BANERJEE et al., 2001). Muitos estudos
mostram que apos a castracdo, a expressao de AR reduz, principalmente, no
lobo ventral da préostata de roedores (HUSMANN et al., 1990; BANERJEE et al.,
2001; CORDEIRO et al., 2008).
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Porém, existem trabalhos que relatam que cerca de 24 - 48 horas apés a
castragdo cirargica, a expressado de AR na prostata ventral de ratos ndo diminui
(HUSMANN et al., 1990; SHAN et al., 1990; PRINS & BIRCH, 1993). Nossos
resultados corroboram essas informacdes, pois também néo foi encontrada uma
reducdo na frequéncia de AR no nucleo das células epiteliais e estromais da
prostata ventral. O aumento desses receptores pode ocorrer como uma
estratégia, considerando a dependéncia dos andrégenos, para a manutencao da
glandula a fim de evitar ou retardar o processo de atrofia.

Husmann e colaboradores (1990) demonstraram que, em ratos, a maioria
dos ARs esté presente no nucleo das células prostaticas de animais intactos e
castrados. Assim, sugerem que 0 AR se mantém no nucleo mesmo na auséncia
de ligante. Segundo esses autores, essas constatacdes foram possiveis devido
ao uso de diferentes anticorpos N-terminais, assim, como o que foi utilizado no
presente trabalho.

As MMPs do tipo 2 e 9 parecem aumentar nos diferentes compartimentos
da prostata dos animais castrados em relacdo aos controles. Esse aparente
aumento pode ser explicado pelo fato dessas enzimas desempenharem papel
importante na degradagdo da matriz extracelular durante o processo de
remodelacéo tecidual, como a orquiectomia (JUSTULIN et al., 2010; FANG et
al., 2013).

Os resultados da imunomarcacédo para os macrofagos demonstraram a
presenca dos macréfagos M1 e M2 nas regibes intraepiteliais e nos
compartimentos estromais dos diferentes grupos experimentais. Estas células
fazem parte do sistema fagocitario e, nos mamiferos adultos, podem ser
encontrados em todos os tecidos, exibindo grande diversidade morfolégica e
funcional (WYNN et al., 2013).

Essas células sédo atraidas devido a privacdo de androgenos, que pode
ser considerada uma reacao inflamatoria, e participam da remodelacao estromal
da prostata (ROCHEL-MAIA et al., 2011). No presente trabalho, foi possivel notar
0 aumento destes fagdcitos nos diferentes grupos experimentais em relacdo ao
controle. Segundo Justulin et al. (2010) o processo de castragcdo provoca 0
recrutamento de macréfagos e mastocitos que contribuem para o aumento das
MMPs. Estas células fagocitarias também participam da regulacdo durante os
eventos da remodelacdo da préstata atrofica (JUSTULIN et al., 2010).
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Os resultados permitem observar o aumento significativo de M1
intraepiteliais no grupo Ca3d em relagcdo aos demais grupos experimentais.
Sabe-se que a castracdo provoca a perda de células epiteliais por apoptose
(ANTONIOLI et al., 2004) especialmente nas primeiras 72 horas (BUTTYAN et
al., 1999) e que estas células apoptéticas expressam alteracdes da superficie
celular que permitem o reconhecimento, a fagocitose e a remog&o por
macréfagos. Essa remocéo ocorre antes da lise celular e impede a liberagédo de
toxicos intracelulares e conteudos de células apoptoéticas ao redor do tecido, com
0 proposito de evitar uma possivel inflamacao (FADOK et al., 1998).

Essas células apoptoticas que sao fagocitadas pelos macréfagos formam
vacuolos conhecidos como “autofagossomos” ou “vacuolos autofagicos”. Alguns
estudos sugerem que a formacao desses vacuolos no epitélio prostatico acarreta
na atrofia da prostata apos a castracao (HELMINEN & ERICSSON, 1971; 1972,
DAHL & KJAERHEIM, 1973; KWONG et al., 1999), que pode explicar o aumento
de macrofagos intraepiteliais no grupo Ca3d.

Porém, houve o aumento, ndo significativo estatisticamente, de M2 na
regido intraepitelial nos grupos castrados em relacao ao controle. Sugere-se que
estes macrofagos sejam os M2c, que séo induzidos por glicocorticoides e IL-10,
e também estdo relacionados ao processo de fagocitose de células apoptéticas
(MANTOVANI et al.,, 2004; MARTINEZ & GORDON, 2014). Os resultados
observados indicam que estes fagécitos também estdo atuando na
reorganizacdo da prOstata, uma vez que este tipo celular pode secretar
diferentes mediadores quimicos e enzimas que participam ativamente da
remodelagao tecidual, como as MMPs do tipo 2 e 9 (MANTOVANI et al., 2004;
FANG et al., 2013).

A apoptose € um processo biologico que resulta na fragmentacdo do
nacleo e do citoplasma e formacao de corpos apoptoticos ligados a membrana.
Durante esse processo ocorre a ativagdo das nucleases, enzimas responsaveis
por realizar a degradacao do DNA em fragmentos menores. Essa fragmentacéo
do DNA in situ pode ser identificada pelo método de TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) (LAWRY, 2004;
KYRYLKOVA, et al., 2012; COLLETA et al., 2015). Assim, a partir dessa técnica
foi possivel identificar células em apoptose presentes no compartimento epitelial

e estromal nos diferentes grupos experimentais. Foi possivel observar o
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aparente aumento na ocorréncia dessas ceélulas apoptoticas no epitélio e
estroma da préstata ventral dos animais pertencentes aos grupos castrados em
relacéo ao controle. Alguns estudos também relatam a perda de células epiteliais
por apoptose em animais submetidos a orquiectomia (KWONG et al., 1999;
ANTONIOLI et al., 2004).

Deste modo, mesmo ja tendo sido explorada as implica¢cdes da remogéo
de androgenos na préstata (CARVALHO et al., 1997; VILAMAIOR et al., 2000;
ANTONIOLI et al., 2004; VILAMAIOR et al.,, 2005; FELISBINO et al., 2007;
GOES et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007; CORDEIRO et al., 2008; CAMPOS et
al., 2010; CAMPOS et al., 2011; ROCHEL-MAIA et al., 2011; CAMPOS et al.,
2013; FOCHlI et al., 2013; CAMPOS et al., 2014), em gerbilos, os efeitos a curto
prazo (trés dias), ainda néo tinham sido relatados.

Considerando a relativa escassez de informacdes a respeito o papel dos
macréfagos nos eventos envolvidos no processo de remodelagéo tecidual na
prostata de animais utilizados frequentemente em estudos experimentais, este
trabalho apresenta informacdes que podem contribuir para o maior entendimento

desse tipo celular na remodelacao da glandula prostética.
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6. Concluséo

A privagéo de hormonios pela orquiectomia promove alteragdes no arranjo
e na distribuicdo de células e de elementos da matriz extracelular. Os receptores
de andrégenos aumentam na tentativa de evitar ou retardar o processo de atrofia
da proéstata. Além disso, devido ao aumento de macréfagos, especialmente do
tipo 1, sugere-se um papel ativo dos macrofagos na fagocitose das células em
apoptose e na regulacdo dos tecidos prostaticos frente a glandula atrofica.
Assim, foi possivel verificar que a privacdo de andrégenos resulta na
reorganizacao tecidual prostatica pela acdo de diferentes enzimas e tipos

celulares.
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