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Resumo

Os ftalatos correspondem a um grupo de plastificantes comercialmente utilizados em
diferentes meios de producdo com maior ou menor risco de exposicdo a depender do
material ao qual estdo empregados. Por outro lado, os ftalatos sao facilmente liberadas
para 0 meio ambiente, porque ndo formam ligacdo covalente. Os estudos que avaliam
exposicao precoce aos ftalatos, sdo focados na exposicao isolada ou associada a
outras diferentes substancias que atuam como Desreguladores Endocrinos (DES). Este
estudo buscou investigar o efeito da exposi¢cdo a um conjunto de ftalatos para mimetizar
a exposicdo ambiental e avaliar o efeito da exposi¢cdo. Além disso, estudos recentes
apontam que metabdlitos de ftalatos sdo detectados em amostras de urina de mulheres
em idade reprodutiva, gestantes e criangas nas diferentes fases do desenvolvimento, o
gue comprova a exposi¢cao precoce a um conjunto de ftalatos. Paralelamente, estudos
avaliando as janelas de susceptibilidade apontam que a exposicdo aos ftalatos esta
associada as desordens reprodutivas masculina e feminina, bem como as doencas do
individuo adulto e senil. Na préstata, o efeito estd associado a prejuizos na
morfofisiologia da glandula, aumento de stress e inflamacdo, criado por um
microambiente reativo e, maior vulnerabilidade do tecido para alteracfes relacionadas
as patologias prostéaticas, que acometem homens em idade reprodutivas e homens
senis. Neste sentido, este estudo buscou investigar a influéncia da exposi¢cdo materna
em periodos cruciais para o desenvolvimento e amadurecimento da glandula prostatica,
na modulacdo de mecanismos pdés-transcricionais (mMiRNAs and mRNAs), na atividade
funcional do tecido (proteoma), bem como na contribuicdo destas modulacfes para a
origem do cancer de prostata. Ainda, esta investigacdo focou na transmissdo das
alteracdes possivelmente transmitidas para as proximas geracdes, buscando
estabelecer se a repercussao tardia da exposicéo é observada na descendéncia (F1) e
na geracao (F2). Para atingir tal objetivo, ratas prenhes da linhagem Sprague Dawley
foram distribuidas em 4 grupos experimentais: Grupo controle (controle; veiculo);
20pg/kg/dia, 200ug/kg/dia e 200mg/kg/dia que receberam o tratamento com a mistura
de ftalatos do dia gestacional 10 (DG10) ao dia pds-natal 21 (DPN21), via gavagem. O
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grupo exposto 200ug/kg/dia foi avaliado somente para obter o perfil de expressao
génica, para as demais analises e comparacéo, o grupo foi desconsiderado. Ao final do
delineamento experimental, os filhotes foram analisados em 4 checkpoint: no
DPN22(F1) para analisar as consequéncias da exposi¢cao materna direta; no DPN120
para avaliar as repercussoes tardias; no DPN540 para analisar as consequéncias da
exposicao na vida senil, para as analises histopatologicas, e no DPN22, para investigar
o efeito transgeracional nos descendentes de pais expostos (F2). A préstata ventral foi
coletada ao final de cada checkpoint, para as analises moleculares. Os resultados
obtidos nesta investigacao estdo apresentados no formato de capitulo no decorrer da
tese. Cabe ressaltar que dois artigos apresentados nesta tese estao publicados em

periddicos cientificos da area.
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Abstract

Phthalates correspond to a group of plasticizers commercially used in different
production environments, with a greater or lesser risk of exposure depending on the
material they are used in. On the other hand, phthalates are easily released into the
environment because they do not form covalent bonds. Studies evaluating early
exposure to phthalates are focused on exposure in isolation or in association with other
different substances that act as Endocrine Disruptors (EDs). This study sought to
investigate the effect of exposure to a set of phthalates to mimic environmental
exposure and evaluate the effect of exposure. In addition, recent studies indicate that
phthalate metabolites are detected in urine samples from women of reproductive age,
pregnant women, and children at different stages of development, which proves the
early exposure to a set of phthalates. At the same time, studies evaluating susceptibility
windows show that exposure to phthalates is associated with male and female
reproductive disorders, as well as adult and senile diseases. In the prostate, the effect is
associated with damage to the morphophysiology of the gland, increased stress, and
inflammation, created by a reactive microenvironment and greater vulnerability of the
tissue to alterations related to prostatic pathologies, which affect men of reproductive
age and senile men. In this sense, this study sought to investigate the influence of
maternal exposure in crucial periods for the development and maturation of the prostate
gland, in the modulation of post-transcriptional mechanisms (miRNAs and mRNAS), in
the functional activity of the tissue (proteome), as well as in the contribution of these
modulations to the origin of prostate cancer. In addition, this investigation focused on the
transmission of the alterations possibly transmitted to the next generations, seeking to
establish whether the late repercussions of exposure are observed in the offspring (F1)
and in the generation (F2). To achieve this goal, pregnant rats of the Sprague Dawley
strain were divided into 4 experimental groups: Control group (control; vehicle);
20pg/kg/day, 200ug/kg/day and 200mg/kg/day which received treatment with the
phthalate mixture from gestational day 10 (GD10) to postnatal day 21 (PND21), via

gavage. The group exposed to 200ug/kg/day was evaluated only to obtain the gene
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expression profile; for the other analyses and comparisons, the group was disregarded.
At the end of the experimental design, the pups were analyzed at 4 checkpoints: at
PND22(F1) to analyze the consequences of direct maternal exposure; at PND120 to
evaluate the late repercussions; at PND540 to analyze the consequences of exposure in
senile life, for the histopathological analyses, and at PND22, to investigate the
transgenerational effect on the offspring of exposed parents (F2). The ventral prostate
was collected at the end of each checkpoint for molecular analysis. The results obtained
in this research are presented in chapter format throughout the thesis. It should be noted
that two articles presented in this thesis have been published in scientific journals in the
field.
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Lista de figuras — Introducéo

Figura 1: Imagem esquemética mostrando organizacdo histolégica da diferenciacdo
tecidual quando o utriculo prostéatico esté diferenciado.

Figura 2: Representacdo esquematica destacando os tipos celulares que compdem 0s
ductos prostaticos

Figura 3: Representacdo esquematica demonstrando a influéncia dos desreguladores
enddcrinos sobre o microambiente uterino e seus efeitos multi e transgeracionais.
Figura 4: Representacdo esquematica demostrando o processo de biotransformacéao

dos diésteres de ftalato no organismo.

O capitulo | foi montado com o intuito de apresentar 0s principais
embasamentos que regem este estudo. Neste capitulo sdo apresentados os tépicos
desde a formacdo da glandula prostatica até as condi¢cdes patoldgicas, bem como as
relagbes dos diferentes desreguladores enddcrinos e dos ftalatos com as principais
doencas que acometem o aparelho reprodutor masculino e a prostata. Este capitulo
também aborda a problematica que envolve as consequéncias da exposicdo materna

para a saude e desenvolvimento do individuo.
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1. Introducéo

1.1. Préstata: Do desenvolvimento as condi¢gfes adversas

A organogénese prostatica, a morfogénese e os eventos moleculares envolvidos
nestes processos sao bem similares entre humanos e roedores, por esse motivo, 0S
roedores sdo frequentemente usados para os diferentes tipos de comparacdes
investigativas associadas ao desenvolvimento dos tecidos ou as condi¢des patoldgicas
gue acometem humanos (Cunha and Baskin 2018).

No desenvolvimento intrauterino, 0 mesoderma intermediario, dar4 origem ao
seio urogenital (SUG) que, apos ser estabelecido, se diferencia para originar o sistema
urinario e a crista gonodal. A regido proximal do SUG, apos diferenciacdo, dara origem
a bexiga urinaria e a regido média dara origem a glandula prostatica. Em camundongos,
considerando um quadro de condicbes gestacionais mornais, esse processo de
estabelecimento do SUG ocorrera entre o 14°-18° dia do desenvolvimento gestacional
(DG); em ratos esse evento acontecera por volta do 13°-15° do DG e em humanos o
SUG aparece por volta da 8-9 semana de gestacéo (SG) (Marker et al., 2003; Cunha et
al., 2018)(tabela 1). Entre 0 16,5° — 18.5° DG, a depender do tempo de cada gestacao
em roedores e da 13° SG em humanos, por meio de uma cascata de sinalizacéo
molecular, as primeiras células ja diferenciadas migram da regido pélvica do SUG para
originar o primordio prostéatico (Gail S. Prins and Putz 2008; Scarano et al., 2018;
Marker et al., 2003; Francis and Swain 2018).

O desenvolvimento inicial da glandula prostatica € dividido em: fase de pré-
brotamento do SUG, fase de surgimento dos corddes solidos epiteliais prostaticos no
epitélio do SUG; fase de alongamento e ramificacdo dos botbes; fase de canalizacéo
dos corddes epiteliais soélidos; fase de diferenciacdo das células epiteliais luminais e
basais e, por fim, a fase de citodiferenciacdo secretoria ao final deste processo é
possivel diferenciar o utriculo prostéatico e o ducto de Wolffian (Cunha et al., 2018) (fig.
1). Neste ponto, cabe destacar que a morfogénese de ramificacdo prostatica s é
iniciada apés o desenvolvimento dos testiculos fetais, que passam a sintetizar e

secretar testosterona e andrdgenos para ativar os receptores androgénicos no SUG e,
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por acdo da 5-a-redutase, a testosterona € convertida em Dihidrotestosterona (DHT),
horménio que coordena o processo de ramificacdo e o amadurecimento da glandula até
a puberdade. Neste sentido, o DHT € o hormdénio androgénico mais essencial para o
desenvolvimento prostético. (Cunha et al., 2018; Gail S. Prins and Korach 2008). Neste
sentido, interferéncias na cascata hormonal ou atraso no estabelecimento e
desenvolvimentos dos testiculos atrasara a morfogénese prostéatica, podendo aumentar
0S riscos para repercussoes tardias, as quais podem ser observadas na vida adulta ou

envelhecimento.

Camada germinativa
do utriculo prostatico

Ducto de
Wolffian

Seio Urogenital

Figura 1: Imagem esquemética mostrando a organizagdo histolégica da

diferenciagédo tecidual quando o utriculo prostatico esta diferenciado.

Tabela 1: Tabela adaptada de Cunha 2018 (Development of the human prostate).

Desenvolvimento Ratos Camundongo Humanao
Estagio de preé brotamento do 14-18 dias apos 13-15 dias ap6s 8-9 semanas
seio urogenital

concepcdo concepcdo
Brotamento inicial 19 dias apds 16-18 dias apds 10-11 semanas

CONCepgan concepcan
Alongamento dos brotos e 1-50 dias de 1-40 dias de Apds a1l
morfogénese de brotamento desenvolvimento

desenvolvimento pds- pds-natal semana
natal

Canalizagdo dos ductos Aproximadamente 3-50 dias de Apos a 11

desenvolvimento pos-natal
semana
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Na fase de pré-brotamento do SUG, uma cascata de sinalizacdo que estimula as
células do SUG a migrarem formando assim os botBes epiteliais que penetram o
mesénquima circundante do SUG na base da bexiga urinéria (Gail S. Prins and Korach
2008). Na fase de surgimento dos corddes sdlidos epiteliais prostaticos no epitélio do
SUG, os botdes epiteliais sdo morfologicamente evidentes. Ja no desenvolvimento pés-
natal, os brotos se alongam e a morfogénese de brotamento passa a ser mais intensa
nesta etapa. Nesta fase do desenvolvimento, € possivel identificar as ramificacbes
especificas de cada lobo ou zona prostatica em ratos e humanos, respectivamente.
Entre o 15°- 30° dia de desenvolvimento pds-natal (DPN), ocorrem as fases de
alongamento e morfogénese de brotamento e canalizacdo ducal, processos cruciais
para a prostata atingir a maturidade completa (Gail S. Prins and Korach 2008; Cunha et
al., 2018). Ainda nesta fase, h4 uma diferenciacdo de células epiteliais e os ductos
passam a ser compostos por células epiteliais basais, componentes da membrana
basal formando assim uma camada continua de células e, as células luminais colunares
altas justapostas, organizadas e constituintes da lamina ducal. Pouco tempo depois, as
células luminais sofrem uma citodiferenciacdo e passam a secretar proteinas
especificas da glandula (Marker et al., 2003) (fig. 2).

Em humanos e roedores o desenvolvimento completo da glandula se estende
até a pré-puberdade. Na morfogénese prostatica tardia, durante o desenvolvimento
pés-natal, as células mesenquimais que circundam a membrana basal se condensam e
formam a camada periductal de células musculares lisas, por organizacdo das células
adjacentes ao ducto e pela diferenciacdo dos fibroblastos (Gail S. Prins and Putz 2008;
Gail S. Prins and Birch 1995; S W Hayward, Cunha, and Dahiya 1996) . Uma rede
vascular paralela se forma no estroma do tecido e, por meio de capilares, se estende
até a membrana basal, para atender a demanda nutricional de toda a glandula
prostatica (Gail S. Prins and Putz 2008).

Ao final da morfogénese de ramificacdo tardia, portanto, periodo de intensa
diferenciacdo tecidual, canalizagdo e amadurecimento morfofuncional da glandula e
com a devida diferenciacdo nos padrdes de ramificacdo e tempo de desenvolvimento

entre a prostata de roedores e humana, a arquitetura das glandulas é completamente

20



TESE| Ariana Musa de Aquino

estabelecida, o que permite caracterizar cada um dos lobos e zonas prostaticas,
respectivamente (Sugimura, Cunha, and Donjacour 1986; Lung and Cunha 1981).
Localizada préxima a base da bexiga urinaria, a prostata de roedores € distinguida
estruturalmente e morfologicamente em lobo anterior ou glandula coaguladora, lobo
ventral, lobo dorsal e lateral ou lobo dorsolateral. A glandula prostatica humana, é
septada em zona central, envolvida na formacao do ducto ejaculatorio e projetada sob a
base da bexiga urindria; zona de transicdo, que circunda a uretra proximal no ducto
ejaculatorio e zona periférica, que corresponde a regido apical da prostata (Marker et
al., 2003; Verze, Cai, and Lorenzetti 2016; Rebello et al., 2021).

Histologicamente, a glandula madura €& composta por um compartimento
estromal, regido rica em elementos de matriz (metaloproteinases, fibras de sustentacgéo,
fibroblastos, células endoteliais), células do sistema imune (Neutrofilos, macréfagos,
linfécitos T e B, mastocitos), células musculares, nervosas, adipOcitos e outros
elementos celulares, que em conjunto, formam uma rede de nutricdo e sustentacédo do
tecido. Sendo assim, o estroma é de suma importancia na manutencdo e controle da
homeostasia glandular, na organizagéo estrutural e na sustentacao tecidual (Toivanen
and Shen 2017; Gail S. Prins and Lindgren 2014). O compartimento epitelial por sua
vez é formado por células luminais, células basais e neuroenddcrina, que se intercalam,
formando um epitélio pseudoestratificado, colunar alto. Os compartimentos epitelial e
estromal interagem entre si por diferentes vias de sinalizagdo, o que leva a um
microambiente instavel quando alteracbes sdo desencadeadas por condi¢cdes adversas,
por exemplo, processo inflamatoério intenso ou estresse oxidativo (Verze, Cai, and
Lorenzetti 2016; Ficarra et al., 2014). Por fim, ha ainda o compartimento luminal, local
onde toda a secrecdo glandular € depositada (Fig. 2). Considerando que o0s
compartimentos mencionados anteriormente se tornam mais sensiveis a desregulacao
frente a um estimulo externo, por consequéncia, todo o contetdo secretado e
armazenado no compartimento luminal, pode ter qualidade reduzida, o que compromete
0 volume secretado em cada alvéolo prostatico, prejudicando a qualidade do fluido
seminal, uma vez que a glandula prostatica é responsavel por secretar até 30% do

volume seminal total.
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A glandula prostatica € comporta por cinco principais tipos celulares que
coordenam o desenvolvimento, a diferenciacdo e a fisiologia glandular. As células
epiteliais secretoras, que expressam receptores de andrégeno e estrégeno, secretam
proteinas especificas de cada regido glandular e revestem todo o compartimento
luminal dos acinos. As células epiteliais basais e as luminais, que estdo aderidas a uma
membrana basal, constituem o epitélio e configuram o tipo celular mais proliferativo do
tecido. As células neuroenddcrinas, mais escassas no individuo adulto, porém essencial
na organogénese glandular. Estas células expressam proteinas carreadoras, peptideo
hormonais e aminas biogénicas, bem como secretam horménios e neurotransmissores
essenciais para a morfofisiologia da glandula (Gail S. Prins and Lindgren 2014). As
células transitorias, células progenitoras ndo diferenciadas, por isso, transitam entre
células basais e secretoras e podem ser encontradas como células progenitoras nao
diferenciadas. Ainda, a camada basal abriga stem cells, que sdo responsaveis por
manter a populacdo de célula do tecido e sdo constantemente exploradas como alvos

terapéuticos (fig. 2).
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Figura 2: Representacdo esquematica destacando os tipos celulares que compdem os ductos
prostaticos (alvéolos prostaticos). O esquema evidencia a estrutura histolégica do ducto
prostatico e mais internamente a organizacdo histologica dos ductos. Na imagem cada ducto é
sustentado por um estroma rico em elementos da matriz extracelular, bem como, em fibroblastos,

células endoteliais e células neuroenddcrinas. Na camada mais acima é possivel observar que
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rente as células luminais ha outros elementos de sustentacdo que formam a lamina basal,
composto por células basais, células neuroenddcrinas e musculatura lisa. Ainda, o ducto é
composto por células epiteliais, colunares altas e justa-postas. Estas células formam o
compartimento epitelial e sdo responsaveis por secretar o contelido prostatico. No interior da
glandula, ja no compartimento luminal, € possivel observar o l[imen preenchido pela secregdo

prostatica.

Quando atinge a maturidade, a préstata € composta por um corpo firme,
glandular e fibromuscular que circunda a uretra prostatica. Sua funcdo primaria é
secretar nutrientes, ions, proteinas (calicreinas (KLKs), fatores de crescimento (insulin
like-3) entre outros elementos que serdo adicionados ao fluido ejaculatério produzido
pela vesicula seminal, pela glandula bulbouretral e liberado apds estimulos
ejaculatorios. O plasma seminal, rico em diferentes nutrientes, € crucial para garantir a
sobrevivéncia dos espermatozoides durante o percurso até o sistema genital feminino e
ativar componentes bioquimicos essenciais para 0 sucesso reprodutivo (Gail S. Prins
and Lindgren 2014; Verze, Cai, and Lorenzetti 2016).

O desequilibrio na homeostasia da glandula prostética, além de diminuir a
viabilidade das células germinativas (espermatozoides), aumenta 0S riscos para
desordens prostaticas como a prostatite, hiperplasia benigna prostatica (HBP) e para o
cancer de prostata (CaP) (Verze, Cai, and Lorenzetti 2016; Rebello et al., 2021).
Prostatite, € uma patologia comum entre homens em idade reprodutiva e, € resultado
de um processo inflamatério exacerbado. Essa patologia afeta a fertilidade e esta
associada a disfuncdes sexuais, bem como as alteracdes hormonais. Ainda neste
contexto, ha varios estudos associando o aumento de prostatite ao desenvolvimento de
HBP e céncer de prostata (Ficarra et al., 2014; Verze, Cai, and Lorenzetti 2016;
Bostanci et al., 2013). A HBP corresponde a um aumento acentuado da glandula
prostética que, quando ndo tratada, compromete a funcdes fisiologicas do aparelho
reprodutor e urindrio, por comprimir 6rgdos proximos. Apesar desta patologia
apresentar perda de controle celular por reguladores como androégenos ou genes de
sinalizacdo como KGF, EGF e insulin-like growth fator e o processo apoptotico ser

inibido, o que impede o reparo de dano tecidual, as células ndo expressam
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caracteristicas de malignidade, portanto, ndo configura células invasivas (Verze, Cai,
and Lorenzetti 2016).

O CaP, no entanto, além de ter caracteristicas de malignidade, apresenta
heterogeneidade devido ao surgimento de um ou mais focos multifocais (neoplasias),
que surgem pela diversidade celular especifica de cada regido da glandula prostatica
descritas anteriormente e, por consequéncia de alteracfes genéticas ou ambientais
(Haffner et al., 2020). Apesar de ter uma taxa de cura alta e tratamento eficaz, sem
intervencdes agressivas, quando diagnosticado precocemente, o CaP ainda € o tipo de
cancer mais comum e letal entre homens, ficando atras apenas do cancer de pele nao-
melanoma, que é comum entre homens e mulheres (Siegel et al., 2021; Parkin et al.,
2002). As doencas que acometem a glandula s@o negligenciadas devido a falta da
cultura de cuidados precoce entre a populacdo masculina, isso contribui de forma
significativa para o aumento dos casos letais decorrentes da doenca.

Nas ultimas décadas, houve crescente interesse das comunidades médico-
cientificas para entender os mecanismos que resultam no estabelecimento,
desenvolvimento e progressao do CaP. Nos dias atuais, sabemos que diversos fatores
envolvem a tematica cancer e, neste caso especificamente a relacdo genoma-
epigenoma sao cruciais para o estabelecimento dos diferentes tipos de cancer (Haffner
et al., 2020). Entretanto, a vertente célula-ambiente e ambiente-genoma/epigenoma
podem ser determinantes neste contexto patoldgico, por exemplo, o estilo de vida, os
habitos alimentares, as condi¢cdes patoldgicas pré-estabelecidas e o ambiente ao qual o
individuo é exposto durante a vida pode determinar o surgimento e a gravidade de
doencas. (Chiang, Mahalingam, and Flaws 2017; Skinner, Manikkam, and Guerrero-
Bosagna 2010a; Monneret, Knez, and Monneret 2017; Sikka and Wang 2008; Yoon et
al. 2014). Nesta investigagéo, o principal foco leva em consideracdo dois fatores: as
condicdes maternas durante o desenvolvimento, diferenciacdo e morfogéneses da
glandula e a exposicdo precoce a um conjunto de plastificantes ambientais que atuam
como Desreguladores Endocrinos Quimicos (DECs), porque ambos os fatores podem

aumentar os riscos para a desordem morfofisiologica da glandula e para o CaP.
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