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RESUMO

Os ftalatos sao ésteres utilizados na fabricacdo de plésticos transparentes empregados
na industria e sd3o amplamente encontrados como substancias contaminantes no meio
ambiente, sendo o tipo mais encontrado, o Di-n-Butil-Ftalato (DBP). Diversos estudos tém
mostrado efeitos antiandrogénicos do DBP em ratos expostos durante a vida fetal, refletindo
em alteragdes morfofuncionais sobre 6rgaos reprodutivos. A morfogénese da prdstata ¢ um
processo dependente de andrégeno resultante das interagdes entre mesénquima e epitélio,
modulada por fatores de crescimento e algumas moléculas de sinalizacdo. Dentre elas, estdo
as BMPs que controlam o desenvolvimento de varios tecidos e sofrem influéncia hormonal. O
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da exposi¢do gestacional e lactacional ao DBP em
duas doses (100 e 500mg/kg), sobre a morfogénese inicial e intermediaria da prostata de ratos.
Assim, fémeas prenhes da linhagem Wistar foram divididas em 3 grupos experimentais
(n=10): CN (controle negativo); DBP100 (DBP; 100 mg/kg) ¢ DBP500 (DBP; 500 mg/kg).
Os animais tratados foram expostos ao DBP do 15° dia de gestacao (DG15) até o 21° dia pds-
natal (DPN21) por gavagem, enquanto os animais CN receberam 6leo de milho (veiculo). Os
animais da geracdo F1 foram eutanasiados por decapitagdo nos DPN1 e DPN21, e procedeu-
se a coleta do sangue para a andlise sérica de testosterona. A parte pélvica da uretra (DPN1) e
a prostata ventral (DPN21) foram submetidas as analises histologica e imuno-histoquimica
para a deteccdo de AR (receptor de andrégeno), antigeno P63 e a-actina; enquanto que os
niveis das proteinas: AR, BMP-4 ¢ PCNA foram avaliados por Western Blot. No DPNI,
houve reducdo na distancia anogenital e nos niveis de testosterona nos animais tratados com
DPB, e a reconstrugdo 3D mostrou redugdo nos nimeros € comprimentos dos brotos no grupo
DBP500. A imunomarcacdo para AR e a-actina foi reduzida no mesénquima em
diferencia¢do, e a expressdo das proteinas AR e BMP-4 foi menor, principalmente nos
animais DBP500. No DPN21, houve alteracdes no padrao de distribui¢cdo de células AR
positivas € a marcagdo para a-actina, nas regides periacinares, evidenciou reducdo na
espessura da camada muscular. A menor expressdo do AR se manteve nos animais do
DBP500 no DPN21, no entanto, para a BMP-4 ndo houve diferenca entre os grupos. Estes
resultados mostram que houve importante interferéncia do DBP, em ambas as doses, na
morfogénese da prostata de ratos expostos nos periodos gestacional e lactacional, alterando a
producao hormonal e a expressao de proteinas regulatorias na modulacdo do desenvolvimento

prostatico.



ABSTRACT

Phthalate esters such as Di-n-butyl phthalate (DBP) are used in the manufacture of
transparent plastics and they are widely found as contaminants in the environment. Previous
studies have shown anti-androgens effects of DBP in rats exposed during fetal life, which
presented morphological changes on the reproductive organs. Morphogenesis of the prostate
is an androgen-dependent process that depends on interactions between mesenchymal and
epithelial cells and it is modulated by growth factors and signaling molecules. Among these
molecules, BMPs are important morphogenetic proteins, which are influenced by hormonal
levels. These proteins have been implicated in the regulation of prostatic branching
morphogenesis. The aim of this study was to evaluate the effects of gestational and lactational
exposure to DBP in two doses (100 and 500 mg/kg b.w.) on the initial and intermediate
morphogenesis in prostate of rats. Thus, pregnant female rats were divided into 3 groups (n =
10): CN (negative control); DBP100 (BPD; 100 mg/kg) and DBP500 (BPD; 500 mg/kg).
Treated animals were exposed from 15" gestation day (GD15) to 21% postnatal day (PND21)
by gavage, while the CN animals received corn oil (vehicle). F1 male rats were sacrificed by
decapitation in PND1 and PND21 to proceed the blood collect to analysis the testosterone
serum levels. The prostatic urethra (DPN1) and the ventral prostate (DPN21) were subjected
to histological and immunohistochemical detection for AR (androgen receptor), p63 antigen
and a-actin; whereas protein levels: AR, BMP-4 and PCNA were assessed by Western Blot
assay. In DPN1, anogenital distance and testosterone levels decreased in animals treated with
DBP, and on three-dimensional reconstruction of the prostate, the number of prostatic buds
was lower in DBP500 than CN. Immunostaining for AR and a-actin were reduced in the
mesenchyme in differentiation, and protein expression of AR and BMP-4 were lower,
especially in animals DBP500. In DBP500 group at DPN21, AR-positive epithelial cells
decreased and the immune reactivity for a-actin in periacinar regions was more delicate,
which indicates reduction in the muscle cells layer thickness. The lower expression of AR
remained in DBP500 animals in PND21, however, for BMP-4 there was no difference
between groups. These results show that there was a significant interference of DBP, at both
doses, in the morphogenesis of the prostate in rats exposed during pregnancy and lactation,
changing the hormone production and the expression of regulatory proteins in the modulation

of prostatic development.
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1 INTRODUCAO

1.1 OS FTALATOS: DI-N-BUTIL-FTALATO (DBP) SOBRE SISTEMA GENITAL
MASCULINO

Os ftalatos sdo ésteres utilizados como aditivos quimicos que conferem maleabilidade
na fabrica¢do de plésticos transparentes empregados em industrias, como por exemplo, o
PVC, resinas epdxi ou poliésteres, que sdo utilizados em uma vasta gama de produtos
(Programa Internacional em Seguranga Quimica [IPCS], 1992; 1997), tais como: bolsas de
sangue, de soro e de solugdes intravenosas, cateteres, mascaras para inalacdo de oxigénio,
luvas, tubos, dentre outros produtos médico-hospitalares; nas embalagens de alimentos, como
biscoitos, gordura vegetal, salsichas, queijos e etc; e em recipientes de logdes, como
shampoos e cremes corporais, e cosméticos (MAFF, 1996; WITTASSEK et al., 2011.)

Por serem compostos que ndo sdo ligados a matriz polimérica, os ftalatos podem
migrar de seus recipientes originais para o ambiente circundante (SCHETTLER, 2006),
tornando-se amplamente encontrados como substincias contaminantes no meio ambiente,
fonte primaria potencial de exposi¢do humana, pois sdo absorvidos pelo solo, mananciais e
plantas, (ZURMUHL, 1990; LIANG et al., 2010; LIU et al., 2010; WANG et al., 2012).
Porém, as principais rotas para exposicdo humana ao ftalato sdo: pela ingestdo de agua e
alimentos contaminados, pela inalagdo de ar poluido, bem como pelo contato dérmico com
produtos plasticos, e também diretamente pelo sistema circulatéorio com o uso de
equipamentos médicos. Dentre as quatro maiores fontes, acredita-se que a maior (90%), seja
pela ingestdo de alimentos, pois podem absorver tais compostos de suas embalagens ou
durante o processo de producao (MAFF, 1996; KOHN et al., 2000; CHANG et al., 2014).

Produtos quimicos, como os ftalatos, estdo presentes no ambiente devido ao estilo de
vida moderno e estudos recentes mostraram que o Di-n-Butil-Ftalato (DBP) esta presente nos
metabolitos urinarios humanos em altas concentragcdes (BLOUNT et al., 2000; JORNET-
MARTINEZ et al., 2015), o que justifica o crescente interesse dos pesquisadores em seus
efeitos em seres humanos e animais (SU et al., 2015). O DBP ¢ o tipo de ftalato mais
encontrado em alimentos embalados em plésticos e devido a ampla utilizacdo deste composto,
ha um potencial diario de exposicao a este quimico na populacdo em geral (LEHMANN et al.
2004), estimando-se 0,84 a 113 pg/Kg/dia de DBP por pessoa (BLOUNT et al., 2000; KOHN
et al., 2000).
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Poucos estudos sdo realizados com humanos, porém Pant et al. (2014) relataram os
efeitos na fertilidade em homens com idade reprodutiva, expostos a niveis ambientais de
DBP, mostrando que houve declinio acentuado da qualidade espermaética, salientando o
possivel dano ao DNA dessas células germinativas. Assim como Hauser e Calafat (2005),
estudando homens adultos expostos a diferentes tipos e doses de ftalato, mostraram possiveis
alteracdes na capacidade reprodutiva, relacionada aos niveis mais baixos de testosterona.

Estudos sobre a exposicdo materna aos ftalatos mostraram efeitos em diversas fases do
desenvolvimento de roedores, principalmente sobre o sistema genital masculino da prole, tais
como: diminuicdo das células germinativas, declinio da qualidade espermatica, redugdo da
distdncia anogenital, criptorquidismo, hipospadia, queda na concentragdo de testosterona,
atraso do inicio da puberdade e, na fase adulta, malformagdes de epididimo, ducto deferente,
glindula seminal e prostata (WINE et al, 1997, MYILCHREEST et al., 2000; 2002;
MARTINO-ANDRADE ¢ CHAHOUD, 2010; VENTRICE et al., 2013; BUSTAMANTE-
MONTES et al., 2013; XIE et al., 2015).

Esses efeitos associados, caracterizam o DBP como substincia com atividade anti-
androgénica (HOWDESHELL et al., 2008; LIU et al., 2014) ligados & diminui¢do na
produgdo intratesticular de testosterona pelas células Leydig. Este fator o diferencia de outros
agentes quimicos como a flutamida, a qual estd envolvida diretamente no bloqueio de
receptores androgénicos (BARLOW et al., 2004; SPECHT et al., 2014).

O mecanismo pelo qual o DBP causa reducdo nos niveis de testosterona parece estar
envolvido com a diminui¢do na producdo de androgenos, desde o periodo perinatal, atuando
nas c¢lulas de Leydig dos testiculos fetais. Evidéncias dos efeitos antiandrogénicos também
foram observadas nas células de Sertoli, onde se encontrou alteracdes na capacidade funcional
de adesdo e de interacdes destas células com os gondcitos. Mostrando, entdo, que os testiculos
fetais sdo diretamente afetados durante a morfogénese e a diferenciagao testicular (FISHER et
al.,, 2003; BEVERLY et al.,, 2014). Esta diminuicdo tem efeito potencial no processo de
diferenciagdo dos ductos mesonéfricos, e principalmente, altera o balango hormonal,
interferindo no desenvolvimento normal dos o6rgdos e glandulas sexuais dependentes de
andrégeno (WINE et al., 1997; MYILCHREEST et al., 2000; 2002; MARTINO-ANDRADE
e CHAHOUD, 2010; VENTRICE et al., 2013; BUSTAMANTE-MONTES et al., 2013; XIE
etal., 2015).

Em roedores, os ftalatos constituem um grupo de contaminantes que, a principio, tem
baixa toxicidade em pequenas dosagens. No entanto, segundo Mylchreest et al. (2000) a

menor dose de DBP para se observar efeitos adversos de toxicidade (LOAEL) no sistema



11

genital masculino ¢ de 100 mg/kg (KIM et al., 2004; SCARANO et al., 2010) e, de acordo
com grande parte da literatura, altas doses - 500-850 mg/kg - sdo as que provocam o0s
principais e mais evidentes efeitos (FOSTER, 2006; JIANG et al., 2007; 2011; KIM et al.,
2010; BELLO et al., 2014; PEIXOTO et al., 2015). Contudo, a investigacao dose-dependente
¢ importante para a interpretacdo dos diferentes efeitos do DBP sobre o sistema genital
masculino (GE et al., 2007).

Diversos estudos avaliaram o desenvolvimento dos Orgdos genitais masculinos,
principalmente o testiculo fetal frente a altas doses de exposi¢do ao DBP. Porém, nao ha
estudos na literatura que avaliem o padrdo de desenvolvimento da prostata frente ao DBP.
Isso se faz necessario principalmente por ser conhecido que a exposi¢do pré-natal aumenta a
incidéncia de lesdes prostaticas em ratos adultos, o que possivelmente relaciona-se a
desbalangos morfofuncionais causados durante a morfogénese do 6rgao (PEIXOTO et al.,

2015).

1.2 PROSTATA: ESTRUTURA E FISIOLOGIA

A prostata ¢ uma glandula acessoria do sistema genital masculino, encontrada somente
em mamiferos, cuja fun¢do ¢ produzir a maior fracdo do fluido seminal, juntamente com a
glandula seminal, promovendo a manuten¢do do gradiente i6nico ¢ pH adequados nessa
secrecao (MARKER et al., 2003; UNTERGASSER et al., 2005). Em humanos, a prostata tem
morfologia compacta e sem lobos distintos, pesa entre 30g e 50g e situa-se inferiormente a
bexiga urinaria, envolvendo a parte prostatica da uretra. Apresenta-se geralmente diferenciada
em trés zonas: central, de transicdo e periférica (MCNEAL, 1983; ROY-BURMAN et al.,
2004; DE MARZO et al., 2007).

Em ratos e camundongos a glandula é composta por quatro lobos distintos: anterior ou
glandula coaguladora, dorsal, lateral e ventral (SHIRALI et al., 2000). Os lobos dispdem-se ao
redor da bexiga urinaria, contendo particularidades quanto a ramificagao de ductos e produgao
de secrecdes proteicas (SUGIMURA et al., 1986). Devido as diferencas morfogénicas
especificas de cada lobo, a morfologia final destes ¢ distinta, por exemplo, histologicamente
as prostatas dorsal e lateral possuem epitélio pregueado, enquanto a prostata ventral apresenta
epitélio regular, contendo poucas pregas (MARKER et al., 2003). Entretanto, no mesmo lobo,
os ductos prostaticos permanecem com a heterogeneidade regional quanto ao tipo celular,

sintese e secre¢do proteica, e resposta a androgenos (BANERJEE et al., 1998). Estudos
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comparativos do desenvolvimento da prdstata em roedores e humanos demonstraram que a
morfogénese ocorre de maneira andloga em ambos os modelos (TIMMS et al., 1994). Os
componentes glandulares de natureza epitelial e os nao glandulares, de natureza estromal,
apresentam caracteristicas comuns nos diferentes animais, independente do aspecto
macroscopico da glandula. Os tipos de populacdes celulares sdo similares e, provavelmente,
desempenham as mesmas fung¢des, variando somente na distribuicdo relativa entre as espécies
(IMAMOV et al., 2004). Portanto, este fator favorece estudos referentes a homologia
morfofuncional entre as diferentes espécies (PRICE, 1963; KARR et al., 1995; IMAMOV et
al., 2004).

De acordo com Peehl et al. (2005), o epitélio prostatico ¢ composto por cinco tipos
celulares com suas respectivas fungdes (Figura 1). Células epiteliais secretoras, que revestem
o limen dos 4cinos prostaticos, expressam altos niveis de receptores de androgenos (AR) e
sdo responsaveis pela produgdo e secrecao do liquido prostatico; células epiteliais basais, as
quais formam uma monocamada descontinua sobre a membrana basal envolvendo o epitélio
prostatico e constituem a principal populagdo de células proliferativas do epitélio da prostata;
células neuroenddcrinas, que aparecem em menor quantidade e secretam uma variedade de
fatores de crescimento que, possivelmente, afetam o desenvolvimento e a manutengdo do
tecido prostatico; —steam cells”, que mesmo raras, parecem localizar-se na camada de células
basais; e, por ultimo, células transitorias amplificadoras, as quais expressam caracteristicas

entre as células basais e secretoras e podem ser células progenitoras ainda ndo diferenciadas.

e T ., Células neurcendodcrinas

Células epiteliais basais = » Células musculares lisas

Ladmina basal = . \_.;_-. ;; e Células progenitoras
(stem cells)

Figura 1: Esquema representando os cinco tipos celulares presentes no epitélio prostatico. Adaptado de
MARKER et al. 2003.

Entremeando as partes glandulares ha estroma conjuntivo ricamente vascularizado,

com células musculares lisas dispostas concentricamente aos &acinos e entremeadas as
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camadas de coldgeno, bem como poucas fibras conjuntivas e elasticas (CARVALHO e LINE,
1996). As células musculares lisas exercem papel contratil durante a ejaculacio e, juntamente
com os fibroblastos, sao responsaveis pela sintese dos componentes da matriz extracelular.

Entre os elementos estruturais que integram a matriz, destacam-se as fibras coldgenas,
reticulares e elasticas, as quais conferem resisténcia mecanica e flexibilidade ao tecido,
servindo como substrato para a ancoragem e migracdo celular (TUXHORN et al., 2001;
VILAMAIOR et al.,, 2005). E as células estromais sdo responsaveis por direcionar os
processos de desenvolvimento, manutencao e diferenciacao do epitélio, fornecendo nutrientes
e fatores de crescimento (BERRY et al., 2008).

Para que haja o desenvolvimento, crescimento e atividades normais dos elementos que
constituem a prostata ¢ necessario a presenca de hormonios androgénicos. Os androgenos sdo
os responsaveis pela masculinizagdo dos tecidos, sendo atuante desde o inicio do
desenvolvimento dos 6rgaos genitais externos e internos, até o individuo chegar a puberdade,
onde atua diretamente no desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias, como por
exemplo, aumento da massa muscular esquelética, aprofundamento da voz, crescimento de
pelos axilares e pubianos, e promove a manutencdo dos 6rgdos androgeno-dependentes por
toda a vida adulta (BRINKMANN, 2011).

A producao dos androgenos ¢ regulada pelo eixo hipotalamo-hipdfise-gonada (DEBES
e TINDALL, 2002), sendo o principal androgeno circulante a testosterona. Do total de
testosterona circulante no organismo, 95% ¢ produzida pelas células de Leydig nos testiculos
e 5% pelas glandulas adrenais (dehidroepiandrosterona) (HSING et al., 2002; DART et al.,
2013).

Na prostata, a testosterona livre € convertida em um andrégeno mais potente (cerca de
3 a 10 vezes), a diidrotestosterona (DHT), pela acdo da enzima 5 a-redutase do tipo I, mais
especifica para células epiteliais da prostata. Os androgenos atuam via receptor, o Receptor de
Andréogenos (AR), e tanto a testosterona, quanto a DHT podem se ligar ao AR e migrar para o

nucleo das células epiteliais (TAPLIN e HO, 2001).

1.3 MORFOGENESE PROSTATICA

A prostata tem origem e desenvolvimento inicial durante a vida fetal, porém a
maturagao total do 6rgdo ocorre quando o animal atinge a sua maturidade sexual. Origina-se a
partir de uma estrutura chamada seio urogenital (SUG), a qual ¢ composta por uma camada

epitelial (SUE) derivada da endoderme, que ¢ circundada por uma camada mesenquimal
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(SUM) originada do mesoderme (Figura 3). Esta estrutura ¢ encontrada na base da bexiga
urindria em desenvolvimento e aparece nos machos e nas fémeas apds 13 dias de concepgao
nos camundongos e ratos, € apds 7 semanas de gestagdo em humanos. O SUG ¢
morfologicamente indistinguivel em machos e fémeas até o 17°-18° dia de gestacdo em ratos e
camundongos, ¢ até a 10*-12* semana em humanos. E a partir desse periodo, entdo, inicia-se a
morfogénese prostatica, um processo que ¢ iniciado e dependente de andrégenos produzidos

pelos testiculos fetais (MARKER et al., 2003).

w

UGS Dorsal =

im

Figura 2: Parte do trato urogenital de um embrido macho de camundongo com 16,5 dias de gestagdo. O Seio
Urogenital (SUG) esta localizado na base da Bexiga Urinaria em desenvolvimento e observa-se o epitélio do
SUG como uma dilatagdo da uretra (area clara com *) circundada por um mesénquima condensado nas porcdes
ventral e dorsal (area escura). Adaptado de MARKER et al., 2003.

Estd bem estabelecido na literatura que eventos que ocorrem no inicio da vida sdo
influentes para o desenvolvimento de doengas em diversos 6rgdos, incluindo a prostata, que
aparecem tardiamente (Figura 3). Durante o periodo fetal e neonatal, o desenvolvimento
prostatico € suscetivel a um —mprinting” pelos andrégenos e estrogenos, bem como a outras
substancias que possam alterar o eixo e trazer sérias conseqiiéncias na vida reprodutiva no
adulto (RISBRIDGER et al., 2005).

Todo esse processo da morfogénese da prostata ¢ dependente de androgeno resultante
das interagdes entre mesénquima e epitélio, e também ¢ modulado por fatores de crescimento
(CUNHA et al., 1995). Acredita-se que esses fatores de crescimento sejam os mediadores

paracrinos dessa interagdo UGM-UGE e que anterior a diferenciagcdo sexual do UGS, o UGM



15

expressa receptores de androgeno adquirindo a capacidade de induzir a diferenciagdo e o
brotamento dos lobos prostaticos (COOKE et al., 1991; TAKEDA et al., 2013).

A producdo de androgenos ¢ realizada pelos testiculos fetais que agem
especificamente no desenvolvimento do SUG para a formagdo da prostata. E a resposta
celular aos androgenos ¢ mediada pelo receptor nuclear de andréogeno, o qual ¢ ativado pela
testosterona ou pela diidrotestosterona (BROWN et al., 1995; CHAREST et al., 1991;
GASPAR et al., 1991). A fungdo dos androgenos na indugdo e formagao da prostata, e de
orgaos derivados do ducto mesonéfrico, revela um periodo no qual os andréogenos iniciam um
programa de expressdo de genes masculinos especificos, que s3o necessarios para a

organogénese (TAKEDA et al., 1986; WELSH et al., 2007; 2008).

Imprinting Evidéncias de Efeitos de
Hormonal Longo Alcance
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] 1 1 1 1 1 1 1
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Crescimento rapide

Crescimento quiescente

Figura 3: Esquema representando a origem fetal das doengas do adulto, evidenciando as fases de crescimento
rapido e crescimento quiescente. Adaptado de RISBRIDGER et al. 2005.

Em resposta aos niveis de androgenos circulantes e expressao de genes responsaveis
pelo desenvolvimento prostético, inicia-se a formagado de brotos epiteliais solidos, originados
do epitélio do seio urogenital, que se desenvolvem e penetram no mesénquima circundante do
SUG, nas diferentes dire¢des: ventral, dorsal e lateral (PRINS et al., 1993). Durante o periodo
perinatal, os brotos e os ductos prostaticos sdo macigos e o processo de canalizacdo destas
estruturas comeca somente apos o nascimento do individuo. A canalizagdao destes ductos tem
inicio na parte proximal (uretra), progredindo distalmente em direcdo as extremidades dos
ductos, e ¢ durante este processo que ocorre a diferenciagdo das células epiteliais basais e
secretoras (LOPES et al., 1996; MARKER et al., 2003).

Conforme esses brotos se desenvolvem, formam-se corddes de células epiteliais. Estes

corddoes comecam a se ramificarem, dando forma ao que posteriormente originara os lobos
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prostaticos. Cada lobo possui um padrao de brotamento ductal caracteristico, o que originara,
em roedores, as seguintes subdivisdes: a prostata dorsolateral, ventral e anterior, (TIMMS et
al., 1994; KINBARA et al., 1995; MARKER et al., 2003).

Além da determinagdo indutora dos androgenos, da expressao de genes e de fatores de
transcri¢do especificos, o brotamento, a elongacdo e a ramificagdo dos brotos prostaticos sao
impulsionados por uma complexa interagao entre células epiteliais e mesenquimais, através da
secrecdo de fatores pardcrinos e autocrinos (PRINS e PUTZ, 2008).

Enquanto muitos sinais secretorios desta interagdo epitélio-mesénquima tém sido
caracterizados, apenas algumas moléculas de sinaliza¢do, altamente conservadas, foram
descritas como essenciais durante a embriogénese (HOGAN, 1999). Dentre estas moléculas,
estdo as SonicHedgehog (Shh), as Wnts, as Fgfs e as Bmps/TgfP/ativinas, as quais tém como
func¢ao controlar sutil e detalhadamente o desenvolvimento dos tecidos.

Essas moléculas regulatorias, positivas e negativas, sdo temporalmente e
espacialmente reguladas, e comunicam-se com as células via seus receptores especificos
(PRINS e PUTZ, 2008). Em roedores, a morfogénese de todo o complexo prostatico se
completa entre os dias 15-30 pds-natal (DPN). No entanto, a completa diferenciagdo celular e
a maturagdo da prostata ocorrem durante a puberdade, quando ha um aumento dos niveis de
androgeno circulante no organismo, entre os dias 25-40 pods-natais (Figura 4) (PRINS e

PUTZ, 2008).
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Figura 4: Estagios do desenvolvimento da prostata de rato. Adaptado PRINS e PUTZ, 2008.

Somado ao aumento na produgdo de testosterona ou diidrotestosterona, a qual €
mediada pela expressdao de AR, ocorre uma mudanca nos padrdes de diferenciagdo epitelial
das células progenitoras em células diferenciadas basais e luminais na prdstata de ratos

(PRINS e BIRCH, 1995; HAYWARD et al., 1996). No entanto, a diferenciacdo das células



17

secretoras, em roedores, ocorre no periodo pos-natal, e as proteinas secretorias especificas da
prostata sdo inicialmente detectadas entre os 12°-20° dias apds o nascimento do animal
(LOPEZ et al., 1996; MARKER et al., 2003).

A diferenciagdo do epitélio prostatico ¢ acompanhada pela diferenciacdo do
mesénquima, em células musculares lisas e fibroblastos (HAYWARD et al., 1997), sendo que
no final do desenvolvimento, os ductos prostaticos sdo compostos por uma parte epitelial e
por outra estromal. Portanto, a interagao entre esses dois compartimentos € a responsavel pelo

crescimento e atividade funcional da glandula (NEMETH et al., 1996).

1.4 PROTEINAS MORFOGENICAS (BMPS)

As proteinas morfogénicas do osso (BMPs) sdo membros da superfamilia de genes de
TGF-B e, de modo geral, atuam como inibidores da proliferacdo durante o desenvolvimento
(WOZNEY et al., 1988). As BMPs secretadas iniciam a sinalizagao celular através da ligagao
com receptores transmembrana do tipo II, que formam um complexo com receptores do tipo I,
ativando vias intracelulares (HOGAN, 1996).

Na prostata de ratos e camundongos, ha um tipo de BMP que é amplamente expressa
no UGM e no mesénquima circundante das extremidades dos futuros brotos, a BMP-4. Esta
proteina permanece ativa antes e durante o inicio do brotamento e diminui os niveis de
expressao local no periodo pos-natal (PRINS e PUTZ, 2008). A BMP-4 foi localizada no
mesénquima periductal ao longo do comprimento dos ductos em alongamento e ramificagao,
e os receptores especificos estdo expressos tanto nas células mesenquimais como nas
epiteliais da prostata de ratos, indicando que as agdes desta BMP podem ser mediadas nos
dois tipos celulares durante o desenvolvimento (LAMM et al., 2001; PRINS et al., 2006).
Portanto, a sinalizagdo da BMP-4 ¢ um fator chave tanto para a conformacao dos ramos dos
ductos prostaticos, quanto para a diferenciagdo das células epiteliais da glandula (OMORI et
al.,, 2014). Tendo em vista que a expressaio da BMP-4 ¢ regulada por outros fatores de
crescimento da prostata, incluindo —ap-regulation” pelo Shh e -down-regulation” por FGF-10,
a expressao da BMP-4 possui diferentes gradientes em locais distintos, o que contribui para o
padrao da ramificagdo ductal (PU et al., 2004; HUANG et al., 2005).

Assim como ilustrado na figura 5, com maiores detalhes, as células epiteliais e
mesenquimais fazem contato umas com as outras (Figura 5b). O Shh segregado (seta
vermelha) ativa receptores presentes nas células mesenquimais locais, e desta forma, regula

negativamente a expressao das proteinas FGF-10 e positivamente a expressao da BMP-4. A
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—-down-regulation” focal de FGF-10 resulta em subdominios laterais de maior expressdo de
proteinas Shh, que, por sua vez, regula negativamente a BMP-4 nessa regido, e ativa (seta
verde) maior proliferagdo epitelial. O aumento da proliferacao epitelial nos dominios laterais
dos ductos resulta no surgimento de dois brotos de cada lado do foco Shh (setas azuis), assim

dando origem a ramificacdo (PRINS e PUTZ, 2008).
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Figura 5: Modelo proposto para ramificacdo dicotdmica dos ductos da prostata de ratos em desenvolvimento
controlado pela expressdo localizada e interacdo de fatores morforegulatorios secretados. A parte distal dos
ductos expressa Shh em areas focais (pontos vermelho), enquanto o mesénquima distal expressa FGF-10 (pontos
verdes) e BMP-4 (pontos azuis). Adaptado de PRINS E PUTZ, 2008.

Contudo, Pu et al., (2007) mostraram que ha outro fator regulador importante que
pode atuar na expressao da BMP-4, a regulacdo androgénica. E propdem que a presenca dos
androgenos modula a expressao desta proteina através da repressdao da expressao da BMP-4,
contribuindo para a regulacdo dos fatores de crescimento no desenvolvimento da prostata. Ou
seja, a presenga de testosterona no microambiente prostatico e a expressdo dos seus receptores

regulam a expressao da BMP-4 nas células mesenquimais (OMORI et al., 2014).
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Assim, a proteina morfogénica BMP-4 ¢ fator chave para o correto padrdo de
ramificacdo ductal e posterior diferenciag¢do celular da glandula prostatica. Como observaram
Risbridger et al. (2005), em camundongos nocaute para o receptor de BMP, aspectos
importantes do desenvolvimento da prostata podem estar relacionados com o surgimento de
doengas na prostata adulta. Demonstraram que houve aumento no volume e comprimento da
prostata ventral no mutante BMP-4, na idade adulta, revelando a natureza permanente dos
efeitos da BMP-4 no desenvolvimento da préstata, mostrando que alteragdes precoces (vida

intra-uterina) podem estar relacionadas com doengas do envelhecimento.
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2 JUSTIFICATIVA

A literatura traz varios resultados mostrando o efeito dos ftalatos sobre o sistema
genital em roedores. Porém, dois aspectos se tornam deficientes nesse interim: um deles
baseia-se na escassez de dados sobre os efeitos diretos do DBP sobre a biologia do
desenvolvimento prostatico, o outro ¢ sobre a avaliacdo do possivel —#nprinting” do DBP
sobre a génese de doencas prostaticas (PEIXOTO et al., 2015). Assim como, os efeitos das
diferentes doses de administragdo do agente: 100 mg/peso corpdreo (dose —baixa”) e 500
mg/peso corporeo (dose —alta”) que simularam a dose minima necesséria para acarretar efeitos
no sistema genital (LOAEL- MYLCHREEST et al., 2000) e a exposi¢ao ocupacional ao DBP,
respectivamente (SCARANO et al., 2009).

Tornando-se importante a investigacdo das consequéncias sobre a prole de maes
expostas ao DBP, durante a gestacdo e lactacdo, fases que coincidem com o periodo de

desenvolvimento da prostata em roedores (PRINS e PUTZ, 2008).

3 OBJETIVO

Avaliar o efeito da exposicdo gestacional e lactacional ao DBP sobre a
morfogénese da prostata de ratos machos, em diferentes doses (100 e 500 mg/kg), com
destaque para dois momentos morfogénicos importantes: DPN1 (brotamento epitelial da

parte pélvica da uretra) e no DPN21 (diferenciacao ductal e canaliza¢do glandular).

Os dados resultantes deste trabalho foram reunidos no artigo a seguir:
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Abstract

Phthalate esters such as Di-n-butyl phthalate (DBP) are used in the manufacture of
transparent plastics and they are widely found as contaminants in the environment. Previous
studies have shown anti-androgens effects of DBP in rats exposed during fetal life, which
presented morphological changes on the reproductive organs. Morphogenesis of the prostate
is an androgen-dependent process that depends on interactions between mesenchymal and
epithelial cells and it is modulated by growth factors and signaling molecules. Among these
molecules, BMPs are important morphogenetic proteins, which are influenced by hormonal
levels. These proteins have been implicated in the regulation of prostatic branching
morphogenesis. The aim of this study was to evaluate the effects of gestational and lactational
exposure to DBP in two doses (100 and 500 mg/kg b.w.) on the initial and intermediate
morphogenesis in prostate of rats. Thus, pregnant female rats were divided into 3 groups (n =
10): CN (negative control); DBP100 (BPD; 100 mg/kg) and DBP500 (BPD; 500 mg/kg).
Treated animals were exposed from 15" gestation day (GD15) to 21% postnatal day (PND21)
by gavage, while the CN animals received corn oil (vehicle). F1 male rats were sacrificed by
decapitation in PND1 and PND21 to proceed the blood collect to analysis the testosterone
serum levels. The prostatic urethra (DPN1) and the ventral prostate (DPN21) were subjected
to histological and immunohistochemical detection for AR (androgen receptor), p63 antigen
and a-actin; whereas protein levels: AR, BMP-4 and PCNA were assessed by Western Blot
assay. In DPN1, anogenital distance and testosterone levels decreased in animals treated with
DBP, and on three-dimensional reconstruction of the prostate, the number of prostatic buds
was lower in DBP500 than CN. Immunostaining for AR and a-actin were reduced in the
mesenchyme in differentiation, and protein expression of AR and BMP-4 were lower,
especially in animals DBP500. In DBP500 group at DPN21, AR-positive epithelial cells
decreased and the immune reactivity for a-actin in periacinar regions was more delicate,
which indicates reduction in the muscle cells layer thickness. The lower expression of AR
remained in DBP500 animals in PND21, however, for BMP-4 there was no difference
between groups. These results show that there was a significant interference of DBP, at both
doses, in the morphogenesis of the prostate in rats exposed during pregnancy and lactation,
changing the hormone production and the expression of regulatory proteins in the modulation

of prostatic development.
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Introducio

Os ftalatos sdo ésteres utilizados na fabricagdo de plasticos transparentes
empregados em industrias (Programa Internacional em Seguranga Quimica [[PCS], 1992;
1997) e sdo amplamente encontrados como substancias contaminantes no meio ambiente
(LTANG et al., 2010; LIU et al., 2010; WANG et al., 2012). A exposi¢ao humana ao ftalato
pode ocorrer pela ingestao de d4gua ou alimentos contaminados, inalagao de ar poluido, uso de
alguns medicamentos, bem como, pelo contato dérmico com lo¢des ou cosméticos que
contém este aditivo (WITTASSEK et al., 2011)

Acredita-se que a maior fonte de exposi¢ao humana aos diferentes tipos de ftalatos sao
os alimentos (90%), pois podem absorver tais compostos de suas embalagens ou durante o
processo de producdo (MAFF, 1996; KOHN et al., 2000; CHANG et al., 2014). Produtos
quimicos, como os ftalatos, estdo presentes no ambiente devido ao estilo de vida moderno.
Estudos mostraram que o Di-n-Butil-Ftalato (DBP) estd presente nos metabolitos urinarios
humanos em altas concentragdes (BLOUNT et al., 2000; J ORNET-MARTINEZ et al., 2015),
o que justifica o crescente interesse dos pesquisadores em seus efeitos em seres humanos e
animais (SU et al., 2015).

Estudos sobre a exposi¢ao materna aos ftalatos mostraram efeitos em diversas fases
do desenvolvimento de roedores, principalmente sobre o sistema genital masculino da prole,
tais como: diminui¢do das células germinativas, declinio da qualidade espermatica, reducao
da distancia anogenital, criptorquidismo, hipospadia, queda na concentracdo de testosterona,
atraso do inicio da puberdade e, na fase adulta, malformagdes de epididimo, ducto deferente,
glandula seminal e prostata (MYILCHREEST et al., 2000; 2002; MARTINO-ANDRADE e
CHAHOUD, 2010; BUSTAMANTE-MONTES et al., 2013; XIE et al., 2015). Esses efeitos
associados, caracterizam o DBP como sendo uma substancia com atividade anti-androgénica.
(HOWDESHELL et al., 2008; LIU et al., 2014).

Segundo Mylchreest et al (2000) a menor dose de DBP para se observar efeitos
adversos de toxicidade (LOAEL) no sistema genital masculino ¢ a de 100mg/kg (KIM et al.,
2004; SCARANO et al., 2010) e, de acordo com grande parte da literatura altas doses 500-
850mg/kg sdo as que provocam os principais € mais evidentes efeitos (JIANG et al., 2007;
2011; BELLO et al., 2014; PEIXOTO et al., 2015).

Os androgenos sdo essenciais para o desenvolvimento da prostata nos diferentes
estagios da morfogénese, como: brotamento, ramificacao e diferenciagao celular (GEORGE e

PETERSON, 1988; PRINS et al.,, 1993; 2008; PU et al.,, 2007) e regulam proteinas
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morfogénicas, como por exemplo a proteina morfogénica BMP-4, responsaveis por modular
as interagdes entre epitélio-mesénquima, estruturas derivadas do seio urogenital (TIMMS et
al., 1994; PU et al., 2007; OMORI et al. 2014).

Alteragdes nos padroes de morfogénese prostatica podem interferir de maneira
irreversivel na morfofisiologia da prostata adulta, atuando diretamente em doencas
relacionadas ao envelhecimento (RISBRIDGER et al., 2005). Assim, a exposi¢do a agentes
anti-androgénicos, como o DBP, na fase de desenvolvimento, aumenta o risco de desenvolver
cancer de prostata na vida adulta (BOBERG et al., 2015).

Com vistas ao exposto, torna-se importante investigar os efeitos do DBP sobre o
desenvolvimento prostatico, no que tange as proteinas regulatorias que medeiam este

processo, bem como a diferenciacdo e a maturacdo da glandula.
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Material e Métodos

Delineamento Experimental

Ratos machos e fémeas da linhagem Wistar, em idade reprodutiva, foram adquiridos
do Biotério Central da UNESP (Botucatu-SP) e mantidos no biotério do Departamento de
Anatomia —IBB — UNESP para aclimatagdo. Os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno de 41 x 34 x 16 cm, com tampa de aco inox na forma de grade e forradas com
maravalha branca de pinho autoclavada. Durante toda a fase de experimentacao as condi¢des
ambientais do biotério foram controladas: temperatura (22+2°C), umidade realtiva do ar (55+
10%), periodo de luz (12 horas claro/12 horas escuro) e exaustdo do ar continua. Todos os
animais receberam ad [ibitum ragdo comercial (NUVILAB® CR1 — Nuvital-PR) e agua
filtrada em bebedouros de vidro com tampa de bocharra e bico metdlico (500 ml). Os
procedimentos de manuseio, administracdo de drogas, anestesia e eutandsia dos animais foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Biociéncias da UNESP
de Botucatu (protocolo 546 — CEUA).

Os acasalamentos foram realizados durante o periodo escuro do ciclo e em sistema de
harem, na propor¢do de duas fémeas e um macho. Posteriormente, esfregagos vaginais de
fémeas em estro foram realizados e a presenca de espermatozoide determinou a detecgdo da
prenhes e determinou o dia zero gestacional (DGO0). As ratas prenhes ou lactentes foram
mantidas em gaiolas individuais, pesadas em dias alternados para calcular o volume de ftalato
a ser administrado e investigar os sinais clinicos de toxicidade. As ratas foram divididas em 3
grupos experimentais (n= 10/grupo) assim denominados: CN (controle negativo), DBP100
(tratadas com DBP-100 mg/kg) e DBP500 (tratadas com 500 mg/kg). Os grupos DBP100 e
DBP 500 receberam doses diarias de Di-n-butylphthalate — DBP (SUPELCO®,
BELLENFONTE, PA, USA) em concentragdes de 100 mg/kg e 500 mg/kg respectivamente, e
o grupo CN recebeu 6leo de milho. A administrag¢@o se iniciou no 15° dia gestacional (DG15)
ao 21° dia pos-natal (DPN21), periodo que corresponde ao inicio do desenvolvimento
prostatico (TIMMS, 2008).

Ap6s o nascimento, os filhotes foram pesados e a distancia anogenital (DAG) medida.
Posteriormente, o nimero de filhotes por ninhada foi reduzido para oito, preferencialmente do
sexo masculino, e ninhadas com numero inferior a sete foram descartadas, procedendo-se a
eutandsia de maes e filhotes. Os filhotes machos foram eutanasiados em dois momentos: 1°

dia pos-natal (DPN1) para a avaliacdo da formacao inicial dos brotos prostaticos e no 21° dia
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p6s-natal (DPN21) para a avaliagdo do processo de ramificacdo e diferenciacao do epitélio e
do estroma (Figura 1). Para tal, os animais foram anestesiados com CO, em camara
apropriada e eutanasiados através da decapitagao, procedendo-se a coleta do sangue dos vasos
cervicais rompidos em tubo seco para dosagens hormonais. A parte pélvica da uretra (DPN1)
e a prostata ventral (DPN21) de 2 animais/ninhada foram coletadas e fixadas em Methacarn
por trés horas, desidratados em etanol, clarificados em xilol e, entdo, incluidos em Paraplast.
Cortes seriados de 4 um foram produzidos em micrétomo rotativo automatico e coletados em
laminas silanizadas para analises histoldgicas e imuno-histoquimicas. Da mesma forma se
procedeu a coleta de 2 animais/ninhada para andlises moleculares. As amostras foram
congeladas instantaneamente em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer com
temperatura -80°C.
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Figura 1: Delincamento experimental. O periodo de administragdo do Ftalato (DBP) decorreu do 15° dia
gestacional até os 1° e 21° dias pos-natais, quando os animais dos grupos DPN1 ¢ DPN21 foram sacrificados.

Analise Hormonal Sérica

Apods a decapitacdo, foi coletado sangue em tubos de ensaio sem conservante. O
material foi centrifugado a 3.000 r.p.m. (20°C por 20 minutos), o soro separado e congelado
para posterior analise. Para o DPN1 foram feitos —pools” de amostra sérica (4 animais/pool) e
para o DPN21 foram individuais. A andlise sérica foi realizada por quimiluminescéncia
(Elecsys, Roche®) com kit Testosterone Assay (sensibilidade 20ng/dL) para a dosagem de

testosterona.

Imuno-histoquimica
Os cortes da parte pélvica da uretra e da prostata ventral foram submetidos a
recuperacdo antigénica em banho Maria na panela elétrica a 100°C em tampao Tris/EDTA

0,1M ph= 9.0 por 30 minutos. Apo6s lavagem em agua destilada, os cortes foram submetidos
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ao bloqueio da peroxidase enddgena (peroxido de hidrogénio em metanol 3%) por 15 minutos
no escuro e ao bloqueio de proteinas inespecificas com leite desnatado (MOLICO®) a 3% em
tampao PBS por 1 hora. Apds esses procedimentos, os cortes foram incubados com os
anticorpos primarios anti-AR — receptor de Andrégenos (concentracdo 1:100; 06-608
Milipore®- USA); anti-P63 — células basais progenitoras (concentracdo 1:100; MAB4135
Milipore®-USA); anti-o-actina — células musculares lisas (concentragdo 1:100; ab6594
Abcam®). Apos a incubagdo overnigth na geladeira com os anticorpos primarios, os cortes
foram lavados em tampao PBS e, em seguida incubados com os anticorpos secundarios anti-
coelho (concentragdo 1:200 ab97051-HRP Abcam®) por duas horas em temperatura
ambiente. Apds a reacdo, os cortes foram revelados com cromogeno DAB (3,3’-
diaminobenzidine tetrahydrochloride, SIGMA®, USA) e contrastados com Hematoxilina por

1 minuto.

Determinagao dos indices de células basais progenitoras

As células basais progenitoras (p63 positivas) foram marcadas no DPN1 e DPN21, e
posteriormente foi feito o indice de marcagdo no broto e no epitélio prostatico,
respectivamente, comparando os diferentes grupos experimentais. Para tal, 5 cortes de cada
grupo foram utilizados, fotografando todos os brotos (DPN1) ou 5 campos histologicos
(DPN21). Aproximadamente, foram contadas 1500 células no DPN1 e 700 células no DPN21.
Uma média para cada grupo foi feita e entdo, comparadas entre si quando submetidas a

analise estatistica.

Reconstrugao tridimensional

Apds o processamento histologico, a parte pélvica da uretra de trés animais de cada
grupo (CN, DBP100 e DBP500) foi seccionada em cortes seriados de 5 pum, e corados com
hematoxilina-eosina. Foram capturadas e processadas as imagens utilizando o Reconstruct
software gratuito para Windows® desenvolvido pelo National Institutes of Health and the
Human Brain (Bethesda, MD, USA). Apo6s o alinhamento da imagem, a uretra e os brotos
prostaticos foram isolados em cada imagem e, em seguida, processados para obter a interface
em cada secdo, gerando, assim, um modelo tridimensional (3-D) semelhante ao descrito por
Santos et al. (2006). E importante mencionar que este software no ¢ capaz de captar fundos
cegos como 0s acinos prostaticos, portanto, as imagens mostram extremidades cegas nas

pontas.
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Western Blot

Para DPNI1 foram feitos -pools” com amostras da parte pélvica da uretra de 5 animais
de cada grupo e para DPN21, as amostras da prostata ventral, de 6 animais por grupo, foram
analisadas individualmente. Para isto, os fragmentos foram homogeneizados a 4°C em tampao
RIPA com inibidor de protease (BioRad®, USA) em homogeneizador do tipo Tureaux em 3
ciclos de 5 segundos. O homogeneizado foi centrifugado a 15.000 rpm por 20 minutos a 4°C e
o sobrenadante foi coletado. A quantificacdao das proteinas foi realizada em placas de ELISA
com 96 pogos ¢ a leitura feita em leitor de ELISA pelo método de Bradford. As aliquotas (70
nug de proteina) foram tratadas com solu¢do tampdo para corrida em gel (Laemli Sample
Buffer — BioRad®) e B-mercaptoetanol a 95 °C por 5 minutos. Em seguida, as proteinas
foram separadas por eletroforese vertical (Mini-Protean, BioRad®) em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE e apos a eletroforese, transferidas para a membrana de nitrocelulose em sistema
umido de transferéncia. Os procedimentos de bloqueio, lavagem e incubagdo dos anticorpos
primarios e secundarios foram realizados conforme recomendado pelo fabricante dos
anticorpos. A liga¢do inespecifica de proteinas foi bloqueada em leite desnatado (MOLICO®)
a 3% em tampao TBST por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida, as membranas
foram incubadas overnigth com os anticorpos primarios: AR (concentragdo 1:500; 06-608
Milipore®, USA); BMP4 (concentracdo 1:500; ab39973 Abcam®, USA) e PCNA
(concentragao 1:1000; JO511 Santa Cruz®, USA), que foram diluidos em BSA 1%.
Posteriormente, as membranas foram lavadas em TBST 3 vezes de 10 minutos. Apoés a
lavagem, foram incubados os anticorpos secundarios HRP, especificos para cada anticorpo
primario, diluidos em BSA 1% por 2 horas e em seguida, foram lavadas com TBST 3 vezes
de 10 minutos. Os componentes imunorreativos foram revelados pelo kit luminescente
(Amersham™ ECL Select Western Blotting Detection Reagent) da GE Healthcare® e a
densidade optica de cada banda foi avaliada pelo software ImageJ® para Windows®,
normalizada pela densidade da B-actina (concentragdao 1:800; 47778, Santa Cruz®, USA), em

seguida, os resultados foram comparados entre os grupos.

Andlises estatisticas dos dados
Os dados quantitativos foram comparados entre os grupos experimentais usando o

software GraphPad Prism® e o teste utilizado foi ANOVA seguido de Kruskal-Wallis. A

diferenca estatistica entre os parametros foi considerada para valores de p<0,05.
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Resultados

Dia Pés-Natal 1 (DPN1)

Quanto aos parametros biométricos, peso corporeo e distancia anogenital (DAG), nao
houve diferenca no peso corporeo dos animais, entre os grupos estudados (Tabela 1). No
entanto, a DAG foi menor nos grupos tratados, DBP100 ¢ DBP500, em relacdo ao grupo
controle (Tabela 1 e Figura 2).

Houve redugdo nos niveis séricos de testosterona nos pools dos animais do grupo
DBP500 e observou-se redug¢do dose-dependente dos grupos tratados quando comparados ao
controle (Figura 3).

Os brotos prostaticos ventrais, os primeiros a se formarem, iniciaram a sua ramificacao
proximo a uretra e seguiram em direcdo a parte distal da mesma. O padrdo de brotamento
epitelial foi semelhante entre os grupos experimentais, porém qualitativamente, a diminui¢ao
do nimero e no comprimento dos brotos no grupo DBP500 em relagdo aos demais ¢
morfologicamente nitida (Figura 4). Este resultado foi observado na reconstrucdao
tridimensional, onde os brotos prostaticos aparecem ao redor da parte pélvica da uretra
confirmando essa diferenga no padrao de brotamento (Figura 5).

A localizagdo do AR, nesta fase do desenvolvimento, foi predominante nas células
mesenquimais que circundam os brotos prostaticos. Observou-se maior heterogeneidade na
proporcao de células AR-positivas em relacdo a células AR-negativas ou com marcacao fraca
nos grupos experimentais DBP100 e 500 em relagdo ao grupo controle (Figura 6- a, b, ¢). A
imunomarcagao para a-actina foi observada nas células que circundam os brotos prostaticos,
regido onde as células mesenquimais se diferenciam em células musculares lisas. Observou-se
menor imunorreatividade nessa regido nos grupos DBP, principalmente no grupo DBP500
quando comparados ao grupo CN (Figura 6- d, e, f).

Em todos os grupos estudados, a imunomarcagdo para a proteina p63 foi restrita as
células basais do epitélio prostatico dos brotos e, portanto, ausente no mesénquima
circundante aos brotos prostaticos. Nao houve diferenga entre a quantidade de células P63
positivas entre os grupos experimentais (Figura 6 — g, h, i e figura 7).

No DPNI1 as andlises semi-quantitativas por Western Blot mostraram reducao na
expressao das proteinas AR e da BMP-4 entre os grupos DBP500 e CN, e ainda, no AR entre
os grupos DBP100 e DBP500. Nao houve diferenca significativa entre os grupos

experimentais para o antigeno PCNA (Figura 8).
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Dia Pos-Natal 21 (DPN21)

Os parametros biométricos peso corporeo, peso da prostata ventral e peso do testiculo
direito foram avaliados. Nao houve diferenga em nenhum destes parametros entre os grupos
experimentais (Tabela 2).

No DPN21 os niveis séricos de testosterona ficaram abaixo dos niveis de linearidade
do ensaio, ou seja, abaixo de 20 ng/dL, impossibilitando a comparagdo entre os individuos
nos grupos experimentais (dados nao mostrados).

Nao houve alteragdes histoldgicas qualitativas entre os grupos experimentais (Figura 9
a-c). O AR foi localizado, predominantemente, no nucleo das células epiteliais dos 4cinos da
prostata ventral, porém o padrao de marcagdo mostrou-se diferente entre os grupos. Os grupos
DBP100 e 500 apresentaram maior heterogeneidade de imunorreatividade entre células
positivas e com marcagdo fraca ou ausente em relacdo ao controle (Figura 9- a, b, c). A
imunomarcagao para a-actina, nas células musculares lisas que circundam os 4cinos, mostrou
diferenga no grupo DBP500, com aparente reducdo na espessura da camada muscular, em
relacdo aos demais grupos (Figura 9- d, e, f).

A imunomarcagao para a proteina p63 foi restrita ao compartimento basal do epitélio
prostatico do lobo ventral nos animais com 21 dias. As células basais, com formas variando
de triangulares a alongadas, localizaram-se dispersas entre as células luminais nos trés grupos
analisados. Nao houve diferenca na quantidade de células basais marcadas entre os grupos
experimentais (Figuras 9- g, h, i e figura 10).

No DPN21 as analises semi-quantitativas por Western Blot mostraram diminui¢do na
expressao tecidual do AR entre nos grupos DBP100 e DBP500 em relagdao ao CN. E para a
BMP-4 ¢ o PCNA nao houve diferenca significativa entre os grupos experimentais (Figura

11).

Discussao

Muitos contaminantes quimicos industriais, como os ftalatos, passam para o feto
através da placenta e pelo aleitamento materno (ROGAN, 1996; ADIBI et al., 2009). A
exposicao de gestantes a estes agentes quimicos pode alterar a morfogénese de diversos
sistemas e Orgdos, incluindo malformagdes do trato urogenital (JIANG et al,
2011;BISCHOFF et al., 2013). A maioria dos estudos em roedores verte para a utilizagdo de
doses altas de ftalatos como 500 mg/kg (MYLCHREEST et al. 1998; FOSTER, 2006; JIANG

et al., 2007, 2011), para a qual, os efeitos parecem ser mais pronunciados no desenvolvimento
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do sistema genital masculino (JARFELT et al., 2005; PEIXOTO et al. 2015). No entanto,
outros estudos mostram efeitos com doses mais baixas para roedores, como 100 mg/kg (KIM
et al., 2004; SCARANO et al., 2010; AYDOGAN, 2013). Neste estudo utilizamos duas doses,
100 e 500 mg/kg, para exposi¢ao continua nos periodos gestacional e lactacional, visando
observar os efeitos do DBP sobre o desenvolvimento prostatico de ratos e verificar se a
exposi¢ao lactacional potencializa os efeitos da administragdo perinatal, bem como sobre o
possivel —#mprinting” do DBP sobre o desenvolvimento inicial da glandula (AYDOGAN,
2013).

A distancia anogenital, a regressdo de aréolas/mamilos, a descida testicular e a
separagdo prepucial em ratos machos sdo fatores dependentes de andrégeno, sensiveis aos
efeitos hormonais de desreguladores endocrinos, como a exposicdo in utero do DBP
(KORENBROT et al., 1977; CARRUTHERS e FOSTER, 2005; BUSTAMANTE-MONTES
et al., 2013). Alteragdes nesses parametros indicam atraso na instalagdo da puberdade,
comprometimento do comportamento sexual ou infertilidade na idade adulta (US EPA, 1996;
MARTINO-ANDRADE ¢ CHAHOUD, 2010; XIE et al., 2015).

A reducdo da distancia anogenital tem sido observada em ratos machos expostos ao
DBP durante o periodo gestacional (MYLCHREEST et al., 1999, 2000; EMA et al., 2000;
CARRUTHERS & FOSTER, 2005; PEIXOTO et al.,, 2015). No presente estudo, foi
observada a reducao da distancia anogenital nos grupos DBP em relacdo ao CN. Portanto, este
resultado corrobora com diversos estudos ja publicados e sugere que o tratamento, em ambas
as doses, altera fenotipicamente o desenvolvimento normal deste pardmetro.

Comparando-se animais tratados com seus respectivos controles, em DPN1 e DPN21,
nao foram observadas alteragdes de peso corpoéreo, peso da prostata ventral ou no peso do
testiculo direito. Estes resultados sugerem que a exposi¢cdo ao DBP, nas doses utilizadas, ndo
provoca sinais de toxicidade metabolica e, portanto, ndo interfere no desenvolvimento
intrauterino ou pos-natal da prole. Segundo a literatura, o tratamento de fémeas prenhes, com
diferentes doses do DBP durante o periodo gestacional, ndo produz efeitos significativos nos
parametros reprodutivos maternos, considerando desta forma que o DBP ndo apresenta
toxicidade sistémica as progenitoras (MYLCHREEST et al., 1999; ZHANG et al., 2004;
PEIXOTO et al., 2015).

A morfogénese da prostata ¢ dependente de androgeno e resultante das interagdes
entre epitélio e mesénquima (E-P) que sdo modulados por fatores de crescimento (CUNHA et
al., 1995; PU et al., 2007; PRINS e PUTZ, 2008). O mesénquima expressa receptores de

andrégeno (AR) adquirindo a capacidade de induzir o brotamento dos lobos prostaticos e a
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citodiferenciagdo (COOKE et al., 1991; MARKER et al., 2003; PRINS e¢ PUTZ, 2008;
TAKEDA et al., 2013). Neste estudo, o padrao de brotamento epitelial foi semelhante entre os
grupos experimentais no DPN1, porém qualitativamente, foi nitida a diminui¢cdo do nimero e
comprimento dos brotos no grupo DBP500 em relagdo aos demais.

A localizacao, por imunomarcacdo, do AR seguiu o mesmo padrao em todos os grupos
experimentais, com predomindncia de marcacdo nas células mesenquimais que circundam os
brotos prostaticos. Porém, observou-se maior heterogeneidade na propor¢ao de células AR-
positivas em relacao a células AR-negativas nos grupos experimentais DBP100 ¢ 500 em
relacdo ao grupo CN. Esse resultado se confirmou nas anélises semi-quantitativas por Western
Blot que mostrou redu¢do nos niveis proteicos de AR entre os grupos tratados, ¢ entre o
DBP500 ¢ o CN. Também, no DPN1, houve reducao nos niveis séricos de testosterona no
grupo DBP500, evidenciando que a dosagem de 500mg/kg gera maiores alteragdoes (FOSTER,
2006; JIANG et al.,2011), além de sugerir reducdo dose-dependente dos grupos tratados
quando comparados ao CN, mostrando que o DBP atuou nos testiculos fetais em
desenvolvimento  prejudicando a  sua  funcdo  (FISHER et al., 2003;
VEERAMACHANENI e KLINEFELTER, 2014). Estes resultados reforcam o papel
inibitério do DBP, como agente anti-androgénico, alterando a expressdo do receptor de
androgenos e da testosterona sérica nos animais expostos durante a fase gestacional (TIMMS
etal., 1994; PU et al., 2007; SCARANO et al., 2010; LIU et al., 2014).

Durante o periodo perinatal os brotos e os ductos prostaticos sdo macigos € 0 processo
de canalizagdo destas estruturas, comeca somente apds o nascimento do individuo. A
canalizagdo destes ductos tem inicio na parte proximal (uretra) progredindo distalmente em
direcdo as extremidades dos ductos e ¢ durante este processo que ocorre a diferenciagdao das
células epiteliais basais e secretoras (LOPES et al., 1996; MARKER et al., 2003). Neste
estudo, a imunomarcagdo para as células basais, através da proteina p63, foi restrita as células
basais do epitélio prostatico dos brotos e ausente no mesénquima circundante. Nao houve
diferenca entre a quantidade de células P63 positivas entre os grupos experimentais, sugerindo
que o DBP ndo alterou o padrdo de diferenciacdo das células basais.

A imunorreatividade para a-actina foi mais fraca nos grupos DBP, principalmente no
DBP500, quando comparados ao grupo CN. A a-actina evidenciou células que circundam os
brotos prostaticos, regido onde as células mesenquimais se diferenciam em células musculares
lisas (PRINS e PUTZ, 2008). Estes resultados propdem que houve atraso na diferenciagdo
destas células quando comparados os grupos experimentais e reforca o papel inibitério da

dosagem de 500mg de DBP.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Veeramachaneni%20DN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24282314
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De acordo com Peehl et al. (2005), o epitélio prostatico da glandula ja diferenciada ¢
composto por cinco tipo celulares, dentre elas estdo as células epiteliais secretoras, que
expressam altos niveis de AR e as células epiteliais basais, que sdo as principais células
proliferativas. Entremeando as partes glandulares ha estroma conjuntivo com células
musculares lisas dispostas concentricamente que exercem importante papel contratil durante a
ejaculagdo (CARVALHO e LINE, 1996; VILAMAIOR et al., 2005).

Nesse trabalho, o AR foi localizado, predominantemente, no nucleo das células
epiteliais secretoras dos acinos da prostata ventral, nos animais DPN21, porém o padrao de
marcagdo mostrou-se diferente entre os grupos. Os grupos DBP100 e 500 apresentaram maior
heterogeneidade de imunorreatividade entre células positivas. Este resultado se confirmou via
analise da expressdo tecidual do AR, a qual mostrou reducdo nos grupos tratados em relagdo
ao CN. Assim, o padrao de marcagao para AR permaneceu semelhante entre as duas idades e
os efeitos da administracdo perinatal permaneceram apos a fase lactacional e ndo foram
potencializados (dias pos-natais 1 e 21).

Bem como observado nos animais DPN1, nos DPN21 as células musculares lisas
apresentaram aparente reducao na espessura da camada muscular no DBP500 em relagao aos
demais grupos, o que pode prejudicar a funcionalidade contratil que desempenha na prostata
madura (VILAMAIOR et al., 2005) e refor¢a as alteracdes ocasionadas pela alta dosagem de
DPB (FOSTER, 2006; JIANG et al., 2011; PEIXOTO et al., 2015) J4, as células basais,
marcadas positivamente para p63, mantiveram marcacdo semelhante entre os grupos
experimentais DPN21, bem como observado em DPNI, ndo havendo diferenca significativa.
Ou seja, o tratamento ndo alterou o padrao de diferenciagao deste tipo celular.

Além da agdo indutora dos androgenos, da expressdo de genes e de fatores de
transcri¢do especificos, o brotamento e ramificagdo dos brotos prostaticos sdo impulsionados
por uma complexa interagdo entre células epiteliais e mesenquimais, através da secrecdo de
fatores paracrinos e autdcrinos (PRINS e PUTZ, 2008). Enquanto muitos sinais secretorios
desta interagdo epitélio-mesénquima tém sido caracterizados, apenas algumas moléculas de
sinalizacdo, altamente conservadas, foram descritas como essenciais durante a embriogénese
(HOGAN, 1999). Dentre estas moléculas, estdo as SonicHedgehog (Shh), asWnts, asFgfs e as
Bmps, as quais tém como func¢do controlar sutil e detalhadamente o desenvolvimento dos
tecidos (RISBRIDGER et al., 2005; HUANG et al., 2005; PU et al., 2007; OMORI et al.,
2014). Dentre elas destaca-se a BMP-4, proteina morfogénica amplamente expressa no
mesénquima circundante das extremidades dos brotos epiteliais prostaticos, a qual permanece

ativa antes e durante o brotamento (PRINS e PUTZ, 2008).
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No DPNI as andlises mostraram redu¢do na expressao da proteina BMP-4 entre os
grupos DBP500 e CN. No entanto, no DPN21 ndo houve alteragdo na expressao tecidual para
esta proteina morfogénica. Estes resultados sugerem que o DBP gerou possivel atraso no
tempo de formagdo dos botdes iniciais que emergem do epitélio do seio urogenital e também
na futura diferenciagdo do epitélio prostatico, pois ¢ fator chave para a citodiferenciacao.
Porém, os niveis da BMP-4 de expressao local no periodo pds-natal diminuem normalmente,
fato que pode justificar a recuperacao da expressao desta proteina no DPN21 (RISBRIDGER
et al., 2005; PRINS e PUTZ, 2008., OMORI et al., 2014)

Outro aspecto importante, observado nos animais neonatos, ¢ a relacdo direta entre a
expressdo das proteinas AR e BMP-4, ambas estdo reduzidas, sinalizando que o AR possa
regular a expressdao da BMP-4 nas células mesenquimais através da regularidade de expressao
destes receptores, indicando que a BMP-4 ¢ alterada por fatores hormonais (PU et al., 2007,
OMORI et al., 2014).

Risbridger et al. (2005), utilizaram camundongos nocaute para o receptor de BMP em
células epiteliais prostaticas e avaliaram aspectos importantes do desenvolvimento da prostata
relacionado com o surgimento de doencas na prostata adulta. Demonstraram que houve
aumento no volume e comprimento da préstata ventral no mutante BMP-4 na idade adulta,
revelando a natureza permanente dos efeitos da BMP-4 no desenvolvimento da prostata,
mostrando que alteracdes precoces (vida intra-uterina) podem estar relacionadas com doencas
do envelhecimento.

Visto o exposto, pode-se considerar que houve uma importante interferéncia do DBP,
em ambas as doses, na morfogénese da prostata de ratos expostos nos periodos gestacional e
lactacional, alterando a produgdo hormonal e importantes proteinas regulatorias responsaveis
pela modulagdo dos processos do desenvolvimento prostatico, fato que levou ao atraso na
diferenciagdo da glandula em sua fase jovem. Além de ressaltar que a dosagem de 500mg/kg

promoveu maiores efeitos deletérios nos parametros avaliados.
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Tabelas e Figuras

Tabela 1 — Dados quantitativos dos grupos experimentais no DPN1.
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Grupos Experimentais

Pariametros
CN DBP100 DBP500
Peso corporeo (g) 7,46+0,27 6,71+0,23 6,75+0,25
Distancia Anogenital (mm) 4,12+0,11 3,35+0,21* 2,98+0,17*

Dados expressos pela Média = Erro Padrao da Média. *p<0,05.

Tabela 2 — Dados quantitativos dos grupos experimentais no DPN21.

Grupos Experimentais

Parametros
CN DBP100 DBP500

Peso Corporeo (g) 45,13+2,32 48,40+3,93 47,61+2,11

Peso da Prostata Ventral (g)  0,033+0,0034  0,035+0,00368 0,034+0,0018

Peso do Testiculo Direito (g)  0,145+0,0044  0,175+0,0118 0,154+0,0067

Dados expressos pela Média + Erro Padrao da Média. p<0,05.
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Figura 2: Média = EPM da distancia anogenital dos animais no DPNI1. O asterisco
representa a diferenca estatistica em relacdo ao grupo Controle (p<0,05).
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Figura 3: Dosagem sérica de testosterona nos animais no DPN1 nos diferentes grupos
experimentais. p<0,05.
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Figura 4: Cortes histologicos da parte pélvica da uretra de animais dos grupos
experimentais no DPN1 apds coloragdo de Hematoxilina-Eosina. Asterisco = brotos
prostaticos; Ur: uretra, Mes: mesénquima. Aumento: 200x.
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Figura 5: Figura representativa da reconstrugdo tridimensional dos brotos prostaticos e
da parte pélvica da uretra em ratos machos no DPN1 dos grupos CN (Figs. a e b),
DBP100 (Figs. c e d) e DBP500 (Figs. e e f). Os brotos prostaticos (azul) aparecem ao
redor da parte pélvica da uretra (amarelo). As figuras b, d e f representam a visao
transversal da imagem gerada, onde foi sinalizado o eixo antero-posterior (A e P). As
imagens foram reconstruidas a partir de sec¢des histologicas seriadas da parte pélvica da
uretra (cortes de 5 um) obtidos de trés animais de cada grupo experimental.
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| CN (DPN1) | | DBP100 (DPN1) | | DBP500 (DPN1) |

Figura 6: Cortes histologicos parte pélvica da uretra de animais dos grupos experimentais no DPN1
submetidos as reagdes imunohistoquimicas para o AR- Receptor de Androgeno (figuras a-c), para a
a-Actina (figuras d-f) e para o antigeno P63 (figuras g-i). A coloracdo castanha indica
imunorreatividade positiva (seta) para os antigenos correspondentes. As setas com um circulo na
extremidade apontam para estruturas com imunorreatividade fraca ou negativa. Abreviagdes: Broto
Prostatico (BP); Mesénquima (Mes); Uretra (Ur).
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Figura 7: Grafico dos indices de células basais positivas para a P63 nos trés grupos.
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Figura 8: Analise dos niveis proteicos de AR, BMP-4, PCNA no DPN1 (A). Niveis proteicos das
amostras da parte pélvica da uretra, cada banda representa pool de 5 animais. Os graficos
representam a expressao relativa da densidade optica integrada para as proteinas AR (B), BMP-4
(C), PCNA (D) normalizadas pela B-actina e expressa pela médiatEPM. Os asterisco
representam a diferenca estatistica dos grupos tratados em relagdo ao grupo Controle e o # a
diferenca estatistica entre grupos tratados DBP 100 vs DBP 500 (p<0,05).
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CN (DPN21)
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Figura 9: Cortes histologicos da prdstata ventral de animais dos grupos experimentais no
DPN21 submetidos as reacdes imunohistoquimicas para o AR- Receptor de Androgeno (figuras
a-c), para a a-Actina (figuras d-f) e para o antigeno P63 (figuras g-i). A coloragdo castanha
indica imunorreatividade positiva (seta) para os antigenos correspondentes. As setas com um
circulo na extremidade apontam para estruturas com imunorreatividade fraca ou negativa.
Abreviacdes: Epitélio Prostatico (Ep); Estroma Fibromuscular (Es); Vaso sanguineo (v).
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Figura 10: Grafico dos indices de células basais positivas para a P63 nos trés grupos.
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Figura 11: Analise dos niveis proteicos de AR, BMP-4, PCNA (A). Niveis proteicos das
amostras da prostata ventral, cada banda representa dois pools de 6 animais. Os graficos
representam a expressao relativa da densidade Optica integrada para as proteinas AR (B), BMP-4
(C), PCNA (D) normalizadas pela [B-actina e expressa pela médiatEPM. Os asterisco
representam a diferenca estatistica dos grupos tratados em relagdo ao grupo controle (p<0,05).
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CONCLUSAO GERAL

O DBP, em ambas as doses, interferiu na morfogénese da préstata de ratos expostos nos
periodos gestacional e lactacional, de modo que:
1. Alterou a produgdo hormonal nos animais expostos durante a gestacao;
2. Mostrou a sua capacidade de alterar a expressao de proteinas regulatorias
na modulacdo do desenvolvimento prostatico, como o AR ¢ a BMP-4;
3. Mostrou atraso no desenvolvimento e mudanga nos padrdes de

diferenciagao da glandula.
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