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RESUMO

A fungdo reprodutiva ¢ extremamente sensivel as mudangas no estado metabolico e
reservas energéticas do organismo e, como consequéncia, condigdes metabolicas adversas,
como ocorre no Diabetes Mellitus, s3o comumente associadas a sérios problemas
reprodutivos no homem. Um dos efeitos mais diretos da hiperglicemia no sistema reprodutor
masculino ¢ a reducdo nos niveis plasmaticos de testosterona (T). Entretanto, pouca atencao
tem sido dada aos niveis plasmaticos de diidrotestosterona (DHT) e para a expressao tecidual
do receptor de androgeno (AR), do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e seu
receptor (IGF-1R). O objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos do Diabetes
Mellitus tipo I, induzido experimentalmente pela estreptozotocina (STZ; 40mg/kg) em
animais pré-puberes (40 dias de idade pos-natal), assim como os efeitos da reposicdo de
insulina (simultanea, 3 dias apos a indugdo, e tardia, 20 dias apos a indugdo), sobre as
concentragdes plasmaticas de T e DHT e sobre a expressdo do AR , IGF-1 e IGF-1R no lobo
ventral da prostata de rato durante o crescimento puberal. Foram realizadas andlises de
glicemia, peso corporal, peso do lobo ventral prostatico, dosagens de T ¢ DHT plasmaticas,
reacdo imunocitoquimica para o AR, IGF-1 e IGF-1R, além de Western Blotting para avaliar
a especificidade dos anticorpos primarios utilizados na imunocitoquimica, bem como, para
obter dados semiquantitativos da expressdo destas proteinas presentes nos lobos ventrais
prostaticos dos diferentes grupos experimentais. A indu¢do de um quadro hiperglicémico aos
40 dias de idade pods-natal bloqueou o ganho de peso corporal, reduziu em 80% a
concentracdo plasmadtica de T e diminuiu em 50% o ganho de peso da prostata ventral, porém
sem alterar a concentragdo plasmatica de DHT. As reposi¢des de insulina simultanea e tardia
restauraram o padrdo normal de ganho de peso corporal e glandular, mas ndo a concentragao
plasmatica de T, que ficou em 90% abaixo do controle. A reacdo imunocitoquimica para o0 AR
demonstrou que ndo houve alteragdo na expressao deste receptor nas células epiteliais
prostaticas e nem do IGF-1 e seu receptor IGF-1R e os resultados da imunocitoquimica foram
confirmados pelo Western Blotting. Estes resultados sugerem que, apesar do diabetes reduzir
em 80% os niveis de T, os niveis constantes de DHT sustentam o crescimento glandular,
embora menor, e a expressao do AR prostatico. Além disso, mesmo sem restaurar os niveis de
T, a reposi¢do com insulina foi capaz de restaurar o crescimento glandular. Entretanto, ndo ¢
possivel afirmar se este crescimento glandular ocorreu por um efeito direto da insulina sobre a

prostata ou indireto via restauracdo de varios parametros fisioldgicos do organismo.



ABSTRACT

Adequate testosterone levels are necessary for the development, growth and
maintenance of the male reproductive system. Testosterone deficiency is common in men
with diabetes in whom it may contribute to impaired performance, with consequent reduction
of the activity of the androgen regulated organs, such as the prostate. However, little attention
has been given to the plasma dihydrotestosterone (DHT) level, the most potent androgen, nor
to the expression of the androgen receptor (AR), insulin-like growth factor type I (IGF-1) and
receptor (IGF-1R) in target tissues. Here, we investigated the effect of type I diabetes mellitus
on DHT plasma levels and on prostate AR, IGF-1 and IGF-1R expression during rat pubertal
growth. Diabetes was induced in prepubertal male rats through administration of
streptozotocin (STZ; 40 mg/kg). Diabetic, diabetic treated with insulin, and age-matched
control animals were killed by overdoses of pentobarbital. The ventral prostatic lobe (VP) was
dissected, weighed and processed for immunohistochemistry for AR, IGF-1 e IGF-1R; plasma
T and DHT levels were also determined. Hyperglycemia at puberty reduced VP weight gain
to about 50% and plasma T level to about 80% of the control levels. In contrast there were no
changes in plasma DHT levels. Insulin replacement restored the VP weight gain, but not the
plasma T levels, which remained 90% below the ones of controls. Immunohistochemistry
showed that AR, IGF-1 and IGF-1R expression in the prostate epithelial cells did not change
with hyperglycemia or insulin replacement. Thus, the AR expression in the prostate epithelial

cells appears to be regulated by DHT, and to a minor extent it also controls glandular growth.

Keywords: ventral prostate, androgen receptor, IGF-1, IGF-1R, DHT, insulin



INTRODUCAO

Diabetes Mellitus ¢ uma sindrome clinica heterogénea, causada pela falta de produgao
de insulina pelas células beta () pancreaticas ou pelo defeito nos receptores para insulina nas
células-alvo, resultando em doenga metabdlica hiperglicémica (ADA, 2005). E uma das mais
importantes doencas da sociedade moderna e representa nao apenas um problema de saude
publica, mas também um problema social devido ao prejuizo na qualidade de vida dos
individuos afetados (Mokdad, 2001).

A funcao reprodutiva ¢ altamente sensivel ao status metabdlico e reservas energéticas
do organismo (Schneider, 2004). Assim, uma condi¢do metabolica adversa, como no Diabetes
Mellitus, esta frequentemente associada com severos danos nas fungdes reprodutivas
(Cunningham et al., 1999). Neste contexto, o diabetes estd associado a uma série de
disfungdes sexuais e reprodutivas nos individuos do sexo masculino. Disfun¢des no trato
genitourinario, tais como: distengdo da bexiga, reten¢do urinaria, disfuncao erétil, obstrucao
dos ductos ejaculatérios, calcificagdo da vesicula seminal, infertilidade e redugdo nas
concentragdes plasmaticas de testosterona sao frequentemente associadas com o diabetes, no
homem e em animais experimentais (Yono et al., 2005; Altay et al., 2003; Baccetti et al.,
2002).

Estudos tém demonstrado que o diabetes induzido experimentalmente em animais de
laboratério causa profundas alteragdes estruturais e funcionais na prostata, como uma
diminui¢do do peso absoluto da glandula, além da atrofia das células epiteliais e lumen
glandular (Ribeiro et al., 2006; Carvalho et al., 2003; Cagnon et al., 2000). Desai and
Kondaiah (2000) demonstraram que o diabetes induz modificagdes na expressao de fatores de
crescimento em ratos castrados sugerindo que a diminui¢dao nas concentracdes plasmaticas de
T e uma expressdo diferencial de fatores de crescimento contribuam para as alteragdes
prostaticas de ratos diabéticos.

Entretanto, poucos estudos tém avaliado o impacto do diabetes sobre a idade da
puberdade. Estudos recentes tém demonstrado um aumento dos casos de obesidade infantil e
do diabetes entre criancas e adolescentes (Malecka-Tendera et al., 2005). Neste sentido, o
objetivo do presente estudo foi avaliar o impacto do diabetes sobre o crescimento prostatico
na puberdade, periodo em que a glandula é estimulada a crescer consideravelmente por um
segundo pico de testosterona, com especial atengdo para os niveis plasmaticos de T e DHT e

para a expressao tecidual do receptor de androgeno, do IGF-1 e do IGF-1R.



MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados ratos machos da variedade Wistar, pré-puberes (40 dias de idade),
fornecidos pelo Centro Multi-disciplinar para Investigacdo Biologica da Universidade de
Campinas, CEMIB - UNICAMP. Os animais foram adaptados e mantidos no Biotério de
Pequenos Mamiferos do Departamento de Morfologia do Instituo de Biociéncias,
UNESP/Botucatu, em gaiolas coletivas de polietileno (43x30x15), sendo acomodados
individualmente, sob condi¢des controladas de temperatura mantida entre 22° e 25°C,
umidade relativa proxima de 55% e luminosidade fotoperiodo de 12 horas (periodo de luz
7:00~19:00h). Apos o periodo de adaptacdo, os ratos foram distribuidos de maneira aleatdria
para compor os grupos experimentais. Os procedimentos experimentais estdo de acordo com
os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissio de Etica na Experimentacao

Animal (CEEA) do Instituto de Biociéncias de Botucatu (Protocolo n® 42/07).

Inducao do diabetes

A estreptozotocina (STZ; SIGMA Chemical Company, St. Louis, MO), foi a droga
escolhida para inducdo do diabetes nos ratos pré-puberes (40 dias de idade). Os animais foram
tratados com uma Unica dose de STZ, via intravenosa, na dose de 40mg/Kg de peso corporal,
(40mg de STZ dissolvido em Iml de tampao citrato 0,IM, pH 4.,5). Apos trés dias de
tratamento foi determinada a glicemia dos animais, colhendo-se uma gota de sangue por
puncdo com agulha na parte distal da cauda, por leitura da glicofita (Blood Glucose
Monitoring Teste Prestige HDI Home Diagnostics, Inc., Florida, USA) contendo o sangue,
utilizando glicosimetro especifico (Blood Glucose Monitoring Prestige), expressa os valores
em miligramas por decilitro (mg/dl). Apenas os animais que apresentaram os niveis
glicémicos iguais ou superiores a 250mg/dl, foram incluidos no estudo sendo considerados
diabéticos, mimetizando um quadro clinico tipico do diabetes tipo I no humano. Os animais
do grupo controle receberam, de acordo com o mesmo protocolo experimental, a solugao

veiculo.

Grupos experimentais



Os ratos foram divididos em 6 grupos: grupo controle, composto de 10 animais,
mortos aos 61 e 81 dias de idade (5 animais em cada periodo); grupo diabético (animais
mortos aos 61 dias, n = 6, e 81 dias de idade, n = 7); grupo diabético com reposi¢ao
simultanea de insulina, composto por animais diabéticos (n=10), que ap6és um periodo de 3
dias apos a indugdo pela STZ, comecgaram a receber a terapia com insulina (3U/100g de peso
corporal/dia), subcutaneamente, conforme descrito em Soudamani et al. (2005), em dose
unica diaria, ajustada de acordo com a glicosuria (niveis de glicose na urina) através da leitura
semi-quantitativa da fita Keto-Diabur Test ®, medida duas vezes ao dia (8:00 ¢ 16:00h). Os
animais foram sacrificados aos 61 dias de idade; e grupo diabético com reposicao tardia de
insulina, composto por animais diabéticos (n = 7), que apds um periodo de 20 dias apos a
indugdo pela STZ, comecaram a receber a terapia com insulina. Os animais foram sacrificados
aos 81 dias de idade.

Para a avaliagdo indireta da toxicidade sistémica, os animais, em todos os grupos
experimentais, foram pesados em dias alternados para controle de ganho de peso e observados
quanto ao comportamento, ingestao hidrica e consumo de ragao semanalmente.

Ao final de cada periodo experimental, os animais foram pesados, tiveram
determinada a glicemia e foram sacrificados utilizando-se alta dose de pentobarbital sddico,
injetado intraperitonealmente. Os lobos ventrais prostaticos foram dissecados e reservados

para uso nas técnicas histoldgicas e analises bioquimicas.

Dosagens hormonais

As amostras de sangue foram coletadas dos animais sacrificados aos 61 e 81 dias de
idade. O sangue foi coletado por pun¢do cardiaca no momento do sacrificio, transferido para
um tubo heparinizado e em seguida centrifugado a 2500rpm, 40C, para separagdo do plasma,
que foi congelado at¢é o momento dos ensaios hormonais. Os niveis de testosterona
plasmaticos foram determinados pela técnica de radioimunoensaio de duplo-anticorpo,
utilizando-se o Kit Coat-A-Count Total Testosterone, DPC, Los Angeles, CA, no
Departamento de Reproducao Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
UNESP, Botucatu. As concentragdes de diidrotestosterona foram determinadas pelo método
de quimiluminescéncia, realizada no Laboratério Alvaro de Analises Clinicas de Sdo José do

Rio Preto, SP, Brasil.

Obtencao de cortes em Paraplast



Os lobos ventrais prostaticos foram fixados em paraformaldeido a 4% dissolvido em
tampao fosfato 0,1M, pH 7,3 por 48 horas. Apos a fixagdo, o material foi desidratado em série
crescente de etandis, diafanizado em xilol e incluido em Paraplast. Cortes de Sum foram
produzidos em microétomo rotativo, coletados em laminas silanizadas e armazenados até o

momento de uso.

Imunocitoquimica para receptor de androgeno AR, IGF-1 e IGF-1R

Cortes em Paraplast (com recuperagdo antigénica por tratamento com tampao citrato
de sodio 10mM, pH 6,0 em banho-maria a 96°C por 5 minutos - IGF-1/IGF-1R e 45 minutos
na panela de pressdo - AR) foram mergulhados em solugdo contendo 3% de perdxido de
hidrogénio em metanol para o bloqueio das peroxidases endogenas. Em seguida, os cortes
foram lavados em PBS e embebidos em solucdo contendo 3% de albumina de soro bovino
para o bloqueio das interagdes proteina-proteina nao-especificas.

Apds o bloqueio os cortes foram incubados com anticorpo primario contra os
antigenos de interesse, com as seguintes diluicdes em BSA 1%: 1:100 AR (Sta Cruz, N-20,
sc-816); 1:100 IGF-1R (Abcam, ab39675); e 1:150 IGF-1 (Upstate Biotechnology, Lake
Placid NY). Em seguida, os cortes foram lavados em PBS e incubados com anticorpo
secundario anti-IgG de coelho biotinilado a 1:100 (IGF-1R, AR) e anti-IgG de camundongo
marcado com peroxidase a 1:300 (IGF-1). A marcacdo foi revelada pela diaminobenzidina e
os cortes foram contracorados pela hematoxilina. Os resultados foram analisados ao

microscopio convencional e fotodocumentados.

Western Blotting para as proteinas AR, IGF-1 e IGF-1R

Para a extragdo das proteinas, uma propor¢ao de 30mg de tecido para cada 0,1 ml de
uma solucao de tampao Tris-HCl 50mM, pH 7,5 foi triturada em um homogeneizador do tipo
Politron por trés ciclos de 5 segundos cada um. O homogeneizado foi incubado por 2 horas a
4°C para aumentar a eficiéncia da extracdo. Apos este periodo, o homogeneizado foi
centrifugado a 2.000 RPM por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido e o contetido
de proteinas quantificado pelo método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando-se albumina
sérica bovina (BSA - SIGMA) como proteina de referéncia.

Para iniciar a técnica de Western Blotting, foi realizada a eletroforese em gel SDS-
PAGE 10% para as proteinas AR e IGF-1R e 14% para IGF-1 (0,75mm de espessura)

utilizando-se 80ug de proteinas totais. Apos a eletroforese, foi realizada a transferéncia das



proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose (Hybond-ECL, Amersham Biosciences),
durante 60 minutos a 300mA.

Para impedir as interagdes ndo especificas entre a membrana de nitrocelulose e o
anticorpo utilizado para a deteccdo da proteina alvo, foi realizado o bloqueio de sitios
inespecificos. A membrana de nitrocelulose foi incubada durante 1 hora com uma solugao de
bloqueio de proteinas contendo a seguinte constitui¢do: soro fetal bovino 8%, leite em po
desnatado 2%, BSA 2,5%, glicina 2% diluidos em 10ml de PBS. As proteinas dessa solug¢ao
de bloqueio ligam-se & membrana nos locais onde ndo ha proteinas-alvo. Quando o anticorpo
¢ adicionado, ele liga-se apenas as proteinas-alvo, melhorando os resultados e eliminando os
falsos positivos.

ApoOs o bloqueio, a membrana foi incubada overnight com 10 mL de solucao de
anticorpo primario (1:500; 1:1000 e 1:1000) que foi diluido em solu¢do de bloqueio de
proteinas a 1% em PBS. Os anticorpos primarios utilizados no Western Blotting foram os
mesmos utilizados na imunocitoquimica, mas nas respectivas diluigdes citadas acima.

No dia seguinte, a membrana foi lavada durante 3X de 15 minutos cada em Solugao
Basal (Trisma Base 1M, pH 7.5 e Tween 20). Ap6s a lavagem, a membrana foi incubada
durante 60 minutos com 10mL de solu¢do de anticorpo secundario (1:1000) diluido em
solugdo de bloqueio de proteinas a 1% em PBS. O anticorpo secundario utilizado para as
proteinas AR e IGF-1R foi o “Goat anti-rabbit IgG HRP (Horseradish peroxidase)
conjugated” (SIGMA, sc-2004), enquanto que o “anti-mouse IgG HRP” (SIGMA, A5278) foi
utlizado para IGF-1. Apoés essa incubagdo, a membrana foi lavada durante 3X de 10 minutos
cada em Solugdo Basal.

Para a revelacdo das proteinas marcadas (bandas) foi utilizada a diaminobenzidina. O
peso molecular relativo das bandas foi determinado de acordo com o padrao de peso

molecular.

Forma de anélise dos resultados

Os cortes foram observados em luz normal em microscopio Leica DMLB e as imagens
foram digitalizadas em analisador de imagens no software Leica Q-win versdo 3.1 para
Windons TM.

As andlises semiquantitativas por densitometria (densidade otica integrada — IOD) das
bandas obtidas no Western Blotting foram realizadas utilizando-se Image Master VDS versao

3.0 acoplado ao aparelho Image Master VDS (Pharmacia Biotech).



Para analise dos dados numéricos com a dosagem hormonal e com a densitometria das
bandas foram utilizados o teste estatistico para analise de varidncia - ANOVA, com teste “a
posteriori” de Tuckey-Kramer ou o teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, com teste “a
posteriori” de Dunn, de acordo com a caracteristica de cada varidvel. As diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. As analises estatisticas serdo

realizadas no programa Instat (versdo 3.0; GraphPad, Inc., San Diego, CA, USA).

RESULTADOS

Glicemia

As médias das concentracOes sanguineas de glicose foram superiores a 250mg/dl, em
todos os periodos avaliados, nos animais que receberam tratamento diabetogénico, sem
reposi¢do de insulina. A reposicdo simultdnea e/ou tardia de insulina foi eficaz em reduzir os
niveis de glicose no sangue a valores proximos aos dos animais dos grupos controle. As
médias das concentragdes sanguineas de glicose dos grupos controle foram sempre inferiores
ao limite maximo de normalidade (120mg/dl) (Tabela 1). Um animal do grupo diabético e

dois repostos com insulina morreram ao longo do periodo experimental (dado nao mostrado).

Glicostria

Os animais controles apresentaram valores negativos para a glicosuria (Omg/dl). Os
animais diabéticos, sem tratamento com insulina, apresentaram valores de glicosuria
permanentemente elevados (>250mg/dl), avaliados em leitura de fitas de acordo com uma
escala de coloragdo (Figura 1). Além disso, alguns animais diabéticos foram positivos para
cetonuria no dia da avaliacdo. No grupo de ratos diabéticos tratados com insulina, os valores
de glicosuria variavam ao longo do tratamento, refletindo assim a atuacao fisiologica e o

clearance do hormoénio exdgeno do corpo dos animais (dados ndo mostrados).

Consumo de 4gua e racao

O consumo hidrico, assim como o consumo de ra¢do foi maior nos animais do grupo

diabético, comparados aos dos grupos controle. Os animais diabéticos, apds terem iniciado a
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reposicao exogena de insulina (simultanea e/ou tardia), apresentaram padrdes de consumo de

agua e racdo semelhante aos animais controle (Figuras 2 a 5).

Evolug¢do do peso corporal e glandular

Os animais diabéticos mostraram uma significativa redu¢do do peso corporal
comparado aos animais controle. O tratamento com insulina, iniciado 3 (simultaneo) ou 20
dias (tardio) apos a administragdo de STZ, significantemente aumentou o peso corporal dos
animais (Figuras 6 e 7). Os pesos absolutos e relativos do lobo ventral apresentaram-se
diminuido, ao final de cada periodo experimental, nos animais diabéticos tratados com STZ.
Os animais diabéticos que receberam reposi¢cdo exdgena de insulina (tanto simultdnea quanto
tardia) apresentaram expressiva recuperacao dos pesos absolutos e relativos, sem diferenga

estatisticamente significante dos animais controle (Tabela 2 e Figura 8).

Concentragdes plasmaticas de diidrotestosterona e testosterona

Os valores para as concentragdes plasmaticas de DHT nao diferiram entre os grupos
experimentais idade-emparelhados. Por outro lado, o tratamento diabetogénico com STZ,
reduziu em 80% as concentragdes de T no plasma dos animais e as reposi¢des de insulina,
simultinea e tardia, ndo elevou a concentracdo de T para os niveis normais ficando em 90%

dos niveis controle (Tabela 3).

Imunocitoquimica para o AR, IGF-1 e IGF-1R

A expressao tecidual dos receptores de androgeno nos lobos da prostata foi avaliada
por imunocitoquimica com dois clones diferentes obtidos da empresa Santa Cruz
Biotecnology. Os resultados mostraram forte marcagdo positiva nos nucleos e marcagdo
menos intensa no citoplasma das células epiteliais de todos os grupos experimentais (Figura
9). Aparentemente, houve uma menor marcagcdo para o AR nas prostatas dos animais
diabéticos sem reposi¢do com insulina (Figuras 9c-d). Entretanto, uma andalise mais
quantitativa desta imunomarcagdo nao foi possivel devido a uma grande heterogeneidade na
marcacdo, mesmo entre os tibulos/dcinos de um mesmo lobo prostatico (dados nao
mostrados). Desta forma, decidimos ndo fazer andlises quantitativas do tipo contagem de
nucleos positivos e negativos ou por meio de uma observacdo subjetiva de intensidade de

reacdo (ausente, fraca, média e forte).
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A expressao tecidual do fator de crescimento semelhante a insulina e de seu receptor
foi avaliada por imunocitoquimica com dois clones diferentes obtidos das empresas Santa
Cruz Biotechnology e Upstate Biotechnology, respectivamente. Os resultados mostraram forte
marcacao positiva para o IGF-1 e IGF-1R principalmente no citoplasma das células epiteliais
e marca¢do menos intensa no estroma e na camada muscular de vasos nos lobos ventrais
prostaticos de todos os grupos experimentais (Figura 10 e 11). Aparentemente, houve
alteracdo na intensidade da marcacao para os dois diferentes anticorpos (IGF-1 e IGF-1R) nas

prostatas dos animais diabéticos sem reposi¢ao com insulina (Figuras 10c-d e 11c-d).

Western Blotting para o AR, IGF-1 ¢ IGF-1R

A técnica de Western Blotting foi utilizada para avaliar a especificidade dos anticorpos
primarios utilizados na imunocitoquimica, bem como, para obter dados semiquantitativos da
expressao destas proteinas presentes nos lobos ventrais prostaticos dos diferentes grupos
experimentais. Os resultados revelaram bandas especificas para os pesos moleculares
esperados, no caso, 110kDa para AR, 6kDa para IGF-1 e 155kDa para IGF-1R. A andlise
densitométrica das bandas nio apresentou diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos experimentais (dados nao mostrados), confirmando as observacdes das reagdes

imunocitoquimicas (Figuras 12, 13, e 14).

DISCUSSAO

Muitos estudos tém demonstrado que o diabetes interfere com as fungdes reprodutivas
e com a morfofisiologia da prostata (Ikeda et al., 2000; Carvalho et al., 2003; Cagnon et al.,
2000; Ribeiro et al., 2006; Favaro et al., 2008). Entretanto, poucos estudos abordaram o efeito
do diabetes no periodo da puberdade, momento em que os 6rgao reprodutivos masculinos
sofrem um grande crescimento, influenciados por um pico na producao de testosterona.

No presente estudo, os animais que receberam STZ apresentaram hiperglicemia
(glicemia >250mg/dl) cerca de 48h apos a administracdo da droga e mantiveram este padrao
hiperglicémico, na auséncia de insulina, durante todo o periodo experimental. O aumento no
consumo de agua e rac¢do pelos ratos dos grupos diabetogénicos, quando comparados aos
controle, confirmou resultados da literatura (Ribeiro et al., 2006; Al Ghafli et al., 2004).

Assim, a verificacdo de polifagia, polidpsia e poliuria (observado no aumento da umidade na
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forragem das caixas dos ratos diabéticas) confirmaram os sinais cldssicos da sindrome
diabética (ADA, 2005). A reposicdo continua com insulina, iniciada trés dias apds a
administracdo da STZ, foi efetiva em reduzir os niveis de glicose sanguinea nos animais
tratados, em valores bem proximos ao dos grupos controle. Os animais que receberam a
terapia de reposi¢ao de insulina exdgena apresentaram padrdes de ingestao hidrica e alimentar
semelhante aos animais controle, demonstrando assim a eficacia do tratamento com o
horménio.

Os animais diabéticos apresentaram um menor ganho de peso corporal quando
comparado aos animais controle, mesmo ingerindo grandes quantidades de ragdo, revelando
assim um prejuizo no crescimento somatico. Desta forma, este resultado est4 relacionado com
a condi¢do do estado diabético, demonstrando que esta doenca metabdlica compromete o
metabolismo organico destes animais. O baixo ganho de peso corporal associado a
hiperglicemia ¢ uma das caracteristicas cldssicas do diabetes tanto no homem como nos
animais experimentais (ADA, 2005; Ribeiro et al., 2006; Steger et al., 1989). Os animais que
receberam reposicao exogena de insulina, ao final dos periodos experimentais, apresentaram
peso corporal semelhante ao dos grupos controle, confirmando assim os efeitos anabolicos da
insulina e corroborando com outros estudos experimentais (Oztiirk and Aydin, 2006; Steger
and Kienast, 1990).

No presente estudo, houve uma redugdo das concentracdes plasmaticas de T em todos
os animais que receberam tratamento diabetogénico com a STZ, mas a reducao foi menor nos
animais que receberam reposicdo com insulina, principalmente, na reposi¢do simultinea.
Porém, as concentragdes plasmaticas de DHT ndo foram reduzidas. Esta diminuigdo
acentuada dos niveis de T plasmaticos, sem uma consequente diminui¢do significativa dos
niveis de DHT, pode ser explicada pela manutengdo da conversao da T em DHT.

Em um experimento com ratos castrados nos quais foram feitas reposicao de T, em
doses crescentes, foi demonstrado que niveis plasmaticos de T a partir 20ng/dl ja sdo capazes
de proporcionar uma maxima concentracao intraprostatica de DHT (Marchetti et al., 1988).
Como em nosso experimento, os menores niveis plasmaticos de T foram de 22,7ng/dl nos
animais diabéticos de 80 dias, este valor possivelmente sustentou os niveis plasmaticos e
intraprostaticos de DHT. Além disso, na vida adulta, a concentragdo tecidual de DHT ¢
mantida elevada quando comparada com os niveis plasmaticos. Ambos os androgenos sao
capazes de manter a atividade prostatica, porém a DHT apresenta 1,6 a 1,9 maior poténcia que

a T (Rittmaster et al., 1991). Desta forma, apesar da redugdo dos niveis plasmaticos de T, os



13

animais diabéticos apresentaram crescimento glandular, embora em uma menor propor¢ao em
relacdo aos grupos controle, provavelmente devido aos niveis constantes de DHT. Ja a
reposicdo com insulina foi capaz de restaurar o crescimento glandular, mas ndo os niveis
plasmaticos de T, provavelmente por um efeito direto adicional da insulina através de
receptores (Saucier et al., 1981) ou por vias indiretas, por meio da restauracdo de varios
parametros fisiologicos e hormonais (Sudha et al., 1999).

Tanto a T como a DHT atuam sobre o receptor de androgeno (AR), que promove a
transcri¢ao de genes andrégeno-dependentes (Heinlein e Chang, 2002). No presente estudo,
todas as prostatas ventrais dos diferentes grupos apresentaram reacao positiva, nuclear e
citoplasmatica, para o AR. Assim, os resultados encontrados para a expressao do AR tanto na
imunocitoquimica, quanto na técnica de Western Blotting, podem ser sustentados pelos niveis
constantes de DHT em todos os grupos experimentais, uma vez que as redugdes nos niveis
plasmaticos de T e DHT ndo se refletem nas mesmas propor¢des de reducdes dos niveis
intraprostaticos destes hormdnios.

Além do papel indispensavel dos hormoénios esterdides para o desenvolvimento e
manuten¢do da fisiologia da prostata, o desenvolvimento prostatico normal também ¢
regulado por fatores de crescimento secretados localmente pelo epitélio e pelo estroma, que
atuam de maneira autocrina e paracrina, ligando-se a receptores especificos nas células-alvo e
ativando genes especificos. O desequilibrio desta interagdo entre o epitélio e o estroma esta
associado a alteragdo de expressdao génica e protéica tanto no compartimento epitelial como
no estroma que esta associado ao desenvolvimento e progressdao de lesdes na prostata (Koga
et al., 2007). Dentre esses fatores destacam-se: epidermal growth factor (EGF), insulin-like
growth factors (IGF)-I e —II, fibroblast growth factors (FGF), keratinocyte growth factor
(KGF), and hepatocyte growth factor (HGF) (Lopaczynski et al., 2001), que regulam
diferentes fungdes das células epiteliais e do estroma prostatico.

Insulin-like growth factor-I ou fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) é
considerado o principal fator de crescimento que regula positivamente a proliferagdo e a
diferenciagdo do compartimento epitelial, sendo tdo necessario quanto a testosterona para o
desenvolvimento e crescimento prostatico normal (Kleinberg et al., 2007; Ruan et al., 1999).
Na prostata, o estroma ¢ a maior fonte de IGF-1, que ¢ secretado e se liga ao seu receptor
(IGF-1R) na membrana plasmatica das células epiteliais, induzindo a expressao de genes-alvo

(Ohlson et al., 2007).
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No presente estudo, ndo foram observadas alteragdes na expressao prostatica do IGF-1
e do IGF-1R, analisados por imunocitoquimica e por Western Blotting. Estes resultados
podem refletir que, ou o diabetes ndo altera a expressdo prostatica do IGF-1 e seu receptor
IGF-1R, ou que os niveis constantes de DHT também sustentaram a expressao desse fator de
crescimento e seu receptor na prostata ventral do rato. Liu et al. (2008) demonstraram que, em
cultura celular, a DHT estimula a produgao de IGF-1 por células epiteliais prostaticas normais
em co-culturas com células do estroma reativo de cancer de prostata.

Estudos tém demonstrado que o diabetes induzido experimentalmente em ratos adultos
causa profundas alteragdes estruturais e funcionais na prostata, caracterizada tanto por uma
diminui¢do do peso absoluto da glandula quanto pela atrofia das células epiteliais e limen
glandular (Ribeiro et al., 2006; Carvalho et al., 2003; Cagnon et al., 2000), muito semelhante
aos efeitos observados na prostata de animais castrados (Justulin et al., 2006; Vilamaior et al.,
2006). Entretanto, nossos resultados demonstraram que o diabetes induzido em animais pré-
puberes ndo causou uma atrofia glandular, mas apenas diminuiu a velocidade de crescimento
da prostata. Assim, pode-se concluir que o padrdo de resposta da prostata frente a
hiperglicemia depende também do estado fisiologico em que o 6rgao se encontra.

Em conjunto, os resultados presentes neste estudo sugerem que as modificagdes
fisiologicas e morfoldgicas induzidas pelo diabetes experimental na prostata de ratos puberes,
ndo envolva alteracdo no padrao de expressao do AR, IGF-1 e IGF-1R na prostata, mas por
outros mecanismos nao totalmente definidos. Desta forma, mais estudos sao necessarios para
se distinguir entre os efeitos diretos da auséncia do hormonio insulina sobre a prostata e os
efeitos indiretos do quadro hiperglicémico e suas consequéncias para 0 organismo como um

todo.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Escala de coloragdo utilizada para leitura ¢ interpretagdo das fitas utilizadas
para a avalia¢do semiquantitativa dos valores de glicosuria e cetonuria dos animais dos grupos

experimentais. 50mg/dl = 2,8mmol/Il.

Figura 2. Consumo hidrico (ml) dos ratos, durante o periodo de matura¢do prostatica,
mortos aos 61 dias de idade. Valores expressos em média = SD. Teste de Kruskall Wallis.
Animais puberes: CS (controle, n=5), DS (diabético, n=6), DIS (diabético com reposi¢ao

simultanea de insulina, n=4).

Figura 3. Consumo de ragdo (g) dos ratos, durante o periodo de maturacdo prostatica,
mortos aos 61 dias de idade. Valores expressos em média + SD. Teste de Kruskall Wallis.
Animais puberes: CS (controle, n=5), DS (diabético, n=6), DIS (diabético com reposi¢ao

simultanea de insulina, n=4).

Figura 4. Consumo hidrico (ml) dos ratos, durante o periodo de matura¢do prostatica,
mortos aos 81 dias de idade. Valores expressos em média = SD. Teste de Kruskall Wallis.
Animais puberes: CT (controle, n=5), DT (diabético, n=6), DIT (diabético com reposic¢ao tardia

de insulina, n=7).

Figura 5. Consumo de ragdo (g) dos ratos, durante o periodo de maturagdo prostatica,
mortos aos 81 dias de idade. Valores expressos em média £ SD. Teste de Kruskal-Wallis.
Animais adultos: CT (controle, n=5), DT (diabético, n=6), DIT (diabético com reposicao tardia

de insulina, n=7).

Figura 6. Evolugdo do peso corporal dos ratos, durante o periodo de matura¢do
prostatica, mortos aos 61 dias de idade. Valores expressos em média = SD. Analise de
Variancia Anova. CS (controle, n=5), DS (diabético, n=6), DIS (diabético com reposi¢do

simultanea de insulina, n=4).
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Figura 7. Evolugdo do peso corporal dos ratos, durante o periodo de matura¢do
prostatica, mortos aos 81 dias de idade. Valores expressos em média = SD. Analise de
Variancia Anova. CT (controle, n=5), DT (diabético, n=6), DIT (diabético com reposic¢do tardia

de insulina, n=7).

Figura 8. Evolugdo do peso absoluto prostatico do lobo ventral. Nesta figura ¢ possivel
reconhecer que mesmo com as alteragdes nos niveis plasmaticos de glicemia e da testosterona,
o lobo ventral apresentou crescimento glandular, principalmente entre o periodo de 60 a 80 dias. O

peso aos 40 dias foi baseado nos dados de Vilamaior et al. (2005).

Figura 9. Imunocitoquimica para o receptor de androgeno (AR) na prostata ventral de
rato dos diferentes grupos experimentais. @) Controle 60 dias; b) Controle 80 dias; ¢) Diabético
60 dias; d) Diabético 80 dias; e) Diabético com reposi¢ao simultanea de insulina 60 dias; f)
Diabético com reposi¢do tardia de insulina 80 dias. Observar marcag¢do positiva nos nucleos

(mais forte) e no citoplasma (mais fraca) das células epiteliais prostaticas (setas).

Figura 10. Imunocitoquimica para o fator de crescimento semelhante a insulina tipo I
(IGF-1) no lobo ventral de ratos puberes nos diferentes grupos. a) Controle 60 dias; b) Controle
80 dias; ¢) Diabético 60 dias; d) Diabético 80 dias; e) Diabético com reposi¢ao simultanea de
insulina 60 dias; f) Diabético com reposigdo tardia de insulina 80 dias. Observar marcagado
positiva (mais forte) no citoplasma das células epiteliais (setas finas) e na regido estromal dos
lobos prostaticos (setas grossas), inclusive na camada muscular de vasos, principalmente nos

animais diabéticos (c e d). Aumento de 400X.

Figura 11. Imunohistoquimica para o receptor do fator de crescimento semelhante a
insulina tipo I (IGF-1R) no lobo ventral de ratos ptberes nos diferentes grupos. a) Controle 60
dias; b) Controle 80 dias; c) Diabético 60 dias; d) Diabético 80 dias; e) Diabético com
reposi¢ao simultanea de insulina 60 dias; f) Diabético com reposigdo tardia de insulina 80 dias.
Observar marcagao positiva (mais forte) no citoplasma das células epiteliais (setas finas) e na
regido estromal dos lobos prostaticos (setas grossas), inclusive na camada muscular de vasos,

principalmente nos animais diabéticos (¢ e d). Aumento de 400X.
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Figura 12. Western Blotting para o receptor de androgeno (AR). Observar marcagio
positiva em uma banda com peso molecular relativo de 110kDa, que corresponde ao peso
molecular esperado do AR. Andlise densitométrica mostrou ndo haver diferenca

estatisticamente significativa entre as bandas dos diferentes grupos experimentais.

Figura 13. Western Blotting para o fator de crescimento semelhante a insulina tipo I
(IGF-1). Observar marcagao positiva em uma banda com peso molecular relativo de 6kDa, que
corresponde ao peso molecular esperado do IGF-1. Analise densitométrica mostrou ndo haver

diferenca estatisticamente significativa entre as bandas dos diferentes grupos experimentais.

Figura 14. Western Blotting para o receptor do fator de crescimento semelhante a
insulina tipo I (IGF-1R). Observar marcagdo positiva em uma banda com peso molecular
relativo de 155kDa, que corresponde ao peso molecular esperado do IGF-1R. Anadlise
densitométrica mostrou ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre as bandas dos

diferentes grupos experimentais.
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TABELAS

Tabela 1. Média das concentragdes sanguineas de glicose dos ratos controles, diabéticos e

diabéticos + reposicdo de insulina (simultdnea e tardia) durante o periodo de maturagdo

prostatica.
Dias ap0s a Concentracao de glicose
administragdo de sanguinea (mg/dl)
STZ

CS (n=5) DS (n=6) DIS (n=4)
Dia 2 82,60 + 6,10 289,33 + 74,54* 295,75 £ 55,77*Ri
Dia7 58,60 + 10,52 353,50 £ 82,51* 4525+ 13,84
Dia 14 89,00 + 6,92 358,60 + 23,11** 104,50 + 14,75
Dia 21 54,60 + 5,87 318,33 +98,63* 43,00+ 17,30

CT (n=5) DT (n=6) DIT (n=7)
Dia 2 72,40 £ 14,11 256,85 + 61,02* 265,85 + 38,06*
Dia 7 57,60 + 15,32 255,16 +24,58* 263,50 +74,21*
Dia 14 85,20 + 8,08 354,67 + 80,02* 350,17 + 60,82*
Dia 21 75,60 £ 1,40 311,00 + 102,85* 376,83 + 68,38** Ri
Dia 28 75,60 + 21,40 311,00 £ 102,85%* 176,50 + 61,90
Dia 35 81,68 £ 12,36 362,33 £ 98,63%** 98,53 +£40,12
Dia 41 65,60 £4,27 333,00 + 57,09%* 32,80 £ 3,96

Valores expressos em média+SD. *p<0,05; **p<0,01, comparados ao grupo controle. Teste
de Kruskall-Wallis. Animais puberes: CS (controle), DS (diabético), DIS (diabético com
reposi¢do simultdnea de insulina). Animais adultos: CT (controle), DT (diabético), DIT

(diabético com reposi¢do tardia de insulina). Ri: inicio da reposi¢do com insulina.



Tabela 2. Peso absoluto e relativo do lobo ventral dos animais dos grupos experimentais

Grupos de 60 dias CS (n=h) DS (n=6) DIS (n=4)
PV (mg) 210,56 +£48,25 85,90 £ 36,17%* 168,17 + 16,92
PV (mg/100g) 73,82 + 18,15 4737+ 16,72 61,85 + 5,68

Grupos de 80 dias CT (n=5) DT (n=6) DIT (n=7)
PV (mg) 299,20 + 76,18 155,41 + 61,24%* | 232,48 + 38,61
PV (mg/100g) 85,47 + 17,50 69,20 + 21,14 79,43 + 10,03
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Valores expressos em média + DP. **p<0,01, comparados ao grupo controle. Analise da Variancia

Anova. CS (controle), DS (diabético), DIS (diabético com reposi¢do simultinea de insulina). CT

(controle), DT (diabético), DIT (diabético com reposicao tardia de insulina). PV: prostata ventral.

Tabela 3. Concentragdes plasmaticas de diidrotestosterona (DHT) e testosterona (T) nos

animais controles, diabéticos e diabéticos com reposi¢ao simultanea e/ou tardia de insulina.

Parametro CS DIS DS CT DIT DT
Concentracao 28,28 21,11 18,15 30,48 23,73 30,28
plasmatica +10,48 +17,10 +5.92 +18,45 +15,08 +6,80
DHT (ng/dl)

Concentracao 184, 45 89,57 32,46 350, 45 46,42 22,77
plasmética T +85,98 +95,34%* +31,21%*% | +£210,68 +3],18%** ] Sk**
(ng/dl)

Valores expressos em média+SD.***p<(0,001, comparados aos grupos controles idade-emparellhados.

Teste de Kruskall-Wallis. Animais puberes: CS (controle), DS (diabético), DIS (diabético com

reposicao simultanea de insulina). Animais adultos: CT (controle), DT (diabético), DIT (diabético com

reposicao tardia de insulina).
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Figura 12
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