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RESUMO



RESUMO

O avanco da idade aumenta a prevaléncia para o cancer prostatico (CaP). A senescéncia causa
declinio hormonal, danificacdes de DNA, reducdo da apoptose, aumento de inflamacao e estresse
oxidativo, culminar no desenvolvimento do CaP. O rel6gio circadiano coordena o ritmo
comportamental e fisiol6gicos via CLOCK/BMAL1L heterodimero transcricional. O receptor
nuclear REV-ERBa forma um loop de feedback que contribui para a fungéo do relogio, modula
a biogénese mitocondrial, ciclo celular e controle apopt6tico. O exercicio fisico regula o processo
de envelhecimento e pode modificar os genes do reldgio na préstata. Contudo, pouco se sabe da
expressdo da REV-ERBa na préstata e o potencial efeito do exercicio fisico. Portanto, nosso
objetivo foi caracterizar o perfil metabolico e histopatoldgico prostatico em camundongos jovens
(6 meses) e camundongos idosos (18 e 24 meses de idade) e verificar a expressdo génica de Nrldl
e proteica da REV-ERBa e suas relagfes metabolicas no microambiente prostatico associado ao
exercicio fisico combinado em camundongos idosos. Para avaliar o efeito da idade no
desenvolvimento de lesGes prostaticas utilizamos camundongos C57BL/6J machos, com idades
de 6, 18 e 24 meses. Para avaliar o efeito do ritmo circadiano e do exercicio fisico no metabolismo
prostatico durante o envelhecimento utilizamos camundongos de 18 meses sedentarios e
submetidos ao exercicio fisico combinado por 3 semanas (3 dias/semana de treinamento fisico
aerobio, 40 - 50% do teste de carga incremental; e 2 dias/semana de treinamento fisico de forca,
40 - 50% de 1 RM). Os animais foram submetidos a eutanasia, a prostata foi coletada e processada
para analises bioquimicas, Western Blotting e RT- PCR. Os resultados evidenciaram que durante
o envelhecimento os animais de 18 e 24 meses apresentam maior peso prostatico, bem como,
maiores incidéncias de neoplasia intraepitelial prostatica (NIP) tipo Il e IV, infiltrado
inflamatdrio e metaplasia nuclear. Com isso, observamos que animais de 18 meses eram mais
suscetiveis a lesdes prostaticas e apresentavam maior nivel de REV-ERBa e menor expressao de
Bmall. Por outro lado, o exercicio fisico combinado aumentou os niveis de Bmall e reduziu REV-
ERBa na prostata., acompanhados pela reducdo de AMPK/SIRTL1/PGC-1a, € aumento de
PI3K/AKT e p53/PTEN/caspase 3. Dessa maneira, é possivel concluir que camundongos idosos
apresentavam lesdes NIP IV associadas a metaplasia nuclear e infiltrado inflamatdrio, podendo
evoluir para um adenocarcinoma concomitante a mudancas nos niveis proteico de REV-ERBa
prostatico. Por outro lado, o exercicio fisico combinado pode mitigar as alteracbes moleculares
pré-neoplésicas relacionadas a idade, restaurando Bmall e REV-ERBa e com isso regular o
metabolismo energético e apoptose celular prostatica.

Palavras chaves: senescéncia, treinamento fisico, metabolismo energético, disfuncao

mitocondrial, histopatologia.
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ABSTRACT

Advancing age increases the prevalence of prostate cancer (PCa). Senescence causes hormonal
decline, DNA damage, reduced apoptosis, increased inflammation, and oxidative stress,
culminating in the development of PCa. The circadian clock coordinates behavioral and
physiological rhythm via CLOCK/BMALL transcriptional heterodimer. The REV-ERBa nuclear
receptor forms a feedback loop that contributes to clock function, modulates mitochondrial
biogenesis, cell cycle and apoptotic control. Physical exercise regulates the aging process and can
modify clock genes in the prostate. However, little is known about the expression of REV-ERBa
in the prostate and the potential effect of physical exercise. Therefore, our objective was to
characterize the prostatic metabolic and histopathological profile in young mice (6 months old)
and old mice (18 and 24 months old) and to verify the gene expression of Nr1d1 and REV-ERBa
protein and their metabolic relationships in the prostatic microenvironment associated with
combined physical exercise in elderly mice. To evaluate the effect of age on the development of
prostatic lesions, male C57BL/6J mice aged 6, 18 and 24 months were used. To evaluate the effect
of circadian rhythm and physical exercise on prostatic metabolism during aging, we used
sedentary 18-month-old mice submitted to combined physical exercise for 3 weeks (3 days/week
of aerobic physical training, 40 - 50% load test incremental; and 2 days/week of physical strength
training, 40 - 50% of 1 RM). The animals were euthanized, the prostate was collected and
processed for biochemical analysis, Western Blotting and RT-PCR. The results showed that
during aging, animals aged 18 and 24 months presented greater prostatic weight, as well as higher
incidences of prostatic intraepithelial neoplasia (PIN) types Ill and IV, inflammatory infiltrate
and nuclear metaplasia. Thus, we observed that 18-month-old animals were more susceptible to
prostatic lesions and had a higher level of REV-ERBa and lower expression of Bmall. On the
other hand, combined physical exercise increased levels of Bmall and reduced REV-ERBa in the
prostate, accompanied by a reduction in AMPK/SIRT1/PGC-1a, and an increase in PI3K/AKT
and p53/PTEN/caspase 3. , it is possible to conclude that elderly mice had PIN IV lesions
associated with nuclear metaplasia and inflammatory infiltrate, which could progress to
adenocarcinoma concomitantly with changes in prostatic REV-ERBa protein levels. On the other
hand, combined physical exercise can mitigate age-related pre-neoplastic molecular alterations,
restoring Bmall and REV-ERBa and thereby regulating energy metabolism and prostatic cell
apoptosis.

Keywords: senescence, physical training, energy metabolism, mitochondrial dysfunction,

histopathology.
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O céncer de préstata (CaP) € um dos canceres com maior incidéncia e taxa de mortalidade
no mundo [1], é previsto para 0 ano de 2023 cerca de 288.300 novos casos de CaP e
aproximadamente 34.700 mortes apenas nos EUA [2]. No Brasil para o triénio de 2023 -2025
cerca de 71.730 novos casos de cancer de préstata foram previstos [3], sendo o tipo de cancer
maligno com maior incidéncia e taxa de mortalidade entre os homens no Brasil [4]. De acordo
com Miller et al., [5], a maior taxa de incidéncia de CaP esta entre 50-65 anos de idade. Ainda,
a hereditariedade, 0 uso excessivo de &lcool, tabagismo, habitos alimentares como uso de dieta
hiperlipidica e a prética insuficiente de atividade fisica [6,7], podem potencializar o risco do CaP
[8-10]. Portanto, o desenvolvimento de terapias que retardem o desenvolvimento e a progressdo
do céancer de prdstata é de extrema importancia para a populacéo idosa.

Durante o processo de envelhecimento, ocorrem modulagdes significativas no
metabolismo energético, no sistema hormonal e na resposta imunolégica na prostata. Essas
alteracfes desencadeiam uma hiperestimulacdo das vias intracelulares, como é o caso da via
PI3K/AKT, assim como um aumento na sinalizacdo androgénica. Paralelamente, observa-se uma
reducdo nos niveis de supressores tumorais, como PTEN e p53, que desempenham papéis cruciais
na regulacéo do crescimento celular, juntamente com uma diminuicdo da atividade da caspase 3,
uma enzima envolvida na apoptose [11]. A influéncia dessas modulagfes nas vias celulares
promove um cendrio propicio para o aumento da proliferacdo celular, concomitantemente a
reducdo dos marcadores p53, p21 e p27, os quais normalmente induzem a parada do ciclo celular
e a apoptose programada [12]. Esse contexto cria um microambiente favoravel ao
desenvolvimento de lesBes pré-neoplasicas e, em Ultima instancia, ao surgimento de carcinoma
prostatico [13].

O envelhecimento afeta todos os aspectos da nossa fisiologia e comportamento, incluindo
o reldgio circadiano. A sincronizagdo adequada dos ritmos circadianos é crucial para a saide e o
bem-estar. O nucleo supraquiasmatico (SCN) é o marca-passo central do ritmo circadiano. O SCN
recebe informacGes sobre os ciclos de luz e escuriddo por meio de fotorreceptores na retina, que
sdo transmitidas ao SCN por meio de projecBes neuronais. Essa intrincada comunicacao
possibilita a formacdo da criticidade no relégio central, e como resultado direto, promove a
coordenacéo da producdo de horménios, regula a temperatura corporal, controla o ciclo de sono-
vigilia e influencia uma variedade de processos bioldgicos em todo o corpo [14].

A disfuncdo do ritmo circadiano durante o envelhecimento é um processo complexo que
envolve multiplos fatores dos sistemas biol6gicos. Alguns dos principais mecanismos envolvidos
na disfuncdo do ritmo circadiano durante o envelhecimento inclui o declinio em numero e
eficiéncia dos fotorreceptores retinianos [15]. O préprio SCN sofre alteragdes estruturais e
funcionais ao longo do envelhecimento. Outro fator associado a desregulagéo do ritmo circadiano
é a reducdo na produgdo de melatonina, um horménio associado a regulagdo do sono e ao ritmo

circadiano. Isso pode resultar em uma reducdo na eficiéncia do sistema circadiano em sincronizar
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0s processos bioldgicos com os ciclos diurnos e noturnos [16]. Mudangas no estilo de vida, como
padrdes irregulares de sono, exposicdo inadequada a luz durante o dia e habitos alimentares
desregulados, podem contribuir para a disfuncdo do ritmo circadiano em pessoas idosas [17].
Assim, todas essas alteracBes produzem a perda de ritimicidade e desencadeia alteracbes na
atividade de proteinas como REV-ERBa [14]. A REV-ERBa exerce influéncia na regulagdo de
genes envolvidos nas respostas metabélicas e inflamatdrias [18,19]. Como resultado direto, a
desregulacdo dessa proteina pode desencadear modificacBes significativas nas respostas
hormonais, no funcionamento mitocondrial, no metabolismo celular e no equilibrio energético
[20]. Portanto, a disfungdo do ritmo circadiano, especialmente durante o processo de
envelhecimento, revela a complexidade intrinseca das interagcdes entre os ritmos biol6gicos e 0s
sistemas regulatérios do corpo. A compreensdo mais profunda desses mecanismos ndo apenas
lanca luz sobre os fundamentos da regulagcdo biolégica, mas também oferece perspectivas
promissoras para intervencdes terapéuticas destinadas a mitigar os efeitos do envelhecimento e
melhorar a salde e o bem-estar ao longo da vida.

Nessa premissa o exercicio fisico poderia ser utilizado como método nao-farmacolégico
para a prevencdo e tratamento das alteragdes prostaticas associada ao processo de envelhecimento.
Em sintese, o exercicio fisico sistematizado é caracterizado por atividades que aumentam
significativamente a demanda energética modulando positivamente o perfil metabolico, hormonal
e imunoldgico. Pouco se sabe sobre o efeito do exercicio fisico na regula¢do do ritmo circadiano
prostatico durante o processo de envelhecimento [21,22]. No entanto, o exercicio fisico pode
modular proteinas e genes CLOCK no musculo estriado esquelético, hipotdlamo e figado e parece
estar envolvido nas alteragdes no metabolismo mitocondrial. Apesar de diversos estudos
mostrarem acéo circadiana no controle de vias proliferativas, ciclo celular e apoptose na tecidos
prostaticos [23-26], esse é o primeiro estudo no qual mostra efeito das proteinas do ritmo
circadiano com influéncia do exercicio fisico combinado em tecidos prostaticos em animais

idosos.
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EFEITOS DO ENVELHECIMENTO: ASPECTOS GERAIS

O envelhecimento é um processo continuo, gradual e de alteragdes naturais que inicia na
vida adulta. O envelhecimento é acompanhado de significativas transformacgdes demogréficas,
biolégicas, sociais, econbémicas e comportamentais [27]. Em demografia, entende-se por
envelhecimento populacional o processo de crescimento da populacdo idosa conforme sua
participacdo relativa no total da populagcdo [28]. Segundo dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica IBGE - 2023 [29], atualmente no Brasil ha cerca de 14,7 % da populacéao
total, com idade acima de 60 anos, e estima-se para 2050 aproximadamente 29,1 % populacéo,
um em cada 3 brasileiros sera idoso [30].

O processo do envelhecimento pode ser considerado resultante das interagdes entre
fatores internos e externos que ocorrem ao longa vida. O que pode levar ao declinio das
capacidades funcionais e a perturbacdo homeostase do organismo, resultando senilidade
associada a dependéncia e fragilidade em humanos [31]. O declinio pode ser acelerado com a
presenca da sindrome geriatrica, uma classe de doencas associado a senilidade, que afetam a
capacidade do idoso em realizar tarefas cotidianas, bem como a qualidade de vida [32]. Mdltiplas
funcdes fisioldgicas podem predizer o estado de homeostase, como cognicdo, locomocéo,
controle psicossocial, vitalidade e controle sensorial [27]. A relagdo do processo de
envelhecimento entre humanos e nos camundongos, apesar da diferenca na expectativa de vida
entre as espécies, esta pautada na semelhanca na fisiopatologia e nas estruturas moleculares que
controlam a atividade celular durante o mecanismo do envelhecimento, entretanto, para que
ocorra condices experimentais analogas, é necessario e correlagdo entre as idades [33]. Dessa
forma, foi proposto por Dutta & Sengupta, [34], que na senescéncia reprodutiva dos camundongos
C57BL/6J, cada 8,82 dias do camundongos equivalem um ano humano, desta forma animais idoso
de 24 meses equivalem a 80 anos humanos, 18 meses equivalem a 60 anos humanos e 0s animais
jovens de 6 meses equivalem a 20 anos humanos.

A senilidade originalmente € iniciada pela senescéncia celular. A senescéncia celular é
definida como a perda irreversivel do potencial proliferativo, decorrendo do estresse celular, seja
estimulado por fatores enddgenos ou fatores exdgenos [35]. A senescéncia celular pode ser
classificada em dois tipos: a senescéncia replicativa e senescéncia induzida ou prematura. Na
senescéncia replicativa, ocorre um limite de o nimero de divisGes celulares em todos as células
eucariotas somaticos, esse mecanismo foi postulado por Hayflick & Moordhead, [36]. Em células
jovens a integridade do DNA é mantida pela presenca dos teldmeros (DNA ndo codificante) nas
extremidades, isso devido a atividade da enzima telomerase, que tem papel importante na
manutencdo e sintese de novos teldmeros [37]. Entretanto, no envelhecimento ocorre uma perda
gradual da atividade da telomerase, o que leva ao encurtamento dos telémeros. Nesse sentido, a

manutencdo de telomerase evita a senescéncia celular. A sinalizagdo celular replicativa, induzida
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pelo encurtamento telémerico envolve ativacdo da histona H2A.X, sinalizando a formacao do
complexo MRN (MRE11/RAD51/NBSL1), o qual ativa as proteinas ATM/ATR (Proteina mutada
na ataxia telangiectasia/relacionadas a ATM e Rad3), que culminam fosforilacdo das quinases de
checkpoint (Chk1 e Chk2) que tem o papel de checkpoint do ciclo celular [38], 0 que resultam na
fosforilacdo da p53 (serina 15), que atua como fator de transcricdo de p21, levando a indugéo de
parada do ciclo celular e senescéncia celular [39].

O mecanismo de indugdo da senescéncia prematura pode ser iniciado pela disfuncdo
mitocondrial, com aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) e/ou pela superexpresséo
de genes oncogénicos, os chamados OIS (Oncogene-Induced Senecesce) [40]. O funcionamento
das mitocondrial é essencial para a homeostase celular, isso porque elas sdéo como centros de
energia e respiragdo celular [41]. A disfungdo mitocondrial ocupa um importante papel no
desenvolvimento da senescéncia celular, isso porque € um componente essencial para o feedback
positivo da senescéncia induzida por EROs [42]. O aumento de EROs afeta ndo s6 o DNA nuclear,
como também o mtDNA, que por sua vez promovem ainda mais aumento de EROs, e a disfungdo
mitocondrial, bem como outros mecanismos mitocondriais importantes para o funcionamento
adequado da célula também estdo perturbados, como o metabolismo energético e controle
apoptético e mitofagia [43]. Foi postulado que alterages o funcionamento das mitocondrias
promove relagcBes anormais de NAD+/NADH e ATP/ADP, essas relagdes desequilibradas
desencadeiam a ativacdo da proteina AMPK (Proteina quinase ativada por AMP), que por sua
vez, ativa a via da p53/p21 levando a senescéncia celular induzida por AMPK [44]. Por outro
lado, recentemente foi descoberto que a translocacéo da proteina PARKIN para as mitocondrias
defeituosas, induz a mitofagia, sendo esse um mecanismo de controle da inducéo de senescéncia
celular, pois a mitofagia de mitocondrias defeituosas resulta em menores produgdo de EROs,
contudo esse mecanismo pode ser inibido pela ativagédo de p53 [45].

Outro mecanismo de inducdo de senescéncia prematura é pela superexpressdo dos OIS.
Sendo o mais implicado a sinalizagdo oncogénica de RAS/RAF que induz sobrevivéncia celular,
e danos irreversiveis ao DNA, induzindo a ativacdo da histona H2A. X/ATM/ATR/p53, com
concomitante inibi¢do de vias proliferativas como PI3K/AKT [46]. Molecularmente, o aumento
de EROs e estimulacdo dos genes oncogénicos, levam a ativacdo da p53/p21 levando a inducao
da senescéncia [47], bem como, os oncogéneses também promovem estimulacdo da via
p38/MAPK (MAP quinase) e posteriormente ativam a p16, reprimindo as quinase dependente de
diclina, impedindo a atividade do complexo ciclica-CDK, e da proteina do retinoblastoma (pRB)
que controlam a progressao do ciclo celular, ambas levam a ativacdo da p53 e inducédo de parada
do ciclo celular e senescéncia celular [48].

As células com fendtipo senescente apresentam marcadores especificos como o da f3-
galactosidase [49], aumento vias de inducdo de parada do ciclo celular (p16, p53, p21 e p27), e

as células senescentes também secretam mediadores inflamatdrios, denominados "fenotipo

29



secretor associado a senescéncia (SASP)" [50]. Dentre os fatores imunolégicos secretados pelas
células senescente incluem os microRNAs (miR-106 e miR-30), citocinas pré-inflamatérias (IL-
6, IL-1B, IFN-y, TNF-a, IL-8 e IL-16), quimiocinas (CCL1, CCL17, CCL20 e CCL22), fatores
de crescimentos (TGF, IGF-1, KGF, EGF e FGF), proteases e metaloproteinases (MMP2 e
MMP9), promovendo um ambiente de carater pré-inflamatdrio crénico associado a idade,
conhecido como do inglés “inflammaging” [51]. O programa de senescéncia e o fenotipo SASP,
leva células adjacentes, a modificacdo do ambiente celular, conduzindo a uma redu¢éo na eficécia
das funcdes fisioldgicas e uma perda de resisténcia ou adaptacdo ao estresse [52,53], estando
envolvida em diversos processos fisiopatologicos [35,54].

Contudo, o acumulo persistente das células senescentes impacta negativamente na
restauracdo da homeostase celular, sendo um impulsionador de declinio funcional associado a
senilidade [53]. Ainda, o estudo da senescéncia celular envolve tanto as analises de alteracdes
fenotipicas teciduais, de atipias nucleares, extensdo de prolongamentos e alteracBes de
metabolismo energético, como também alteracbes moleculares nas vias de sinalizacdo
intracelulares. Os mecanismos que controlam a senescéncia celular, ainda s@o poucos
compreendidos, entretanto fatores que promovem homeostase no balango redox, principalmente
aumento da capacidade antioxidante, reducéo do fendtipo senescente SASP, inducéo de apoptose
e reducéo dos fatores que podem prover algum dano ao DNA, como a proliferacdo exacerbada,
podem impedir a progressao da senescéncia celular, sendo, possiveis alvos terapéuticos na
prevencdo e tratamento de diversas doengas associadas ao envelhecimento, como Alzheimer,

sarcopenia e 0 cancer prostatico.

ANATOMIA E FISIOLOGIA DA GLANDULA PROSTATICA

A préstata € uma glandula do sistema reprodutor masculino, o qual produz um fluido
leitoso, levemente &cido (pH 6,5). O liquido prostatico compde cerca de 20% a 30% do plasma
seminal, e contém substancias como &cido citrico utilizados pelos espermatozoides para producao
de adenosina trifosfato (ATP) via ciclo de Krebs [55]. Ainda, possui enzimas proteoliticas como
0 antigeno prostatico especifico (PSA), pepsinogénio, lisozima, amilase e hialuronidase sdo
usados para degradar as proteinas de coagulacdo [56]. O liquido prostatico contribui para
motilidade e viabilidade dos espermatozoides, sendo uma glandula essencial para a funcéo
reprodutiva musculina. A prostata esté localizada na cavidade pélvica, posterior a sinfise pabica,
inferior a bexiga urinéria e anterior ao reto [57], e circunda a uretra proximal & medida que emerge
da bexiga urinéria. Nos murinos a prostata é constituida por lobos anterior, dorso lateral e ventral.
Nos humanos, a prostata é constituida por zonas denominadas: zona periférica que constitui cerca
de 70% de todo o 6rgdo, zona central e zona transicional [58]. Tanto em homens como

camundongos, a prostata possui &cinos prostaticos sdo revestidos por epitélio colunar simples,
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constituido por compartimentos morfologicamente distintos: o basal, luminal/secretor e
neuroendocrinas [59,60]. As células basais possuem uma camada Unica que envolve dos acinos,
proximas a membrana basal, possuem ndcleo ovoide com citoplasma discreto. Ja as células
luminais sdo colunares, com citoplasma eosinéfilo com nucleos redondos préximos da base da
célula, essas células produzem e secretam o PSA [61]. As células neuroenddcrina sdo uma
pequena populacdo de células enddcrina, que expressdo marcadores como a sinaptofisina,
cromogranina A e com baixa responsividade para androgeno [62].As células basais e luminais
ndo sao diferenciaveis apenas na histologica, mas também funcionalmente e pela expressao de
classes diferentes de citoqueratinas [63]. O estroma fibromuscular é um tecido ndo glandular que
circunda o 6rgdo e suas porcOes glandulares, sendo formado por células musculares lisa,
fibroblasto e miofibroblasto, células imunoldgicas e nervosas [64], células estas que estdo
envolvidas no reparo tecidual e manutengdo da matriz extracelular. Além disso, o estroma
prostatico produz uma sinalizagao que influencia as células epiteliais secretoras a produzirem e
secretarem o fluido prostatico [65,66]. O estroma ainda esta implicado no desenvolvimento e
progressdo do CaP através da formacdo do chamado estroma reativo, promovendo aumento de
fatores angiogénicos, de crescimento e proliferativos que podem interferir na diferenciacdo das
células epiteliais [67].

Os andrégenos tém forte influéncia na morfogénese, na manutencdo da atividade
funcional, proliferacdo e na diferenciacdo das células da prostata [68—70]. Os androgenos
expressam seus efeitos bioldgicos através da interacdo com receptores androgénicos contidos no
nacleo celular. Contudo, para que ocorra a ativacdo androgénica em tecidos prostaticos é
necessario a presenca do horménio masculino, a testosterona, originada nos testiculos (95%) e na
glandula adrenal (5%). Para desempenhar suas funcBes anabolicas prostaticas a testosterona é
convertida em di-hidrotestosterona (DHT) pela enzima 5a-redutase [71]. Liberagdo hormonal da
testosterona total sérica é controlada pelo funcionamento do eixo (HHG) hipotdlamo (horménio
liberador de horménio luteinizante - LHRH) - hipd6fise (Horménio Luteinizante e Foliculo
estimulante LH / FSH) - testiculo (testosterona). A concentracdo média de testosterona no plasma
é de aproximadamente 600 ng/mL [72], e os niveis de testosterona plasmaticos permanecem
razoavelmente constantes entre 25 e 60 anos de idade, mas comeca a declinar gradualmente depois
disso. A testosterona no sangue esta conjugada a globulina ligada a horménio esteroide — SHBG.
Uma pequena fragdo é testosterona livre, utilizada para ativacdo celular. Além dos andrégenos,
outros hormdnios como os estrégenos atuam sinergicamente a testosterona, influenciando tanto
as funcBes normais da prostata quanto as alteragdes patoldgicas [69,73]. Os estr6genos possuem
efeitos anti-androgénicos e regulam negativamente o eixo hipotdlamo/hipéfise/gbnada, com
reducdo da producgdo de androgenos pelas células de Leydig e decorrente involugdo do epitélio

prostatico e crescimento estromal em animais adultos [73].
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O papel dos hormdnios esteroides na prostata tém sido debatidos por varias décadas
[74,75]. Dentre os esteroides, a acdo do estrégeno nas doencas prostaticas tem sido relacionada
ao crescimento prostatico [76]. O estrégeno, em particular o estradiol, pode atuar na préstata por
meio do receptor de estrégeno-alfa (ERa) localizado no estroma induzindo metaplasia escamosa
e neoplasia intraepitelial prostatica, mediando os efeitos carcinogénicos do estradiol [77,78]. Ja a
ativacdo do receptor de estrogeno B (ERP) pode atuar no processo antiproliferativo [79]. A
supressdo de ERB promoveu hiperplasia da prostata e esta associado a diferenciacéo e migragéo
de células tumorais [80]. Foi sugerido que a agdo anticancerigena do ERp pode ser via aumento
da atividade dos supressores tumorais, contudo a repressdo do ERp, pode levar a perda dos
supressores tumorais, envolvendo a ativagdo de vias proliferativas, como o aumento da
sinalizacdo PI3K/AKT (fosfatidil-inositol 3-quinase/proteina quinase B), que séo essenciais para
a tumorigénese [81].

A morfologia e a fisiologia da prostata tém sido examinadas com particular atencao as
doencas que atingem esse 6rgao. Dentre as doencas destacam-se a hiperplasia prostatica benigna
(HBP), o CaP e as altera¢des histopatoldgicas que acometem o érgao como neoplasia intraepitelial
(NIP), a atrofia prostatica (AP) e a atrofia inflamatdria proliferativa (PIA) [68,82].

A HBP é uma alteracdo diretamente associada ao envelhecimento, caracterizada por
predominante proliferagcdo benigna dos compartimentos fibromusculares do estroma e, embora
ocorra 0 aumento substancial do epitélio, a integridade regional da glandula é mantida [83]. Os
principais sintomas da HBP é fluxo urinario fraco e gotejamento, isso devido a obstrucéo parcial
da uretra prostatica e saida da bexiga [84]. Fatores como envelhecimento e disfuncdo metabdlica,
mesmo ambas reduzindo a producdo de testosterona e consequentemente menor ativagdo
androgénica via DHT, podem impulsionar o crescimento benigno da prostata [85]. Os
mecanismos relacionados ao desenvolvimento de HBP, em baixas concentra¢Ges de testosterona
sdo mediados pela presenca de altos niveis de insulina, do fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF-1), fator de crescimento de queratinécitos (KGF), fator de crescimento epidérmico
(EGF) e fator de crescimento de fibroblastos (FGF), que culminam na interagdo com 0s
receptores especificos ou receptores de fator de crescimento (GHR), promovendo fosforilagdo da
via PIBK/AKT (fosfatidil-inositol 3-quinase/proteina quinase B), que além de inibir vias de
inducdo a apoptose, estimulam a fosforilagdo de AR sua translocacdo para o nucleo [66,86],
mediados pelo envelhecimento ou disfuncdo metabdlica [87,88].

Tem sido proposto que as transformacdes teciduais neoplasicas prostaticas resultam da
proliferacdo epitelial em um ambiente rico em células inflamatorias, fatores de crescimento,
estroma ativado e liberacdo de agentes promotores de danificagdo no DNA como 0s oncogenes,
bem como reducdo dos supressores tumorais como a PTEN (fosfatase homologa a tensina) e
proteina 53 (p53) e NKX 3.1 (ABATE-SHEN et al., 2008; KIM, C.-Y. et al., 2016; WANG, S. et
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al., 2016). A NIP ¢é um tipo de alteracdo tecidual pré-neoplésica relativamente comum,
subdivididas para homens em NIP de baixo grau e NIP de alto grau [91], e para camundongos
subdivididas em NIP I, NIP I1, NIP I1l e NIP IV. A NIP ¢ caracterizada pela hiperplasia luminal
aumentada, sendo geneticamente semelhante ao fenétipo do céncer de prostata (CaP) [92]. De
acordo com Majumder et al., [93], a NIP é clinicamente apontada como uma lesdo precursora do
adenocarcinoma invasivo e pode precedé-lo por até 10 anos, mas 0s mecanismos moleculares que
suportam essa transicao ainda ndo sdo conhecidos. Estudos clinicos demonstraram que homens
com NIP de alto grau possuem 17% a 35% de risco de desenvolver o CaP. O CaP é considerado
doenca epitelial e, frequentemente, estende-se além dos limites normais do 6rgao [94].

O desenvolvimento do carcinoma prostatico é de natureza enddcrina e a possibilidade de
ocorréncia desta doenga aumenta com a idade [95]. Atualmente, a ablacdo hormonal que inclui a
terapia de privacao androgénica € a primeira linha para o tratamento do CaP iniciais. No entanto,
quase todos os pacientes progridem de CaP sensiveis a hormonios para o cancer de prostata
resistente a castragdo (CRPC), com aumento do PSA [80]. No envelhecimento ocorre alteragao
na taxa de testosterona/estrgeno circulantes mesmo em homens saudaveis [48,49]. O
envelhecimento promove a reducdo da sintese de testosterona [96], promovendo um estado de
hipogonadismo, mesmo assim, promove aumento proliferativo prostatico [75,97] pelo ao
aumento da ativacdo de AR nuclear associado ao receptor de estrogeno a (ERa), e citocinas
inflamatdrias [98] mesmo com baixos niveis de testosterona. Neste contexto bioldgico, o
envelhecimento pode modificar o ambiente prostatico de forma que altere outros mecanismos
para indugdo proliferativa.

A atrofia prostatica (AP) também tem sido considerada uma alteracdo prostatica
precursora do adenocarcinoma [99]. Esta condicdo esta intimamente associada com um quadro
de inflamac&o cronica [82]. Em homens senis, areas de atrofia epitelial sdo extremamente comuns
na préstata. A AP é caracterizada pela reducdo do volume de glandulas preexistentes e pode ser
dividida em dois tipos: difusa (APD) e focal (APF) [82]. APD resulta da diminuicdo dos
androgenos circulantes e comprometendo a préstata de forma relativamente uniforme. Em
contraste, a APF pode ndo estar relacionada a diminuicdo das concentracdes de andrdgenos
circulantes, comprometendo apenas parte da glandula. Ja a atrofia inflamatéria proliferativa (P1A)
é lesdo do epitélio prostatico que ocorre simultaneamente aos diferentes graus de inflamacdo
intersticial adjacente. O termo PIA foi proposto por De Marzo et al., [100] para designar focos de
epitélio glandular proliferativo com o aspecto morfoldgico de atrofia simples ou de hiperplasia
pos-atrofica (PAH), ocorrendo em associagdo a inflamacdo. Ainda, Putzi & de Marzo [101]
postularam que a PIA possa representar uma condigédo precursora da NIP e/ou do CaP. Segundo
De Marzo et al., [82], todas as formas de atrofia focal da prdstata sdo proliferativas, e a ampla

maioria estd associada a inflamagdo, de maneira que essas lesdes podem se originar em um
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cenario de estresse oxidativo aumentado, possivelmente, derivado das células inflamatérias
adjacentes.

Alguns dos principais mecanismos envolvidos no crescimento da préstata sdo potenciais
alvos terapéuticos que incluem alteracGes no estado hormonal, alteracbes no eixo
insulina/IGF/IGFBP, inflamacéo e alteragdes no metabolismo resultante da estimulacdo anormal
persistente [102]. A resposta proliferativa do tecido a lesdo e inflamagdo é necessaria para a
sobrevivéncia do tecido, contudo, existe associagdo entre a inflamagéo cronica e cancer levando
a concluir que essa resposta proliferativa advinda de uma inflamag&o pode impulsionar o
crescimento epitelial em neoplasia e proliferacdo anormal [103,104]. Desta forma, mediadores
inflamatorios tem papel principal no processo inflamatério e podem contribuir para o
desenvolvimento e progressdo do tumor. Porém seu efeito sobre a progressdo do tumor ainda é
considerado colateral ndo especifico.

O declinio da fungdo imunitaria associado ao envelhecimento, é conhecido como
imunossenescéncia, e pode aumentar a suscetibilidade para doencas infecciosas e cancer [105]. A
modulacdo imunoldgica provinda de uma infec¢do viral ou da reducdo da resposta imunoldgica
devido a imunossenescéncia pode desempenhar um papel importante na carcinogénese prostatica
[106]. AlteracGes nas repostas imunoldgicas promovem ndo sé o aumento da inflamacao local,
com também podem levar a modificagdes nas sinalizagdes intracelulares de proliferacéo, redugdo
do potencial apoptdético e desregulacdo do ciclo celular, bem como alteragdes genéticas levando
ao desenvolvimento do cancer de prostata [107]. Entretanto, durante o desenvolvimento do CaP
em individuos idosos ocorre uma grande infiltragdo de células do sistema imune, como linfdcitos
T e B, macréfagos, neutréfilos, células natural Killer e mastdcito, que a principio é um sistema de
defesa do organismo no combate do crescimento tumoral local, contudo devido a alta capacidade
de adaptativa das células cancerigenas, elas utilizam do ambiente inflamatério para promover o
crescimento tumoral [108].

A senescéncia replicativa € um mecanismo de interrupcdo da proliferacdo celular de
células com danos irreversiveis ao DNA [109]. Assim, o mecanismo de inducdo de senescéncia
celular é descrito como supressor tumoral [110]. A senescéncia celular é caracterizada pela alta
expressdo de marcadores como a SA-B galactosidase associada ao aumento da atividade
lisossomal, perda de PTEN e concomitante aumento das proteinas p53, p16 INK4a, p21CIP1 e
p27 conhecidas por inibir a atividade das quinase dependente de diclina, impedindo a atividade
do complexo ciclica-CDK e a progressao do ciclo celular [111], esse mecanismo induz resisténcia
a proliferacéo celular, sendo incapazes de se replicar, isso devido ao bloqueio da passagem da
fase G1 para a fase S do ciclo celular [110]. Entretanto, as células com fenotipo senescentes
secretam uma série de mediadores inflamatorios, que agem de forma paracrina em outras células
do 6rgdo promovendo microambiente inflamatdrio, denominados de "fendtipo secretor associado

a senescéncia (SASP)", o qual contém citocinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-1f, IFN-y, TNF-a,
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IL-8 e IL-16), quimiocinas (CCL1, CCL17, CCL20 e CCL22), fatores de crescimentos, proteases
e metaloproteinases (MMP2 e MMP9) [112], que estdo associadas com o desenvolvimento das
lesdes teciduais, HPB e cancer prostatico em células da prostata envelhecida [109,113].

Os mecanismos pré-tumorgénicos do SASP sdo mediadas por vias sinalizacdo celular da
PIBK/AKT/JAK/STAT3 (fosfatidil-inositol 3-quinase/proteina quinase B/Janus quinase/
Transdutoras de sinal e ativadoras de transcricdo), a ativacdo dessa via fosforila as proteinas
oncogénicas RAS/RAF e MAPK (MAP quinase), induzindo sobrevivéncia celular, proliferagéo,
e invasdo de células imunes [114]. Ainda, a ativacdo de via JAK/STAT3/PIM (local de integracdo
proviral para o virus da leucemia murina Moloney) leva a inibi¢do da proteina pré-apoptotica
BAD (agonista da proteina de morte celular associado a BCL2) e estimulacdo do MYC (proto-
oncogene) levando ao fen6tipo proliferativo em celulares epiteliais ndo senescentes [109]. Dessa
forma, o desenvolvimento de novas terapias ndo-farmacoldgicas e farmacol6gicas que consigam
conter a inducdo de senescéncia celular e o fendtipo inflamatério, em individuos com idade
avancada pode ser um alvo promissor para a reducéo do desenvolvimento e progressdo dos casos

de cancer de prostata na populagao idosa.

RITMO CIRCADIANO

O ritmo circadiano (do latim circa diem) é um processo bioldgico que controla toda a
atividade fisioldgica corporal durante o periodo de 24 horas, gerados pelo nucleo
supraquiasmatico (SCN) do hipotalamo [115]. O SCN é o marca-passo central do ritmo circadiano
[116] , o qual recebe a informacdo de ciclos claro/escuro durante o periodo de 24 horas, através
dos fotorreceptores contidos na retina e enviam proje¢6es neuronais para 0 SCN e para o nicleo
paraventricular (PVN) induzindo a glandula pineal a produzir e secretar a melatonina durante o
periodo da noite, e para que produza a ritimicidade do reldgio central, sincronizando com o relégio
moleculares autbnomos nos tecidos periféricos e controlando a secrecdo de horménios, atividade
cardiaca, temperatura corporal, ciclo de sono-vigilia, bem como diversas outras funcdes como
reproducdo, receptor de horménio da tireoide e vitamina D [117]. O ritmo circadiano também é
responsavel por controlar o metabolismo celular, homeostase mitocondrial e atividade de enzimas
do balago redox [118].

A maquinaria oscilatéria do reldgio central é controlada pelo complexo de dois loops de
feedback, composta pelos genes ativadores transcricionais CLOCK/BMALL (circadian
locomotor output cycles kaput/brain and muscle Arnt-like protein -1, também conhecido como
ARNTL) e reprimidos por genes PER (period) e CRY (cryptochrome) durante o dia [119]. Essas
proteinas controlam a homeostase fisioldgica através de mecanismo de feedback pela ativacéo

dos receptores nucleares RORa (receptor 6rfao alfa relacionado ao RAR) e REV-ERBa ou REV-
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ERBB [120]. A REV-ERBu. é responsavel por regular o segundo loop do ritmo circadiano. E uma
proteina nuclear, conhecida como receptores nucleares da subfamilia 1, grupo D, membro 1 e 2,
regulada pelo gene Nrldl, e fazem transcri¢do génica a partir da ligacdo a sequéncia do DNA do
elemento de resposta ROR (ROREs - retinoic acid-related orphan receptor response elements).
Um conjunto de fatores de transcricdo compreende os loops de retroalimentacdo e ligacdo
transcricional e translacional autbnomo que permitem oscilagdo de genes circadianos. O loop
primario, ativa fatores de transcricio CLOCK/BMALL heterodimerizam e promovem a
transcricdo de genes de Periodo (PER1, PER2, PER3) e genes de Criptocromo (CRY1 e CRY2).
As proteinas PER e CRY se translocam para o nucleo e inibem a atividade transcricional do
heterodimero CLOCK/BMAL1 e, assim, reprimem sua propria expressdo. Além disso, a
expressao de BMALL1 € regulada pelo loop de feedback secundéario, em que CLOCK e BMAL1
induzem a expressdo de REV-ERBa (Nrldl) e REV-ERBP (Nrld2) e, em seguida, as proteinas
REV-ERBa / REV-ERBJ reprimem a expressdo de BMAL1 (ARNTL) por ligagdes concorrentes
de ativadores transcricionais, RORa e RORY, ao elemento de resposta ROR (RRE) no promotor
Bmall. Portanto, acredita-se que os REV-ERBs sejam os principais reguladores da oscilacéo
transcricional mediada por RRE. A ativagdo da REV-ERBa em tecidos periféricos ¢ responsavel
pela homeostase do metabolismo energético, controlando genes de metabolismo lipidico e
glicolitico em tecidos metabolicamente ativos como musculo estriado esquelético, tecido adiposo
e figado [121,122].

Um dos mecanismos para compreender o funcionamento normal da maguinaria
circadiana € a regulagdo do tempo de sono-vigilia [123]. O sono pode ser divido em 4 estagios:
sono ndo-REN 1, periodo de transcrigdo da vigilia para sono leve; sono ndo-REN 2, periodo de
sono leve, sono ndo-REN 3, periodo de sono profundo e sono REN (Rapid eye movement sleep),
periodo de alta atividade neuronal, chamado de sono ativo, consolidacdo de memodria e
aprendizado . Contudo, em geral temos entre 4 e 6 ciclos durante o periodo de sono, dependendo
da quantidade de horas dormidas, secregdo de melatonina e principalmente exposicdo a luz
durante a noite [124].

A melatonina é um horménio produzido pela glandula pineal, sobre influéncia da baixa
exposicdo de luz natural [125]. Nos tecidos periféricos, a melatonina pode agir por meio do
receptor de melatonina de membrana, receptores metabotrépicos MT1 e MT2 [126,127] ou
atravessando a membrana plasmatica e interagindo com proteinas citosolicas [128] atuando como
potente antioxidante ndo enzimatico, neutralizando os EROs. Dessa maneira a melatonina, é
conhecida por desempenhar um importante papel na promocdo de estado de inducdo do sono
[129], e baixas concentra¢fes de melatonina podem promover o desenvolvimento de distdrbios
do sono, e desregulacdo da maquinaria molecular circadiana [130]. A principal funcdo da
melatonina € regulacdo do tempo e qualidade de sono, porém numerosos estudos mostram que a

secrecao regulada de melatonina esta associada com aumento de mecanismo antioxidantes,
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melhorando diversos processos fisioldgicos como regulacdo do metabolismo energético
mitocondrial, atividade neuronal durante o dia e sistema imunologico [131-134].

Durante o processo de envelhecimento o ritmo circadiano modifica resposta imunolégicas
elevando o risco para o desenvolvimento de doencas caracterizadas por inflamacéo crénica e
neurodegenerativas [135]. As modula¢bes promovidas pelo ritmo circadiano processo de
envelhecimento comecam a serem orquestradas pela reducdo da secrecdo do horménio
melatonina [136], tanto sobre a secre¢do de melatonina via pineal [137], quanto sobre a secrecéo
via tecidos extra pineais [138]. Dessa forma, o processo de envelhecimento promove o declinio
hormonal de melatonina e do eixo HHG interferindo nos processos inflamatérios [139,140],
aumento do estresse oxidativo [141], declinio da massa corporal [142]. Contudo, o
envelhecimento reduz a secre¢do de melatonina e consequentemente provoca desregulacdo no
ciclo circadiano, bem como, induz alteracGes proliferativas na préstata de animais idosos.

E a exposic¢ao a luz branca e/ou azul, durante o periodo noturno e o envelhecimento estéo
relacionados com baixas concentragdes de melatonina, partindo dessa premissa, Wendeu-Foyet
et al [143,144] verificaram que homens com o ciclo de trabalho invertido e privacdo de sono,
apresentavam reducdo em genes do ritmo circadiano, provocando reducdo na sintese e secre¢ao
de melatonina, levando ao aumento da estimulagdo androgénica, desbalango proliferativo e
reducdo da funcdo imunologica prostatica. Neste contexto, ha uma correlagdo entre disturbios em
genes do ritmo circadiano e o aumento de fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de
prostata [145-147].

A maquinaria do ritmo circadiano funciona de forma ritmica durante as 24 horas, contudo
quando ha desregulacdo dos genes do reldgio central, pode levar ao estado de patologico de
diversas doencas, incluindo cancer [20]. Foi observado e relatado em células de CaP (LNCap,
22Rv1, DU145 e PC3) a redugdo de CLOCK e PER2 esta altamente associada com a alta
expressdo de BMALIL, associado ainda com lesGes NIP de alto grau e CaP agressivo com
metéstase [148]. No mesmo modo, em células PC3, o aumento da proteina GAS6 derivado de
osteoblastos, promoveu aumento dos genes do ritmo circadiano PER1, PER2, CLOCK, BMAL1,
CRY1 e CRY2, e a estimulacdo dessas proteinas promoveram a ativacdo de p21 e p27 que
favorecem a senescéncia das células cancerigenas [149], sugerindo que a modulag¢do do ritmo
circadiano desempenha um papel fundamental na senescéncia de células de CaP. As proteinas
envolvidas na via circadiana, como a proteina coativador da REV-ERBa, a ROR ¢ altamente
expresso em tecidos de cancer de préstata metastatico resistente a castracdo e esta envolvido na
sinalizagdo de AR com splicing alternativo promovendo mecanismo de resisténcia a terapia de
privacdo androgénica e consequentemente promocdo do crescimento tumoral [25]. Dessa
maneira, também foi postulado que os genes do ritmo circadiano, principalmente BMALL, PER1,
CRY e complexo ARNTL-NPAS2 [150], quando desregulados ou reguladas negativamente,

desempenham papel crucial no desenvolvimento de cancer prostatico, devido ao mecanismo de
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controle do ciclo celular, apoptose e reguladores da proliferacdo celular [24]. Em um estudo Cao
et al., (2009), transfretaram células de cancer prostaticas (PC3, DI145 e LNCaP) com um vetor
de expressdo para PERL, e foi verificado que a hiperativacdo de PER1 induziu a parada da
proliferacdo celular em todas as linha celulares, mostrando que o aumento da expressdo de PER1
inibiu a atividade de AR, atuando como um regulador negativo da ativacdo androgénica em
células de CaP.

A expressdo de PER1 e PER2 € regulada negativamente no carcinoma de célon, mama e
endometrial [151]. PER2 também é regulado para baixo em vérias linhas de células de linfoma
humano e em tecidos de cancer de pulmao de células ndo pequenas [152]. Além disso, muta¢des
no gene CLOCK foram encontradas em linhas de células de cancer de préstata [153].
Notavelmente, a baixa expressdo de PER2 esta correlacionada com metastase hepética de cancer
colorretal [152], ao passo que o aumento da expressao de PER2 e PER3 esté associado a supressdo
do crescimento do tumor, aumento da diferenciacdo ou apoptose de tumores, menos metéastases
em linfonodos e maior sobrevida livre de metéstases periodo em vérios tipos de cancer [154]. A
figura 1 resume os principais ativadores transcricionais circadianos, ativadores e repressores em
células normais e cancerosas. Destaca-se a reducéo da expressdo de REV-ERB é reduzida como

resultado da diminuig&o da transcrigdo de Nrld1l.
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Figura 1. Reldgio circadiano autdnomo do tumor imagens adaptadas de (Kinouchi et al., 2020). O regulador
circadiano de periodo 1 (PER1) se liga ao receptor de andrégeno (AR), reprimindo a transcricdo mediada por AR na
préstata normal, enquanto os niveis de PER1 sdo mais baixos no cancer de prostata, levando a ativacdo do AR. O PER2
interage com o receptor de estrogénio (ER), um evento que leva a degradagdo do ER, enquanto a reducéo do PER2
permite que o ER seja estabilizado e estimula a transcri¢do mediada pelo ER, promovendo o cancer. O PER2 se liga a
p53, promovendo uma translocacao de p53 do citosol para o nicleo em células normais, enquanto a reducéo de PER2
detém p53 no citosol, embotando a transcricdo mediada por p53 e desativando as fungdes supressoras de tumor de p53.
Ovais cinza denotam ativadores transcricionais. Ovais azuis sao repressores transcricionais. ARE, elemento de resposta
ao andrégeno; CRY, regulador circadiano de citocromo; ERE, elemento de resposta ao estrogénio; p53RE, elemento

de resposta p53; RRE, elemento de resposta do receptor 6rfao relacionado ao receptor do acido retindico.

A REV-ERBo também controla a expressdo de proteinas envolvidas na fungdo
mitocondrial como autofagia e biogénese mitocondrial e balanco redox [118]. No tecido a REV-
ERBa resulta no recrutamento dos seus co-ativadores o co-repressor do receptor nuclear (NCOR)
e RORa e do PPARGa (receptor ativado por proliferador de peroxissomo o)) e PGC1-0. (coativador-
1 alfa do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma), RXR (receptor retindico X) [156],
sendo mediados pela acdo da proteina AMPK e da enzima SIRT1 em razdo do estimulo
metabolico levando ao aumento da sua atividade [157]. A translocacdo desses receptores

nucleares (PPARa, PGCl-a, REV-ERBa) promove a transcrigdo de genes envolvidos no
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metabolismo energético como como SREPB-1 que tem acédo lipogénica, e FATP1 responsavel
pelo transporte de acidos graxos e 0 FASN responsavel pela sintase lipidica , GLUT2, glicose-6-
fosfatase, acetil-coa-carboxilase (ACC), carnitina palmitoil transferase (CPT1), além de
promoverem a biogénese mitocondrial pela atividade da PGC1-a [158]. Ainda, a REV-ERBa
regula express@es da Interleucina 6 (IL-6), e Ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e controla a ativacao de
Toll Like Receptor 4 (TLR4) por LPS. Em camundongos deficientes em REV-ERBa ndo exibem
mais essas oscilacdes, principalmente em IL-6, IL-12, CCL5 e CXCL1 e CCL2 [120].

Contudo a reducéo ou inibigdo da REV-ERBa, leva a0 comprometimento da atividade
mitocondrial, prejudicando a sintase de ATP e diminuicdo da capacidade antioxidante,
provocando deficiéncia na capacidade oxidativa aerébica e acumulo excessivo de espécies
reativas de oxigénios (EROs) [159]. A inibi¢do da REV-ERBa promove déficit no transporte de
elétrons da cadeia respiratéria na mitocondria, isso provocando o desencadeamento da autofagia
e estresse oxidativo [160]. A autofagia esté relacionada com a reducdo da REV-ERBa, sendo que
as proteinas (Atg7, Atg3 e Atg10) que iniciam o processo de autofagia, sdo sensiveis a sinalizacdo
redox, por serem suscetiveis a modificagdes oxidativas por EROs, tendo a sua estrutura
modificada [161]. Foi visto por Stujanna et al., [162] que a administragdo de um agonista da REV-

ERBa melhorou a capacidade mitocondrial e oxidativa, bem como diminui¢do da inflamag¢ao no

coragdo, regulando a homeostase inflamatoria.
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mitocondrial e a oxidagdo de lipidios, enquanto silencia 0 metabolismo redutor, como a biossintese de lipidios e
nucleotideos. Em uma célula de proliferagdo vigorosa, fatores de transcricdo nédo-relégio como MYC e fator la
indutivel por hipoxia (HIF1a), desabilitam o sistema clock, enquanto promovem o metabolismo redutor, levando ao
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Modificaces que alteram ou interrompe a ritimicidade do relégio biol6gico contribui na
estimulacdo de vias que afetam o desenvolvimento do cancer prostatico modificando a atividade
metabolica da célula, progressdo do ciclo celular e proliferagdo, aumento da atividade
androgénica e status de balanco redox [163,164]. Portanto, focar nos ritmos circadianos e no
relégio bioldgico durante o processo de envelhecimento é uma estratégia atraente e possivelmente
promissora para a prevencdo e terapéutica do cancer de préstata. Embora a intervencao
comportamental e os compostos de pequenas moléculas direcionados ao relgio tenham sido
testados usando varios modelos animais, rigorosas investigagdes precisam associar como a
regulacdo do reldgio biol6gico e como o ciclo celular € modificado durante o processo de

envelhecimento.

EXERCICIO FiSICO ENVELHECIMENTO E PROSTATA

A prética regular de exercicio fisico e o estilo de vida saudavel desacelera o processo de
envelhecimento provendo melhor qualidade de vida [165,166]. Nesta vertente o exercicio fisico
¢ caracterizado por aumentar a demanda energética e manter as capacidades fisicas (forca,
resisténcia, velocidade, flexibilidade, coordenacéo e equilibrio) [167], provocando alteragdes no
metabolismo celular, neuroenddcrino e oxidativo [168].

Os principais fatores para a pratica saudavel do exercicio fisico é o controle das variaveis
do exercicio (duracéo, frequéncia, intensidade e modalidade de sobrecarga impostam), o que pode
determinar a intensidade e tipo de exercicio € o metabolismo empregado na realizacdo do
movimento [169]. Em uma sessdo de exercicio fisco ocorre aumento de 15 — 20% acima do gasto
caldrico basal para a producdo de energia e fornecimento do ATP [170] Em exercicio fisicos de
longa durag&o (maior de 10 minutos), € utilizado o metabolismo aerdbio, entretanto, no inicio da
atividade (1 - 4 minutos), quando ainda ndo ha aumento do consumo de O, a primeira via de
bioenergética a ser ativada é o sistema ATP-CP (creatina fosfoquinase), subsequente da utilizacéo
do glicogénio intramuscular (via glicélise anaerdbia) e por fim, producdo de ATP via oxidagdo
dos lipidios, metabolizados nas mitocéndrias [171]. Esse metabolismo aerobio pode ser mantido
por longos minutos em individuos treinados (Ex: atletas fundistas) [172]. Contudo, a energia
utilizada para realizar um exercicio fisico de alta intensidade e curta duracdo (acima de 20
segundos até 6 minutos), usa-se prioritariamente as vias metabélicas anaerdbias para a producdo
de ATP (ATP-CP e glicogénio muscular) [173], esse mecanismo pode ser mantido por poucos
periodos de contracdo, sendo necessario descanso para ressintese dos estoques de energia (Ex:

velocistas e praticantes de musculagdo) [174].
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Dessa forma, o exercicio fisico pode ser classificado como: exercicio fisco
aerobio/resisténcia, com exercicio fisicos com maior tempo de duracdo (maior de 30 minutos),
contudo com intensidade prioritariamente moderada (Entre 4 — 6 na escala de Borg e/ou 60% -
80% da frequéncia cardiaca de treino e/ou pelo consumo méaximo de oxigénio - VO, Max), sendo
capaz de modular diversos parametros relacionados a salde, como aptidao cardiovascular e
respiratoria e regulacdo do metabolismo energético e manutencdo da massa muscular [167,175].
Por outro lado, o HITT (High Intensity Interval Training - Treino Intervalado de Alta Intensidade)
também é classificado como treinamento aerébio, porém é realizado com picos curtos de alta
intensidade, com intervalos que podem ser passivos (parado) ou intervalos ativos em movimento,
porém com intensidade reduzida, consistindo em poucos minutos de treino, entretanto com alto
gasto caldrico e aporte cardiovascular e respiratdrio [176]. J& o exercicio fisico anaerébio/resistido
é classificado como: realizado contra resisténcia (forga) [177], promovendo aumento da forca e
poténcia, com exercicios fisicos com menor tempo de duracdo, contudo com intensidade
prioritariamente de moderada a vigorosa (maior de 60% da repeticdo maxima - 1RM a 100% do
1RM). Sendo importante para manuten¢do da massa muscular, bem como hipertrofia, aumento
do gasto caldrico basal, sensibilizagdo da insulina e adaptagdes nos tipos de fibras musculares
[178]. Segundo o American College of Sports Medicine (ACSM) para aproveitamento dos
benéficos da préatica de exercicio fisicos é recomenda a realizacdo de exercicios continuos de
intensidade moderada por um minimo de 30 minutos em 5 dias na semana ou 20 minutos de
exercicios vigorosos 3 dias por semana, ou uma combinacdo dos dois (ACSM). Com isso, a
pratica regular de exercicios fisicos sistematicos proporciona reducéo da presséo arterial sistolica
e diastolica, melhoras na capacidade funcional, redugdo de circunferéncia abdominal, do peso e
do percentual de gordura corporal. De fato, estas alteragcBes nos sistemas cardiovasculares e
autondmicos, proporcionadas pelo exercicio fisico, tém feito com que o exercicio seja fortemente
sugerido como uma alternativa nao-farmacolégica no tratamento de diferentes doengas como a
resisténcia a insulina, o diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial e obesidade [180-182].

Nessa vertente, a pratica regular do protocolo de exercicio fisico combinado na populacédo
idosa é capaz de promover os benéficos tanto do exercicio fisco aer6bio como o exercicio de
forca, melhorando o metabolismo energético lipidico e glicolitico, sendo eficiente no controle da
dislipidemia, doencas cardiovasculares, hiperglicemia, hiperinsulinémica, resisténcia a insulina
diminuindo os risco para o desenvolvimento da diabetes mellitus tipo 1I, obesidade e obesidade
sarcopénica [183], bem como, manutencdo e hipertrofia da massa muscular [184,185], protecdo
da perda de densidade mineral 6ssea, reduzindo os riscos de queda e fragilidade, além de
apresentar benéfico para a satde cardiaca e cognitiva [186,187].

J& é sabido na literatura vigente que o treinamento fisico de intensidade moderada é capaz
de minimizar os efeitos do processo de envelhecimento celular [188,189], promove melhorias no

sistema imunoldgico [190], melhoria das relagbes sociais (salde mental) e cognitivas [191]. A
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populagdo idosa em geral tem uma tendencia a aumentar a gordura corporal e reduzir o volume
de massa muscular, bem como reduzir a densidade mineral dssea, condi¢cdo conhecida como
obesidade sarcopénica [192], que leva a perda da for¢ca muscular, reducdo da mobilidade e
aumento da incidéncia de quedas [193]. Nessa premissa, é recomendado a pratica de exercicio
fisico aerdbios de 3 - 5 vezes na semana, com duracdo de 45 -50 minutos, para manutencao da
massa muscular, reducdo da % de gordura corporal, bem como melhorias na capacidade
cardiometabolica e respiratoria [194]. Também é recomendo pelo American College of Sports
Medicine (ACSM), a pratica de exercicio fisico de forga, 2 vezes na semana, com duragdo de 30 -
45 minutos, para manutencdo da massa muscular, aumento da sensibilidade a insulina, e
principalmente da densidade mineral 6ssea, reduzindo os riscos para a sarcopenia, fragilidade e
incapacidade [195,196]. Em um estudo com idosos que sofriam com quedas frequentes, Liu-
Ambrose et al., [197], mostraram que um programa de treinamento de forca e equilibrio, realizado
em casa com o auxilio de um professional qualificado, por 12 meses, reduziu significantemente
as taxas de quedas e melhoria da qualidade de vida. Outro estudo semelhante, avaliou (pré e pos)
desempenho fisico e marcadores inflamatorios de idosos, que realizavam treinamento fisico
aerobio e treinamento fisico de resistido por 12 semanas, onde eles observaram reducgdo dos
marcadores inflamatorios (IL-6 e proteina C reativa), aumento do equilibrio e reducéo de
fragilidade, melhorando a qualidade de vida [198].

O sistema imunoldgico, responsavel pela imunidade inata e adaptativa, sofre um declinio
progressivo da funcdo imunitaria associadas a idade [199]. Esse processo é caracterizado
principalmente pelos aumentos dos mediadores inflamatorios, acompanhadas por uma mudanga
para um estado pré-inflamatério cronico (inflammaging), associado a diversas doencas que
acometem a populagdo idosa, condicdo conhecida como imunossenescéncia [200]. O estilo de
vida saudavel associada a préatica de exercicio fisico regular durante toda a vida tem efeitos
positivos no sistema imunolégico, retardando a imunossenescéncia [201]. Nessa vertente o
exercicio fisico em idosos saudaveis, promove um melhor funcionamento das células natural
killers (NK) e melhor migracédo tecidual de neutréfilos e mondcitos [202]. Ainda, o exercicio
fisico induz a diferenciacdo de mondcito em macréfagos do tipo M2 com acdo anti-inflamatério
e secrecdo de citocinas como interleucina — 10 (IL- 10) [203—205].

O estilo de vida saudavel junto com a préatica de exercicio fisico e alimentacédo balanceada,
sdo atualmente um alvo importante no controle do metabolismo energético (glicolitico e
oxidativo) [206], isso devido ao poder de reducdo de peso e aumento o gasto energético, mesmo
em individuos idosos. Ha evidéncias que o exercicio fisico principalmente o aer6bio, pode
modular o perfil lipidico, reduzindo as concentra¢fes plasmaéticas de colesterol total e LDL,
quando comparados com individuos sedentarios [207]. Da mesma forma, o colesterol HDL e
triglicérides apresentam maior resposta ao exercicio fisico, com maior concentracdo de HDL e

menor de triglicérides [208,209], prevenindo o desenvolvimento de aterosclerose [210], e o risco
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de doencas cardiovasculares [211] e dislipidemias [182]. Além disto, evidéncias cientificas
demonstram que a préatica de exercicio fisico regular age sobre o funcionamento e biogénese
mitocondrial [212,213], modulando negativamente o estresse oxidativo, intensificando as vias
antioxidantes através da ativacdo de PGClo, PPARa (receptores ativados por proliferadores de
peroxissoma alfa) e AMPK, diminuindo o complexo enzimatico geradores de superdxidos
NADPH-oxidase [213,214]. Dessa forma, a préatica regular de exercicio fisico melhora a resposta
metabolica lipidica, mesmo em individuos idosos, reduzindo o risco de doengas metabdlicas
associadas a idade.

Outro mecanismo energético extremamente importante, que sofre agéo do exercicio fisico
é 0 metabolismo de glicose [215]. AlteracGes nesse mecanismo estdo intimamente relacionadas
ao desenvolvimento de diabetes mellitus tipo II, principalmente na populagéo idosa [216,217]. A
glicose pode ser utilizada durante o exercicio pela glicélise, que consiste na degradacao da glicose
em moléculas menores e pela glicogenolise, que consiste na quebra do glicogénio muscular em
glicose. Para que ocorra a capitagdo de glicose plasmatica pelas células musculares é necessario
a acdo da insulina, entretanto durante a préatica de exercicio fisico a insulina tem sua secrecao
inibida, com isso, a via da AMPK ¢ estimulada para a capitacdo de glicose, independente de
insulina [218]. Ativacéo dos receptores de insulina (IR) pela insulina, provem a fosforilagdo da
substratos IR1 e 2 e consequente fosforilagdo da via PI3K/AKT, a proteina AKT estimula a
translocacdo dos transportadores de glicose (GLUT) para a membrana celular e consequente
capacdo de glicose, entretanto, durante o exercicio fisico, o aumento da relagdo AMP/ATP e
EROs estimulam a AMPK, que age diretamente no GLUT estimulando sua translocagdo para a
membrana celulares e capagdo de glicose [219]. Estudos com homens idosos (45 — 80 anos de
idade) submetidos ao treinamento fisico [220], melhoraram a condigdo fisica (peso corporal,
porcentagem de gordura e capacidade aerdbia), bem como aumentaram a sensibilidade a insulina
pela estimulacdo das proteinas AKT, GSK-3p, IRS-1 e IR.

A acdo benéfica do exercicio fisico em tecidos prostaticos pode ser mediada via as
miocinas, a regulacdo do metabolismo energético, resposta anti-inflamatdria, e regulacdo dos
niveis sistémicos de fatores de crescimento e respostas hormonais, revelando a ligacdo entre
alteracdo do contetdo plasmatico e supressao tumoral [221]. Em um ambiente tumoral o aumento
dos fatores de crescimento e inflamacdo promove hiperestimulagdo androgénica e das vias
PIBK/AKT e MAPK em tecidos prostaticos, 0 que esta associado ndo s6 com a progressao
cancerigena, como também com aumento de gordura e reducdo da massa muscular e da funcdo
fisica [222]. Dessa maneira foi descrita que a exposicao aguda da IL-6 pode levar a uma melhor
estimulacdo androgénica e consequente menor ativacdo das vias PI3BK/AKT e MAPK levando a
diminuicdo da proliferagdo celular [223]. Ainda a aplicacdo do soro de homens saudavel em
células de cancer de préstata LNCaP, apds 2 horas de uma Unica sessdo de exercicio fisico

aumentou os marcadores de apoptose e 0s niveis de p53 que age como supressor tumoral,
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induzindo a parado do ciclo celular [224]. Outro estudo semelhante com células de cancer de
prostata LNCaP cultivadas com soro de homens saudaveis treinados, houve uma reducéao de 27%
do crescimento celular, aumento de 371% da apoptose celular e aumento da p53, em relacdo a
células estimuladas com soro de homens saudaveis sedentarios [225]. Ainda, dados do nosso
grupo de pesquisa confirmam os efeitos do treinamento fisico na préstata de ratos e camundongos.
Exercicio fisico aerébio regulou a ativacdo do AR, reduziu as vias apoptoticas e inflamatérias, o
que esta associadas com a redugdo de focos de NIP em camundongos PPARa KO [226]. Em outro
estudo o exercicio fisico realizado de forma combinada (aerdébio e anaerdbio na mesma sessao),
reduz a inflamac&do prostatica em ratos Wistar [227]. O treinamento de forca por 12 semanas,
reduziu a proliferacdo celular e receptores hormonais, modificando a homeostase prostatica [228].
Ainda, identificamos os efeitos do exercicio fisico de alta intensidade aumenta a apoptose e reduz
os efeitos proliferativos da hipertensdo arterial em ratos idosos de 12 meses [229].

Os efeitos do exercicio fisico sobre o ritmo circadiano descrito na literatura permeiam a
melhora da qualidade do sono- vigilia em idosos [230] e pode ser consequéncia da expressao dos
genes que fazem a regulacéo da proteina REV-ERB alpha [231,232], resultado devido ao aumento
da secrecdo de melatonina pela glandula pineal [233]. Uma alternativa ndo farmacoldgica para
minimizar os efeitos do envelhecimento seria o exercicio fisico promovendo a regulacdo da
secrecdo de melatonina e atividade da REV-ERB alpha amenizando os efeitos deletérios do
envelhecimento sistémicos [234]. Ja é sabido que o exercicio fisico programado ativa os reldgios
circadiano moleculares com diversos tecidos periféricos como musculo, pulméo e glandula
submandibular [235,236], promovendo principalmente aumento da expressao/atividade da PER2,
sugerindo que o exercicio fisico programado aciona o rel6gio molecular tanto no SCN quanto nos
tecidos periféricos [237]. Contudo em tecidos prostéticos de ratos idosos a suplementagdo de
melatonina promoveu melhora da capacidade antioxidante e reducdo de alteragdes epiteliais.
[238], reduzindo os danos causados pelo envelhecimento.

O exercicio fisico é capaz de estimular a expressdo da REV-ERB alpha com apenas uma
sessao [239]. Estimulo fisico aumenta a razdo AMP/ATP induz a liberagdo da proteina AMPK
(proteina quinase ativada por AMP) e pela enzima SIRT1 (sirtuina 1), leva a ativagdo dos
receptores nucleares REV-ERBa [240]. A ativagdo de AMPK estimula a atividade da PGC-1a
(coativador-1 alfa do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma) via translocacdo dos
PPARs e da REV-ERBa para o nucleo celular. JA sabemos que o exercicio fisico aer6bio
executado por 4 semanas, estimula as vias biogénicas da PGC1-a e SIRT1 em camundongos
idosos [241]. Em estudos com camundongos idosos de 24 meses, Cordeiro et al., [242]
verificaram que 4 semanas de treinamento fisico em esteira de intensidade moderada aumenta a
contetido da SIRT1, bem como o aumento da biogénese mitocondrial no musculo. Ainda, Lenhare
et al., [243] verificou animais idosos de 24 meses submetidos ha 1 Gnica sessdo de treinamento

fisico em natacdo, e verificou aumento na resposta autofagica muscular e a melhoram na
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sensibilidade insulinica estimulando a AMPK. Esses achados fornecem resposta sobre quais
mecanismo o exercicio fisico agudo contribui para a funcdo muscular e hepéatica no
envelhecimento [243]. Assim, o exercicio fisico restaura a sincronicidade das proteinas
envolvidas no ritmo circadiano, gue tem acdo de regular o balanco redox, biogénese mitocondrial
e possivelmente metabolismo celular mesmo durante a senescéncia [118,244].

A desregulacdo do reldgio circadiano induzidas pelo envelhecimento pode levar a
mudancas no metabolismo celular e alteracGes deletérias no metabolismo energético [245]. Como
ja foi descrito, atividade de CLOCK/BMAL1 e REV-ERBa controlam as proteinas envolvidas
nos mecanismos de respiragcdo mitocondrial, e funcdo mitocondrial mediados pela AMPK/SIRT1
PPARa/PGCla. O exercicio fisico além de restaurar a sincronicidades das proteinas
CLOCK/BMAL1 e REV-ERBa durante o envelhecimento, também modula positivamente a
respiracdo mitocondrial, e fungdo mitocondrial mediados pela AMPK/SIRT1 PPARa/PGCla,
tendo dessa forma, podera ter acdo preventiva nas lesdes prostatica decorrente do envelhecimento.
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JUSTIFICATIVA

O envelhecimento associado ao estilo de vida sedentario sdo os principais agentes
responsaveis por provocar alteracbes em diversos sistemas no organismo, dentre eles no
microambiente prostatico. Ao contrario da maioria das demais malignidades, que tém idade de
pico de incidéncia, em casos de cancer prostatico (CaP) a incidéncia continua a aumentar com o
avanco da idade. O risco para toda a vida de um homem com 50 anos de idade para CP latente
(detectado como achado casual durante a autopsia, e ndo relacionado a causa da morte) é de 40%;
para CP clinicamente aparente, 9,5%; e para morte por CP, 2,9%. Assim, muitos canceres de
prostata sdo indolentes e sem maiores consequéncias para 0 paciente, enquanto outros séo
agressivos e, caso sejam detectados com demasiado atraso, ou nao sejam tratados, resultardo na
morte do paciente.

A atividade da proteina REV-ERB-a ¢ expressdo genica de Nrldl pode ser alterada na
senescéncia, influenciando no aumento na inflamacdo, producdo das espécies reativas de
oxigénios, déficit no metabolismo energético e hormonal e reducdo da atividade mitocondrial.
Atualmente, as terapias para cancer de prdstata apresentam baixo grau de eficacia no tratamento
para cancer recorrentes e aqueles ndo responsivos ao quimioterapico. Com isso, 0s estudos sobre
0s mecanismos moleculares das doengas que acometem esta glandula tornam-se essenciais para
entender a complexidade das interacGes que podem desencadear ou prevenir essas doengas e 0S
fatores que modulam a glandula prostatica tém tomado grandes proporcdes e atencdo na
comunidade cientifica. Desta forma, o entendimento da expressdo da REV-ERBa durante a
senilidade e seus efeitos no desenvolvimento de neoplasias prostaticas é de grande relevancia.

Pesquisas em nosso laboratério evidenciam que pratica de exercicio fisico é capaz de
reduzir a secrecdo de citocinas inflamatorios e oxidantes de maneira sistemicamente e local, além
de potencializar a produgéo de fatores anti-inflamatorios e antioxidantes. Ainda, o exercicio fisico
pode impulsionar o balan¢co no metabolismo energético e hormonal, visando uma melhora da
qualidade de vida em animais idosos e prevencdo para o desenvolvimento de diversas outras
patoldgicas. Porém, ndo sabemos como o efeito agudo do exercicio fisico no envelhecimento pode
modificar os efeitos relacionados ao ritmo circadiano e proteinas relacionadas a ele. Para melhor
entendimento desta vertente avaliamos a acdo da proteina REV-ERBo e do gene Nrld1l como
possiveis modeladores chaves do perfil hormonal e metabdlico, ciclo celular e resposta
inflamatdria das células prostaticas, enfatizando o papel central do exercicio fisico nas alteracoes

fisioldgicas do envelhecimento.
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Objetivos Gerais

Portanto, nosso objetivo foi caracterizar o perfil metabdlico e histopatoldgico prostatico
durante o processo de envelhecimento em camundongos jovens (6 meses) e camundongos idosos
(18 meses e 24 meses de idade). Em sequéncia, caracterizar a expressdo génica de Nrldl e
proteica da REV-ERBu e sua relagdo com as vias AMPK/SIRT1/PGCloa, PI3K/AKT, p53/p21,
PTEN e caspase 3 ho microambiente prostatico durante o envelhecimento, e verificar o efeito do

exercicio fisico combinado em camundongos idosos.

Obijetivos especificos
Capitulo 1
o Verificar o perfil glicémico e desempenho motor (velocidade de corrida) de camundongos
durante o processo do envelhecimento (6, 18 e 24 meses).
e Caracterizar a morfologia e Histopatologia da prostata de camundongos durante o

processo do envelhecimento (6, 18 e 24 meses) em camundongos jovens e idosos

Capitulo 2

o Verificar o perfil glicémico, desempenho motor (velocidade de corrida e forga) entre
camundongos jovens, idosos sedentério e idosos submetidos ao exercicio fisico combinado

o Auvaliar o perfil redox (dano lipidico, capacidade oxidativa total, superdxido dismutase e
capacidade antioxidante total) no soro de camundongos jovens, idosos sedentario e idosos
submetidos ao exercicio fisico combinado

o Caracterizar a expressao de genes do ciclo circadiano (Nr1d1 e Bmal) e expressao proteica
da REV-ERB alpha, durante o envelhecimento e em resposta ao exercicio fisico na prostata.

o Verificar o efeito do treinamento fisico na expressado prostatica das proteinas relacionadas
ao metabolismo energético AMPK, pAMPK/Thr172, SIRT1, PCG1-a entre camundongos jovens,
idosos sedentério e idosos submetidos ao exercicio fisico combinado

o Verificar o efeito do treinamento fisico na expresséo prostatica das proteinas relacionadas
as proteinas p53, PTEN e Caspase 3, p21, entre camundongos jovens, idosos sedentario e idosos
submetidos ao exercicio fisico combinado

o Verificar o efeito do treinamento fisico na expressao prostatica das proteinas relacionadas
ao controle do metabolismo celular prostatico AR, PI3K e AKT entre camundongos jovens,

idosos sedentério e idosos submetidos ao exercicio fisico combinado.
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CAPITULO 1

ENVELHECIMENTO E O DESENVOLVIMENTO PROGRESSIVO DE CANCER
PROSTATIVO

Nesse capitulo 1, apresenta-se um estudo sobre a influéncia do processo do
envelhecimento no perfil glicémico, desempenho motor (velocidade de corrida) e morfologia

prostatica, bem como todo a saude do microambiente prostéatico.

RESUMO
As doencas prostaticas acometem principalmente homens idosos, afetando negativamente

na qualidade de vida. Entretanto, como se da o processo de desenvolvimento de lesdes prostatica
durante o ainda néo estdo estabelecidas. Com isso, 0 objetivo desse estudo foi analisar os efeitos
metabdlicos e alteragcOes teciduais pré-neoplasicas em camundongos durante o envelhecimento.
Foi utilizado 30 camundongos C57BL/6J, divididos em grupos com 3 idades diferentes: 6 meses
de idade (n=10), 18 meses de idade, (n=10) e 24 meses de idade, (n=10). Aos 6, 18 e 24 meses de
idade os animais foram submetidos a eutanasia, a bexiga urinaria, gordura epididimal e a prdstata
ventral foi coletada, pesada e processada para analises histolégicas de Hematoxilina & Eosina,
Picrosirius Red e Acido Periddico de Schiff. As imagens de Hematoxilina & Eosina foi usada
para a analise de histopatologias das seguintes incidéncias: neoplasia intraepitelial prostatica (NIP
I, NIP I, NIP 111 e NIP 1V), metaplasia nuclear e foco inflamatorio. Ndo houve diferenca entre as
idades no peso da préstata ventral, dorsolateral, e bexiga urinaria e glicogénio intracelular,
entretanto, animais idosos de 24 meses reduziram o peso da gordura epididimal e colageno, bem
como obtiveram maior queda da curva da glicose e redugdo na velocidade méaxima. Os animais
idosos de 18 meses e 24 meses apresentaram maiores incidéncias para as lesdes NIP de grau 1l e
IV, com grande presenca de infiltrado inflamatério e metaplasia nuclear. Concluimos que o
envelhecimento reduz o desempenho motor e mesmo sem alteraces no peso prostatico, induz o
desenvolvimento de lesBes graves NIP IV associadas a metaplasia nuclear e infiltrado
inflamatorio, podendo evoluir para um adenocarcinoma.

Palavras chaves: senescéncia, testosterona, cancer de prostata, epigenética, morfologia.

INTRODUCAO

A hiperplasia prostéatica benigna (HPB) e o cancer de préstata (CaP) sdo etiologicamente

e molecularmente distintos, porém, ambos tém alta prevaléncia em idosos [246]. A HPB acomete
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cerca de 90% dos homens acima dos 80 anos de idade e est4 associada com reducdo da qualidade
de vida e fragilidade [247], e o CaP, que é o 6° tipo de cancer maligno com maior taxa de
mortalidade no mundo, esta previsto cerca de 288.300 mil novos casos para 0 ano de 2023,
acometendo prioritariamente homens acima de 60 anos [2].

A principio o processo do envelhecimento influencia o microambiente prostatico pela
acdo dos horménios sexuais androgénicos, principalmente a testosterona e os estrogénios. A
préstata € um 6rgdo sensivel a androgenos do seu desenvolvimento fetal até o envelhecimento
[248]. Durante o envelhecimento ocorre um declinio na produgdo da testosterona a partir dos 45
anos de idade, com uma reducdo de cerda de 1 % a 2% por ano [249]. Essa perda esté relacionada
com o aumento da sensibilidade ao estrogénio, o que também estd relacionado com o
aparecimento das doencas metabolicas em homens idosos [75]. A testosterona age na préstata a
partir da conversdo em di-hidrotestosterona (DHT) pela enzima 5a-redutase. O DHT se liga ao
receptor de androgeno (AR) promovendo sua translocagdo para o nucleo, interacdo com a
maquinaria transcricional basica e a transcricdo de genes alvos relacionados a diferenciacédo e
progressdo do ciclo celular [250]. Park et al., [251], mostram que a inducdo de HPB em ratos
jovens saudaveis mediada pela testosterona, levou a hiper estimulagdo de AR, aumento da
sinalizagdo inflamatoria, além de supressdo das proteinas de controle apoptético, promovendo
aumento do volume prostatico. Contudo, a acdo da testosterona/DHT no microambiente
prostatico, induz o crescimento natural, entretanto, a redugdo da testosterona no envelhecimento
esta relacionada com o desenvolvimento da HPB, aumento da ativagdo de fatores de crescimento
e estrogénio, 0 mecanismo responsavel por essa diminuicao ainda é desconhecido [252].

Contudo, a testosterona possui efeitos anti-inflamatério e antioxidantes, reduzindo a
producdo de citocinas pro-inflamatorias, dessa forma, a deficiéncia de testosterona esta associada
ao aumento da inflamacdo tecidual em homens idosos [249]. Sugere que existe uma intrinseca
relacdo entre que a presenga de um estado inflamatério associado ao fenotipo senescente a
sinalizacdo enddcrina da testosterona, o que parece aumentar o feedback negativo da testosterona
no eixo hipotalamo/hipéfise/gbnada, aumentando o declinio da testosterona em idosos [253].

A disfungdo metabdlica associada ao envelhecimento também pode ser um indutor de
crescimento prostatico [75,254]. A insulimenia, hipercolesterolemia e 0 aumento dos fatores de
crescimento associados a disfungdo metabolica [255], estdo relacionadas com a estimulacéo de
vias que promovem a sobrevivéncia celular e proliferacdo fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) /
proteina quinase B (AKT) e a transloca¢do de AR para o nlcleo [248,256]. Estudos mostram que
a ativacdo de AR por vias metabdlicas, também favorece a estimulacdo de receptores Toll Like,
e translocacdo do NF-kB para o nucleo, favorecendo um ambiente inflamatorio prostatico [251].

Um dos pilares dos distarbios do envelhecimento e das doengas prostéticas,
principalmente do CaP, é a inflamag&o e o estresse oxidativo. Segundo de Marzo et al., [257], a

inflamacdo e a geragdo de EROS, induzem as mutacGes epigenéticas e alteragdes epiteliais
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provocando transformacéo do tecido saudavel para tecido neoplésico. Para que ocorra a mutacao
epigenética e alteracdes teciduais, alguns genes sdo modificados e estimulados, os chamados de
oncogenes, eles ddo o “start’ inicial para a proliferacao exacerbada produzindo outra célula igual
com alto potencial de propagacao tumoral [258]. Inicialmente, em seu estudo Goldstein et al.
[259], estimularam células basais do epitélio prostatico com lentivirus dos genes condutores ERG
(gene relacionado ao ETS) e AKT (proteina quinase B), e viram que as células foram capazes de
desenvolver lesbes de neoplasia intraepitelial prostatica (NIP), e posteriormente, com a
estimulacdo de AR nessas células, causou a transformacao das lesGes NIP para adenocarcinomas.
Apoiando a premissa que o carater histopatoldgico pode predizer o estado de malignidade
evolutiva do cancer [260].

O envelhecimento associado ao estilo de vida sedentario, uma dieta inadequada e ao fator
genético sdo os principais agentes responsaveis por provocar alteragdes no microambiente
prostatico. Entretanto em qual momento que se inicia essas alteracdes epigenéticas e teciduais
associadas ao envelhecimento ainda ndo sdo estabelecidas. Estudos sobre os mecanismos
moleculares e histopatoldgicos das doencas prostaticas, tornam-se essenciais para entender a
complexidade das interagdes que podem desencadear ou prevenir essas doengas. Com isso, 0
objetivo desse estudo é caracterizar os tipos de alteracdes teciduais pré-neoplésicas ou ndo em

camundongos jovens de 6 meses de idade e idosos de 18 meses de idade e 24 meses de idade.

MATERIAIS E METODOS
Animais
Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o Colégio Brasileiro de

Experimentacido Animal (COBEA) e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Escola de Educacao Fisica e Esporte de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
- EEFERP/USP, com processo n° 2021.1.43.90.0.

Foram utilizados 30 camundongos machos C57BL/6J (Jackson Laboratory, Bar Harbor,
ME, USA) mantidos em ciclo claro/escuro de 12h (23+ 2°C), com dieta padrdo (racdo Nuvital da
Nuvilab, Colombo, PR) e 4gua ad libitum. Os animais foram divididos randomicamente em 3
grupos de diferentes idades: animais de 6 meses de idade (n=10); animais de 18 meses de idade
(n=10), animais de 24 meses de idade (n=10). Os camundongos foram pesados, e realizado
laparotomia abdomino-pélvica, a bexiga urinaria, gordura epididimal foram retirados e pesados,

e a prostata exposta, retirara, pesada e processada para analises futuras.

Teste de tolerancia a insulina (ITT)
Todos os grupos foram submetidos ao teste de tolerancia a insulina para avaliar a curva
glicémica. O teste foi realizado 24 horas antes da eutanésia. A glicemia capilar caudal foi

monitorada por meio do glicosimetro Accu-Chek Active® (ROCHE®, S&o Paulo, SP, Brazil),
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sendo mensurada na condicdo basal e a cada 5 min apds injecdo intraperitoneal de insulina (1
Ul/kg de peso corpéreo) até 30 min. A constante de desaparecimento da glicose no plasma (kITT)
foi calculada a partir da regressao linear dos valores da glicemia obtidos entre 5 e 30 minutos apds
a injecdo de insulina, intervalo onde ocorre a fase linear de queda da glicemia. A interpretacéo da
KITT se baseia enquanto mais rapida e intensa for a queda da glicemia, maior o valor do KITT,

portanto, maior é a resposta a insulina.

Teste de tolerancia a glicose (GTT)

Todos os grupos foram submetidos ao teste de tolerancia a glicose para avaliar a curva
glicémica. A glicemia capilar caudal foi monitorada com glicosimetro Accu-Chek Active®
(ROCHE®, Séo Paulo, SP, Brasil), sendo medida no inicio e a cada 5 minutos apés a injecao
intraperitoneal de glicose (4 Ul/kg de peso corporal) até 120min. A constante de desaparecimento
da glicose plasmatica (GTT) foi calculada a partir da regressao linear dos valores da glicemia
obtidos entre 0 e 120 minutos ap6s a injecao de glicose, intervalo em que ocorre a fase linear de
queda da glicemia. A interpretacdo do GTT baseia-se no fato de que quanto mais rapida e intensa

a queda da glicemia, maior o valor do GTT, portanto, maior a resposta a insulina [261].

Teste de Carga Incremental (TCI)

Todos o0s animais foram submetidos ao teste de carga incremental para avaliar a
velocidade maxima. Os animais foram adaptados a esteira rolante por 5 dias, 10min/dia na
velocidade de 6m/min. antes de iniciar o protocolo [262]. O teste de carga incremental tem
velocidade inicial de 6 m/min, com 0% de inclinacdo e incrementos de 3 m/min de velocidade a
cada 3 min até a exaustdo voluntaria dos camundongos, que consiste em tocar cinco vezes a

extremidade da esteira na esteira intervalo de um minuto.

Extracdo de prostata

Apb6s uma semana de testes, os roedores tiveram um descanso de quatro dias antes de
serem submetidos aos procedimentos de pesagem. A pesagem foi realizada em balanca analitica
(Toledo, S&o Bernardo do Campo, Séo Paulo, Brasil). Posteriormente, as 12h, os camundongos
foram anestesiados através de injecdo intraperitoneal de xilazina (10 mg/kg de peso corporal) e
cetamina (100 mg/kg de peso corporal). A perda dos reflexos podais confirmou a eficacia da

anestesia. Em seguida, a prdstata foi extraida e preparada para analises histologicas.

Anélises histoldgica e histopatoldgica
A prostata foi embebida em paraplastico e cortes histoldgicos com 5 um foram coradas

com Hematoxilina e Eosina (H&E) para andlise histopatoldgica. E analisada quanto a incidéncia
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das seguintes lesbes: foco inflamatério, neoplasia intraepitelial prostatica (NIP) foi classificada
de acordo com Park et al., [92], em subtipos NIP I, NIP II, NIP Il e NIP IV, bem como, foi
identificado também foco inflamatério e metaplasia nuclear de acordo com Shappel et al., [263].
Foi realizado a coloracdo do PAS (4cido periddico de Schiff) para a quantificacdo do glicogénio
intracelular e a coloragéo de Picrosirius Red para a quantificacdo do colageno [264]. Todos os
cortes foram fotografados em fotomicroscopio Zeiss Axiophoto do Laboratério Experimental de
Biologia do Exercicio — LEBIioEX, localizado no Departamento de Educacéo Fisica FCT/UNESP.
Para a quantificacdo da porcentagem da intensidade de coloracdo do glicogénio intracelular e do
colageno, foi avaliado em 60 campos por grupo usando o software Imagel e o plug-in IHC

Toolbox (versdo 1.50i).

Analises estatisticas

Os resultados foram expressos em médiatdesvio padrdo da média, considerados
significativos quando p<0,05. Todos os dados foram avaliados quanto & normalidade usando o
teste de normalidade de Shapiro-Wilk. A andlise de variancia de médias (One-Way ANOVA) foi
utilizada para comparar os trés grupos analisados, seguida da comparacao post hoc de Bonferroni.
Para as ocorréncias histopatolégicas foi utilizada a analise de variancia (Kruskal-Wallis test)
seguido do teste de Mann-Whitney. As andlises estatisticas e graficos foram realizados no

software GraphPad Prism, versdo 9.3.

RESULTADOS
Envelhecimento reduz captacgdo da glicose, velocidade de corrida e gordura epididimal, mas néo
altera peso da prdstata e bexiga urinaria

N&o houve diferenca significativa no peso corporal final dos animais (Figura 3 A). Para
o0 entendimento do envelhecimento na prostata verificamos o peso absoluto da prostata ventral e
dorsolateral. Foi possivel observar que os grupos idosos (18 meses e 24 meses) apresentaram
menor peso da prostata ventral em relagdo aos animais jovens (6 meses), sem diferenca
significativa (Figura 3 B). A prostata dorsolateral ndo apresentou diferenca significativa entre os
grupos (Figura 3 C). O peso absoluto da bexiga urinaria, ndo apresentou diferenca significativa
entre os grupos (Figura 3 D).

A gordura epididimal é um dos fatores que aumentam com o envelhecimento, com ou
sem aumento do peso corporal [265]. Observamos que os animais de 18 meses apresentaram um
aumento significativo da gordura epididimal em relacéo aos animais do grupo 6 meses (95% CI -
0,3831 a -0,02486, p= 0,0211), entretanto, 0s animais 24 meses apresentou uma reducéo
significativa da gordura epididimal em relagdo aos animais de 18 meses (95% CI 0,01499 a
0,3950, p= 0,0306, Figura 3 J).
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Para verificar a queda glicémica (captacdo de glicose) no decorrer do processo do
envelhecimento realizamos os testes de tolerancia a insulina (ITT) e o teste de tolerancia a glicose
(GTT). No ITT, podemos observar que todos 0s grupos apresentaram gueda da curva da glicose.
Os animais do grupo 24 meses apresentou queda dos niveis de glicose, com diferenca significativa
em relacdo ao grupo 18 meses, no tempo 5 (95% CI -168,2 a -5,824, p= 0,0189) e no tempo 10
(95% CI -188,2 a -25,82, p= 0,0006). J& 0 grupo 18 meses também apresentaram um aumento da
curva glicémica em relagéo ao grupo 6 meses no tempo 10 (95% CI 21,22 a 183,6, p=0,0013) e
no tempo 15 (95% CI 1,624 a 164,0, p= 0,0382, Figura 3 E — F). Para o teste de GTT observamos
um padrdo de curva e 0s grupos ndo apresentaram diferenga significativa entre os grupos (Figura
3 G —H). A glicemia basal em jejum ndo apresentou diferenca significativa (Figura 3 1).

O envelhecimento promove perda de funcdo em diversos fatores, como desempenho
motor e alteragdes no metabolismo energético [266]. Fatores que aumentam a capacidade fisica
sdo importantes para promover o envelhecimento saudavel e retardar doencas relacionadas a
senilidade. Para isso realizamos o teste de velocidade maxima para avaliar o desempenho motor
durante o envelhecimento. O teste incremental de velocidade méxima mostrou que o grupo 6
meses apresentou maior velocidade de corrida em relacdo ao grupo 18 meses (95% CI 2,173 a
11,99, p= 0,0030) e em relac&o ao grupo 24 meses (95% CI 1,653 a 11,47, p= 0,0059, Figura 3
K).
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Figura 3
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Legenda: Graficos representativos das analises antropomeétricas e metabolicas. Gréafico representativo de peso corporal
total (A); Gréafico representativo de peso absoluto da prostata ventral (B); Grafico representativo de peso absoluto da
prostata dorsolateral (C); Grafico representativo de peso absoluto da bexiga urinaria (D); Gréafico relativo da curva de
glicemia obtida no teste de tolerancia a insulina (E); Gréafico referente ao valores de area sob a curva do teste de
intoleréncia a insulina (F); Gréfico relativo da curva de glicemia obtida no teste de tolerancia a glicose (G); Grafico
referente ao valores de area sob a curva do teste de intolerancia a glicose (H); Gréafico referente aos valores de glicemia
em jejum (I); Gréfico representativo de peso absoluto da gordura epididimal (J); Gréafico referente ao teste incremental
de velocidade méxima de corrida (K). Os dados correspondem a média = DP de n = 5 camundongos/grupo.

Envelhecimento ndo modifica glicogénio intracelular prostatico, mas aumenta a deposi¢do de
colageno

Para avaliar o perfil morfolégico da prostata ventral durante o envelhecimento
verificamos a expressao de glicogénio intracelular e expresséo de colageno (Figura 4) . N&o houve
diferenca entre os grupos para a expressdo de glicogénio intracelular prostatico (Figura 4 C — E).
Ja em relacdo ao colageno, o grupo 18 meses apresentou maior deposi¢do de colageno em relagéo

ao grupo 6 meses, sem diferenca significativa (Figura 4 B — D). J& os animais do grupo 24 meses
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apresentaram uma diminuicao significativa da expresséo de colageno em relagdo aos animais 18
meses (95% CI 0,1950 a 3,610, p= 0,0257, Figura 4 B — D).
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Legenda: Imagens representativas das analises morfoldgicas na prostata ventral de camundongos idosos. (A) Imagens
representativas da técnica de Hematoxilina & Eosina; (B) Imagens representativas da técnica de picrosiruis red para a
coloragdo de colageno; (C) Imagens representativas da técnica de acido periédico de Schiff para a coloracdo de
glicogénio intracelular; (D) Gréafico representativo de colageno prostatico; (E) Gréafico representativo de glicogénio
intracelular prostatico. Os dados correspondem a média + DP de n = 5 camundongos/grupo.

59



Envelhecimento aumenta o nimero de ocorréncia e porcentagem de alteracBes neoplasicas na
proéstata de camundongos idosos

A caracterizacdo das alteracfes neoplasicas prostaticas no processo do envelhecimento
foi realizada de maneira quantitativa (Figura 4 e Tabela 1). Observamos que 0s animais jovens de
6 meses de idade, apresentam maior porcentagem de NIP | (28.87%), em relacdo aos animais
idosos de 18 meses (11.86%) e 24 meses (3.13%). Com focos de NIP I relativamente pequenos,
com duas camadas de células. Nas lesdes NIP 11, com focos maiores, com duas ou mais camadas
de células atipicas, os animais jovens de 6 meses apresentam menor porcentagem de NIP 1l
(10.87%) sem metaplasia nuclear, entretanto animais 18 meses apresentam altas porcentagens de
NIP 11 (42.46%), com a presenca de metaplasia nuclear (5.33%), em relacdo aos demais grupos
(Tabela 1). Os animais 24 meses apresentou grande quantidade de metaplasia nuclear (40.84%)
em relagéo aos demais grupos (Figura 4 e Tabela 1).

Os animais idosos 18 meses apresentam maior porcentagem de NIP 111 (20.48%) em relagéo
aos animais idosos de 24 meses (17.77%) e aos animais jovens 6 meses (10.65%, Tabela 1). Os animais
jovens 6 meses ndo apresentam focos de NIP 1V, enquanto os animais 18 meses apresentam (3.10%),
em conjunto com os focos de metaplasia nuclear (5.33%) e foco inflamatério (1.67%, Tabela 1).
Animais de 24 meses houve aumento da porcentagem de focos de NIP 1V (27.45%), metaplasia nuclear
(40.84%) e foco inflamatorio (10.82%) (Figura 4 e Tabela 1).

Tabela 1. Ocorréncia de distarbios histopatoldgicos da préstata em camundongos idosos

6 meses + 18 meses * 24 meses #
NIP I 20.00 (72) — 25.87% 8.00 (65) — 11.86% 1.00 (45) —3.13% +
NIP 11 7.00 (72) —10.87% 28.00 (65) — 42.46%+ 0.00 (45) — 0.00% +*
NIP 111 7.00 (72) — 10.65% 13.00 (65) — 20.48% 7.00 (45) - 17.77%
NIP IV 0.00 (72) — 0% 2.00 (65) —3.10% 13.00 (45) — 27.45%
Metaplasia Nuclear 0.00 (72) — 0% 3.00 (65) —5.33% 19.00 (45) — 40.84% +*
Foco Inflamatério 0.00 (72) - 0% 1.00 (65) — 1.67% 5.00 (45) — 10.82%

Legenda: Os dados foram expressos em nimeros absolutos e percentuais de ocorréncia. Teste de Kruskal-
Wallis e teste de Mann Whitney por tabela de contingéncia. Neoplasia intraepitelial prostética (NIP-
subdividida em 4 subtipos de NIP). + p>0,0159; * p<0,0079. Numero de ocorréncias e nimero de fotos
entre parénteses e porcentagem.

DISCUSSAO

Neste estudo analisamos os efeitos metabdlicos e as alteracdes teciduais pré-neoplasicas
em diversos periodos do processo do envelhecimento na prostata ventral de camundongos. Os

principais achados foram: A) Animais jovens de 6 meses de idade apresentam maiores
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porcentagem de les6es NIP I, porém sem a presenca de metaplasia nuclear e foco inflamatorio;
B) Camundongos de 18 meses apresentam aumento gravidade das les6es NIP (NIP Il e NIP 111)
com baixa presenca de metaplasia nuclear e foco inflamatério; C) Animais idosos de 24 meses
apresentam grandes focos de lesGes NIP I11 e NIP IV com maiores porcentagens de metaplasia
nuclear e muitos focos inflamatorios.

Os modelos atuais de carcinogénese defendem a existéncia de um estado pré-maligno
com a presenca e extensdo das lesdes mais graves de NIP em idades mais avancadas [267]. A
identificacdo de NIP IV com metaplasia nuclear esta presente 5% das biopsias de carcinoma
invasivo da préstata, e parece ser uma lesao neoplasica precursora de adenocarcinoma prostatico
[268]. Diversos genes estdo implicados no inicio das lesdes NIP, em 65% dos casos, 0s mais
modificado sdo a reducao dos supressores tumorais PTEN, NKX3.1, p53, ERG e aumento de AR
[269]. A perda desses supressores tumorais promove aumento da atividade da PI3K/AKT,
diferenciagdo celular, aumentando a proliferacdo celular, reduzindo apoptose e aumentando a
atividade androgénica na prostata [270]. As taxas altas proliferativas epiteliais promovem a
transformacao de tecido saudavel em epitélio NIP, com aumento mutagédo das células luminais,
levando a diferenciagdo carcinogénica [91]. Em biopsias da prostata de homens idosos, a
marcacdo positiva de B-galactosidase esta associada com maiores porcentagens de focos de NIP
de alto grau, assim, podemos inferir que a inducdo da senescéncia em lesdes pré-neoplasicas
ocorre como resultado da perda de um gene supressor de tumor ou da ativagdo de um oncogene
[271]. Em nossos animais, as lesbes de NIP baixo grau (NIP 1 e NIP Il) em camundongos jovens
ndo necessariamente ocorreram no contexto de lesdes pré-neopldsica, entretanto em animais mais
idosos, pode se dizer que os focos ja evoluiram para lesBes NIP mais graves (NIP 111 e NIP V),
estando relacionado com o desenvolvimento de cancer prostatico.

O dano aos tecidos devido a inflamagéo crénica também € um fator que leva ao aumento
das lesdes NIP de graus elevados [272]. Podemos observar nesses animais 0 aumento da
quantidade de focos inflamatdrios com a idade [273]. O fend6tipo secretor associado a senescéncia
(SASP) secretado por celular senescentes promovem dano ao DNA, aumento de citocinas
inflamatérias e seus receptores e perda da funcdo de p53, contudo células senescentes sao
resistentes a proliferacdo, mas a sua secrecdo SASP pode influenciar de forma paracrina outras
células ndo senescentes ao desenvolvimento de alteragdes pré-neoplasicas e carcinogénese se
tardia [274]. Com isso, nossos achados mostram que o envelhecimento além de modificar a
resposta insulinica, aumentando a capacao e oxidacéao de glicose, para o suprimento bioenergético
rapido, utilizado para crescimento tumoral (NIP 1V) [275], bem como, aumento do infiltrado de
células inflamatdrias em tecidos estromal e epitelial, provocando modificagdes no metabolismo
mitocondrial, promovendo dano genémico e um microambiente propicio a lesdes e a

carcinogénese.
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Entender os mecanismos moleculares que leva a transi¢cdo do epitélio saudavel para
epitélio neoplasico com alteracdes teciduais e possivel progressdo tumoral. Caracterizar as vias
gue podem estar envolvidas no superexpressdo de vias proliferativas, e repressdao das vias
apoptoticas, bem como acdo dos oncogenes, e a modulacdo negativa dos supressores tumorais,
pode alavancar o entendimento dos possiveis mecanismos alvos terapéuticos na prevengao e
tratamento do CaP. Além de, ampliar os conhecimentos sobre possiveis métodos mais eficientes
de diagnosticos precoces para o cancer de préstata. Dessa forma, o principal fator limitante do
nosso estudo foi a auséncia de marcadores moleculares dos mecanismos que possivelmente
podem estar envolvidos nas les6es de NIP IV principalmente nos animais idosos de 24 meses.
Como também, andlises para marcadores tumorais para classificar os possiveis focos de cancer
de préstata nas lesdes NIP 1V.

Dessa maneira, é possivel concluir que camundongos idosos apresentavam mudangas no
metabolismo energético celular e lesbes NIP IV associadas a metaplasia nuclear e infiltrado
inflamatdrio, que podem contribuir para a evolucdo da alteracdo tecidual pré-neoplésica para um
adenocarcinoma, podendo ainda estar associada a modificagdes moleculares de vias de

sinalizagdo intracelulares como REV-ERBa prostatico.
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CAPITULO 2
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CAPITULO 2

O EXERCICIO FiSICO COMBINADO RESTAURA A EXPRESSAO DE Bmall E REV-
ERBa E REGULA POSITIVAMENTE A APOPTOSE E O METABOLISMO NA
PROSTATA DURANTE O ENVELHECIMENTO

Nesse capitulo 2, apresenta-se um estudo sobre a influéncia do exercicio fisico combinado
(aerodbio e forga) na expressdo dos genes do ritmo circadiano (Nrldl e Bmal) e proteina REV-
ERBa (codificada pelo Nrldl), supressores tumorais, marcadores de metabolismo energético,
apoptose e metabolismo celular prostatico no microambiente prostatico de camundongos de 6
meses e 18 meses. Os dados foram submetidos na revista GeroScience (Tavares MEA, Pinto AP,
da Rocha AL, Sampaio LV, Correia RR, Veras ASC, Batista VRG, Chaves-Neto AH, da Silva
ASR, Teixeira GR. Combined physical exercise restores expression of Bmall and REV-ERBa
and up-regulates apoptotic and metabolism in the prostate during aging).

RESUMO
O envelhecimento aumenta a prevaléncia do cancer de prostata. O relégio circadiano

coordena o metabolismo, o ciclo celular e o supressor tumoral do p53. Embora o exercicio fisico
tenha diversos efeitos na prevencdo de doencas prostaticas, seu efeito na regulagdo do ritmo
circadiano das células prostaticas precisa ser mais bem avaliado. O presente estudo verificou a
expressao proteica e génica do REV-ERBa (Nrld1l), apoptose, supressores tumorais, marcadores
do metabolismo energético e receptores androgénicos no microambiente prostatico em
camundongos de 18 meses de idade submetidos a treinamento fisico combinado. Trinta
camundongos C57BL/6J foram divididos em 2 grupos: 6 meses (n= 10) e 18 meses (n= 20). Os
animais com 18 meses de idade foram divididos em 2 subgrupos: sedentarios (n=10, 18m Sed) e
submetidos ao treinamento fisico combinado (n=10, 18m TR). O protocolo de treinamento fisico
combinado foi realizado com corrida em esteira (40-60% do teste de carga incremental) e
treinamento de forca em escalada (40-50% de 1 RM), consistindo em 5x/semana (3 dias aerdébicos
e 2 dias de forca). Por 3 semanas. A prdstata foi preparada para analise de Western blotting e RT-
gPCR, e o plasma foi preparado para analise bioquimica. O exercicio fisico combinado durante o
envelhecimento levou ao aumento dos niveis de Bmall e diminui¢do dos niveis de REV-ERBa
na prostata. Esses resultados foram acompanhados por uma redugdo nas proteinas
AMPKI/SIRT1/PGC-1a e um aumento nas vias PI3BK/AKT e p53/PTEN/caspase 3, promovendo

potencial apoptotico. Esses achados sugerem que o exercicio fisico de forga e aerdbico pode ser
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preventivo no desenvolvimento de alteracbes moleculares pré-neoplésicas e caracteristicas

relacionadas a idade, restaurando Bmall e REV-ERBa. nos tecidos prostaticos.

Palavras-chave: Senescéncia, Nr1d1l, AMPK/SIRT1, PI3K/AKT, PTEN.

INTRODUCAO
O processo de envelhecimento proporciona um ambiente propicio a carcinogénese

prostética. Alteragcbes no envelhecimento, como declinio hormonal e metabdlico, reducédo do
potencial apoptético, aumento da inflamacdo e estresse oxidativo, sdo fatores criticos para o
desenvolvimento de doencas geniturinarias [49]. O cancer de préstata (CaP) é um dos canceres
com maior incidéncia e taxa de mortalidade oncol6gica no mundo todo [1]. Foi previsto para o
ano de 2023 cerca de 288.300 novos casos de CaP e aproximadamente 34.700 mortes apenas nos
EUA [2]. Segundo os autores, a maior taxa de incidéncia de CaP est4 entre os 60 anos ou mais
[2]. Portanto, o desenvolvimento de terapias que retardem o desenvolvimento e a progressdo do
cancer de prostata é de extrema importancia para a populagéo idosa.

Evidéncias acumuladas fornecem informacgdes convincentes sobre mudancas na
regulacdo do reldgio circadiano durante a senescéncia [163,276]. O ritmo circadiano (Circa Diem)
€ um processo bioldgico que controla a atividade fisiologica durante as 24 horas, gerado pelo
nucleo supraquiasmatico do hipotalamo [277]. A maquinaria do relégio central é governada pelo
complexo de dois loops de feedback, compostos de ativadores transcricionais, como Circadian
locomotor output cycles kaput (CLOCK) e Brain and muscle Arntl-likel (BMALL1), dois
ativadores transcricionais basicos de heterodimero helix-loop-helix , que se ligam a E-boxes no
promotor de varios genes, incluindo periodo (PER) e criptocromo (CRY) [119]. As proteinas PER
e CRY formam oligbmeros que se translocam do citoplasma para o nicleo, onde interferem na
atividade de CLOCK/BMAL1, formando assim o ciclo de feedback negativo central do ritmo
circadiano. Adicionando ainda mais complexidade, os heterodimero CLOCK/BMALL1 induzem
a expressdo do receptor nuclear 6rfédo REV-ERBa, resultando na represséo transcricional de
BMAL1 através da ligacéo direta a um elemento de resposta REV-ERBa no promotor BMAL1
[119].

Essas proteinas regulam a homeostase fisioldgica por meio de um mecanismo de feedback
ativando receptores nucleares 6rféos, incluindo o receptor alfa 6rféo relacionado ao RAR (RORa)
e REV-ERBa ou REV-ERB [19]. O gene Nrl1d1 codifica a proteina REV-ERBa, que atua como
um repressor transcricional e desempenha um papel crucial na regulacéo dos ritmos circadianos
de varios 6rgdos, incluindo cérebro, figado, muasculo esquelético, Utero e prostata [278-281].
REV-ERBa suprime a transcricdo de genes como Bmall e os genes Cry. O glicogénio sintase
quinase (GSK 3p) fosforila 0 REV-ERBa em seu terminal amino, contribuindo para a estabilidade

da proteina. Os efeitos opostos de REV-ERBa € RORa sintonizam com precisdo a regulacao
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circadiana de BMALL. RORa estimula a expressdao de BMALL, enquanto REV-ERBa e REV-
ERB suprimem sua expressao. Além disso, a sincronizacao dos relégios moleculares nos tecidos
periféricos, o controle da secrecdo hormonal e a regula¢do do ciclo sono-vigilia tém sido
associados a modulacdo do metabolismo celular, & homeostase mitocondrial e a atividade de
enzimas envolvidas ha manutencédo do equilibrio redox [282].

Ritmo circadiano desregulado tem sido associado ao crescimento acelerado de tumores
malignos na préstata [283]. Estudos recentes forneceram evidéncias de que as interrup¢des nos
padrdes circadianos dos genes do reldgio, juntamente com alteracfes nos genes relacionados ao
tumor, como p53, c-Myc, homdlogo da fosfatase e tensina (PTEN) e p21, estdo associados ao
desenvolvimento de cancer [284,285]. Essas observacGes sugerem que 0 proprio processo de
carcinogénese pode impactar os ritmos circadianos celulares e moleculares. A intrinseca interacdo
entre a regulacdo circadiana e o cancer destaca a importancia de entender os mecanismos
subjacentes e explorar as possiveis implicacbes terapéuticas da modulacdo dos padrdes
circadianos na prevengdo e tratamento do cancer [286]. Além disso, a expressdo de PER2 mostrou
uma correlagdo negativa com os niveis de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase, alfa catalitica
(PIK3CA) e p53, enquanto exibia uma correlacdo positiva com os niveis de PTEN e Caspase 8
[287]. Esses achados destacam as intrigantes associa¢Oes entre PER2 e as vias p53-PI3K/AKT.

Investigacdes adicionais sobre essas associagdes podem revelar novos alvos terapéuticos
para varias doengas, incluindo cancer PTEN, um gene supressor de tumor, também é um
controlador molecular chave da via de sinalizagdo das fosfoinositideos 3-quinases (PI3K), e a
perda de PTEN resulta na ativagdo da proteina BMALL, que por fim conecta a via de sinalizacao
PI3K a regulacdo do ritmo circadiano. Notavelmente, uma via cruzada REV-ERB-a /PGC-1a
regula a capacidade oxidativa no figado e no masculo [288] e modula a expressdo e fungdo de
PGC-1a modulando a sinalizagdo de proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina
(AMPK) e sirtuina (SIRT1). Pouco se sabe sobre os efeitos do REV-ERB-a na ativagdo
metabdlica da prostata.

O treinamento fisico combinado aumentou a forca, melhorou a capacidade aerobica,
controle do metabolismo oxidativo e glicolitico, manutencdo da resposta inflamatéria/anti-
inflamatéria e redox oxidativa e controle do envelhecimento celular. Em estudos com
camundongos de 24 meses de idade, Cordeiro et al. [242] descobriram que 4 semanas de
treinamento fisico em esteira de intensidade moderada aumentam o contetddo de SIRT1 e a
biogénese mitocondrial no musculo e no figado [241]. Além disso, Lenhare et al. [243]
verificaram que animais de 24 meses submetidos a um Unico treinamento de natagdo aumentaram
a resposta autofagica muscular e melhoraram a sensibilidade a insulina por meio da estimulacéo
da AMPK. Esses achados mostram qual mecanismo o exercicio fisico agudo contribui para a

fungcdo muscular e hepética no envelhecimento [243]. Portanto, ainda existe uma lacuna literéria
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relacionada aos mecanismos do ritmo circadiano no envelhecimento prostatico associado ao
exercicio fisico combinado.

Para avaliar as respostas do REV-ERBa ao exercicio fisico na préstata, empregamos um
modelo de exercicio fisico combinado. O exercicio aerdbico na prostata tem sido associado a
modificagdes metabolicas, enquanto o treinamento de forca tem o potencial de modular a
apoptose celular e reduzir a proliferacdo celular [226,228,289-293]. O modelo de intervencéo
combinado envolvendo exercicios aerdbicos e de forca forneceu informagdes sobre o papel do
REV-ERBa na prdstata de animais idosos. Inicialmente, examinamos a resposta do REV-ERBa
na prostata de camundongos velhos e jovens. Posteriormente, avaliamos a resposta ao exercicio
fisico combinado e a expressdo do REV-ERBa, investigando sua correlagdo com genes e
proteinas envolvidas no metabolismo celular. Nossa hip6tese postula que o REV-ERB-a se
correlacionaria positivamente com a resposta ao exercicio, regulando concomitantemente 0s
supressores tumorais p53/p21, PTEN e caspase 3, marcadores do metabolismo energético, e o
receptor androgénico (AR) no microambiente prostético de 18 meses de idade.

MATERIAL E METODOS
Animais

Os procedimentos experimentais foram realizados seguindo o Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Escola de Educagdo Fisica e Esporte de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo -
EEFERP/ USP, com nimero do processo N. 2021.1.43.90.0.

Camundongos machos C57BL/6J (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, EUA) foram
mantidos em um ciclo claro/escuro de 12h (23t 2°C), com uma dieta padrdo (Nuvital feed da
Nuvilab, Colombo, PR) e agua ad libitum. Os animais foram divididos aleatoriamente em 2
grupos: animais com 6 meses de idade (n=10, 6m Sed); Animais com 18 meses de idade (n=20,
18m Sed). Os animais do grupo de 18 meses foram divididos em dois subgrupos, animais
sedentérios (n=10, 18m Sed) e animais treinados (n=10, 18m TR), submetidos a exercicios fisicos

combinados (protocolos de treinamento aerébico e de forca) por 3 semanas (Figura 5 O).

Teste de carga incremental (TCI) e teste de forca (repeticdo maxima - RM)

Todos os animais foram submetidos ao teste de carga incremental para avaliar a
velocidade maxima. No entanto, apenas os animais do grupo 18m TR foram avaliados antes e
apos o protocolo de treinamento fisico. Os animais foram adaptados ao exercicio fisico em esteira
por 5 dias, 10min/dia na velocidade de 6m/min. antes de iniciar o protocolo [262]. O teste de

carga incremental tem velocidade inicial de 6 m/min, com 0% de inclinacdo e incrementos de 3
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m/min de velocidade a cada 3 min até a exaustdo voluntéria dos camundongos, que consiste em
tocar cinco vezes a extremidade da esteira na esteira intervalo de um minuto. Os animais também
foram submetidos ao teste de forca de uma repeticdo méaxima (RM) para determinagdo da carga
de treinamento. O teste comega com uma carga correspondente a 40% do peso corporal presa a
cauda dos camundongos. O animal saia da base da escada e percorria a distancia proposta. A cada
tentativa bem-sucedida foram adicionados aumentos de 10% até que o animal ndo conseguisse
completar o percurso total, sendo considerado exaustéo e adicionando 5% do peso corporal a cada
2 repeticdes realizadas até a carga em que o animal pudesse completar apenas 1 repeticdo maxima
[294].

Protocolo de Treinamento Fisico Combinado

Aos 17 meses de idade, os animais do grupo de 18 meses foram divididos em 2 subgrupos,
um grupo sedentario e um grupo submetido ao protocolo de treinamento fisico combinado. Todos
os animais do grupo 18mTR foram submetidos ao periodo de adaptacdo aos dois protocolos e,
apos o periodo de adaptacdo, os animais foram submetidos a testes fisicos para ajuste de carga. O
teste de carga incremental foi utilizado para ajustar a carga de exercicio fisico aer6bico e o teste
de uma repeticdo maxima (1RM) para ajustar a carga de treinamento de forga. O protocolo de
treinamento fisico combinado foi desenvolvido durante 3 semanas e consistiu em 3 sessdes de
exercicios aerdbicos e 2 sessdes de exercicios fisicos de forca aplicados por semana (Tabela 2).
O periodo de treinamento fisico total durou 1 semana de adaptacdo ao protocolo para ambos 0s
tipos de exercicio fisico e 3 semanas de treinamento fisico efetivo, totalizando 4 semanas de
treinamento fisico combinado. Todos 0s animais do grupo TR 18m foram reavaliados ao final do

periodo experimental.

Tabela 2. Caracteristicas de intensidade, volume, frequéncia e intervalo entre as sessdes de
treinamento.

Incremento Repeticoes . Intervalo entre
Semanas ] Secoes .
(%1RM) (subidas) as sec0es (hr)
1 - 20 1 24
2 40 20 1 24
3 50 20 1 24
4 50 20 1 24
Intensidade Tempo . Intervalo entre
Semanas ) Secdes
(%Pmax) (min) as secoes (hr)
1 - 10 1 24
2 40 30 1 24
3 50 45 1 24
4 60 60 1 24

68



Extracdo de prdéstata

Apo6s uma semana de testes, os roedores tiveram um descanso de quatro dias antes de
serem submetidos aos procedimentos de pesagem. A pesagem foi realizada em balanca analitica
(Toledo, Séo Bernardo do Campo, Sao Paulo, Brasil). Posteriormente, as 12h, os camundongos
foram anestesiados através de injecdo intraperitoneal de xilazina (10 mg/kg de peso corporal) e
cetamina (100 mg/kg de peso corporal). A perda dos reflexos podais confirmou a eficacia da
anestesia. Em seguida, a prostata foi extraida e preparada para analises, transcri¢do-reacdo em
cadeia da polimerase quantitativa (RTg-PCR) e western blotting.

Anélises Biogquimicas do Estado Redox Plasmatico

O sangue da ponta da cauda foi coletado e os niveis de glicemia de jejum foram medidos
antes da eutanasia usando um sistema de monitoramento glicémico (modelo Accu-Chek™
Active, Roche, Santo André, SP, Brasil). O soro foi utilizado para analises bioquimicas. A
capacidade oxidante total foi avaliada com o método de Erel [295]. Os oxidantes oxidam o
complexo ion ferroso-o-dianisidina ao ion férrico. O ion férrico produziu um complexo de xilenol
de cor laranja em meio &cido. O ensaio foi calibrado com peréxido de hidrogénio (H20,), e 0s
resultados séo expressos em termos de H,O, micromolar por grama de proteina. O dano oxidativo
aos lipidios foi avaliado pela concentragdo de espécies reativas ao 4cido tiobarbitdrico (TBARS)
[296]. O coeficiente de extingdo molar (532 = 1.56 x 105 M* cm™) calculou o nimero de
aldeidos formados.

O Poder Antioxidante Redutor Férrico (FRAP) determinou a capacidade antioxidante
total, conforme descrito por Benzie e Strain [297]. Os resultados foram calculados usando um
padrdo de FeSO.. Para determinar a defesa antioxidante enzimatica, avaliou-se a atividade da
Superéxido Dismutase (SOD), medindo-se a taxa de inibi¢do da autoxidacdo do pirogalol em 50
mmol/L de tampéo Tris-HCI (pH 8,2), contendo 1 mmol/L de &cido dietilenotriaminopentacético
(DTPA). Uma unidade SOD sera definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir a
taxa de autoxidacdo do pirogalol em 50% [298]. A intensidade da cor no espectrofotémetro

quantificou todas as analises.

Anélise de Western Blotting (WB)

As amostras de prostata de cada grupo experimental foram homogeneizadas com um
tampdo de extracdo. A concentracdo de proteina total (15 mg) foi submetida a eletroforese em
SDS - gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e entéo transferida do gel para uma membrana de

nitrocelulose, e a eficiéncia de transferéncia para membranas de nitrocelulose foi verificada por
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coloracdo com vermelho de Ponceau. Posteriormente incubado com um anticorpo primario das
proteinas AMPK (sc-398861), pAMPK (Thrl72) (sc-33524), PGC1l-alpha (sc-518025), SIRT1
(sc-74465), PTEN (sc-7974), p53 (sc-126), REV-ERBa (sc-393215), PI3K p85A (sc-376112),
AKT1 (sc-5298), p21 WAF1/CIP1/CDKN1A (sc-817), CASPASE 3 (sc-56053), AR (sc-7305) e
Beta-actina (sc- 47778) (Santa Cruz Technology, Texas, USA); e GAPDH (#2118) (Cell Signaling
Technology, MA, USA). Posteriormente, incubados com anticorpo secundario anti-m-1gG ou anti-
coelho. As imagens foram adquiridas pelo ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad
Laboratories, California, EUA) e quantificadas usando o software Image Studio. Cada proteina
foi normalizada pelos valores de sua respectiva Beta-actina/GAPDH. As imagens do WB foram
verificadas quanto a integridade dos dados usando o pipeline Proofig (https://www.proofig.com).

Reacdo em Cadeia da Polimerase com Transcri¢éo Reversa (RT-gPCR)

Amostras de prostata de cada grupo experimental foram coletadas. Os procedimentos de
RT-g-PCR foram implementados sob condi¢6es padrao livre de RNase para evitar contaminagéo
exogena de RNase. O RNA total das amostras da prostata foi extraido com o reagente TRIzol®
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA). Posteriormente, o RNA total foi quantificado por
espectrofotdmetro (BioDrop pLite, Biochrom, Holliston, MA). O kit de transcricdo reversa de
cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, Foster City, CA) sintetizou cDNA. A PCR
quantitativa em tempo real foi realizada usando o StepOne Plus PCR System (Applied Biosystems)
para analisar a expressdo relativa de mRNA dos genes (Tabela 3). Todos os valores serdo
corrigidos pelo valor obtido na amplificacdo da Beta-actina. A quantificag&o relativa foi calculada
pelo método 2-24¢T usando o Thermo Fisher Cloud Software, RQ versdo 3.7 (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, CA, EUA)

Tabela 3. Especifica¢des dos genes analisados

Genes Forward (5’-3°) Reverse (5°-3°)

Nrldl CTGCCAGCAATGTCGCTTCAAG TGGCTGCTCAACTGGTTGTTGG
Bmall CTGGCTAGAGTGTATACGTTTGG GGTCACCTCAAAGCGATTTTC
Prkaal CCAGGTCATCAGTACACCATCT TTTCCTTTTCGTCCAACCTTCC
Sirtl TTGGCACC GATCCTCGAAC CCCAGCTCCAGTCAGAACTAT
Ppargcl-alpha GAGTTGAAAAAGCTTGACTGGC CAGCACACTCTATGTCACTCCA
Beta-actina CGCCCCGGCTCTGACTGACC CCTCGGGGCACCTGAACCTCTC
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Conjuntos de dados transcriptdmicos publicamente disponiveis da prostata

O conjunto de dados de camundongos foi obtido do nimero de acesso GEO Series
GSE122367 e GSE128724. As préstatas de camundongos C57BL/6 foram coletadas com 3 ou 24
meses de idade e depois dissociadas em células Unicas. Células basais (Lin-EpCAM+ CD49fhi),
Trop2+ luminal (Lin-EpCAM+ CD49fmid Trop2+) e Trop2- luminal (Lin-EpCAM+ CD49fmid
Trop2-) foram isoladas em um classificador de células FACSAria Il (BD Biosciences). O mapa
de calor foi construido usando Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus/) para
verificar os efeitos da idade (jovem e velho) e tipos de células da prostata (basal e luminal) em
REV-ERBa, apoptose e tumor vias supressoras. O grafico de dispersdo foi construido usando
GraphPad Prism 8 para investigar a relagdo de duas variaveis, o Trop2 e a idade. ANOVA two-

way seguido de post hoc de Tukey foi usado.

Analises estatisticas

Os resultados sdo expressos em médiatdesvio padrdo da média, considerados
significativos quando p<0,05. Todos os dados foram avaliados quanto a normalidade usando o
teste de normalidade de Shapiro-Wilk. A andlise de variancia de médias (One-Way ANOVA) foi
utilizada para comparar os trés grupos analisados, seguida da comparagao post hoc de Bonferroni.
Para verificar os efeitos dos momentos pré e pos-treinamento fisico combinado, foi utilizado o
teste t Student pareado. As correlagbes de Pearson foram utilizadas para investigar possiveis
correlagdes entre o nivel da proteina REV-ERBa, genes e proteinas envolvidas no metabolismo
celular. As analises estatisticas e graficos foram realizados no software GraphPad Prism, versao
9.3.

RESULTADOS

O exercicio fisico combinado aumentou a velocidade de corrida e a forga, mas reduziu 0s
TBARS

Analisamos o peso corporal, velocidade, forca e glicemia de jejum para estudar os efeitos
do exercicio fisico combinado na composicdo corporal. O peso corporal ndo apresentou diferenga
entre os grupos (Figura 5 A). O protocolo de treinamento fisico combinado no grupo 18m TR
aumentou a velocidade de corrida em relagdo ao 6m Sed (95% CI -14,98 a -4,423, p=0,0010) e
18m Sed (95% CI -15,12 a -4,563, p=0,0009, Figura 5 B). Houve aumento da velocidade de
corrida (momento pré x pds) nos animais 18m TR apds 3 semanas de treinamento (95% CI 3,499
a 12,78, p=0,0037, Figura 5 C), bem como aumento da forca (95% CI1 0,1468 a 12,41, p=0,0459,
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Figura 5 D). O grupo 18m Sed apresentou valores de glicemia de jejum mais baixos do que o
grupo 6m Sed (95% ClI 20,78 a 65,22, p=0,0006, Figura 5 E). No entanto, o grupo 18m TR reduziu
os valores de glicemia de jejum em comparag¢do com o grupo 6m Sed (95% CI 20,78 a 65,22,
p=0,00086, Figura 5 E).

Para investigar as mudancas dependentes da idade associadas ao exercicio fisico
combinado na peroxidacao lipidica (TBARS), a capacidade oxidativa total e a SOD no plasma
foram medidas. As concentracfes de TBARS foram significativamente reduzidas no grupo 18m
TR em comparacdo com o grupo 18m Sed (95% CI 0,1884 a 1,664; p=0,0153; Figura 5 F). Nao
houve diferenca entre os grupos na capacidade oxidativa total (Figura 5 G). Os grupos 18m Sed
(95% CI -0,3303 a -0,06136, p=0,0061) e 18m TR (95% CI -0,3142 a -0,04529, p=0,0105, Figura
5 H) apresentaram capacidade antioxidante total aumentada quando comparados ao grupo 6m Sed
(Figura 5 H). O nivel de SOD no grupo 18m TR mostrou uma diminuigdo significativa com o
envelhecimento mais exercicio fisico combinado (95% CI 2,938 a 32,36, p=0,0204, Figura 5 1),
enquanto ndo houve diferencga significativa entre 18m TR e 6m Sed (Figura 5 1). O grupo 18m
Sed apresentou aumento na atividade SOD em comparagdo com os animais 6m Sed (95% CI -
35,02 a -4,010, p=0,0156, Figura 5 I).
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Figura 5
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O exercicio fisico combinado aumentou os niveis de mMRNA de Bmall e baixou o Nr1dl na
prostata

O BMAL1 desempenha um papel crucial na regulagéo dos ritmos circadianos, formando
um complexo com a proteina CLOCK. Juntos, eles iniciam loops de feedback primarios que
subsequentemente ativam loops de feedback secundarios, levando a expressdo de REV-ERBa.
Essa cascata regulatoria influencia significativamente os processos de metabolismo energético e
celular [299]. A REV-ERBa reprime o promotor BMAL1. Observamos que o protocolo de
treinamento fisico combinado por 3 semanas aumentou os niveis de MRNA de Bmall em
comparagdo com animais idosos sedentarios 18m Sed (95% CI -2.879 to -0.2451, p=0.0191) e
animais jovens 6m Sed (95% CI -3.025 to -0.3911, p= 0.0108, Figura 5 J). Em amostras de
prostata, o exercicio fisico combinado reduziu os niveis de MRNA de Nrldl no grupo 18m TR
em comparagdo com 18m Sed (95% CI1 0.01651 to 0.5790, p= 0.0378, Figura 5 K). Os niveis de
MRNA de Nrld1l em 18m Sed foram maiores em comparagdo com 6m Sed (95% CI -0.5740 to -
0.01149, p=0.0412, Figura 5 K).

O exercicio fisico regulou negativamente 0 REV-ERBa e modulou negativamente as vias do
metabolismo energético mitocondrial na proéstata

Nos investigamos o significado funcional do receptor nuclear REV-ERBa (codificado
por Nr1dl) na expressao de proteinas prostaticas em camundongos. Observamos que o grupo 18m
Sed apresentou aumento do REV-ERBa em relagdo ao 6m Sed (95%Cl -11.46 to -5.054, p<
0.0001, Figura 5 L — M), e ao 18m TR (95% CI 0.8407 to 7.250, p=0.0148, Figura 5 L — M). O
18m TR aumentou a proteina REV-ERBa no 18m TR comparado ao 6m Sed (95%Cl -7.234 to -
1.192, p=0.0081, Figura 5 L — M). O contetdo da proteina REV-ERBa mostrou forte correlacdo
negativa de Pearson com a atividade SOD no grupo 18m TR (r=-0.95, p=0.04, Figura 5 N).

A REV-ERBa, um receptor nuclear e regulador transcricional, mostrou interagir e
modular a expressdo de SIRT1 diretamente. SIRT1 é uma desacetilase dependente de NAD+
crucial em varios processos celulares, incluindo metabolismo energético, reparo de DNA e
longevidade [300]. O nivel de mRNA Sirtl ndo teve diferenca significativa entre os grupos
(Figura 6 B). No entanto, o nivel de proteina SIRT1 foi significativamente maior em 18m Sed
(4.07 £ 0.22 ng/ml) comparado a 6m Sed (95% CI -5.506 to -0.3301, p=0.0263) e 18m TR (95%
Cl 0.03247 to 5.523, p= 0.0471, Figura 6 A — C). Os resultados do gréafico de dispersao revelam
uma disposi¢do do SIRT1 em relagcdo ao REV-ERBa de acordo com a idade (Figura 6 D). Os
pontos no grafico mostraram dispersdo geral, mas uma descida pbde ser identificada no grupo
Sed de 18m. Esses achados sugerem que a idade promove um aumento gradativo do SIRT1 em

relacdo ao REV-ERBa, onde o exercicio combinado manteve relacdo semelhante ao grupo jovem.

74



O ritmo circadiano regula a atividade da AMPK ¢, para entender os efeitos da modulacéo
dos genes do ritmo circadiano na prostata, avaliamos o contetido da AMPK. O AMPK ¢ ativado
guando os suprimentos de energia estdo baixos, como durante o jejum ou o exercicio. O grupo
exercitado apresentou maiores niveis de mMRNA de Prkaal quando comparado ao 18m Sed (95
% ClI -10.45 to -3.025, p=0.0018) e 6m Sed (95% CI -10.15 to -3.514, p=0.0008, Figura 6 E). O
teor proteico da AMPK total também seguiu 0 mesmo comportamento da expressdo génica, onde
animais 18m TR apresentaram aumento em relacdo aos 18m Sed (95% CI -12.69 to -3.095, p=
0.0022) e animais 6m Sed (95% CI -13.93 to -4.329, p= 0.0007, Figura 6 F). Encontramos uma
correlagdo significativa entre REV-ERB-a e proteina AMPK no grupo 18m TR (r=0.7905,
p=0.0436, Figura 6 G). No entanto, quando avaliamos a expressdo da forma ativa da proteina
pAMPK (fosforilagdo no sitio Treonina 172), animal idoso sedentarios (95% CI 0.02383 to 1.444,
p=0.0424) e treinados (95% CI 0.1156 to 1.463, p=0.0216, Figura 6 H — I) apresentaram reducao
em relacdo aos animais jovens de 6m Sed, respectivamente. Além disso, o grupo TR 18m mostrou
uma alta correlagdo positiva (r=0,9443, p=0,0057) entre 0 REV-ERB-a e a proteina pAMPK
(Thr172) (Figura 6 J).

A expressdo de REV-ERB-a aumentou 0 mRNA de Ppargcla. Na prostata, 0 mRNA de
Ppargcle mostrou um aumento em animais 18m TR em comparagéo com animais 18m Sed (95%
Cl -10.5 to -3.025, p=0.0018) e 6m Sed (95% CI -10.15 to -3.514, p= 0.0008, Figura 6 K). No
entanto, a expressdo da proteina PGCla em animais 18m TR apresentou uma regulagéo negativa
guando comparada a 18m Sed (95% CI -0.06096 to 1.148, p=0.0831) e animais 6m Sed (95% CI
0.4200 to 1.629, p=0.0017, Figura 6 L). O grupo 18m TR mostrou uma forte correlacdo negativa
entre REV-ERB-a e PGCla (r=0.8937, p=0.0152, Figura 6 M). Por outro lado, o grupo 18m Sed
ndo apresentou correlagdo entre REV-ERB-o e PGCla (Figura 6 N).
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Figura 6
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Legenda: Membranas representativas de SIRT1, PGC-1a, AMPK, p-AMPK (thr172) e Beta-actina (A); representacdo
grafica dos valores de Sirtl mRNA (B); representagdo grafica dos valores da proteina SIRT1 (C); representacéo grafica
da disposicéo da SIRT1 (D); representacdo grafica dos valores de mRNA de Prkaal (E); representacdo grafica dos
valores da proteina AMPK (F); gréafico representativo das correlagdes entre os niveis de proteina REV-ERB-o. e os
niveis de proteina AMPK no grupo 18m TR (G); representagdo gréafica dos valores da proteina p-AMPK (H);
representacdo grafica da relacdo p-AMPK/AMPK (1); representacdo grafica das correlagdes entre os niveis de proteina
REV-ERB-a ¢ os niveis de proteina p-AMPK no grupo 18m TR (J); representacdo grafica do mRNA de Ppargcla
(K); representagdo grafica dos valores da proteina PGCla (L); representagdo grafica das correlagdes entre os niveis de
proteina REV-ERB-a e os niveis de proteina PGCla no grupo 18m TR (M); grafico representativo das correlagdes
entre os niveis de proteina REV-ERB-o. € os niveis de proteina PGC1o no grupo Sed 18m (N). Os dados correspondem
a média + DP de n = 4 camundongos/grupo. au = unidades arbitrarias.

Reducéo do REV-ERBa em animais exercitados modifica mecanismos intracelulares
prostaticos em animais idosos

Para verificar o efeito dos genes do relégio na modulagdo prostatica com o
envelhecimento e o exercicio fisico, avaliamos a expressao do AR. O grupol8m Sed (95%ClI
0.5414 to 1.252, p<0.0001, Figura 7 A — B) e o grupo 18m TR (95%CI 0.2758 to 0.9866,
p=0.0010, Figura 7 A — B) mostrou uma diminuicao na expressdo de AR em comparagdo com 0
grupo 6m Sed (Figura 7 A — B). O grupo 18m TR mostrou uma forte correlacdo positiva entre
REV-ERB-a e expressdo de AR (r=0.9563, p=0.0039, Figura 7 C).
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A ativacdo da via PISBK/AKT induz a homodimerizacdo e translocacdo do AR para o
nucleo, promovendo diferenciacdo celular e sobrevivéncia na prostata [301]. Para analisar a
relacdo entre REV-ERB-a e a modulagdo do crescimento, sobrevivéncia e proliferacdo celular na
prostata, avaliamos a via PI3K/AKT. Os animais 18m TR apresentaram um aumento no PI3K em
comparagdo com 0s 18m Sed (95%CI 0.05350 to 0.4713, p=0.0134, Figura 7 D) e grupo 6m Sed
(95%CI1 -0.3003 to 0.7181, p<0.0001, Figura 7 D). Os animais 18m Sed apresentou PI3K alto em
comparagdo com o 6m Sed (95%CI 0.03790 to 0.4557, p=0.0196, Figura 7 D). Existe uma forte
correlacdo positiva entre REV-ERB-a e PI3K ao grupo 18m Sed (r=0.8027, p=0.0397, Figura 7
F) e mostrou uma alta correlagdo negativa entre REV-ERB-a e PI3K para o grupo 18m TR
(r=0.9062, p=0.0126, Figura 7 G). A proteina AKT1 foi reduzida na prostata do grupo 18m Sed
em comparagdo com 18m TR (95%CI -1.244 to -0.1251, p=0.0147, Figura 7 H) e o grupo 6m Sed
(95%CI1 0.2446 to 1.363, p=0.0045, Figura 7 H). A Figura 7 | mostra uma alta correlagéo positiva
entre REV-ERB-o e AKT1 na prostata do grupo 18m TR (r=0.8713, p=0.0204, Figura 7 1).

A PTEN ¢é a proteina essencial que regula a via PI3K/AKT. Seu papel como supressor
tumoral decorre de sua atividade fosfatase, que desfosforila PIP3 em PIP2, modulando assim a
ativacdo da via PI3BK/AKT [270]. O grupo 18m TR mostrou uma regulagdo positiva da proteina
PTEN na prostata em comparagéo com o grupo 18m Sed (95% CI -0.7017 to -0.3261, p=<0.0001,
Figura 7 J). A proteina p53 é caracterizada como um supressor tumoral, induzindo parada do ciclo
celular e apoptose em tecidos prostaticos [302]. O grupo 18m TR apresentou aumento
significativo de p53 em relacdo aos animais 18m Sed (95% CI -0.6838 to -0.1506, p=0.0028,
Figura 7 K). A proteina multifuncional p21 est4 relacionada ao controle do ciclo celular e
atividade anti-apoptotica [303]. Observamos que o grupo 18m Sed apresentou um aumento de
p21 em relacdo ao grupo 6m Sed (95% CI -0.3590 to -0.007811, p=0.0397, Figura 7 L). Nao
houve diferenca significativa entre os grupos 18m Sed e 18m TR (Figura 7 L). Existe uma
correlagdo positiva moderada entre REV-ERB-a e grupo p21 a 18m TR (r=0.7722, p=0.0497,
Figura 7 M). Como p21 é um alvo de p53, depende da atividade de p53. portanto, analisamos a
acdo da p53 na inducdo da parada do ciclo celular, regulando a atividade da p21. O grupo 18m
TR apresentou um aumento significativo na relagcdo p53/p21 em comparagdo com 0s animais 18m
Sed (95% CI -94.33 to -24.12, p=0.0016, Figura 7 N).

No entanto, o grupo 18m Sed apresentou uma reducdo significativa na expressdo da
caspase 3 em relacdo ao grupo 6m Sed (95% C1 0.08653 to 1.217, p=0.0227). Por outro lado, o
grupo exercitado 18m TR apresentou um aumento significativo da caspase 3 em rela¢do ao grupo
18m Sed (95% CI -1.410 to -0.2795, p=0.0040, Figura 7 O). O grupo 18m Sed mostrou uma forte
correlagdo negativa existente entre REV-ERB e caspase 3 na prostata (r=0.9275, p=0.0369, Figura
7 P). A relacdo entre REV-ERB e proteina caspase 3 no grupo 18m TR mostrou uma forte

correlacdo positiva com os niveis de proteina caspase 3 (r=0.90, p=0.03, Figura 7 Q).

77



Figura7

A) 6mSed  1SmSed 18mTR B) C) D)
<0001
koa | ‘ 18m TR
85 |“" = e . = | PA3K P8SA 3.0- . o
St T TR 1=0.9563
AKT1 —_
o 3 2.54 s p=0.0039 s nmgé—‘

f3 [ PR ————— « = | P21 (WAF1)

o

S | ————— - ——— | sy

b
"3

[

eta-actina (a
- N
o o
1 1
|

Projeto REV-ERBa (a.u.)
&
\

PI3K/Beta-actina (a.u.)
o
»

55 | gamemw w = --- == pPTEN 1.0
) v w
WO 5 T I .
0.5 1.0 156 2.0 25 3.0 0.3
110 _J_.-.-. - - AR 0.0- Receptor de Androgeno (a.u.)
0.0
45 |Beu-acuu r,'”b af'b 6‘&% L&
& o 8 St
F) G) H) h
18m Sed 18m TR ’—‘ 18m TR
8 0.0045
15 3 . I |mo08713
E r=0.8027 . 8. . EES) s |p=0.0204
£ |p=00397 £ 1 € d
5 10 . H £20 £
Fl ]
12 % 6 N 51.5 E 4 .
o il @ 1.0
g s 4 . g o *
u é w - Cos u 2
y 3 r=-0.9062 x s
o o p=0.0126 0.0 o
0 T T T 1 4 T 1 & o & 0t T T T T 1
0.88 0.90 0.92 0.94 0.96 0.5 1.0 15 B N 16 1.8 2.0 2.2 24 28
PI3K (a.u.) PI3K (a.u) AKTA (a.u)
J) K) L) M) N)
18m TR ooore
~ 181 1.6 0,0025 0.0397 8 180
E] - 1.2 S r=-0.7722
- <0.0001 0 =
& a2 3 3 10 = p=0.0497 120
© o 12 s £87 o 3
g £ 0.8 & : < %
© 0.8 E 0.8 - é o4 &
o g o S 06 5 £ 60
5 [} T [} @
g a Z 04 i) * 2
Z 04+ Qo4 @ 3 30
N & 502 4
0.0 0.0 0 T T T 1 0 T T T
. NS - NI 0.0 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 > ab «Q-
&Gﬁ g,e 4\& *:,e &,_,o &-\ %e° ‘ﬁo <& p21(au.) & o &
(IR IS & & K N
) P) Q) 18m TR
18m Sed &- m
= 0.0040 —_
2 1 3
s 2.5 o027 3 =-0.9275 s |
£ 8 p=0.0369 £
20 §roi S~ £
g 2 o 44
® 1.5 o =}
1] =3 s3]
® 1.0 2 s © 2 o
2 G 3
g 05 o ]
o o o
S oo 0 T T T T 1 o T T T 1
> > 11 12 13 14 15 16 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5
& @’& Caspase 3 (a.u.) Caspase 3 (a.u.)
& & .

Legenda: Membranas representativas de PI3K P85A, AKT1, PTEN, p21 (WAF1), Caspase 3, Receptor de Androgénio
(AR), p53 e Beta-actina (A), representacdo grafica dos valores da proteina AR (B); gréfico representativo das
correlagdes entre os niveis de proteina REV-ERB-a e os niveis de proteina AR no grupo 18m TR (C); representagdo
gréafica dos valores da proteina PI3K (D); representacdo grafica das correlagGes entre 0s niveis da proteina REV-ERB-
a e os niveis da proteina PI3K no grupo Sed 18m (F); representagdo grafica das correlages entre os niveis da proteina
REV-ERB-a e os niveis da proteina PI3K no grupo TR 18m (G); representagdo grafica dos valores da proteina AKT1
(H); representacao grafica das correlagdes entre os niveis da proteina REV-ERB-a e os niveis da proteina AKT1 no
grupo 18m TR (1); representacéo grafica dos valores da proteina PTEN (J); representacéo grafica dos valores da proteina
p53 (K); representacdo grafica dos valores da proteina p21 (L); grafico representativo das correlagdes entre os niveis
de proteina REV-ERB-a ¢ os niveis de proteina p21 no grupo 18m TR (M); representacdo grafica da relagdo p53/p21
(N); representacdo gréfica dos valores da proteina Caspase 3 (O); gréfico representativo das correlagdes entre os niveis
de proteina REV-ERB-a e os niveis de proteina Caspase 3 no grupo Sed 18m (P); grafico representativo das correlagdes
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entre os niveis de proteina REV-ERB-a e os niveis de proteina Caspase 3 no grupo 18m TR (Q). Os dados correspondem
a média £+ DP de n = 4 camundongos/grupo. au = unidades arbitrarias.

Células basais e luminais da prostata mostram diferentes expressées nos genes Nrldl e
Ppargcla em camundongos jovens e velhos de dados publicos

Para obter uma compreensdo mais profunda, analisamos os niveis de mMRNA prostatico
em amostras de camundongos jovens e velhos. De acordo com a Figura 8 A, independente dos
efeitos da idade, as expressdes génicas de Nrldl, Nrld2, Sirtl, Aktl, Pten, Cdknla, e Trp53 foram
modulados pelos diferentes tipos de células da prostata (basal versus luminal). O Nr1d2 e Cdknla
foram diferentes entre jovens e idosos em células basais. O Akt3 foi diferente nas células luminais
de jovens e idosos.

Trop2 (antigeno de superficie celular trofoblastica-2) € uma proteina transmembrana
transdutora de sinal de célcio. E altamente expresso em células epiteliais prostaticas e esta
associado a malignidade tumoral [304]. A expressao Trop2 marca um subconjunto exclusivo de
células luminais na préstata adulta que produzem grandes organoides [305,306]. Trop2 é uma
glicoproteina de superficie celular considerada superexpressa em muitos tipos de carcinomas com
expressdo minima em tecidos normais. Na Figura 8 B, é possivel visualizar a presenca de Trop2+

modulando Ppargcl e Sirtl ao comparar jovens e idosos.
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Figura 8
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Legenda: Analise bioinformatica de células da prdstata de camundongos C57BI/6J de amostras de 3 meses (jovens) e
24 meses (velhos) de um banco de dados pablico. Mapa de calor mostrando Nrldl, Nrld2, apoptose, supressores
tumorais, metabolismo celular da prostata e marcadores do metabolismo energético, nas células da prostata (basal e
luminal) em camundongos jovens ou velhos, com baixo/alto (A); Mapa de calor mostrando Nrldl, Nrld2, apoptose,
supressores tumorais, metabolismo celular da préstata e marcadores do metabolismo energético, nas células da préstata
(estromal, Trop2+ ou Trop2-) em camundongos jovens ou velhos, com baixo/alto (B); Niveis de mMRNA de Nr1dl nas
células da prostata (basal, luminal, estromal, Trop2+ ou Trop2-) em camundongos jovens ou velhos (C); Niveis de
mRNA de Ppargcla nas células prostaticas (basal, luminal, estromal, Trop2+ ou Trop2-) em camundongos jovens ou
velhos (D); Nri1dl, Prkaal, Ppargclo e niveis de mRNA Sirtl nas células luminais da prostata em camundongos jovens
e velhos (E); Niveis de mRNA de Pten, Caspase3, Cdknla e Trp53 nas células luminais da préstata em camundongos
jovens e velhos (F).
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DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do exercicio fisico combinado sobre
proteinas relacionadas ao ritmo circadiano, marcadores de estresse oxidativo e vias do
metabolismo energético na préstata de animais idosos. Os principais achados da presente
investigacdo foram: 1) O exercicio fisico combinado melhorou a velocidade de corrida, a forga e
reduziu os niveis de peroxidacdo lipidica (TBARS); 2) O exercicio fisico combinado aumentou
os niveis de mRNA de Bmall, Prkaal, Ppargcla, diminuiu 0 mRNA de Nrldl e baixou o
contetdo da proteina REV-ERBa; 3) Houve uma correlagdo significativa entre os niveis de
proteina REV-ERBua e SIRT1 na prostata; 4) O exercicio fisico combinado aumentou o contetido
de proteina total AMPK ¢ reduziu o conteido de proteina PGCla; 5) O exercicio fisico
combinado aumentou p53, PTEN, AR e caspase 3 na prostata. Essas observagdes contribuem para
nossa compreensao dos potenciais beneficios e mecanismos subjacentes do exercicio na prostata
durante o processo de envelhecimento.

O envelhecimento promove perda de funcdo em diversos fatores, como cognicéo,
desempenho motor e comportamental, além de alteracdes no metabolismo [266]. Fatores que
aumentam a capacidade fisica sdo importantes para promover o envelhecimento saudavel e
retardar doencas relacionadas a senilidade. Nossos resultados mostram que o protocolo de
exercicio fisico combinado de 3 semanas melhorou a forca e a velocidade de corrida em
comparagdo com animais sedentarios de 18 meses de idade, uma vez que o declinio
neuromuscular € um dos primeiros sinais de fragilidade associados ao envelhecimento [307].
Outros estudos também mostram que o exercicio fisico beneficia o processo de envelhecimento,
Reynolds et al., [308] e Leuchtmann et al., [309], observaram que animais idosos submetidos ao
exercicio fisico aerobico melhoraram a capacidade aerdbica na esteira, a forga de preenséo e a
marcha.

A REV-ERBa na prostata esté envolvido na regulagéo do ritmo circadiano, metabolismo
energético, inflamacéo e proliferagdo celular [310]. O REV-ERBua, controlado pelo gene Nrld1,
é um receptor nuclear que desempenha um papel crucial na regulagdo da expressdo génica e na
manutenc¢do do ritmo circadiano. Os niveis de mMRNA Nrldl e os conteudos da proteina REV-
ERBa foram aumentados no grupo 18m Sed. REV-ERB-a tem um papel regulador direto na
expressao de BMALL. Em contraste, os animais experimentais BMAL1 -/- mostraram fen6tipos
de envelhecimento acelerado [311]. Além da perda dos ritmos circadianos, camundongos com
deficiéncia de BMAL1 também desenvolveram sintomas de envelhecimento prematuro, como
catarata e encolhimento de 6rgdos [311]. O exercicio fisico combinado exibiu um efeito
estabilizador na expressdo do gene Bmall em tecidos prostaticos. Da mesma forma, como
demonstrado por Pinto et al., [21] nos tecidos do figado de animais idosos, houve um declinio

notavel na expressdo no mMRNA Bmal e a implementacdo do exercicio fisico restaurou com
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sucesso a expressao génica e restabeleceu as alteragfes do ritmo circadiano. No entanto, neste
estudo, observamos que, apesar de ndo haver alteraces no MRNA de Nrldl, o mRNA de Bmall
estd aumentado em animais treinados, podendo influenciar potencialmente a salde da prostata e
0s processos de doenca. As evidéncias sobre o papel do gene Bmall relacionado a ativacdo do
REV-ERBa na prostata sdo conflitantes. Embora vérios estudos tenham demonstrado que o
BMALL promove a progressao do tumor [312,313], numerosos estudos também revelaram o
papel supressor de tumor de BMALL1 [314,315]. Descobrimos que o exercicio fisico realizado em
camundongos velhos aumentou 0 MRNA de Bmall em vez de diminui-lo, sugerindo um potencial
papel sinérgico no combate ao cancer de prostata durante a senescéncia. Os mecanismos
especificos subjacentes a regulagdo positiva de BMAL1 induzida por exercicio permanecem
desconhecidos e devem ser investigados em estudos adicionais.

O receptor nuclear REV-ERBo é expresso em tecidos periféricos como figado e tecido
adiposo, onde modula o metabolismo de lipidios, &cidos biliares e glicose [316]. Com o
envelhecimento, o tempo diéario dos processos metabolicos em nosso corpo muda [15]. Neste
estudo, observamos niveis reduzidos de glicose no sangue em camundongos de 18 meses de idade
(sedentarios e treinados). A diminui¢do nos niveis de glicose em jejum em camundongos velhos
também foi relatada por [317] e pode estar relacionado a oscila¢@es do ritmo circadiano. Durante
o envelhecimento, as oscilagbes ciclicas de BMAL/REV-ERBo. afetam principalmente o
metabolismo energético [318]. A REV-ERB-a regula a via AMPK/SIRT1/PGC-1a, que envolve
a ativacdo da AMPK e a desacetilase da SIRT1, ambas desempenhando papéis cruciais na
flexibilidade metabodlica. A SIRT1 forma um complexo proteico com PGC-1a e o Fator Nuclear
Alfa 4 dos hepatocitos (HNF4a), um fator de transcricdo essencial na funcéo gliconeogénica do
PGC-1o. No cancer de préstata, também foi relatado que a expressao elevada de SIRT1 promove
0 crescimento, a invasdo e a diferenciagdo neuroenddcrina das células cancerigenas [319]. Neste
estudo, observamos niveis elevados de SIRT1 correlacionados com niveis elevados de REV-
ERB-a na préstata. Este mecanismo regulatério mediado pelo REV-ERB-o fornece uma base
molecular de como ele influencia a funcdo mitocondrial e 0 metabolismo energético na prostata.

O exercicio fisico combinado reduziu a fosforilacdo da AMPK e, consequentemente,
diminuiu os conteidos proteicos de SIRT1 e PGC1la, 0 que se correlacionou com a repressao do
REV-ERB-o na proéstata de animais idosos. A reducdo do REV-ERBa no musculo esquelético
apos o exercicio fisico também foi destacada por, da Rocha et al., [22]. A ablacéo global de REV-
ERBua resulta em atividade reduzida da via de sinalizacdo AMPK/SIRT1/PGC-1o. no musculo
esquelético [320]. Por outro lado, esses reguladores de adaptacdo ao exercicio séo ativados pelo
REV-ERBa. Houve aumento da ativacio do REV-ERBa e maior expressdéo da via
AMPK/SIRT1/PGC-1a na prostata de camundongos idosos. Por outro lado, o exercicio fisico
reduziu o REV-ERBa, levando a diminuicéo do contetdo proteico da via. O estresse oxidativo

ativa a AMPK para aumentar a glicélise. A ativacdo da AMPK pode reprogramar a disfungéo
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mitocondrial resultante do estresse oxidativo, alterando o status redox celular e a expressao de
enzimas antioxidantes por meio de alteracBes na fosfofrutoquinase 2 (PFK2), forkhead box O3
(FOX03), PGC1-0. e mTOR [321]. Neste estudo, 0 aumento da defesa antioxidante total e da
atividade da SOD em camundongos idosos sedentarios pode refletir o ajuste do sistema de defesa
antioxidante ao processo de envelhecimento, o que explicaria as concentracdes semelhantes de
oxidacdo lipidica entre animais sedentarios jovens e idosos. Por sua vez, o exercicio fisico
combinado manteve o0 aumento da defesa antioxidante em camundongos velhos, além de restaurar
0 dano oxidativo aos lipideos e SOD a valores semelhantes em camundongos jovens, 0 que
comprova seu efeito benéfico no estado redox. Sabe-se que as espécies reativas de oxigénio (ROS)
liberadas pelas mitocdndrias e pelos sistemas de transporte de elétrons do reticulo endoplasmatico
contribuem para o envelhecimento [322]. Neste estudo, o exercicio fisico combinado reduziu
TBARS e aumentou a capacidade antioxidante total em comparacdo com camundongos jovens.
Os sistemas antioxidantes, especialmente SOD e catalase (CAT), desempenham um papel
importante no controle de ERO em niveis baixos. O sistema circadiano e as proteinas do reldgio
circadiano podem estar envolvidos no reparo do DNA e na regulacdo do acumulo celular de ROS
[323]. Esses achados reforcam que a atividade do REV-ERBa controla a adaptagdo metabolica
por meio da regulacédo da capacidade oxidativa mitocondrial.

O ritmo circadiano na prdéstata pode ser influenciado por andrégenos [324]. Com o
envelhecimento, a deficiéncia de andrégenos pode levar a desregulagcfes na expressdo dos genes
do relogio central, causando padrdes de regulacdo negativa e de regulagdo positiva [324].
Chatterjee, [325] constataram que a expressao de AR na prostata de animais de 18 a 24 meses é
reduzida, correlacionada com o aumento da hiperplasia prostatica benigna [326]. Neste estudo, a
expressao de AR na préstata de camundongos sedentarios (Sed) e treinados (TR) de 18 meses de
idade foi regulada negativamente em compara¢do com camundongos jovens. BMAL1 e CLOCK
sdo regulados positivamente pela testosterona, indicando sua sensibilidade a sinalizacdo
androgénica [327]. Por outro lado, a expressao de Per2 e Nrldl é regulada negativamente em
resposta a testosterona [324]. Curiosamente, o efeito estimulador da testosterona na expressdo de
BMALL e CLOCK pode envolver a supressdo de Nrldl, destacando ainda mais a intrincada
relacdo entre andrégenos e o reldgio molecular na biologia da prostata [310]. A baixa expressao
do REV-ERB-a prostatico no grupo treinado de 18 meses apresenta correlacdo positiva com a
expressao do AR. Por outro lado, o exercicio fisico combinado pode ter um efeito estimulador na
expressdo de Bmall em parte por meio da regulacdo negativa de Nrldl e REV-ERBa e
modificacdo da expressdo de AR.

Por outro lado, a regulagdo negativa de AR levaria a regulagéo negativa da via PI3K/AKT
[328]. As moléculas PIBK/AKT e PTEN interagem com diversas vias no microambiente
prostatico, potencialmente ativando vias proliferativas e inibindo vias apoptoticas [329]. A

principal causa que leva ao aumento da via PI3K/AKT nos céanceres de prdstata € a mutacéo
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genética que promove a perda da funcdo da PTEN, enzima cujo papel € inibir a via PI3K/AKT, a
sobrevivéncia celular e a progressdo proliferativa, sendo um fator critico supressor tumoral no
microambiente prostatico [330]. Aqui, verificamos que o exercicio fisico combinado aumentou a
expressao de PIBK/AKT e PTEN. O BMALL1 desempenha um papel regulador na fosforilagédo de
PTEN, levando a um aumento da atividade de GSK-3a/p através da inibi¢do da via de sinalizacéo
PI3K/AKT [331]. Além disso, BMAL1 atua como um contrarregulador para a expressao de REV-
ERBa. Notavelmente, o grupo treinado de 18 meses mostrou uma correlacdo negativa entre REV-
ERBa e PI3K, mas uma correlacdo positiva com AKT. Essas descobertas langam luz sobre a
complexa interacdo entre os genes do reldgio circadiano, o exercicio e a via PI3K/AKT na
prostata, enfatizando o potencial do treinamento fisico combinado como um modulador das vias
relacionadas ao cancer de prostata.

Além de suas funcBes reguladoras circadianas, foi relatado que o REV-ERBa também
regula a proliferacéo e diferenciacgdo celular. Existe uma forte relagéo entre PTEN e p53, e ambos
regulam a proliferacdo e morte celular [332]. Neste estudo, camundongos sedentarios exibiram
um aumento na expressdo de REV-ERBa e p21 enquanto experimentaram uma diminui¢do nos
niveis de p53 e caspase 3. O p21 também é um alvo crucial da ativacdo do p53 ap6s danos no
DNA [333]. Os genes do reldgio REV-ERBa € RORo podem suprimir ou estimular a expressao
de p21 [334]. Por outro lado, quando o exercicio combinado foi introduzido em camundongos
idosos, Bmall aumentou, REV-ERBa diminuiu e a expressdo de p53 e caspase 3 elevou, enguanto
a expressdo de p21 permaneceu inalterada.

Investigando roedores submetidos a um protocolo de treinamento de forga de 13 semanas,
[290], verificaram aumento de BAX e Caspase 3, ambas proteinas envolvidas na cascata de
inducdo da apoptose, bem como reducédo da proteina BCL-2 que inibe a liberagdo do citocromo
C e o inicio da apoptose. No céancer de préstata, o reparo do DNA ¢ danificado, promovendo
inibicdo ou reducdo da capacidade de induzir apoptose e um aumento significativo na proliferacdo
de células mutantes, levando a malignidade carcinogénica [335]. A inibicdo de BMALL ou
CLOCK interrompe o ciclo celular na fase S/G2, o que provavelmente esta associado ao aumento
da expressdo de p53 e p21 e niveis reduzidos de CICLINA B1 [336]. Esses achados sugerem que
o exercicio fisico combinado durante o envelhecimento promove aumento da expressao de Bmal,
concomitante com a regulacdo positiva de p53/PTEN/caspase 3, potencializando o potencial
apoptético. Essas mudancgas moleculares podem contribuir para uma regulacdo mais equilibrada
da proliferacdo celular e apoptose, impactando potencialmente a saude celular geral e 0s processos
de envelhecimento.

Por meio do conjunto de dados GEO, modulagdes significativas em genes circadianos
(Nr1d1 e Nr1d2), marcadores mitocondriais (Sirtl e Ppargcla), marcadores metabdlicos (Pik3r2,
Aktl e Akt2), apoptose (Caspase 3) e oncogenes (Pten e Trp53) foram observados. Curiosamente,

camundongos idosos mostraram niveis de mMRNA Nrldl alterados. Essa ideia de que mudangas
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no ritmo circadiano podem ter efeitos metabdlicos na prostata, conforme publicado anteriormente
[26]. Essas descobertas destacam os efeitos metabolicos potenciais do ritmo circadiano na salde
da prostata. Além disso, os marcadores mitocondriais mudam com a idade, sugerindo
envolvimento circadiano no envelhecimento da prostata.

O exercicio fisico combinado durante o envelhecimento promoveu aumento de Bmall e
reducdo de REV-ERBo na prostata, concomitantemente com diminuicdo das proteinas
AMPK/SIRT1/PGC-1a e aumento de PIBK/AKT e p53/PTEN/caspase 3 promovendo potencial
apoptético (Figura 2.5). Aqui relatamos que o papel preventivo do exercicio fisico de forca e
aerobico no desenvolvimento de alteragdes moleculares pré-neoplasicas e caracteristicas de
senilidade foi devido a restauracdo de Bmall e REV-ERBa em tecidos prostaticos (Figura 2.5).
Estudos futuros sdo necessarios para vincular essas observa¢fes moleculares ao risco de cancer

mediado pela modulagao circadiana e aos efeitos do exercicio fisico na prostata.
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Legenda: O papel do exercicio fisico combinado durante o envelhecimento. O aumento da expressdo de Bmall reduz
0 REV-ERBa, concomitante com o upregulation de pS3/PTEN/caspase 3, promovendo potencial apoptdtico em
camundongos velhos treinados. A expressdo reduzida de Bmall e aumentada de REV-ERBa em camundongos idosos
sedentarios promove a progressdo do ciclo celular e reduz a apoptose. Essas alteragdes moleculares podem contribuir
para regular a proliferacdo celular e apoptose prostatica e compreender o papel preventivo do exercicio fisico
combinado no desenvolvimento de alteragdes moleculares pré-neoplasicas. Imagem criada com BioRender.com.
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As doencas prostaticas sdo originadas principalmente durante o envelhecimento. O qual
€ um processo natural e fisiolégico, interfere em diversos mecanismos celulares, hormonais,
metabdlicos e imunoldgicos de maneira sistémica. Modificagcbes nesses processos, favorecem o
desenvolvimento de alteracfes inicialmente intracelulares prostéticas, que evoluem para
alteracOes teciduais e lesGes pré-neoplasicas, sendo consideradas precursora de cancer prostatico.
Com isso, podemos dizer que o envelhecimento leva ao desenvolvimento de cancer de prostata,
principalmente em idades avangadas.

Inicialmente, a carcinogénese prostatica pode ser identificada através de modificagdes
morfoldgicas nas células prostaticas, com ndcleo alterado, epitélio disfuncional, estroma ativado,
e presenca de infiltrado inflamatdrio. A fim de caracterizar o perfil histopatologico prostatico
durante o processo de envelhecimento em camundongos jovens e camundongos idosos,
verificamos a incidéncia de lesbes na prdstata ventral, e verificamos que apesar de ndo haver
alteracdo no peso prostatico, os animais com idade mais avangadas, principalmente os animais de
24 meses de idade, possuem maiores incidéncias de lesbes pré-neoplasicas, associadas a
metaplasia nuclear e focos inflamatdrios teciduais. Essas alteragdes estdo relacionadas com os
fenotipos associados a senescéncia celular que possivelmente podem estar interferindo na
manutengdo da resposta ao dano no DNA, bem como sinalizagdo carcinogénica em tecidos
prostaticos.

Posterior a esse resultado hipotetizamos que o controle saudavel das células prostaticas
pudesse sofrer interferéncia da modulagéo do ritmo circadiano no envelhecimento. O que poderia
ser um alvo promissor na prevencdo e tratamento do alteracfes prostaticas que levam a
carcinogénese. Com isso, verificamos que o envelhecimento promove reducdo nos niveis génicos
de Bmall e aumento dos niveis de Nrldl e valores proteicos de REV-ERBa. E observamos que
o0 exercicio fisico combinado realizado durante o envelhecimento promove efeitos contrario ao
processo do envelhecimento, como o0 aumento nos niveis génicos de Bmall e reducéo dos niveis
de Nr1d1 e valores proteicos de REV-ERBa. Ainda, observamos que esse mecanismo associados
ao exercicio fisico promovem a reducdo de proteinas relacionados ao funcionamento e biogénese
mitocondrial como AMPK/SIRT1/PGCla, onde ambas estdo reduzidas com o protocolo de
treinamento fisico combinado e apresentam correlagdo positiva com a REV-ERBa. A fim de
entender como a REV-ERBa pode modular as vias intracelulares prostaticas, verificamos que a
REV-ERBa tem correlacéo positiva com o receptor androgénio e com AKT1 e caspase 3. Ainda
animais idosos treinados apresentaram maiores valores proteicos dos supressores tumorais PTEN
e p53/p21, proteinas de checkpoint importantes no desenvolvimento carcinogénico prostatico,
pelo mecanismo de controle de progressdo ou parada do ciclo celular em uma célula com alto teor
mutagénico. Por outro lado, os animais idosos sedentarios ndo apresentam esse mesmo fenétipo

molecular. Dessa forma podemos dizer que o envelhecimento leva a alteragcbes moleculares
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circadianas, modificando todo o microambiente prostatico para o desenvolvimento tumoral, e a
pratica de exercicio fisico combinado mesmo em animais ja considerados idosos, é capaz de

reverter os danos associados ao envelhecimento.
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