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RESUMO

O diabetes materno interfere na sinalizagdo hormonal e afeta a estrutura da prostata de
roedores adultos. Contudo, os efeitos do ambiente hiperglicémico sobre a prostata de neonatos
nao sao bem descritos. Além de se desenvolverem sob condi¢des hiperglicémicas os filhotes
de ratas diabéticas podem nascer moderadamente hiperglicémicos. Visto que os eventos pos-
natais sdo criticos para o desenvolvimento e maturagdo prostaticos, ¢ essencial esclarecer o
impacto de concentragdes aumentadas de glicose nos primeiros dias ap6s o nascimento. O
trabalho teve como objetivo avaliar in vitro os efeitos de diferentes concentragdes de glicose
no desenvolvimento pos-natal da prostata. As prostatas foram removidas de ratos recém-
nascidos (dia 0) e cultivadas por 1, 2 e 3 dias em DMEM com glicose a 100 mg/dL
(Controle), 225 mg/dL (glicose moderada) ou 450mg/dL (alta glicose). As amostras foram
processadas para analise histoldgica (coloragdo por H&E e Picrosirius); imunohistoquimica
para a-actina de musculo liso e PCNA; ou homogeneizadas para avaliacdo da atividade de
caspases, concentragdo de TGF-B pelo método ELISA e quantificacdo das proteinas p-
ERK1/2 e MMP-2 por Western blot. Como resultado, observou-se que a alta concentragao de
glicose reduz o numero de brotos prostaticos e leva a perda macica de células em proliferagao,
tanto epiteliais como estromais, em relagdo ao grupo controle. O aumento natural na
deposicao de colageno observado no controle durante os primeiros 3 dias de desenvolvimento
¢ afetado pelos niveis aumentados de glicose, sendo que os grupos tratados apresentam severa
diminui¢cdo na distribui¢do dessa proteina. Além disso, a frequéncia de células musculares
lisas também ¢ reduzida pelos ambientes de concentracdes moderada e alta de glicose. A
atividade da caspase ¢ significativamente maior em prostatas incubadas em concentracdo
moderada de glicose e ha aumento expressivo da concentracdo de TGF- nos grupos tratados
em relacdo ao controle. Por fim, observou-se que a produg¢do de p-ERK1/2 e MMP-2 foi
desestimulada nos grupos tratados. Esses dados mostram que o desenvolvimento pds-natal da
prostata de ratos ¢ afetado por niveis elevados de glicose visto que estes comprometem a
estrutura glandular pela redu¢do de células em divisdo; pelo prejuizo a importantes moléculas
sinalizadoras que participam dos processos de proliferagdo e sobrevivéncia celular; por meio

do aumento de morte celular ¢ diminui¢ao de elementos estromais.

Palavras-chave: Prostata. Desenvolvimento. Diabetes.



ABSTRACT

Maternal diabetes interferes with hormone signaling and affects the adult rodent
prostate structure. However, the effects of the hyperglycemic environment on the prostate of
neonates are not well described. In addition to developing under hyperglycemic conditions,
pups of diabetic rats may be born moderately hyperglycemic. Since postnatal events are
critical for prostate development and maturation, clarifying the impact of increased glucose
concentrations in the first few days after birth is essential. We aimed to evaluate in vitro
effects of different glucose concentrations on postnatal prostate development. Prostates were
removed from newborn rats (day 0) and cultured for 1, 2 and 3 days in DMEM under glucose
at 100 mg / dL (Control), 225 mg / dL. (moderate glucose) or 450 mg / dL (high glucose) .
Samples were processed for histological analysis (H&E and Picrosirius staining);
immunohistochemistry for smooth muscle a-actin and PCNA; or homogenized for evaluation
of caspase activity, TGF-f concentration by the ELISA method and quantification of p-
ERK1/2 and MMP-2 proteins by Western blot. High glucose concentration reduces the
number of prostatic buds and induces massive loss of proliferating cells, both epithelial and
stromal, compared to control. The natural increase in collagen deposition observed in the
control during the first 3 days of development is affected by increased glucose concentrations
since treated groups presented drastic reduction on collagen distribution. In addition, the
frequency of smooth muscle cells is also reduced by environments of moderate to high
glucose concentrations. The activity of caspase is significantly higher in prostates incubated at
moderate glucose concentration and there is an expressive increase of TGF-3 concentration in
the treated groups compared to control. Finally, it was observed that the activation of p-ERK1
/ 2 and the content MMP-2 decreased in the treated groups. These data show that rat prostate
postnatal development is affected by elevated glucose levels, imparing glandular structure by
mitosis reduction; damage to important signaling molecules, who have part on cell

proliferation and survival; by increasing cell death and decreasing stromal elements.

Keywords: Prostate. Development. Diabetes.
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1. INTRODUCAO

A alta prevaléncia de diabetes e o continuo aumento da sua incidéncia mundial,
incluindo o diabetes gestacional, tornam os estudos sobre os efeitos dessa doenga nos
diferentes sistemas organicos de importante relevancia médico-social. Embora o impacto
negativo do diabetes na prostata adulta seja bem descrito na literatura, ndo sdo claros seus
efeitos durante o desenvolvimento intra-uterino da glandula tampouco se o ambiente
hiperglicémico materno prejudica os acontecimentos pds-natais tdo importantes para a
formag¢ao e maturagdo dessa glandula. Damasceno e colaboradores (2014) demonstraram que
a hiperglicemia tem impacto negativo na prostata ventral de ratos adultos nascidos de mae
diabéticas. Neste trabalho, notou-se que os animais, além de desenvolverem hiperglicemia e
hipotestosteronemia, tiveram uma diminui¢do no peso da glandula, desarranjo histolégico
associado a maior proliferagdo celular e expressdo de receptor androgénico e TGF-f - uma
importante molécula reguladora da expressdo de proteinas da matriz extracelular
(JAVELAUD & MAUVIE, 2004) - e elevado contetido de metaloproteinases.

Fica evidente, portanto, que o diabetes materno modifica o microambiente prostatico
de forma a impactar a vida adulta da glandula. Entretanto, ndo estd bem definido se os efeitos
sao decorrentes da caréncia androgénica ou da hiperglicemia desses animais. Ainda nao
existem evidéncias suficientes para a compreensdo do efeito da hiperglicemia no
desenvolvimento prostatico recém pos-natal. Tendo em vista que muitos eventos do
desenvolvimento da prostata ocorrem nas primeiras semanas apds o nascimento, O
esclarecimento do impacto da hiperglicemia sobre o desenvolvimento da glandula nesse
periodo € de extrema relevancia para a prevengao de disturbios na fungao reprodutiva durante
a vida adulta. Assim, o presente trabalho avaliou se os eventos de morte e proliferacdo celular
bem como a arquitetura histoldgica da prostata no inicio do seu desenvolvimento sdo afetados

por ambientes hiperglicosados.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1- Diabetes e hiperglicemia

Diabetes corresponde a um grupo de doencas metabdlicas caracterizadas por
hiperglicemia cronica, a qual desencadeia alteragdes no metabolismo de carboidratos,
proteinas e lipidios e esta relacionada a prejuizos em longo prazo e disfun¢do de varios
orgaos e estruturas (THOMAS & PHILIPSON, 2015). Em longo prazo, ha disfungao e
faléncia de varios 6rgdos, incluindo complica¢gdes como retinopatia com potencial perda
de visdo; neuropatia periférica, principal causa nao traumadtica de amputacdo de membros
inferiores, hipertensdo, aterosclerose e risco de infarto do miocéardio; manifestagdes de
disfungdo do sistema nervoso auténomo e disfuncao sexual (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2016).

Projetava-se que até 2030 cerca de 366 milhdes de pessoas apresentassem a
doenga (WILD et. al, 2004), porém de acordo com os dados fornecidos pela Organizacao
Mundial da Saude em seu Relatorio Global sobre Diabetes (2016), no ano de 2014 essa
previsdo j& havia sido superada, uma vez que neste mesmo ano foram reportados 422
milhdes de casos em adultos. Em 2017, o numero de casos diagnosticados chegou a 425
milhdes (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017). Um dos principais
fatores de risco ligados ao surgimento do diabetes ¢ o sobrepeso. Segundo dados do
Observatorio de Saude Global, mundialmente 39% das mulheres ¢ 39% dos homens
adultos apresentam sobrepeso e especificamente no Brasil, as estimativas sdo de 18,5 %
da populacio masculina adulta e 25,4% das mulheres (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016, 2017).

De acordo com a Associagdo Americana de Diabetes (2015) a doenga pode ser
classificada de acordo com quatro categorias gerais. A primeira é o tipo 1, dado
basicamente pela destruicao de células B pancreaticas, o que comumente leva a absoluta
deficiéncia de insulina. Os principais sintomas sao polidipsia (sede aumentada), politria
(aumento do volume urinario) e perda de peso, Tais sinais e sintomas podem ser
acompanhados de polifagia (fome excessiva). O tipo 2, marcado pela deficiéncia
progressiva na secregio de insulina associada a uma condigéo de resisténcia insulinica. E
a forma que acomete a vasta maioria dos diabéticos em todo o mundo. Neste tipo ha
producdo de insulina, porém a acdo desta ¢ ineficiente, o que ¢ conhecido como

resisténcia insulinica. Esta resisténcia ¢ o estado no qual ocorre menor captacdo de



glicose nos tecidos periféricos em resposta a acao da insulina. Respondendo a tal
resisténcia tecidual e hiperglicemia, hd um aumento da secre¢do de insulina pelas células
B, com o objetivo de manter a glicemia dentro dos valores normais. Porém, como
afirmam Bell & Polonsky (2001), se essas células falham na adaptacdo a nova demanda
de insulina ocorre piora no quadro de resisténcia e, consequentemente, desenvolvimento
do diabetes tipo 2. Os sintomas sdo similares aos classicos, mas ¢ muito comum que
sejam mais brandos ou até ausentes. Assim, esta forma de manifestacdo da doenca pode
permanecer nao diagnosticada por varios anos até que severas complicagdes surjam. Por
muito tempo se definiu o diabetes tipo 2 como sendo proprio de individuos adultos,
porém a frequéncia em criangas tem aumentado dada a crescente tendéncia da populagao
mundial adotar habitos de vida sedentarios (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2016).

Além disso, tem-se o diabetes mellitus gestacional ou diabetes materno que
corresponde a uma forma da doenca que se manifesta entre o segundo e terceiro
trimestre de gestagdo em mulheres que ndo tinham diagnostico de diabetes anterior a
gravidez. Esta forma ¢ definida pelo quadro de intolerancia a glicose o qual pode ocorrer
em diferentes intensidades e resulta em hiperglicemia, que pode permanecer ou ndo apds
o parto (BAZ et al., 2016; WEINERT et al.,, 2011). A prevaléncia do diabetes materno
situa-se em torno de 1% e 14%, variando de acordo com a populacdo estudada e com os
critérios diagnosticos utilizados (DETSCH et al., 2011). No Brasil, estima-se que
aproximadamente 7,6% das gestantes desenvolvam este diabetes (DETSCH et al., 2011;
PADILHA et al., 2010). Segundo a Federacdo Internacional de Diabetes (2017), 1 em
cada 7 nascimentos ¢ afetado pelo diabetes gestacional e a maioria dos casos de
hiperglicemia durante a gravidez ocorre em paises de baixa e média renda, nos quais o
acesso materno a cuidados médicos ¢é frequentemente limitado. A medida que a
obesidade tem se tornado epidémica, o diabetes gestacional e do tipo 2 recém
diagnosticado na gravidez tém se tornado cada vez mais comuns em mulheres de todas
as ragas.

Durante a gestagdo normalmente ocorre hiperplasia de células B-pancreaticas
pela estimulacdo via prolactina e lactogénio placentdrios, resultando em niveis
aumentados de insulina. Porém, a placenta também produz hormdnios diabetogénicos
tais como hormonio do crescimento (GH), hormonio liberador de corticotrofina (CRH) e
progesterona, o que gera resisténcia insulinica. A incapacidade de superar a resisténcia a

insulina apesar da hiperplasia de células beta leva ao diabetes gestacional (MACK &



TOMICH, 2017). Este tipo de diabetes implica em aumento do risco de complicacdes
durante a gestacdo tanto para a mde quanto para o feto. As complicagdes mais
frequentes para a gestante sdo a ruptura prematura de membranas, o parto prematuro
e a pré-eclampsia (DETSCH et al., 2011; WEINERT et al., 2011). Além disso, o diabetes
gestacional representa um aumento no risco de diabetes tipo 2 posteriormente a gestagao.
Para o feto, ha maior risco de macrossomia, hipoglicemia, hiperbilirrubinemia,
hipocalcemia, policitemia, sindrome de desconforto respiratorio e morte perinatal (LIRA
& DIMENSTEIN, 2010). Por fim, ha diabetes de outras origens como por falhas
genéticas (diabetes monogénico), doengas no pancreas exocrino e por razdes iatrogénicas

(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2015).

2.2- Reprogramacio Fetal

O desenvolvimento fetal é, em especial, negativamente afetado quando ha
interacdo entre o ambiente intrauterino desfavoravel e predisposicdo genética ao
desenvolvimento de doengas. Sugere-se que o desequilibrio nutricional e distirbios
metabolicos maternos tenham efeito persistente e intergeracional na saide da prole e
sobre o risco de desenvolvimento de doengas cronicas, como obesidade, diabetes e
doengas cardiovasculares. Este processo ¢ denominado reprogramagao fetal, o qual se da
no momento em que fatores hostis rompem o ambiente 6timo no qual o feto cresce,
sendo tal evento particularmente prejudicial durante periodos criticos ao
desenvolvimento de 6rgdos essenciais. Ocorrem alteragdes epigenéticas de alguns genes
como uma resposta adaptativa a ambientes hostis. Estas modificagdes podem representar
um importante mecanismo de manutengdo da homeostase do organismo em formagao
sob condi¢des inadequadas. Uma vez que alteracdes ocorrem, o fendtipo se torna
permanente e pode determinar o gatilho para futuros problemas de saude (PERRONE,
2016; MARCINIAK, 2017).

Além das complicagcdes imediatas induzidas pelo diabetes gestacional, os
recém-nascidos de maes diabéticas também apresentam maior risco de morbidades em
longo prazo. A nutri¢ao fetal ¢ influenciada pela dieta e composi¢ao corporal das maes.
Adaptacdes nutricionais precoces por sub ou supernutricdo maternas, como na vida
intrauterina, podem trazer mudancas permanentes ao metabolismo de carboidratos,
resultando em disturbios no adulto. O alto peso ao nascer ¢ um fator predisponente para a

resisténcia insulinica, obesidade e diabetes tipo 2. Portanto, acredita-se que uma série de



doencgas cronicas possam ser prevenidas por se alcancar um desenvolvimento fetal e

infantil 6timos (SILVA et al., 2009; FALL, 2013).

2.3- Estrutura, fisiologia e desenvolvimento da prostata

A préstata € uma glandula acessoria exdcrina componente do trato genital
masculino de mamiferos, que se situa abaixo da bexiga e circunda a parte proximal da
uretra pélvica (GOBBO et al., 2012). A principal funcio desta glandula, de acordo com
Hayward & Cunha (2000), é produzir as proteinas e ions que formam a maior parte do
fluido seminal, o qual fornece aos espermatozoides condi¢des ideais de sobrevivéncia e
viabilidade durante e apds a ejaculagao.

Atualmente utiliza-se a classificagdo de McNeal (1988) que, através de estudo
anatomico e histologico, dividiu a préstata humana em zonas. Desta forma, ha trés
regides prostaticas bastante distintas (Fig. 1A) designadas zona de transi¢do, zona central
e zona periférica. A zona central consiste de uma por¢ao de tecido glandular circundando
os ductos ejaculatorios, constituindo aproximadamente 25% da prostata normal
(MCNEAL, 1972). A zona periférica ¢ a maior regido da prostata, abrangendo
aproximadamente 70% do volume desta glandula. Os outros 5% remanescentes formam
a zona de transicdo. Em roedores, esta glandula ¢ formada por quatro pares de lobos
(Fig. 1B) bilateralmente simétricos designados, de acordo com a sua localizagdo na
uretra, em: anterior (LA), ventral (LV), lateral (LL) e dorsal (LD). Observa-se
consideravel heterogeneidade quanto a histologia e sensibilidade androgénica entre os
diferentes lobos, sendo o lobo ventral o que apresenta resposta androgénica e histologia

mais semelhantes a prostata humana (PRINS, 1992).
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Figura 1 - Estrutura das prostatas humana e de roedor (A) Representagdo esquematica de prostata humana
de acordo com a anatomia zonal descrita por J. E. McNeal (1988). A primeira imagem representa a zona de
transi¢do periuretral. A segunda imagem mostra a zona central envolvendo os ductos ejaculatérios. A
terceira imagem representa a zona periférica. (B) Representagdo da prostata de roedor contendo os quatro
principais lobos bilaterais. (Imagens adaptadas de <https://www.researchgate.net/figure/Zonal-anatomy-of-

the-prostate-described- by-J-E-McNeal-Am-J-Surg-Pathol fig2 235736309 [accessed 21 Jun, 2019]>; e
AARON; FRANCO; HAYWARD, 2016, respectivamente).

Histologicamente, a prostata ¢ composta por tubulos secretores e &acinos,
possuindo uma parte epitelial e outra estromal (CUNHA et al., 2004). No epitélio
secretor ha ao menos cinco tipos de células que apresentam fendtipo distinto e fungao
especifica: células tronco, células basais, células intermedidrias, células luminais ou
secretoras e células neuroendocrinas (DE MARZO et al., 1998; SINGH et al., 2006;
RATO et al; 2015). Células tronco sdo raras e correspondem, em nimero, a menos de
1% das células basais do epitélio prostatico. As células intermedidrias sdo pouco
diferenciadas, estando num estdgio transiente de intensa capacidade proliferativa
enquanto as células luminais secretoras sdo as responsdveis pela producdo de
glicoproteinas que fardo parte da composicdo seminal. Tais células sdo plenamente
diferenciadas enquanto a porcdo basal do epitélio prostatico consiste em células
precursoras que proliferam e transitam pelo epitélio até se diferenciarem em células
luminais secretoras. As células neuroenddcrinas tém localizacdo difusa ao longo do
epitélio. Estas secretam uma série de peptideos e aminas bioativas, podendo atuar na
regulacao da diferenciagdo e crescimento prostaticos (ARCOLINO, 2010; LEE; PEEHL,
2004).
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O estroma ¢ formado por uma regido subepitelial que possui fibroblastos e
fibras colagenas localizadas em uma ou duas camadas, seguida de uma regido rica em
células musculares lisas que circundam os 4cinos secretores (GOBBO et al., 2012). As
células estromais sintetizam os componentes da matriz extracelular, enquanto as células
musculares lisas sdo responsaveis pela contracao da glandula e pela interagao epitélio-
estromal (CUNHA et al, 2004). Esta interacdo se da pela sinalizagdo bilateral entre
epitélio e estroma e, nos primoérdios do desenvolvimento prostatico, entre epitélio e
mesénquima. Tal comunicagdo ¢ um elemento essencial a formagdo de ductos,
diferenciagdo de células e crescimento glandular; e na préstata adulta, regula a
homeostase proliferativa (SHAW; ATTIA; BUSHMAN, 2008). Associados aos
elementos da matriz encontram-se também fatores de crescimento e outras moléculas
regulatorias das atividades celulares. Dessa forma, as células ao sintetizarem a matriz
extracelular, influenciam a morfogénese, maturacdo e homeostase da glandula
(OKAMURA et al., 2008; WONG & TAM, 2002).

A manuten¢do das fungdes prostaticas ndo ¢ influenciada apenas pela sintese de
moléculas da matriz extracelular. A degradacdo de componentes da matriz extracelular
tem, igualmente, papel bioldgico em um processo denominado remodelacao estromal,
que pode ocorrer normalmente durante o desenvolvimento, mas também sob condig¢des
patologicas ou de privagdo androgénica (MAUNEY; OLSEN; VOLLOCH, 2010;
BANERIJEE et al, 2018). As moléculas ativamente envolvidas na remodelagdo sdo as
metaloproteinases de matriz (MMPs), uma familia de endopeptidases dependentes de
calcio, responsaveis pela remodelagdo ou degradacdo de matriz extracelular, agindo
sobre diversos substratos tais como colageno, elastina, glicoproteinas e proteoglicanos.
Inibidores endogenos e teciduais de MMPs exercem controle estrito sobre a agao destas.
Isso ¢ importante uma vez que a superexpressao de MMPs e consequente desequilibrio
na propor¢do destas em relagdo a seus inibidores pode levar a uma variedade de
condi¢des patoldgicas ndo apenas por gerar remodelacdo tecidual, mas também pela
liberagdo de moléculas sinalizadoras que estimulam angiogénese, migragdo e
proliferagdo celular (KAPOOR et al, 2016; TUXHORN et al., 2002).

Os andrégenos sdo provavelmente os principais fatores troficos no
desenvolvimento do epitélio prostatico secretor. De fato, a prostata ¢ uma glandula
androgeno-dependente altamente sensivel a distirbios hormonais e que apresenta alta
capacidade de resposta a hormoénios androgénicos (ARCOLINO, 2010; GOBBO et al.,

2012). A agdo dos androgenos ¢ essencial para indugdo da diferencia¢do epitelial



prostatica durante o desenvolvimento embriondrio e maturacdo poOs-natal e para a
manuten¢cdo normal da atividade secretora e diferenciacdo celular da glandula adulta
(ARCOLINO et al. 2010). O principal androgeno circulante no homem ¢ a testosterona,
sendo a sua maior por¢ao produzida pelos testiculos e apenas 5% gerados pelo precursor
dehidroepiandrostenediona (DHEA) nas adrenais (LABRIE et al., 2001; LABRIE,
2010). Outro importante intermediario ¢ androstenediona, a qual ¢ convertida em
testosterona pela enzima 17-beta-hidroxiesteroide-desidrogenase nos tecidos periféricos.
Na prostata, o androgeno biologicamente ativo € a 5-alfa-dihidrotestosterona (DHT), que
¢ produzido pela conversdo local da testosterona pela enzima 5-alfa-redutase (CLARK;
PROUGH; KLINGE, 2018; HAYWARD & CUNHA, 2000). Tanto a testosterona
quanto DHT podem se ligar ao receptor de andrégeno, localizado no nucleo das células
epiteliais e estromais, porém a DHT forma um complexo mais estavel com o receptor
androgénico e tem atividade mais potente que a testosterona (HUANG & TINDALL,
2002). A acdo direta de androgenos nas células epiteliais via receptor androgénico
resulta na diferenciacdo de células epiteliais luminais e regula a transcri¢cdo de proteinas
fundamentais a formacdo da secrecdo prostatica, tais como o antigeno prostatico
especifico (GAO & ISAACS, 1998; SUGIMURA, CUNHA & DONJACOUR, 1986;
ARCOLINO et al., 2010). Ja a proliferacdo no epitélio acinar ¢ indiretamente controlada
por estimulacdo androgénica via células estromais, que também possuem receptor
androgénico. As células estromais secretam fatores de crescimento tais como EGF, FGF-
7, FGF-10 e IGF-1, coletivamente denominadas andromedinas. A secrecdo paracrina de
andromedinas ativa a proliferacdo celular epitelial e ¢ fundamental a sobrevivéncia de
células luminais (UZGARE; XU; ISAACS, 2003; D’ANTONIO; VANDER; ISAACS,
2009). Esse mecanismo que ocorre desde o desenvolvimento embrionario até a vida
adulta ¢ chamado de interagao epitélio- estroma, processo ja mencionado anteriormente.
Outros hormodnios como insulina, glicocorticoides e estrogénio também tém impacto
nesta glandula, sendo importantes na sua regulagdo fisiologica (CLEUTJENS, 1997;
PUFALL, 2015).

Com relagdao a morfogénese, o desenvolvimento prostatico inicial se d4 no
estagio pré-brotamento a partir do seio urogenital por volta do 13° dia ap6s a concepgao,
em roedores, e entre 8-9 semanas de gestacio em humanos (BRUNI-CARDOSO et al.,
2008; CUNHA et al., 2018). Em ambos, porém, importantes eventos pods-natais tém
impacto no desenvolvimento final da préstata (BRUNI-CARDOSO & CARVALHO,
2007; HAYWARD & CUNHA, 2000; VILAMAIOR et al., 2006). Este desenvolvimento



poOs-natal inclui crescimento epitelial, ramificacdo e canalizagdo (Fig. 2) que resulta ou

ocorre concomitantemente a diferenciacdo do epitélio (SUGIMURA et al., 1986)

a. DIA 1

c. DIA 10 f. ADULTO

— —

Figura 2 - Morfogénese pos-natal da prostata ventral de roedor. No dia 1 (a), ductos principais repousam
em mesénquima denso. A ramificagdo distal progride do quinto dia ap6s o nascimento em diante (b-f).
Apds 30 dias a maior parte da ramificag@o esta completa. O continuo crescimento da glandula apos 30 dias
ocorre pelo alongamento de ductos preexistentes (Adaptado de SUGIMURA, CUNHA & DONJACOUR,
1986).

O primeiro evento da morfogénese ¢ a formacdo de sélidos corddes epiteliais no
mesénquima circundante. Os corddes epiteliais passam por alongamento, ramificacdo e
canalizagdo ap6s o nascimento enquanto hd reorganizacdo da por¢ao estromal da
glandula (TIMMS, 2008). Percebe-se, portanto, que a prostata ventral de ratos apresenta
desenvolvimento complexo e progressivo no periodo pds-natal.

Vilamaior e colaboradores (2006) identificaram um crescimento inicial da
prostata de ratos apos o nascimento acompanhado de aumento no peso da glandula. Em

seguida, hd um periodo de repouso entre a quarta e sexta semanas no qual o crescimento



prostatico ¢ proporcional ao crescimento corporal e, a partir da sétima semana, o
crescimento € retomado, caracterizando a fase puberal, até o periodo adulto. Nesse
mesmo estudo observou-se, no que concerne ao desenvolvimento dos ductos prostaticos
(Fig. 3), que nas primeiras trés semanas ap6s o nascimento ha formagdo do lumen e
preenchimento deste com material de secrecdo, e ocorre também diferenciacdo epitelial
pela formagdo de corddes na primeira semana e organizagdo progressiva de epitélio
simples. Da terceira semana até a sexta ndo ha mudancas histologicas significativas,
porém da sexta semana em diante encontram-se invaginacdes epiteliais e brotos acinares
até a décima semana. Desta até¢ a 12* semana hd aumento do didmetro luminal com
distensdo epitelial, assim os brotos e invaginagdes desaparecem. Quanto a concentragao
sérica de testosterona, esta permanece baixa até a quinta semana de desenvolvimento
pos-natal. Seus niveis aumentam da sexta semana em diante e atingem seu pico na nona
semana ap0s o nascimento. Assim, o aumento da concentracdo de testosterona ¢ o

responsavel pela diferenciacdo epitelial e inicio da atividade secretora da glandula.

Figura 3- Diagrama esquematico do desenvolvimento prostatico nas primeiras 12 semanas pos-natais
(Adaptado de VILAMAIOR; TABOGA; CARVALHO, 2006)



Em paralelo a esse processo, ocorre o desenvolvimento do estroma. Andrégenos
atuam nos receptores androgénicos presentes no mesénquima urogenital para induzir a
proliferacdo e diferenciacdo do epitélio e ramificacdo ductal ainda no desenvolvimento
intrauterino ¢ alguns dias ap6és o nascimento (MARKER et al, 2003). O
desenvolvimento epitelial, por sua vez, induz a diferenciagdo da musculatura lisa no
estroma. Uma das fungdes dos androgenos ¢ manter a musculatura lisa que rodeia a
uretra como uma fina camada, permitindo que haja estimulo inicial do mesénquima
urogenital resultando no desenvolvimento da préstata (THOMSON et al., 2002;
VILAMAIOR et al., 2006).

2.4- Relacio entre diabetes/hiperglicemia e prostata

Muitos trabalhos apontam para o diabetes como fator de risco para disfungao
sexual e outras alteragdes do sistema reprodutor masculino tanto em seres humanos
quanto em roedores (BAK et al., 2017; MAIORINO et al., 2014; GIUGLIANO et al.,
2010). As desordens sexuais masculinas ligadas ao diabetes sdo diminui¢dao da libido,
disfuncdo erétil e reducdo da qualidade do sémen além de alteragdes morfologicas das
glandulas sexuais acessorias, o que inclui a prostata (SCARANO 2006; VARKONYI &
KEMPLER, 2014; RIBEIRO et al., 2008).

Algumas alteracdes na funcdo do sistema reprodutor masculino causadas pelo
diabetes podem ocorrer por dano ao endotélio em fungdo da hiperglicemia. O actimulo
de produtos finais de glicagdo avancada e aumento da concentracdo sérica de espécies
reativas de oxigénio limitam a sintese e atividade do 6xido nitrico. A manifestacdo da
disfungao erétil, portanto, ¢ dada pela diminui¢ao da biodisponibilidade de 6xido nitrico,
resultando em relaxamento insuficiente da musculatura vascular e consequente prejuizo
a ere¢do peniana (THORVE, et al., 2011). Contudo, muitas modifica¢des induzidas pelo
diabetes sdo decorrentes da diminuigdo de testosterona. Dhindsa e colaboradores (2004)
observaram baixas concentragdes de testosterona em 25% dos homens estudados
acometidos por diabetes do tipo 2. Os mecanismos que levam a deficiéncia de
testosterona no diabetes incluem baixos niveis de globulina ligadora de hormoénios
sexuais em virtude da resisténcia insulinica; aumento da atividade da enzima aromatase
no tecido adiposo visceral, o que leva a uma conversao aumentada de testosterona em

estradiol; resisténcia a leptina, que leva a reducdo da secre¢do de hormdnio luteinizante



(LH) e testosterona; e niveis aumentados de mediadores inflamatorios que podem
suprimir a secre¢do do hormonio liberador de gonadotrofina e LH (MALAVIGE,
2009; DANDONA, 2011). Bellastella e colaboradores (2013) ainda sugerem a
possibilidade de uma patogénese autoimune de hipogonadismo hipogonadotréfico em
pacientes com diabetes tipo 2, visto que estes apresentaram no estudo alta titulacdo de
anticorpos antihipofise em relagdo aos controles de mesma idade. Além disso, o diabetes
leva a mudangas moleculares nas células de Leydig responsaveis pela sintese de
testosterona nos testiculos. Portanto, existe associagdo direta entre prejuizos as fungdes
sexuais masculinas e a sintese inadequada de testosterona decorrentes do diabetes.

Um estudo de Ribeiro e colaboradores (2006) demonstrou que o diabetes
promove reducdao da massa da prostata ventral e atrofia no epitélio secretor em
camundongos adultos, sugerindo que a auséncia de insulina, a hiperglicemia e a queda
androgénica devido ao diabetes afetam o funcionamento da glandula. Outros estudos
ainda revelam que o diabetes causa significativa atrofia na prostata de roedores, interfere
na proliferacdo e apoptose de células epiteliais, modifica a expressao de receptores
androgénicos e leva a importante remodelacao estromal (ARCOLINO et al., 2010;
GOBBO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2009) De fato, ¢ comum que o diabetes conduza a
remodelagdo estromal, o que envolve mudangas morfoldgicas nas células musculares
lisas e aumento na quantidade de fibras coldagenas e elementos da matriz extracelular
como condroitim sulfato e fibronectina. Tais modificagdes comprometem as
caracteristicas teciduais e prejudicam a homeostase da glandula. Visto que essas
modificagdes sdo muito similares as que ocorrem apos a castracdo de machos adultos,
sugere-se que elas se deem como resultado da diminuicdo do nivel de testosterona
induzida pelo diabetes (CARVALHO et al., 2003; RIBEIRO et al., 2008, RIBEIRO;
TABOGA; GOES, 2009). Ainda, Damasceno ¢ colaboradores (2014) demonstraram que
a hiperglicemia tem impacto negativo na prostata ventral de ratos adultos nascidos de
mae diabéticas. Nesse trabalho, foi relatado que os animais, além de desenvolverem
hiperglicemia e hipotestosteronemia, tiveram uma diminuicdo no peso da glandula;
desarranjo histologico associado a maior proliferacdo celular e expressdo de receptor
androgénico e TGF-; e elevado conteudo de metaloproteinases. Fica claro, portanto, que
o diabetes materno continua tendo impacto sobre a prole adulta. Porém, tal evidéncia
revela a necessidade de se investigar se esse impacto ja pode ser observado nos primeiros

dias de desenvolvimento pds-natal da prostata, nos quais ocorrem eventos cruciais para a



formacao adequada da glandula, e até¢ que ponto esse efeito ¢ em decorréncia da

hiperglicemia ou de caréncia androgénica.

2.5- Vias de sinalizacio ERK e Akt

O desenvolvimento da maioria dos organismos depende de um pequeno conjunto
de sistemas de sinalizagdo que combinados guiam o padrdo de formagdo de novos
tecidos (PATEL & SHVARTSMAN, 2018). Um desses sistemas ¢ a cascata das cinases
reguladas por sinal extracelular (ERKSs) a qual faz parte da via de sinalizacdo geral das
MAPKs (cinases ativadas por mitogeno). A via MAPK/ERK esta associada a
proliferag¢do, diferenciagdo, sobrevivéncia, senescéncia e apoptose celular (SUN et al.,
2015). A ativacao da via se da pela a¢do de ligantes sobre receptores tirosina-quinase
(RTK), como o receptor de insulina e do fator de crescimento epidermal. Os RTKs tém a
capacidade de fosforilar proteinas-alvo por meio de sua porcdo citosdlica quando
recebem seus respectivos ligantes, desencadeando uma reagdo em cadeia de fosforilagdes
que culmina na transcri¢do de genes especificos. Por exemplo, a ligagdo do hormdnio
insulina a seu receptor deflagra a fosforilagdo de Ras, uma proteina transdutora de sinal.
Esta, em seu estado ativado, fosforila a proteina Raf-1 que, por sua vez, exerce atividade
de cinase sobre MEK (ou MAP2K), a qual fosforila ERK. A ERK fosforilada ¢ dirigida
ao nucleo celular onde ativa fatores de transcri¢cdo que se ligam a um conjunto de genes
necessarios a divisao celular (Fig. 4). Aproximadamente 100 genes sdo regulados por
insulina. A via ERK ¢ essencial na manuteng¢ao dos tecidos epiteliais, no entanto sua
superestimulagdo se relaciona a proliferagdo de células tumorais (TESSIER;
MATSUMURA, 2001).

Outra via de sinalizagdo celular importante no desenvolvimento ¢ a
PI3K/Akt/mTOR. A regulacdo por Akt nas células ¢ induzida pela ativagdo de PI3K nas
cascatas de sinalizacdo mediadas por receptores de fatores de crescimento, como a
insulina (FRANKE, 2008). Na membrana plasmatica, PI3K fosforila uma variedade de
substratos dentre os quais a proteina Akt estd incluida. Akt, por sua vez, ativa mTOR que
nucleia muitos complexos proteicos e regula positivamente o crescimento celular e
proliferacdo por promover processos anabolicos, incluindo a biosintese de proteinas,
lipidios e organelas, e por limitar o catabolismo pela autofagia. (HEMMINGS &
RESTUCCIA, 2012; LAPLANTE & SABATINE, 2009).



Além de estar envolvida nos processos de proliferacao, transporte de glicose
mediado por insulina e crescimento, esta via integra sinais extracelulares vindos de
receptores de fator de crescimento a sinais intracelulares, respondendo a intermediarios
da via MAPK/ERK, como a proteina Ras (Fig. 5). Segundo ja descrito anteriormente, a
sinalizagdo por MAPK/ERK ¢ fundamental a proliferacdo e diferenciagdo. Ao integrar
esta via e atuar diretamente em processos similares, a sinalizagdo por PI3K/Akt/mTOR
fornece alvos celulares importantes em investigacdes sobre padrao de desenvolvimento

tecidual (ENGELMAN; LUO; CANTLEY, 2006; LAPLANTE & SABATINE, 2009).

_—>
Target genes
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DQ Receptor tyrosine kinase C] Kinase

Figura 4 - Esquema simplificado da via ERK. Fatores de crescimento, como
a insulina, ativam a via ERK por se ligarem a receptores transmembrana
tirosina quinase (RTKs). Os receptores sinalizam a proteina Ras, que entdo
ativa a cascata central de fosforilagao da cinase Raf para MEK (ou MAP2K)
e, finalmente, a ERK. ERK pode se translocar ao nicleo, onde interege com
fatores de transcrigdo para regular a expressdo de genes-alvo (De PATEL &
SHVARTSMAN, 2018).



Receptor de Fator
de Crescimento

Figura 5- Vias de sinalizagio MAPK/ERK e PI3K/Akt/mTOR (Adaptado de Torres-Cabala, C.; Curry
J. Genetics of Melanoma. Ediggo 1, New York, NY: Springer-Verlag New York, 2016).

Dada a importancia dessas vias na manutencdo do estado diferenciado e da
prolifera¢do de tecidos como o epitélio, € possivel que as mesmas sejam desencadeadas
de forma independente de insulina, como por exemplo por integrinas, fosfatase
homologa a tensina (PTEN) e receptor androgénico (AR), de acordo com Colello e
colaboradores (2010, 2012). Portanto, altera¢des androgénicas podem interferir nas vias
de sinalizagdo Akt e ERK na proéstata, haja vista a dependéncia androgénica da glandula.
Ambas as vias estdo estritamente relacionadas ao desenvolvimento prostatico. Por
regularem a mitogénese, transporte de glicose, proliferacdo e sobrevivéncia, influenciam
diretamente o surgimento de brotos prostaticos e divisdes celulares, o que se reflete na
quantificacdo de células e no volume da glandula. Ademais, estudos apontam que altas
concentragdes de glicose podem modular a sinalizacdo por insulina em alguns tipos
celulares e, assim, afetar o curso basal das vias PI3K/Akt/mTOR e MAPK/ERK
(SCHIEKOFER et al., 2003; VARMA, 2005).



3. OBJETIVOS

3.1- Objetivo Geral

Avaliar os efeitos in vitro de diferentes concentracoes de glicose no
desenvolvimento pés-natal da prostata ventral de ratos recém-nascidos (dia 0), com
vistas para a organizacdo epitelial e estromal da glandula, visando a simular o
desenvolvimento glandular dos individuos hiperglicémicos nascidos de maes diabéticas.

3.2- Objetivos Especificos

* Analisar o impacto da hiperglicemia no desenvolvimento pos-natal do epitélio da

prostata pela quantificacao de brotos prostaticos;

» Determinar os niveis de proliferacao epitelial e estromal;

» Caracterizar o compartimento estromal através da quantificacao de células musculares

lisas, da deposicao de colageno e da expressao de MMP-2 e TGF-f3;

 Investigar se elevadas concentragdes de glicose modulam a expressdo de ERK1/2.



4. MATERIAL E METODOS

4.1- Animais e protocolo de cultura de érgao inteiro (prostata)

Foram utilizados 90 ratos Wistar machos recém-nascidos (dia 0) provenientes do
cruzamento de matrizes da REBIR- UFU. Os filhotes foram decapitados no dia do
nascimento e suas prostatas ventrais dissecadas com auxilio de microscopio
estereoscopio. Toda a prostata ventral e sua inser¢do na uretra foi cultivada por 3 dias em
membranas PTFE (Millipore) flutuando sob 500 pl de meio basal constituido de DMEM/
Ham’s F-12 (1:1; vol:vol) suplementado com insulina-transferrina-selénio (Gibco) e 10
nM de cipionato de testosterona (Novaquimica), de acordo com o método descrito por
Lopes et al., 1996. As culturas foram divididas em 3 grupos: Controle - prostatas tratadas
com meio basal acima descrito, contendo glicose a 100 mg/dL (5.5 mM); Glicose
moderada - culturas tratadas com 225 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 as
prostatas incubadas durante 1, 2 e 3 dias nos meios descritos. Para cada ensaio, as
prostatas foram fotografadas em microscopio invertido acoplado a um sistema de captura
de imagens em 1, 2 e 3 dias de cultura. A 4rea de toda a prostata foi demarcada usando o
software Image Pro Plus para a determinacdo da area da glandula. Os animais foram
tratados de acordo com as normas previstas no Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) e o projeto tem aprovagio do Comité de Etica em

Experimentacdo Animal (CEUA-UFU) sob o parecer 110/16.
4.2- Processamento das prostatas para analise histolégica

Apo6s o periodo de cultura, as prostatas foram fixadas em Bouin por 3 horas em
geladeira, lavadas em 4gua, desidratadas por imersdo em dalcool e clarificadas em xilol
para processamento de rotina histoldégica em parafina. Cortes histologicos seriados de 4
um de espessura foram obtidos em microtomo rotativo (Leica) e separados para
coloragdo por Hematoxilina de Harris e eosina (H&E), para avaliacdo geral do tecido
glandular, ou pela técnica picrosirius, para caracterizacdo da deposi¢do de colageno no
compartimento estromal. Os cortes foram analisados e fotografados em fotomicroscopio
(Leica, DM500) acoplado em sistema de aquisicdo de imagens pelas objetivas de 10X e

40X.



A contagem do numero de brotos prostaticos foi feita a partir de imagens
digitalizadas (objetiva de 10X) dos cortes histologicos corados em H&E. A contagem de
figuras mitoticas foi feita por meio de imagens digitalizadas a partir de objetiva de 40X
de cortes histologicos.

A distribui¢do de coldgeno foi determinada por meio de andlise estereoldgica.
Tal analise foi efetuada em cortes histologicos submetidos a coloracdo de Picrosirius.
Foram utilizados campos microscopicos em objetiva 40X e a porcentagem de fibras
colagenas em cada campo foi determinada apos a aplicacdo do reticulo demarcado e
contagem dos pontos que tocassem a area marcada pelo Picrosirius, de acordo com o
sistema estereologico de Weibel (Weibel, 1974). Todas as contagens histologicas foram
realizadas nas prostatas de 15 animais por grupo (5 animais para cada periodo

experimental).

4.3- Analise imunohistoquimica da proliferacio celular e células musculares lisas

Os cortes em parafina foram submetidos a reagdes imunohistoquimicas para o
antigeno nuclear de proliferag¢ao celular (PCNA) e alfa-actina de musculo liso. Para isso,
os cortes foram imersos em tampao citrato pH 4,0 e aquecidos a 92°C por 40 minutos em
panela de vapor para a recuperagdo antigénica. O bloqueio da atividade de peroxidase
enndogena foi feito por tratamento dos cortes com H202 3% em metanol por 15 minutos,
seguido do bloqueio das interagdes inespecificas de proteinas com Background Sniper
(Biocare Medical, Concord, CA, USA) por 15 minutos. Em seguida, os cortes foram
incubados overnight com os anticorpos primdrios para alfa-actina de musculo liso (Mouse
anti-human, sc- 32251, Santa Cruz Biotecnology) ou PCNA (Mouse anti-human, sc- 56,
Santa Cruz Biotecnology), diluidos em albumina 1% a 4°C, lavados em PBST e incubados
com anticorpo secundario Universal Link seguido de Stroptoavidina-HRP (Kit Star Trek
Universal HRP Detection System- Biocare) por 45 min cada. A revelagdo foi feita com
diaminobenzidina — DAB (EasyPath). Os cortes foram contra- corados com hematoxilina. A
frequéncia relativa de células musculares lisas foi determinada através do sistema de
contagem de pontos acima descrito. As células PCNA-positivas foram contadas
visualmente nos campos microscopicos digitalizados. Foi utilizado de 5 a 10 campos
microscopicos de cada corte histologico, em aumento de 40X, da prostata de 9 animais

por grupo (3 animais por tempo experimental).



4.4- Western blotting

Os conteudos de ERK1/2 (totais e fosforiladas) e de MMP-2, foram avaliados por
western blotting nas prostatas cultivadas por 3 dias nos meios de tratamento. Para isso,
um pool com prostatas de 3 animais formou cada n amostral, sendo que cada grupo
experimental foi formado por 3 amostras (n=3). As amostras foram homogeneizadas em
tampao Cell Lysis contendo inibidores de proteases (Protease Inhibitor Cocktail- Sigma
Aldrich), centrifugadas a 14000 rpm e o sobrenadante foi coletado para quantificacao do
conteudo de proteinas pelo Método de Bradford (BRADFORD, 1976). Posteriormente,
aliquotas de 10 pg de proteina 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 albumina 5% em tampao Tris com
Tween 20 a 0,2% (TBST) por 60 minutos em temperatura ambiente. As membranas
foram subseqiientemente incubadas overnight com os anticorpos primdrios diluidos
1:1200 em albumina 3% em TBST: pERK (rabbit anti- human, #4370), ERK (rabbit
anti-human, #9102), MMP2 (rabbit anti-human, #87809) a alfa tubulina (mouse anti-
human, #3873) - Cell Signaling Technology.

Apds lavagem, as membranas foram incubadas em anticorpo secundario
especifico 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 reacdo luminosa das bandas foi avaliada em sistema de
Anadlise de gel e membrana (Amersham Imager 600). A quantidade de cada proteina
estudada foi determinada através da densitometria das bandas pelo software Image J
(versdo 1.34; Wayne Rasband, Research Services Branch, National Institute of Health,
Bethesda, MD, USA). Os niveis de proteinas fosforiladas foram normalizados com base
na expressao da proteina na sua forma total (fosforilada e ndo fosforilada). No caso da

MMP-2, a normaliza¢ao das bandas foi realizada com alfa-tubulina.

4.5- Avaliacao da morte celular por apoptose

A morte celular por apoptose foi estudada com o uso do kit EnzCheck Caspase-3
Assay (Thermo Fischer) que quantifica os niveis de caspase 3 em sua forma ativa. O
contetido foi expresso em intensidade de fluorescéncia normalizada pela concentracdo de

proteinas de cada amostra. Para cada grupo experimental foram utilizadas 3 amostras



(n=3), cada uma contendo um pool de 3 prostatas, que foram homogeneizadas em
tampao Cell Lysis de acordo com a metodologia de extracdo de proteinas mencionada
para o western blotting. Para cada amostra 2,5 pL. de sobrenadante foram diluidos em
47,5ulL de tampdo reagente e incubados por 30 minutos e a medida da fluorescéncia

(excitagao/emissao 342/441 nm) foi feita em fluorimetro de microplacas.

4.6- Quantificacio de TGF-p por ELISA

A forma ativa do TGF-P contida nos extratos de prostatas foi mensurada em 50
uL de sobrenadante por meio do kit Human/Mouse TGF-B1 Uncoated ELISA 88-8350
(Invitrogen™) de acordo com as instru¢des do fabricante. As dilui¢des do sobrenadante
foram dicionadas a placa de ELISA previamente recoberta com anticorpo monoclonal
murino anti- TGF-B1. Entdo, foi adicionado o anticorpo de detecgdo biotinilado e, em
seguida, o complexo avidina-HRP. Por fim, a placa foi lavada e adicionou-se a solugao
de revelagdo — o substrato TMB. A coloragao desenvolvida foi interrompida com acido
sulfurico 1M apds 15 min de incubagdo e a intensidade de cor medida a um comprimento

de onda de 450 nm na leitora de microplacas.

4.7- Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada no software Instat (GraphPad
Software®, no qual foi performado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov.
Para amostras que seguiam distribuicdo normal foi realizado o teste t-Student
paramétrico e para as que nao seguiam, realizou-se o teste t-Student ndo paramétrico na

avaliacao da significancia estatistica das diferencas entre médias (p<0,05).



5. RESULTADOS

5.1- Os tratamentos com glicose em concentracdes moderada e alta nao

alteram a area tecidual da proéstata

Controle Glicose moderada

Alta glicose

Figura 6-Vista macroscopica das prostatas apos cultura nos meios Controle, Glicose moderada e
Alta glicose por 1, 2 e 3 dias apds o nascimento (barra de escala: Smm)

Ao longo dos 3 dias de desenvolvimento analisados ndo houve aumento significativo da area

prostatica no grupo controle e 0 mesmo ocorre quando se compara este mesmo grupo com os



demais tratamentos (Fig. 6 e Tabela 1)., indicando que esses microambientes nao

influenciam o aspecto macroscopico da prostata nos tempos analisados.

Tabela 1 - Média das areas prostaticas em mm? ap6s cultura de 6rgdo inteiro nos meios Controle, Glicose
moderada e Alta glicose

Grupos 1 dia 2 dias 3 dias

Controle 4,73 + 4,36 + 4,01 +
0,77 0,60 0,32

Glicose 4,63 + 4,31 + 4,13 £
moderada 0,28 0,60 0,57

Alta glicose 3,40 + 4,84 + 4,12 +
0,32 0,86 0,48

5.2- Concentracoes aumentadas de glicose induzem reducido do nimero de brotos

prostaticos

No primeiro dia de desenvolvimento pos-natal, o grupo controle apresentou cerca
de cinco brotos acinares, quantidade essa que aumentou progressivamente ao longo dos 3
dias de desenvolvimento sendo que, ao terceiro dia, a quantidade de brotos ja havia
aumentado mais de quatro vezes em relacdo ao dia 1. Nos grupos tratados percebe-se
uma tendéncia oposta. Ha significativa reducdo da quantidade de brotos
independentemente de qudo aumentada a concentragdo de glicose se apresenta (Fig. 7 e
8). O prejuizo a expansdao do brotamento ocorre desde o cultivo sob concentracao

moderada de glicose.

5.3- Altos niveis de glicose induzem reducio do nimero de figuras mitoticas nos

brotos prostaticos

No primeiro e terceiro dias de desenvolvimento, o grupo controle apresentou
grande quantidade de células em divisdo nos brotos acinares, como revelado pela
contagem de figuras mitdticas. Nao ¢ observado o mesmo padrdo nos grupos tratados.
Apesar de ocorrerem figuras de mitose em boa quantidade no dia 1 de tratamento com
glicose em concentracdo moderada esse perfil ndo se manteve e tendeu a auséncia de
mitoses no terceiro dia. O grupo incubado em alta concentracdo de glicose apresentou
padrao de poucas figuras de mitose durante todos os trés dias de desenvolvimento (Fig.

9).
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Figura 7 - Histoarquitetura de prostatas cultivadas durante 1, 2 e 3 dias em meios com diferentes
concentragdes de glicose e os efeitos destes sobre o brotamento acinar. Brotos acinares demarcados pelo
tracejado (coloragdo: H&E; barra de escala: 50 um)
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Figura 8 - Representacdo grafica da média de brotos acinares no dias 1, 2 e 3 ap6s o nascimento sob
cultivo nos meios controle, glicose moderada e alta glicose. a,b: diferenca estatistica entre diferentes
tempos de exposi¢do ao tratamento em um mesmo grupo; *: diferenga estatistica entre grupos
tratados (p<0.05).
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Figura 9 - Representacdo grafica da média de figuras mitdticas nos brotos acinares das prostatas de
ratos 1, 2 e 3 dias apds o nascimento, sob cultivo nos meios controle, glicose moderada e alta glicose.
a,b: diferenca estatistica entre diferentes tempos de exposi¢ao ao tratamento em um mesmo grupo; *:
diferenca estatistica entre grupos tratados (p<0.05).



5.4- Concentracoes aumentadas de glicose diminuem a proliferacio celular e

aumentam a morte celular por apoptose

Os grupos controle, glicose moderada e alta glicose foram submetidos a marcagado
imunohistoquimica para antigeno nuclear de proliferacao celular (PCNA), a qual demonstrou
que no ambiente de concentragdo basal de glicose a prostata tende a aumentar a proliferagdo
epitelial e estromal progressivamente até o terceiro dia do desenvolvimento. Contudo, essa
tendéncia ¢ modificada nos tratamentos com concentracdo aumentada de glicose. Nos grupos
tratados se observa menor frequéncia relativa de células epiteliais em proliferacao,
especialmente no terceiro dia, e também estromais, neste caso desde o primeiro dia de
desenvolvimento poés-natal (Fig. 10, 11 e 12). A quantificacdao da ativagao das caspases 3/7
realizada nas prostatas dos grupos de 3 dias indica que, além de induzir alteragdes
significativas no padrdo de proliferacdo celular, o tratamento com glicose em concentragao

moderada leva ao aumento da morte celular por apoptose (Fig. 13).

5.5~ Os tratamentos com glicose em concentracdoes moderada e alta reduzem a

expressao de alfa-actina de musculo liso

A quantificagdo de alfa-actina de musculo liso demonstrou que, no curso natural de
desenvolvimento, do dia do nascimento (dia 0) para o primeiro dia de desenvolvimento pos-
natal hd um aumento da quantidade de células musculares lisas na prdstata que se mantém
até o terceiro dia. Essa tendéncia ¢ alterada nos grupos tratados. J& no primeiro dia de
desenvolvimento, a redugdo da expressdo de alfa-actina é observada em ambos os
tratamentos. Embora tenha ocorrido um aumento de alfa-actina do primeiro ao terceiro dia
nos grupos tratados com glicose, em comparacdo ao controle a quantidade de células

musculares lisas esperada para o periodo foi muito reduzida (Fig. 14 e 15).

5.6- Concentracoes aumentadas de glicose induzem reducio da quantidade de colageno

No grupo controle se observou que ha um aumento inicial do contetido de colageno
no estroma o qual se mantém até o terceiro dia de desenvolvimento. Contudo, os grupos
tratados apresentaram modificacdo desse padrao. Em concentragdo moderada de glicose ha
reducdo significativa da quantidade de coldgeno em todos os dias de desenvolvimento pos-
natal, enquanto sob concentracao alta de glicose ha diminui¢do significativa no terceiro dia

(Fig. 16 ¢ 17).
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Figura 10 - Imunohistoquimica para PCNA em prostatas cultivadas por 1, 2 e 3 dias apds o nascimento
nos meios controle, glicose moderada e alta glicose, indicando o padrdo de proliferagdo celular epitelial
e estromal (células PCNA+ coradas por DAB, contracoloragdo em hematoxilina; barra de escala: 50
um).
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Figura 11 - Representacdo grafica da frequéncia média de células epiteliais em proliferagdo nas
prostatas de ratos 1, 2 e 3 dias apds o nascimento, sob cultivo nos meios controle, glicose moderada e
alta glicose. a,b,c: diferenca estatistica entre diferentes tempos de exposi¢do ao tratamento em um
mesmo grupo; *: diferenca estatistica entre grupos tratados (p<0.05).
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Figura 12 - Representagdo grafica da frequéncia média de células estromais em proliferagdo nas
prostatas de ratos 1, 2 e 3 dias ap6s o nascimento, sob cultivo nos meios controle, glicose moderada e
alta glicose. a,b,c: diferenca estatistica entre diferentes tempos de exposi¢do ao tratamento em um
mesmo grupo; *: diferenga estatistica entre grupos tratados (p<0.05).
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Figura 13 - Representacdo grafica da atividade das caspases 3/7, dada por intensidade de
fluorescéncia, em prostatas de ratos recém-nascidos (dia 0) e cultivadas por 3 dias em DMEM
sob concentragdes normal, moderada e alta de glicose. *: diferenca estatistica entre grupos
tratados (p<0,05).

5.7- O ambiente rico em glicose desencadeia diminuicao da expressio de MMP-2

na prostata

A densitometria de bandas apontou que, no grupo controle, a quantidade de MMP-2 ¢
baixa ao nascer, mas no terceiro dia de desenvolvimento pos-natal ha elevada expressao da
proteina. Os tratamentos com glicose em concentragdo aumentada, por sua vez,
desestimularam a expressdo de MMP-2, sendo que essa diminui¢do foi mais acentuada no

grupo tratado com glicose em concentracdo moderadamente aumentada (Fig.18 A).

5.8-A ativacdo da proteina ERK1/2 na préstata diminui com o aumento da

concentracao de glicose

No dia do nascimento (dia 0) a quantidade de ERK1/2 ativa ¢ baixa, mas no grupo
controle isso se modifica no terceiro dia apds o nascimento, conforme revelado pelos dados
da densitometria de bandas. Os tratamentos com glicose em concentracdo moderada e alta
fazem com que haja reducdo da ativacdo de ERK em comparagdo com o controle. Tal

reducdo foi mais acentuada no grupo Alta glicose (Fig. 18 B).
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Figura 14 -. Brotos prostaticos circundados por a-actina (setas pretas). Imunohistoquimica para
a- actina em prostatas de ratos cultivadas nos meios controle, glicose moderada e alta glicose por
1, 2 e 3 dias apds o nascimento.
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Figura 15 - Representacdo grafica da quantidade de alfa-actina nas prostatas de ratos 1, 2 ¢ 3
dias apds o nascimento, sob cultivo nos meios controle, glicose moderada e alta glicose. a,b,c:
diferenca estatistica entre diferentes tempos de exposi¢do ao tratamento em um mesmo grupo;
*: diferenga estatistica entre grupos tratados (p<0.05).

5.9- Concentracoes elevadas de glicose causam aumento da expressao de TGF-3

Em fungdo do cultivo em meios hiperglicosados, houve aumento da concentragdo de
TGF-B prostatico nos grupos tratados em relacdo ao controle no terceiro dia de
desenvolvimento pos-natal. A concentragdo basal de TGF-f encontrada no controle, que
corresponde em média a aproximadamente 90 pg/ml, tem acréscimo significativo no grupo
de glicose moderadamente aumentada. No grupo tratado com alta concentragao de glicose o

aumento de TGF-f foi ainda mais acentuado, cerca de 3 vezes maior que o controle (Fig.19).



Glicose Moderada Alta Glicose

Figura 16 - Coloragdo por picrosirius-hematoxilina, indicando a quantidade de coldgeno depositada no estroma
prostatico nos grupos controle, glicose moderada e alta glicose nos trés primeiros dias de desenvolvimento pos-
natal.
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Figura 17 - Representagdo grafica da quantidade de colageno nas prostatas de ratos 1, 2 e 3 dias apos o
nascimento, sob cultivo nos meios controle, glicose moderada ¢ alta glicose. a,b: diferenca estatistica
entre diferentes tempos de exposi¢do ao tratamento em um mesmo grupo; *: diferenca estatistica entre
grupos tratados (p<0.05)
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Figura 18 - (A) Representagdo grafica do contetido de MMP-2 normalizado em relacdo a
alfa-tubulina total dos grupos controle, glicose moderada e alta glicose de prostatas de
ratos nos dias 0 (nascimento) e 3 de desenvolvimento pds-natal (B) Representagao grafica
do contetido de p-ERK1/2 normalizado em relacdo a ERK nao fosforilada dos grupos
controle, glicose moderada e alta glicose de prostatas de ratos nos dias 0 (nascimento) e 3
de desenvolvimento pds-natal.
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Figura 19 - Concentragcdo de TGF-B determinada por ELISA em prostatas
de ratos cultivadas em meio controle, glicose moderada e alta glicose, no
terceiro dia de desenvolvimento poés-natal (Dado ndo representado:
concentragdo de TGF-B no dia do nascimento (dia 0) apresentou valores
abaixo do nivel de detecgdo do teste).



6. DISCUSSAO

A investigacdo conduzida neste estudo descreveu modificagdes morfologicas e
bioquimicas induzidas por glicose em concentracdes aumentadas na prostata de ratos
recém-nascidos. Esses achados langam luz sobre um tema pouco explorado e revelam
aspectos importantes, até entdo desconhecidos, do desenvolvimento prostatico pds-natal
e como este ¢ afetado pela glicose.

O aumento progressivo da quantidade de brotos, de figuras de mitose ¢ de
células em proliferagdao, observado no grupo controle ao nascer e até o terceiro dia de
desenvolvimento pds-natal, estd de acordo com o padrdo de desenvolvimento esperado,
anteriormente descrito por Cunha e colaboradores (1987). Seus estudos definem que
apos o nascimento ha franca proliferagcdo epitelial, ramificacdo e canalizagdo dos ductos
prostaticos. Isso ocorre concomitantemente a diferenciacao do epitélio (SUGIMURA et
al., 1986). Nota- se que a simulagdo de microambientes hiperglicémicos, executada no
presente trabalho, induziu prejuizos ao desenvolvimento uma vez que a redugdo da
quantidade de brotos acinares e da proliferagdo, vista nos grupos tratados, ¢ reflexo
direto de alteracdes nos processos pds-natais citados. Dados sobre os efeitos da glicose
na proliferacdo celular no inicio do desenvolvimento pods-natal da prostata sdo
inexistentes. Entretanto, ha estudos que relatam efeito do diabetes na proliferacdo celular
da proéstata de adultos. Porto e colaboradores (2011) observaram que prostatas de ratos
diabéticos tem, em todos os lobos, diminui¢ao significativa de proliferagao epitelial e
estromal. Ainda, estudos relatam que camundongos e ratos com diabetes induzido por
streptozotocina tém alteragdes histologicas expressivas no epitélio secretor da prostata,
como vacuolizagdo celular e redugdo da altura do epitélio (CAGNON et al., 2000;
SOUDAMANI et al., 2005). Tais dados em somatoria aos aqui encontrados demonstram
que a exposi¢do a altas concentragdes de glicose por si propria pode causar prejuizo ao
desenvolvimento prostatico, uma vez que a proliferagdo celular é primordial para o
brotamento acinar que culminard numa prostata adulta estruturalmente e funcionalmente
normais.

Apesar do possivel papel direto da hiperglicemia, ¢ importante considerar que
efeitos deletérios a proliferagdo podem ser dados indiretamente por desequilibrio da a¢ao
androgénica. Estudos tais como os de Liu & Wang (2005), Gorbachinsky e
colaboradores (2010) e Chen e colaboradores (2015) descreveram redu¢ao da expressao

de receptor androgénico (AR) na prostata de ratos diabéticos em relacdo a grupos



controle nao diabéticos. A atividade de androgenos sobre a prdstata controla o
crescimento, ramificagdo, morfogénese, diferenciacdo e maturacdo dos brotos acinares
(WILSON, 2011). Essa atividade ocorre via AR. As células epiteliais, que inicialmente
se organizam em brotos, expressam AR e, consequentemente, tem atividade secretora e
viabilidade dependentes de androgenos, além de induzirem o estroma a diferenciacdo em
células musculares lisas (DENMEADE; LIN; ISAACS, 1996; CUNHA et al.,1992). As
células musculares lisas também expressam esse receptor. Estas, quando estimuladas por
andrégenos, induzem a proliferagdo das células epiteliais por acgdo pardcrina
(SCHALKEN, 2005). Dessa forma, a redugdo da expressao de receptor androgénico, seja
epitelial ou estromal, tem impacto negativo sobre a prostata e pode justificar o prejuizo a
proliferagdo celular exibido pelos grupos tratados.

O desenvolvimento adequado da prostata depende do equilibrio entre
proliferagdo e morte celular. Se ambos 0s processos ocorrem em taxas equivalentes,
como no tecido prostatico normal e plenamente desenvolvido, ndo ha crescimento da
rede de ductos. Contudo, se a taxa de morte celular supera a de proliferagdo, tem-se
redugdo progressiva do numero de células da glandula. Isso foi observado no grupo
incubado em meio de cultura de concentragdo moderadamente aumentada de glicose. Em
comparagdo com o grupo controle, houve perda massiva de células por apoptose. O
diabetes causa elevado estresse oxidativo as células (BROWNLEE, 2001), o que pode
desencadear lesdoes ao DNA e estresse de reticulo endoplasmatico, resultando em
apoptose (WANG; REECE; YANG, 2013; GRINDEL et al., 2016; COOKE et al., 2003).

Embora tenha ocorrido mais morte celular por apoptose no grupo glicose
moderada, o grupo alta glicose também apresentou diminui¢do importante na quantidade
de brotos acinares, figuras de mitose e proliferacdo, o que pode ser evidéncia de um
outro tipo de morte celular em curso sob alta concentragdo de glicose. Um tipo que
parece estar ligado a isso e ao diabetes é a necroptose, a qual possui caracteristicas
semelhantes a necrose mas ocorre de forma altamente regulada em ambientes
desfavoraveis ao mecanismo de apoptose (D'ARCY, 2019). O processo de necroptose se
da pela interagdo citosolica das proteinas RIP1 e RIP3 com receptores de morte, como o
receptor de fator de necrose tumoral - 1 (TNFR1) e receptor Fas. A ativacdo de RIP1/3
leva a inativacdo da caspase 8 e recrutamento da proteina MLKL, que se oligomeriza e
migra para a membrana celular, resultando em permeabilizacdo dessa e, por fim, em
morte celular (WANG, 2014). Visto que a maioria dos estimulos pro- necroptoéticos sao

altamente pro-inflamatorios, como TNF-a (KEARNEY & MARTIN, 2017), e pelo fato



de RIP1/3 serem mediadores da sintese de quimiocinas inflamatérias (ZHOU & YUAN,
2014), fica claro que a necroptose € intrinsicamente associada a inflamacdo. Isso €
relevante no presente trabalho pelo fato do diabetes, assim como a obesidade e outras
sindromes metabdlicas, estar ligado a um padrdo de inflamagdo cronica de baixo grau
caracterizado pela superexpressao prejudicial de varias citocinas (FISMAN; MOTRO;
TENEMBAUM, 2003) podendo, entdo, induzir morte celular por necroptose. De fato,
alguns estudos exibiram morte por necroptose em células cultivadas sob alta
concentracao de glicose. Liang e colaboradores (2017) demonstraram que glicose em alta
concentracao causa lesdo, aumento da producao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
e de citocinas pro- inflamatoérias (IL-1 e TNF-alfa) em cultura de células cardiacas H9c2.
Além disso, a exposi¢do a glicose elevou notoriamente a expressdo de RIP3, uma das
cinases ja mencionadas que atuam na promog¢do de necroptose. Similarmente, Fang e
colaboradores (2019) descreveram que a alta concentragdo de glicose reduz a viabilidade
de cardiomidcitos de cultura primaria e leva a aumento da expressdo de citocinas pro-
inflamatoérias, RIP1/3 e MLKL; e a inibicdo da necroptose reduz o dano gerado pela
glicose. Observou-se, ainda, em outro trabalho que altas concentragcdes de glicose
induzem necroptose via RIP1/3 em poddcitos da barreira de filtragdo renal. Os
experimentos foram feitos in vitro, em cultura de poddcitos de camundongo, e em
bidpsias renais de pacientes acometidos por nefropatia diabética (XU et al; 2019).
Coletivamente, os resultados desses estudos mostram que morte celular por um
mecanismo diferente de apoptose ¢ possivel sob altas concentragdes de glicose e podem
justificar a perda de células no grupo alta glicose.

A diminui¢ao da proliferacdo celular e do nimero de figuras de mitose nos
brotos prostaticos ainda pode ter correlagdo com a queda da expressdo de ERK,
responsavel por regular a proliferacdo e sobrevivéncia celular. No grupo controle o
contedo de ERK1/2 fosforilada (p-ERK) apresentou grande expressdo no terceiro dia
poOs-natal, comparado as prostatas do dia do nascimento, o que justifica o pico de figuras
de mitose e proliferagdo no mesmo periodo. Porém, a fosforilagdo de ERK1/2 teve
reducdo importante no grupo tratado com glicose moderada e diminuiu ainda mais com a
adi¢do de glicose em alta concentragdo no meio de incubagdo da prostata. Ha estudos
performados com células em cultura que indicam que altas concentragcdes de glicose
ativam a via de sinalizagao ERK (LIU; LIANG; ZHANG, 2016; ZHU et al., 2012). Por
outro lado, ha trabalhos que mostram que em circunstancias similares a via pode ser

inibida. Cao e colaboradores (2011), por exemplo, propdem a existéncia de um



mecanismo de retroalimentacdo positiva entre Raf-1 e ERK. Raf- 1, sendo substrato de
ERK, pode ser fosforilada por esta em sitios especificos, os quais sdo os residuos de
Ser289, Ser296 e Ser301. A intensa adicdo de fosfatos em tais sitios pode induzir a
dessensibilizacdo de Raf-1, o que inibe toda a cascata de sinalizagio MAPK/ERK. A
redugdo do conteudo de p-ERK encontrada no presente trabalho poderia se encaixar no
mecanismo descrito. E possivel que a alta concentracio de glicose tenha, no terceiro dia
de desenvolvimento, estimulado a via de sinalizacdo de ERK ao ponto de dessensibiliza-
la.

Independentemente do mecanismo, a reducdo da ativagdo dessa importante via
de sinalizagdo causada pelos meios hiperglicosados trard efeitos significativos ao
desenvolvimento prostatico. O prejuizo direto da hiperglicemia aos tecidos; a provavel
perda de receptores androgénicos; a ativagdo dos mecanismos de apoptose e, talvez, de
necroptose; ¢ a reducdo da ativagdo da via ERK acarretam sérios danos ao
desenvolvimento prostatico, haja vista o dano a proliferacdo e sobrevivéncia das células
epiteliais e estromais que esses processos induzem. A redugdo da quantidade de brotos
acinares implica em menor ramifica¢do de ductos, o que resulta em uma glandula menos
volumosa e de atividade secretora limitada. Isso certamente configura prejuizos a
formagdo da prostata e pode ter reflexos em longo prazo na fungao sexual do individuo
adulto.

Uma das alteragdes significativas observadas no compartimento estromal foi a
reducdo da quantidade de a-actina nas prostatas tratadas com adicao de glicose ao meio
de cultura de concentracao basal. Isso pode refletir uma diminui¢ao do nimero de células
muscalares lisa no estroma glandular. O efeito deletério de concentragdes elevadas de
glicose sobre células musculares lisas foi observado por Peird e colaboradores (2001).
Eles relataram diminuicdo de 20% no nimero de células musculares lisas de aorta
humana vidveis cultivadas sob alta concentracao de glicose. Sugeriu-se que a reducao
pode ocorrer por morte celular induzida por estresse oxidativo ou pelo retardo do
crescimento celular induzido pela glicose. E descrito na literatura um efeito indireto do
diabetes sobre o fenotipo e proliferagdo de células estromais musculares e nao
musculares na prostata adulta (CARVALHO, 2003; RIBEIRO, 2006). Porém, muitas
dessas alteragdes sdo semelhantes as observadas apds a castracdo e, assim, podem ser
interpretadas como resultado da diminui¢do do nivel de testosterona durante o diabetes.
Como os experimentos do presente trabalho foram conduzidos a partir de prostatas

cultivadas sob a mesma concentragdo de testosterona, a diminuicdo do conteudo de a-



actina observada, provavelmente como reflexo da morte celular, aparentemente ¢ devida
a agdo direta da glicose.

Durante o desenvolvimento prostatico, as células musculares lisas sdo
fundamentais na indugao de proliferagdao do epitélio secretor, pela fundamental interagao
epitélio-estroma, além de produzirem componentes regulatdrios da matriz extracelular, o
que favorece o crescimento de outros tipos celulares. Nem o epitélio nem o estroma sao
capazes de se desenvolver na auséncia um do outro (ANTONIOLI; DELLA-COLLETA;
CARVALHO, 2004; HAYWARD & CUNHA, 2000). As glandulas analisadas no atual
trabalho estavam em desenvolvimento inicial e a metodologia em si ndo permite longos
periodos experimentais. Entretanto, se essa condi¢dao for mantida num desenvolvimento
in vivo, haverd impacto na interacdo-epitélio estroma de modo a prejudicar toda a
formagdo da glandula. Ainda, a redu¢do do nimero de células musculares lisas pode ter
impactado, em sinergia com outros fatores ja discutidos, a proliferacdo e secregdo
epitelial. Assim, se este padrao reduzido de proliferacdo de células estromais musculares
for mantido até a vida adulta, a contragdo necessaria a ejecao do fluido prostatico, que ¢
parte fundamental da composicdo do sémen, durante a ejaculagdo serd comprometida,
prejudicando a fun¢do reprodutiva da glandula.

Ainda em relagdo ao estroma, observou-se reducao importante da quantidade de
colageno, aumento da expressdo de TGF-p e diminuicdo da expressao de MMP-2 nos
grupos tratados. Esses dados se correlacionam intimamente e refletem mudanga do
estado homeostatico da glandula submetida a concentragdes elevadas de glicose.

Os fibroblastos sdo essenciais para o ambiente estromal por sintetizarem
moléculas que nao apenas fornecem um arcabougo estrutural a prostata, como o
colageno, mas também cuja sinalizacdo ¢ imprescindivel a homeostase da glandula
(AUMULLER & SEITZ, 1990; CUNHA; COOKE; KURITA, 2004). Assim, a redugio
da quantidade de colageno no desenvolvimento pods-natal inicial implica em dano
estrutural expressivo. Alguns estudos mostram resultados diferentes do obtido nesse
trabalho, ao relatarem aumento, e ndo diminui¢do, da quantidade de coldgeno e outros
elementos de matriz em ratos diabéticos. Porém, esse aumento € relativo e atribuido a
atrofia glandular e ndo ao aumento de sintese e deposi¢ao (RIBEIRO et al., 2006;
GOBBO et al., 2012). No presente trabalho foi vista reducao significativa da proliferacao
celular do estroma, composto majoritariamente por fibroblastos. Ha um paralelo,
portanto, entre a perda de células estromais e a diminui¢do da quantidade de colageno a

qual, provavelmente, ocorreu pela redugdo de sua sintese e deposigao.



Trabalhos em que h4 maior sintese e deposicdo de matriz extracelular
relacionadas ao diabetes, no geral, se referem a 6rgaos e estruturas altamente sensiveis a
hiperglicemia como os rins e vasos sanguineos e estdo associados ao aumento da
expressao de TGF-B (NGAI; LINO; BENDECK, 2018; GUO; LIU; GONG, 2019;
WANG et al; 2007). Esta citocina regula uma variedade de funcgdes biologicas, desde o
desenvolvimento embriondrio até reparo de feridas. Sua elevada expressdo ¢ encontrada
em processos fibroticos (JAVELAUD & MAUVIE, 2004). No presente estudo, apesar
de se ter observado redugdo do conteudo de coldgeno, também ocorreu aumento da
expressao de TGF-B, de forma que seu papel pro-fibrotico nao foi observado.

E possivel inferir que o TGF-B ndo induziu maior deposi¢do de colageno em
funcdo do seu efeito sobre metaloproteinases. As MMPs sdo responséaveis por degradar e
remodelar a matriz extracelular, a qual ¢ composta majoritariamente por colageno
(LAUER-FIELDS; JUSKA; FIELDS, 2002). A atividade das MMPs ¢ muito importante
na morfogénese, visto que esta corresponde a um periodo de intensa prolifera¢ao celular
e que exige rearranjos estromais (CUI; HU; KHALIL, 2017). Nas prostatas do grupo
controle, no terceiro dia de desenvolvimento, foi observado um elevado conteudo de
MMP-2. Isso era esperado, ja que a ramificagdo de brotos e o crescimento epitelial
dentro do estroma circundante requer remodelacdo da matriz extracelular, porém, seus
niveis foram reduzidos nas prostatas tratadas. Tal resultado reforca a ideia de que a
reducdo da quantidade de colageno nao foi dada por aumento de degradagdo, mas sim
por perda significativa de fibroblastos. Singh e colaboradores (2001) relataram que
concentracdes elevadas de glicose inibem a atividade MMP-2 em células mesangiais e
estimulam a expressao do inibidor tecidual da metaloproteinase-2 (TIMP2). De fato, uma
funcdo chave desempenhada pelo TGF-f ¢ a supressao da quebra de elementos da matriz
extracelular pela inibicdo da sintese de MMPs e pelo estimulo & expressao de TIMPs
(JAVELAUD & MAUVIEL, 2004). Assim, ¢ possivel que a superexpressao de TGF-3
como estimulo pro-fibrotico, em resposta a diminuicdo da sintese e deposicao de
colageno, tenha impactado negativamente a expressio de MMP-2. Fica evidente,
portanto, que a glicose em concentragdes elevadas induz grandes modificagcdes no
compartimento estromal. Desequilibrios na sintese e deposicdo de colageno e a
expressao de MMP-2 certamente prejudicardo o desenvolvimento da prostata por
alterarem a estrutura da glandula; modificarem o processo de remodelagao estromal, que

garante que as unidades epiteliais secretoras se estabilizem em suas localizagdes



adequadas; e por afetarem, potencialmente, a sinalizacao via moléculas estromais, a qual
¢ fundamental para proliferacdo e manutencdo da diferenciagao do epitélio secretor.

Os dados expostos neste estudo deixam claro que concentragdes elevadas de
glicose t€ém impacto negativo sobre a morfogénese da prostata e seus mecanismos de
proliferagdo e sobrevivéncia celular. E notério que o diabetes gestacional tem se tornado
cada vez mais comum. Assim, ¢ importante avaliar mais mecanismos subjacentes a
hiperglicemia que tenham efeito sobre a prole de maes diabéticas. Investigar o efeito da
glicose sobre outras proteinas e vias que se comunicam com MAPK, como Akt, mTOR,
p38 e INK1/2 e genes envolvidos no desenvolvimento prostatico como WntSa e Nkx3.1
implica em grande contribui¢do no esclarecimento de como a glicose influencia periodo
recém pos-natal e quais danos isso pode representar ao individuo sexualmente maduro.
Ainda, elucidar esses mecanismos de base, sem duvida, favorece a busca por novas
terapias e acdes preventivas que garantam melhor controle da glicemia e qualidade de

vida as mades e seus filhos recém-nascidos.



7. CONCLUSAO

Tendo em vista os aspectos avaliados neste trabalho, conclui-se que:

1) Altas concentragdes de glicose induzem diminuicdo da quantidade de mitoses
nos primeiros dias pds-natais em células epiteliais prostaticas, bem como reducdo do
numero de brotos acinares, o que podera influenciar a atividade secretoria da glandula.
Sugere-se que isso seja, a0 menos parcialmente, em virtude da menor ativacio da via de

sinalizacdo MAPK/ERK observada nas prostatas cultivadas em meios hiperglicosados;

2) Além de influenciar a proliferacdo celular, a glicose em concentragdes
aumentadas eleva a morte celular por apoptose e outros mecanismos. Em conjunto, esses
efeitos se mostram prejudiciais por limitarem o pleno desenvolvimento glandular,

fundamental para a manutencao da fertilidade no adulto;

3) A glicose altera o compartimento estromal por diminuir a quantidade de
células musculares lisas; por reduzir a sintese e deposi¢do de colageno; elevar a
expressdo de TGF-B e reduzir a expressdo de MMP-2. Isso implicard em alteragdo da
interacdo epitélio-estroma, em menor capacidade contratil e em modificagdes do

processo de remodelagdo estromal, fundamental a sinalizagdo e organizagao glandulares;

4) O periodo pos-natal ¢ um momento chave para o desenvolvimento prostatico.
Levando em consideragdo os efeitos da glicose sobre a prostata observados no presente
trabalho, ¢ evidente a necessidade de que esse processo ocorra dentro de um cenario
homeostase glicémica. Desta forma, a prostata tem maior possibilidade de atingir um

arranjo tecidual final 6timo, que auxilie na manutengao da fertilidade masculina.
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