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RESUMO

Os efeitos do diabetes na prostata de adultos ja sdo bem conhecidos na literatura, entretanto, o
seu impacto na prostata da prole de maes diabéticas ainda ¢ pouco estudado. Devido ao fato
da prostata ter um importante desenvolvimento pds-natal e a prole de maes diabéticas tender a
ter glicemia mais elevada do que individuos nascidos de maes normoglicémicas, objetivou-se
avaliar a influéncia de altas concentracdes de glicose no desenvolvimento prostatico. Foram
utilizadas prostatas de 45 ratos Wistar machos recém-nascidos, com culturas realizadas
durante 1, 2 e 3 dias e divididas em 3 grupos: Controle — tratadas com meio basal; Glicose
moderada - tratadas com o meio basal acrescido de 126 mg/dL de glicose e Alta glicose -
tratadas com 450 mg/dL de glicose. Apds as culturas as prostatas foram incluidas em
parafinas ou congeladas. Nos cortes histologicos foram determinou-se o nimero de brotos
prostaticos e figuras mitdticas e imunohistoquimica para a alfa-actina de musculo liso. O
contetdo de ERK fosforilada e metaloproteinase de matriz 2 foi aferido por Western Blotting.
Altas concentragdes de glicose desestimularam a ocorréncia de mitoses, diminuindo assim o
nimero de brotos prostiticos. A fosforilacio da proteina ERK 1/2 foi menor apds o
tratamento com glicose. No estroma, os ambientes com glicose, reduziram o contetido de
células musculares lisas e de MMP-2. Concluimos que glicose em alta concentrag¢do reduz
uma importante via de proliferacdo celular, ERK1/2, podendo ter relacdo com a reduzida
formacdo de brotos. Ainda, a glicose tem impacto no ambiente estromal interferindo na
formacao de células musculares e na remodelacao tecidual com a redu¢ao de MMP2. Assim, ¢
de fundamental importancia que o desenvolvimento pds-natal da prdstata ocorra em um
ambiente adequado, a fim de que ela se desenvolva apropriadamente e possibilite o

desempenho normal das fungdes fisiologicas e sexuais do homem.

Palavras-chave: diabetes, desenvolvimento pos-natal, glicose, prostata
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ABSTRACT

The effects of diabetes in the adult prostate are well known in the literature, but its impact on
the prostate of diabetic mothers’ offspring is still poorly studied. Because the prostate has an
important post-natal development and diabetic mothers’ offspring tend to have higher
glycemia than individuals born to normoglycemic mothers, the objective was to evaluate the
influence of high glucose concentrations on prostate development. Prostates of 45 male
Wistar rats were used, with cultures performed for 1, 2 and 3 days and divided into three
groups: Control - treated with basal medium; Moderate glucose - treated with basal medium
plus 126 mg/dL of glucose and High Glucose - treated with 450 mg/dL of glucose. After the
cultures, the prostates were included in paraffin or frozen. Histological sections determined
the number of prostatic buds and mitotic figures and immunohistochemistry for alpha-smooth
muscle actin. The content of p-ERK and MMP-2 was measured by Western blotting. High
glucose concentrations discouraged the occurrence of mitoses, thus reducing the number of
prostatic buds. Phosphorylation of ERK 1/2 protein was lower after treatment with glucose.
Similarly, in the stroma, environments with glucose reduced the content of smooth muscle
cells and MMP-2. With these data, we conclude that high concentration glucose reduces an
important cell proliferation pathway, ERK1/2, which may be related to reduced bud
formation. Furthermore, glucose has an impact on the stromal environment, interfering with
muscle cell formation and tissue remodeling, essential for development with the reduction of
MMP2. Thus, it is of fundamental importance that the postnatal prostate development occurs
in a suitable environment, so that it develops properly and enables the typical performance of

the physiological and sexual functions of man.

Key-words: diabetes, glucose, postnatal development, prostate
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideragdes sobre o diabetes

O Diabetes mellitus consiste em um grupo de distirbios metabodlicos caracterizado,
sobretudo, por hiperglicemia cronica resultada da secre¢do anormal de insulina pelo pancreas,
da acdo ineficiente desse hormonio nos tecidos-alvo, ou ambos (DIABETES, 2010). Dentre
os sintomas estdo polidipsia, politria, perda de peso associada ou ndo a polifagia, e visdo
turva. A longo prazo, o diabetes pode provocar disfungdo e faléncia de 6rgdos, retinopatia
com potencial perda de visdo, neuropatia periférica com consequente amputagdo de membros
inferiores, hipertensdo, risco de infarto do miocardio, aterosclerose e disfungdes sexuais

(OZOUGWU, 2013).

De acordo com o Atlas Mundial do Diabetes langado em 2017, 425 milhoes de
individuos possuem diabetes no mundo todo (Figura 1), diagnosticados ou ndo, com
estimativa de um aumento de 48% desse nimero até o ano de 2045. No Brasil, estima-se a
existéncia de 12 milhdes de diabéticos e, atualmente, a prevaléncia ¢ de 9,9% nas mulheres e

7,8% nos homens (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017).
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Figura 1 — Numero de pessoas com diabetes no mundo e por regido em 2017 e 2045, entre 20-79 anos
(Fonte: International Diabetes Federation) 1



Etiologicamente, o diabetes pode ser classificado em tipo 1 ou tipo 2 (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2016). O diabetes tipo 1 representa somente 5-10% dos
pacientes, em sua maioria jovens, e resulta de um déficit na producdo de insulina causado pela
destruicdo das células B do pancreas por processos autoimunes, os quais tem multiplas
predisposicdes genéticas e também estdo relacionados a fatores ambientais ainda pouco
esclarecidos. O tratamento consiste em inje¢des didrias de insulina, a fim de adequar os niveis
de glicose no sangue. Algumas formas de diabetes tipo 1 podem ser idiopaticas, isto &,

possuirem causa desconhecida (SELMI, 2014).

Ja o tipo 2 € mais comum, representando cerca de 90% dos casos, ¢ ¢ resultado de uma
interagdo gene-ambiente. Nele, a insulina estd presente no organismo, porém com agao
ineficiente, o que conhecido como resisténcia insulinica, estado no qual ocorre menor
captagdo de glicose pelos tecidos periféricos (OZOUGWU, 2013). Os niveis de glicemia
estimulam as células  do pancreas, que passam a produzir maior quantidade desse hormonio.
Quando tais células falham na adaptagdo a nova demanda de insulina, a resisténcia ¢
intensificada, o que ocasiona o diabetes tipo 2. Vdrios fatores de riscos estdo associados a esse
tipo, tais como idade, género, obesidade, historico familiar, etnia, sedentarismo e hipertensao
(SHULMAN, 2000). J4 os mecanismos responsaveis pela resisténcia insulinica ainda nao
foram totalmente elucidados, contudo, estudos demonstram diversas alteragdes moleculares
na via de sinalizacdo da insulina e na producao de receptores, as quais determinam sua ac¢ao

ineficiente nos tecidos periféricos (FROJDO; VIDAL; PIROLA, 2009).

Visto que, no caso do diabetes tipo 2, a destruicdo das células  ndo ocorre e, assim, a
insulina continua sendo produzida, o tratamento didrio com esse hormdnio, como ocorre no
diabetes tipo 1, faz-se desnecessario (TAGUCHI; OHTA; TANIZAWA, 2018). Dessa forma,

o controle desse tipo de diabetes se da por meio da adequagdo da dieta, da realizagcdo de



exercicios fisicos e, em alguns casos, por meio da utilizagdo de medicamentos

sensibilizadores, a exemplo da metformina (TURNER et al., 1999).

Um terceiro tipo de diabetes, menos comum, ¢ denominado diabetes materno ou
gestacional, o qual ¢ definido pela Associagdo Americana de Diabetes como aquele
diagnosticado no segundo ou terceiro trimestre da gravidez cuja mae ndo apresentava
alteragdes glicémicas claramente evidentes antes da gestagdo (KRAGELUND NIELSEN;
GROTH GRUNNET; TERKILDSEN MAINDAL, 2018). Ele é caracterizado por qualquer
grau de redugdo da tolerancia a glicose com hiperglicemia pela mae e pode ou ndo persistir
apos o parto. Geralmente, estd associado tanto a atuacdo ineficiente das células f quanto a
resisténcia a insulina, elevando o risco do surgimento de complica¢des para mae, a exemplo
de ruptura prematura da membrana coridnica e pré-eclampsia, ¢ para o feto, como
macrossomia, hipoglicemia de nascimento, hipocalemia, sindrome de desconforto

respiratorio, morte perinatal, entre outros (EADES; FRANCE; EVANS, 2018).

1.2 Estrutura e desenvolvimento da prostata

A préstata ¢ uma glandula sexual acessoria exdcrina do trato genital masculino,
situada ao redor da uretra e abaixo da bexiga, fundamental ao processo reprodutivo, visto que
fornece proteinas e ions para a formagao do liquido seminal, imprescindivel para a nutricao,

motilidade e viabilidade dos espermatozoides durante e apds a ejaculagdo (MACURA, 2008).

A prostata humana, de acordo com a classificacdo de McNeal (1981), pode ser
dividida em trés regides distintas (Figura 2A), sendo elas a zona central, que corresponde por
cerca de 25% do volume da glandula, a zona de transi¢do, com 5%, e a zona periférica, que
corresponde a maior por¢do, com 70% do volume total (MCNEAL, 1981). Essa estrutura

difere consideravelmente entre as espécies. Em roedores, por exemplo, a prostata é composta



por quatro pares de lobos (Figura 2B), isto €, grupos de ductos prostaticos originados do seio
urogenital, bilateralmente simétricos, os quais foram designados lobos anteriores, laterais,
dorsais e ventrais, sendo este ultimo o que apresenta resposta androgénica mais semelhante a

prostata humana (AARON; FRANCO; HAYWARD, 2016).

A. Préstata Humana B. Prostata de Camundongo
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Figura 2 — Estrutura da prostata humana e de camundongo. (A) Diagrama de uma prostata humana adulta
mostrando a uretra e a bexiga em relagdo as trés principais regides glandulares da prostata, como descrito por
McNeal: zona central, zona periférica e zona de transi¢do. (B) Diagrama representando os quatro principais
lobos prostaticos do camundongo, com uma organizagdo similar: prostata lateral, prostata dorsal, prostata
ventral e prostata anterior (Adaptado de AARON; FRANCO; HAYWARD, 2016).

Histologicamente, a prdostata ¢ composta por tibulos secretores e acinos, apresentando
acinos que sdo formados por um epitélio secretor que limita o limen onde a secrecao fica
armazenada imersos num tecido conjuntivo denso classicamente denominado de estroma
(ANDRADE, 2017). O epitélio secretor ¢ formado por trés principais tipos de células,
denominadas células luminais, basais e neuroendocrinas (RATO et al., 2015). As luminais sao
células colunares com caracteristicas secretoras ¢ produzem glicoproteinas que compdem boa

parte do s€men através de estimulo androgénico. As células basais constituem células-tronco

epiteliais putativas e sdao consideradas precursoras do epitélio prostatico, visto que se



proliferam e se deslocam pelo compartimento luminal até a sua diferenciacdo em células
luminais. As células neuroenddcrinas estdo dispersas entre as epiteliais, podendo exercer
funcdo regulatéria pardcrina por meio de peptideos sinalizadores (LEE; PEEHL, 2004).

O estroma, por sua vez, consiste numa regido subepitelial rica em células musculares
lisas que entremeia os d4cinos, responsavel pela expulsdo da secre¢do no momento da
ejaculagdo, e outra regido de matriz extracelular (MEC) (JAMES E. DENNIS;
CHARBORDB, 2002). Possui um tecido conjuntivo rico em fibras coldgenas, que formam
uma ou duas camadas continuas, e fibroblastos, sendo estes ultimos responsaveis por
sintetizar os componentes da MEC (CUNHA; COOKE; KURITA, 2004). A MEC ¢é um
ambiente dindmico composto por um complexo arranjo de proteoglicanos, proteinas fibrilares
e glicoproteinas adesivas, a exemplo da laminina e da fibronectina. Ademais, nessa matriz
estdo presentes fatores de crescimento e outras moléculas regulatorias das atividades celulares
no estroma e também no epitélio (LU; WEAVER; WERB, 2012). Desse modo, ao
sintetizarem a MEC, as células influenciam a morfogénese, maturacdo ¢ homeostase da
prostata. Essa sintese, bem como a degradagcdo dos componentes da matriz, originam um
processo denominado remodelacdo estromal que ocorre normalmente durante o
desenvolvimento da glandula e em situagdes patoldgicas ou de reducdo androgénica
(MAUNEY; OLSEN; VOLLOCH, 2010).

Nesse evento, estdo envolvidas as metaloproteinases (MMPs), as quais compreendem
uma familia de enzimas que degradam a MEC com uma diversa gama de substratos e, por
isso, auxiliam de maneira significativa processos fisioldgicos normais e estados de patologia
da glandula. Dentre as principais MMPs, estd a colagenase do tipo IV de 72 KDa ou
gelatinase A, também conhecida como MMP-2, que digere colageno do tipo IV, gelatina e
fibronectina (BIRKEDAL-HANSEN, 1995). A clivagem proteolitica dos elementos da MEC

pode constituir um fator importante no desenvolvimento pds-natal da prostata e no advento de



patologias na glandula, visto que promove a remodelacdo estromal e a liberagdo de sinais que
estimulam a angiogénese, migragdo e proliferacao/diferenciagdo celular (TUXHORN et al.,
2002).

A regido rica em células musculares lisas do estroma além de ser responsavel pela
contracdo da glandula, também promove a intera¢do epitélio-estroma (TIMMS, 2008). A
interagdo entre o epitélio e o estroma prostaticos ¢ pardcrina e reciproca, visto que a por¢ao
estromal induz o desenvolvimento e proliferacdo epitelial, enquanto o epitélio induz a
diferenciagdo do estroma (CUNHA, 2008). Esse processo ¢ de fundamental importancia para
a génese da prostata fetal, para o seu crescimento e maturagdo pos-natal, para a manutengao
do seu estado diferenciado e para a sua responsividade a hormonios. (CHUNG; ZHAU,
2001).

Quanto ao desenvolvimento, na morfogénese prostatica inicial s3o formados na uretra,
a partir de brotos, sélidos corddes epiteliais, os quais, apds o nascimento, proliferam, se
alongam, bifurcam, enviam ramos laterais e canalizam (Figura 3), o que ocorre
concomitantemente a organizagdo estromal (TIMMS, 2008). No periodo pos-natal, a prostata
apresenta um crescimento complexo e progressivo. Vilamaior e colaboradores (2006)
constataram que em ratos esse processo era caracterizado por um crescimento inicial com
aumento do peso da glandula, um periodo de repouso entre a quarta e a sexta semana, no qual
o crescimento da prostata acompanha o do corpo, € um crescimento puberal a partir da sétima

semana até o periodo adulto (Figura 4).

De acordo com esse estudo, nas trés primeiras semanas pos-natais ocorre a formacao
do limen, que ¢ preenchido com material de secre¢do, além da diferenciacdo de células
epiteliais, acompanhada da formacao de corddes na primeira semana e organizagao gradativa

de uma camada epitelial simples. Da terceira a sexta semana poOs-natal ndo ha mudanca

histoldgica significativa. Na semana seis ja € possivel observar invaginagdes epiteliais e



d. Dia 15

c. Dia 10 f. Adulto

Figura 3 — Morfogénese glandular pds-natal na prostata dorsolateral. No dia 1, varios ductos principais
repousam em um mesénquima denso. A ramificagdo distal comeca entre os dias 5-10 pds-natal. Note que a
prostata dorsolateral consiste em varios ductos principais, cada um com trés a seis ductos terminais (d-f).

(Adaptado de CUNHA et al.. 1987)



brotos acinares. Entre a décima e décima segunda semana acontece um alargamento do
limen, que faz desaparecer tais invaginagdes e brotos. A concentragdo de testosterona
permanece baixa até a quinta semana poOs-natal, aumenta entre a sexta e oitava semana e
atinge seu pico na nona semana, sendo este responsavel pela diferenciacdo da atividade

secretora da glandula (VILAMAIOR; TABOGA; CARVALHO, 2006).

Niveis de Testosterona

Cresc. pas-natal

grecoce Fase de Repouso Crescimento Puberal

Figura 4 — Diagrama esquematico do desenvolvimento prostatico nas primeiras 12 semanas pos-natais
(Adaptado de VILAMAIOR; TABOGA; CARVALHO, 2006)

A diferenciacdo epitelial da prostata ocorre concomitantemente ao desenvolvimento
do estroma, por meio da atuagdo de androgenos nos AR do mesénquima urogenital, o que
induz a proliferacdo epitelial, a ramificacdo ductal e a diferenciacdo de células epiteliais ja no
desenvolvimento intrauterino e alguns dias pds-natal (MARKER et al, 2003). Esse
desenvolvimento epitelial, por sua vez, conduz a diferenciacdo da musculatura lisa do
estroma, sendo uma das fungdes dos androgenos manter tal musculatura lisa acerca da uretra
como uma fina camada, a fim de possibilitar que a floragdo inicial atinja o mesénquima
urogenital e acontega o desenvolvimento prostitico (BRUNI-CARDOSO; CARVALHO,

2007).



Assim, considerando que hd um importante periodo de desenvolvimento da glandula
que ocorre pds-natal, qualquer alteracao no microambiente glandular durante essa fase pode

prejudicar a formagdo da prostata e ainda impactar no seu funcionamento futuro.

1.3 Funcionamento da prostata e sua relagdo com o diabetes

A prostata ¢ uma glandula androgeno-dependente altamente sensivel a distlirbios
hormonais ¢ com elevada capacidade de resposta a hormonios androgénicos, os quais sao
definidos como qualquer substancia, natural ou sintética, que estimulam e influenciam o
desenvolvimento e a manuten¢do das caracteristicas masculinas, por meio da ligagdo com os
receptores androgénicos (AR) (MITCHELL; NEAL, 2015).

Tais andrégenos induzem a diferenciacdo epitelial durante o desenvolvimento da
glandula e & maturagdo pos-natal, além de auxiliarem na manuten¢do das secregdes, sendo a
testosterona, produzida em sua maioria pelos testiculos, o principal androgeno no homem
(ZHAO et al., 2010). Contudo, a fim de se tornar biologicamente ativa na prostata e formar
complexos mais estaveis com os AR, a testosterona ¢ convertida em S-alfa-
dihidrotestosterona (DHT) pela enzima 5-alfa-redutase, uma vez que ela apresenta maior
afinidade aos AR do que a testosterona (FIANDALO et al., 2018). Os AR, aos quais a DHT
se liga, pertencem ao grupo de receptores nucleares de hormoénios esterdides, juntamente com
os receptores de estrogeno (ER), de glicocorticoide (GR), de progesterona (PR), entre outros,
e constituem fatores transcricionais hormonio-dependentes, que atuam controlando a
expressao de genes especificos envolvidos na manutencdo do estado diferenciado da prostata
e no estimulo da secregao prostatica (TAN et al., 2015).

Quando o ligante esta ausente, o AR encontra-se no citoplasma, associado a proteinas
de choque térmico. A ligagdo com o agonista provoca uma mudanga conformacional que

transloca o complexo androgeno/AR para o nicleo, onde este modula a transcri¢ao génica por



meio da interacdo com os elementos responsivos aos androgenos (AREs) (DAVEY, 2016).
Visto que €, sobretudo, por meio desses receptores que os androgenos atuam na prostata, os
AR passam a deter um expressivo impacto no desenvolvimento e funcionamento da glandula.
Uma vez no nucleo, os ARs estimulam a transcri¢do de genes para a produgdo de PSA
(proteina especifica da prostata), a qual constitui um marcador prostatico, bem como daqueles
responsaveis por vias de sinalizagdo para proliferacdo e sobrevivéncia celular, tais como a
quinase regulada por sinais extracelulares (ERK) e proteina quinase B (AKT).

Ja é bem conhecido na literatura que o diabetes tem impacto negativo no sistema
reprodutor masculino (CAGNON et al., 2000; RIBEIRO et al., 2006). Pelo fato de acometer o
sistema hipofisario gonadal, o diabetes provoca mudancas de modo a causar um disturbio na
secre¢ao dos hormdnios que estimulam a sintese de androgenos pelos testiculos, além de
estimular mudangas moleculares nas células responsaveis pela formagdo desses hormonios,
chamadas células de Leydig (FRAYLING; COLHOUN; FLOREZ, 2008). Dessa forma, ha
diminui¢do dos niveis de testosterona, o que pode ocasionar atrofia da prostata, alteragdes na
expressao de AR, remodelagdo do estroma e reducao do peso da por¢do ventral da glandula
(RIBEIRO et al, 2006; 2009). Ademais, ¢ comum a diminui¢do da libido, a presenca de
impoténcia sexual e menor qualidade do s€émen (ONITILO et al., 2014).

Aliada aos baixos niveis de testosterona, a hiperglicemia caracteristica do diabetes
pode causar estresse oxidativo, formagdo de produtos de glicagdo avancada e ativagdo de
varias vias de sinalizagdo, além de lesdes benignas, como a neoplasia intra-epitelial prostatica
(NIP), a qual pode evoluir para neoplasias malignas (ARCOLINO et al., 2010; CHONG et al.,

2016; GOBBO et al., 2012; RIBEIRO; TABOGA; GOES, 2009).
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1.4 Vias de sinalizagdo AKT ¢ ERK

A via de sinalizagdo AKT, também conhecida como PKB, ¢ classicamente ativada
pela insulina em tecidos periféricos. Ao se ligar com o seu receptor, a insulina provoca uma
mudan¢a conformacional no receptor, o qual passa a ser capaz de se autofosforilar e,
posteriormente, fosforilar inimeros substratos proteicos, a exemplos das proteinas IRS-
substrato do receptor de insulina (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002). A
fosforilagdo dessas proteinas origina sitios de reconhecimento para moléculas tais como a
fosfatidilinositol 3-quinase, ou PI3K, e a proteina quinase ativada por mitogenos, ou MAPK
(Figura 5), a qual era originalmente chamada de ERK (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER,

2006).

Receptor de Fator
de Crescimento

Figura 5 — Vias de sinalizagdo da AKT e MAPK (Adaptado de Torres-Cabala, C.; Curry J. Genetics of
Melanoma. Edicdo 1, New York, NY: Springer-Verlag New York, 2016).
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A PI3K atua em varios processos celulares, como a regulacdo da mitogénese, a
diferenciagdo celular e o transporte de glicose mediado por insulina (OSAKI; OSHIMURA;
ITO, 2004). Ao interagir com as proteinas IRS, a PI3K ¢ ativada e ativa a AKT, uma
serina/treonina quinase também conhecida como proteina quinase B (PKB), que esta
envolvida na regulacdo da proliferacdo, apoptose e crescimento celular, bem como na
captagdo de glicose por meio do estimulo da translocacdo do transportador de glicose GLUT4

para a membrana (HEMMINGS; RESTUCCIA, 2012).

Ja a MAPK consiste numa proteina quinase especifica de serina/treonina, assim como
a AKT, que responde a estimulos extracelulares, por exemplo mitégenos, € que regula varias
atividades celulares (ROUX; BLENIS, 2004). Ela integra uma via de sinalizagdo conhecida
como via MAPK/ERK ou ainda via Ras-Raf-MEK-ERK. Os receptores de membrana do tipo
RTK podem ser estimulados por uma variedade de ligantes tais como hormoénios, fatores de
crescimento epitelial e substancias promotoras de tumores, que por sua vez ativam a proteina
Ras, a qual, em seguida, fosforila e ativa a Raf-1. Posteriormente, a Raf-1 promove a ativacao
das proteinas MEK1 e MEK2, que incitam a atividade das ERK1 e ERK2 (MAPK). Estas,
entdo, podem fosforilar e ativar alvos tanto no citoplasma quanto no ntcleo e, assim, regular a
proliferagdo e promover sobrevivéncia celular (DENT et al., 2003). A via ERK ¢ de
fundamental importancia na manutencdo de tecidos epiteliais, bem como sua
superestimulacdo se relaciona com a proliferacio celular no cancer (TESSIER;

MATSUMURA, 2001).

Essas vias sdo majoritariamente ativadas pela sinalizacdo de insulina. Entretanto,
devido importancia das mesmas na manuten¢do do estado diferenciado e da proliferacio de
tecidos como o epitélio, outras vias podem ativa-las de forma independente da insulina, como

por exemplo a de integrinas, PTEN e AR (COLELLO et al., 2012). Assim, situagdes de
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alteragdes androgénicas podem interferir também nas vias de sinalizagdo AKT e ERK na

prostata.

Ambas as vias supracitadas estdo estritamente relacionadas ao desenvolvimento
prostatico. Visto que elas sdo responsaveis pela regulacdo da mitogénese e transporte de
glicose, no caso da PI3K, e da proliferagdo e sobrevivéncia celular, no caso da MAPK/ERK,
elas influenciam diretamente o brotamento e a quantidade de mitoses na prostata, o que
refletird no numero de células e no volume da glandula. Ademais, essas vias encontram-se
envolvidas também no estabelecimento do diabetes. Estudos demonstram que altas
concentragdes de glicose podem modular a sinalizagdo de insulina em alguns tipos celulares e,
assim, afetar os processos que ocorrem no curso normal das vias PI3K/AKT ¢ MAPK/ERK,
contribuindo para o surgimento de resisténcia insulinica e do diabetes (SCHIEKOFER et al.,

2003; VARMA, 2005).

1.5 Justificativa e relevancia do tema

Os efeitos do diabetes na prostata de adultos ja sdo bem conhecidos na literatura,
entretanto, o seu impacto na prostata da prole de maes diabéticas ainda ¢ pouco estudado.
Nosso grupo de pesquisa mostrou recentemente que o diabetes gestacional promoveu
alteragdes importantes na prostata da prole de ratos que se mantiveram até a idade adulta tais
como reducdo de testosterona e AR, remodelagdo estromal e proliferacdo celular aumentada
(DAMASCENO et al, 2014).

No entanto, tais resultados ndo especificam os efeitos do excesso de glicose no
desenvolvimento da prdstata que podem perdurar até a vida adulta, interferindo no seu correto
funcionamento. Considerando que a préstata tem um significativo periodo de

desenvolvimento pos-natal caracterizado por proliferagdo e diferenciacdo celular responsaveis
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pelo crescimento da glandula e aquisi¢ao do padrao secretor, qualquer alteragdo que ocorra no
inicio da vida pds-natal pode interferir na formacao e funcionamento da prostata.

Assim, o fato do diabetes gestacional ser uma desordem cada vez mais frequente na
contemporaneidade e o de que os individuos nascidos de maes diabéticas tendem a ter
glicemia mais elevada do que os nascidos de maes normais, refor¢a a necessidade de uma
investigacdo detalhada sobre a influéncia das altas concentracdes de glicose no
desenvolvimento da prostata, com o intuito de prevenir disturbios dessa glandula na vida

adulta.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar in vitro o desenvolvimento pds-natal da prostata de ratos recém-nascidos (dia 0) sob o
efeito de ambientes com diferentes concentragdes de glicose, buscando simular um
desenvolvimento glandular de um individuo hiperglicémico, tal como aqueles nascidos de mae

diabética.

2.2. Objetivos especificos

v" Estudar os impactos da glicose no desenvolvimento da glandula através da quantidade
de brotos prostaticos

v" Investigar a proliferagdo celular nos brotos glandulares pela contagem de mitoses nos
diferentes ambientes in vitro

v' Caracterizar o compartimento estromal por meio da quantificacio de células
musculares lisas

v' Avaliar os efeitos da glicose na via de proliferagdo ERK1/2

v' Caracterizar o compartimento estromal por meio da quantificagio de MMP-2 no

desenvolvimento normal da glandula e sob efeito da glicose

15



3. METODOLOGIA

3.1. Animais e protocolo de cultura de 6rgdo inteiro (prostata)

Para essa investigacao foram utilizados 45 ratos Wistar machos recém-nascidos (dia 0)
provenientes do cruzamento de matrizes do CBEA- UFU. Os filhotes foram eutanasiados por
decapitacao no dia do nascimento e suas prostatas ventrais foram dissecadas com auxilio de
microscopio estereoscopio. Imediatamente apos digestdo com colagenase 1% e separacdo dos
tabulos com uso de estilete, toda a uretra contendo a prostata foi cultivada por 6 dias sobre
membranas PTFE (Millipore) imersas em 500 ml de meio basal constituido de DMEM/Ham’s
F-12 (1:1; vol:vol) suplementado com 100 uM de insulina-transferrina-selenium (Gibco) e 10
nM de cipionato de testosterona (Novaquimica) de acordo com Lopes et al., 1996 (LOPES et
al., 1996). As culturas foram divididas em 3 grupos: Controle- tratadas com meio basal acima
descrito (17,5 mM de glicose); Glicose moderada- tratadas com o meio basal acrescido de
126 mg/dL de glicose (7 mM) e Alta glicose- tratadas com 450 mg/dl de glicose (25 mM). Os
meios foram renovados a cada 24 horas e a cultura do 6rgdo foi realizada durante 1, 2 e 3 dias
nos meios descritos. Para cada ensaio, as imagens do tecido foram capturadas em lupa usando
sistema de captura de imagens, no dia 0 (dia do nascimento e inicio da cultura) e no dia 3 pds-
cultura. A area macroscopica de toda a prostataturetra foi demarcada usando o software
Image Pro Plus para a determinacdo da fragdo volumétrica do tecido.

Os animais foram tratados de acordo com as normas previstas no CONCEA e o
projeto tem aprovagio do Comité de Etica em Experimentagio anima da UFU CEUA (n°

110/16).
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3.2. Processamento do tecido para analise histoldgica

Apos os periodos experimentais descritos, a prostata foi retirada da cultura e fixada em
Metacarn (metanol, 4cido acético, cloroformio, 6:3:1), por 3 horas em geladeira, lavada em
agua, desidratada em etanol, clarificada em xilol e, entdo, incluida em Parafina. Os cortes de
4um foram obtidos de forma seriada em micrétomo rotativo (Leica) fazendo-se a microtomia
de toda a extensdo da uretra para a sec¢ao de toda a prostata em desenvolvimento. Os cortes
foram corados pela hematoxilina e eosina para avaliacdo geral da glandula. Para isso, os
cortes foram desparafinizados em xilol por 3 periodos de 10 minutos e, posteriormente, em
alcool, por 5 periodos de 2 minutos. Em seguida, eles foram corados com a hematoxilina por
30 segundos, lavados por 10 minutos em agua corrente e, entdo, corados com eosina por 3
minutos. Por fim, os cortes foram desidratados com 4lcool e xilol e a montagem das ldminas
foi realizada. As laminas foram analisadas e fotomicrografadas em fotomicroscopio (Leica,
DM500), acoplado em Sistema de aquisi¢ao e de Imagens com uso de objetiva 10X e 40X.

O numero de brotos acinares foi contado usando imagens digitalizadas a partir de
objetiva 10X de cortes histologicos corados em HE de 5 animais por grupo e periodo
experimental.

O numero de figuras mitdticas foi mensurado através de imagens digitalizadas a partir

de objetiva 40X de cortes histologicos de 5 animais por grupo e periodo experimental.

3.3 Imunohistoquimica para alfa-actina de musculo liso

A quantificagdo de alfa-actina foi realizada por ensaios imunohistoquimicos. Para isso,
os cortes foram imersos em tampao citrato pH 6,0 e aquecidos a 92°C por 40 minutos em

panela de vapor para a recuperagdao antigénica. O bloqueio da atividade de peroxidase
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enddgena foi feito por meio do tratamento dos cortes com H>O2 3% em metanol por 15
minutos, seguido do bloqueio das interacdes inespecificas de proteinas com Background
Sniper (Biocare Medical, Concord, CA, USA), também por 15 minutos. Em seguida, os cortes
foram incubados com anticorpo primario (Rato anti-humano SMA) diluido em albumina 1%
overnight a 4°C, lavados em PBST e incubados com o anticorpo secundario Universal Link
(Kit Star Trek Universal HRP Detection System — Biocare) por 45 minutos. Posteriormente,
eles foram incubados com o complexo Streptoavidina-HRP StrekAvidin (Biocare) por 45

minutos e a revelagdo foi feita com diaminobenzidina — DAB (EasyPath).

O numero de células musculares lisas foi contado utilizando de 5 a 10 campos visuais
de cada corte histologicos, em aumento 40x, com auxilio do software ImageJ e do método de

contagem por pontos.

3.4 Western blotting

O contetido de ERK1/2 (totais e fosforiladas), bem como de remodelagao estromal,
como MMP-2, foi avaliado por western blotting. Para isso, um pool com a préstata de 3
animais foi coletado para a amostra de cada n grupo experimental (n=3), os quais foram
homogeneizados em tampao Cell Lysis contendo inibidores de proteases (Protease Inhibitor
Cocktail- Sigma Aldrich), reagindo por 30 min a 4°C. O homogeneizado foi centrifugado a
18000xg por 20 min a 4°C e o sobrenadante foi coletado para quantificacdo do contetido de
proteinas pelo Método de Bradford (BRADFORD, 1976). Posteriormente, aliquotas de 10 pg
de proteina foram tratadas com solugdo para corrida de gel (Laemli sample buffer) contendo
-mercaptoetanol 5% a 95°C por 10 minutos. Em seguida, as proteinas foram separadas em
SDS-PAGE 10% e apos a eletroforese, transferidas para membrana de nitrocelulose. A

ligagcdo inespecifica de proteinas foi bloqueada através da incubacdo das membranas em
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albumina 5% em tampao Tris contendo 0,2% de Tween 20 (TBST) por 60 minutos em
temperatura ambiente. As membranas foram subseqlientemente incubadas overnight com os
anticorpos primarios diluidos em TBST (ERK, ERKp ¢ MMP2 - 1:1000, Cell Signaling
Technology; alfa tubulina - 1:1200, Cell Signaling Technology). Apds lavagem, as
membranas foram incubadas em anticorpo secundario especifico a cada priméario conjugado a
peroxidase, diluido 1:35000 em TBST por 1 hora. Os componentes imunorreativos foram
revelados pelo kit de detec¢do quimioluminescente ECL (Pierce Company) e a reacao
luminosa das bandas foi avaliada em sistema de Analise de gel e membrana (Amersham
Imager 600). A quantidade de cada proteina estudada foi determinada através da
densitometria das bandas com auxilio do Image J (version 1.34; Wayne Rasband, Research
Services Branch, National Institute of Health, Bethesda, MD, USA). Os niveis de proteinas
fosforiladas foram normalizados com base na expressdo da proteina na sua forma total
(fosforilada e ndo fosforilada). No caso da MMP-2, a normalizagao das bandas foi realizada

com a alfa-tubulina.

3.5 Analise estatistica

Os dados de contagem de brotos, de figuras mitdticas e de alfa-actina foram avaliados
estatisticamente por meio do software Instat, no qual foram performados o teste de
normalidade de Kolgmorov-Smirnov, seguido de teste t-Student ndo paramétrico para
avaliacdo da significancia na comparagao das médias (considerando-se p<0,05), incluindo os
valores de desvio padrdo no caso da analise dos brotos e das mitoses, e de erro padrdo no caso

da alfa-actina.
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4. RESULTADOS

4.1 Os tratamentos com glicose moderada ou alta glicose nao alteram a area tecidual

Ao longo do curso normal (grupo controle) de 3 dias do desenvolvimento ndo foi
notado aumento significativo na area da prostata (Figura 6). Da mesma forma, apos os
tratamentos com glicose em concentracdo moderada e alta ndo foi observado nenhuma
alteragdo na area tecidual, mostrando que esse microambiente ndo muda a macroscopia da

prostata nos tempos estudados (Tabela 1).

1 DIA

2 DIAS

3 DIAS

Figura 6 — Fotografias das prostatas apos a cultura de o6rgéo inteiro em meio controle (C), glicose moderada
(GM) e alta glicose (AG) por 1, 2 e 3 dias pds-natal. Barra de escala: Smm.
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Tabela 1 — Média das areas prostaticas (mm?) ap6s realizagdo do protocolo de cultura de 6rgdo inteiro para
os grupos nos meios controles (C), glicose moderada (GM) e alta glicose (AG).

Grupos/Dias 1 Dia 2 Dias 3 Dias
Controle (C) 4,73+0,77 4,36+0,60 4,01+0,32
Glicose Moderada
(GM) 4,63+0,28 4,31+0,60 4,13+0,57
Alta glicose (AG) 3,40+0,32 4,84+0,86 4,12+0,48

4.2 A glicose moderada ou alta glicose reduz o nimero de brotos prostaticos

Quanto ao tempo de desenvolvimento, o grupo controle apresentou aproximadamente
cinco brotos acinares no primeiro dia, com uma leve elevagao desse nimero no dia seguinte e
um aumento significativo no terceiro dia de tratamento, no qual o numero de brotos foi maior

que o dobro quando comparado ao dia 1.

Em relagdo aos tratamentos, observamos que o brotamento ¢ consideravelmente
afetado pela glicose. Pode-se observar que ao longo do curso de 3 dias ha uma significativa
reducdo no niimero de brotos prostaticos, ndo havendo diferenca se a glicose est4 presente em

concentracdo moderada ou alta no ambiente de cultivo tecidual (Figuras 7 e 8).
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Figura 7 — Representagdo grafica do nimero de brotos acinares na prostata do rato nos dias 1, 2 e 3 de
desenvolvimento pds-natal, apés o tratamento com controle, glicose moderada ou alta glicose. *: diferenca
significativa 21
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Figura 8 — Imagens obtidas por microscopio de captura, de brotos acinares (tracejados) na prostata do rato
nos dias 1, 2 e 3 de desenvolvimento pds-natal, apos o tratamento com controle, glicose moderada ou alta
glicose. S = estroma. Barra de Escala: 50um

4.3 As mitoses foram reduzidas nos tratamento com glicose moderada ou alta
A contagem do numero de figuras mitoticas demonstrou que, embora haja uma
reducdo significativa no dia 2, a quantidade de células em divisdo ¢ alta no primeiro e terceiro

dia de desenvolvimento da prostata (Figura 9).
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Quanto aos tratamentos, observa-se que a glicose moderada, a principio, estimulou o
aparecimento de figuras mit6ticas, mas que com o decorrer do tratamento, esse perfil ndo se
manteve, de modo que o nimero de mitoses reduziu até a auséncia no dia 3. Ja o grupo de alta
glicose apresentou uma quantidade inferior de mitose desde o primeiro dia em relagdo ao
grupo controle, a qual se manteve relativamente estavel durantes os dias seguintes, ndo

havendo diferencgas significativas entre elas.
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Figura 9 — Representacdo grafica do niimero de figuras mitoticas na prostata do rato nos dias 1, 2 e 3 de
desenvolvimento pds-natal, apos o tratamento com controle, glicose moderada ou alta glicose. *: diferenca
significativa

4.4 Os tratamentos com glicose reduziram a quantidade de alfa-actina

A quantificacao de alfa-actina, indicador de células musculares lisas, demonstrou que,
em relagdo ao dia do nascimento (dia 0), o grupo controle mostrou que no curso de
desenvolvimento normal ha um aumento na quantidade dessa proteina no primeiro que se
mantem estavel até o 3° dia. Ja nos grupos tratados com glicose h4a uma acentuada redugao de

alfa-actina ap6s 1 dia de incubag¢do. Embora haja um aumento na expressao dela apds 3 dias
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de tratamento, em especial com alta concentragcdo de glicose, a alfa-actina se manteve bem
abaixo daquela observada para o grupo controle nesse periodo, apresentando expressao mais
préxima a encontrada no dia 0 de desenvolvimento da préstata do que para o padrao esperado

de 3 dias (Figura 10).
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Figura 10 — Representacdo grafica da média da quantidade de alfa-actina na prostata do rato nos dias 0
(nascimento) e 1, 2 e 3 de desenvolvimento pos-natal, apos o tratamento com controle, glicose moderada ou
alta glicose. *: diferenga significativa. **: diferenga muito significativa.

A andlise histologica comprova os resultados obtidos da quantificagdo da frequéncia
relativa da alfa-actina e aponta a formag¢ao de camada fibromuscular circundando os brotos
prostaticos em desenvolvimento (Figura 11). Os tratamentos, embora tenham reduzido a
quantidade da alfa-actina, nao interferiram no local de distribui¢do das células musculares na

prostata.
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Figura 11 — Imagens obtidas por microscopio de captura, de brotos rodeados por alfa-actina (setas) na
prostata do rato nos dias 1, 2 ¢ 3 de desenvolvimento pds-natal, apds o tratamento com controle, glicose
moderada ou alta glicose. Barra de Escala: 50pM

4.5 As quantidade de p-ERK1/2 e MMP-2 foram diminuidas pela glicose
Os dados da densitometria demonstraram que a quantidade de p-ERK 1/2 e MMP-2 ¢
reduzida no dia do nascimento. Entretanto, seguindo o curso do desenvolvimento, com trés

dias de tratamento, o grupo controle apresentou elevada expressao de ambas as proteinas.
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Os tratamentos com glicose, em contrapartida, desestimularam a expressao de ERK1/2
e MMP2, fazendo com que os grupos tratados com glicose e alta glicose apresentassem
médias inferiores ao grupo controle. Vale destacar que, no caso da MMP-2, a redugdo no seu
conteudo pelo tratamento com alta glicose foi menos acentuada quando comparada aquele

com glicose moderada (Figura 12).

A.
5 L
"
g
E5 -
w
E
3
PO C GM AG s 4 1
¥ | 44 KDa 8
o [}
e 42 KDa E3
a S
c
x
&
x 44 KDa 42 |
™ o
e 42 KDa ':
31
[]
E o
%)
o R . . .
Nascimento (Dia Controle Glicose Alta Glicose
0) Moderada
B.
45 -
“t'_u 40 -
‘©
E 35
L%
S
PO C GM  AG 8 307
g ]
o ‘ Ew 1
S .U?ZKDa EE®
s : | < B
& 220 -
i g
£ 35 . . 52KDa @ 15
a 2 °
S o
= ] 10
=3
2
i=4
g 5|

Nascimento Controle Glicose Alta Glicose
(Dia 0) Moderada
Figura 12 — (A) Representacdo grafica do contetido de p-ERK normalizado em relagdo a ERK total na
prostata do rato nos dias 0 (nascimento) e 3 de desenvolvimento pds-natal, apds o tratamento com controle,
glicose moderada ou alta glicose e (B) Representacao grafica do conteido de MMP-2 normalizado em
relacdo a alfa-tubulina na prostata do rato nos dias 0 (nascimento) e 3 de desenvolvimento p6s-natal, apos o
tratamento com controle, glicose moderada ou alta glicose.
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento prostatico ¢ um processo longo e complexo, que tem inicio no
periodo intrauterino. De acordo com Cunha e colaboradores, as redes ductais da prostata sao
derivadas de brotos de solidos corddes epiteliais que emergem do seio urogenital
endodérmico imediatamente abaixo da bexiga em desenvolvimento e crescem no mesénquima
circundante, o que, em humanos, ocorre na décima semana de gestagdo e, em ratos, por volta
do décimo nono dia. Nestes ultimos, a proliferacdo e ramificagdo dos ductos ocorre,
sobretudo, no periodo pos-natal (CUNHA et al., 1987). Conforme os resultados obtidos, em
trés dias observou-se um aumento significativo no brotamento das prdostatas mantidas no meio
controle. Entretanto, esse padrdo foi altamente modificado pela glicose, de modo que se
constatou acentuada diminuicdo da ramificagdo nos grupos com ela tratados. Ademais,
verificou-se que a area da prostata permaneceu inalterada com 3 dias de desenvolvimento no

grupo controle, o que se manteve mesmo apos os tratamentos com glicose.

Trabalhos que verificam o efeito direto da glicose na prostata sdo ausentes. Contudo,
um estudo conduzido por Stout e colaboradores, que avaliava o efeito da glicose na replicagao
de células endoteliais, demonstraram que quando tratadas com 11.2, 16.8 ou 22.4mmol/L de
glicose (sendo essa ultima concentragdo proxima ao nosso grupo de alta glicose) estas
apresentavam progressivas depressdes na sintese de DNA, o que est4 associado diretamente
com a proliferagdo e com o nimero de células (STOUT; IRELAND, 1982). Adicionalmente,
avaliando o efeito da glicose na proliferacao de células mesangiais glomerulares humanas em
cultura, as quais foram cultivadas em meios com 5, 20, 50 ou 115mM dessa substancia,
Nahman e colaboradores constataram que, quando comparadas com as células cultivadas em
5mM, aquelas na presen¢a de 20mM de glicose reduziram em quantidade ao longo de 8 dias.

Esse efeito foi ainda mais pronunciado em altas concentragdes de glicose, de modo que o
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meio com 115mM teve o mesmo efeito com apenas dois dias de tratamento, o qual persistiu
até o décimo quarto dia. Isso sugere que o efeito da glicose na proliferacao celular ¢ dose-
dependente, isto é, doses moderadas podem estimular a proliferagdo, enquanto doses mais

altas podem, ao contrério, inibi-la.

Da mesma forma, ao analisar o efeito da hiperglicemia em células epiteliais, Lorenzi e
colaboradores constataram o mesmo padrdo ao cultivd-las em meios com 5, 20 ou 40mM de
glicose, observando que os niveis de mitoses neste ultimo meio encontravam-se depreciados
(LORENZI; CAGLIERO; TOLEDO, 1985). Visto isso, os resultados obtidos no presente
trabalho demonstraram que o curso normal de desenvolvimento exige um aumento no numero
de mitoses, notado de 1 para 3 dias no grupo controle. O tratamento com glicose em
concentragdo moderada, a principio, estimulou esse efeito. No entanto, este estimulo ndo se
manteve com o avang¢o do tratamento, € assim, notamos que tanto a glicose moderada quanto
a alta glicose diminuiram a divisao celular nos brotos prostaticos. Considerando a importancia
dos picos de proliferacdo celular nos dias iniciais pds-natais, responsaveis pela fase de
brotamento da prostata, essa diminui¢do de mitose causada pela glicose tem impacto direto na
formagdo da glandula. Esperava-se que esse resultado influenciasse a area prostatica, de modo
que a mesma sofresse uma diminui¢do nos grupos tratados com glicose, uma vez que a
divisdo celular esteve menos presente nesses meios, no entanto, isso ndo foi observado no

presente trabalho.

Essa diminui¢do no nimero de mitoses pode estar relacionada a menor ativagdo da
proteina ERK 1/2, a qual ¢ responséavel por regular a proliferacdo e sobrevivéncia celular.
Nossos resultados demonstraram que no grupo controle, tal proteina encontra-se
extremamente fosforilada nos primeiros trés dias pds-natais, o que justifica a grande
quantidade de mitoses notadas nesse inicio do desenvolvimento. Todavia, sua fosforilagao

sofreu significativa reducdo no tratamento com glicose moderada, a qual foi ainda mais
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significativa naquele grupo tratado com alta glicose. Chalobrolle e colaboradores
investigaram a produgdo de esterodides nos ovarios e os niveis de proteinas-chave envolvidas
na esteroidogénese por meio do tratamento de células granulosas primdarias de rato com altas
concentragdes de glicose (5 ou 10g/L) e constatou, de maneira similar, que a fosforilagao de
ERK1/2 foi significativamente reduzida apos 120 minutos de incubagdo com os supracitados
meios (CHABROLLE et al.,, 2008). Dessa forma, a menor ativagdo da ERK1/2 ¢ a
consequente diminui¢do do nimero de mitoses explica a redu¢do na quantidade de brotos
observada nas prostatas tratadas com adi¢do de glicose. A atenuag¢dao na quantidade desses
brotos, por sua vez, implica em uma menor ramifica¢do, o que originara uma prostata menos
volumosa e com reduzida quantidade de &cinos secretores. Esse cendrio pode influenciar
diretamente a quantidade de secrecdo que sera produzida e liberada, impactando de modo

negativo as funcdes sexuais do individuo.

O modo como a glicose influencia na diminuicao da quantidade de p-ERK ainda ¢
desconhecido. Diversos estudos sugerem que a glicose ¢ capaz de ativar a via MAPK/ERK e
1sso pode se dever ao fato de que essa substincia induz a atividade da proteina quinase C
(PKC), bem como a maior formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs). Tanto a PKC
quanto as EROs sdo capazes de promover a fosforilagdo de ERK1/2 e, assim, incitar a
atividade dessa proteina (INGRAM et al., 1999; UEDA et al., 1996; WANG et al., 2011). Em
contrapartida, alguns trabalhos exploram os mecanismos pelos quais essa via pode ser
inativada. Cao e colaboradores levantaram a hipdtese de que um desses mecanismos envolve
a inativacdo da Raf-1 por meio de um looping de feedback entre essa proteina e a ERK. A
Raf-1 tem se mostrado ser um substrato da ERK, podendo ser fosforilada por essa ultima em
diversos sitios, incluindo a Ser289, Ser296 e Ser301. A fosforilagdo desses sitios poderia
induzir a Raf-1 para um estado inativo e dessensibilizado, o que, por sua vez, levaria a

inativacao da ERK (CAO et al., 2011). Visto isso, os resultados obtidos no presente estudo
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para os grupos tratados com glicose moderada e alta glicose poderiam ser devido a esse modo
de atuagdo, uma vez que a glicose promove a ativacdo de ERK, a qual passa a fosforilar a
Raf-1, provocando a inativagdo da mesma e, consequentemente, a diminui¢do nos seus

proprios niveis de fosforilagao.

Em se tratando da quantificacdo de alfa-actina, que consiste em um indicador de
células musculares lisas, os resultados alcancados mostraram que, em relacdo ao dia do
nascimento (dia 0), o grupo controle apresentou elevacdo da quantidade dessa proteina, a qual
se manteve estavel até o 3° dia, enquanto que nos grupos tratados com glicose, mesmo com
um aumento na expressdo da alfa-actina apos os trés dias de tratamento, os niveis dessa

proteina se mantiveram bem abaixo do observado no grupo controle no mesmo periodo.

As células musculares lisas sdo um dos principais tipos celulares que compde o
estroma prostatico, sendo responsaveis por promover a contracdao da glandula no momento da
ejaculagdo, por sintetizar componentes estruturais e regulatorios da matriz extracelular a fim
de criar um microambiente que regula o crescimento e a diferenciacdo de outros tipos
celulares e, ainda, por possibilitar a ocorréncia da intera¢do epitélio-estroma (ANTONIOLI;
DELLA-COLLETA; CARVALHO, 2004). Segundo Cunha, essa intera¢do ¢ reciproca, de
modo que o mesénquima induz a edificacdo epitelial, ao passo que o epitélio estimula a
diferencia¢do mesenquimal, e essencial tanto para o desenvolvimento prostatico quanto para a
manuten¢do da glandula no estado adulto, periodo no qual a principal interacdo entre o
estroma e o epitélio se da por meio das células musculares lisas. A importancia desse processo
foi comprovada pelo supracitado autor quando, ao separar o seio urogenital e a vesicula
seminal em seus componentes mesenquimais e epiteliais, observou que os componentes
cultivados separadamente ndo geravam desenvolvimento prostatico, quadro esse revertido
quando as porcdes do epitélio e do mesénquima de cada estrutura foram unidas novamente

(CUNHA, 1972).
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Dada a importancia das células musculares lisas para o desenvolvimento e manutenc¢ao
prostaticos, diversos estudos visam entender os efeitos de variados compostos sobre tais
células. Peir6 e colaboradores, por exemplo, analisaram a influéncia de altas concentracdes de
glicose nas taxas de crescimento e morte de células musculares lisas aorticas humanas. Ao
cultivé-las em meio DMEM suplementado com 5.5 ou 22mM de glicose, foi observado que
aquelas na presenca da alta concentragdo de glicose apresentaram uma média final do nimero
de células por pogo aproximadamente 20% menor quando comparadas com as mantidas no
meio com baixa glicose, resultado similar ao obtido no presente estudo. Dentre os possiveis
mecanismos pelo qual a glicose atua para causar tal resposta estd a hipotese de que ela retarda
o crescimento celular e a de que ela ndo altera a taxa de proliferagdo, mas sim aumenta a
ocorréncia de morte celular, sobretudo, por meio do estresse oxidativo (PEIRO et al., 2001).
Visto isso, apesar de a glandula avaliada no atual trabalho ser imatura e, assim, ndo sofrer
influéncias significativas quanto a deficiéncia de células musculares lisas, caso um padrio
com pouca quantidade dessas células seja mantido até a vida adulta, a liberagdo do sémen no

momento da ejaculagdo e a manutengao da prostata podem ficar comprometidas.

Outro fator imprescindivel para o desenvolvimento, a manutengdo ¢ a homeostasia da
prostata sao as metaloproteinases, em especial a MMP-2. A MMP-2 ¢ uma endopeptidase que
cliva proteinas da MEC, a qual ¢ abundante no estroma. A MEC da prostata ¢ composta por
um complexo arranjo de proteinas distribuidas no tecido conjuntivo e também na lamina basal
do epitélio que cerca os acinos dessa glandula. De acordo com Bruni, essa matriz e as
moléculas a ela relacionadas sdo componentes-chave durante a morfogénese e diferenciagdo
celular de varios 6rgaos ramificados, desempenhando fungdes essenciais ao desenvolvimento,
migracao, adesdo, diferenciagdo e sobrevivéncia das células. Ademais, moléculas especificas
da MEC podem se ligar e sequestrar fatores de crescimento, formar ligacdes entre células

epiteliais e estromais e, além disso, transmitir sinais entre seus sitios de interagdo (BRUNI-
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CARDOSO et al., 2010). Assim, a MEC, juntamente com as células estromais, criam um
ambiente responsavel por regular o crescimento e diferenciagcdo funcional das células ao seu
redor. Embora estdvel, a MEC pode ser intensamente modificada em um processo
denominado remodelagdo estromal, o qual ¢ mediado, essencialmente, pelas

metaloproteinases, a exemplo da MMP-2.

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram que o conteido dessa enzima foi
elevado na proéstata apos os trés dias de tratamento no grupo controle, o que € esperado, visto
que a glandula estd em fase de desenvolvimento e requer uma remodelacdo da MEC a fim de
possibilitar a ramificacdo dos brotos dentro do estroma e o crescimento epitelial. Entretanto,
seus niveis foram reduzidos nas prostatas tratadas com glicose quando comparados aquelas do
grupo controle. Da mesma forma, Singh e colaboradores, ao investigarem a influéncia de altas
concentragdes de glicose em células mesangiais de glomérulos de ratos, constataram que
aquelas tratadas em meios com 30mM de glicose exibiram atividade de MMP-2 cerca de 20%
menor do que a observada para o grupo tratado com SmM. O autor observou ainda que a
glicose em excesso estimulava a expressio de TIMP-2, um inibidor especifico da

metaloproteinase em questdao (SINGH et al., 2001).

Alguns estudos sugerem ainda que a expressdo de MMP-2 esteja relacionada com a
fosforilacdo de ERK1/2. Sabe-se que a ERK ¢ capaz de fosforilar o fator de transcri¢ao Elk-1
e, assim, ativa-lo. Este, por sua vez, se liga ao promotor do gene c-fos, que passa entdo a
codificar uma proteina que forma um heterodimero com a proteina c-jun, originando um
complexo denominado AP-1 (BABU et al., 2000). Tal complexo ¢ tido como um inibidor da
expressdo de MMP-2 e, por isso, a quantidade de p-ERK poderia influenciar os niveis
observados para essa enzima (ZHANG et al., 2009). Contudo, no caso do presente estudo,
ambas as vias se encontraram depreciadas nos grupos tratados com glicose, portanto, o

mecanismo responsavel pela diminuicdo na quantidade de MMP-2 provavelmente ¢
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independente da via MAPK/ERK. A diminui¢do na atividade da MMP-2, no caso da prostata,
pode prejudicar a remodelagdo e, consequentemente, a estrutura da glandula, uma vez que o
estroma ¢ responsdvel por manter as unidades secretoras estaveis em suas respectivas
localizagdes. Ademais, a digestdo da MEC seria afetada e fatores de crescimento por ela
liberados, que atuam na manutencao dos fibroblastos, deixariam de atuar, contribuindo para a

alteracdo estromal (Figura 13).

Visto que o diabetes gestacional tem se tornado cada vez mais ocorrente, ¢ de
fundamental importincia que sejam concentrados esforcos para elucidar os varios
mecanismos envolvidos no estabelecimento dessa enfermidade e, sobretudo, os modos de
atuacdo da glicose nas células e como ela interfere nas vias de proliferacao e sobrevivéncia
celular. Estudar as demais vias que se relacionam com a MAPK, como a p38 e a JNK1/2, bem
como avaliar genes pro-apoptéticos, a exemplo do Bax e Bad, e anti-apoptoticos, como Bcl-2
e Bcl-xL, poderia auxiliar no entendimento dos fendmenos ocorridos na condi¢do de altas
concentracdes de glicose. Da mesma forma, sdo imprescindiveis o desenvolvimento e a
aplicacdo de terapias que visem prevenir o diabetes tanto durante a gravidez quanto apos o

parto, a fim de proporcionar melhor qualidade de vida para a mae e o feto.

33



Menor Menor Diminui¢io do Redugdona Prostata
fosforilagio de ativagio de mimero de quantidade de alterada e
ERK1/2 ERK1/2 mitoses brotos fungdes
sexuais
prejudicadas
Altas Menor Padrio com Liberacdo de
concentragdes de quantidade de pouca quantidade sémen e
glicose durante o células M dessas células P manutencdo da
desenvolvimento musculares mantido até a prostata
prostatico lisas vida adulta comprometidas
Menor Remodelacdo estromal e Alteragdes estromais
quantidade de digestao da MEC e estruturais na
MMP-2 prejudicadas prostata
Figura 13 — Representagdo esquematica dos efeitos de altas concentragdes de glicose durante o

desenvolvimento prostatico de acordo com os resultados obtidos no presente estudo
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6. CONCLUSAO

1) O presente estudo demonstrou que altas concentracdes de glicose diminuem
consideravelmente o numero de mitoses no desenvolvimento inicial da prostata e,
consequentemente, a quantidade de brotos acinares, o que podera impactar enormemente o
volume e capacidade secretora da glandula formada. Sugerimos que tal resultado esteja
relacionado a diminuicdo de ativagdo da via da MAPK: ERKI1/2, importante via de
sinalizagdo para a proliferacdo celular e que esteve reduzida na prostata cultivada nesse

ambiente.

2) Além disso, a glicose alterou o ambiente estromal, reduzindo a quantidade de
células musculares lisas e também a expressao de MMP-2 o que implicara em alteragcdes em
prejuizos na capacidade contratil da glandula bem como nas sinalizacdes mediadas pela

remodelagdo estromal.

3) Visto a importancia do periodo pds-natal no desenvolvimento da prdstata e os
efeitos que altas concentragdes de glicose podem acarretar, conclui-se que ¢ de fundamental
importancia que esse processo ocorra em um ambiente adequado e equilibrado, a fim de que a
prostata se desenvolva apropriadamente, atingindo um arranjo tecidual final que possibilite o

desempenho normal das fung¢des fisioldgicas e sexuais do homem.
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