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RESUMO

A prostata é uma glandula componente do sistema genital dos mamiferos e sua principal
funcdo prostatica é secretar um fluido levemente alcalino (pH 7,29) que contribui para a
formacdo do liquido seminal. As fémeas em certas espécies, como o roedor gerbilo da
Mongolia (Meriones unguiculatus), apresentam prostata cuja morfologia se assemelha a
porc¢do ventral do complexo prostatico masculino e a prostata feminina em humanos. Nas
Gltimas décadas tem sido relatado um constante aumento da exposi¢do a substancias
capazes de interferir na acdo hormonal, conhecidas como disruptores endocrinos. O
bisfenol A (BPA) pertence a uma das categorias de disruptores endocrinos presentes no
meio ambiente. Estudos demonstram que a exposicdo a esse composto interfere
negativamente na morfofisiologia prostatica, favorecendo o estabelecimento de lesGes
pré-malignas e malignas. Além do BPA, uma das constantes problematicas dos dias atuais
é a exposicdo ambiental a hormoénios exégenos como o estradiol (E2). Desta forma, a
administracdo de farmacos com estrutura semelhante a hormonios esteroides pode exercer
efeitos sobre a glandula, uma vez que os mesmos se ligam a seus receptores hormonais
afetando a homeostasia prostatica. O presente estudo teve como objetivo verificar as
alteracGes morfofuncionais na prostata de fémeas de gerbilo da Mongdlia apos tratamento
perinatal com dose didria ambiental, ou seja, dose ambiental segura de BPA (50 pg/kg) e
doses de 17-B estradiol (35 pg/kg), 3 vezes por semana por 38 dias. Foram realizadas
analises estereoldgicas, morfométricas, citoquimicas e imunohistoquimicas. As analises
morfologicas demonstraram a presenca de alteragdes como focos inflamatorios
associados a células claras e neoplasias intraepiteliais prostaticas (PINs) nos grupos E2,
BPA e controle 6leo (CO) tratados em relacéo ao grupo controle agua (CA). Nas analises
imunohistoquimicas, foram observadas a presenca de macr6fagos e a imunoexpressdo de
alfa-actina do musculo liso. Além disso, foi observado aumento nos compartimentos
Iimen e estroma ndo muscular do grupo E2 (grupo estradiol) em relacdo ao grupo BPA e
CA. Concluiu-se que os disruptores endocrinos, BPA e E2 interferem na homeostasia
prostatica em fémeas, promovendo alteragcbes morfologicas a semelhanca do que ocorre
em machos. Nosso estudo sugere que a prostata feminina tem relevancia clinica e a fémea
do gerbilo € um bom modelo para se avaliar as repercussdes morfofisioldgicas de
disruptores endocrinos sobre essa glandula do trato genital.

Palavras—chave: Gerbilo da Mongolia. Bisfenol A. 17 estradiol. Prostata feminina.

Disruptores enddcrinos.



ABSTRACT

The prostate gland is a component of mammals genital system and its main function is to
secrete a slightly alkaline fluid (pH 7.29) that contributes to the composition of the
seminal fluid. Females in certain rodent species, such as the Mongolian gerbil (Meriones
unguiculatus), have a prostate which morphology resembles the ventral portion of the
male prostate complex and the female prostate in humans. In the last decades, there has
been a constant increase in the exposure to substances capable of interfering with
hormonal action, known as endocrine disruptors. Bisphenol A (BPA) belongs to one of
the categories of endocrine disruptors present in the environment. Studies show that
exposure to this compound negatively interferes with prostate morphophysiology,
favoring the establishment of premalignant and malignant lesions. In addition to BPA,
one of the current constant issues is the environmental exposure to exogenous hormones
such as estradiol (E2). Thus, the exposure to drugs with a structure similar to steroid
hormones can exert effects on the glands, since they bind to their hormone receptors,
affecting prostatic homeostasis. The present study aimed to verify the morphofunctional
changes in the female Mongolian gerbil prostate after perinatal exposure to daily safe
environment doses of BPA (50 pg / kg) and doses of 17-f estradiol (35 pg / kg).
Stereological, morphometric, cytochemical and immunohistochemical analysis were
performed. Morphological analysis showed presence of alterations such as inflammatory
foci associated with clear cells and prostatic intraepithelial neoplasms (PINs) in the E2,
BPA and oil control (CO) groups in comparison to the water control group (CA). The
immunohistochemical analysis showed presence of macrophages and the
immunoexpression of alpha-actin. In addition, the non-muscular stromal compartment
and lumen of the E2 group increased in comparison to the BPA and CA groups. In
conclusion, the endocrine disruptors BPA and estradiol interfere in prostatic homeostasis
in females, leading to morphological changes, similarly to what happens in males. Our
study suggests that the female prostate has clinical relevance and the female gerbil is a
good model for assessing the morphophysiological repercussions of endocrine disruptors
on this genital gland.

Keywords: Mongolian gerbil. Bisphenol A. 17p estradiol. Female prostate. Endocrine
disruptors.
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1.INTRODUCAO

A prostata € uma glandula que compde o sistema genital masculino dos mamiferos
sendo a maior glandula sexual acess6ria. Em homens, seu tamanho e forma sdo
comparados a uma noz. A glandula esta localizada na pélvis, abaixo da bexiga, onde
circunda a parte prostatica da uretra. Apresenta trés divisdes conhecidas como zonas
central, periférica e de transicdo. A principal funcdo prostatica é secretar um fluido
levemente alcalino (pH 7,29) que contribui para a formacao do liquido seminal (ROSS e
PAWLINA, 2011) (Figura 1).

Bexiga % @«?{:

-~ /) (}f:,k:"r/ __Tona central

7 }H//, Vesicula seminal

-

Zona de
transicao

~

vzl Zona
- periférica

Figura 1: Corte sagital da prostata masculina em humanos, dividida em 3 zonas: zona de transi¢éo, zona
central e zona periférica. Fonte: adaptado de TOIVANEN; SHEN, 2017.

Em certas espécies de mamiferos as fémeas apresentam proéstata, dentre elas, as
fémeas humanas, como descrito por ZAVIACIC et al. (2000). Segundo ZAVIVACIC e
RABLIN (2000), a prostata em mulheres é conhecida como prostata feminina, pois assim
como na prostata masculina, a enzima PSA (antigeno prostatico especifico) é encontrada
no epitélio luminal glandular. Junto ao PSA, o fluido prostatico nas fémeas € composto
pela proteina fosfatase acida especifica, frutose e zinco (SANCHES et al., 2019). Ainda,
para ZAVIVACIC e RABLIN (2000), o termo glandula parauretral de Skene é utilizado
incorretamente pois implica hum 6rgdo vestigial na mulher. Consequentemente, é
necessario adaptar um modelo experimental de glandula prostatica similar a préstata
feminina humana, a fim de extrapolar os dados desta espécie (SANTOS e TABOGA,
2006).

Para tanto, alguns autores adotaram o gerbilo da Mongolia (Meriones
unguiculatus) como modelo experimental em seus grupos de pesquisa, pois as prostatas
das fémeas desse roedor tém homologia com as préstatas de mulheres e com a porcéo
ventral das préstatas de macho dos gerbilos (TABOGA et al., 2001). Além disso, a
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ocorréncia de prostata na fémea desta espécie € muito comum, podendo ser encontrada
em 80% das fémeas adultas estudadas. (SANTOS e TABOGA, 2006).

Como pode ser observado na Figura 2, os ductos prostaticos femininos se abrem
na luz uretral para que o liquido prostatico seja liberado na parede uretral. O fenémeno é
conhecido como ejaculacdo feminina pois a composi¢do bioquimica do fluido prostatico
é semelhante ao sémen dos homens apresentando altas concentracdes de fosfatase acida
prostatica e antigeno prostatico especifico (PSA) e, baixo nivel de creatinina (MOALEM
e REINDERBERG, 2009).

Copyright 2006 Fox Internet Services

Glandula prostatica feminina

»
Clitoris 5
Préstata Feminina

Glindula Prostitica —

Abertura dos ductos prostéticos —

!

Figura 2: Representacéo da prostata feminina em humanos: localizagdo parauretral da glandula e a presenca
de ductos prostaticos que se abrem na luz uretral. Fonte: adaptado de www.newscientist.com.

Em estudo realizado através da autopsia da uretra de 31 mulheres, foi constatado,
através de analise morfoldgica, presenga da prostata nas regides distal, mediana e
proximal da uretra. Além disso, foi observado aumento de glandulas prostaticas em
mulheres p6s-menopausa (COSTA, CURY e CUSTODIO, 2016)

Apesar do cancer de prostata feminino ser raro, recentemente MUTO et al. (2017)
descreveram um caso de adenocarcinoma de glandula de Skene. Neste estudo, o
diagndstico s6 foi preciso apos a reacdo de imunohistoquimica positiva para fosfatase
acida especifica para prostata.

Em fémeas de gerbilo da Mongolia com 18 meses de idade, ou seja, senis,
verificou-se alto indice de leses, dentre elas hiperplasia, prostatite, lesbes pré-
neoplasicas como displasia, provavelmente influenciadas pela desregulagdo do balanco
hormonal que ocorre na senilidade. Assim, a prostata em mulheres deveria ser observada
como um dos 6rgdos que compdem o aparelho genital feminino, diante da homologia da
prostata de fémeas de gerbilo com a prostata da mulher (CUSTODIO et al., 2010).

Em busca de novas alternativas para complementar o conhecimento vigente sobre
a histofisiologia e a patologia prostéatica, nosso grupo de pesquisa adotou o roedor gerbilo

da Mongdlia como modelo experimental alternativo para o estudo de patologias



13

prostaticas por sua similaridade com a glandula humana. Este animal desenvolve uma
quantidade expressiva de neoplasia espontanea associada ao envelhecimento e também
tumores induzidos, bem como respostas significativas mediante tratamentos hormonais
(CAMPOS et al, 2008, 2010, GONCALVES et al., 2010, 2017).

1.1. Desenvolvimento prostatico

A prostata humana se desenvolve a partir do seio urogenital (UGS) derivado da
porcao posterior do intestino (Cloaca). A cloaca é dividida pelo septo urorretal em UGS,
reto e canal anal (Figura 3). O epitélio do UGS tem origem no folheto endodérmico,
formando o seio urogenital epitelial (UGE) e o tecido mesenquimal de origem

mesodérmica, forma o seio urogenital mesenquimal (UGM) (SADLER et al., 2016).

' Ducto
Alantoide mesonéfrico

~)

Seio (

uro.ge.?_ltal roto
EPRIEAN ureteral

Septo urorretal
Membrana |ntestino
clocal posterior

Figura 3: Vista lateral. Esquema representativo da origem do seio urogenital primitivo (UGS). Fonte:
adaptado de SADLER et al., 2016.

Brotos solidos do UGE invadem o tecido adjacente (UGM). Trés porcdes distintas
sdo encontradas na UGM (Figura 4): mesénquima periuretral (pm), que se conecta com
tecido conjuntivo na uretra adulta; camada adjacente diferencia-se em uma camada de
musculo liso e se torna a musculatura da uretra; camada mesenquimal ventral que
corresponde ao mesénquima condensado que se encontra na parte ventral do UGE,
responsavel pela indugdo da morfogénese ramificada tornando-se o estroma da parte
ventral da prostata de machos de gerbilos. (SANCHES et al., 2014).
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Figura 4: Reconstrucdo em 3D do complexo prostatico de macho e fémea do gerbilo no primeiro dia pds-
natal (P1). Fonte: adaptado de SANCHES et al., 2019.

A prostata da fémea do gerbilo origina-se no UGS: os brotos de epitélio prostatico
surgem no UGS, invadem o mesénquima periuretral (pm localizado no UGM) ao redor
do epitélio uretral e alongam-se dentro deste tecido mesenquimal em direcdo ao
mesénquima parauretral (pam), um mesénguima condensado no qual os brotos sofrerdo
morfogénese ramificada (Figura 4). Na fémea apenas dois brotos atingem o mesénquima
indutivo como observado na figura 5. (SANCHES et al., 2017).

P7 P14

Figura 5: Vista ventral. Reconstrucdo 3D do complexo prostético de fémea de gerbilo. Legenda: P7: 7°
dia pds-natal; P14: 14° dia pds-natal; vermelho: camada de musculo liso; ciano: ramificacdo prostatica;
verde: uretra; azul escuro: luz da uretra. Setas em P7 e P14: brotamento prostéatico. Fonte: adaptado de
SANCHES et al., 2009.

A proéstata da fémea de gerbilo surge mais cedo em comparagdo a prostata de
machos. Ha a liberacdo da enzima fosfatase acida pelo epitélio secretor cubico na regido,
ocorrendo a diferenciacdo da camada de musculo liso no 30° dia de vida pos-natal; no
macho ocorre no 45° dia (CUSTODIO, GOES e TABOGA, 2004). Essa diferenca de
maturacdo da prostata entre macho e fémea, segundo SANCHES et al. (2016a), é
possivelmente devido a uma maior diminui¢do na expressao do ERa em fémeas (45%) se

comparado ao receptor de androgeno (AR) em machos (13%) entre o 7° e 30° dia pos-
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natal. Isso justifica um declinio rapido da atividade proliferativa e o inicio mais precoce
da embriogénese prostatica em fémeas de gerbilo. SANCHES et al., (2016b) constataram
que o epitélio e o estroma se desenvolvem simultaneamente durante o periodo pds-natal.

O desenvolvimento e a diferenciacdo do complexo prostatico dependem do
balancgo entre os hormonios androgenos e estrogenos bem como seus receptores AR, ERa
¢ ERp (MCPHERSON, ELLEM e RISBRIDGER, 2008). O AR ¢é responsavel pela
diferenciacéo e desenvolvimento prostatico na vida embrionario e pds-natal assim como
suporte e manutencdo na vida adulta. O aumento do estrogeno causa proliferacdo do
epitélio prostatico, inflamacgéo e cancer e a diminui¢do do estrégeno provoca hipertrofia
e hiperplasia prostatica. A atuacdo estrégeno depende da interacdo entre ERo e ERB. ERa
apresenta acdo proliferativa quando expresso na vida fetal e neonatal em humanos e
roedores enquanto que ERP atua na puberdade e na vida adulta com uma acdo
antiproliferativa e na diferenciacéo celular. Alteragdes na expressao de ERa na puberdade
e fase adulta ocasiona uma atividade inadequada na glandula, incluindo inflamacéo e
lesbes pré-malignas. Assim, o balan¢o entre AR, ERa ¢ ERP ¢ crucial para o
desenvolvimento prostatico (MCPHERSON, ELLEM e RISBRIDGER, 2008).

Em estudo realizado por ROCHEL-MAIA et al., (2010) demonstrou-se a
predominancia de ERa no ndcleo de células estromais como fibroblastos e células da
camada muscular lisa em relacdo ao epitélio (células secretoras) nas prostatas de fémeas
de gerbilo enquanto que ERP foi expresso em maior quantidade no nucleo de células
epiteliais. Foi observado diferengas entre a expressdo de ERa ¢ ERB nos machos e nas
fémeas entre 0s grupos controle, castrado, tratado com testosterona e tratado com DHEA
(deidroepiandrosterona). O grupo tratado com testosterona nas fémeas teve um
decréscimo significativo na expressdo de células positivas para ERa, porém o nimero de
células estromais positivas mantiveram-se aumentadas em relacdo aos grupos machos nao
tratados. Por outro lado, o grupo castrado nos machos ndo apresentou reducdo de
expressdao de ERa, ou seja, o uso da testosterona provoca regulagdo dos niveis de ERa
em fémeas.

O desenvolvimento prostatico é androgeno dependente e a testosterona é o
principal horménio na atuacdo da prostata do macho. A testosterona liberada pelos
testiculos, entra em contato com os tecidos que compdem a préstata como o epitélio e o
estroma, sofre a agdo da enzima 5 a-redutase e, assim, é convertida em diidrotestosterona
(DHT). O DHT age no crescimento prostatico na fase pré-natal, neonatal e na manutencao
morfofuncional da glandula na vida adulta (SANCHES et al., 2016a).
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A organogénese prostatica se da pela expressdo de AR na camada mesenquimal
ventral (vmp). Embora exista a expressdo de AR no UGE, isso € dispensavel para inducéo
inicial do desenvolvimento prostatico. A expressdo de AR mesenquimal sofrida por um
estimulo andrégeno produz fatores pardcrinos que atuam no UGE, conduzindo o inicio
do brotamento prostatico (PRINS e PUTZ, 2008).

Ainda, segundo PRINS e PUTZ (2008), o primeiro broto prostatico em humanos
surge por volta da oitava semana de vida embrionaria, enquanto que nos roedores esse
fendmeno ocorre entre o décimo sexto e décimo oitavo dia de vida embrionéria.

DONJACOUR, THOMSON e CUNHA (2003) descreveram os fatores de
crescimento FGF7, FGF10 e Igfl na organogénese prostatica de machos. TOIVANEN e
SHEN (2017) citaram mais de 100 genes envolvidos nas vias de sinalizacdo da
organogénese prostatica, dentre eles: glicoproteina Sonic hedgehog (Shh), fatores de
transcricdo paracrinos como via de sinalizagcdo wingless/integrated (Wnt), familia das
proteinas morfogenéticas dsseas (BMP), fatores de transcri¢do da familia homeobox
Hoxal0, Hoxal3, Hoxb13 entre outros. Além desses fatores, os receptores de andrdgeno
e estrogeno sofrem a acdo da testosterona e estradiol, assim como de disruptores
endocrinos (EDC) que mimetizam a agdo hormonal. Um nimero significativo de estudos
realizados durante anos permitiu a formagao de um “Cddigo Morfogenético Prostatico”
(PRINS e PUTZ, 2008) onde a interacdo entre os tecidos epitelial e mesenquimal da
prostata e as diferentes familias de genes promovem proliferacdo, diferenciacdo ou
crescimento da prostata.

O desenvolvimento da glandula prostatica, que ocorre durante a vida fetal em
humanos e no periodo perinatal (desenvolvimento embrionario e primeira semana pos-
natal) em roedores, é extremamente sensivel ao imprinting estrogénico, que consiste em
efeitos em longo prazo da exposicao ao estrdgeno durante o periodo de desenvolvimento
glandular (POWELL & MEYNSKES, 2001). Por exemplo, 0 ambiente estrogénico in
utero de mées afro-americanas tem sido sugerido como um agente para 0 aumento do
risco de cancer de prdstata nos filhos, uma vez que estas apresentam niveis mais elevados
de estradiol durante a gravidez, quando comparadas a mées caucasianas (POWELL &
MEYNSKES, 2001). Em roedores, uma breve exposi¢do perinatal (periodo entre a vida
embrionaria e primeira semana pos-natal) a doses farmacoldgicas de estr6genos naturais
ou sintéticos altera o crescimento e a diferenciacao prostatica (PRINS, 1992).

PEREZ et al. (2016a) mostraram que a exposic¢ao ao etinilestradiol, um estrogeno

sintético, em doses encontradas nos anticoncepcionais (15 pg/kg/dia), causou mudancas
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no epitélio e estroma da prostata de gerbilos machos e fémeas durante o envelhecimento.
A exposicao pré-natal a este estrogeno afeta o nivel de testosterona e estradiol endégenos
nas fémeas senis. Com isso, observou-se aumento da altura do epitélio e mudanca na
camada muscular das préstatas das fémeas, alterando a morfologia da glandula e
aumentando o desenvolvimento de neoplasia intraepitelial prostatica (PIN). Estes autores
também descreveram os efeitos da exposicdo ao etinilestradiol durante a puberdade em
prostata de fémeas e machos de gerbilo. Novamente, em fémeas de gerbilo, 0 horménio
teve um efeito anabolico na préstata e aumentou as chances de lesbes neoplésicas.
Portanto, o desenvolvimento prostatico pds-natal durante a puberdade também deve ser
considerado periodo critico para a exposicdo ao etinilestradiol, resultando em efeitos

prostaticos significativos no envelhecimento (PEREZ et al., 2016b).

1.2. Histolofisiologia prostatica

Na prostata humana, as glandulas sdo classificadas como tdbulo-alveolares,
apresentando epitélio classificado como cubico simples no revestimento da estrutura
alveolar da glandula, ou prismatico quando o revestimento epitelial estiver na estrutura
ductal da glandula. As glandulas sdo circundadas por um estroma fibromuscular. S&o
subdivididas em zona central, zona de transicao e zona periférica (Figura 1). A préstata
consiste num arranjo de 30 a 50 glandulas tabulo-alveolares em 3 camadas concéntricas:
mucosa, intermediaria e periférica. Mudancas morfoldgicas no epitélio glandular
prostatico sdo influenciadas por hormdnios sexuais, tais como testosterona e androgenos
produzidos pela adrenal (ROSS e PAWLINA, 2011).
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Nos roedores, a préstata é descrita como complexo prostatico multilobular, sendo
subdividida em préstata ventral, dorsal e dorsolateral (Figura 6) pois apresentam
morfologia e funcionalidade distintas (LEE et al., 1990). ZANATELLI et al. (2016)
descreveram os diferentes tipos celulares encontrados no epitélio prostatico de fémeas de

gerbilo: células mucinas, espumosas, ciliadas e claras.

Figura 6: Vista ventral. Esquema do trato genital de macho de gerbilo da Mongdlia. SV: vesicula seminal;
CG: glandula coaguladora; UB: bexiga urinaria: DD: ducto deferente; DL: lobo dorsal; VL: lobo ventral;
GDD: glandula do ducto deferente. Fonte: adaptado de PINHEIRO et al., 2003.

Quanto a fisiologia, a préstata feminina € conhecidamente responsiva a
hormdnios. ZANATELLI et al, (2014) concluiram que horménios ovarianos sdo
importantes na manutencao da fisiologia da prostata feminina de gerbilos, que apresenta
efeitos regulatérios de acordo com variagcdes nos niveis de progesterona e testosterona.
Outro estudo demonstrou que a oscilagdo hormonal no ciclo estral de fémeas de gerbilos
promove mudangas morfologicas no tecido prostatico onde a concentracdo dos niveis
séricos de progesterona se encontra aumentada (FOCHI et al., 2008).

Os principais hormonios reguladores da glandula prostatica, androgenos
(testosterona) e estrogenos (estradiol), sdo sintetizados nos testiculos e ovarios. Sua
sintese envolve agdo de enzimas da superfamilia de proteinas citocromo P-450 (NELSON
e COX, 2013). Estes hormonios afetam o desenvolvimento e 0 comportamento sexuais,
além de possuirem uma grande variedade de outras funcdes reprodutivas e ndo
reprodutivas. Todos os horménios esteroides, incluindo estrégeno e progesterona atuam
por meio de receptores nucleares e alteram o nivel de expressdo de genes especificos. Eles
também podem ter efeitos mais rapidos, provavelmente mediados por receptores na

membrana plasmatica (NELSON e COX, 2013). Desta forma, a administracdo exdgena
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de farmacos com estrutura semelhante a estes hormonios pode exercer efeitos sobre a

glandula, uma vez que se ligam a seus receptores nucleares.

1.3. Disruptores enddcrinos

No contexto de uma potencial funcdo do ambiente no desenvolvimento e
progressdo do cancer, disruptores enddcrinos (EDCs) tém sido importantes alvos de
estudo. Eles estdo presentes em varios tipos de produtos, como pesticidas, produtos de
limpeza e higiene pessoais, subprodutos da industria e medicamentos. O principal
mecanismo de exposi¢do ao EDCs sdo os alimentos e a maioria deles sdo bioacumulados,
permanecendo na cadeia alimentar (JENG, 2014).

Segundo BERNARDO, MURATA e ALCANTARA (2015) em 2006, a European
Food Safety Authority (EFSA) estabeleceu o Tolerable Daily Intake (TDI) em 0,05 mg
de Bisfenol A BPA/kg corp6reo no consumo diario de alimentos. Em 2011 a Comisséo
Europeia permitiu o uso de BPA em embalagens destinadas ao armazenamento de
alimentos e criou o Limite de Migracgédo Especifica (LME). O LME corresponde ao valor
permitido de BPA proveniente das embalagens para o alimento e tem valor seguro de 0,6
mg de BPA/ kg corpdreo. A US Environmental Protection Agency (US- EPA) definiu,
como valor seguro de consumo diario de BPA em 2006, 0,05 mg/kg. Este valor
permanece até os dias atuais. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
Brasil, estabeleceu o valor de 0,05 mg/kg diarios para consumo de BPA.

Dessa forma, podem interferir nas fungdes enddcrinas, ativando diretamente, ou
inativando receptores enddcrinos, interrompendo a sintese de hormdnios, ou pelo controle
local de ativacdo e inativacdo de horménios através das atividades metabdlicas das
enzimas (GIULIVO et al. 2016).

O bisfenol A (BPA) pertence a uma das categorias de disruptores endocrinos
presentes no meio ambiente. O BPA é um fenol sintético amplamente utilizado na
fabricacdo de policarbonato e resina de epdxi (JALAL et al., 2018).

Entre os EDCs estdo também os ftalatos e os parabenos. Sdo utilizados na
producdo de materiais plasticos, como garrafas, mamadeiras, € na resina epoxi que
compde os revestimentos de alguns alimentos e selante dentério. Sua liberagdo do pléstico
ocorre pelo aumento de temperatura, mudancas de pH ou devido a repetidas lavagens. A
presenca de BPA no plasma humano em altas concentragcdes, bem como na placenta e
tecidos fetais € amplamente descrita (SCHONFELDER et al. 2002; PRINS et al. 2008).
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Estudos destacaram que o BPA pode atuar como estrdgeno artificial, ao interagir
diretamente com ERa ¢ ERP (KUIPER et al., 1998), assim determinando o crescimento
e a diferenciacdo neoplésica de culturas celulares em cancer de mama e prostata
(WETHERHILL et al., 2007; RICHTER et al., 2007). RODRIGUEZ et al. (2015)
evidenciaram que a prostata de fémea de gerbilo é mais sensivel aos efeitos
xenoestrogenos do BPA do que a prostata de macho. A exposicao por longo periodo ao
BPA, mesmo em doses consideradas seguras segundo a United States Environmental
Protection Agency (US EPA), aumenta os indices de proliferacdo do epitélio, a expressao
de ERa e favorece o desenvolvimento de focos de hiperplasia prostatica em fémeas de
gerbilo adultas (CAMPOS et al., 2015). Esses resultados, em resumo, demostraram que
niveis seguros de BPA foram suficientes para uma interferéncia estrogénica na prostata
feminina.

Em estudo realizado com a prostata de filhotes de fémeas de gerbilo tratadas com
baixa e alta dosagem de BPA, identificaram-se baixas taxas de proliferacdo celular no
brotamento parauretral que ocorre durante o processo de ramificacdo do desenvolvimento
prostatico, no periodo neonatal. Comparada com o grupo controle, essa taxa de
diminuicdo de proliferacdo foi 50% menor (LIMA et al., 2015), levando a concluséo de
que o BPA causa um efeito antiproliferativo nas préstatas de gerbilo, similar ao efeito do
ERB.

1.4. Estrogenos

Os hormoénios sexuais femininos, conhecidos como estrogenos, podem ser
classificados em 17p estradiol (E2) e outros dois metabdlitos conhecidos como estrona
(E1) e estriol (E3). Ha um quarto tipo de estrégeno sintético conhecido como 17a
etinilestradiol (EE2) ministrado como reposi¢do hormonal para mulheres na menopausa.
Os estrogenos classificados como naturais sdo formados quimicamente por 18 carbonos
que possuem um anel A aroméatico com um hidroxil fendlico (ACCONCIA e MARINO,
2018).

SANCHES et al., 2017 verificaram que a exposicdo intrauterina de E2 em gerbilos
da Mongolia provocou desenvolvimento precoce na préstata de fémeas quanto a reducéo

proliferativa do estroma.
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Segundo REIS FILHO, ARAUJO e VIEIRA (2006) esses estrogenos, tanto os
naturais como o sintético, despertam atencédo pela poténcia e pela quantidade continua
introduzido no meio ambiente através da excrecdo pela urina ou pelas fezes. No presente
estudo o E2 foi utilizado como uma referéncia de controle, como um estrégeno endégeno
que apresenta padrdes de ligagdo adequados aos receptores hormonais, possibilitando a
comparacdo com efeitos do um disruptor endocrino BPA, de ligacdo ndo usual aos

receptores.
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2. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento prostatico depende das variacdes hormonais que ocorrem no
organismo. Portanto, verificar o efeito dos niveis seguros ambientais de BPA e estradiol
na prostata feminina é relevante. Assim, o conhecimento dos efeitos destes compostos
nas glandulas reprodutivas é importante para o estabelecimento de novos limites criticos
para sua utilizacao.

No Brasil, o cncer de préstata € o segundo mais comum entre os homens (INCA,
2018). Assim, ha um grande interesse em melhor compreender a biologia do
desenvolvimento e homeostasia prostatica devido a sua alta propensdo em desenvolver
neoplasias.

Segundo METZ (2016) o BPA esta envolvido em uma variedade de alteracGes
como o cancer de mama e prostata, desregulacdo menstrual, puberdade precoce em
meninas, anomalias no desenvolvimento de 6rgdos genitais masculinos, infertilidade
masculina e feminina e distdrbios metabdlicos como diabetes e obesidade.

Sendo a prostata responsiva a horménios, o estudo dos efeitos do estradiol
administrado oralmente é necessario, uma vez que mimetiza tratamentos
anticoncepcionais frequentemente adotados por mulheres. Além de possuir uma
composicdo quimica e efeitos fisiologicos bastante semelhantes ao BPA, o uso do
estradiol ou compostos sintéticos como o etinilestradiol, por via oral, tem efeitos
deletérios na morfologia das glandulas, como mencionado anteriormente.

Porém, de acordo com SANTOS e TABOGA (2006), a obtencao da prdstata de
mulheres, para fins de pesquisa bésica e estudos de fisiologia enddcrina é limitada.

Devido ao crescente aumento de informacGes sobre a prostata masculina e
feminina do gerbilo e sua versatilidade na resposta a diferentes condi¢des experimentais
e ser suscetivel ao desenvolvimento de lesdo neoplasica, acreditamos que este seja um
importante modelo para a compreensdo da biologia e da histopatologia glandular.
Somados aos varios estudos indicando a acdo de EDCs sobre a morfofisiologia prostatica
e a crescente necessidade de maior atencédo a préstata feminina, acreditamos ser esta uma
tematica que acrescentara um novo parametro sobre as repercussées de EDCs sobre o
trato genital feminino. Como 0 17-f estradiol e o BPA s3o amplamente utilizados e
existem varias rotas de exposicdo, a caracterizacdo dos mecanismos de sinalizagdo
molecular modulados por estes, em diferentes 6rgdos e em periodos importantes do

desenvolvimento (como o perinatal que compreende a vida embrionario e se estende até
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logo apdés 0 nascimento), parecem promissoras para a compreensao sobre 0s riscos da
exposicao.

Devido ao crescente aumento de informagdes sobre a prostata masculina e
feminina do gerbilo e sua versatilidade na resposta a diferentes condi¢es experimentais
e ser suscetivel ao desenvolvimento de lesdo neoplasica, acreditamos que este seja um

importante modelo para a compreensdo da biologia e da histopatologia glandular.
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3. OBJETIVOS DA PESQUISA

O objetivo geral desta pesquisa foi verificar as altera¢cBes morfoldgicas na prostata
feminina de gerbilos da Mongdlia apds tratamento perinatal com doses ambientais de
BPA e baixa dose de 17- estradiol.

Os objetivos especificos foram:

- Verificar a existéncia de alteragdes morfoldgicas através de reacdes citoquimicas
tais como coloracdes de Hematoxilina-Eosina, Picrossirius e Reticulina de Gomori;

Os objetivos especificos realizados foram:

- Quantificar os tipos de lesdes nos grupos considerando a presenca de hiperplasia
prostatica benigna (HPB) e neoplasia intraepitelial de baixo grau (LGPIN) e neoplasia
intraepitelial de alto grau (HGPIN);

- Verificar a presenca de células claras, focos inflamatorios intraluminais e
periglandular, atipia epitelial planar e papilar e quantificar a presenca de alvéolos através
da area total prostatica dos grupos;

Diante dos resultados obtidos nas analises das imagens das fotomicrografias e os
resultados obtidos na esterologia e morfometria, foram realizadas as analises de diferentes
lesdes por area prostatica, a incidéncia de lesGes por animais de cada grupo e
multiplicidade de lesGes e a analise dos diferentes compartimentos pelo peso relativo
prostatico.

- Quantificar as lesGes e alteracbes morfoldgicas por incidéncia e multiplicidade
de lesOes;

- Quantificar os compartimentos prostaticos (epitélio, limen, estroma muscular e
estroma ndo muscular) pelo peso relativo da prdstata;

- Verificar a presenca de macrofagos inespecificos atraves de imunohistoquimica
F4-80;

- Verificar alteracbes morfoldgicas na camada muscular lisa através de

imunohistoquimica a-SMA.
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4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E METODOLOGIAS RESUMIDAS

Foram analisadas as préstatas de fémeas de gerbilo, na idade adulta (180 dias)
provenientes das ninhadas de fémeas tratadas com doses ambientais de BPA e 17-f
estradiol durante os periodos de gestacdo e lactacdo. Os animais foram mantidos no
Biotério de Manutencdo do Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, Letras
e Ciéncias Exatas — IBILCE/UNESP — campus de S&o José do Rio Preto. As fémeas
analisadas foram mantidas em isoladores de polissulfona, livres de Bisfenol A — BPA
(Alesco®), em estantes equipadas com exaustdo de ar a uma temperatura de 22 +/- 2°C,
com racdo e agua fresca ad libitum por 180 dias. O protocolo foi submetido a avaliacdo
da CEUA deste instituto e aprovado (113/2015).

Uma fémea e um macho comprovadamente férteis foram colocados nos isoladores
de polissulfona. Apds comprovacdo da gestacdo, as fémeas foram tratadas a partir do 8°
dia de gestacao até o final da lactacdo (21° dia) da ninhada (n=>5), totalizando 38 dias de
tratamento. A gestacdo da fémea de gerbilo dura em média 21 dias e a embriogénese
prostatica se inicia por volta do 12° e 13° dias de gestagdo. Foram administrados, atraves
de gavagem (0,1 ml) os seguintes tratamentos: Grupo 1 (BPA): doses diarias de 50 pg/kg
de BPA (VANDENBERG, et al. 2012) diluidos em 6leo de milho; Grupo 2 (E): doses
de 35 pg/kg de 17- estradiol (PINTO, et al.2008) diluidos em 6leo de milho (0,1 ml) por
3 vezes na semana; Grupo 3 (CO): a mesma quantidade de 6leo de milho (veiculo de
diluicdo) dos outros grupos, em doses diarias de 0,1 ml, sem outros compostos associados

e Grupo 4 (CA): 0,1 ml de 4gua em doses diarias, sem outros compostos associados.
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BPA: bisfenol A: 50 ug/kg E: estradiol: 35 pg/kg CO: controle dleo de milho: 0,1 ml CA: égua: 0,1 ml
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Figura 7: Esquema representativo do delineamento experimental. Fonte: elaborado pela autora.

Ap06s o desmame, apenas 0s animais do sexo feminino obtidos nas ninhadas foram
mantidos e avaliados durante este projeto. As mdes e os filhotes machos foram

aproveitados para outros projetos.
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As fémeas obtidas nas ninhadas foram eutanasiadas apds 180 dias do nascimento,
ou seja, na fase adulta. Ao atingirem esta idade, foram submetidas a citologia vaginal
diaria, realizada com um swab adaptado para 0 modelo experimental e a aplicacdo da
amostra em lamina de microscopia, corada com azul de toluidina, com o intuito de
identificar a fase do ciclo estral. Os animais foram eutanasiados apenas em estro para
evitar alteracdes morfoldgicas ocasionadas por diferentes fases do ciclo. Os animais que
ndo estavam em estro, foram reavaliados nos dias subsequentes e eutanasiados quando
atingiram tal fase.

Para a eutandsia dos animais foi utilizada a associa¢do dos anestésicos Cloridrato
de Xilazina 3mg/kg e Cloridrato de Cetamina 10 mg/kg injetados de forma subcutanea.

Em seguida, as fémeas foram pesadas e decapitadas em guilhotina.

4.1. Processamento dos tecidos

As prostatas foram retiradas, imediatamente pesadas e transferidas para uma
solucdo de paraformaldeido 4% em tampéo fosfato 0,1 M utilizado como fixador. Os
espécimes foram mantidos no fixador durante 24 horas e em seguida foi realizado o

processamento histoldgico para inclusdo do material em parafina.

4.2. Tecnicas de coloracdes especificas

Ap06s a microtomia (4 um de espessura) nos blocos histolégicos, as ldaminas foram
montadas a partir da visualizagcdo microscopica da préstata atraves da coloracdo Azul de
Toluidina. Foram seriados dez cortes histoldgicos para a realizagdo das anélises
morfoldgicas. Em seguida, as laminas foram coradas com: Hematoxilina-eosina para
avaliar a morfologia geral; Picrossirius para identificar e quantificar as fibras do estroma
glandular, morfometria e verificar a birrefringéncia das fibras de colageno; e Reticulina
de Gomori para verificar as fibras reticulares ou fibras de colageno tipo Il estromais e

fibras de colageno do tipo I.
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4.3. Analises quantitativas

4.3.1 Anélises esteroldgica e morfométrica

Para a quantificacdo dos elementos de estroma, foi realizada a estereologia nas
laminas de Picrossirius, identificando a porcentagem de epitélio, estroma muscular,
estroma ndo muscular, lumen, fibras colagenas, vasos sanguineos e focos inflamatorios.
Imagens de campos aleatdrios (6 imagens por animal, n=5) de cada grupo foram
capturadas a partir de laminas coradas, através do Sistema Analisador de Imagens, com o
programa Image-Pro-Plus da Media Cybernetics em objetiva de 20x. As medidas foram
realizadas de acordo com o sistema de teste de multipontos M130 proposto por WEIBEL
(1963). Assim, a partir dos valores obtidos para cada campo analisado, foram calculadas
as frequéncias relativas dos componentes teciduais em estudo.

Para a analise morfométrica foram medidas a altura do epitélio e da camada
muscular circundante aos alveéolos. As imagens utilizadas foram as mesmas usadas para

a andlise esteroldgica, em laminas coradas pela coloragéo Picrossirius.

4.3.2. Analise das lesbes prostéaticas

As analises das lesdes prostaticas foram baseadas de acordo com SHAPPELL et
al. (2004). Foram consideradas como lesdes HPB, LGPIN e HGPIN. Segundo SHAPELL
et al (2004) as lesdes HGPIN se caracterizam por focos de proliferacdo celular em
crescimento papilar e cribiforme e as lesées LGPIN s&o representadas pela estratificagcdo
de células epiteliais.

Além disso, foram consideradas como alteracbes morfoldgicas o ndmero de
células claras, a presenca de atipia epitelial planar ou papilar e focos inflamatorios
intraluminais e periglandulares. Em seguida, os respectivos valores foram divididos pela

area prostatica (um?) de cada animal.
4.3.3. Andlise por incidéncia de lesdo e multiplicidade
A analise por incidéncia de lesdo foi realizada através da frequéncia de animais

afetados pelos diferentes tipos de lesdes (nimero de animais acometidos por neoplasias

expresso em porcentagem).
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A multiplicidade corresponde a média de lesdes encontradas por animais dos
diferentes grupos.

A incidéncia de lesdes por animais é a frequéncia de animais afetados nas
diferentes lesbes expressa em porcentagem. A multiplicidade de lesdes corresponde ao
numero médio de focos alterados presentes na prostata da fémea de cada grupo animal.
Para sua determinacdo foi estimado o numero de focos de cada tipo de alteracdo
morfoldgica e lesdo por animal e calculada sua média e desvio padrdo. Tanto para a
quantificacdo da incidéncia como para a multiplicidade foram utilizadas as seguintes
alteragdes morfologicas: celulas claras, focos inflamatdrios intraluminas e

periglandulares, atipia epitelial planar e papilar e lesées como HPB e PIN.

4.3.4. Analise biométrica dos compartimentos prostaticos

A analise dos diferentes compartimentos que compdem a prostata como epitélio,
Iimen, estroma muscular, estroma ndo muscular (coldgeno e vasos sanguineos)
multiplicados pelo peso relativo da prostata. Foi considerado para o estroma nao muscular
o colageno (camada concéntrica subepitelial e fibras dispersas, colageno tipo | e 1ll) e

frequéncia dos vasos sanguineos encontrados na esterologia.

4.4. Imunohistoquimica

Foram realizados testes para alfa-actina do musculo liso e macrofagos
inespecificos (F4-80).

O anticorpo utilizado para a imunohistoquimica alfa-actina é monoclonal,
fabricado pela Santa Cruz Biotechnology (sc-32251). Foi usado na dilui¢do 1:100 em
BSA 1%.

O anticorpo utilizado para imunohistoquimica F4-80 é monoclonal, fabricado pela
Cell Signaling Technology (#30325). Foi usado na diluicdo 1:100 em BSA 1%.

A imunohistoquimica para macréfagos inespecificos (F4-80) foi utilizada para

inferir a presenca de focos inflamatorios na prostata de fémeas.
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4.4.1. Analise Imunohistoquimica

Apos a aplicacdo de técnicas imunohistoquimicas no material, foi realizada uma
analise qualitativa da expressao de macrdfagos inespecificos (F4-80) presentes no epitélio
glandular e estroma.

Os protocolos desenvolvidos para as reacGes imunohistoquimicas foram
precedidos de desparafinizagdo com banhos de xilol e reidratacdo com banhos de alcool
e um ultimo banho em agua destilada. Basicamente, os protocolos seguiram uma ordem
de procedimentos semelhante para todos os testes a serem desenvolvidos. Primeiramente
foi realizado a recuperacgéo antigénica (em geral, com tampdo citrato pH 6,0). Esta etapa
auxiliou a ligacao do anticorpo com o antigeno alvo. Em seguida foi realizado o bloqueio
da peroxidase enddgena (com perdxido de hidrogénio 3% em metanol). Esta etapa foi
essencial para evitar que ocorresse reacdo entre as peroxidases, que estavam presentes
naturalmente no tecido, com 0 cromogeno DAB 3, 3-
diaminobenzidina tetrahidrocloreto dihidratado). A seguir, foi realizado o bloqueio de
proteinas inespecificas (em geral, com leite em p6 5% ou soro fetal bovino 5% - BSA).
Em seguida, os cortes foram incubados com o anticorpo primario em questdo (em uma
diluicdo recomendada pelo fabricante) em cuba umidificada, a partir de 1lh, em
temperatura ambiente ou overnight a 4°C (em refrigerador). Para a identificacdo dos
anticorpos no tecido, os cortes foram incubados com um anticorpo secundario em estufa
a 37°C e logo ap6s, com complexo avidina e biotina ou com polimeros especificos, para
intensificar a visualizagcdo das marca¢Bes ao microscopio. A revelacdo dos sitios de

ligacdo foi entdo realizada com DAB e a contracoloracdo com hematoxilina.

4.5. Andlise estatistica

Os dados foram analisados quanto a normalidade (Kolmogorov-Smirnov) e entédo
comparados por one-way ANOVA (dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis (dados nédo
paramétricos). Os resultados foram considerados estatisticamente significante quando p
<0,05.
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5. RESULTADOS

Os parametros biométricos sdo apresentados na tabela 1. Ndo houve alteracdo
significativa entre o peso corpdreo dos grupos. O peso dos 6rgdos uretra+prostata
apresentou diferencas significativas entre os grupos BPA (0,013+0,002) e E2
(0,028+0,002) e entre os grupos BPA (0,013+0,002) e CO (0,020+0,004). Concomitante
a esse resultado, o peso relativo também apresentou uma diferenca significativa entre os
grupos BPA (0,018+0,003) e E2 (0,039+0,003) e BPA (0,018+0,003) e CO
(0,029+0,005).

Tabela 1. Pardmetros biométricos de fémeas de gerbilo.

Grupos experimentais

CA BPA E2 CO
Corporeo (9) 66+1,673 743,847 70,8+1,356 68,8+2,059
Uretra+prostata (g) 0,008+0,001° 0,013+0,002°2 0,028+0,002° 0,020+0,004°¢
Peso relativo* 0,012+0,002° 0,018+0,003°% 0,039+0,003° 0,029+0,005"¢

*Relacdo uretra+prostata/peso corpéreo. Dados expressos em média + erro padrdo, estatistica: one-way
ANOVA. Sobrescritos indicam diferenca estatistica entre os grupos. Fonte: elaborado pela autora.

Durante a eutanasia dos animais, foram encontrados em algumas fémeas cistos
ovarianos e Uteros edemaciados como apresentado na figura 8. Os ovarios que apresentam
cistos e Uteros edemaciados correspondem aos animais tratados com BPA, E2 e CO. Néo

foram observadas alteracfes anatdmicas no grupo CA.
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Figura 8: Visdo anatdmica de Gtero bicorno (vista anterior) e ovéarios de fémeas de gerbilo. Legenda: setas:
ovarios com cistos; *ovarios de aspecto normal; colchetes: Gtero. Fonte: elaborado pela autora.

A figura 9 demonstra aspectos histologicos da prostata das fémeas de gerbilo. No
grupo CA a prostata das fémeas foi caracterizada por um fenotipo normal, onde os
alvéolos apresentam epitélio cubico secretor com células basais e secretoras, com estroma
adjacente composto por fibras de colageno, vasos sanguineos e fibroblastos. Células
claras foram observadas em todos grupos desse experimento, pois é caracteristica da
composi¢do do epitélio em fémeas de gerbilo (Figura 9B). Os alvéolos tém formato
arredondado e séo circundados por uma camada muscular lisa (Figuras 9A-C). O limen

apresenta secrecdo clara e “fluida” sem a presenca de focos inflamatérios (Figura 9D).
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Figura 9: A-D: Fotomicrografia da prostata de fémeas de gerbilo. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina.
Legenda: Lu: lmen; cml: camada muscular lisar; St: estroma: vs: vaso sanguineo; Ep: epitélio cubico
secretor. Seta: célula clara; *: alvéolos. Fonte: elaborado pela autora.

As analises estereologicas de frequéncia dos compartimentos (epitélio, 1imen,
estroma muscular, estroma ndo muscular, coladgeno, vasos sanguineos e foco
inflamatorio) e morfométricas (altura do epitélio e espessura da camada muscular
circundante) ndo demonstraram diferencas estatisticas significativas na comparacao entre
0S grupos, como mostram respectivamente os dados da figura 10 E e F da morfometria e
esterologia na tabela 2.

Na analise morfométrica, houve um ligeiro aumento da altura do epitélio no grupo
BPA (Figura 10E) (x23um) comparando-se aos outros grupos (Figura 10E) que tem
valores entre 10 e 20 um, apesar de esses valores ndo apresentaram dados estatisticos
significativos. Na camada muscular circundante (Figura 10F) aos alvéolos ndo foram
observadas alteracdes significativas entre 0s grupos.

Diante das porcentagens obtidas na analise esterol6gica (Tabela 2), péde-se
observar no grupo BPA uma ligeira reducdo, ndo significativa, do limen (22,38+3,18)
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em comparagdo aos grupos E2 (28,38+6,68), CO (28,38+6,68) e CA (28,3115,21),
demonstrando a manutencdo da atividade secretora da glandula em todos os grupos. Uma
discreta diferenca foi observada entre o epitélio do grupo E2 (17,54+3,07) e os epitélios
dos grupos CO (24,38+4,06) e BPA (21,23+1,15). Nao houve alteragfes significativas
nos grupos para estroma muscular, estroma ndo muscular, coldgeno, vasos sanguineos.
No grupo BPA ha um aumento ndo significativo dos focos inflamat6rios nos Iimens
(3,29+2,73) comparando-se aos grupos E2 (0,07+0,07), CO (0,0£0,0) e CA (0,0+ 0,0).

.A Rt ”" ® o, iy ,_
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Figura 10: Dados morfométricos da altura do compartimento epitelial (E) e camada muscular circundante
(estroma muscular- F) das prostatas de fémeas de gerbilo. Coloragao: Picrossirius. Legenda: Setas: epitélio

cubico secretor; *: fibras de colageno; Lu: limen; cc: células claras; Fc: foco inflamatério. Fonte: elaborado
pela autora.



Tabela 2: Analise esterologica em valores relativos (%) dos componentes teciduais da préstata de fémeas de gerbilo.
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Epitélio

LUmen

Estroma muscular
Estroma ndo muscular

Colageno
Vasos sanguineos
Focos inflamatdrios

Grupos experimentais

CA
18,23+1,62
28,31+5.21
15,85+5,90
30,00+4,18

4,76%1,96
1,76+ 0,56
0,0+0,0

BPA
21,23+1,15
22,38+3,18
16,31+3,11
26,35+5,07
1,46+ 0,22
2,53+ 0,82
3,29+2,73

E2
17,54+3,07
28,38+6,68
16,03+2,87
31,69+6,81
3,00+ 1,04
1,23+ 0,41
0,07+0,07

CO
24,38+4,06
29,38+4,11
17,09+4,70
20,31+6,94
3,15+ 1,62
1,00+ 0,26

0,0+£0,0

Dados expressos em porcentagem (média + erro padrédo): estatistica: one-way ANOVA e Kruskal-Wallis. Fonte: elaborado pela autora



35

Figura 11: Fotomicrografia da prostata das fémeas de gerbilo. Coloragéo: Picrossirius em luz polarizada e
Picrossirius. Legenda: setas: fibras de colageno; Ep: epitélio clbico secretor; Lu: limen; St: estroma; Fc:
foco inflamatorio. Fonte: elaborado pela autora.

As fibras de colageno que compdem o compartimento estromal da préstata das
fémeas de gerbilo dos grupos CA, BPA, E2 e CO estdo apresentadas na figura 11. Nota-
se, na técnica de Picrossirius com luz polarizada (Figura 11A, E, G) a birrefringéncia das
fibras de colageno. As cores amarelo alaranjado e verde representam diferentes tipos de
maturacdo da fibra de coldgeno. Nas cores verdes hd um menor grau de agregacdo fibrilar

em relagéo a cor amarelo alaranjado Nos grupos BPA (Figura 11C), E2 (Figura 11E) e



36

CO representado na figura 11 G sdo observadas fibras de colageno verdes o que nédo
ocorre no grupo CA (Figura 11 A) onde ha um predominancia de fibras de colageno na
cor amarelo alaranjado. Ha presenca de foco inflamatdrio intraluminal no grupo BPA
(Figura 11D).

Figura 12: Fotomicrografia da prostata de fémeas de gerbilo. Coloracdo: Reticulina de Gomori. Legenda:
Ep: epitélio cubico secretor; Lu: limen; Cabecas de setas: fibras de colageno tipo I; *: fibras reticulares;
setas: foco inflamatdrio intraluminal. Fonte: elaborado pela autora.

A coloracdo de reticulina de Gomori (Figura 12) possibilitou demonstrar as fibras
de colageno do tipo I e tipo 111 ou reticulares. As fibras de colageno do tipo | estdo coradas
em marrom e as fibras de colageno tipo Il ou reticulares estdo coradas em preto. No
grupo CA observou-se o arranjo de fibras de colageno tipo I, em marrom ao redor do
alvéolo (Figura 11A). Observa-se na imagem do grupo BPA (Figura 11B) maior
concentracédo de fibras de colageno tipo I peri-alveolar em relacdo aos demais grupos. No
grupo E2 (Figura 11C) ha a presenca de foco inflamatorio intraluminal e discreto aumento
de fibras de colageno tipo I na transicao epitélio estroma. No grupo CO (Figura 11D) séo
observadas fibras de colégeno e reticulares ao redor do alvéolo.

As lesdes do tipo HGPIN, LGPIN e HPB sdo observadas na figura 13. Além das
lesbes, observa-se alteracdes morfologicas como focos inflamatorios intraluminais e

periglandulares, estes localizados na regido estromal. O grupo CA apresenta fendtipo
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normal com epitélio cubico secretor e camada muscular lisa (Figura 13A). No grupo BPA
representado na figura 13 B ha a presenca de foco inflamatorio intraluminal, HPB e atipia
epitelial papilar, alteracdo que corresponde a estratificacdo de uma pequena regido de
células epiteliais para o limen. As amostras histologicas das prostatas das fémeas de
gerbilo do grupo E2 apresentam a formagao de lesdes prolifertaivas como LGPIN (figura
13C) e descontinuidade da camada muscular lisa. A figura 13 D, que corresponde ao
grupo CO, demonstra lesdes proliferativas classificadas como HGPIN. Inset (Figura 13E)
representa a area delimitada na figura 13D com estratificacdo epitelial que corresponde a
lesOes proliferativas como HGPIN.

Figura 13: Fotomicrografia da prostata de fémeas de gerbilo. Coloracdo HE. Legenda: Ep: epitélio cibico
secretor; cml: camada muscular lisa; HPB: hiperplasia prostatica benigna; Fc: foco inflamatério; Ap: atipia
epitelial papilar; setas: LGPIN; *: HGPIN; Lu: limen. Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 14: Fotomicrografia da prdstata de fémeas de gerbilo. Coloragdo: Picrossirius. Legenda: Ep: epitélio
cubico secretor; Lu: lamen, cml: camada muscular lisa; Fc: foco inflamatorio; setas: LGPIN; *: HGPIN.
Fonte: elaborado pela autora.

Na figura 14A observa-se no grupo CA o fenotipo normal da préstata, com
alvéolos circundados pela camada muscular lisa, epitélio cubico com presenca de células
secretoras e basais e sem presenca de foco inflamatério intraluminal. No grupo BPA
representado na figura 14B verifica-se a presenca de foco inflamatério intraluminal nos
alvéolos. Associado aos alvéolos com presenca de focos inflamatorios, a camada
muscular lisa apresenta espessura maior em relacdo a camada representada no grupo CA
(Figura 14A). No grupo E2 (Figura 14C) verifica-se a presenca de lesGes pre-malignas
como LGPIN. A figura 14D representa o grupo CO a presenca de HGPINS esté4 associada
ao espessamento das fibras de coldgeno localizadas no estroma, caracterizando matriz
extracelular reacional.

Houve incidéncia de células claras em todos os grupos (Tabela 3: CA: 40%; BPA:
80%; E2: 100% e CO: 100%). A inflamacéo intraluminal apresenta maior incidéncia no
grupo BPA (60%) em relacdo ao grupo E2 (20%), grupo CO (40%) e grupo CA (0%).
Em relacdo a inflamacdo periglandular, os grupos BPA e CO apresentaram uma
incidéncia de (40%) e os grupos CA e E2 (0%). N&o houve incidéncia de inflamacao total
no grupo CA (0%), enquanto que no grupo BPA todos os animais apresentaram
inflamagéo intraluminal e periglandular (100%). No grupo E2 houve inflamagéo

intraluminal, totalizando 20% dos animais. No grupo CO houve inflamagéo intraluminal
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e periglandular, totalizando 80% dos animais. As lesdes PINs foram observadas nos
grupos E2 (60%) e CO (60%) e, nos grupos CA (0%) e BPA (0%) ndo houve incidéncias
de lesdes PIN. A HPB foi observada em todos os grupos (CA:40%; BPA:80%; E2: 40%
e CO:20%).



Tabela 3: Incidéncia e multiplicidade de leses.
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Incidéncia (%) Multiplicidade
CA BPA E2 CO CA BPA E2 CO

Células claras 40 80 100 100 0-27(6) 0-40(21) 3-63(22) 13-53(36)
PIN total - - 60 60 - - 0-10 (3) 0-17 (6)
Intraluminal - 60 20 40 - 0-12 (0,4) 0-2(0,4) 0-2 (0,6)
Inflamacéo Periglandular - 40 - 40 - 0-8 (2,8) - 0-11 (2,8)
Total - 100 20 80 - 0-20 (0,4) 0-2(0,4) 0-13(3,4)

Atipia epitelial Plan_ar 40 - 40 60 0-2 (0,4) - 0-2 (0,6) 0-3(2)
Papilar 40 40 60 40 - 0-12(4) 0-2(0,4) 0-2 (0,6)

HPB 40 80 40 20 0-3(0,8) 0-6(3) 0-2 (0,4) 0-9 (2)

Dados de incidéncia expressos em porcentagem (média) e de multiplicidade expressos em frequéncia (média). Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 15: Fotomicrografia da prdstata de fémeas de gerbilo. A, D, G e J: coloracéo Picrossirius. B, E, H
e K: imunohistoquimica F4-80. C, F, | e J: imunohistoquimica aSMA. Legenda: Cabega de seta: fibras de
colageno; Fc: foco inflamatério; PIN: Neoplasia intraepitelial prostatica; St: estroma; Lu: limen; setas
brancas: células claras; Ap: atipia epitelial papilar; setas pretas: imunoexpressdo para F4-80; *:
imunoexpressdo para aSMA. Fonte: elaborado pela autora.
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A figura 15 apresenta, na coloracdo Picrossirius (primeira coluna), as fibras de
colageno no grupo CA (Figura 15A). Observa-se a presenca de foco inflamatdrio
intraluminal e PIN no grupo BPA (Figural5D). Células claras e um maior espessamento
das fibras de coladgeno estromais sdo demonstradas no grupo E2 (Figura 15G). No grupo
CO (Figura 15J) ha a presenca de celulas claras e alteracGes como atipia epitelial papilar.
Nota-se nas imagens de coloracdo Picrossirius uma marca¢do mais intensa mostrando
maior numero de fibras de colageno dos grupos BPA (Figura 15D), E2 (Figura 15G) e
CO (Figura 15J). Na segunda coluna (Figura 15B, 15E, 15H e 15K) observa-se a
imunoexpressdo para macrofagos inespecificos F4-80 na regido estromal e na regido
intraepitelial. Na terceira coluna (Figura 15C, 15F, 151 e 15L) estdo as imagens de
imunoexpressdo para a-SMA demonstrando a camada muscular lisa ao redor dos

alvéolos.
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Figura 16: Analise do peso relativo da prostata de fémeas de gerbilo multiplicado pelos diferentes
compartimentos. Dados expressos em média + desvio padrdo. Barras indicam diferenca estatistica entre
grupos, n=5. Estatistica: one-way ANOVA (* p <0.05). Fonte: elaborado pela autora.

Na figura 16 sdo apresentados os graficos do peso relativo prostatico

multiplicado pelos diferentes compartimentos que compdem a prdstata: epitélio, limen,

estroma muscular e estroma ndo muscular. Nota-se uma diferenga significativa nos
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compartimentos limen e estroma ndo muscular do grupo E2 em relacdo aos grupos CA e
BPA.
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Figura 17: Dados referentes as alteragcdes morfoldgicas e lesbes prostéaticas pela area da prostata de fémeas
de gerbilo. Dados expressos em média + erro padrao. Estatistica: one-way ANOVA. Fonte: elaborado pela
autora.

Na figura 17 sdo apresentados os graficos referentes a relacdo entre as
alteracGes morfoldgicas e lesdes prostaticas das fémeas de gerbilo pela area da prostata.
Nota-se a presenca de células claras em todos os grupos, sendo essa que células claras
sdo frequentes na prostata de fémeas de gerbilo. Alteracdes morfologicas como atipia
epitelial planar ndo foram encontradas no grupo BPA enquanto que atipia epitelial papilar
foi observada em todos os grupos. N@o houve ocorréncia de hiperplasia prostatica benigna
no grupo CO. Os focos inflamatorios intraluminais e periglandular estdo presentes nos
grupos BPA e CO. N&o houve diferenga significativa, porém, observa-se um aumento de
lesdes como LGPIN, HGPIN e PIN total no grupo E2 em relacéo os grupos CA, BPA e
CO.
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6. DISCUSSAO

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da administracdo de doses ambientais
de BPA e E2 na fase perinatal da préstata de fémeas de gerbilo. O tratamento teve duracéo
de 38 dias, com doses diarias através de gavagem de BPA e de E2 trés vezes por semana.

Nas analises biométricas, o peso corporeo ndo sofreu alteracdes significativas,
enquanto que o peso uretra+prostata e peso relativo (relacdo peso uretra+prostata/peso
corporeo) demonstraram alteracdes entre os grupos BPA e E2. Estes dados corroboram
com FALLEIROS-JUNIOR et al (2016) que demonstraram aumento do peso do
complexo prostatico e do peso relativo na porcdo ventral de machos adultos de gerbilo
apos tratamento pds-natal com etinilestradiol das fémeas em lactagéo.

As analises esterologica e morfométrica do epitélio e da camada muscular lisa ndo
apresentaram alteracdes significativas.

Como pdde ser observado nas fotomicrografias das coloracGes Picrossirius e
Reticulina de Gomori, houve alteracdes no arranjo de fibras de colageno e reticulares nos
grupos tratados. A reorganizacdo das fibras de coldgeno e o aumento do suprimento
sanguineo estdo relacionados a lesdes neoplésicas. Esses fatores controlam o
microambiente estromal para a progressdo de neoplasias ou supresséo do tumor.
FALLEIROS-JUNIOR et al. (2016) demonstraram que o uso de etinilestradiol promoveu
mudancas no modelo de fibras de colageno e reticulares, aumentando a espessura da
camada muscular lisa na por¢do ventral da préstata de gerbilos machos. Além disso, a
administracdo de estradiol em machos pds castracdo aumentou a densidade e espessura
de fibras de colageno no estroma do lobo ventral da préstata (SCARANO et al., 2008).
Outro estudo realizado por PEREZ et al (2016a) ressaltou que a exposicdo de
etinilestradiol em momentos criticos do desenvolvimento alterou a interacdo epitélio-
estroma e contribuiu para o surgimento de lesdes proliferativas como PINs em fémeas de
gerbilo senis (12 meses).

Houve incidéncia de células claras em todos os grupos (CA: 40%, BPA: 80%,
E2:100% e CO: 100%). GUERRA et al. (2019) descreveram que o uso de 6leo de milho
interferiu na populagédo de células claras em gerbilo machos o que ratifica a diferenca do
namero de células no grupo CO (100%) em relacdo ao grupo CA (40%). Segundo
FRAUENHOFFER et al. (2016), a presenca de células claras na prdstata em humanos

esta relacionada com a HPB.
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A incidéncia de alteragdes morfoldgicas como atipia epitelial papilar (CA: 40%,
BPA: 40%, E2: 60% e CO:40%) foi observada em todos 0s grupos engquanto que a atipia
epitelial planar ndo foi encontrada somente no grupo BPA (CA:40%, BPA: 0%, E2:40%
e C0O:60%). Assim, a atipia epitelial papilar e a atipia epitelial planar parecem ser uma
caracteristica da espécie estudada como foi observado em estudo de GUERRA et al.
(2019) que descreveram que padrdes como atipia epitelial papilar e planar sdo alteracGes
morfoldgicas peculiares de gerbilo, uma espécie menos estudada que camundongos e
outros roedores.

Em analises qualitativas das imagens das fotomicrografias, observou-se alteraces
morfoldgicas tais como inflamacdo intraluminal e periglandular nos grupos tratados com
BPA (100%), E2(20%) e CO (80%) em relacdo ao grupo CA (0%). A HPB teve maior
incidéncia no grupo BPA (80%) em relacdo aos grupos CA (40%), E2(40%) e CO (20%).
Estes dados corroboram com CAMPOS et al. (2015) que demonstraram em estudo que 0
uso de BPA em idade pré-puberdade provoca focos inflamatérios e lesGes como
hiperplasia em prostatas de fémeas adultas. GONCALVES et al. (2010) verificaram em
analises morfologicas a presenca de lesdes pré-neoplésicas e focos inflamatdrios
intraluminais da prostata de machos de gerbilo no grupo 6leo. Os autores atribuiram a
presenca de lesGes pré-neoplasicas ao microambiente inflamatorio glandular.

Os resultados observados neste estudo, revelaram a presenca de lesdes PIN nos
grupos BPA, E2 e CO com incidéncia significativa para os grupos E2 (60%) e CO (60%)
0 que corrobora com estudo de PEREZ et al., (2016b) que verificaram que 0 uso de
etinilestradiol entre o 18° e 21° dia de gestacdo provoca alteracdes morfoldgicas nas
prostatas das fémeas das ninhadas como PIN. Em estudo realizado por SANTOS et al.,
(2006) o uso de cipionato de testosterona durante 21 dias pos-natal, demonstrou aumento
na proliferacdo celular, aumento da &rea luminal e glandular associados a elevagdo da
atividade secretora. Nessas condig¢des foi constatado aumento no nimero de lesdes PIN.

A presenca de PIN também pode ser relacionada & reprogramacéo epigenética
causada pelo BPA administrado no periodo perinatal. WONG (2015) descreveu o
aumento de secretoglobulina em ratos adultos tratados com BPA, uma das trés
subunidades da prostateina, principal proteina secretada no fluido prostatico de ratos,
relacionada com processos inflamatorios, tumorigénese e reparagdo tecidual. A
prostateina se liga a esteroides para estabelecer um alto nivel de andrégeno no limen dos
alvéolos de prostatas normais. Outro fator encontrado pelo autor, foi a presenca de PIN

nas analises morfologicas. Nesse estudo foi encontrado um aumento na expressdo de
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secretoglobulina em ratos adultos o que implica numa reprogramacéo epigenética devido
a exposicdo ao BPA em periodo neonatal.

SANTOS E TABOGA (2006) demonstraram que a espécie gerbilo da Mongélia
tem propensdo a formagdo de lesbes prostaticas devido a aumento fisiologico de
testosterona na gestacdo das fémeas. Além disso, SANCHES et al (2019) constataram
que a prostata de fémeas de gerbilo sofre alteragfes hormonais durante o ciclo estral e na
gestacdo, por influéncia da progesterona, tornando-se mais susceptivel a leses benignas
se comparadas as dos machos da mesma espécie.

TAKAHASHI e OISHI (2000) observaram que a concentracdo na corrente
sanguinea de BPA administrada para as maes diminuiu 50 vezes no feto, presumindo que
o efeito da absorcdo de BPA no feto € menor que aplicada a mée. Assim, as alteracGes
morfoldgicas observadas no presente estudo podem estar relacionadas com a idade das
fémeas de gerbilo analisadas (idade adulta) o que corrobora com o estudo de CUSTODIO
et al., (2010) onde a presenca de alteracBes morfoldgicas nas prostatas das fémeas foi
observada no grupo adulto (120 dias) e maior incidéncia no grupo senil (546 dias),
comparados ao grupo jovem (30 dias). Além desse efeito na diminui¢io da concentracdo
de BPA na corrente sanguinea dos fetos, RODRIGUEZ et al., 2015 concluiram que o
efeito das lesdes na prostata das fémeas de gerbilo deve ser mais leve, pois a absor¢do de
BPA pelos fetos € menor que a concentracdo aplicada nas maes.

Estudos realizados com aplicagoes de BPA e 17f estradiol em fémeas de gerbilo
no periodo gestacional também demonstraram alteragdes morfoldgicas em outros tecidos.
LEONEL et al. (2017) verificaram que baixas doses de BPA (50 pg/kg) aplicadas em
fémeas durante a gestagdo e a lactacdo promovem alteragdes morfologicas em mamas das
fémeas adultas das ninhadas. Entre as alteragdes foram encontradas presenca de
leucdcitos no Iumen, hiperplasia e inflamagdo. A presenca de leucécitos no limen da
glandula mamaria esta relacionada com um mecanismo de controle do ambiente
tumorigeénico.

Em relacdo a analise do peso relativo da préstata de fémeas de gerbilo
multiplicado pelos diferentes compartimentos, houve aumento significativo do limen e
do compartimento estroma ndo muscular (coldgeno e vasos sanguineos) no grupo E2 em
relacdo aos grupos CA e BPA. Este dado se relaciona ao fato de que o peso relativo (peso
prostata+uretra/peso corporeo) no grupo E2 € maior em relacdo aos outros grupos (CA e
BPA), o que ratifica com estudo realizado por FALLEIROS-JUNIOR et al. (2016) onde
0 peso relativo do lobo ventral da prostata e peso do complexo prostatico de machos de
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gerbilo da ninhada aumentou com uso de etinilestradiol das fémeas no periodo de
lactacdo.

A presenca de macrofagos inespecificos, como foi observado pela
imunoexpressdo de macréfago F4-80, pode estar relacionada & tumores malignos.
BUCANA et al (1992) determinaram o padrdo de TAM (macrofagos associdados a
tumores) em diversas neoplasias humanas e em roedores através de analises
imunohistoquimicas com diferentes anticorpos, utilizando inclusive o anticorpo F4-80.
Segundo YANG et al. (2018) os macrofagos associados ao tumor (TAM) sdo abundantes
em varios tipos de cancer e promovem a angiogénese tumoral, suprimem o mecanismo
de imunidade tumoral e auxiliam no mecanismo de escape de células tumorais para a
circulacdo sanguinea.

A proéstata feminina é responsiva a desreguladores enddcrinos ambientais com
uma remodelacdo de componentes glandulares como estratificacdo epitelial e
remodelacdo estromal, e ativacdo ou modulacédo de vias de sinalizacdo pro-neoplasicas e
inflamatorias. Esses dados reforcam a importancia de se incluir a préstata feminina como
um componente funcional ativo do trato genital feminino e maior atencéo clinica lhe deve

ser atribuida.
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7. CONCLUSAO

As analises qualitativas realizadas nesse estudo demonstraram que 0S grupos
tratados com BPA e 17 estradiol apresentaram altera¢cdes morfoldgicas e lesdes pré-
neoplasicas nas préstatas de fémeas de gerbilo. Além disso, foi demonstrada a acéo
inflamatoria do BPA e tumorigénica do E2. Assim, o uso de BPA ¢ 17 estradiol no
periodo gestacional e lactacdo, mesmo em doses consideradas seguras, promovem
alteragdes na morfogénese prostatica das fémeas, bem como na homeostasia da glandula
na fase adulta.

Diante das alteracdes morfoldgicas e lesdes pré-neoplasicas em préstatas de
fémeas de gerbilo encontradas neste estudo e a homologia da prostata da fémea de gerbilo
com a prostata da fémea em humanos, conclui-se pela importancia da realizacdo de
estudos sobre a presenca de alteracdes dessa glandula em mulheres e a revisao das doses
seguras de disruptores enddcrinos, considerando-se que a prdstata da fémea é mais

sensivel a esses compostos se comparada as dos machos.
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