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RESUMO: A próstata é uma importante 
glândula do sistema reprodutor masculino. 
Produtora de uma parte considerável do 
fluido seminal, é essencial para o sucesso 
reprodutivo. A glândula é constituída 
principalmente por tecido epitelial secretor 

e estroma fibromuscular, nervos e vasos 
sanguíneos. E, como tem sido demonstrado 
em diversos estudos desenvolvidos nas 
últimas décadas, a comunicação entre esses 
tecidos é crucial para o bom funcionamento 
da próstata e para o sua organogênese. 
Porém, o desenvolvimento e progressão 
de patologias, como o câncer de próstata, 
também é intrinsecamente influenciado 
por essas interações. As mudanças na 
fisiologia desses tecidos no processo 
de envelhecimento podem ser cruciais 
no entendimento do surgimento dessa 
patologia. Para compreender como essa 
comunicação acontece e sua implicação na 
organogênese e tumorigênese da próstata, 
neste capítulo, trazemos os principais 
pontos e implicações da sinalização entre 
tecido epitelial e mesênquima em diferentes 
contextos.
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mesenquimais.

http://lattes.cnpq.br/0867309108399717
https://lattes.cnpq.br/0516950924338641
http://lattes.cnpq.br/3256932358053453


Avanços em química e bioquímica: teorias e práticas 2 Capítulo 1 2

EPITHELIAL-MESENCHYMAL INTERACTIONS IN PROSTATIC DEVELOPMENT 
AND PROSTATE CANCER: TISSUE COMMUNICATION MECHANISMS

ABSTRACT: The prostate is an important gland in the male reproductive system which is 
responsible for producing a considerable part of the seminal fluid, essential for reproductive 
success. The gland consists mainly of secretory epithelial tissue and fibromuscular stroma, 
nerves and blood vessels. As it has been shown in several studies carried out in recent decades, 
the communication between these tissues is crucial for the proper functioning of the prostate 
and its organogenesis. However, the development and progression of some pathologies, 
such as prostate cancer, is also intrinsically mediated by these interactions. Changes in the 
physiology of these tissues during the aging process may be crucial keys in understanding 
the emergence of this pathology. Meaning to understand how this communication happens 
and its implications for prostate organogenesis and tumorigenesis, this chapter brings riglights 
and implications of signaling between epithelial tissue and mesenchyme in different contexts.
KEYWORDS: Prostate; Prostate cancer; tumor microenvironment; organogenesis, epithelial-
mesenchymal interactions.

1 |  INTRODUÇÃO
A próstata é uma glândula acessória indispensável ao sistema reprodutivo masculino, 

produzindo cerca de 30% dos componentes do sêmen, adicionando importantes fatores 
ao fluido seminal, como proteases para auxiliar na movimentação dos espermatozóides e 
outras substâncias que ajudam a neutralizar o pH vaginal, evitando a apoptose de gametas 
na concepção (MEDICAL NEWS TODAY 2022). Diversas proteases são secretadas pela 
próstata, entre elas, o Antígeno Prostático Específico (PSA), um importante marcador 
sérico de patologias prostáticas, incluindo o câncer de próstata (YOUSEF e DIAMANDIS, 
2001). A glândula prostática é composta por ácinos contendo uma camada única de células 
epiteliais glandulares sensíveis a hormônios e outra camada de células basais germinativas 
que detém a capacidade proliferativa do tecido, permeadas por escassas células 
neuroendócrinas (TOIVANEN e SHEN, 2017). Os ácinos são envoltos por mesênquima 
diferenciado em estroma fibromuscular composto por fibroblastos, células musculares lisas 
e matriz extracelular, permeado por células imunológicas não residentes, nervos, vasos 
sanguíneos e linfáticos (TOIVANEN e SHEN, 2017). A maioria das interações bioquímicas 
entre o epitélio e estroma se dão principalmente pela matriz extracelular, composta de um 
amálgama de macromoléculas que provêm suporte e substrato para adesão e migração 
celular, além de conter diversas proteínas sinalizadoras que induzem o crescimento e 
remodelamento do tecido (HANKE et al, 2020) . Essa dinâmica é completamente alterada 
durante patologias como o câncer de próstata, com uma aparente retroalimentação da 
doença gerada pela desregulação da sinalização entre os tecidos (HANKE et al, 2020). 

Todo o funcionamento da próstata, desde o princípio de sua organogênese, é 
explicitamente dependente da boa comunicação entre seus componentes teciduais. 
Tanto que, o estroma e o epitélio acinar são igualmente importantes no desempenho das 
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funções prostáticas e no desenvolvimento embrionário da próstata, como veremos no 
próximo segmento. Por outro lado, o câncer de próstata, assim como basicamente todos 
os processos desta glândula, também é fortemente atrelado a sinalização recíproca entre 
tecido epitelial e mesenquimal, criando um complexo microambiente tumoral, possivelmente 
tão importante para a malignidade da doença quanto o próprio adenocarcinoma (GE et al, 
2022). Nesta revisão, procuramos trazer uma abordagem compreensiva da importância 
dessa comunicação em diferentes cenários da fisiologia prostática, e como essas reações 
podem acarretar no desenvolvimento e perpetuação do câncer de próstata. 

2 |  PAPEL DA SINALIZAÇÃO RECÍPROCA ENTRE TECIDO EPITELIAL E 
MESÊNQUIMA NO DESENVOLVIMENTO EMBRIONÁRIO DA PRÓSTATA

As interações entre mesênquima e epitélio são essenciais já na própria formação da 
glândula, mediando a diferenciação da próstata a partir do sino urogenital (UGS) quando sob 
influência dos hormônios andrógenos no início do desenvolvimento do sistema reprodutor 
masculino (Fig. 1) (CUNHA et al, 1992). Diversos experimentos foram conduzidos a fim 
de entender o desenvolvimento da próstata e o papel de cada tecido constituinte neste 
processo, e como se dão as trocas de sinalização entre o tecido epitelial do sino urogenital 
(UGE) e o mesênquima dessa mesma estrutura embrionária (UGM).

Em um dos seus primeiros artigos publicados sobre o tema, Gerald R. Cunha 
demonstrou que o desenvolvimento da próstata depende da interação do mesênquima 
com o tecido epitelial, e que o UGE dita a natureza da glândula formada quando cultivado 
juntamente com mesênquima de outros órgãos alvo dos hormônios andrógenos. Neste 
estudo, UGM, UGE, tecido epitelial da vesícula seminal (SVE) e mesênquima de vesícula 
seminal (SVM) foram extraídos de embriões de camundongo e cultivados de forma 
homotípica (SVE+SVM e UGE+UGM), configurando o grupo controle, e heterotípica 
(SVE+UGM e UGE+SVM) como grupo experimental. O desenvolvimento esperado ocorreu 
em ambos os controles, com os tecidos de vesícula seminal se diferenciando em uma 
histologia típica do órgão, assim como a cultura de tecidos do sino urogenital apresentou 
diferenciação em glândula prostática. Curiosamente, quando o UGE foi combinado com 
o mesênquima originário da vesícula seminal (SVM) o órgão se desenvolveu como uma 
glândula prostática, assim como a recombinação heterotípica de SVE e UGM resultou no 
desenvolvimento em vesícula seminal. Tanto a vesícula seminal quanto o sino urogenital 
são estruturas alvo dos hormônios andrógenos, cruciais para a organogênese (CUNHA, 
1972). 

Mas, o que aconteceria se a sensibilidade a esses hormônios fosse anulada em 
um dos tecidos? Haveria diferenciação glandular? A resposta é: depende do tecido. Em 
1978, Cunha e Lung publicaram outro artigo que explora a interação hormonal tanto no 
tecido epitelial quanto no mesênquima. Neste estudo, foi utilizada a recombinação de 
UGM e UGE de camundongo wild-type (wt) e da variedade Tfm (testicular feminization 
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mice) – linhagem que não expressa receptores de hormônios andrógenos (AR), e portanto 
o desenvolvimento dos órgãos reprodutores masculinos é impedida – , e implantando 
essas culturas em ratos machos, mantendo esses tecidos expostos a andrógenos. Nesse 
experimento se demonstrou que as combinações de UGE-wt ou UGE-Tfm com UGM-wt 
resultou em diferenciação em glândula prostática, em oposição a diferenciação dos tecidos 
em uma histologia semelhante a vista na vagina resultante da combinação de UGE de 
qualquer linhagem com UGM de camundongos Tfm. Com base nesses resultados, podemos 
concluir que a diferenciação desses tecidos depende da sensibilidade do mesênquima aos 
hormônios sexuais, enquanto essa qualidade no tecido epitelial pode ser negligenciada 
durante a organogênese. Neste caso, como o desenvolvimento dessas glândulas é 
andrógeno-dependente, podemos supor que o mesênquima age como um intermediário 
da ação hormonal para o desenvolvimento epitelial (CUNHA e LUNG, 1978). Corroborando 
fortemente essa hipótese, Cooke et al. no início da década de 1990, demonstraram que 
a expressão de AR era detectável apenas no tecido mesenquimal no período anterior e 
durante o desenvolvimento do bulbo prostático, tendo sua expressão no tecido epitelial 
apenas posteriormente à formação da glândula (COOKE et al, 1991). 

Ademais, o tecido epitelial parece exercer uma função crucial na diferenciação 
das células mesenquimais em células de músculo liso. Isso foi demonstrado em um 
experimento no qual apenas UGM embrionário foi incubado embaixo da cápsula renal 
de roedores machos, e após 4 semanas, foi observado o desenvolvimento de escassas 
células musculares lisas. Contudo, quando providos com UGE de ratos, o desenvolvimento 
do estroma se deu normalmente. Surpreendentemente, quando recombinado com tecido 
epitelial prostático humano, o mesênquima desenvolveu características de estroma 
prostático humano, com espessamento dos feixes musculares. Com isso, a sinalização 
recíproca entre tecido epitelial e mesênquima é essencial para o desenvolvimento adequado 
e espécie-específico do estroma (CUNHA et al, 1992). 

Portanto, considera-se que na organogênese da próstata, as interações entre 
o mesênquima e epitélio são essenciais e complementares, configurando uma via de 
duplo sentido: o mesênquima induz o crescimento e diferenciação do tecido epitelial e o 
epitélio promove a diferenciação do mesênquima em um estroma fibromuscular coeso e 
adequado para a espécie. Semelhantemente, Já na vida adulta, as interações entre epitélio 
e estroma continuam a modular importantes aspectos do funcionamento da próstata, 
como o crescimento, diferenciação e morte celular por meio das vias de sinalização de 
andromedinas, fatores de crescimento e diferenciação produzidos pelo estroma quando 
influenciado pelos hormônios sexuais (CUNHA, 2008). Como veremos a seguir, em algumas 
patologias da próstata, a comunicação entre os diferentes tecidos da glândula parece estar 
alterada, podendo desempenhar um papel importante na origem e progressão da doença.
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Figura 1. Sinalização recíproca dos tecidos na formação da próstata. A formação da próstata depende 
da troca de fatores de crescimento e diferenciação entre o epitélio e o mesênquima do sino urogenital, 

mediados pela ação dos hormônios andrógenos no mesênquima.

3 |  MICROAMBIENTE TUMORAL: “CÂNCER È UMA FERIDA QUE NÃO 
CICATRIZA”

O câncer de próstata é uma neoplasia de prognóstico variável e muito comum em 
homens de idade superior a 60 anos (RAWLA, 2019), sendo o segundo tipo de câncer 
mais incidente na população masculina e o quinto tipo de câncer que mais causa óbitos 
no mundo, com cerca de 1,4 milhão de casos em 2022 World Cancer Research Fund 
Organization (2022). O Brasil assume uma trágica posição nas estatísticas quanto ao 
câncer de próstata, ocupando o 4o lugar no ranking de casos, com 102 mil diagnósticos em 
2022, e o terceiro lugar em número de mortes causadas pela doença, com cerca de 19 mil 
óbitos no mesmo ano, segundo a World Cancer Research Fund Organization (2022). O tipo 
mais comum de câncer de próstata é o adenocarcinoma prostático (MARCUS et al, 2012), 
caracterizado pelo crescimento descontrolado, anormal e infiltrativo do epitélio secretor, 
que por meio de uma série de mutações adquire um potencial proliferativo, anteriormente 
reservado à camada basal, que não é encontrada nos ácinos cancerosos (HUMPHREY, 
2007). Apesar de que o tecido epitelial seja o mais óbvio problema nesse cenário, o 
mesênquima também desempenha um importante papel no desenvolvimento e progressão 
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da doença, configurando o microambiente tumoral (GE et al, 2022).
Com o avanço da idade, a estrutura e fisiologia da próstata tendem a mudar; 

provavelmente pelas mudanças na produção e ação hormonal e/ou pela maior resposta 
inflamatória da glândula relacionada à idade, o estroma prostático assume permanentemente 
uma fisiologia semelhante à encontrada no processo de cicatrização (SCHÄFER e 
WERNER, 2008). Durante o processo de cicatrização, a matriz é intensamente remodelada 
e age como um “reservatório” de fatores de crescimento para a reconstituição do tecido 
obliterado. Essas condições são muito semelhantes às encontradas em diversos tipos 
tumorais, incluindo o câncer de próstata. Ademais, a comunicação entre os tecidos se 
desvirtua profundamente no câncer de próstata acarretando em drásticas alterações 
podem ser observadas na composição, estrutura e fisiologia do mesênquima, resultando 
no chamado “estroma reativo” (Fig. 2), que se faz presente ainda no início do processo 
neoplásico e se desenvolve de acordo com a progressão da doença (BARRON e ROWLEY, 
2012). De fato, muitas das alterações presentes no ER já são observáveis nas proximidades 
de ácinos com neoplasia intraepitelial (PIN) – lesão apontada como mais provável 
precursora do adenocarcinoma de próstata – , sugerindo uma coevolução das alterações 
no estroma e no epitélio glandular (TUXHORN et al, 2002). O ER apresenta diferenças 
de composição celular importantes em relação ao estroma sadio, com a degeneração 
de células musculares lisas e proliferação de fibroblastos associados ao câncer (CAF), 
além de apresentar desregulação na expressão de moléculas na matriz extracelular, com 
aumento na expressão de fatores de remodelamento tecidual e de crescimento; alterações 
que podem desempenhar um papel importante na progressão da patologia ao fomentar a 
replicação celular já desregulada, por definição, no câncer (TUXHORN et al, 2002). 

Ademais, a desregulação vista no estroma reativo pode levar à disrupção de 
constituintes importantes de um órgão diferenciado, como a lâmina basal – parte da 
matriz extracelular que provê suporte e adesão às células epiteliais – pela redução na 
expressão de laminina pelas células mesenquimais (TLSTY, 2001), acarretando na 
despolarização das células epiteliais e consequentemente na desdiferenciação celular e 
desregulação da proliferação e da adesão celular (LEE e VASIOUKHIN, 2008). Evidencia-
se que as interações entre o microambiente tumoral e as células malignas são chaves 
importantíssimas para o entendimento da origem e progressão da doença, além de serem 
potenciais alvos terapêuticos no controle do câncer.  O estudo da composição tecidual, 
nesse contexto, pode ser uma chave importante para o entendimento das dinâmicas que 
ocorrem no microambiente tumoral. Devido a essa importância, faz-se tão crucial o estudo 
das alterações mesenquimais circundantes quanto do tumor em si.
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Figura 2. Alterações no microambiente glandular no câncer de próstata. a)Tecido normal: ácino 
benigno, circundado por estroma com alta densidade de células musculares, de matriz pouco densa 

com escassos fibroblastos, os nervos e vasos sanguíneos são bem formados e individualizados; 
b)Estroma reativo Ácinos neoplásicos apresentando invasão perineural, circundado por estroma com 

visível degeneração do músculo liso, aumento na densidade da matriz, intensa proliferação de CAF, os 
vasos sanguíneos são aberrantes.

3.1 Angiogênese e neurogênese
Assim como em diversos outros tumores, o câncer de próstata induz a formação de 

novos vasos sanguíneos para suprir o crescimento tumoral (VAN MOORSELAAR e VOEST, 
2002), apesar de os vasos em tumores de próstata serem frequentemente anômalos e mal 
formados. Além disso, a angiogênese tumoral parece ter um papel prognóstico, facilitando 
a invasão tecidual dos tumores (LEE e VASIOUKHIN, 2008). Esse fenômeno é amplamente 
associado à expressão aberrante de VEGF observada no tumor de próstata; no tecido 
prostático normal, a expressão de VEGF é basicamente restrita ao estroma, enquanto no 
câncer de próstata se observa a expressão desse fator de crescimento também no tecido 
epitelial (VAN MOORSELAAR e VOEST, 2002). 

A neurogênese em tumores de próstata é outro processo chave para o 
desenvolvimento de metástases, possivelmente atrelado à ativação de rotas de sinalização 
de YAP1, mediado pelos CAF, que induz a secreção de NGF (do inglês nerve growth factor) 
(SHEN et al, 2022). Outro fator de crescimento atuante no processo de neurogênese no 
adenocarcinoma é o fator de crescimento epitelial (EGF), altamente expresso pelas células 
tumorais (YARDEN, 2001). 
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3.2 Fibroblastos Associados ao Câncer (CAF) 
Uma parte focal dos estudos sobre o estroma reativo e os seus impactos na 

progressão tumoral é a observada proliferação de CAF. Os fibroblastos associados ao 
câncer são um tipo heterogêneo de células mesenquimais com pelo menos três subtipos 
identificáveis na próstata, de acordo com o perfil de expressão gênica (CHEN et al, 
2021). Os CAF expressam marcadores como α-SMA, uma variedade de actina expressa 
especialmente em células de músculo liso possibilitando contração, e proteína de ativação 
de fibroblasto (FAP), fator importante para as interações epitélio-mesenquimais (XING 
et al, 2010). Essas características conferem aos CAFs fisiologia muito semelhante a dos 
miofibroblastos, células essenciais no processo de reparo tecidual após uma lesão (ORIMO 
e WEINBERG, 2006). Contudo, diferente dos miofibroblastos, os CAF não degeneram 
após a conclusão do processo de restauração tecidual, tornando-se peças permanentes do 
estroma tumoral (XING et al, 2010; CIRRI e CHIARUGI, 2012). Apesar de muito estudados, 
a origem exata dos CAF no câncer de próstata ainda permanece obscura. Funcionalmente, 
em alguns estudos, se sugere que a ativação dos fibroblastos em áreas circundantes a 
lesões neoplásicas seja originalmente uma reação defensiva contra a própria lesão, mas 
que em algum momento do desenvolvimento do tumor, os mecanismos de ação desses 
fibroblastos seriam “sequestrados” pelas células tumorais (SCHÄFER e WERNER, 2008). 

Outra característica compartilhada por ambos os tipos celulares é a superexpressão 
de fatores de crescimento celular, como TGF-β, HGF (KAMINSKI et al, 2006) e FGF (GIRI 
et al, 1999) que não só induzem o aumento da taxa replicativa (Fig. 3a) mas também 
são peças chave na ativação de proto-oncogenes nas células epiteliais acinares, podendo 
auxiliar na tumorigênese (CIRRI e CHIARUGI 2012). Tanto que, quando em contato com 
a matriz extracelular extraída de ER, células da linhagem LNCaP - derivadas de tecido 
epitelial de adenocarcinoma de próstata - sofrem aumento na proliferação e motilidade 
celular (PALUMBO et al, 2012). 
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Figura 3. Mecanismos de interação dos CAF com as células tumorais; a) secreção de fatores de 
crescimento, aumentando a replicação celular; b) suporte metabólico pela secreção de metabólitos;  c) 

promoção da invasão epitélio-mesenquimal; d) remodelamento da matriz.

 Contudo o suporte para o crescimento tumoral vai além da secreção de fatores de 
crescimento. Em outros tipos tumorais se observou que CAF participam no crescimento 
e no aumento da sobrevivência das células tumorais com a injeção de metabólitos como 
aminoácidos (SOUSA et al, 2016; OLIVARES et al, 2017), lactato alguns lipídeos (Fig. 3b) 
(AUCIELLO et al, 2019) na matriz, que podem servir de aporte nutricional para as células 
neoplásicas quando em déficit nutricional. Outro fator que contribui para a permissividade 
do microambiente ao câncer vem das atividades imunossupressoras dos CAF, com a 
secreção aumentada de metaloproteinases (BARSOUM et al, 2011). A secreção de TGFβ 
também é associada à hipoatividade de alguns tipos de células imunológicas, como os 
linfócitos-T, ajudando a evasão das células neoplásicas do radar do sistema imunológico 
(TRAPANI, 2005). 

O TGFβ produzido por CAF é um fator que parece desempenhar dois papéis 
opostos na fisiologia celular: em tecidos normais, TGFβ proporciona a diferenciação celular 
e é importante na supressão tumoral. Contudo, a desregulação das rotas influenciadas 
pela molécula observada nos processos neoplásicos faz com que TGFβ desempenhe 
um papel importante na metástase, induzindo a invasão epitélio-mesenquimal (Fig. 3c) 
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(MASSAGUÉ, 2008). Além disso, a superexpressão de TGF-β e HGF pode levar ao próprio 
desenvolvimento de neoplasias em tecidos anteriormente sadios, como foi observado 
experimentalmente em tecido epitelial mamário normal (KUPERWASSER et al, 2004). 

Os CAF, assim como os miofibroblastos, frequentemente apresentam superexpressão 
de moléculas estruturais da matriz extracelular, como fibronectina, laminina e colágeno, o 
que resulta em um aumento na densidade da matriz (XING et al, 2010). A adesão celular das 
células tumorais à fibronectina e à laminina pode ativar rotas de sinalização de sobrevivência 
celular (HEHLGASN et al, 2007). O ácido hialurônico é um constituinte importante da matriz 
e está superexpresso pelos fibroblastos no câncer de próstata (KNUDSON et al, 1984), e 
está relacionado a um maior potencial metastático (LIPPONEN et al, 2001) e de recidiva 
do tumor (AALTOMAA et al, 2002), assim como a uma maior replicação celular das células 
cancerosas ao induzir a produção de HGF (hepatocyte growth factor) (GHATAK et al, 2010). 
O papel dos CAF no modelamento da matriz não é restrito ao aumento na expressão de 
moléculas estruturais. Alguns estudos com outros tipos tumorais indicam que CAF podem 
modelar fibras colágenas ou utilizar a contração celular para criar ductos para a migração 
celular (Fig. 3d) (LI et al, 2016). 

Os CAF são indiscutivelmente um dos fatores principais do microambiente tumoral, 
tanto nos tumores prostáticos quanto em diversos outros adenocarcinomas. Os fibroblastos 
associados ao câncer são um dos focos principais dos estudos sobre o câncer de próstata 
na atualidade, podendo ser uma grande chave para o entendimento tanto da origem quanto 
de diversos aspectos da progressão da doença. Diversos mecanismos de ação dessas 
células ainda estão sendo descritos e têm o potencial de ser novos alvos terapêuticos para 
o controle do câncer. 

3.3 Influência do microambiente tumoral na resposta terapêutica
A chegada das drogas antitumorais geralmente acontece por difusão, do capilar 

sanguíneo para a matriz. Em primeira instância, o próprio espessamento da matriz 
observado no estroma reativo pode dificultar a difusão de quimioterápicos pelo aumento da 
pressão intersticial, que diminui o fluxo sanguíneo (DISCHER et al. 2005). Essa condição 
se comprova quando, em condições experimentais, a administração dessas medicações 
juntamente com proteases degradantes do ácido hialurônico – superexpresso na matriz 
tumoral – , desempenha um melhor desempenho no controle do tumor (PROVENZANNO 
et al, 2012). Complementarmente, a adesão celular às proteínas da matriz extracelular 
parece desempenhar um papel na sobrevivência celular e na resistência à radioterapia 
e quimioterapia (FORNARO et al, 2003). A acidificação e hipóxia observada no tumor de 
próstata também dificulta a chegada e ação dos medicamentos antitumorais (MANALLACK, 
2008; PARKER et al, 2004). Algumas drogas estão sendo elaboradas como maneiras de 
aumentar a efetividade de quimioterápicos e de radioterapia tendo como alvo a produção 
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e organização das proteínas da matriz extracelular devido a importância desses fatores na 
ação terapêutica.

4 |  CONCLUSÕES
As interações entre os tecidos da próstata são de suma importância para o 

funcionamento e desenvolvimento da glândula, mas também desempenham um papel 
crucial na carcinogênese e na malignidade da doença, e dificultando ainda a ação de 
drogas antitumorais.  A composição tecidual da próstata é uma área que certamente deve 
ser explorada quando temos em vista o estudo das interações bioquímicas da glândula, 
tanto no desenvolvimento quanto na patologia, pois pode denotar que tipos de sinalização 
estão ocorrendo entre os tecidos. De fato, ainda há muito espaço para o estudo dessas 
relações e como essas sinalizações podem ser de utilidade para o desenvolvimento de 
fármacos que auxiliam no tratamento do câncer de próstata.
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