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RESUMO

De todas as doengcas da préstata, o cancer é o a doenca mais
frequentemente diagnosticada em homens com idade acima de 60 anos e a
segunda em mortalidade em varias partes do mundo. Estudos
epidemioldgicos t€ém mostrado que asidticos tém baixa incidéncia de cincer
de préstata quando comparado com europeus e estes mais baixo que afro-
descendentes. Em varios modelos de estudo os retindides t€m se mostrado
como poderosos agentes na diferenciacdo celular, especificamente na
inibicdo e potencial tumorogénico em células de cancer. O objetivo do
presente estudo foi estabelecer modelo tridimensional de cultura de
organoides prostaticos para avaliar o efeito do 4cido retindico na indugdo
de apoptose de células da prdstata humana. O material biologico utilizado
neste estudo, veio da doacao de seis pacientes, com idades variando entre
63 e 72 anos, sendo 2 brancos , 2 afro-descendentes e 2 pardos, com
diagnostico prévio de Hiperplasia Prostitica Benigna e Cancer de Prostata.
Realizou-se cultura aderente de células da prostata afim de se analisar a
curva de sobrevivéncia de células incubadas com acido retindico de TO a T
12 e estudo morfolégico destas células. Na cultura de células
tridimensionais de organdides foi estudada a morfologia destas células. Os
organoides foram incubados com 4cido retindico por 48 horas, fixados em
paraformaldeido, emblocados em parafina e divididos em dois grupos. Um
bloco foi processado histologicamente corado com HE, para posterior
andlise descritiva da morfologia das células de organdides de tecido
normal, hiperpldsico e adenocarcinomatoso. Na avaliacdo histolégica
notou-se que, tanto a citologia como a citoarquitetura foram mantidas. Para
analise quantitativa das células em apoptose, foi usada marcacdo
imunofluorescente pela técnica de TUNEL, sendo contados 20 dcinos com
aproximadamente 1600 células, comparando-se com organdides que ndo
receberam a droga teste. O percentual de células em apoptose foi de 2,2%
sendo menor que os organdides ndo tratados com a droga teste 2,8.
Concluimos, que o estabelecimento da cultura tridimensional de organdides
¢ um modelo vélido para estudo dos tecidos da prostata, vilido como
modelo de cultura para estudos farmacolégicos.

PALAVRAS - CHAVE: prostata, acido retindico, cultura de células,

modelo, organdide.
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ABSTRACT

From all prostate diseases, the cancer is the disease most often
diagnosed in men aged over 60 years and the second in mortality in
several parts of the world. Epidemiological studies have shown that
Asians have low incidence of prostate cancer, compared with Europeans
and that these lower afro-descendants. In several models studies the
retinoids have been shown as powerful agents in the cell differentiation,
specifically in the inhibition and tumorogenic potential in the cancer cells.
The purpose of this study was to establish a three-dimensional model of
culture of prostate organdides to assess the effect of retinoic acid in the
induction of apoptosis in the prostate human cells. The biological material
used in this study, came from the six patients donation, with ages ranging
between 63 and 72 years, been two white, two afro-descendants and 2
“mulatos”, with previous diagnosis of Benigh Prostatic Hyperplasia and
prostate cancer. There was realized adherent culture from prostate cells in
order to examine the survival curve of cells incubated with retinoic acid
from TO to T12 and morphological study of these cells. In the three-
dimensional cells culture of organoids was studied the morphology of
these cells. The organoids were incubated with retinoic acid for 48 hours,
fixed in paraformaldehyde, blocked in paraffin and divided into two
groups. One block was histological processed and stained with HE, for
further used to descriptive analysis of morphological organoids cells from
normal, Hyperplastic and adenocarcinoma tissue. In histological
evaluation it was noted that both the cytology as the cytoarchitecture
were maintained. For quantitative analysis of the cells into apoptosis, was
used imunofluorescence technique by TUNEL, been counted 20 acinis
with approximately 1600 cells, compared with organoids who did not
receive the drug test. The percentage of cells in apoptosis was 2.2% lower
than the organoids that was not treated with the drug test 2.8. We
concluded that the establishment of three-dimensional culture of the
organoids is a suitable model for prostate tissues, as well a applicable
model of culture for pharmacological studies.

WORDS -KEY: prostate, retinoic acid, cell culture, model, organoid.
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1 INTRODUCAO

De todas as doencas da prostata, o cancer é o a doenca mais
frequentemente diagnosticada em homens com idade acima de 50 anos e a
segunda em mortalidade em varias partes do mundo.

Por crescer de forma lenta e silenciosa sem apresentar transtornos
evidentes, alguns homens morrem com cancer de préstata e outros morrem de
cancer de préstata.

Por nado termos entendimento dos mecanismos moleculares
responsaveis pelo inicio e progressao do cancer de prdstata, alguns fatores de
riscos foram estabelecidos para melhor estabelecermos estratégias no estudo
e prevencao desta patologia.

Ha diferencas consideraveis entre as incidéncias relatadas de cancer
clinico de préstata nos diferentes grupos étnicos. As diferencas de incidéncia e
mortalidade entre afro-americanos e brancos tém sido atribuidas a fatores de
triagem, ambientais e biol6égicos. Em comparacao com controles brancos, os
homens negros apresentam a doenga com menos idade, em grau mais elevado
e estagio mais avangado e com maior atraso no diagnostico. Esse quadro tem
sido atribuido a importantes diferencas de acesso a triagem, assim como a
diferencas na percepcao da doenca e na consciéncia do seu tratamento, o que
representa barreiras significativas a deteccéo precoce entre afro-descendentes.

Estudos epidemiolégicos tém mostrado que asiaticos tém baixa
incidéncia de cancer de préstata quando comparado com europeus e estes
mais baixa que os africanos.

No Brasil o mais elevado indice de céancer de préstata tem sido
registrado nas regides sul e sudeste. A populacao desta regido esta fortemente
marcada pela presenca de imigrantes de origem européia, de pele clara, cuja
dieta alimentar é rica em carnes vermelha e com alto teor de gordura.

Na Bahia, estado da regidao nordeste, grande parte da populacao é de
afro-descendente, de pele escura com indices altos de cancer de préstata, cuja
dieta alimentar € marcadamente influenciada pela culinéria africana, que utiliza
bastante o 6leo de palma (azeite de dendé), sobretudo na regiao metropolitana

e recOncavo baiano, sendo este um dos alimentos mais ricos em beta caroteno.
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Em varios modelos de estudo de cancer de préstata, retindides tém se
mostrado como poderoso agente da diferenciacdo celular especialmente na
inibicdo do crescimento e potencial tumorogénico em células de cancer de
préstata humana.

O tratamento com carotendides, enfocado na nutricio humana
propriamente dita, baseia-se no seu metabolismo e fisiologia animal e humano
e em seu benéfico potencial em diversas patologias. Pelo fato de serem
facilmente extraidos, apresentaram grande interesse na quimica e biologia nos
ultimos séculos.

Neste estudo foi avaliado o efeito do acido retindico na indugédo de
apoptose em células de organdides de prdstata humana cultivadas in vitro, em
gel de agar, e analise de células em apoptose pelo método de TUNEL por

imunofluorescéncia.

1.1 - APROSTATA

A prostata € um 6rgao acessorio do aparelho reprodutor masculino,
composta por glandulas secretoras que se abrem na uretra, as quais correm ao
longo de seu corpo. Contribui com uma fragao importante do liquido seminal e
com a capacitagdo e sobrevivéncia dos espermatozéides, contribuindo com
ions, lipidios estruturais de membrana, substancias imunossupressoras e
antiinflamatdrias.

A préstata é um 6rgao sélido, pesando cerca de 20 gramas, sendo
constituida de elementos fibrosos, glandulares, musculares e linfaticos, o qual

envolve a uretra masculina, entre a bexiga e o diafragma vesical (Figura 1).

1.2 - EMBRIOLOGIA DA PROSTATA

A determinacdo e diferenga sexual dependem de uma cascata de
eventos que se inicia com o estabelecimento do sexo cromossémico durante a
fertilizacdo e culmina com a maturacao sexual na puberdade e subseqlente
fertiidade. Até a sexta semana de gestacdo, independente do sexo

cromossémico, 0os embrides apresentam gbnodas primordiais bipotenciais,
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genitalia externa indiferenciada e dois conjuntos de dutos genitais internos: os
dutos de Wolff e os dutos de Muller.

O desenvolvimento e crescimento normal e patolégico da préstata sao
dependentes de horménios androgénicos. A esteroidogenesis testicular é
controlada pelo eixo hipotalamo-hipofissario. A testosterona é secretada pelas
células de Leydig fetais, estimulada pela gonodotrofina coribnica humana e
agindo localmente induz a diferenciacao dos dutos de Wolff em epididimo, duto
deferente e vesiculas seminais entre a 92 e 13? semana de gestagao.
Durante o desenvolvimento embrionario, a producdo de andrégeno acontece
em torno da oitava semana de gestacdo. Embriologicamente, a préstata
origina-se do seio urogenital. A diferenciacdo do seio urogenital depende da
presenca de dihidrotestosterona.

O desenvolvimento destes brotos glandulares conduz, eventualmente,
para a formacao da estrutura altamente organizada do epitélio prostatico.
Multiplas evaginagées endodérmicas surgem da parte prostatica da uretra e
penetram no mesénquima que a circunda. O epitélio glandular da prostata
diferencia destas células endodérmicas e 0 mesénquima associado se
diferencia no denso estroma e no musculo liso (MOORE , 2000).

1. 3-ANATOMIA E FISIOLOGIA DA PROSTATA

A préstata € um 6rgao retroperitoneal que envolve a uretra, localizado
entre a bexiga urinaria e o diafragma pélvico, posterior ao 0sso pubico e
anterior ao reto.

A substancia da prostata é de cor cinza — avermelhada palida, de grande
densidade e nao se rompe facilmente. Consta de substancia glandular e tecido

muscular.
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Toda a glandula prostatica esta circundada por uma capsula
fibrocolagenosa da qual se estende septos para o interior da glandula
dividindo-a em lobos mal definidos.

A glandula prostatica se liga a sinfise pubica pelo ligamento
puboprostatico e é separada do reto, posteriormente, pelo septo retrovesical
(ou fascia de Denovillier) o qual se une, acima pelo peritbnio e abaixo, pelo
diafragma urogenital. E esta area da fascia prostatica que restringe a extenséo
posterior do carcinoma de prostata para o reto. Na extensao péstero-superior
da prostata localizam-se as vesiculas seminais e os vasos deferentes,
enquanto que na face anterior, encontram-se o complexo venoso dorsal.
Delineadas pelos musculos levantadores do anus estao as margens laterais da
glandula, formando o sulco lateral prostatico (McNEALI,1998; SALVAJOLLI et
al, 1999 ;GRAY ,1979).

— [0

prostata
penils

\‘1
vesiculas 3 5trri.|‘||:i - -—T""_'_'_

\  testiculo
retry

Figura 1 - Imagem da localizacao da prostata Em vermelho a
glandula prostatica. Fonte: INSTITUTO NACIONAL DO CANCER - INCA

Por muitos anos antes e depois dos estudos de Lowsley (1912), se
acreditou que a prostata humana, teria estrutura anatémica lobulada formada
por 6 I6bulos continuos e inseparaveis macro ou microscopicamente
(SAMPAIO, 1992)



21

McNeal em 1958 estabelece quatro areas morfolégicas da prostata e
define os critérios de extensdo dos tumores em cada uma delas, levando-se
em consideracdo dados do toque retal e diferencas histolégicas (bidpsias), a
saber:

a) Zona de transicao, a qual circunda a uretra prostatica, ocupando cerca de
5% do 6rgao, apesar de ser o local preferencial da Hiperplasia Prostatica

Benigna (HPB), é também o sitio de até 20% dos tumores prostaticos.

b) Zona central, que consiste no segmento uretral que circunda os ductos
ejaculatérios; constituindo 15 a 20% da glandula, com caracteristicas
histol6gicas bem peculiares. A incidéncia de tumores nessa regidao € de 5 a
10%.

c) Zona periférica, que constitui 70% do volume da préstata e € a porgéao
palpavel ao exame digito-retal. Esta area é sitio de 70% dos carcinomas
prostaticos.

d) Estroma fibromuscular anterior, o qual é constituido, primariamente por
musculo e forma a superficie anterior da glandula prostatica (Figura 2).

Pode-se concluir que as diferentes zonas morfolégicas e as areas de
maior incidéncia de tumores levam a avaliagdo de que a maioria dos tumores
benignos (HPB) se desenvolve na zona de transicao, proxima a uretra, levando
ao aparecimento de sintomas urinarios mais precocemente, enquanto que
tumores malignos sao mais incidentes na zona periférica, fato que explica
porque a maioria dos pacientes portadores de carcinoma prostatico é
assintomatica, nos estagios iniciais da doenca (McNEAL,1998; SALVAJOLLI et
al, 1999).

A unidade funcional da glandula prostatica é o acino glandular, formado
por constituintes epiteliais (incluindo as células secretoras, epiteliais basais,
macrofagos e linfocitos) e células mesenquimais. Na superficie das células
epiteliais secretoras estdo presentes os receptores androgénicos. Estas células

sao androgéno - dependente para crescer, sintetizar e secretar o Antigeno
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Prostatico Especifico (PSA) e a Fosfatase Acida Prostatica (FAP), imersos no
liqguido seminal (ISAACS, 1983; OUDEN, 1994).

Sua secrecao representa 20% do volume ejaculado, composto por acido
citrico, frutose, fosforilcolina, espermina, aminoacidos livres, fosfatase acida e
antigeno prostatico especifico.

A espermina contida na secrecdo prostatica atua na liquefagcdo do
esperma que é coagulado ap6s a ejaculagdo por substancias contidas na
secrecao das vesiculas seminais. Além disso, o liquido prostatico participa da
nutricdo e preservagao dos espermatozoides produzidos nos testiculos; assim
sendo a prostata é uma glandula que faz parte do aparelho reprodutor
masculino, situando-se no trato urinario inferior (BEGLIOMINI , 2005).

Os vasos sanguineos e feixes nervosos principais que suprem a préstata
se estendem ao longo da regiao postero-lateral da glandula pelo tecido adiposo
periprostatico ate penetrar o 6rgdo proximo a base da bexiga, na qual se
distribuem por todo o parénquima. A divisdo de McNeal mostra a prostata
dividida em 4 regides ou zonas: anterior, periférica, central e de transicao . A
zona periférica representa cerca de70% do volume da prostata normal e nesta
regiao se desenvolve cerca de 80% das neoplasias malignas da prostata. A
zona de transicao representa de 4 a 5% a 10% do volume da préstata normal e
envolve a uretra (SAMPAIO, 1992). A hiperplasia prostatica benigna (HPB)
aparece justamente nesta regido, em 70% das biopsias e, aproximadamente, e
10 a 20% das neoplasias malignas da prostata podem ter origem nesta mesma
regiao (RO et al.,, 1997; SALDANHA et al.,, 2000). Quando este processo
ocorre, a zona de transicdo pode ocupar quase todo o volume da préstata. A
zona central ocupa de 20 a 25% o volume da préstata normal, sendo o lugar de
origem, de cerca de 5% das neoplasias malignas da prostata (RO et al.1997).

A musculatura lisa e o tecido conjuntivo somam 40% da préstata. A
contragdo dessas células musculares é estimulada por fibras nervosas
simpaticas através da noradrenalina, que estimula receptores alfa -1-
adrenérgicos localizados na membrana da célula lisa promovendo aumento do

influxo de calcio e ocasionando a contragdo muscular.
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ZONAS DA PROSTATA

segundo McNeal
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Figura 2 - Divisao da prdostata em zonas, segundo McNeal, 1958

1.4- HISTOLOGIA DA PROSTATA

A prostata e um 6rgao glandular constituido por glandulas tuabulo-
alveolares imersas em estroma fibromuscular liso (CADEDDU et al., 1995).

Na zona central as glandulas sao maiores, com contornos irregulares e
projecoes intraluminares salientes, com estroma denso, enquanto na zona
periférica sdo vistos acinos pequenos, redondos, e simples em meio a estroma
frouxo, os ductos prostaticos podem ser revestidos por urotélio. Os ductos
ejaculatérios estao localizados na zona central, préximo a uretra, e apresentam
camada dupla ou pseudo-estratificada de epitélio que freqlientemente exibe
ndcleos aumentados e hipercromaticos, com pigmento de lipofucsina. Os
acinos e os ductos prostaticos no adulto normal sdo revestidos por dupla
camada; uma camada basal de epitélio cubico achatado que, por sua vez, é
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recoberta por outra camada de células cilindricas secretantes. Todas as
glandulas apresentam uma membrana basal nitida (Figura 3).

CELULAS _7

4 COLUNARES

Figura 3 - Histologia Normal da Préstata O compartimento basal do
epitélio glandular esta constituido por 1 ou 2 camadas de células basais
localizadas entre a membrana basal e a camada de células secretoras. O
componente secretor esta formado por uma camada de células colunares que
se projetam para o lumem. Fonte : ANATPAT UNICAMP (Disponivel em
http://anatpat.inicamp.br/lamuro20.html).

1.4.1 O TECIDO EPITELIAL:

O epitélio € um dos quatro tipos de tecidos basicos; os outros sdo o
tecido conjuntivo, o0 muscular e 0 nervoso. Um tecido € um agregado de células
que usualmente compartilham estrutura e funcdo semelhantes. Portanto, o
epitélio funciona em atividades importantes e variadas, como a protecéo, a
recepcao sensorial, a secrecdo, a absorcdo e o transporte das moléculas
bioativas.

Caracteristicas comuns dos epitélios:
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1. As células epiteliais se agrupam densamente.
2. Outra caracteristica comum dos epitélios é que uma matriz extracelular é
secretada na base da célula; a matriz extracelular € chamada de lamina basal.

3. Nenhum dos epitélios contém vasos sanguineos (KESSEL, 2001).

1. 4.2 - GLANDULAS

As glandulas epiteliais representam uma outra forma de epitélio. As
glandulas podem-se desenvolver no embrido pela proliferagdo localizada de
células epiteliais, e as células resultantes afundam para dentro do tecido
conjuntivo subjacente. As células localizadas mais profundamente no
crescimento para baixo se tornam células secretoras (glandulares) enquanto as
células mais superficiais se diferenciam nas células dos ductos que conduzem
as secrecoes para a superficie do epitélio. As glandulas com sistema de ductos
sdo chamadas exocrinas No entanto, em alguns casos, as células dos ductos
degeneram, deixando apenas aglomerados de células secretoras. Essas
glandulas sdo chamadas enddcrinas; o produto celular é liberado dentro de um
extenso sistema de capilares que circundam essas células. (KESSEL, 2001).

As glandulas também séo identificadas ou classificadas com base na
morfologia de suas unidades secretoras. As células que compdem as unidades
secretoras individuais podem ter forma tubular. Ao contrario, as células
secretoras podem assumir a forma de unidades em cacho de uva ou saculares;
estas unidades secretoras sdo chamadas de acinos ou alvéolos.

Algumas glandulas contém unidades secretoras que sdo em parte
tubulares e em parte acinares ou alveolares quanto a forma. Estas glandulas
sao chamadas de tubuloalveolares ou tubuloacinares. (KESSEL, 2001).

1. 4.3 - MEMBRANA BASAL

A membrana basal ancora as células epiteliais aos tecidos subjacentes.
A adesao das células epiteliais aos tecidos de sustentacdo subjacentes pelos
hemidesmossomos e pelos contatos focais é mediada por uma camada
especializada de materiais da matriz extracelular, a membrana basal. A

membrana basal contém uma forma especial de proteina matricial chamada
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colageno tipo IV, que é sintetizada pelas células epiteliais. (STEVENS &
LOWE, 1997).

1. 4.4 - MATRIZ EXTRACELULAR

Todos os organismos sdo compostos de células e uma rede complexa
de macromoléculas extracelulares, denominada matriz extracelular. Esta matriz
extracelular ocupa em torno de um terco ou mais do peso total do corpo. E
composta por um grande numero de diferentes macromoléculas secretadas
localmente e montados em uma rede organizada, associada a superficie
celular que os produz, ocupando os espacos que as circundam (ALBERTS et
al., 1997).

Trés grupos de macromoléculas associam-se fisicamente para formar a
matriz extracelular: proteinas estruturais fibrosas, como os colagenos e as
elastinas, um grupo distinto de glicoproteinas adesivas, incluindo fibronectina e
laminina e um gel formado de cadeias de polissacarideos da classe
glicosaminoglicanas (GAGs), que sao em geral encontradas ligadas
covalentemente a proteinas na forma de proteoglicanas (ALBERTS et al.,1997;
COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

1. 4.5 - PROTEINAS ESTRUTURAIS FIBROSAS

As fibras de colageno reforcam e ajudam a organizar a matriz. O
coldgeno é uma familia de proteinas fibrosas altamente caracteristicas,
encontradas em todos os animais multicelulares. Como componente principal
da pele e dos 0ssos, eles sao as proteinas mais abundantes nos mamiferos,
constituindo 30% da sua massa protéica total. A caracteristica principal de uma
molécula de colageno tipica é sua estrutura longa, rigida, de fita helicoidal, na
qual trés cadeias polipeptidicas de colageno, chamadas cadeias a_V ao
enroladas umas nas outras, formando um tipo de corda supertorcida.
Glicoproteinas Adesivas e Integrinas

As glicoproteinas adesivas e as integrinas sao proteinas estruturalmente
diversas, cuja principal propriedade é a sua capacidade de se ligar a outros

componentes da matriz extracelular, ligando-os uns aos outros e estes as
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células (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000). A tenascina € uma proteina da
matriz extracelular produzida por fibroblastos e também por células epiteliais e
€ expresso durante transicbes da embriogénese, inflamacdo e tumores
malignos (IOACHIM et al., 2002).

A fibronectina é uma proteina adesiva multifuncional, cujo principal papel
consiste em fixar as células a uma variedade de matrizes. Trata-se de uma
glicoproteina (cerca de 450kDa), que consiste em duas cadeias ligadas por
pontes dissulfeto. A fibronectina, que esta associada as superficies celulares,
as membranas e as matrizes pericelulares, & produzida por fibroblastos,
monacitos, células endoteliais e outras células ( HYNES, 1992).

Tenascina e fibronectina sdo glicoproteinas da membrana basal que
possuem fungdes competitivas (IOACHIM et al., 2002).

A laminina é a glicoproteina mais abundante nas membranas basais
(SPRINGER, 1990; TIMPL et al., 1987). Essa familia de proteinas de matriz
consiste em grandes estruturas (cerca de 820 kDa ) heterotriméricas, em forma
de cruz, que atravessam a lamina basal e ligam-se, por um lado, a receptores
especificos na superficie das células e, por outro a componentes da matriz
como colageno tipo IV, e o heparan-sulfato. A molécula de laminina inclui
varios dominios que abrigam diferentes oligopeptideos, motivo responsavel por
diversos efeitos como adesdo, proliferacdo e migracao celular (LOCHTER,;
BISSELI, 1995).

1. 4.6 - CELULAS DO TECIDO CONJUNTIVO

As células do tecido conjuntivo sdo as seguintes: fibroblastos,
macréfagos, mastécitos, plasmaocitos, células adiposas e leucocitos (gldébulos
brancos). Algumas células do tecido conjuntivo se originam localmente,
enquanto outras, como os leucocitos, vém de outros locais e sdo habitantes
temporarios desse tecido. As células do conjuntivo tém a capacidade de se
multiplicar para regenerar o tecido destruido, pois esse tipo de tecido € dotado
de grande capacidade de regeneracao, e cicatrizacdo (STITES; TERR;2000).
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1. 4.7 - FIBROBLASTO

Os fibroblastos sintetizam as fibras colagenas e elasticas, as
glicoproteinas e as proteoglicanas da matriz extracelular A célula mais ativa é
geralmente denominada de fibroblasto, enquanto a quiescente é conhecida
como fibrécito (MINOR, 1988).

O fibroblasto tem prolongamentos citoplasmaticos irregulares, seu
nucleo é claro, grande, de forma ovoide, com cromatina fina e nucléolo
evidente. O citoplasma é rico em reticulo endoplasmatico rugoso e o aparelho
de Golgi é desenvolvido. O fibrécito € uma célula menor, fusiforme, e com
menor numero de prolongamentos do que o fibroblasto. Tem nucleo menor,
alongado e mais escuro, apresentando citoplasma acidéfilo. Diante de um
estimulo como a cicatrizacdo, o fibrocito pode voltar a sintetizar fibras,
reassumindo a estrutura de fibroblasto (HEATHCOTE; GRANT, 1981).

Ha uma célula que tem caracteristicas intermediarias entre o fibroblasto
e a célula muscular lisa, € o miofibroblasto. Este participa do fechamento dos
ferimentos, pela contracao da cicatriz formada. Essa célula tem a morfologia de
um fibroblasto, mas contém maior quantidade de actina (microfilamentos) e de
miosina. No tecido conjuntivo de adulto os fibroblastos ndo se dividem com
freqiéncia, entrando em mitose apenas quando ocorre uma solicitagdo, como

por exemplo, nas lesdes do tecido conjuntivo (STITES; TERR, 1992;).

1.5 - A ORGANIZACAO DOS TECIDOS DA PROSTATA

A histologia da préstata humana se organiza em dois tecidos distintos: o
tecido glandular imerso em outro fibromuscular ou estroma. (CADEDDU et al.,
1995).

1.5.1 - ESTROMA

No estroma encontramos principalmente dois tipos celulares, os

miofibroblastos (positivos para vimentina e actina) e as células musculares lisas

(positivas para miosina e desmina) com atividades contrateis habituais.
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O estroma contribui com 45 a 54% do peso da prostata, conforme a
regiao anatbmica da glandula.

A matriz protéica é a parte especializada do estroma prostatico, funciona
como um esqueleto que posiciona e organiza as células locais mantendo sua

polaridade e permitindo a interacao entre as mesmas. (SROUGI,1995).
1.5.2 - TECIDO GLANDULAR

O tecido glandular da prostata € formado por uma camada de células

basais, células secretoras ou luminal e células neuroenddécrinas.
1.5.2.1 - CELULAS BASAIS

As células basais formam uma ou duas camadas de células localizadas
entre a membrana basal e a camada de células secretoras. Desde 1994 que
uma lista de genes que se expressam na camada de células basais de tecido
normal de prostata tem sido publicada. Mais recentemente cientistas
trabalhando com células purficadas por digestdo enzimatica de tecidos
identificaram genes expressos nestas células (WANG, 2001).

Os trabalhos com cultura primaria de células epiteliais derivadas de
tecido normal da prostata sao consistentes com o fenétipo de células basais:
habilidade proliferativa, expressdo de citoqueratinas 1, 5 ,10,11 e 14 e
expressao de genes associadoscomo ck1,ck5,ck10,ck11 e ck14.

De acordo com TRAN et al (2002), a célula basal expressa o gene P63 e
0 gene anti-apoptético bcl-2 e raramente expressam AR ou PSA (Figura 4).

1.5.2.2 - CELULAS SECRETORAS OU LUMINAL

O componente secretor é formado por uma camada de células colunares
que se projeta para o lume glandular e sua morfologia depende da zona
prostatica. Estas células expressam citoqueratinas 8, 18 e 19.

As células luminais ou secretoras da prostata expressam andrdégeno receptor
(AR) e antigeno especifico da préstata (PSA). E andrégeno dependente (Figura
4).
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CELULAS COLUNARES

Figura 4 - As células da prostata normal O compartimento basal do epitélio
glandular esta constituido por 1 ou 2 camadas de células basais localizadas
entre a membrana basal e a camada de células secretoras. O componente
secretor esta formado por uma camada de células colunares que se projetam
para 0 lumem. Fonte: ANATPAT UNICAMP (Disponivel em
http://anatpat.unicamp.br/lamuro20.html).

1. 5.2.3 - Antigeno Prostatico Especifico - PSA

O antigeno Prostatico Especifico (PSA) foi descoberto por Hara e
colaboradores em 1917, os quais denominaram esta proteina plasmatica
seminal inicialmente de gama-semiproteina. Foi isolado e, purificado a partir de
tecido prostatico por WANG et al. (1979) e incorporado como prova diagnostica
a partir de 1984. O PSA é uma glicoproteina de cadeia simples, com 237
aminoacidos e peso molecular em torno de 30 kDa.
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Este antigeno é secretado no sistema de ductos prostaticos e sua
funcéo é a liguefagédo do fluido seminal no momento da ejaculacéo.

A molécula do PSA transporta um N — oligossacarideo simples que
compreende cerca de 8% de massa molecular e é uma serinaprotease da
familia da calicreina. A calicreina humana 2 (human kallicrein 2 — hK2) é uma
proteina que apresenta homologia de cerca de 80% ao PSA. Sua expressao
aumenta exponencialmente desde o epitélio prostatico benigno até o cancer de
prostata e as metastases linfonodais. E encontrada em tecidos prostaticos
normais, hiperplasicos e cancerosos, e em baixas concentragdes nas glandulas
periuretrais, no endométrio e glandulas mamarias, fato que levou muitos
autores inicialmente a questionar sua especificidade (ARMBRUSTER, 1933,
WANG et al.,1981;FRANCO,2000; BOCCON-GIBOD, 2001).

Estudos realizados por Catalona et al., em 1977 foram de grande
importancia para elucidar a questédo cinética do PSA. Eles descreveram que o
PSA se encontra na circulacdo sanguinea sob trés formas: a primeira ou PSA
livre e a segunda forma complexa ou PSA conjugada a alfa-1 antiquimiotripsina
(ACT) e a terceira PSA conjugado a alfa-2-macroglobulina. A proporcao do
PSA conjugado a alfa- 1-antiquimiotripsina é maior nos pacientes com cancer
do que nos pacientes com hiperplasia prostatica benigna.(CATALONA et
al,.1997).

O teste do PSA no sangue tem contribuido grandemente para a
deteccdo precoce do cancer de prostata, sendo incluido como componente de
rotina nos algoritmos de diagoénstico, juntamente com o toque retal (TR) e a
Ultra-Sonografia Transretal (USTR) (GLEAVE et al, 2000; CRITZ, 2000 ).
1.5.2.4 - VALORES DO PSA

Nos homens que nao sofrem de nenhuma doenca prostatica a
concentracdo sérica deste antigeno é extremamente baixa. Recentemente foi
demonstrado que o nivel sérico nesse tipo de paciente é de 0,07 +/- 0,4 ng/ml.

Os niveis de PSA constatados por faixa etaria tem sido os seguintes:

40 - 49 anos 2,5

50 -59 anos 2,52 3,5

60 - 69 anos 3,52 4,5

70 - 79 anos 4,5 a 6,5ng/ml.

O ponto de corte do PSA mais utilizado é o de 4,0ng/ml
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O metabolismo do PSA permanece em grande parte desconhecido,
embora estudos recentes sugiram que o mesmo se processa no figado (AGHA
et al., 1996).

1.5.2.5 - AS CELULAS NEUROENDOCRINAS

O outro tipo celular encontrado nas glandulas prostaticas, em
proporcées variaveis, especialmente nas condicées patoldgicas,é a célula
neuroenddcrina, que é responsavel pela producao de grandes quantidades de
serotonina e, em menor quantidade de hormoénio tireotréfico, calcitonina e

somatostatina.

Em todas as zonas da préstata, o epitélio glandular contém uma
pequena populacdo de células neuroendocrinas que se localizam sobre a
camada de célula basal, disposta de modo aleatério entre as células
secretoras. Normalmente ndo chegam ao lumem glandular.

As células neuroenddcrinas constituem uma pequena parcela do epitélio
normal da préstata (BANKHOFF,1998). A biologia das células neuroendécrinas
na préstata ndo é clara mais se tem teorizado que a citoqueratina secretada
por estas células influenciam o crescimento ou diferenciacdo das células
epiteliais (ABRAHANSSON ,1999).

As células neuroenddécrinas estdo dispersas no compartimento basal e
sdo especializadas na producdo de cromagramim e outros neuropeptideos
como NSE (neuron specific enolase) (PEEHL, 2001) (Figura 5).
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Figura 5 - Célula neuroenddcrina Célula neuroenddcrina dispersa
entre as células da camada basal, que se projeta para o lumem da porcao
glandular. Imunofluorescéncia ( Hudson ,2000).

Células intermediarias ou de amplificacao.

Um pequeno numero de células é referido como “transit amplifying cells”
ou” intermediate cells “ ou células de amplificacdo. Estas células proliferativas
podem originar tanto células basais e secretoras e ou celas neuroendocrinas.
Tem sido proposto que estas células sao “ stem cells “ ou células progenitoras.
Stem cells

Tanto cancer de préstata quanto hiperplasia prostatica benigna surge
como resultado de mudancgas no equilibrio entre proliferacdo e diferenciacao
(BONKHOFF et al. 1994; ISAACS et al., 1980).

Descobrir 0o que controla o processo de diferenciacdo € vital para a
compreensao do desenvolvimento das doencgas da préstata.

“Stem cells” na préstata ndo tem uma identificacdo definitiva em tecido
ou em cultura. Um estudo recente mostrou evidéncia que “stem cells” em
préstata de rato estado localizadas proximal (TSUJIMURA et al., 2002), mas na
prostata humana é desconhecido. (PEEHL, 2005).
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1.6 - CULTURA TRIDIMENSIONAL

Houve avancos significativos em estudos recentes dentro da nossa
habilidade para cultivar células de préstata e estudar o stem cell da biologia da
préstata humana. Para isto foi mostrado que aproximadamente 2-3% de
células epiteliais basais tém caracteristicas de célula tronco (HUDSON ,2004).
Dadas as condicdes apropriadas, a maior parte das células vegetais e animais
podem viver, multiplicar-se e até mesmo expressar propriedades diferenciadas
em uma placa de cultura de tecidos.

A cultura de tecidos comecou em 1907 com um experimento designada
para resolver uma controvérsia em neurobiologia. Os experimentos originais
envolveram a cultura de pequenos fragmentos de tecidos denominados
explants.

Culturas preparadas diretamente de tecidos de um organismo, com ou
sem um passo inicial de fracionamento das células, sdo chamadas de cultura
primaria.

Nos ultimos anos, houve um crescente interesse em pesquisas das
causas das doencas da prostata. Varios modelos foram testados e
recentemente nos levaram ao desenvolvimento de sistema de cultura de
células. Muito embora o uso de animais tenha conduzido a alguns modelos
Uteis, eles ndo sao ideais para o estudo das doencas humanas. A prostata
humana difere consideravelmente da préstata de outros animais, desde o
desenvolvimento embrionario, anatomia no adulto e etiologia das doencas.
Entre os animais, o rato tem sido o animal mais extensamente utilizado como
modelo para estudar o desenvolvimento normal da préstata, fisiologia, iniciacao
hormonal e promocao do cancer.

As principais caracteristicas deste modelo de estudo sdo: a capacidade
para a biotransformacao isto € a definicdo das propriedades biologicas das
células epiteliais da prostata, as funcdes tecido especifico e as mudancas das
células da préstata no desenvolvimento do cancer e outras doencas
proliferativas.

A cultura de células consiste na desagregacdo do tecido que se
pretende estudar por meio de substancias quimicas, e atividades mecanicas,
mantendo nas células que o constituem, as propriedades bioldgicas por um
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periodo de tempo, que sdo mantidas por meio de nutrientes essenciais, para
gue possam crescer e proliferar.

Cultura de células tridimensionais (3D) foram extensamente usadas em
pesquisas biomédicas desde as primeiros décadas deste século.A principal
vantagem da cultura de células em 3D é a geometria bem definida delas, que
torna possivel relacionar a estrutura diretamente a funcdo e que habilita
analises por exemplo de campos de difusao.

Um dos principais problemas na investigacdo das desordens prostaticas
€ a falta de modelos estabelecidos e que possam ser manipulados facilmente.

As culturas em monocamadas representam um modelo valioso para
estudar os processos moleculares dos tecidos organizados. Entretanto, tais
culturas de monocamadas tém na confluéncia, uma circunstancia nao
observada “in vivo”. Assim, o crescimento e a atividade das células em
monocamadas diferem consideravelmente da situagdo “in vivo” (WEBER et
al,1986).0s sistemas tridimensionais de cultura foram desenvolvidos para
imitar as interagdes entre células. A matriz extra celular em tais sistemas pode
ser mais similar a situagdo em vivo do que na cultura de monocamada
Um modelo ideal seria aquele que pudesse exibir a funcao secretora normal da
glandula e responder as mudangas no status hormonal. Um modelo deve
também permitir a interagdo entre elementos epiteliais e estromal por causa de
sua grande importancia na definicdo e regulamentagdao da arquitetura e da
funcéo do tecido (HAFFEN et al., 1987).

O problema principal com os modelos “in vivo”, baseados em animais de
laboratérios , € que suas estruturas e funcao prostatica nao sao réplicas exatas
da situacdo humana. Isto é especialmente verdadeiro com respeito aos testes
padrées da doenca encontrados em outras prostatas de mamiferos. Assim, os
resultados obtidos com sistemas de modelos animais, nao séao
necessariamente aplicaveis as doencgas prostaticas humanas tais como
hiperplasia prostatica benigna (BPH) e o carcinoma da préstata (COFFEY e
ISAACS, 1980). Utilizando-se a desagregacéao de tecidos humanos no sistema
de cultura tri-dimensional, ap6s alguns dias de cultivo sua morfologia
assemelha-se aquelas células observadas em secgdes de tecido.

Denominamos de cultura histotipica ou de organdides, a cultura em que
o tecido é dissociado por digestdao enzimatica e acdo mecénica, em que as
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células sao ressociadas de modo que venha a formar uma estrutura tri-
dimensional cuja capacidade biolégica tenha comportamento semelhante ao
tecido original. A cultura de organdides tem uma vasta gama de aplicagdes,
que vai desde estudos imunol6gicos, migracao celular, adesao celular além de
aplicacbes que se mostram com maior interesse no desenvolvimento deste
trabalho, tais como: proliferacao celular, resposta celular in vivo, e estudo de
sensibilidade a drogas.

A cultura de células histotipicas ou organodides é uma atividade que
apresenta alto grau de dificuldade, e requer muitos cuidados, que vao desde a
aquisicao de material, transporte e manipulagdo em meio estéril para que as
células possam se manter vidvel. Para a manutencao da viabilidade de cultura
de organoides sdo necessarios inicialmente meio de cultura apropriado e
suplementado com soro fetal bovino, nutrientes, tais como aminoacidos
essenciais, fatores de crescimento, antibidticos, atmosfera adequada com
niveis de umidade e indice de CO: além de uma superficie de adesao
(HUDSON, 2004).

As vantagens principais de culturas primarias so:

1-Capacidade para bio-transformacao.

2-Funcao tecido-especifica

Limitacdes:

A necessidade para isolar células para cada nova experiéncia.

Procedimentos para isolar células requerem o rompimento do tecido,
frequentemente com enzimas proteoliticas. Isto pode resultar em danos para a

integridade da membrana e perda de produtos celulares.

1.7 - AS DOENCAS DA PROSTATA.
As doencas prostaticas acompanham proporcionalmente a

senescéncia,

ou seja, quanto mais idoso for o individuo, maior serd a sua chance de ter

afeccao dessa glandula.



37

As principais doencas da préstata sao as seguintes relacionadas: infarto
prostatico, prostatites, hiperplasia prostatica benigna, neoplasia intraepitelial
prostatica -PIN e adenocarcinoma da prostata.

1.7.1 - O INFARTO PROSTATICO E OUTRAS DOENCAS

O Infarto prostatico € um fenémeno comum associado a retencao
urinaria aguda.

A prostatite divide-se em trés categorias: prostatite bacteriana aguda e
cronica, e prostatite abacteriana cronica. A diferengca entre essas entidades
baseia-se em culturas bacterianas quantitativas e exames microscépicos de
amostras urinarias fracionadas e secre¢des prostaticas expressas.

A prostatite bacteriana aguda consiste em uma inflamacao supurativa
focal ou difusa na substancia prostatica. A maioria dos casos € causada por
diversas cepas de E.Coli , outros bastonetes Gran-negativos, enterococos e
estafilococos. Clinicamente, a prostatite bacteriana esta associada a febre,
calafrios e disuria. Ao exame retal, a prostata é extremamente dolorosa.

A prostatite bacteriana crénica é dificil de diagnosticar e tratar. Pode
apresentar-se como lombalgia, disuria e desconforto perineal e suprapubico.

A prostatite abacteriana cronica é a forma mais comum de prostatite
observada atualmente. Clinicamente é indistinguivel da prostatite bacteriana
cronica. Entretanto ndo ha histéria de infecgcdo do trato urinario recorrente
(STANLEY 2000).

1.7.2 - NEOPLASIA INTRA EPITELIAL DA PROSTATA - PIN

E considerada lesdo pré-cancerosa. Como lesdo precursora do
adenocarcinoma da préstata, foi descrita por Bostwick e Brawer em 1987. O
diagnéstico é baseado no desarranjo e proliferacdo das células epiteliais
secretoras que mostram atipias caracterizadas por nucleomegalia e nucléolos
evidentes (Figura 6). Nao ha desarranjo arquitetural acinar e as células basais
estdo presentes (Figura 7). Em reunido de consenso realizada em 1989,
estabeleceu-se que as lesdes anteriormente classificadas como PIN graus 2 e
3 seriam chamadas PIN de alto grau, recomendando-se nao relatar PIN grau 1
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ou baixo grau por nado representar um valor prognostico significativo
(SCALETSCKY,2003).

Dysplasia Carcinoma
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Figura 6 - Modelo para Neoplasia Intra Epitelial Prostatica proposto por
Bostwick and Brown.1995

Figura 7 -- Neoplasia intraepitelial prostatica (PIN),
Notar nucleomegalia, nucléolos evidentes e presencade células
basais. Fonte:
www.Portaldeginecologia.com.br/pdf/marcadoresprostata.pdf

1.7.3 - AHIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA

A Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) é a doenga mais prevalente da
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préstata com aproximadamente 50% dos homens apresentando evidéncias
histologicas de HPB aos 50 anos e 90% aos 80 anos de idade. (LEE et.al
1995).

A HPB é considerada uma doenca progressiva definida como o
crescimento continuo da prostata levando a intensificagdo de sintomas e ao
aumento de risco de complicacbes ao longo do tempo, como a retengao
urinaria aguda e cirurgia devido a HPB. (SALDANHA, 2000).

A HPB é de arranjo nodular com participagdo dos componentes epitelial,
fibromuscular e estromal, sem envolvimento de fibras elasticas.

A HPB se instala pelo crescimento tissular desses elementos
histoldégicos que causam profundas modificagdes na estrutura organizacional
da préstata (PRICE et al., 1990). Essas modificacées resultam no surgimento
de ndédulos hiperplasicos que em 70% dos casos, ocorre na zona de transicao
(lobo mediano) e acabam atingindo as demais regides periuretrais (McNEAL et
al,1997). A proliferacdo localizada do estroma fibromuscular e aceita como o
primeiro passo no desenvolvimento da HPB (PRADHAN & CHANDRA, 1975),
isso inclui alteracdes importantes nos fibroblastos dos capilares (BIERHOFF et
al., 1997), do estroma fibromuscular (CHAGAS et al. 2002), e da composi¢ao
dos glicosaminoglicanos (CARDOSO et al., 2000).

Em adultos jovens a zona periférica representa 70% da glandula, a zona
central 25%, a zona de transicdo 4 a 5% e o estroma 1%, que nao contém
tecido glandular.

A HPB histolégica inicia-se antes dos 30 anos. Apresenta velocidade de
crescimento aumentada nas décadas subseqiiente e menor apds os 70 anos.
Em homens de 31 a 50 anos, 0 seu peso podera ser dobrado a cada 4,5 anos
e de 51 a 70 anos, a cada dez anos (Figura 8).

A HPB em sua evolugdo pode apresentar-se didaticamente em trés
estados a saber: histolégico, clinico assintomatico, clinico sintomatico

demamdando tratamento medicamentoso ou cirdrgico.
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Figura 8 - HPB, os nédulos se formam na regidao periuretral da
préstata.Os nodulos grandes podem comprimir a uretra prostatica levando a
obstrucao urinaria.

Fonte:htpp//cc05-
11med.up.pt/biopatologia/praticas/Patologia.Préstata.Bexiga.pdf

A HPB se faz mais intensamente no estroma, podendo atingir uma

propor¢do estroma /glandula de 5/1. Disso conclui-se que o crescimento
prostatico nem sempre se acompanha de manifestacées clinicas. Estas
ocorrem em cerca de um terco dos pacientes com HPB histologica
(SAGNIER,1994).
Até a sexta e sétima década, existe um aumento da zona de transicao e
proliferacao quantitativa de nodulos de hiperplasia que sao pequenos. Apoés
esse periodo ha crescimento volumétrico a custa desses nodulos que
habitualmente é denominada de HPB (SALDANHA,2000).
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Figura 9 - Hiperplasia Nodular da Préstata. Nodulo prostatico
constituido por glandulas e estroma prostatico, com glandulas cisticamente
dilatadas (Coloragao por HE, 200 X).

Além da hiperplasia prostatica benigna, existem outras lesdes
proliferativas da préstata tais como hiperplasia nodular da préstata,(Figura 9),
atrofia da préstata, hiperplasia de células basais, hiperplasia cribiforme de
células claras, hiperplasia adenomatosa atipica, proliferacdo atipica de
pequenos acinos, hiperplasia de células claras, adenose esclerosante,
hiperplasia estromal atipica (SALDANHA , 2000).

1.7.4 — PATOGENIA

O crescimento e desenvolvimento da préstata ocorrem sob a influéncia
de testosterona e diihidrotestosterona (DTH). A enzima 5a redutase é a
responsavel pela conversao intracelular da testosterona em DTH. Duas formas
dessa enzima ja foram identificadas.A 5a redutase tipo 1encontrada na maioria
dos tecidos e 5a redutase tipo 2, codificada pelo gene SRD5A2,com
Ipocalizacdo no cromossomo 2P23, predomina nos tecidos genitais, como a
prostata (LABRIE,1992). Acredita-se que a DTH possa estimular receptores
androgénicos celulares, resultando na liberagédo de fatores de crescimento que

por sua vez, promoveriam a hiperplasia estromal e epitelial. No crescimento
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prostatico também ocorre a apoptose celular, mecanismo necessario para a
manutenc¢ao do equilibrio glandular normal.

Outros estudos revelaram que alteragdes também ocorrem na composi¢cao do
estroma. Existem evidéncias, por exemplo, de que a densidade de células de
musculo liso esta alterada no estroma hiperplasico, e que esse parametro pode
ser usado para o0 acompanhamento da resposta farmacolégica a medicamentos
As células de musculo liso podem também estar substituidas por fibroblastos, o
que provavelmente ocorre como reacao a zonas de isquemia.

O estroma da prostata inclui diversos componentes da matriz
extracelular, como colagenos, fibras elasticas, e proteoglicanos. A identificacao
desses ultimos no tecido prostatico foi feita por meio de imunohistoquimica em
microscopia optica ou pela deteccao de seqiiéncias génicas e estudos recentes
tém mostrado que o0s proteoglicanos e suas cadeias laterais de
glicosaminoglicanos (GAG) desempenham um papel importante na patologia
da préstata, principalmente no cancer. (CARDOSO et al ;2000).

1.7.5 - PATOLOGIA

Durante o desenvolvimento da HPB pode ocorrer proliferacéo
predominantemente glandular ou estromal, que dao a glandula
respectivamente, menor ou maior consisténcia.

A partir da quarta década, formam-se nddulos estromais na zona de transigéo
(ZT) que aumentam de volume com o avancgar da idade, ocasionando a HPB.
1.7.5.1 - FATORES DE RISCO

1.7.5.1 — IDADE

A etiologia da HPB é pouco conhecida e ndo costuma manifestar-se
clinicamente antes dos 45 anos

A idade avancada e os “testiculos funcionantes” do ponto de vista
hormonal sdo os fatores mais importantes para o desenvolvimento da HPB.
1.7.5.2 - HEREDITARIEDADE

Ha também influéncia hereditaria, pois filhos de pacientes com HPB
terdo maiores chances de desenvolverem a doenga (INSTITUTO NACIONAL
DO CANCER — INCA).
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1.7.5.3 - COMPLICACOES

Entre as complicagbes maiores da HPB tém-se: Infecgdes urinérias de
repeticao, litiase vesical, hematuria macroscépica, retencao urinaria aguda,
comprometimento do trato urinario inferior, predispondo a insuficiéncia renal
pods-renal.Tais achados sao indicacdes para o tratamento cirargico (SROUGIH,
1995).

1.8 - CANCER DE PROSTATA

O cancer de prostata normalmente se inicia como uma lesdo pequena e

bem diferenciada. Alguns carcinomas se mantém assim, enquanto outros
aumentam de tamanho e produzem lesées moderadamente diferenciadas.
As caracteristicas do carcinoma invasivo sao: desagregacao progressiva da
camada de células basais, nucleos e nucléolos anormais, aumento da
proliferacao com variacao no conteudo do DNA e perda aléica. A anormalidade
fundamental resultante no desenvolvimento do cancer é a continua proliferacao
desregrada das células cancerosas (Figura 10). Em vez de responderem
apropriadamente aos sinais que controlam o comportamento celular normal, as
células cancerosas crescem, dividem-se de maneira descontrolada, invadindo
os tecidos normais e 6rgaos e, por fim, espalham-se através do corpo.
(COOPER , 2001).
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Prostata com Adenocarcinoma

Ac = Adenocarcinoema.
Reproduzido de Weiss MaA Mills SE. Atlas of Genitourinary Tract
Disorders Gower,1 988.

Figura 10 - Prostata com Adenocarcinoma.

1. 8.1 - SINTOMAS

O Cancer de Prostata, na maioria das vezes, ndo tem sintomas em seu
estagio inicial, no entanto, em estagios mais avangados podera apresentar os
seguintes sintomas:

- obstrugdo urinaria: obstrucao da uretra prostatica por compressao tumoral,
dificultando (fluxo urinario lento) ou impedindo a micgao:

- dor urinaria

- dor na ejaculacao;

- aumento do volume prostatico;

- anemia, indisposi¢édo, perda de peso, inapeténcia: causadas por substancias
quimicas produzidas pelas células malignas. A anemia se deve principalmente

a invasao da medula 6ssea, que é o sitio responsavel pela elaboracdo das

células sangiineas;
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- dores ésseas: de forte intensidade e dificil controle com analgésicos comuns.
Estas dores se localizam normalmente na coluna vertebral (parte de baixo das
costas), area pélvica ou superior as coxas;

- fraturas patoldgicas: (fraturas 6sseas desencadeadas por traumas pouco
intensos em virtude da fragilidade e desmineralizacdo provocadas pelas
metastases) sdo comuns. Também podera haver fratura espontanea do fémur;
- perda de forca muscular e paraplegia: em fase muito avancadas da doenca,
as metastases 6sseas da coluna podem causar compressao da medula espinal
e culminar com a perda de forca muscular e, finalmente, paraplegia;

- insuficiéncia renal obstrutiva: obstrucdo progressiva da drenagem da urina
dos ureteres para a bexiga, causando acumulos de substancias toxicas ao
organismo n&o eliminadas;(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER —INCA).

1.8.2 - PATOLOGIA

Cérca de 95% dos céanceres prostaticos sao representados pelo
adenocarcinoma, e no restante tém-se sarcomas, carcinoma epidermdide e
carcinoma de células transicionais. Os adenocarcinomas localizam-se na zona
periférica (ZP) em 75% dos casos, 25% na zona transicional € menos de 5% na
zona central.

O comportamento biolégico do tumor e a sobrevida do paciente estao
relacionados ao grau histolégico do adenocarcinoma (INSTITUTO NACIONAL
DO CANCER —INCA).

1. 8.2.1 - GRADUAGCAO HISTOLOGICA

A maior parte das classificacbes se baseia na aparéncia e no arranjo
glandular e /ou no grau de anaplasia das células malignas. O sistema Mastofi
leva em conta a diferenciacdo glandular e a anaplasia (atipia) nuclear, e o
tecido neoplasico podera ser graus 1, 2,ou 3.0 sistema Bdcking tem ampla
aceitacdo na Alemanha e associa diferenciacdo glandular com anaplasia
nuclear.A contagem final é a soma dos graus histologicos (diferenciacédo

glandular) e citolégico (anaplasia nuclear), podendo ser de 2 a 7. A graduacao
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de Gleason é uma das classificacdes mais em voga e leva em consideracao
apenas o grau de diferenciagdo glandular e a relacdo entre as glandulas e o
estroma prostatico. Nao ha consideracdo para a anaplasia celular. Em
decorréncia de haver mais de um padrao num mesmo tumor, 0 grau
predominante na area neoplasica € denominado grau primario, e o padrao
menos representativo, grau secundario. Ha cinco graus representativos, sendo
o grau 1 representado pelas lesbes mais diferenciadas e o grau 5 pelo mais
indiferenciado.O diagnostico é dado pela soma dos graus primario e
secundario.A escala variade 2 ( 1+1) a 10 (5+5) (Figura 11).Quanto maior o
grau , mais indiferenciado é o tumor e pior o prognostico.A classificacdo de
Gleason apresenta boa correlagao clinica entre a graduacao e a evolucéao da
neoplasia.( HUMPHEY, 2004).

i 2 3 4 ]

Diagrama mosirando graduacio pelo sistema Gleason

Figura 11 - Diagrama graduacao pelo sistema Gleason
1.8.2.2 - ADOENCA LOCALMENTE AVANCADA

A neoplasia atinge, por continuidade, a porcao prostatica da uretra,
trigono vesical que podera ocasionar hidronefrose, bem como as vesiculas
seminais.

1. 8.2.3 — DISSEMINACAO - METASTASE

O céancer de préstata dissemina-se por via hematogénica e linfatica.
Nas metastases hematogénicas,as metastases 6sseas estdo presentes em
85% dos pacientes que morrem de CP. Os locais mais comuns € a coluna
lombar, e a toracica (74%), as costelas (70%), a pelvis (60%), o fémur (40%) e
os membros (41%). Dentre os 6rgaos mais atingidos tém-se pulmao, figado e
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glandulas supra-renais. As metastases pulmonares podem ocorrer em até 38%
dos pacientes que morrem devido a neoplasia.

A via linfética € o principal meio de disseminagé&o inicial dos carcinomas,
sendo atingidos os linfonodos obturador,hipogastricos,pré-sacrais e para-
aédrticos (BOGLIOLO,2000).

Outra caracteristica do carcinoma € o aumento dos niveis de colagenase
IV, uma enzima proteolitica que digere as fibras de colageno do estroma
durante o processo de invasao.

1.9 - BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

1.9.1 - O CICLO CELULAR

O ciclo celular é definido como a alternancia de mitose e intérfase e é
composto por duas fases funcionais (fase S ou sintese e fase M ou mitose) e
duas fases preparatérias (G1 e G2) (BRENTRANI et al., 1998; COTRAN; et al;
1999).

O maior tempo da vida de uma célula é na intérfase, que corresponde a
90% do tempo total do ciclo celular. Esta tem inicio imediatamente ap6s a
mitose, quando a célula entra numa fase em que ndo ha sintese de DNA. Essa
fase inicial chama-se G1 e nela ocorre sintese de RNA e proteinas. A seguir
inicia a duplicacdo do DNA, correspondente a fase S, na qual cada
cromossomo se duplica, ficando com duas cromatides. A etapa seguinte é a
fase G2, que consiste na preparacdo celular para a mitose. Esta fase tem
término com o inicio da mitose. A mitose, por sua vez, é dividida em seis fases,
que iniciam com a condensacdo dos cromossomos e terminam com a
descondensacdo destes com subseqlente origem de duas células-filhas.
Academicamente, a seqléncia de eventos na mitose é dividida em préfase,
prometafase, metafase, anafase e tel6fase (BRENTRANI et al., 1998; COTRAN
et al;1999). Por outro lado, a célula que nado ird se duplicar entra na fase
intitulada GO.
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Um fator crucial dos complexos eventos bioquimicos da célula diz
respeito ao fato de a maior variacdo de tempo no ciclo celular ser em G1,
porque nesta fase existe um ponto especifico denominado ponto de restricdo. A
importancia deste local reside no fato de que, ultrapassando-o, o ciclo celular
torna-se independente de estimulos mitogénicos (BRENTRANI et al., 1998).

O controle do ciclo celular é dado por sinais mitogénicos oriundos do
meio ambiente, que sdo introduzidos por fatores de crescimento, tais como
Fator de Crescimento Epitelial (EGF) e Fator de Crescimento Derivado de
Plaquetas (PDGF). Tendo recebido estes sinais via receptores de membrana, a
célula usa uma maquinaria intracelular complexa para transduzi-los e iniciar
sua divisao. Para entrar em um ciclo celular de divisdo, as células recrutam um
grupo de proteinas regulatérias e enzimas. As enzimas-chaves sdo as
Quinases Dependentes da Ciclina (CDKs), assim chamadas pelo fato de suas
concentragdes subirem e descerem durante o ciclo, sendo reguladas
especificamente por proteinas da familia das ciclinas. A expressao das ciclinas
e sua associacao as CDKs permite que as células passem através do ponto de
restricdo (BRENTRANI et al., 1998; COTRAN et al; 1999;).

O inibidor universal da CDK é a proteina p21, cuja expressao génica &
regulada pela proteina p53. A proteina p21 inibe também o Antigeno Nuclear
de Proliferacdo Celular (PCNA), exercendo, dessa forma, um papel inibitério
duplo. Outras proteinas que inibem especificamente as ciclinas sao p15, p16 e
p27 (BRENTRANI et al., 1998;).

1 -10-APOPTOSE

A homeostase tecidual é dependente do perfeito balanco entre proliferacao
e morte celular, que sao eventos intimamente acoplados. Alguns reguladores
do ciclo celular participam em ambos o0s processos, morte celular programada
e divisao celular. A relagao entre ciclo celular e apoptose é reconhecida pelos
genes que codificam as proteinas c-Myc, p53, pRb, Ras, PKA, PKC, Bcl-2, NF-
kB, CDK, ciclinas e CKI. Apés estimulacdo, estas proteinas podem induzir
proliferacao celular, parada do ciclo ou morte celular. O “background” genético
e 0 micro-ambiente celular sdo importantes, assim como a extensao de danos
ao DNA e o nivel de diferentes proteinas (VERMEULEN; BERNEMAN; VAN
BOCKSTAELE, 2003).



49

Apoptose ou morte celular programada € um processo rapido, que se completa
em aproximadamente 3 horas e nao € sincronizado por todo o érgao, portanto
diferentes estagios de apoptose coexistem em diversas secc¢des dos tecidos.
Devido a taxa rapida de destruicao celular é necessario que apenas 2 a 3% das
células estejam em apoptose em determinado momento para que se obtenha
uma regressao substancial de tecido, atingindo mesmo a proporc¢ao de 25%

por dia.

Evidéncias recentes suportam o conceito de que o crescimento tumoral
"in vivo" depende da evasdo dos mecanismos homeostaticos de controle que
operam via indugao de morte celular por apoptose. A indug¢ao de apoptose seja
através de mecanismos imunoldgicos, seja por outros mecanismos
homeostaticos especificos, parecem ser extremamente importante no processo

de eliminagao de células sofremdo transformagédo maligna.

O cancer surge quando células recém-fomadas apresentam mutagdes
simultdneas em genes que controlam o crescimento e a sobrevivéncia. Estes
defeitos, se pouco extensos, podem ser corrigidos por enzimas especializadas.
Em geral, se a mutacao é irreparavel, ocorre o desencadeamento do processo
de morte celular por apoptose.

A Morte Celular pode ocorrer por dois mecanismos distintos: necrose e
apoptose. A necrose também chamada de Morte Celular Patolégica ou
acidental ocorre quando as células sdo expostas a uma variacdo extrema de
suas condicdes fisiolégicas (como hipertermia, hipoxia, etc.) danificando a
membrana plasmatica e consequientemente levando a morte celular. a morte
celular por necrose ocorre, geralmente, em resposta a injuria severa as células
e é caracterizada morfologicamente por inchaco citoplasméatico e mitocondrial,
ruptura da membrana plasmatica e liberagdo do conteddo extracelular.
Conseqglientemente, ocorre a geracao de uma resposta inflamatéria, que pode
causar injuria e até morte de células vizinhas, ou seja, nesta condicdo um
grande numero de células sdo afetadas e lesadas ao mesmo tempo e devido
ao desencadeamento do processo inflamatério ha alteracdes irreversiveis no
tecido e/ou 6rgao afetado (CURTIN et al ; 2002).

Ja a apoptose é um importante mecanismo celular, tanto no

desenvolvimento quanto na homeostase de tecidos adultos com o objetivo de
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remover células infectadas, danificadas ou transformadas, pela ativacao de um

programa de autodestruicao celular intrinseco e controlado.

A morte da célula por apoptose pode ser induzida por uma variedade de
estimulos, como inanicao, fatores de crescimento, DNA danificado, infeccao
viral, linfécitos citotoxicos (CLT), drogas anticancer, irradiacdo ultravioleta,
fatores mortais (uma familia das citocinas), privacdo de fatores de
sobrevivéncia e ligagdes de indutores quimicos a determinados receptores de
morte presentes na superficie celular. A inducdo da apoptose por agentes
quimioterapicos é um importante aspecto da terapia do cancer. Estimulos
externos, genotéxicos com danos no DNA, em geral levam a parada do ciclo
celular e a morte da célula por apoptose (VU et al ; 1999, MOHSIN et al; 2005).
Como o processo apoptético possui um importante significado biolégico,
disfungdes nos mecanismos de controle do sistema (apoptose deficiente ou
excessiva) resultam numa variedade de condicbes patolégicas, tais como
imunodeficiéncia, doenca auto-imune, doenca degenerativa (Doenca de
Alzheimer, Doenca de Parkinson), cancer e infec¢des virais, lesdes
secundarias apos isquemia,osteoporose,entre outras patologias(KUSIAK et al;
1996; DEIGNER et al; 2000; FOSSLIEN, 2001; SHELTONet al; 2004).

Células apoptoéticas podem ser identificadas pelas seguintes mudancas
morfolégicas: encolhimento celular, condensacdo e marginalizagdo da
cromatina nuclear, fragmentacdo do DNA, vacuolisacao citoplasmatica e lise
celular. Subsequientemente, a célula é fragmentada em compactas estruturas
membranosas e posteriormente fagocitadas por macréfagos e entdo removidas
do tecido sem gerar uma resposta inflamatéria (em contraste com outros
mecanismos de morte celular).

A morte celular programada (PCD), observado durante o
desenvolvimento e o0 tecido homeostatico pode ser classificada
morfologicamente em trés tipos principais:

Tipo I: também conhecido como nuclear ou apoptético (caspase-dependente e
independente);

Tipo II: autofagico;

Tipo Ill: degeneracao nao-lisossomal vesiculada;
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A apoptose é a melhor forma caracterizada de morte celular programada, na
qual as células mostram caracteristicas como formacdo de vesiculas
membranosas, troca de lado da fosfatidilserina da membrana plasmaética,
fragmentacao nuclear e ativagdo de uma familia da protease cisteina chamada
de caspases. A ativacdo bioquimica da apoptose pode ocorre por dois
caminhos: a apoptose iniciada via receptores de morte tais como Faz,também
chamado de CD95 ou Apo-1 e TNF-R1 (receptor fator de necrose
tumoral),requerem pro-caspase 8 ou 9 no complexo,e a via mitocondrial ativada
em resposta a danos no DNA,envolvendo a ativacdo de um membro pro-
apoptoético da familia Bcl2(Bax, Bid). Membros pré- e antiapoptético da familia
Bcl-2 regulam a liberacdo de citocromo c¢ a partir da membrana mitocondrial
interna. Os membros anti-apoptéticos da familia Bcl-2 inibem a morte celular
por apoptose impedindo a formacdo de poros na membrana mitocondrial,
conseqlentemente, inibem o extravasamento do citocromo ¢ para o citosol
(GOTTLIEB, 2000). Este associa-se com Apaf-1, dATP e pré-caspase-9,
formando o apoptossomo. Caspases subsequentes sao ativadas, culminando
na clivagem de substratos especificos e morte celular por apoptose
(ANURADHA et al;,2001).

1. 11 - RECEPTORES

A sinalizagédo entre as células ocorre através da secreg¢do de centenas
de tipos de moléculas sinalizadoras, incluindo proteinas, pequenos peptidios,
aminoacidos, nucleotidios, esterdides, retindides, derivados de acidos graxos e
gases como 0Oxido nitrico e monoxido de carbono. As células alvo respondem
por intermédio de proteinas especificas denominadas receptores (ALBERTS
2004).

Os receptores estdo divididos em dois grandes grupos: receptores
localizados na superficie da membrana plasmatica das células alvo. As
integrinas constituem a principal familia de receptores de superficie celular que
medeia fixacdo da célula a matriz extracelular; e receptores localizados no
interior da célula alvo e requer a entrada do ligante sinalizador dentro da célula,

a fim de ativar seus componentes.
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1.11.1 - RECEPTORES NUCLEARES

Os receptores nucleares € um conjunto de proteinas e fatores de
transcricdo, que foram agrupados em uma superfamilia de receptores, que
interagem com o DNA. Esta familia estd em todo o reino animal e se encontra
envolvida em diversos aspectos da vida, de maneira essencial para multiplas
fungbes fiosiolégicas como: homeostase, reproducdo, crescimento,
diferenciacao, morfogénese, metabolismo e apoptose (TANEJA, 2005). O s
receptores nucleares sdo geralmente proteinas de 50 a 100 kDa que agem
através a regulacao da transcricdo de genes alvo ativados pela ligagdo de uma

molécula lipofilica.

1. 11.2 A SUPERFAMILIA DOS RECEPTORES NUCLEARES

A superfamilia dos receptores nucleares evoluiu a partir de um receptor
ancestral comum. (ARANDA, et al., 2001).No genoma humano sabe-se que
existem 48 proteinas que regulam a transcricdo de seus respectivos genes
alvo. (GRONEMEYER, et al.,2004).

Esta superfamilia é formada pelos receptores de horménios lipofilicos
(esteroides, retindides, vitamina D e tiroidianos), de metabdlitos endégenos
(acidos biliares e graxos, cicosanoides e oxiesterol), e de xenobibticos ( que
induzem a producdo de citocromo P450, facilitando processos de
desintoxicacao). Nessa superfamilia também sao encontrados um grande
namero de receptores cujos ligantes naturais ainda nao foram identificados,
sendo estes receptores denominados “receptores 6rfaos”, (KLIEWER et al;
1999) como o receptor de retindide X (RXR, Retinoid X Receptor).

1. 11.3 ESTRUTURA DOS RECEPTORES NUCLEARES

Os receptores nucleares sao constituidos de uma Unica cadeia, que se

organiza estruturalmente em maodulos ou dominios com fungdes especificas



53

apesar de poderem também interagir entre si para executar uma determinada
acao biolégica do receptor. Todos os membros desta familia sdo proteinas
modulares com trés dominios principais: regido amino-terminal, outro dominio
(70 a 80 residuos de aminoacidos) conhecido como dominio de ligagao ao DNA
(DBD) e o terceiro dominio (cerca de 250 residuos de aminoacidos)
denominado dominio de ligagdo do ligante (LBD, Ligand Binding Domain).
(GRONEMEYER et al., 2004 ).

1.11. 4 - RECEPTORES ANDROGENICOS

E bem conhecido que os andrégenos sdo necessarios para a
diferenciacao sexual no feto, o desenvolvimento sexual durante a puberdade e
manutencdo da fungao sexual e fertilidade no adulto. Adicionalmente contribui
para o crescimento da préstata.

A testosterona é o principal andrégeno circulante no sexo masculino e é
secretada pelas células de Leydig no testiculo e sua sintese € controlada pelo
horménio luteizante (LH).

A adrenal produz uma pequena quantidade de testosterona, diretamente
ou por conversao periférica dos hormbénios androtenediona e
dehiadroepiandrosterona apds a acao de enzimas esteroidais.

Lubahhn e cols. (1998) demostraram que o gene do AR esta localizado
no braco longo do cromossomo X entre os fragmentos Xq 11-13 e Brown e
cols. (1998) localizaram mais precisamente o gene do AR entre os fragmentos
Xg11e12.

As acles da testosterona e do diihidrotestosterona requerem a presenca
de receptores androgénicos funcionais, os quais apds a ligacdo com estes
hormbnios, ativam a transcricio de genes especificos em tecidos alvos
(KUPFER , 1992).

Na préstata, a enzima 5a redutase transforma a testosterona em
diidrotestosterona um metabdlito de maior androgenicidade que a testosterona.

A testosterona e a diihidrotestosterona estao presentes no sangue em
concentracdes de 10 a 100 vezes acima do nivel necessario para saturagao do
receptor androgénico. Entretanto aproximadamente 95 a 97% da testosterona
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circulam na corrente sanguinea unida a uma globulina, a globulina
transportadora de horménio sexual (SHBG) e s6 a fracao de testosterona livre
pode se difundir para o interior da célula alvo. A SHBG é uma glicoproteina
sintetizada no figado, cuja sintese € modulada por varios fatores fisiol6gicos e
patol6égicos.Estrogenos,hormébnios tiroidianos estimulan sua sintes,enquanto
andrégenos,glicocorticéides,hormbénio de crescimento e insulina a inibem
(NESTLER et al.,1991) A porcéo livre dos androgénios atravessa a membrana
celular das células alvo por difusdo e liga-se com alta afinidade ao AR, uma

proteina que possui sitios de ligacao especificos para andrégenos.

1.12 - CARATENOIDES - BETA CAROTENO

Os carotenoides consistem mais de 600 componentes, inclusive de
isbmeros, todos 0s quais sdo polisoprendides, possuem um extenso sistema de
duplas ligagbes conjugadas, geralmente contendo 40 atomos de carbono,
normalmente apresentando isomeria interna, e sempre tem uma ou duas
estruturas ciclicas que terminam em ligagdes conjugadas. Eles sao
encontrados em algumas espécies na maioria dos seres vivos, incluindo
animais, plantas, e microorganismos. Eles sdo necessarios para sobrevida em
algumas formas de vida. Eles e seus metabdlitos possuem varias acées na
natureza, inclusive envolvimento como pigmentos auxiliares da luz e como
agente protetor da fotossintese. Eles sdo preponderantes na coloracao dos
passaros, e outros seres e em flores, possivelmente como um atrativo para
insetos que realizam a polinizacdo. Sao coloridos, possuindo um espectro que
vai do amarelo ao vermelho. O tratamento com carotendides, enfocado na
nutrigio humana propriamente dita, baseia-se no seu metabolismo e fisiologia
animal e humano e em seu beneficio potencial em diversas patologias. Pelo
fato de serem facilmente extraidos, apresentaram grande interesse na quimica

e biologia nos ultimos séculos (OLSON, et al. 1995).

1.13 - QUIMICA:
Alguns carotendides sdo encontrados em alimentos. Entretanto, as

formas mais prevalentes de carotendides encontram-se na forma de isémeros
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trans, e alguns na forma cis. Entretanto, o composto simétrico beta caroteno
pode teoricamente formar 272 isomeros diferentes, enquanto seu analogo
assimétrico, alfa-caroteno, pode formar 512. (OLSON, et al.,1995). Os
carotendides, em grande parte, sdo moléculas hidrofébicas e
consequentemente interagem com a parte lipofilica da célula. Os carotendides
hidrocarbono se solubilizam nos lipidios das membranas. Sendo moléculas
rigidas, elas se dispdem paralelamente a superficie da membrana. Os
oxocarotenoides (xantofilos) como a luteina e zeaxanthin expdéem seus grupos
hidroxila na superfice da membrana. Eles podem se dispor
perpendicularmente a superficie e servir como agente transmembrana .
(BRITTON,1995). Os Carotendides apresentam duas outras caracteristicas
importantes: (a) a propriedade de extinguir o oxigénio silgleto e (b)
propriedades antioxidante / pré-oxidante. O Oxigénio Singleto, o qual € muito
mais reativo que o oxigénio tripleto presente no ar, pode interagir com muitos
componentes celulares, produzindo produtos oxidativos inativados.

Os métodos mais utilizados para separacdo e quantificacdo dos
carotendides envolvem a cromatografia liquida de alta precisdao (HPLC) em
colunas de fase-reversa ou fase-reta, combinado com deteccao
espectrofotometrica e pico de integracdo (FURR, et al, 1992.).

As fontes mais ricas em carotendides sao os 6leos de palmeira, os quais
contém B-caroteno (4,7 mg/100 ml), a-caroteno (3,7 mg/100 mL), e pouco de
outros carotenoides. Proveniente do Afeganistao, as cenouras sao nossa fonte
mais abundante de beta caroteno. Uma cenoura grande fornece 17mg de
betacaroteno e mais de 6 vezes a RDA (Ingesta Dietética Recomendada) de
vitamina A. Como ja indicado, a biodisponibilidade dos carotendides nos
vegetais, e menos amplo em frutas, € a consideracado chave na avaliagdo do
conjunto atual de carotendides absorvidos.

Composicao de Carotendides de algumas Frutas e Vegetais (ug/100 g
porcao).

Vegetais: cenouras (6,6mg), agridbes (5,6mg), espinafres (4,9mgQ),
brocolos (1,5mg).

Frutas: mangas (2,9mg), melées (2,0mg), alperces (1,6mg), péssegos
(0,5mg).
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1.14 - EFEITOS BIOLOGICOS DOS CARATENOIDES
Os carotendides possuem varios papéis na natureza. Para os mamiferos
eles servem como precursores da vitamina A. Mas nas ultimas décadas, 0s

carotendides foram implicados em muitos processos biolégicos.

1.14.1 — FUNCIONAIS

O nutriente funcional tem um papel essencial no crescimento,
desenvolvimento e maturagcdo. Como os carotendides ndo sao necessarios
para mamiferos com adequada ingesta de vitamina A na dieta, entdo nao sao
considerados essenciais. Mas na auséncia de adequada ingesta de vitamina A
na dieta, elas tornam-se essenciais ou, “condicionalmente essenciais,” como no
caso de certos aminoacidos. Como os carotenoides sdo as maiores fontes de
vitamina A, seu papel como nutriente “condicionalmente essencial” € muito
importante.

A descoberta da vitamina A ocorreu, quase simultaneamente, em 1931,
por dois grupos independentes de pesquisadores Mc Collun & Davis na
Universidade de Wisconsin, e Osborne & Mendel na Universidade de Yale.

A estrutura quimica, no entanto, foi identificada em 1931 por P. Karrer.

1.14.2- FONTES

As fontes dietéticas de vitamina A pode ser a vitamina A pré-formada e a
pré - vitamina A, representada pelos caratendides. As verduras de folhas
verdes escuro, os frutos amarelos, as raizes de cor alaranjado, os éleos de
palma. Assim, todos os retindides dos animais superiores sao provenientes,
ultimamente, de carotendides pré-vitamina A presente nos alimentos vegetais
ou de retindides pré-formados nos alimentos de origem animal. Dentre os 50
dos 600 carotendides que podem ser convertidos para vitamina A, o B-caroteno
€ o precursor mais eficiente na producao de retinol. Para produzir o equivalente
a 1ug de retinol, sdo necessarios 6 pg de B-caroteno ou 12 ug de uma mistura
de outros carotenoides (BLOMHOFF, 1994).

1.1 5 - VITAMINAS
As vitaminas sdo compostos organicos, essencial em quantidades muito

pequenas para dar suporte ao funcionamento fisiolégico normal, que
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geralmente ndo pode ser sintetizada em taxas muito rapidas o suficiente para
atingir as necessidades do corpo.

As vitaminas sdo usualmente classificadas em dois grupos com base
nas suas solubilidades: as vitaminas hidrossoluveis (B,C) e vitaminas
lipossoluveis (A, D, E , K ). As vitaminas lipossoliveis sdo geralmente
absorvidas passivamente e devem ser transportadas com o lipidio da dieta.
Tendem a ser encontradas nas por¢des lipidicas das células tais como
membranas e goticulas de lipidios. As vitaminas lipossollveis sdo geralmente
excretadas com as fezes através da circulacao éntero-hepatica.

1.15.1 - AVITAMINA A

A vitamina A também conhecida pela designacdo de retinol (ou
retindides) refere-se aos trés componentes pré-formados que exibem atividade
metabdlica: o alcool (retinol), o aldeido (retinal ou retinaldeido) e o acido (4cido
retindico). O retinol € um alcool primario, polietilénico e lipossoluvel,
apresentando grande capacidade reativa. Essa vitamina é instavel aos
processos oxidativos e a temperatura de 34°C (COWARD 1927).

Atualmente, a natureza quimica dos retindides e compostos
relacionados € bem comhecida. A caracteristica estrutural das moléculas de
retindides naturais € a cadeia lateral de quatro unidades isoprendides em série
com duplas ligagdes conjugadas acompanhada, de um lado, por um anel néo-
aromatico beta-ionona e de outro lado, por um grupamento terminal polar com
uma funcao orgéanica oxigenada. Este grupo funcional terminal pode apresenta-
se com graus de oxidacdo distintos, podendo ser uma hidroxila, como no
retinol; um aldeido, no retinal; e um grupamento carboxilico como no &cido
retindico. O &cido retindico € um metabdlito do retinol, no qual o grupo alcool
sofreu oxidacdo, apesar de ser mais potente que o retinol na promocdo da
diferenciacao e crescimento do tecido epitelial na deficiéncia da vitamina A. O
retinol tem a férmula empirica CoH300O e peso molecular 286,4 (GUILLAND
&LEQUEU,1995).
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O retinol armazenado é com freqiéncia estereficado em um &acido graxo
(normalmente palmitato) e € chamado de retinil palmitato. Estes ésteres de
retinil sdo também encontrados complexados com as proteinas nos alimentos.

Estas formas ativas da vitamina A existem apenas em produtos de
origem animal.

No interior da célula intestinal,o retinol é re-esterefic principalmente sob
a forma de palmitato de retinol, sendo incorporado aos quilimicrons e é
excretado na linfa (QUILLAND & LEQUEU ,1995).

Além da vitamina A pré-formada encontrada nos produtos de origem
animal, os vegetais contém um grupo de compostos coletivamente conhecidos
como retindides, os quais podem produzir retindides quando metabolizados no
organismo.

Foram as observacdes experimentais, e ndo apenas as clinicas, que
levaram a identificacdo da vitamina A. Apds a descoberta por Steenbock (1919)
que pigmentos carotendides amarelos e Oleos levemente amarelados de
origem animal possuiam atividade de vitamina A, gerou um conflito entre
hipdteses acerca do precursor da vitamina A. Em 1930 foi demonstrado que o
pigmento amarelo B-caroteno era convertido para vitamina A, de coloragao
menos intensa, nos animais. Ap6s este dilema, Karrer em 1931, determinou a

estrutura da vitamina A e de seu precursor principal, o B-caroteno(Figura 12).
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2 moleculas de retinol
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Figura 12 - Molécula de beta caroteno e retinol

Os retindides sdo compostos hidrofébicos, instaveis na presenca de
oxigénio e em meio acido, e fluorescem quando excitados por um comprimento
de onda. Algumas propriedades quimicas dos retindides, muitas vezes
indesejadas, € a acdo detergente que os retindides exercem nas membranas
celulares, e sua extrema facilidade de destruicdo pela radiacao ultravioleta e
oxidante (BLOMHOFF et al., 1994).

Outro retindide igualmente importante no organismo € o retinaldeido,
reconhecido principalmente como croméforo do pigmento visual rodopsina.

O all-trans acido retindico e seu estereoisébmero 9-cis-acido retindico sdo
os retindides mais ativos biologicamente, através do qual a maioria das agdes
da vitamina A é expressa. Estao presentes em varios tecidos e em quantidades
menores que as do all-trans retinol. Aproximadamente todos os 6rgaos sao
capazes de formar acido retindico pela oxidacao irreversivel do retinol, do

retinaldeido ou do beta-caroteno.

1.15.2 - IMPORTANCIA FISIOLOGICA DOS RETINOIDES

Os retindides de ocorréncia natural, sdo considerados, ha algum tempo,
como fundamentais na manutengao e desenvolvimento fisiologico.

Por volta de 1500 a.C., no Egito, a cegueira noturna foi descrita,
aparentemente pela primeira vez. Embora, a época, esta doenca nao fosse
associada a uma deficiéncia alimentar, recomendava-se sabiamente, o
tratamento tépico com figado assado ou frito, e posteriormente, Hipdcrates
sugeriu a ingestdo de figado bovino para recuperar a afeccdo. No entanto, a
relacdo com a deficiéncia nutricional sé foi reconhecida definitivamente dois
séculos atras.

Além de sua funcao classicamente definida na visdo, os retindides
naturais participam de outros processos celulares.A vitamina A protege o
organismo da cegueira noturna e melhora a visdo (TOLONEN,1950).

O papel dos retindides como morfogénico tem sido elucidado no

desenvolvimento dos membros dos vertebrados, por exemplo (OLSAN,1999).
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Os analogos da vitamina A, representados principalmente pelo all-trans
acido retindico e seu isdbmero 13-cis acido retindico, por seus efeitos
proeminentes na diferenciacdo epitelial, encontraram uma aplicagao
terapéutica importante no tratamento de uma variedade de condigdes
dermatoldgicas, especialmente acne, e estdo sendo avaliados na

quimioprofilaxia do cancer.

1.15.2.1 — MECANISMO DE ACAO DOS ESTEROISOMEROS DO ACIDO
RETINOICO.

A molécula de acido retindico, relativamente simples e pequena, pode
regular a expressao de varios genes em momentos e locais especificos, para
produzir resultados complexos, como a morfogénese dos membros e a
especificacdo axial do corpo (OLSON,1999). Tais eventos puderam ser
explicados a partir da descoberta dos receptores nucleares para acido retindico
(RARs) (GIGUERE et al., 1987; PETKOVICH et al., 1987). Estes receptores
intracelulares ativados por estereoisdbmeros do acido retindico, RARa, RARp,

RARY, séo fatores transcricionais, cada um codificado por um gene distinto.

1.15.2.2 - METABOLISMO DOS RETINOIDES

A sintese de novos compostos com atividade de vitamina A é uma
habilidade limitada as plantas e aos microorganismos. Assim, todos os
retindides dos animais superiores sao provenientes, ultimamente, de
carotendides pro-vitamina A presente nos alimentos vegetais ou de retindides
pré-formados nos alimentos de origem animal. Dentre os 50 dos 600
carotendides que podem ser convertidos para vitamina A, o B-caroteno é o
precursor mais eficiente na producao de retinol. Para produzir o equivalente a
1ug de retinol, sdo necessarios 6 ug de B-caroteno ou 12 ug de uma mistura de
outros carotendides (BLOMHOFF, 1994).
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A principal forma de retin6ide pré-formado na dieta sdo os ésteres de
retinila. Estes devem ser hidrolisados no meio extracelular do Iumen do
intestino antes de serem absorvidos como retinol. A hidrélise destes ésteres
pode ser catalisada por enzimas lipases secretadas pelo pancreas e por
enzimas hidrolases associadas diretamente com as vilosidades intestinais
(Figura 13)

Entretanto,os caratendides procedentes da dieta sdo absorvidos por
mecanismo de difusdo passiva pelas células da mucosa intestinal,isto é,dentro
dos enterdcitos.Nesta etapa,devido a insolubilidade em agua,os ésteres sao
emulsionados pelos sais biliares e acidos graxos livres dentro do lumem
intestinal convertendo-se por fim em micelas,para que possam ser absorvidas e
transferidas para dentro da mucosa. Em condicdes normais,mais de 90% da
vitamina A ingerida é absorvida (HARRISON,2005) .
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Principios Nutricionais
Esteres de retinil — proteina Carotendides — proteina
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Figura 13 — Fonte: Krause Alimentos,Nutricao & Dietoterapia. Cap 4 pag.
76 112 ed. 2005.

1. 15.2.3 - PROTEINAS LIGANTES DE RETINOIDES

Varias proteinas ligantes tém sido identificadas, tanto no ambiente
extracelular como no intracelular, capaz de associarem formas iséméricas e
quimicas diferentes de retinéides. Nos animais in vivo, os retindides sao
descobertos associados tanto as membranas celulares quanto as proteinas
ligantes de retindides. As proteinas ligantes de retindides compartilham um
papel comum que é o de solubilizarem e estabilizarem seus ligantes, que sao

hidrofébicos e labeis, no ambiente aquoso. No entanto, um grande numero de
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informacgdes indica que, além desta funcdo geral, as proteinas ligantes de
retindides tém participacao distinta na regulacao do transporte, metabolismo e
acao dos seus ligantes. As proteinas ligantes de retindides associam seus
ligantes com altas afinidades, na ordem do nanomolar. As informacdes
disponiveis na literatura sugerem que além de servirem de carreadoras
liberando seus ligantes lentamente, criando gradientes de concentracées,
algumas das proteinas ligantes de retindides podem transferir os seus ligantes
para proteinas especificas através de reconhecimento proteina-proteina.

As proteinas ligantes de retinéides mais conhecidas pertencem a duas
familias de proteinas que foram inicialmentre classificadas como proteinas
transportadoras de moléculas hidrofdbicas: as lipocalinas e as proteinas
intracelulares ligantes de lipidios (iLBPs) (KRAUSE: Alimentos,Nutricdo e
Dietoterapia ,2005). O &cido retindico se liga a duas familias de receptores
nucleares,os receptores do acido retindico (RAR) eos receptores X para
retindides (RXR)( KASTNER at al.,1995).

1.15.2.4 PROTEINAS LIGANTES DE RETINOIDES INTRA CELULARES

A natureza hidrofoba e a labilidade da vitamina A sdo contornados no
ambiente intracelular por proteinas que especificamente associam-se aos
retindides. As proteinas CRBP (tipo | e Il) e CRABP (tipo | e Il) possuem a
caracteristica principal de solubilizar as moléculas de retindides, sequestrando-
os do meio aquoso intracelular (BLOMHOFF, 1994).

Os mecanismos especificos de acao extracelulares dos retindides ainda
estao sendo identificados(CHEN et al.,1996).

Peso molecular Ligante principal  Funcéo sugerida
kD aproximado
CRBP (1) 16 Retinol Doadora para

reagdbes LRAT e
enzimas
oxidativas,regula a
hidrolise de
ésteres de retinila
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CRBP (Il) 16 Retinol Doadora para
reacdo LRAT

CRABP (1) 16 Acido retinoico Regula a
concentracdao de
acido retindico
livre;doadora para
enzimas

] catabolizantes

CRABP (11) 15 Acido retindico Regula a
concentracdao de
acido retindico
livre;doadora para
enzimas
catabolizantes

CRALBP 36 Retinal Reacoes
enzimaticas no
ciclo visual

Tabela 1 — CRBP =Proteina celular ligantede retinol; CRABP= Proteina celular
ligantede &acido retinoico;CRALBP=Proteina celular ligante de retinal;LRAT=

Lecitina aciltransferase de retinol.

Funcdes das CRBPs: Modulacédo dos efeitos do acido retindico

As fungdes biolégicas das proteinas CRABP-I e CRABP-II no organismo
ainda nao sao claras, mas podem ser melhores compreendidas em termos da
afinidade pelo seu ligante. Experimentos com camundongos transgénicos que
nao expressam CRABP-I ou Il demonstraram que o0s animais crescem
normalmente, com alguns defeitos apenas no desenvolvimento dos membros.
O A&cido retinbico age como morfégeno através de um gradiente de
concentracao induzindo a formagédo dos membros (CHAMBON, 1996), Talvez
as CRABPs estejam envolvidas na formacdo deste gradiente e portanto
afetando o brotamento do membros. Por outro lado, células modificadas que
expressam CRABP em grandes quantidades, possuem uma sensibilidade
menor ao acido retindico, com proporcional aumento de metabdlitos polares de
excrecao do acido retindico sugerindo que uma das fungdes da CRABP seja

proteger as células do excesso do hormonio .
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Tanto CRABP-I e Il sdo encontradas no ndcleo, o que sugere que estas
proteinas executem a funcdo de dispensar &cido retindico para os fatores
transcripcionais RAR.

O retinil sé pode ser encontrado em tecidos animais, tendo como fontes
alimentares principais, o figado, o 6leo de figado de peixes, o leite integral e
seus derivados, os ovos e as aves. (GUILLAND & LEQUEU 1995).

O teor de vitamina A dos alimentos € medido como equivalentes da
atividade de retinol (ERA). Um ERA é equivalente a atividade de 1ug de retinol.
1ug de retinol é igual a 333 unidades internacionais (Ul).

As ingestdes dietéticas de referéncia (DRI) foram determinadas para a vitamina

A e sdo expressas em microgramas por dia (ug/dia).

1.15.3. FUNCOES

A vitamina A possui papéis essenciais porem distintos na visédo e varias
funcdes sistémicas, incluindo a diferenciagdo celular normal e a funcéo na
superficie celular, crescimento e desenvolvimento, nas fungdes imunolégicas e
reproducao.

A fungéo da vitamina A na visdo estd bem estabelecido e € baseada na
ligacdo do 11 cis_retinaldeido com a proteina opsina para formar a purpura
visual (rodopsina) na retina (BALL,1998, DRI,2001).

O retinol € um componente estrutural dos pigmentos visuais dos cones
de bastonetes da retina e como tal é essencial para a fotorrecepgao.

Apesar das funcbes sistémicas da vitamina A estarem longe de ser
completamente compreendidas, podem ser separadas em duas categorias
principais. Primeiro, a vitamina A (especialmente o acido retindico) atua como

um hormoénio para afetar a expressao genética.
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Citoplasma

PCLAR

P AR Ra — Acidc
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Figura 14 — PLR = proteina ligante de retinol TTR=transtiretina —
CRABP= proteina ligante de &cido retinoico celular — RAR= rceptor de acido
retindico RXR =receptor retinoide X — RER reticulo endoplasmatico rugoso.
Baseado em Krause-Alimentos,Nutricdo & Dietoterapia , 2005.

Dentro da célula a PCLR (Proteina Celular Ligante de Retinol)
transporta o acido retindico para o nucleo. No nucleo, o acido retindico liga-se
aos receptores de acido retindico (RAR) ou receptores de retindides X (RXR)
no gene.(Figura 14 ). As interagbes subsequientes permitem a estimulagdo ou
inibicdo de transcricdo de genes especificos, afetando assim a sintese de
proteinas e muitos processos corporais. Apenas alguns desses processos sao
conhecidos, entre eles estdo morfogénese no desenvolvimento embrionério e a
fungéo celular epitelial.

O segundo papel principal da vitamina A nas fungdes sistémicas envolve
a sintese de glicoproteinas. As glicoproteinas sdo importantes para as funcées

normais da superficie celular, tais como agregacao e reconhecimento celular.
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1.15.4 NOMENCLATURA

As recomendacdes para a nomenclatura das vitaminas, incluindo retinol,
retinal e acido retindico, foram publicadas pela Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC) em 1960, posteriormente revisadas em 1995 (IUPAC
—1UB, 1996; IUPAC - 1UB,1983).

Sporn et.al,. 1976 introduziram o termo retindide para abranger todos os
analogos estruturais naturais, bem como os sintéticos da vitamina A. De acordo
com a definicdo da IUPAC e da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular (IUB), retindides é o termo empregado para designar uma classe de
compostos cuja estrutura quimica consiste de quatro grupos isoprendides
unidos de modo cabega — cauda. O esqueleto dos retinoides naturais é
constituido por um anel ndo aromatico de seis atomos de carbono com uma
cauda lateral poliprendide que &, com poucas excegdes, terminada com um
grupo funcional constituido de carbono e oxigénio. (DINIZ et. al,. 2002).

1.15.5 - QUIMICA

As férmulas estruturais de Beta-caroteno e vitamina A foram
estabelecidos por Karrer et.al,. na Universidade de Zurich entre 1928 e 1931.
Karrer recebeu o premio Nobel de quimica em 1937.

1.15.6 - METODOS DE ANALISE
Atualmente a vitamina A e os caratendides se medem mais a miude por

Cromatografia Liquida de Alta Resolucao, conhecida como HPLC.

1.15.7 - METABOLISMO

A taxa normal de retinol no plasma é de 30 a 70ug/dl (1, 04 umol/L a
2,43 umol/L). Porem, em individuos saudaveis, o retinol plasmatico é mantido
dentro de uma variacdo estreita de 1,39 a 1,73 pupmol/L (40,1 a
4970ug/dl.(VANNUCCH 1991 ). Os retinoides sao importantes reguladores da
reproducao, proliferacéo e diferenciacao celular. Os retinoides sdao mediadores
com a diferenciacao, proliferacdo e reproducdo e apoptose das células.
Segundo suas necessidades as células regulam a formacdo de um isbmero
retinoide especifico. Os retinoides exercem seus efeitos fisiolégicos unindo-se a
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um receptor intracelular especifico que se divide em receptores retinoides X
(RxRs ) e receptor do acido retindico (RARs). Ambos os tipos de receptores se
dividem em trés subtipos denominados alfa, beta e gama. Os RAR beta se
encontram no rim, préstata, cortex cerebral e estdo associados a céncer de
pele (MANGELSDOREF et al.,1990 ;MANGELSDORF et al.,1991).

O uso destas substancias em areas anatdmicas diferentes do mesmo
tecido, (zonas central e periférica) que sdo sede de diferentes patologias como
hiperplasia e carcinoma da prostata nos faz vislumbrar o potencial da aplicacao
desta técnica, criando novos focos para futuras investigacées.

O retinol ndo é eliminado na urina e sob forma inalterada é excretado
somente em casos de nefrite cronica. Quando altas doses de vitamina A sao
administradas é que certa proporcao sofre excrecdo sob forma inalterada nas

fezes .

O acido retindico, absorvido apds passagem na circulagdo pela veia
porta é transportado no plasma como um complexo ligado a albumina. De
modo diferente do retinol, o acido retindico ndo é armazenado no figado, sendo
rapidamente excretado.

1.16 - ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

O envelhecimento da populacdo é uma realidade. A faixa etaria a partir
de 60 anos de idade é a que mais cresce. Estima-se que em 2025, havera
cerca de 32 milhdes de idosos no Brasil. Um dos fatores importantes para esse
aumento populacional, além da queda nas taxas de natalidade, € a transicao
epidemioldgica e suas alteragdes relevantes no quadro de morbimortalidade.

De acordo com dados da PNAD divulgados pelo IBGE (2006), a faixa
etaria de pessoas com mais de 80 anos de idade, na composicao da sociedade
(Metrocamp Pesquisa, v. 1, n. 1, p. 18-36, jan./jun. 2007. Disponivel em:
www.metrocamp.com.br/pesquisa).

brasileira, foi a que mais cresceu entre 0s grupos etarios de idosos. Em uma
populacao total de cerca de 182 milhées de pessoas, a PNAD indica que a

faixa etaria de pessoas de 60 anos ou mais é de 18,2 milhdes, ou seja, 10% da
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populacdo brasileira. Trata-se de um grupo que cresce a cada ano e que
aumentou em mais de cinco milhdées de pessoas entre 1995 e 2005. Dados da
OMS (1998) indicam que o Brasil ocupara o sexto lugar entre os paises com
maior contingente de idosos, alcangcando, em 2025, cerca de 32 milhdes de
pessoas com mais de 60 anos de idade.

No Brasil, no periodo de 1960 a 1980, a expectativa de vida ao nascer
era de 63,4 anos, ou seja, foram acrescidos cerca de 20 anos em trés décadas
(IBGE, 1981). As projecoes para o periodo de 2000 a 2025 permitem supor que
a expectativa média de vida do brasileiro estara proxima de 80 anos, para
ambos os sexos (KALACHE; VERAS; RAMOS, 1987).

1.16.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS DO BRASIL

No Brasil as estimativas para o ano de 2006 apontam que ocorrerao
472.050 casos novos de cancer. Os tipos mais incidentes, a excecao de pele
ndao melanoma serdo os de préstata e pulméao no sexo masculino e mama e
colo de utero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil de magnitude
observado no mundo.

No Brasil teremos 47 mil novos casos de cancer de préstata.

Estado da BAHIA

Estimativa para o ano de 2006 das taxas brutas de incidéncia por
100.000 e do numero de casos novos por cancer, em homens segundo a

localizagao primaria para o Estado da Bahia:

Préstata 2.380 casos Taxa Bruta 34,46

Na capital 750 casos Taxa Bruta 61,40

REGIAO

NORTE NORDESTE CENTRO OESTE SUL SUDESTE

1.680 8.730 3.050 9.200 24.620

Dados do Ministério da Saude
Instituto Nacional do Cancer INCA — Estimativa 2006

1.16.2 FATORES PREDISPONENTES
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1.16.3 ASPECTOS ETNICOS

Ha diferencas consideraveis entre as incidéncias relatadas de cancer
clinico de prostata nos diferentes grupos étnicos. As taxas de incidéncia sao
baixas entre 0s homens asiaticos, sdo mais elevadas nos homens
escandinavos e atingem seus niveis maximos entre os afro-americanos.

Homens de origem étnica chinesa ou japonesa que moram nos Estados
Unidos apresentam taxas que, embora inferiores as de negros e brancos
americanos, sdo superiores as de seus pares que moram na Asia. Utilizando-
se dados coletados entre 1988 e 1992, foi relatado que a taxa de incidéncia
entre afro-americanos é 35% mais elevada do que a observada em
brancos.(PARKER, 1998). Em comparagdo com homens brancos, os homens
de cor negra apresentam a doenga com menos idade, em grau mais elevado e
estagio mais avancado e com maior atraso no diagnéstico.
Asiaticos tém a mais baixa taxa de incidéncia de cancer de prdstata com
aproximadamente 107.2 por 100.000, os hispanicos tém uma taxa ligeiramente
mais alta as 127.6 por 100.000. Brancos tém uma taxa de 172.9 por 100.000, e
os afro-americanos tém as taxas mais altas de 275.3 por 100.000 -
aproximadamente 60% mais alto que os brancos. Os indices de mortalidade
também variam entre diferentes racas, com dados de 1992-1999 mostram que
os afro-americanos tém um indice cinco vezes mais alto que os asiaticos, trés
vezes mais alto que hispanicos e duas vezes mais alto que o de brancos. Maior
incidéncia em negros, menor incidéncia em asiaticos quando permanecem no
seu pais de origem, porém tém aumentado a taxa de incidéncia de cancer de
préstata quando migram para paises que tem altas taxas de incidéncia, na

segunda geracao.

1.16.4 IDADE

Envelhecer aumenta o risco de cancer de préstata. Individuos com
menos de 40, é raro ter cancer de prostata mais, com 65 anos de idade ou
mais é muito comum, enquanto respondem por 70% de casos no EUA. O risco
de morte por cancer de préstata é 1:6. A possibilidade de ter cancer de préstata
varia com idade, sendo 13.7% para o grupo com idade entre 60-79 anos, 2.2%
para aqueles com 40-59, e 0.005% para o jovem com menos de 39 anos. A
probabilidade de se encontrar cancer de préstata quando se executa autdpsias
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em pessoas falecidas é muito mais alto, € aproximadamente 20% em homens
entre as idades de 50 e 60 anos e aumentando a 50% em homens entre 70 e
80. O risco de ter evidéncia patologica de cancer de prostata em um individuo
com mais de 50 anos € 42%, o risco disto se manifestar clinicamente é 9.5%, e
o risco de mortalidade € 2.9% , o que indica um alto grau de prevaléncia de
doenca subclinica.
1.16.5 HISTORIA FAMILIAR

A presenca de familiares de primeiro grau (pai ou irmao) com Cancer de
Prostata da chances 2,2 vezes maiores de um parente vir a ter a neoplasia. A
probabilidade aumenta para 4,9 a 10,9 vezes se dois ou trés parentes de 1°
grau tiverem a doencga, respectivamente.
O fator hereditario para a relacao de risco de vir a adquirir o Cancer de Préstata
por fatores genéticos esta altamente relacionado a idade de inicio em que o
parente veio a adquirir o cancer. ldades relativamente jovens para o inicio de
desenvolvimento de um cancer pelo parente é um grande fator de risco para o
paciente, enquanto que idades avancadas para o desenvolvimento da doenca
tém um fator de risco muito pequeno.
Alteracdo dos genes no cromossomo 1 e no cromossomo X tem sido achada
em alguns pacientes com histérico familiar de Cancer de Préstata. Em adigéo,
estudos genéticos sugerem que uma predisposicao familiar pode ser
responsavel por cerca de 10% dos casos de Cancer de Prostata.
Recentemente, varios estudos tém sugerido um risco familiar partilhado
(herdado ou ambiental) para o cancer de préstata e de mama. Irméos e filhos
de mulheres que tém cancer de mama ou que sao portadores de uma forma
mutante do gene BRCA 1 (0 qual tem sido associado ao cancer de mama)
correm risco de cancer de préstata, em certa medida, elevado. Além disso, a
heranca de uma forma anormal do gene HPC 1 (cancer de préstata humana 1)
parece contribuir para o desenvolvimento de alguns tipos de Cancer de
Préstata.

1.16.6 DIETA

Dieta com alto teor de gordura conduz a um aumento de risco, enquanto
que uma dieta rica em soja pode ser defensiva. Esta observacdo tem sido
proposta como raz&do para a baixa incidéncia de Cancer de Préstata na Asia.
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Além disso, a gordura alimentar pode elevar os niveis de hormdnios sexuais 0s
quais, acredita-se, estao relacionados ao risco de Cancer de Prostata — uma
hipbtese que envolve ndo apenas o consumo de gordura alimentar, mas
também o das vitaminas lipossoluveis A, D e E, e de oligoelementos, como o
zinco. A alimentacdo dos homens japoneses, por exemplo, € menos rica em
gordura do que dos homens nos Estados Unidos, e é interessante notar que, a
medida que o teor de gordura da alimentagédo japonesa tem aumentado para
niveis ocidentais, a incidéncia de cancer de prostata no Japao tem comecado a
aumentar. Esses achados de estudos recentes de grande porte sobre o
consumo de gordura e o cancer de prostata fornecem sustentacéo a tese de
que o risco de cancer avancado de préstata eleva-se quando o consumo de
gordura animal (principalmente de gordura de carne vermelha) é alto.

Tém-se verificado que a ingestdo de alimentos com muita gordura
animal esta relacionada ao surgimento do cancer de prostata. . Por sua vez,

dietas ricas em fibras e tomate podem diminuir o risco dessa neoplasia.

Entre os fatores de protecdo alimentar estdo o betacaroteno e
fitoestrogénios. A soja contém os isoflavandides genesteina, daidzeina, que
possuem fraca atividade estrogénica e estrutura quimica que lembra o 17-beta-
estradiol.

2.0 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral estabelecer modelo tridimensional
de cultura de organdides prostaticos para avaliar efeito de farmacos na
proliferacdo e inducdo de apoptose, em células neoplasicas de préstata

humana.
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2.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

O estabelecimento de modelo de estudo da préstata humana através de
cultura de organdide.

Avaliar a arquitetura tecidual dos organodides prostaticos em modelos
tridimensionais de cultivo.

Avaliar o efeito do &cido retindico na proliferagcédo de culturas primarias
aderentes de tecido prostatico humano.

Avaliar o efeito do acido retindico na indugao de apoptose em células de

organdides prostatico de neoplasia e hiperplasia prostatica.

3.0 - MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi submetido a andlise e sua realizagao foi aprovada e
autorizada pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Universidade Estadual de Feira de Santana em 17 de outubro de 2006, sendo
registrado sob o protocolo 064/2006 (CAAE- 0060.0.059-06).

3.1 CASUISTICA

Foram obtidas amostras de tecido prostatico de 6 pacientes atendidos
no Hospital D.Pedro de Alcantara da Santa Casa de Misericérdia de Feira de
Santana-Ba, no periodo de maio de 2006 a dezembro de 2007.

Os pacientes incluidos possuiam prospectivamente comprovacao
histologica de Hiperplasia Prostatica Benigna ou Adenocarcinoma. Apesar disto
uma parte do tecido coletado foi re-encaminhado para exame
anatomopatolégico confirmatério no laboratério Anatomia Patolégica e
Citopatologia - CEDAP.

Foram excluidos de nosso estudo, pacientes em uso de cateter vesical
ou focos inflamatérios. ldade avancada nao foi considerada fator de excluséao,
desde que o paciente apresentasse condi¢des clinicas para a realizacao do
procedimento cirdrgico.

Todos os pacientes concordaram com a coleta e doacdao do material
bioldgico descartado, assinando o termo de consentimento livre e esclarecido.
Os dados dos pacientes estdo resumidos na tabela abaixo:
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Tabela 2 - Dados dos pacientes.

Paciente  Diagndéstico Idade Raca Score de Tecido
Gleason
01 HPB 68 Afro - Prostata
02 Cap 72 Pardo T1c Prostata
03 HPB 63 Branco - Préstata
04 Cap 65 Afro T1c Préstata
05 HPB 70 Pardo - Prostata
06 HPB 66 Branco - Prostata

Ha diferencas consideraveis entre as incidéncias relatadas de cancer
clinico de préstata nos diferentes grupos étnicos. As diferencas de incidéncia e
mortalidade entre afro-americanos e brancos tém sido atribuidas a fatores de
triagem, ambientais e biol6égicos. Em comparacao com controles brancos, os
homens negros apresentam a doenga com menos idade, em grau mais elevado
e estagio mais avangado e com maior atraso no diagnéstico. Esse quadro tem
sido atribuido a importantes diferencas de acesso a triagem, assim como a
diferencas na percepcao da doenca e na consciéncia do seu tratamento, o que
representa barreiras significativas a deteccao precoce entre afro-descendentes.

3.2—- COLETA DO TECIDO

Os pacientes com comprovacao histolégica de Hiperplasia Prostatica
Benigna (HPB) ou Adenocarcinoma, foram submetidos a adenomectomia pela
técnica de Freyer, conforme indicacdo técnica da equipe médica assistente.
Apos o procedimento, o paciente permaneceu internado, sob cuidados médico-
hospitalares de rotina, até sua completa recuperacdo. A peca cirurgica foi
dissecada para retirada da capsula prostatica, e as amostras foram entao
clivadas e dela foram retirados fragmentos com tamanhos e espessuras
variados (Figura 15). Deste material parte foi encaminhado para a realizagédo
de exame anatomopatolégico de rotina. Os demais fragmentos foram
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colocados em frasco de vidro estéril, contendo meio de transporte constituido
pelo meio RPMI suplementado com 5% FCS e 200 pl de Ciprofloxacino,
acondicionado numa caixa de isopor com gelo, para ser transportado ao
Laboratério de Bioengenharia Tecidual e Biomateriais.

Figura 15 — Fragmentos em diversos tamanhos e de diversas
regioes da prostata.

3.3 — PROCESSAMENTO E DIGESTAO ENZIMATICA DO TECIDO
PROSTATICO HUMANO

O processamento foi realizado em ambiente estéril, em capela de fluxo
laminar. O meio de transporte foi removido e descartado. Os fragmentos de
tecido foram lavados por 3 vezes com solucao de PBS estéril. O tecido lavado
foi colocado numa placa de Petri estéril, e usando-se tesouras, pingas e
bisturis, foram removidos, residuos de sangue ou coagulos (Figura 16). Os
fragmentos de tecido foram entdo clivados e transferidos para uma garrafa de
25 cmd contendo 1,5 mL de solucdo de colagenase tipo 1 A (Sigma lote
n°026K8617) por grama de tecido (Figura 17) e o processo de digestdo
enzimatica do tecido foi mantido por agitagdo suave,com o auxilio de uma
barra magnética no agitador, a 37°C por 5 ou 6 horas na estufa com 95%02 e
5% CO02.
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Figura 16 - Processamento dos fragmentos prostaticos no fluxo

laminar

Figura 17 - Cultura primaria aderente de células prostaticas
humana, apés digestdo enzimatica do tecido. Garrafas contendo solucao
de células e meio de cultura.
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3.4 - CULTURA PRIMARIA ADERENTE DE CELULAS PROSTATICA
HUMANA.

Apbés 6 horas de digestdo enzimatica, fragmentos do tecido néo
dissociados foram removidos por filtracdo e o homogenato foi centrifugado a
1400 RPM, 4°C por 5 minutos. A seguir, o sedimento celular foi ressuspenso
em solucado tampao salina sem calcio e magnésio CMF (Caélcio e magnésio
frre) (1x), suplementado com 5% de FCS (soro fetal bovino, Cultilab.nimero da
partida 012/06), e 2 ug/ml de ciprofloxacino (Bayer). Tanto o banho como a
centrifugacédo, nas mesmas condi¢des, foi repetido, por mais duas vezes. Em
seguida, o sedimento celular foi resuspenso em 5 ml de DMEM,(Dulbecco’s
Modificado Invitrogen Corporation,lote1341390) suplementado a 5% com FCS
e 2 pg/ml de ciprofloxacino e plagueado em uma garrafa de 25 cm® para
propagacao da cultura celular.

A renovagdo do meio da cultura foi realizada a cada dois dias, até que
as células aderentes, que formaram uma monocamada, estivessem préximas a
tornarem-se confluentes. Na manutencao, o meio de cultura era desprezado, a
camada celular era lavada com 3 banhos de BSS 1x, cada um deles com 5 ml,
apos os quais era colocado na garrafa de cultura 5 ml de DMEM suplementado
a 5% com FCS e 2 de ug/ml de ciprofloxacino.

Apbs confluéncia das células a dissociacdo e propagacdo da
monocamada foi realizada por acdo enzimética e sub-cultivo das células.
Brevemente, adicionou-se 1 ml de solucdo de 0.25% tripsina (Invitrogen
Corporation, 1:250, lote No 1318331), e manteve-se a garrafa na incubadora a
37°C durante 2 minutos.

Apéds dissociacao controlada em microscépio de contraste de fase (marca
Leica, modelo DM IL), adicionou-se DMEM suplementado com 5% SFB a
suspensao celular para inativacao da atividade tripsinolitica. O homogenato
celular foi centrifugado (1500 rpm/10 minutos), o sedimento celular
ressuspenso em DMEM suplementado a 5% com FCS, e a concentracdo da

suspensao celular foi entdo avaliada em camara de Neubauer.
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3.5 - CULTURA PRIMARIA DE ORGANOIDES PROSTATICOS HUMANOS

Apés 3 horas de digestao enzimatica do tecido prostatico, os organdides
foram separados do homogenato tecidual total por filtracdo e decantacdo em
tubos Falcon de 50 ml. Objetivando a aquisicao de organdides de cerca de 300
um de didmetro, o homogenato total foi filtrado em malha de nylon e
centrifugado a 4°C, 170g, durante 1 minuto. Descartado o sobrenadante o
sedimento foi lavado trés vezes com 30 ml de CMF, enriquecido com 5% de
SFB e 2 ug/ml de ciprofloxacino. Em seguida a ultima lavagem, o sedimento
contendo os organdides foi re-suspenso em 10 ml de DMEM, suplementado a
5% com SFB e 2 ug/ml de ciprofloxacino. Para cultivo ndo-aderente, a maioria
da suspensao celular contendo os organdides foi adicionada a uma placa de 24
pocos revestidos com camada de agar. Cerca de 20 pogos foram preparados
previamente com 0,5 ml de agar a 1,2 % (Invitrogen. Lote 1300 104), DMEM 2x
suplementado com 5% de SFB e 4 ug/ml ciprofloxacino.

Apbs 48 horas a solucao contendo organodides foi lavada e centrifugada
por trés vezes e fixado com paraformaldeido (Sigma Lot.P-6418) para
processamento histoldgico.

3.6 — PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

O processamento histolégico para microscopia Optica dos organdides:
apds ser colocado no paraformaldeido, foi desidratado passando por uma
bateria de alcool etilico em ordem crescente: alcool 70°% 90° e 100°. Apds
desidratacdo o material seguiu para diafanizagao: xilol I, Il e lll.

A infiltracdo consistiu em banhos de parafina histolégica | e Il no material,
numa estufa a 60°C.

Apés a inclusdo em parafina o material seguiu para a microtomia, para
se obter cortes finos de 4um. Feitos os cortes, o material cortado foi colocado
em laminas histolégicas e levados para estufa a 45°C para secagem. Depois
da secagem seguiu para a coloragdo. Para que o material pudesse ser corado,
foi preciso ser desparafinizado, passando por uma bateria de desparafinizacao
e hidratagdo: xilol | e Il e uma bateria de alcool etilico em ordem decrescente:
alcool 1002, 90° e 70°. Apds a desparafinizacao e hidratacdo as laminas foram

divididas em dois grupos. Grupo 1 seguiu para a coloracado pelos métodos de
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hematoxilina e eosina com o intuito de se observar as caracteristicas gerais do
tecido.

O grupo 2 do material, foi também desparafinizado para marcagao e
identificacdo de nucleos em apoptose pelo método TUNEL ( TdT mediated
dUTP nick end labeling) que significa : desoxinucleotidio terminal transferase,
mediado pela 5’ desoxiuridina trifosfato.

Este método se baseia nas ligagcdes especificas de nucleotideos
marcados, catalizados pela deoxinucleotidil transferase (TdT) aos terminais 3'-
OH do DNA nas areas de fragmentagao, possibilitando a identificagcao de

células em apoptose, cujas etapas sao as seguintes:

3.7 - IMUNOMARCAGCAO -TUNEL

As laminas destinadas a marcacao imunofluorescente, tiveram o
seguinte tratamento;
Secgdes de 4um foram desparafinizadas com xilol e re-hidratadas com
solucdes decrescentes de alcool. Permeabilizacdo com solucdo de triton a
0,1%. Foi adicionado 1ml de solugéo de triton 0,1% em cada espécime sendo
coberto com parafilme.
As laminas recobertas com parafilme foram entdo colocadas em camara umida
e levados a estufa de CO? por 8 minutos. Decorrido este tempo, foram
lavadasduas vezes com BSS. As laminas, lavadas e secas, cuidadosamente,
sofrera agao da tripsina diluida com HCL. Adicionamos1 gota de tripsina sobre
cada corte,e depois cobrimos com parafilme e mantidas em estufa de CO? por
30 minutos a temperatura de 37°C.
Apoés esse tempo, foram lavadas 2 vezes com BSS e secas.

3.8 — MARCAGCAO E IDENTIFICACAO DAS CELULAS TOTAIS E EM
APOPTOSE

Cada corte, individualmente foi recoberto com parafilme.O verso das
laminas com cortes foram marcadas com caneta tipo piloto, para facilitar a
visualizagdo do espécime. Em seguida prepara-se a mistura reacional para
apoptose (TUNEL) com o kit In Situ Cell Death Detection Kit Fluorescein (
Roche Diagnostics Corporation Indianapolis, Ind ) Lote 11 684 795 919 na
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seguinte proporcao: 90 uL de solucédo de coloracdo e 10 pL da solucdo com
enzimas.

Coloca-se 5 pL da mistura reacional sobre cada corte e veda-se com parafilme.
Incubar por 60 minutos a 372 C em camara Umida. Apds esse tempo, lavar
duas vezes com BSS (1x). Secar cuidadosamente com papel absorvente ou

cotonetes, conforme instrugéo do fabricante.

3.9 - CONTRACOLORACAO

A contra coloracao foi feita com iodeto de propidio 0,2mg/ml na diluicao
1/1000. (lodeto de propidio Invitrogen, lote n°1300104)

Protegido da luminosidade, adicionamos 10uL/por corte, a temperatura
ambiente por 1 minuto. Apds, lavar em agua destilada. Secar com cotonete,
com cuidado para nao ferir o corte.A lamina foi protegido da luminosidade.

3.10 - MEIO DE MONTAGEM

Preparado o meio de montagem “anti desbotamento” (Pro Long Antifade
Kit Invitrogen Molecular Probes lote n® 26452w). Adicionados 5 pL em cada
lamina para recobrir todos os cortes. Protegidos com laminulas. Selado com
esmalte. Avaliado no microscopio de contraste de fase invertido com
fluorescéncia. Utilizando filiro verde, a imagem, fluorescente vermelho, que
mostrou o total de nucleos. Usando o filtro azul a fluorescéncia verde que

mostrou o numero de células em apoptose.

3.11 -CONTAGEM DAS CELULAS CELULAS TOTAIS E EM APOPTOSE

A contagem das células totais e em apoptose foi realizada em 10
campos de maior aumento do microscopio de fluorescéncia (Leica modelo DM
IL objetiva de 40x) em areas aleatérias e adequadas a interpretagao, isto é
aquelas onde a morfologia dos acinos estivessem bem caracterizadas, com
paredes de forma continua, tanto para a contagem das células totais, como
para células em apoptose. Células em apoptose que se encontravam na luz do
acino nao foram consideradas para efeito de contagem.
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3.12 - CAPTURA DE IMAGEM

As imagens apresentadas no presente trabalho foram capturadas em
uma camara digital Sony modelo DSC/W5, 5.1 Mega Pixels, através das
objetivas de 20x10 e 40x10 do microscopio de contraste de fase (Leica DM IL)
do Laboratério de Bioengenharia Tecidual e Biomateriais do Instituto de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia. As imagens da
imunofluorescéncia foram realizadas usando objetiva de 40x10 e camara
analdégica Olympus PMC 350 acoplada ao microscopio de fluorescéncia
(Olympus Bx41), do Laboratério de Taxonomia Vegetal da Universidade
Estadual de Feira de Santana.
Para identificacdo das células totais e em apoptose as imagens foram
escaneadas e trabalhadas no programa Adobe Fhotoshop versdo C S. 2.
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4.0 - RESULTADOS

Os experimentos realizados permitiram estudar a constituicdo e a
arquitetura dos tecidos prostaticos, cultivar células e organdides da glandula,
realizar testes de sobrevivéncia/viabilidade com acido retindico, estabelecer
curva de proliferacdo e aferir, qualitativamente e quantitativamente, a

proliferacao e apoptose de células de hiperplasia e cancer de préstata.

Com o objetivo de avaliar o efeito do &cido retinoico na sobrevivéncia e
proliferacdo de células prostaticas humana, foram realizadas curvas de
crescimento na presenca e na auséncia da referida droga.

Foi utilizado neste experimento culturas primaria aderente entre a
segunda e quarta passagem. No dia do plagueamento do experimento as
monocamadas de células prostaticas aderente foram tripsinizadas e
aproximadamente 2.0 x 10%, células foram plaqueadas em pocos com &rea de
1cm?2. No dia seguinte se procedeu a troca do meio de cultura, DEMEM 1 x
(DEMEM + FCS5% + 2 ug de CIPRO),acrescido da droga em teste (10 uM de
acido retinoico).

O numero total de células viaveis foi avaliado por contagem em camara
de Neubauer, com azul de tripam, ao longo de 8 dias de incubagdo com as
drogas nos seguintes intervalos:

Dia 0 (T0O) dia 2 (T2) dia 5 (T5) dia 8 (T8).

Os meios de cultura contendo a droga 10uM de acido retinoico € 0 meio
de cultura sem adicdo de droga foram substituidos a cada dois dias com
lavagem da monocamada, por trés vezes com 5ml de BSS (1x) entre as trocas.
Em cada experimento foi reservado no minimo quatro pogos para contagem do
namero de células e verificagdo do efeito da droga em cada um dos tempos pré
estabelecido para o estudo e posterior graficacao da curva de sobrevivéncia.

A curva de sobrevivéncia é utilizada para determinar o potencial de um
determinado agente em promover a morte ou proliferacdo celular. (Sogayar
2004).
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Grafico 1 — Curva de proliferacdao e sobrevivéncia de cultura em células
aderente de prostata humana na presenca de acido retindico.

4.1 MORFOLOGIA DO TECIDO PROSTATICO

O estudo do tecido prostatico, tanto aquele de tecido hiperplasiado como
o de adenocarcinoma, foram feitos a partir do processamento histoldgico, de
acordo com o Manual de Técnicas em Histologia e Biologia Celular do
Laboratério de Biologia Celular da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo, 2002, corados pela hematoxilina/eosina e montados em laminas
histolégicas.

Nos casos de HPB (Hiperplasia Prostatica Benigna) observou-se um
conjunto de estruturas tdbulo - alveolares, nas quais as células epiteliais
encontram-se envolvidas por um estroma abundante (tecido fibromuscular e
tecido conjuntivo) e um volumoso lumem, com deposito de produtos
secretoérios. Observam-se nodulos, com hiperplasia bem delimitados, em sua
maior parte constituidos, por estroma e glandulas (ndédulos estrobmatos —
glandulares). Em alguns cortes, apresentam hiperplasia puramente estromal e
em outros glandulares. As células epiteliais sdo colunares com citoplasma
claro de aspecto mucoso, e sdo mais altas que as de préstata normal. Em
muitos lugares € possivel observar que as glandulas sao formadas por uma
dupla camada de células epiteliais. A camada mais interna de células colunares
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proeminentes e na camada periférica de células basais achatadas. O encontro
da dupla camada tem importancia para definir a benignidade do processo - que

se trata de hiperplasia e ndo neoplasia.

Figura 18 -Morfologia do tecido prostatico: A estrutura tubulo — alveolar
envolvida em estroma abundante. B - Estruturas tubulo - alveolar
dilatadas de aspecto cistico. C —Estrutura tubulo — alveolar apresentando
limem volumoso com depodsito de produtos secretérios. Corte
histolégico corado com hematoxilina/eosina.Registro em objetiva
200x,respectivamente

Nos casos de estudo de adenocarcinomas observou-se que estavam
constituido por células pequenas e claras com discreto pleomorfismo nuclear.
Podendo estar em arranjo sélido (sem formar glandulas) ou formar microacinos
glandulares dispostos muito proximamente entre si (carater medular). O

carcinoma infiltra a préstata, da qual ainda se observa algumas glandulas
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remanescentes e feixe de musculo liso. Os achados histolégicos incluiram
desaranjo acinar, infiltracées estroma.
Os achados citolégicos incluiram auséncia de células basais, nucleos

volumosos e vesiculados.

Figura 19 — Microscopia de corte histologico de Adenocarcinoma da
prostata. A — Acinos glandulares préximos, infiltracdo do estroma. B —
Area menos diferenciada, aspecto sdlido. C — Adenocarcinoma de
prostata, infiltrando a musculatura lisa.Coloracao por HE, 200x
respectivamente.
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4.2 — CULTIVO ADERENTE E MORFOLOGIA DE CELULAS PROSTATICAS

Com o objetivo de avaliar a sobrevivéncia e proliferacdo das células
epiteliais da prostata humana, foi realizada cultura primaria aderente de células
prostaticas.

Tais células apresentam frequentemente muitas propriedades diferenciadas
apropriadas a sua origem. Elas sdo acessiveis para estudar eventos que nao
sao possiveis de serem estudados em tecidos intactos.

Ap6és digestao do tecido prostatico, 0 homogenato tecidual foi purificado
e tanto as células isoladas como os organdides foram mantidos em meio de
cultivo sobre suporte plastico aderente. Foi possivel identificar células do
estroma e do parénquima prostaticos e confirmar a capacidade de aderéncia e
proliferacdo das mesmas, além da possibilidade de sub-cultivo. As células
cultivadas em pléstico exibiram um crescimento em monocamada, com
morfologia epitelidide ou fusiforme, comprovando a presenca predominante de
células acinares/ductais e uma pequena contaminacdo com células
estromais(Figura 20). Os organdides cultivados aderiram sobre plastico apos
dois dias e a partir do “cluster”, observou—se a migracdo de células
epitelioides que formaram monocamadas sub-confluentes. Com o sub-cultivo e
expansao dos organdides aderidos obteve-se uma monocamada de células
epitelidides 48 horas ap6ds o isolamento dos organdides.
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Figura 20 - Cultura aderente de células da préstata humana.

A - Células de aspecto alongado e projecoes citoplasmatica, semelhantes
a fibroblastos B e C - Cultura aderente de células da préstata humana.
Proliferacédo de células com aspecto fibroblastéide. D Cultura aderente de
células da prostata humana. Proliferacao de células com aspecto
fibroblastdide, confluente. Registro de células cultivadas, apés digestao
enzimatica e mecanica. Microscpia de contraste de fase invertido- 200x,

respectivamente.
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43 — CULTIVO E MORFOLOGIA DE ORGANOIDES DE TECIDO
PROSTATICO

Os sistemas tridimensionais de cultura de células sdo um bom modelo
para estudo dos muitos fatores que influenciam o crescimento e o
comportamento celular bem como aumentar a nossa compreensdo da
homeostase, diferenciacao celular e organizacado dos tecidos. Esses sistemas
foram desenvolvidos por fornecer um bom modelo para analisar as interacoes
entre células. Liquidos podem fluir através das culturas celulares permitindo
que drogas e outros produtos quimicos possam ser utilizados e seus efeitos
medidos.

Com o objetivo de caracterizar a arquitetura dos fragmentos epiteliais
(ductos e acinos) obtidos de préstata humana, os organoides isolados foram
cultivados em suspensdo em meio DMEM sobre uma camada de solugéo de
gel de agar e todo o sistema pode ser acompanhado e avaliado por de
microscopia de contraste de fase (Leyca), apds serem fixados e processado
por técnicas histolégicas, e corados pelo método de hematoxilina/eosina e
avaliados em microscopio 6tico (Leyca).

Os organdides de células da préstata humana apresentaram formato
esferdide, formado pela agregacao de células, sem nenhuma protusao
aparente na sua superficie, com tamanhos variaveis, entre 100 e 300
micrometros ( Figura 21).
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Figura 21 - Organdides de células prostaticas.
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Figura A — Organdide de digestao parcial de tecido prostatico; B —
Organdide de célula prostatica isolado, apresentando agregado de células
de forma esférica. C — Diversos organdides de células prostatica com
forma esférica e alongada. D — Organdides isolados, evidenciando a
forma alongada e forma esférica. E, F — Grande organdide de forma
dismorfica, e organoides pequeno na forma esférica. Organodides
oriundos da digestao enzimatica e mecanica de tecido

prostatico.Microscopia de contraste de fase invertido, 200x.
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Os achados histologicos basicos que foram observados nos organdides de
HPB s&o analogos aos observados em andlises histologicos de tecidos.
Apresentam nodulos hiperplasicos bem delimitados em sua maior parte
constituidos por estroma e glandulas. Em muitos lugares é possivel observar
que as glandulas sao formadas por uma dupla camada de células epiteliais
(Figura 22).

Figura 22 — Achados basicos em organdides de Hiperplasia de Prostata
Humana.

A - Acino glandular de forma arredondada com hiperplasia de células
basais. B - Acino glandular, de forma alongada, com hiperplasia de
células basais, preenchendo o Ilume glandular. Acino de forma

arredondada com lume apresentando depdsito de produtos secretorios. C
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-Estroma com aspecto nodular , apresentando infiltracao de células
basais . D — Estroma apresentando aspecto nodular e infiltracao de
células basais. Coloracao por HE, e registro em objetiva 200Xx,

respectivamente.

A analise histolégica dos organdides obtidos de HPB revelou o
predominio de estruturas tubulares, circundadas por tecido estromal escasso. A
estrutura acinar ou ductal com epitélio colunar/cubdide secretério sobreposto a
camada de epitélio cubdide pavimentoso, e lumen foi mantida, indicando que
ndao houve colapaso da arquitetura durante o isolamento ou cultivo em
suspensao. A maioria dos organdides apresentou aparéncia de esferas ocas.
Nos esferbides constituidos apenas de tecido epitélial, sem a presenca de
tecido estromal, observou-se uma membrana delgada delimitando os limites
externos do organoide.

Os achados histologicos basicos que foram observados nos organdides
de adenocarcinoma(Figura 23) tém a mesma organizacdo arquitetbnica e
citolégica encontrados naqueles que tiveram processamento histolégico de
tecidos.
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Figura 23 -A — Adenocarcinoma de prostata com células em anel de sinete
B - Carcinoma de préstata Grau 5 (pouco diferenciado) com diferenciacao
glandular minima ou ausente, e com as células formando massas e
cordoes.A neoplasia infiltra o estroma adjacente. C e D —Neoplasia intra -
epitelial prostatica de alto grau (Pin de alto grau), forma micropapilar.
Projecoes papiliformes, com eixo constituido por estroma prostatico,
revestido de epitélio atipico. Coloracao por HE , registro em objetiva 200x
respectivamente.
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4.4 EFEITO DO ACIDO RETINOICO SOBRE A PROLIFERACAO

DE CULTURA ADERENTE DE CELULAS PROSTATICAS.

Comprovada a viabilidade das células prostaticas e organdides em
cultura primaria aderente, a préxima etapa consistiu na avaliacao do efeito do
acido retindico sobre a proliferacdo das células aderentes totais do tecido
prostatico.

O efeito das drogas na proliferacdo das células de tecido prostatico em
cultura foi avaliado através da adicao da droga diretamente no meio de cultura
(sempre na concentragdo de 10uM), contagem da células vidveis em cada
grupo experimental e analise estatistica. O grupo branco nao recebeu droga
nenhuma, enquanto o grupo controle DMSO, recebeu sempre a mesma
quantidade de DMSO, que foi o solvente do acido retindico. Os resultados
obtidos estdo descritos no grafico 2 e serviram de base para a elaboracao dos

gréaficos de celularidade de TO a T-2, de TO a T-12 e na curva de proliferacao.

T0aT12. Curva

15 P

—e— Branco

Celularidade

T-0 T-2 T-5 T-8 T-12 AR

Calendario

Grafico 2 - Curva de proliferacao de cultura aderente de tecido
prostatico na presenca ou nao de 10uM de acido retinoico. Resultados
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expressos em celularidade x 10.000. Representativo de dois experimentos
distintos.

De uma forma geral o grafico 2 demonstra que em condi¢des controle
houve aumento na taxa de proliferacdo apo6s 48hs, que continuou até T12. Os
resultados também demonstram uma clara inibicado da proliferagao celular pelo
acido retindico até o oitavo dia de incubacéao.

Aos 5 dias, a condicdo de tratamento com acido retinbico apresentou
efeito inibitério consideravel, comparado ao controle.

Aos 12 dias, a celularidade apresentou aumento, no entanto, sem
apresentar diferengca estatisticamente significante em relagcdo ao grupo
controle.

O efeito observado para o acido retindico teve relacdo direta com o
tempo de exposicdo a droga, mostrando relagdo inversamente proporcional
entre o grupo tratado, e o grupo controle, que demonstrou progressivo aumento
na densidade celular.

441 - AVALIACAO DE APOPTOSE EM CULTURA
TRIDIMENSIONAL DE ORGANOIDES PROSTATICOS.

O efeito das drogas sobre a taxa de renovacao celular poderia envolver
o equilibrio entre a geracado de novas células por proliferacdo contrabalancada
pela morte de células por apotose. Apdés comprovar que a droga causava
diminuicdo no numero de células, tornou-se importante investigar se esta
reducdo deu-se por meio de inducdo de apoptose ou se a droga estava
primariamente causando necrose celular. A préxima etapa consistiu na
avaliacdo da inducdo de apoptose de células epiteliais de organdides
prostaticos em cultivo tridimensional, antes e ap6s 48 horas de incubacdo com

os DMSO e droga em estudo,.
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Os resultados obtidos refletem a andlise qualitativa e quantitativa das
células epiteliais em apoptose ap6s marcacao pelo método TUNEL e contra-
coloracao com iodeto de propidio.

Qualitativamente observou-se a presenca de células epiteliais em
apoptose tanto na dupla camada epitelial de revestimento quanto no luz do
acino prostatico, principalmente apds incubagéo com acido retindico (Figura24).

Os resultados da andlise quantitativa foram obtidos com a contagem das
células totais e em apoptose de 20 acinos de organdides antes da incubacgéo e
apds 48 horas de cultivo com 4cido retindico e condi¢des controle.

Na tabela 3 estdo consolidados os resultados da contagem antes da
incubagédo com acido retindico. Esses resultados estdo também demonstrados
no grafico 2 e as imagens das células totais e em apoptose podem ser

visualizadas nas figuras 24 e 25.

Tabela 3 - Exibe o percentual de células em apoptose 48 hs apds a
dissociacao enzimatica do tecido prostatico

Drogas/células Acinos Células totais Células em apoptose %

DEMEM 20 1600 41 2,56




97

Figura 24 - Experimento Inicial:Células que se encontravam em apoptose
no momento da dissociacao por digestdo enzimatica Marcacao pelo
método de TUNEL e contracoloracao por lodeto de Propidio. Em
vermelho células totais. Em verde, células em apoptose. Microscopia de
contraste de fase invertido com fluorescéncia - 400x.
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Grafico 3 - Comparativo entre o numero de acinos, numero de células
totais e numero de células que se encontravam em apoptose no momento
em que o tecido foi dissociado por digestao enzimatica para cultura
tridimensional de organdides prostaticos.

A tabela 4 demonstra o indice de apoptose em cultura tridimensional de
organoides prostaticos quando incubados por 48hs com 10uM acido retindico e
em condicdes controle. A analise qualitativa foi feita com base na comparacao
da marcacao das laminas estudadas com controles sabidamente positivos e
negativos para os marcadores determinados. A analise foi realizada em
campos definidos, observando-se, acinos glandulares, bem formados, e
escolhidos de forma aleatéria. Para a contagem das células em apoptose,
foram observados 20 acinos glandular. As imagens, de cada campo, foram
vista com microscopia de contraste de fase invertido, com aumento de 400 x e
contadas com hemocitometro. Os corpos apoptéticos encontravam-se corados
em verde. Foram quantificadas células totais do tecido glandular e células
apoptoticas.

Tabela 4 - Comparativo entre percentual, numero de células totais, células
em apoptose incubadas com meio de cultura e na presenca de 10uM do
acido retindico incubadas por 48 horas.

ACINOS CELULAS TOTAIS CELULAS EM APOPTOSE %

DMEM 20 1639 46 2,81

AR 20 1573 35 2,2
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Figura 25 - A e B - Organoides de tecidos prostaticos marcados pela
técnica de TUNEL com fluorescéncia A — Organoides obtidos por digestao
enzimatica e mecéanica. Observa-se varios acinos prostaticos bem
definidos, e luz glandular. Em vermelho vém-se as células totais.
Condicao controle. B - Organoides obtidos por digestao enzimatica e
mecéanica. Observa-se varios acinos prostaticos bem definidos, e luz
glandular. Em vermelho vém-se as células totais. Condicao controle.
Registro em microscopia de contraste de fase com fluorescéncia, objetiva
de 400x.
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Figura 26 -- Organoides prostaticos obtidos por digestao
enzimatica e mecanica de fragmentos prostaticos, marcadas células pela
técnica de TUNEL e contracoradas por lodeto de Propidio.Microscopia de
contraste de fase com fluorescéncia.Objetiva de 400x, respectivamente.

A- Em vermelho, células com a formacao de varios acinos

glandulares. Em verde, nucleos apoptoticos.

B- Em vemelho temos acino glandular bem formado, vendo-se na

luz grande quantidade de nucleos apoptodticos.




101

C- Em vermelho vé-se um acino glandular bem formado. Em verde

vemos células em apoptose contornando a luz glandular.

5 DISCUSSAO E CONCLUSAO

As doencas da préstata tem sido motivo de grande interesse
por parte de pesquisadores em face aos elementos envolvidos ,e
dos transtornos causados, quer seja de ordem psicoldgica quer seja
de ordem de saude publica.

Uma das grandes dificuldades dos pesquisadores € encontrar
um modelo de estudo, que preserve as condi¢cdes do tecido original
tanto anatébmico ,como funcional.

O sistema de cultura tridimensional de células da préstata
humana pode ser usado em uma variedade de aplicacdes, e sem
duvidas pode ser a solucao para este problema.

O desenvolvimento deste modelo de estudo, a partir da
cultura de organodides prostaticos humanos, ndo encontra similar na
literatura.

Elucidando o mecanismo de certas doencas, estudando o
mecanismo por qual a droga ou fatores de crescimento atua,
diagnosticando e monitorando o tratamento de cancer em um
paciente, terapia génica e a producao de produtos biologicamente
ativos.

A capacidade de diferenciacdo do acido retindico tem
despertado grande interesse pelo potencial terapéutico do mesmao,
para tratamento de uma variedade de tipos de cancer (SHELTON et
al., 2006)

Estudos tém demonstrado que o acido retindico € capaz de

produzir uma maior diferenciacdo fenotipica em varios tipos de



102

células, sendo também efetivo em reduzir, atrasar ou prevenir as
transformacdes neoplasicas e promover a regressao de alguns
tumores “in vivo “ (NILES,2000).

Concluimos que os resultados encontrados neste trabalho
atendem aos nossos objetivos:
No que diz respeito ao estabelecimento de modelo de cultura de
organoides;
Na validacdo do modelo para estudo dos tecidos da préstata,
validacdo do modelo de cultura para estudos farmacoldgicos.

PERSPECTIVAS

Este modelo parece ser muito promissor para cultura de
tecidos humanos onde os padrdes histolégicos da cultura tri-
dimensional sdo semelhantes aos observados nos padrées
histologicos em tecidos, quanto a morfologia e disposicao das
células que compde o epitélio glandular e estromal do tecido
prostatico  diferentemente dos  observados em  cultura
convencionais, como em monocamada.

Este fato vem demonstrar que este modelo é factivel para o
estudo da préstata humana.

Este modelo pode ser muito importante nos ensaios
terapéuticos de quimio-prevencao.

Aplicagcao do modelo para avaliar o efeito de acido retindico
em epitélio da préstata humana.

Também pode ser usado para teste com drogas na busca de
novos agentes terapéuticos para tratamento das desordens
proliferativas da préstata.
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