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RESUMO 

 

 Estudos recentes têm demonstrado que a exposição a substâncias químicas presentes 

no ambiente pode causar alterações morfofisiológicas permanentes na próstata. Estas 

substâncias, denominadas desreguladores endócrinos, mimetizam hormônios esteroides, 

agindo diretamente sobre os órgãos do trato reprodutivo. O bisfenol-A, uma das substâncias 

químicas de maior produção no mundo, é utilizado na composição de diversos produtos. 

Estudos epidemiológicos indicam que compostos polifenólicos naturais reduzem a incidência 

de vários tipos de canceres. Dentre eles, a curcumina possui um alto potencial farmacológico 

incluindo atividades anti-inflamatória e antitumoral, no entanto este fitoquímico possui baixa 

biodisponibilidade. A piperina pode aumentar a concentração de curcumina no soro e sua 

absorção e biodisponibilidade. Assim, este estudo tem como objetivo avaliar se a curcumina 

reverte as alterações impostas pelo bisfenol-A sobre a glândula prostática, bem como avaliar 

se o composto piperina aumenta a possível atividade protetora da curcumina. Foram utilizados 

gerbilos machos/adultos (Meriones unguiculatus) divididos em nove grupos experimentais: 

C: água ad libitum; CO: óleo de milho,via gavagem, a cada dois dias; BPA: BP-A 

50μg/kg/dia na água; Cm: 100mg/kg/dia de curcumina, via gavagem, a cada dois dias; P: 

20mg/kg/dia de piperina, via gavagem, a cada dois dias; BCm: BP-A 50μg/kg/dia na 

água+100mg/kg/dia de curcumina, via gavagem, a cada dois dias; BCmP: BP-A 50μg/kg/dia 

na água+100mg/kg/dia de curcumina+20mg/kg/dia de piperina, via gavagem, a cada dois 

dias; BP: BP-A 50μg/kg/dia na água+20mg/kg/dia de piperina, via gavagem, a cada dois dias; 

CmP: 100mg/kg/dia de curcumina+20mg/kg/dia de piperina, via gavagem, a cada dois dias. 

A eutanásia dos animais aconteceu vinte e nove semanas após o início do experimento e 

foram analisados os lobos Ventral e Dorsolateral prostáticos. As metodologias utilizadas 

envolveram análises quantitativas e estatísticas da ingestão de bisfenol-A, peso corpóreo e 

prostático, dosagens hormonais, cálculo da incidência e multiplicidade de lesões prostáticas e 

inflamações, fator forma nuclear, análises estereológicas bem como análises morfológicas e 

imunohistoquímicas. Lesões de caráter pré-maligno e maligno foram constatadas em ambos 

os lobos prostáticos. Contudo, os animais dos grupos BPA e BCm apresentaram uma maior 

incidência e multiplicidade de lesões prostáticas. Este dado enfatiza que, a dose ambiental de 

50 μg kg/dia de bisfenol-A não é segura para a homeostase prostática. Por outro lado, os 

animais dos grupos BP e BCmP apresentaram redução na frequência dessas lesões, revelando 

incidência e  multiplicidade com valores bem próximos aos do grupo controle. O 

compartimento estromal dos grupos BPA e BCm apresentou remodelação das fibras de 



                                                                                                                                                                                               

colágeno, além de diversos pontos de desestruturação da camada de células musculares lisas, 

favorecendo a invasão estromal. A expressão de VEGF, MMP-9, MMP-2, IL-6 e IL-10 

aumentou significantemente nestes grupos, enquanto que nos demais grupos estes elementos 

não sofreram alteração. A curcumina isoladamente promoveu efeitos benéficos sutis nos lobos 

prostáticos. A adição de piperina resultou em efeitos mais significativos para a glândula 

prostática, como a redução das lesões pré-malignas e a ausência das lesões malignas em 

ambos os lobos. O entendimento dos fatores capazes de modular o microambiente prostático 

torna possível o desenvolvimento de estratégias terapêuticas na prevenção ou na redução da 

evolução dos distúrbios prostáticos. 

 

Palavras–chave: Bisfenol A. Desregulador Endócrino. Curcumina. Piperina. Fitoquímicos. 

Gerbilo da Mongólia. Próstata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                                                               

ABSTRACT 

 

Recent studies have shown that exposure to chemicals present in the environment can cause 

permanent morphophysiological changes in the prostate. These substances, called endocrine 

disrupters, mimic steroid hormones, acting directly on the organs of the reproductive tract. 

Bisphenol-A, one of the highest-producing chemicals in the world, is used in the composition 

of various products. Epidemiological studies indicate that natural polyphenolic compounds 

reduce the incidence of various types of cancers. Among them, curcumin has a high 

pharmacological potential including anti-inflammatory and antitumor activities, however this 

phytochemical has low bioavailability. Piperine can increase the concentration of curcumin 

in serum and its absorption and bioavailability. Thus, the objectives of this study were to 

evaluate whether curcumin reverses the changes imposed by bisphenol-A on the prostate 

gland, as well as assess whether the piperine compound increases the possible protective 

activity of curcumin. Adult male gerbils (Meriones unguiculatus) were divided into nine 

experimental groups: C: water ad libitum; CO: corn oil, via gavage, every two days; BPA: 

BP-A 50μg/kg/day in water; Cm: 100mg/kg/day of curcumin, via gavage, every two days; P: 

20mg/kg/day of piperine, via gavage, every two days; BCm: BP-A 50μg/kg/day in 

water+100mg/kg/day of curcumin, via gavage, every two days; BCmP: BP-A 50μg/kg/day in 

water+100mg/kg/day of curcumin+20mg/kg/day of piperine, via gavage, every two days; BP: 

BP-A 50μg/kg/day in water+20mg/kg/day of piperine, via gavage, every two days; CmP: 

100mg/kg/day of curcumin+20mg/kg/day of piperine, via gavage, every two days. Euthanasia 

of the animals occurred twenty-nine weeks after the beginning of the experiment and the 

Ventral and Dorsolateral lobes of the prostate were analyzed. The methodologies used 

involved quantitative and statistical analyzes of bisphenol-A intake, body and prostate weight, 

hormonal dosages, calculation of the incidence and multiplicity of prostatic lesions and 

inflammations, nuclear form factor, stereological analyzes as well as morphological and 

immunohistochemical analyzes. Pre-malignant and malignant lesions were found in both 

prostate lobes. However, the animals of the BPA and BCm groups had a higher incidence and 

multiplicity of prostatic lesions. This data emphasizes that the environmental dose of 50 

μg/kg/day of bisphenol-A is not safe for prostate homeostasis. On the other hand, the animals 

of the BP and BCmP groups presented a reduction in the frequency of these lesions, revealing 

incidence and multiplicity with values very close to those of the control group. The stromal 

compartment of the BPA and BCm groups showed remodeling of the collagen fibers, as well 

as several points of disassembly of the smooth muscle cell layer, favoring stromal invasion. 



                                                                                                                                                                                               

The expression of VEGF, MMP-9, MMP-2, IL-6 and IL-10 increased significantly in these 

groups, whereas in the other groups these elements did not change. Curcumin alone 

promoted subtle benefic effects in the prostate lobes. The addition of piperine resulted in more 

significant effects on the prostate gland, such as reduction of premalignant lesions and 

absence of malignant lesions in both lobes. The understanding of factors capable of 

modulating the prostatic microenvironment makes possible the development of therapeutic 

strategies in the prevention or reduction of the evolution of prostatic disorders. 

 

Key words: Bisphenol A. Endocrine disruptor. Curcumin. Piperine. Phytochemicals. 

Mongolian’s Gerbil. Prostate. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 Próstata: Estrutura, Desenvolvimento e Morfofisiologia.  

  

O câncer de próstata, diagnosticado nos homens e também em animais experimentais, 

tem os andrógenos e estrógenos altamente envolvidos como fatores de sobrevivência e 

progressão, porém, os mecanismos moleculares desse problema são complexos, pois além de 

ser uma doença relacionada à idade, raça, fatores hereditários e andrógeno-dependente, 

também é influenciada por fatores ambientais, dietas, repostas imunes e inflamatórias 

(HUYNH et al., 2001; DE MARZO et al., 2007; WALKER; HO, 2012; BOSLAND et al., 

2015). O grande interesse em se compreender a morfofisiologia da glândula prostática deve-se 

tanto ao seu complexo processo de desenvolvimento, quanto à alta incidência de doenças 

prostáticas, como hiperplasia prostática benigna e adenocarcinoma (MARKER et al., 2003). 

 A próstata é uma glândula acessória do aparelho reprodutor masculino, que 

juntamente com a vesícula seminal contribui com a produção de nutrientes que constituem o 

fluido seminal.  Essa glândula promove a conservação do pH apropriado e do gradiente iônico 

desta secreção (UNTERGASSER; MADERSBACHER; BERGER, 2005) e garante a 

viabilidade, motilidade e sobrevivência aos espermatozóides, contribuindo no processo de 

fertilização (ROCHEL et al., 2007; TABOGA et al., 2009). Adicionalmente, as células 

prostáticas possuem mecanismos enzimáticos capazes de ativar e coordenar a síntese de 

hormônios sexuais, responsáveis pela manutenção e crescimento glandular (HERMANN et 

al., 2000). 

A glândula prostática está presente na maioria dos mamíferos, no entanto com 

morfologia bastante variável entre os grupos (ROCHEL et al., 2007). A próstata humana 

adulta apresenta zonas distintas intimamente associadas, constituindo um órgão com 

morfologia compacta (PRICE, 1963). É dividida em três zonas: periférica, central e de 

transição (MCNEAL et al., 1983). Estas zonas possuem diferentes origens embrionárias e 

podem ser distinguidas por meio da posição anatômica, de análises histológicas, funções 

biológicas e sensibilidade ao desenvolvimento de doenças prostáticas (LEE; OLUGBADE; 

KISCHENBAUM, 2011). Em roedores a próstata é composta por quatro lobos distintos, os 

quais são nomeados de acordo com sua posição em relação à uretra (JESIK; 

HOLLAND;  LEE, 1982; ROCHEL et al., 2007). Esses lobos são bilateralmente simétricos e 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holland%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7079198
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7079198
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circundam a uretra na base da bexiga e são designados como Lobo Lateral (LL), Lobo Ventral 

(LV), Lobo Dorsal (LD) e ligado às vesículas seminais, o Lobo Anterior (LA) ou Glândula 

Coaguladora (GC) (JESIK; HOLLAND;  LEE, 1982; PRICE, 1963). Em um mesmo lobo, os 

ductos prostáticos apresentam variações quanto ao tipo celular, resposta a andrógenos, síntese 

e secreção de proteínas (HAYASHI et al., 1991;  KINBARA; CUNHA, 1996; BANERJEE et 

al., 1998). No gerbilo da Mongólia (Meriones unguiculatus) a próstata é uma glândula 

tubuloacinar dividida em quatro lobos: Lobo Dorsolateral (LDL), Lobo Ventral (LV), Lobo 

Dorsal (LD) e Glândula Coaguladora (GC) que são muito semelhantes aos de outros roedores 

(ROCHEL et al., 2007) (Figura 1). Apesar das diferenças anatômicas, estudos recentes 

encontraram semelhanças nos mecanismos moleculares básicos para o desenvolvimento do 

câncer de próstata em roedores e homens, sendo os primeiros modelos válidos para estudar a 

neoplasia humana (NASCIMENTO-GONÇALVES et al., 2018). 

A camada epitelial é constituída por células secretoras, intermediárias, basais e 

neuroendócrinas. Essas células são dependentes dos hormônios esteroides e reagem 

diferentemente a cada um deles (DE MARZO et al., 2007). As células secretoras, as basais e 

as neuroendócrinas se diferem quanto à regulação hormonal e são responsáveis pela secreção 

de proteínas e substâncias de baixo peso molecular que compõem o fluido prostático 

(BONKHOFF; FIXEMER; REMBERGER, 1998). O estroma prostático é composto por 

células musculares lisas e fibroblastos concentrados em uma matriz extracelular ao redor dos 

ductos e ácinos. A matriz extracelular é composta por fibras colagênicas, elásticas, 

proteoglicanos, moléculas reguladoras, moléculas que se associam a fatores de crescimento e 

enzimas remodeladoras (TUXHORN; AYALA; ROWLEY, 2001; VILAMAIOR; TABOGA; 

CARVALHO, 2005). Além desses componentes teciduais há também células endoteliais 

vasculares, células do sistema imune e macrófagos teciduais (TUXHORN; AYALA; 

ROWLEY, 2001).  

Em humanos e roedores, as etapas da embriogênese prostática apresentam 

similaridades e diferenças (CUNHA; COOKE; KURITA, 2004a). Esse evento inicia-se a 

partir de uma estrutura de origem endodérmica indiferenciada, o seio urogenital (SUG), uma 

extensão derivada do intestino grosso denominada cloaca (CUNHA; DONJACOUR; 

SUGIMURA, 1986). O SUG é formado por um componente epitelial e um componente 

mesenquimal. O desenvolvimento prostático a partir do seio urogenital ocorre na presença de 

andrógenos como resultado de interações entre a região epitelial e mesenquimal (CUNHA et 

al., 2004b) . As células mesenquimais produzem e secretam fatores parácrinos específicos que 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holland%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7079198
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7079198
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ditam o crescimento e diferenciação da glândula prostática. Os fatores de transcrição da 

família homeobox NKx3.1, Hoxa-13, Hoxb-13 e Hoxd-13, os fatores da família FGF (FGF-7 

e 10) são de extrema importância na morfogênese prostática (PRINS; PUTZ, 2008). Em 

humanos o desenvolvimento prostático inicia-se, aproximadamente, no primeiro trimestre e se 

completa logo em seguida ao nascimento. Por outro lado, em roedores o desenvolvimento 

inicia-se próximo ao décimo sétimo dia embrionário e o completo crescimento e maturação 

ocorre durante a puberdade (25° - 40° dia) (PRINS; KORACH, 2008). 

O crescimento e desenvolvimento da próstata se estendem até que a maturidade sexual 

seja atingida e manutenção da homeostase prostática no indivíduo adulto é garantida por 

hormônios esteroides (CUNHA; DONJACOUR; SUGIMURA, 1986; MARKER et al., 2003). 

O receptor de andrógeno (AR) bem como o receptor de estrógeno tipo alfa (ERα) e tipo beta 

(ERβ) são determinantes para o desenvolvimento prostático. Esses receptores passam a ser 

expressos em locais e momentos específicos. Enquanto o ERα é expresso predominantemente 

no mesênquima, durante estágios iniciais do desenvolvimento, o ERβ tem sua expressão 

localizada no epitélio nas fases de diferenciação das células epiteliais prostáticas (PRINS; 

KORACH, 2008; PRINS; PUTZ, 2008).  

 

1.2 Meriones unguiculatus: Um modelo experimental para o estudo da próstata. 

  

 Modelos animais têm sido utilizados para estudar diversas doenças, como câncer, 

diabetes, Alzheimer, obesidade, entre outras. Os modelos animais podem contribuir com 

informações para o entendimento de muitos aspectos envolvidos no desenvolvimento da 

doença e para a descoberta e desenvolvimento de terapias farmacológicas e não 

farmacológicas e estratégias preventivas, que podem ser testadas em ensaios clínicos 

(NASCIMENTO-GONÇALVES et al., 2018). 

 Os gerbilos (Meriones unguiculatus) são roedores murídeos da subfamília 

Gerbillinae. São utilizados em pesquisas laboratoriais desde a década de 1960 (WILLIAMS, 

1974). Possuem anatomia similar à do rato e do camundongo e na idade adulta, ambos os 

sexos, apresentam 11,5 a 14,5 cm de comprimento corporal e pesam cerca de 70 gramas. A 

próstata dos gerbilos, na faixa etária de aproximadamente 100 dias, possui ácinos com epitélio 

prismático simples e altamente secretor. Entre as porções glandulares, há estroma conjuntivo 

vascularizado, com poucas fibras elásticas e conjuntivas. As células musculares lisas são 

bastante compactadas e estão dispostas ao redor dos ácinos (ROCHEL et al., 2007).  
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 A próstata do gerbilo (Figura 1), apesar de ser multilobular, possui lobos compactos 

e suas características teciduais, disposição dos elementos epiteliais, estromais e musculares 

são muito semelhantes às encontradas na próstata humana (PINHEIRO et al., 2003; GÓES et 

al., 2007). Assim, as semelhanças morfofuncionais estabelecidas até o momento favorecem 

situações experimentais e correlações com o homem, já que a próstata é de extrema 

importância para a homeostase e a funcionalidade do aparelho reprodutor masculino.  

Os gerbilos são cada vez mais utilizados em diversas áreas da pesquisa científica tais 

como morfologia (AOKI-KOMORI et al., 1994; ARKIN et al., 2003; SANTOS et al., 2000; 

PEREZ et al., 2012, 2017; BIANCARDI et al., 2017; GONÇALVES et al., 2010, 2013, 2017; 

CAMPOS et al., 2018; RIBEIRO et al., 2018; GOMES et al., 2019), inflamação (QUINTAR 

et al., 2017), imunologia (NAWA et al., 1994; KHAN; HORII; NAWA, 1993;  KHAN, 1995; 

KUROKAWA et al., 1998), fisiologia (NOLAN; BROWN; CAVANAGH, 1990; 

GIUFFRIDA et al., 1992;  FUJII et al., 1994), parasitologia (HORII; 

ISHIKAWA;  NAWA, 1992; OKADA et al., 1997), culturas de células (MINAKAWA, 1989; 

FENTEM; HAMMOND; FRY, 1991; HERMAN et al.,1992; HASHIMOTO et al., 1993, 

1995), embriologia (SANCHES et al., 2014, 2017 a), microbiologia (TATEMATSU; 

TSUKAMOTO; MIZOSHITA, 2005; BLEICH et al., 2012; BECKETT et al., 2018), 

comportamento animal (ARKIN et al., 2003). 

Este roedor tem se revelado um bom modelo para o estudo da próstata apresentando 

respostas significativas quanto a tratamentos hormonais (ROCHEL-MAIA et al., 2011; 

CAMPOS et al., 2014; ANTONIASSI et al., 2017; BIANCARDI et al., 2017;  SANCHES et 

al., 2017b; PINTO et al., 2018), exposição a desreguladores endócrinos (BIANCARDI et al., 

2012; CAMPOS et al., 2015; FALLEIROS-JÚNIOR et al., 2016; PEREZ et al., 2016; 

COSTA et al., 2017; CHRISTANTE et al., 2018; FACINA et al., 2018), drogas contra 

hiperplasia prostática humana (CORRADI; GOES; TABOGA, 2004; CORRADI et al., 2009), 

desenvolvimento de neoplasias associadas ao envelhecimento (PEGORIN DE CAMPOS et 

al., 2006; CAMPOS et al., 2008; CUSTÓDIO et al., 2008; CAMPOS et al., 2010, 2014; 

OLIVEIRA et al., 2011), carcinogênese química (CAO et al., 2002; KAWAZOE et al., 2007;  

GONÇALVES et al., 2010, 2013, 2017). 

O estabelecimento de modelos experimentais para o estudo das relações entre epitélio 

e estroma e o conhecimento dos componentes celulares e macromoleculares da próstata 

tornam-se instrumentos muito importantes para o entendimento do desenvolvimento, da 

estrutura e da fisiologia desta glândula.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Horii%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7877833
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nawa%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7877833
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ishikawa%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1422268
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nawa%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1422268
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hammond%20AH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1796613
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fry%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1796613
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsukamoto%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15810939
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mizoshita%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15810939
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1.3 Ação de químicos ambientais sobre a próstata: uma visão sobre o BP-A 

 

O câncer de próstata representa 15% de todos os novos casos de câncer em todo o 

mundo, com mais de um milhão de novos casos diagnosticados a cada ano (PURSHOUSE; 

PROTHEROE, 2019). Nos países desenvolvidos é a principal e mais frequente doença 

neoplásica que atinge os homens e embora represente uma causa comum de mortalidade, é 

passível de prevenção e cura (BARRY; SIMMONS, 2017; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 

2018; PDQ®, 2019). A patologia molecular do câncer de próstata é bastante complexa, pois é 

Figura 1. Visão lateral (A), dorsal (B, D) e ventral (C) do Complexo Prostático do gerbilo adulto 

(esquematicamente e fresco). B- Bexiga Urinária; GC – Glândula Coaguladora; LD – Lobo Dorsal; LDL – Lobo 

Dorsolateral; LV – Lobo Ventral; VS – Vesícula Seminal; U – Uretra Pélvica e Músculo Uretral. FONTE: 

Modificado de ROCHEL et al., 2007). 
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uma doença relacionada à idade, a fatores hereditários e andrógeno dependentes, além de ser 

influenciada por hormônios sexuais, dietas, respostas imunes e inflamatórias e fatores 

ambientais (BARDIA et al., 2009;  COONEY, 2017; KIM; KIM, 2017; DOBBS et al., 2018;  

PASCUAL-GELER et al., 2018; SFANOS et al., 2018; WALSH et al., 2018). 

Estudos recentes têm demonstrado que a exposição a uma gama de substâncias 

químicas presentes no meio ambiente pode causar alterações morfológicas e fisiológicas 

permanentes na próstata. Estas substâncias são conhecidas como desreguladores endócrinos 

(EDC’s) e são encontrados em vários materiais tais como pesticidas, metais, aditivos e 

contaminantes de alimentos, produtos industrializados e de cuidados pessoais (WHO/UNEP, 

2013; PATERNI; GRANCHI; MINUTOLO, 2016). A exposição humana aos EDCs ocorre 

pela ingestão de alimentos, água, poeira, inalação de partículas e gases no ar e pela pele. 

Também pode ocorrer da gestante para o feto ou criança em desenvolvimento por meio da 

placenta e do leite materno (WHO/UNEP, 2013). 

Os desreguladores endócrinos são compostos que interagem com receptores 

hormonais como agonistas, antagonistas ou mistura de ambos. Essas substâncias podem ativar 

inadequadamente um receptor hormonal, mesmo quando o hormônio não está presente ou 

alterar a ação ou o metabolismo desses hormônios no organismo (BIGSBY et al., 1999). 

Consequentemente podem agir diretamente sobre os órgãos do trato reprodutivo de machos e 

fêmeas, pois competem com os esteroides endógenos pelos sítios de ligação dos seus 

receptores (BIGSBY et al., 1999; TOPPARI, 2008). 

Muitos destes EDC’s pertencem à classe dos xenoestrógenos, que são estrógenos 

sintéticos produzidos industrialmente. Os xenoestrogênios incluem compostos que podem 

alterar a síntese, a atividade e o metabolismo de estrógenos endógenos afetando, assim, o 

desenvolvimento e a reprodução de organismos (JIN et al., 2013). Atualmente é conhecida 

uma infinidade de xenoestrógenos com ação de desregulador endócrino. Um exemplo 

bastante conhecido devido a sua ampla distribuição e pelos impactos causados sobre a saúde 

dos seres humanos e também sobre o meio ambiente é o bisfenol A (BP-A). O crescente 

interesse em estudar as ações do BP-A é devido ao fato de que a exposição a essa substância 

pode estar associada ao aumento da incidência de tipos de cânceres hormônio-dependente, 

como o câncer de próstata, mama e ovário (BRODY; RUDEL, 2003; MAFFINI et al., 2006; 

GAO et al., 2015).  

 O BP-A é um composto químico cristalino com fórmula C15H16O2 e uma estrutura 

composta por dois grupos hidroxifenil (Figura 2) que lhe dão um leve odor fenólico 
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(CARIATI et al., 2019), muito utilizado na produção de plásticos policarbonato, selantes 

dentais, resinas epóxi, papéis térmicos, sendo um dos produtos químicos de maior volume de 

produção no mundo (VANDERBERG, 2007; PRINS et al., 2007). Possui rápida eliminação 

(t1/2 5.3 hours) após sua absorção (VÖLKEL et al., 2002), mas a maioria dos seres humanos 

tem esse composto mensurável em sua urina indicando que há exposição crônica (CALAFAT 

et al., 2008). Estudos de Fernandez e colaboradores (2007) também apontam acúmulo de BP-

A no tecido adiposo, com níveis detectáveis em 50% das amostras de tecido adiposo mamário 

de mulheres. Além disso, é capaz de interferir ou competir com hormônios endógenos em 

muitas atividades fisiológicas, tendo efeitos adversos na homeostase do organismo 

(D'ANGELO; SCAFURO; MECCARIELLO, 2019). 

 Diversos estudos com humanos e animais identificaram efeitos adversos para a saúde 

resultantes da exposição ao BP-A, tais como a obesidade, síndrome metabólica e resistência a 

insulina (BODIN et al., 2013, 2014;  AMIN et al., 2019), doenças da glândula mamária 

(MURRAY et al., 2007;  IBRAHIM; ELBAKRY; BAYOMY, 2016) e doenças prostáticas 

(CASTRO et al., 2013; FACINA et al., 2018) , alterações neurológicas e comportamentais 

(ZHANG et al., 2014 a;  WANG et al., 2016) , alterações nos processos reprodutivos 

masculino (LI et al., 2016)  e feminino (ZHANG et al., 2014b) entre muitos outros.  

 O BP-A possui efeitos estrogênicos e antiandrogênicos que podem alterar o eixo 

hipotalâmico-hipofisário-gonadal. Além disso, possui capacidade de alterar padrões 

epigenéticos normais com efeitos prejudiciais ao sistema reprodutor masculino (CARIATI et 

al., 2019). O BP-A liga-se tanto ao receptor de estrógeno nuclear (ERα e ERβ) quanto aos 

receptores de estrógeno ligados à membrana plasmática. (GOULD et al., 1998; KUIPER et 

al., 1998; WOZNIAK; BULAYEVA ; WATSON, 2005). A afinidade de ligação do BP-A ao 

ERα e ERβ é aproximadamente dez mil vezes menor que a dos estrógenos endógenos. Não 

obstante, ele é um completo agonista destes receptores estrogênicos (PRINS et al., 

2008).Também, pode ligar-se aos receptores de andrógenos (AR) (SOHONI; SUMPTER, 

1998) e aos receptores tireoidianos (MORIYAMA et al., 2002).  

 De acordo com a Agência de Proteção Ambiental (EPA) dos Estados Unidos a dose 

considerada segura para ingestão diária de BP-A é de 50 µg/kg/dia, segundo nível de efeito 

adverso mais baixo observado (LOAEL) e o fator de segurança de 1000 (ALONSO- 

MAGDALENA; QUESADA; NADAL, 2011; CORRALES et al., 2015; CASTRO et al., 

2018). A Autoridade Europeia para a Segurança Alimentar (EFSA) baixou recentemente os 

níveis de exposição segura ao BP-A, baseado na ingestão diária segura, de 50 para 4 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scafuro%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30621569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meccariello%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30621569
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µg/kg/dia (CORRALES et al., 2015). Entretanto, diversos estudos com roedores têm 

mostrado efeitos adversos da administração do bisfenol A em baixas concentrações sobre os 

diversos tecidos responsivos a hormônios (PRINS et al., 2011; CASTRO et al., 2013; 

WADIA et al., 2013; PRINS et al., 2018). Castro e colaboradores (2018) reportaram que a 

exposição a doses baixas de bisfenol A (2,4 e 10μg/kg/dia) durante o desenvolvimento fetal e 

neonatal altera a expressão das enzimas aromatase e 5α-redutase, interferindo na  produção in 

situ de estrógeno e andrógeno. A administração oral de bisfenol A (2 µg/kg) em ratos adultos 

por um período de 14 dias reduziu significativamente a contagem de espermatozóides e o 

número de células germinativas. Além disso, os níveis séricos de testosterona e hormônio 

folículo-estimulante foram menores que os de animais controle (JIN et al., 2013). 

Adicionalmente, Facina e colaboradores (2018) reportaram que a exposição prolongada a 

doses baixas de bisfenol A aumentou a incidência e a multiplicidade de lesões prostáticas em 

gerbilos adultos. 

 Por muitos anos a próstata tem sido alvo de diversos estudos devido à sua importância 

clínica e a prevalência de doenças graves que afetam esse órgão. O impacto do bisfenol A na 

próstata tornou-se o centro de diversas pesquisas atuais com foco especial no entendimento de 

como o BP-A afeta a fisiopatologia prostática. Além disso, pouco se sabe a respeito dos 

efeitos da exposição prolongada ao BP-A durante a vida adulta sobre a histofisiologia 

próstatica. Dessa forma, torna-se extremamente relevante o estudo dos efeitos desses agentes 

desreguladores endócrinos e seus possíveis mecanismos sobre a glândula prostática de 

animais adultos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4 Fitoquímicos e carcinogênese prostática: Curcumina e Piperina 

 

A quimioprevenção é definida como a utilização de substâncias químicas naturais ou 

sintéticas que permitem a supressão, retardo ou inversão da carcinogênese (DUVOIX, 2005). 

Figura 2. Fórmula Estrutural do bisfenol A. FONTE: Modificado de GRAMEC SKLEDAR; PETERLIN 

MAŠIČ, 2016. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peterlin%20Ma%C5%A1i%C4%8D%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27771500
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peterlin%20Ma%C5%A1i%C4%8D%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27771500
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A maioria dos agentes quimiopreventivos conhecidos até hoje são extratos de plantas, que 

podem ser subdivididas em duas classes: agentes de bloqueio, os quais inibem a etapa de 

iniciação por prevenção da ativação cancerígena e agentes supressores, os quais inibem a 

proliferação de células malignas durante as etapas de promoção e progressão da 

carcinogênese (DUVOIX, 2005). 

Medicamentos anticâncer causam danos às células saudáveis e toxicidade para órgãos 

normais. Estudos epidemiológicos indicam que compostos polifenólicos naturais utilizados na 

dieta diária reduzem o risco e incidência de vários tipos de canceres. Estes compostos podem 

beneficiar a saúde geral e aumentar a longevidade. Dentre muitos agentes naturais anticâncer, 

a curcumina é um composto fitoquímico que tem demonstrado notável potencial terapêutico 

para diversos tipos de cânceres, incluindo o câncer de próstata. (KANAI, 2014).  

A curcumina, Curcuma longa L. (Família Zingiberaceae), tem sido amplamente 

utilizada popularmente há séculos na cultura asiática. Suas propriedades medicinais têm sido 

atribuídas principalmente aos curcuminoides e o principal componente presente no rizoma 

inclui curcumina (diferuloilmetano) - (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-hepadiene-3,5-

diona).  A estrutura da curcumina (Figura 3) foi descrita pela primeira vez por 

MILOBEDSKA; KOSTANECKI, em 1910. A base molecular dos efeitos anticâncer e 

quimiopreventivo da curcumina é atribuída ao seu efeito sobre vários processos celulares, 

incluindo fatores de transcrição, reguladores de crescimento, moléculas de adesão, os genes 

reguladores de apoptose, angiogênese e moléculas de sinalização celular (AKBIK et al., 

2014).  

A utilização da curcumina foi aprovada pela Food and Drug Administration e pela 

Organização Mundial da Saúde. O uso seguro foi fortemente apoiado no fato de este agente 

ter sido usado na medicina tradicional chinesa e hindu há milhares de anos (KANAI, 2014). 

A curcumina mostrou potencial contra numerosos distúrbios humanos, no entanto este 

fitoquímico possui baixa biodisponibilidade devido à má absorção, metabolismo rápido e 

eliminação sistêmica. Estas condições demonstraram limitar sua eficácia terapêutica 

(ANAND et al., 2007). Estudos de Shoba e colaboradores (1998) mostraram o efeito da 

combinação de piperina, um conhecido inibidor da glucuronidação hepática e intestinal, com 

a curcumina. O estudo revelou que, a piperina aumenta a concentração de curcumina no soro 

e o grau de absorção e biodisponibilidade deste fitoquímico, tanto em ratos quanto em seres 

humanos, sem efeitos adversos. 
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 A piperina (1-piperoyl piperidine) (Figura 4) é o principal alcalóide da pimenta do 

reino (Piper nigrum) e das pimentas longas (Piper longum) (SUNILA; KUTTAN, 2004).  

Possui inúmeras atividades anticâncer e muitos mecanismos para sua atividade foram 

sugeridos, incluindo a apoptose, a inibição da angiogênese, a supressão metastática e o 

bloqueio da invasão pela regulação das metaloproteínases de matriz (HWANG et al., 2011; 

LAI et al., 2012; DOUCETTE et al., 2013). Possui baixa toxicidade e alta taxa de absorção in 

vitro sem que haja alterações de sua estrutura durante o processo de absorção 

(PIYACHATURAWAT; GLINSUKON; TOSKULKAO, 1983; SURESH; SRINIVASAN, 

2007). 

Atualmente há poucos estudos na literatura que abordam os efeitos da curcumina sobre 

as doenças prostáticas. Além disso, pouco se sabe sobre seus efeitos em indivíduos adultos. 

Desta forma a administração da curcumina durante o tratamento com BP-A pode ter um efeito 

benéfico sobre a glândula prostática, revertendo ou retardando as alterações impostas pelo 

BP-A. Ademais, a associação da curcumina com a piperina poderá favorecer uma maior 

absorção daquela aumentando assim os benefícios do fitoterápico. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Figura 3. Fórmula Estrutural da Curcumina (Curcuma longa L.) FONTE: Retirado de: ZHENG et al., 2016. 

 

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 

 

 

Figura 4. Fórmula Estrutural da Piperina (Piperis Nigrium) FONTE: Retirado de: ZHENG et al., 2016. 
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2 OBJETIVOS  

 

- Avaliar as principais alterações morfofisiológicas na próstata do gerbilo adulto após 

exposição prolongada ao desregulador endócrino bisfenol A.  

 

- Avaliar se a curcumina reverte as alterações impostas pelo desregulador endócrino 

bisfenol A sobre a glândula prostática.  

 

- Avaliar se o composto fitoquímico piperina aumenta a possível atividade protetora da 

curcumina. 
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Esta tese foi escrita na forma de dois artigos científicos, os quais serão submetidos a 

revistas internacionais relacionadas ao tema. 

 

 

 

 

 

 

 

 

ARTIGO 1. ASSOCIAÇÃO ENTRE A CURCUMINA, A PIPERINA E O BISFENOL A E 

SEUS EFEITOS SOBRE O AMBIENTE PROSTÁTICO DO GERBILO DA MONGÓLIA. 

 

 

 

 

 

ARTIGO 2. REMODELAÇÃO ESTROMAL NA PRÓSTATA DORSOLATERAL E 

VENTRAL DO GERBILO APÓS EXPOSIÇÃO PROLONGADA AO BISFENOL A E AOS 

FITOQUÍMICOS CURCUMINA E PIPERINA. 
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INTRODUÇÃO 

 

O câncer de próstata representa 15% de todos os novos casos de câncer em todo o 

mundo, com mais de um milhão de novos casos diagnosticados a cada ano [1]. Nos países 

desenvolvidos é a principal e mais frequente doença neoplásica que atinge os homens e 

embora represente uma causa comum de mortalidade, é passível de prevenção e cura [2-4]. A 

patologia molecular do câncer de próstata é bastante complexa, pois é uma doença 

relacionada à idade, a fatores hereditários e andrógeno dependentes, além de ser influenciada 

por hormônios sexuais, dietas, respostas imunes e inflamatórias e fatores ambientais [5-11] 

Estudos recentes têm demonstrado que a exposição a uma gama de substâncias 

químicas presentes no meio ambiente pode causar alterações morfológicas e fisiológicas 

permanentes na próstata. Estas substâncias são conhecidas como desreguladores endócrinos 

(EDC’s) e são encontrados em vários materiais tais como pesticidas, metais, aditivos e 

contaminantes de alimentos, produtos industrializados e de cuidados pessoais [12-13]. Um 

exemplo bastante conhecido devido a sua ampla distribuição e pelos impactos causados sobre 

a saúde dos seres humanos e também sobre o meio ambiente é o bisfenol A (BP-A). O 

crescente interesse em estudar as ações do BP-A é devido ao fato de que a exposição a essa 

substância pode estar associada ao aumento da incidência de tipos de cânceres hormônio-

dependente, como o câncer de próstata, mama e ovário [14-16].  

Medicamentos anti-câncer causam danos às células saudáveis e toxicidade para órgãos 

normais. Estudos epidemiológicos indicam que compostos polifenólicos naturais utilizados na 

dieta diária reduzem o risco e incidência de vários tipos de canceres. Estes compostos podem 

beneficiar a saúde geral e aumentar a longevidade. Dentre muitos agentes naturais anti-câncer, 

a curcumina é um composto fitoquímico que tem demonstrado notável potencial terapêutico 

para diversos tipos de cânceres [17]. Entre muitos agentes naturais anti-câncer, a curcumina é 

um fitoquímico que tem demonstrado notável potencial terapêutico para o câncer de próstata. 

Diversos estudos observaram que a curcumina induz apoptose de forma eficiente por meio de 

um número de alvos moleculares diferentes e inibe a metástase, invasão e angiogênese. 

 Outro fitoquímico bastante estudado na atualidade é a piperina. Este composto 

possui inúmeras atividades anti-câncer e muitos mecanismos para sua atividade foram 

sugeridos, incluindo a apoptose, a inibição da angiogênese, a supressão metastática e o 

bloqueio da invasão pela regulação das metaloproteínases de matriz [18-20]. Possui baixa 

toxicidade e alta taxa de absorção in vitro sem que haja alterações de sua estrutura durante o 

processo de absorção [21-22].  Além disso, a piperina aumenta a concentração de curcumina 
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no soro e o grau de absorção e biodisponibilidade deste fitoquímico, tanto em ratos quanto em 

seres humanos sem efeitos adversos [23]. 

Atualmente há poucos estudos na literatura que abordam os efeitos da curcumina e da 

piperina sobre as doenças prostáticas. Além disso, pouco se sabe de seus efeitos sobre 

indivíduos adultos. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar por métodos 

histopatológicos qualitativos e quantitativos, se a administração da curcumina ou da piperina 

durante o tratamento com BP-A pode ter um efeito benéfico sobre a glândula prostática, 

revertendo ou retardando as alterações impostas pelo BP-A. Ademais, analisar se o composto 

fitoquímico piperina aumenta a possível atividade protetora da curcumina, favorecendo uma 

maior absorção desta e aumentando assim os benefícios do fitoterápico. 
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DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 

Animais 

Foram utilizados gerbilos machos adultos (Meriones unguiculatus) com 100 dias de 

idade mantidos no biotério do grupo de pesquisa em Biologia da Reprodução do Instituto de 

Biociências, Letras e Ciências Exatas da UNESP, campus de São José do Rio Preto (SP) 

(Protocolo 122/2015 – CEUA-IBILCE/UNESP). Os animais foram mantidos em caixas de 

polietileno, com substrato de maravalha, em condições controladas de luminosidade e 

temperatura média de 23C, alimentados com ração ad libitum e regime especial de 

hidratação. O experimento foi conduzido de acordo com as normas adotadas pelo Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 

 

Compostos Químicos 

Bisfenol A 

BPA (Sigma-Aldrich >99 % purity), 50µg/kg/dia, foi dissolvido em 0,5 mL de álcool etílico 

100% (Merch) e diluído em água filtrada.  

Curcumina 

Curcuma longa (Turmeric), power (Sigma-Aldrich - C1386-50G), 100mg/kg/dia, foi diluída 

em 0,1 mL de óleo de milho. 

Piperina 

Piperine (Sigma-Aldrich ≥97% purity - P49007-5G), 20mg/kg/dia, foi diluída em 0,1 mL de 

óleo de milho. 

 

Delineamento Experimental 

Foram utilizados 63 (n=7/grupo) animais adultos (100 dias) divididos de maneira 

aleatória em 9 grupos experimentais (Figura 1): 

 Grupo Controle (C): animais que receberam água ad libitum. 

 Grupo Controle Óleo (CO): animais que receberam óleo de milho, via gavagem, a 

cada dois dias. 

 Grupo Bisfenol A (BPA): animais que receberam BP-A na concentração de 

50μg/kg/dia na água de beber. 
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 Grupo Curcumina (Cm): animais que receberam 100mg/kg/dia de curcumina, via 

gavagem, a cada dois dias. 

 Grupo Bisfenol A + Curcumina (BCm): animais que receberam BP-A na 

concentração de 50μg/kg/dia na água de beber + 100mg/kg/dia de curcumina, via 

gavagem, a cada dois dias. 

 Grupo Bisfenol A + Curcumina + Piperina (BCmP): animais que receberam BP-A 

na concentração de 50μg/kg/dia na água de beber + 100mg/kg/dia de curcumina 

associada à 20mg/kg/dia de piperina (administradas conjuntamente), via gavagem, a 

cada dois dias. 

 Grupo Bisfenol A + Piperina (BP): animais que receberam BP-A na concentração de 

50μg/kg/dia na água de beber + 20mg/kg/dia de piperina, via gavagem, a cada dois dias. 

 Grupo Curcumina + Piperina (CmP): animais que receberam 100mg/kg/dia de 

curcumina associada à 20mg/kg/dia de piperina, (administradas conjuntamente), via 

gavagem, a cada dois dias. 

 Grupo Piperina (P): animais que receberam 20mg/kg/dia de piperina, via gavagem, a 

cada dois dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Delineamento Experimental do estudo. 

 

O sacrifício dos animais aconteceu 29 semanas após o início do experimento. Os 

animais foram eutanasiados por superdosagem de anestésico e decapitados para a coleta de 

sangue que foi submetido à dosagem hormonal. 
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A concentração de 100mg/kg/dia de curcumina foi baseada em trabalhos que sugerem 

essa dose como sendo não tóxica para o organismo. Segundo estudos de Shoba e 

colaboradores (1998) [23], a associação da piperina com a curcumina aumenta o grau de 

absorção e a biodisponibilidade da curcumina. A concentração de 20mg/kg/dia de piperina foi 

baseada no trabalho acima referido que sugere que esta dose é a ideal para aumentar a 

absorção e biodisponibilidade da curcumina. Foi avaliado a ingestão semanal de BP-A para os 

grupos BPA, BCm, BCmP e BP. A concentração de 50μg/kg/dia de bisfenol A foi baseada em 

trabalhos que reportam essa como a dose considerada segura para ingestão diária de BP-A por 

seres humanos [24-26]. Foram previamente realizadas medidas periódicas do volume de água 

ingerido por cada animal e determinado o peso corporal dos espécimes. Os dados referentes à 

ingestão diária de água e do peso corporal foram utilizados para os cálculos de conversão e 

diluição do BP-A, de forma que cada animal ingerisse uma quantidade de BP-A 

correspondente a 50 μg/kg/dia. 

 

METODOLOGIA 

 

Análise biométrica 

Os animais foram pesados no início e ao final do período experimental para o 

monitoramento do ganho de peso. Além disso, a cintura dos animais foi medida ao final do 

experimento. Após a remoção do complexo prostático os lobos Ventral e Dorsolateral foram 

separados e pesados para determinação do peso absoluto e do peso relativo de cada lobo. O 

peso relativo (PR) foi determinado pela razão entre o peso do lobo prostático e o peso do 

animal. Em seguida foi removida e pesada a gordura corporal (retroperitoneal, epididimal, 

visceral e prostática). 

 

Análise Morfológica 

Os lobos Ventral e Dorsolateral prostáticos foram removidos e pesados. 

Posteriormente, os lobos do complexo prostático foram fixados por imersão em 

Paraformaldeído tamponado a 4%, desidratados em etanol, clarificados em xilol e, então, 

incluídos em Paraplast (Histosec, Merk). Os cortes de 4m obtidos em micrótomo rotativo 

automático (Leica
®
) foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) para estudos 

morfológicos gerais da próstata e diagnósticos histopatológicos, classificação dos tipos de 

lesões (pré-malignas e malignas), classificação de inflamações (Inflamação Periductal, 
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Inflamação Subepitelial e Inflamação Intraluminal), guia para análises imunohistoquímicas e 

quantitativas. 

 

Classificação das Lesões histopatológicas 

Foram obtidos cortes seriados dos lobos Ventral e Dorsolateral da próstata do gerbilo e 

as lesões histopatológicas detectadas nos mesmos foram classificadas de acordo com o 

sistema de Classificação Bar Harbor para próstata de camundongos [27]. Ao longo da série de 

secções histológicas obtidas foram escolhidos cerca de quinze a vinte cortes do lobo 

Dorsolateral e quinze cortes do lobo Ventral de cada animal, os quais foram corados por HE e 

utilizados para a classificação e determinação da multiplicidade e incidência de lesões 

prostáticas. 

 

Multiplicidade e Incidência de lesões prostáticas 

Foi quantificada a incidência de lesões prostáticas (número de animais acometidos por 

uma das classes de lesão – expresso em porcentagem) de cada lobo e nos diferentes grupos. 

Para tanto, foi considerada apenas a lesão de caráter mais avançado que ocorreu em cada 

animal, ou seja, lesões pré-malignas (Neoplasia Intraepitelial Prostática - PIN) ou malignas 

(Carcinoma Microinvasivo - CM). Adicionalmente, foi quantificada a multiplicidade de 

lesões e inflamações, que corresponde ao número médio de focos alterados presentes nos 

lobos prostáticos de cada grupo animal. Para sua determinação foi estimado o número total de 

focos de cada tipo de lesão em cada corte histológico da série avaliada e posteriormente foi 

calculada sua média e erro padrão. Os resultados obtidos foram submetidos a testes 

estatísticos para determinação da significância entre os grupos. 

 

Análise Cariométrica  

 Imagens nucleares foram selecionadas aleatoriamente a partir de secções coradas 

por hematoxilina-eosina (ampliação de 100 ×) a partir de cada grupo após 29 semanas de 

tratamento. As áreas nucleares (μm
2
) e os perímetros (μm) foram determinados para núcleos 

de 200 células secretórias epiteliais para obter o parâmetro fator forma [= 4π.área nuclear 

/(perímetro nuclear)
2
]. O parâmetro fator forma mede o arredondamento nuclear e valores <1 

estão associados a núcleos menos arredondados [28]. 
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Análise Esterológica  

Análises estereológicas foram realizadas para se obter o volume absoluto do 

compartimento epitelial e luminal dos ácinos prostáticos dos grupos avaliados. Foram 

capturadas imagens de 42 campos de cada grupo (6 campos por animal, n=7) a partir de 

lâminas coradas pela técnica Picrossírius-Hematoxilina, por meio do Sistema Analisador de 

Imagens Olympus BX60, com o programa Image–Pro-Plus ©Media Cybernetics. As medidas 

foram realizadas de acordo com o sistema de teste de multipontos M168 proposto por Weibel 

(1978) [29] e aplicado à próstata por Huttunen  et al. (1981) [30]. Assim, a partir dos dados 

obtidos para cada campo analisado, foi calculada a frequência absoluta por milímetro cúbico. 

 
 
 

Análise Imunohistoquímica 

Os seguintes testes imunohistoquímicos foram aplicados nas próstatas dos gerbilos: 

 Receptor de andrógeno (AR): anti-AR (SC816/ Santa Cruz Biotechnology, 

Califórnia). 

 

Procedimentos gerais para as avaliações imunohistoquímica:  

AR: Os cortes histológicos desparafinizados e reidratados foram submetidos à recuperação 

antigênica em tampão citrato pH 6.0 a 97°C (45 minutos) em banho maria. Os cortes foram 

lavados em PBS (3x5minutos). O bloqueio de peroxidases endógenas foi efetuado com H2O2 

(3% em metanol) durante 20 minutos. Os cortes foram lavados em PBS (3x5minutos). O 

bloqueio de proteínas foi feito em leite (2,5 gramas em 50mL de PBS) por 30 minutos. 

Anticorpos primários para o componente acima mencionado foi utilizado em diluição de 

1:100, overnight a 4ºC. Após serem lavados em PBS (3x5minutos) os cortes foram incubados 

com o Post Primary (Novolink, Novocastra) por 45 minutos. Posteriormente, os cortes foram 

lavados em PBS (3x5minutos) e incubados com o Polímero (Novolink, Novocastra) por 45 

minutos. Os cortes foram lavados em PBS (3x5minutos). Em seguida, os cortes passaram pela 

revelação com a diaminobenzidina (DAB, Sigma). A contra coloração dos cortes foi feita com 

hematoxilina de Harris. As lâminas foram desidratadas, montadas em bálsamo do Canadá e 

avaliadas em microscopia de luz convencional. O controle negativo foi obtido com a omissão 

do anticorpo primário. 
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Contagem de núcleos com marcações positivas para AR 

Um total de 42 campos foram obtidos, em aumento de 40x, por grupo (n= 7 

animais/grupo) e por lobo, por meio do Sistema Analisador de Imagens Olympus BX60, com 

o programa Image–Pro-Plus ©Media Cybernetics. O índice de células positivas por campo 

foi determinado pelo número de células marcadas em relação ao número total de células.  

 

Dosagem hormonal sérica 

As amostras de sangue foram coletadas em tubos de ensaio de 4 ml com gel de 

separação. O material foi centrifugado a 3000 rpm, e o soro foi separado e congelado para 

posterior análise. As amostras de soro foram usadas para determinação por ELISA 

Captura/Sanduíche (anticorpo-antígeno-anticorpo). A análise foi realizada em aparelho 

automatizado (Leitor de Elisa Digital, Microprocessado, Modelo: DNM-9602. Perlong - CH). 

Foram feitas dosagens para o hormônio testosterona. Os testes foram realizados em triplicata, 

utilizando dados comerciais específicos. Os resultados foram analisados em planilhas e 

gráficos dos softwares Microsoft Excel e GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., San 

Diego, CA, USA). 

 

Análise Estatística 

A análise exploratória dos dados coletados foi feita em planilhas e gráficos do 

software Excel 2013. Os testes estatísticos utilizados para averiguação da significância foram 

o teste ANOVA seguido do teste de Tukey para dados paramétricos e o teste de Kruskal-

Wallis seguido de Dunn para dados não paramétricos, por meio do software GraphPad Prism 

6 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA), significância com valor de p < 0.05. 
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RESULTADOS 
 

 

Dados Biométricos 

A análise dos dados biométricos provenientes de animais submetidos a diferentes 

tratamentos durante o período de 29 semanas mostrou que, o ganho de peso foi superior nos 

animais submetidos ao desregulador endócrino bisfenol A isoladamente em relação ao grupo 

C. (Tabela 1). Em relação aos animais dos grupos BCm e BP houve uma diminuição do ganho 

peso ao compararmos com o grupo BPA, no entanto esta não foi significativa.  Por outro lado, 

quando se associou os fitoquímicos curcumina e piperina, os animais apresentaram uma 

diminuição significativa no ganho de peso em relação ao grupo BPA. Os grupos BCm, BP e 

BCmP não apresentaram diferenças significativas entre si e permaneceram com ganho de 

peso similar aos demais grupos que não receberam o bisfenol A (Tabela 1). 

Complementarmente, verificou-se uma maior deposição de gordura corporal nos animais do 

grupo BPA em relação aos animais dos grupos que não receberam esse composto (Tabela 1). 

Apesar de não apresentar uma diminuição estatisticamente significante na deposição de 

gordura corporal, os animais dos grupos BCm, BP e BCmP apresentaram tendência de 

diminuição da gordura corporal em relação ao grupo BPA (Tabela 1). Ao se tratar da medida 

de cintura foi possível notar um aumento significativo na cintura dos animais que constituem 

o grupo BPA, quando comparados aos demais grupos estudados (Tabela 1).  

O lobo Dorsolateral do grupo BPA apresentou menor peso relativo em relação aos 

demais grupos, no entanto não apresentou diferença estatística em relação aos grupos C e CO. 

Por outro lado, os demais grupos estudados apresentaram diferenças significativas em relação 

ao grupo BPA (Tabela 2). Quanto ao peso relativo do lobo Ventral, este permaneceu com 

peso relativo similar, resultando em diferenças não significativas entre os animais dos 

diferentes grupos experimentais (Tabela 2). O complexo prostático também apresentou peso 

relativo semelhante entre os grupos analisados (Tabela 2). 

O consumo de bisfenol A na água de beber foi semelhante entre os grupos BPA, BCm, 

BP e BCmP, não havendo diferenças estatísticas entre os grupos que ingeriram este composto 

(Figura 2). Estes dados garantem que todos os grupos ingeriram quantidade muito similar do 

desregulador endócrino. 
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Análise Morfológica e Quantitativa  

Mediante a análise morfológica foi possível notar que o lobo Dorsolateral dos animais 

que compõe o grupo C e o grupo CO é formado por alvéolos e ductos circundados por um 

estroma fibromuscular. O epitélio acinar é composto de células com aspecto cuboide, com 

células secretoras, células basais e vastos lumens que possuem a função de armazenamento de 

fluido prostático (Figura 3A, B). O lobo Ventral, destes mesmos grupos, possui estrutura 

semelhante. Contudo, o epitélio dos ácinos é composto por células com aspecto colunar 

simples (Figura 4A, B). 

 Ao contrário do epitélio normal, lesões pré-malignas e lesões malignas foram 

encontradas na próstata dos gerbilos submetidos aos diversos tratamentos (Figuras 3 e 4). 

Lesões pré-malignas são caracterizadas por estratificação celular com proliferação anômala, 

aumento do volume epitelial seguido de redução luminal (Figura 3, 4, 5), nucléolos evidentes, 

pleomorfismo nuclear, perda de polaridade celular e cromatina heterogênea (Figura 6 e 7). 

Lesões malignas apresentaram células neoplásicas com capacidade de invadir o estroma 

adjacente por meio da ruptura da membrana basal e da camada de músculo liso (Figura 3, 4). 

Todavia, não foi constatada nenhuma evidência de metástases, ou seja, apenas a invasão 

periglandular. 

Por meio da análise histológica também foi possível determinar a incidência, a 

multiplicidade e a distribuição das lesões histopatológicas que acometeram os lobos 

prostáticos nos diversos tratamentos estudados. Lesões de caráter pré-maligno (representadas 

por PIN) e maligno (representadas por Carcinoma Microinvasivo) foram observadas em 

ambos os lobos prostáticos, mas, principalmente e com maior frequência, nos grupos 

submetidos ao desregulador endócrino bisfenol A (Figura 8 e 9). Além disso, foi possível 

notar a ocorrência de Inflamações Subepiteliais, Inflamações Intraluminais e Inflamações 

Periductais isoladas ou associadas a essas lesões (Figura 3 e 4). Os demais grupos também 

apresentaram lesões histopatológicas, no entanto com fenótipos mais brandos e em menor 

extensão (Figura 3, 4). O compartimento estromal dos grupos tratados com bisfenol A 

apresentou remodelação das fibras de colágeno, além de pontos de desestruturação da camada 

de células musculares lisas (Figura 3C, D e 4C, D). Essa desestruturação permite a migração 

de células neoplásicas, favorecendo, assim, a invasão estromal.  

 Em relação ao fator forma nuclear, no qual núcleos mais arredondados possuem 

valores mais próximos de um, no lobo Dorsolateral foi possível observar que os animais que 

receberam bisfenol A apresentaram o menor índice de fator forma, ou seja, núcleos menos 
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arredondados (Figura 6). Os grupos BCm, BP e BCmP não apresentaram diferenças 

significativas quando comparados ao grupo BPA. Os dados cariométricos dos grupos Cm, P e 

CmP mostraram semelhanças quando comparados aos fenótipos nucleares dos grupos C e CO 

(Figura 6). Ao se tratar do lobo Ventral (Figura 7), foi possível notar núcleos atípicos de 

formato irregular frequentemente nos grupos tratados com bisfenol A. Estes grupos também 

apresentaram os menores índices de fator forma (Figura 7). No entanto, os grupos BCm, BP e 

BCmP apresentaram valores maiores quando comparados ao grupo BPA (Figura 7). Os dados 

cariométricos dos grupos Cm, P e CmP foram semelhantes aos dos grupos C e CO (Figura 7). 

 Um padrão homogêneo de distribuição da cromatina estava presente nos núcleos dos 

grupos C, CO, Cm, P e CmP (Figura B, C, H, I, J e Figura  7B, C, H, I, J) e os corpúsculos 

nucleolares foram menos evidentes, em ambos os lobos. Os núcleos observados nos grupos 

tratados com bisfenol A apresentaram textura heterogênea da cromatina, formas bizarras, 

tamanho ampliado e nucléolos grandes e visíveis (Figura 6D, E, F, G e Figura 7D, E, F, G). 

A análise da incidência de lesões prostáticas mostrou que, todos os grupos estudados 

apresentaram lesões de caráter pré-maligno (Figura 8). No entanto, o grupo BPA, em ambos 

os lobos, foi o que apresentou maior frequência desse tipo de neoplasia (Figura 8A, B). Em 

relação às lesões de caráter maligno, no lobo Dorsolateral, apenas os grupos BPA, BCm e BP 

apresentaram lesões malignas (Figura 8A). Já no lobo Ventral, lesões de caráter invasivo 

acometeram somente os animais dos grupos BPA e BCm (Figura 8B). Os demais grupos 

estudados não apresentaram essa classe de lesão (Figura 8A, B). 

Ao se tratar de lesões pré-malignas, a multiplicidade de lesões mostrou que, essas são 

mais comuns nos animais tratados apenas com o bisfenol A (Figura 9A, B). No lobo 

Dorsolateral (Figura 9A), o grupo BPA apresentou um aumento no número dessas lesões, 

diferindo estatisticamente do grupo Controle. O grupo BCm não diferiu do grupo BPA, 

revelando que a curcumina administrada isoladamente não foi capaz de reduzir a frequência 

dessas lesões. Por outro lado, os grupos BP e BCmP apresentaram redução na frequência 

dessa classe de lesões em relação ao grupo BPA. Os grupos Cm, P e CmP apresentaram a 

multiplicidade de lesões pré malignas semelhantes aos grupos C e CO (Figura 9A). Já no lobo 

Ventral (Figura 9B), os grupos BCm, BP e BCmP apresentaram redução significativa no 

número de lesões em relação ao grupo BPA, apresentando a multiplicidade semelhante aos 

demais grupos (Figura 9B). 

Com relação às lesões malignas, ambos os lobos apresentaram essa classe de lesão 

(Figura 9C, D). Não houve diferenças significativas entre os grupos que apresentaram essas 

lesões.  No lobo Dorsolateral (Figura 9C), essas lesões tiveram um incremento nos grupos 
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BPA, BCm e BP. O grupo BCmP, apesar de ter sido submetido ao bisfenol A,  não apresentou 

lesões malignas. Já no lobo Ventral (Figura 9D), somente os grupos BPA e BCm 

apresentaram lesões de caráter maligno. Os grupos BP e BCmP não apresentaram essa classe 

de lesões. 

Ao se tratar das desordens inflamatórias, foi possível notar uma correlação positiva 

entre estas e as lesões histopatológicas na próstata do gerbilo (Figura 3 e 4). Dentre as 

desordens inflamatórias, as mais comuns foram Inflamação Periductal (IPD), Inflamação 

Intraluminal (IIL) e Inflamação Subepitelial (ISE). 

As Inflamações Intraluminais, no lobo Dorsolateral (Figura 10A), foram mais comuns 

nos grupos BPA e BCm. Nos grupos BP e BCmP houve uma redução bastante significativa 

no número dessas lesões, evidenciando que a piperina ou a associação curcumina/piperina 

foram eficazes na redução dessas lesões. Já os grupos tratados apenas com os fitoquímicos 

permaneceram semelhantes ao grupo C e CO. No lobo Ventral (Figura 10B), o grupo mais 

afetado por essa classe de lesões foi o BPA. Os grupos BCm, BP e BCmP tiveram uma 

redução significativa no número de IIL quando comparados ao grupo BPA. Em relação aos 

grupos Cm, P e CmP, estes permaneceram com número de lesões semelhantes ao grupo C e 

CO. 

Em relação às Inflamações Subepiteliais, no lobo Dorsolateral (Figura 10C), estas 

foram mais comuns no grupo BPA. Os demais grupos tratados com bisfenol A apresentaram 

uma redução significativa no número de ISE em relação ao grupo BPA, permanecendo com a 

multiplicidade semelhante aos demais grupos. Os grupos Cm, P e CmP apresentaram 

multiplicidade semelhante aos grupos C e CO. Em relação ao lobo Ventral (Figura 10D), 

todos os grupos estudados apresentaram resultados semelhantes àqueles do lobo Dorsolateral. 

As Inflamações Periductais, no lobo Dorsolateral (Figura 10E), foram mais comuns 

nos grupos BPA e BCm. Houve uma redução no número de lesões nos grupos BCm, BP e 

BCmP  quando comparados ao grupo BPA. O grupo BCmP apresentou a menor 

multiplicidade em relação aos grupos tratados com o desregulador endócrino. No entanto, 

essa diferença não foi significativa. Os grupos tratados com os fitoquímicos permaneceram 

com multiplicidade semelhante aos grupos C e CO. Ao se tratar do lobo Ventral (Figura 10F), 

o grupo BPA foi o que apresentou maior número de IPD. Os demais grupos tratados com 

bisfenol A apresentaram uma redução no número dessas lesões. Apesar de não haver 

diferenças significativas entre esses grupos, o grupo BCmP foi o que apresentou menor 

multiplicidade de IPD. Os grupos tratados com apenas com os fitoquímicos permaneceram 

com multiplicidade semelhante aos grupos C e CO. 
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A análise da expressão de AR na próstata do gerbilo mostrou que, a imunomarcação 

para esse receptor foi detectada na maioria das células secretoras e mostrou distribuição 

homogênea entre as diferentes regiões dos lobos. A frequência de células AR positivas foi 

maior em áreas de lesões histopatológicas, principalmente nos grupos tratados (Figura 11). No 

lobo Dorsolateral (Figura 11G), houve uma diferença significativa na expressão de AR 

quando comparamos o grupo C e os grupos BPA e BP. Nestes grupos tratados com bisfenol A 

houve um aumento na frequência de células AR positivas mesmo em áreas livres de lesões 

histopatológicas. Entre os grupos tratados com bisfenol A, foi possível notar uma diminuição 

na expressão e na frequência de células AR positivas nos grupo BCm e BCmP em relação ao 

grupo BPA. O grupo BP não apresentou diferença significativa em relação ao grupo BPA 

(Figura 16).  Já no lobo Ventral (Figura 11H) foi possível notar que há diferença significativa 

entre o grupo C e os grupos tratados com BPA. Nestes grupos, houve um aumento da 

frequência de células AR positivas. Dentre os grupos tratados com bisfenol A, houve uma 

redução significativa na expressão desse receptor nos grupos tratados com a curcumina ou 

com a associação curcumina/piperina. O grupo BP também não apresentou diferença 

significativa em relação ao grupo BPA.   

 

Dosagem hormonal sérica 

Os níveis séricos de testosterona não apresentaram diferenças significativas entre os 

grupos tratados quando comparados ao grupo controle. No entanto, houve uma tendência de 

aumento nos grupos BPA, BCm e BP. Por outro lado, o grupo BCmP apresentou uma redução 

considerável nos níveis séricos deste hormônio quando comparado aos grupos citados 

anteriormente (Figura 12). 
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DISCUSSÃO 

 

No presente trabalho foi avaliada a influência do desregulador endócrino bisfenol A, 

dos fitoquímicos curcumina, piperina e da associação entre ambos sobre os lobos prostáticos 

do gerbilo da Mongólia, após vinte e nove semanas de tratamento, no que diz respeito ao 

microambiente prostático e ao estabelecimento, desenvolvimento e possível regressão de 

lesões histopatológicas na glândula prostática. 

 Diversos estudos tem mostrado a ligação entre o aumento de peso corporal e a 

ingestão de bisfenol A [31-33]. Animais que ingeriram bisfenol A por um período prolongado 

tiveram um aumento no peso corporal, na deposição de gordura e na cintura em relação ao 

grupo controle. Rubin e colaboradores (2001) [34] mostraram que mães de ratos que foram 

expostas a 1 mg /l de BP-A, aproximadamente 100 µ/kg/dia, na água de beber,  durante a 

gravidez e lactação,  tiveram filhotes com aumento no peso corporal que foi mantido durante 

a idade adulta. A exposição durante o desenvolvimento fetal é considerada mais prejudicial 

que a exposição de indivíduos adultos, já que pode afetar diretamente a organogênese, 

produzindo efeitos irreversíveis [15].  Não obstante, a exposição nos primeiros dias de vida e 

durante a vida adulta pode causar efeitos deletérios adicionais, como o aumento do ganho de 

peso e acúmulo de gordura corporal [33]. Estudos de Amim e colaboradores (2019) [35] 

detectaram bisfenol A na urina de crianças e adolescentes de ambos os sexos. Essa exposição 

gerou uma significante associação com o aumentou dos índices de obesidade abdominal e 

generalizada, bem como os fatores de risco cardiometabólicos.  

 Nos animais dos grupos BCm e BP houve uma diminuição do ganho peso ao 

compararmos com o grupo BPA, no entanto esta não foi significativa. Por outro lado, quando 

foram administrados os fitoquímicos curcumina e piperina juntamente com o bisfenol A, 

houve uma diminuição significativa no ganho de peso. Também houve uma tendência de 

diminuição na deposição de gordura corporal nos grupos BCm, BP e BCmP quando 

comparado ao grupo BPA. Em relação à cintura dos animais, houve uma redução dessa 

medida nos grupos BCm, BP e BCmP quando comparados ao grupo BPA. Diversos estudos 

demonstraram que a curcumina inibe a adipogênese e o ganho de peso em diversos modelos 

animais [36-38]. Uma maneira de melhorar a eficácia de alguns fitoquímicos pode ser 

combiná-los para se obter efeitos mais significativos.  Panzhinskiy e colaboradores (2019) 

[38] analisaram o efeito da associação da curcumina com o ácido α-lipóico sobre o ganho de 

peso e a adiposidade em ratos e concluíram que, essa combinação exibiu um efeito aditivo na 

redução do ganho de peso e adiposidade em resposta à exposição à dieta rica em gorduras. A 
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suplementação em curto prazo com curcumina/piperina melhorou significativamente o estado 

oxidativo e inflamatório em pacientes com síndrome metabólica, bem como diminuiu as 

concentrações circulantes de protéina C-reativa [39]. Miyazawa e colaboradores (2018) [40] 

avaliaram a suplementação alimentar com curcumina e piperina em camundongos obesos sob 

restrição calórica. Os resultados obtidos indicaram que a suplementação da dieta hiperlipídica 

com a associação dos compostos curcumina e piperina aumenta a perda de gordura corporal e 

pode suprimir a inflamação induzida pela dieta hiperlipídica.  No presente estudo, a 

associação da curcumina com a piperina trouxe efeitos benéficos adicionais para o animal, 

principalmente no que se diz respeito ao ganho de peso.  

 O lobo Dorsolateral do grupo BPA apresentou menor peso relativo em relação aos 

demais grupos, no entanto não apresentou diferença estatística em relação aos grupos C e CO. 

Por outro lado, os demais grupos estudados apresentaram diferenças significativas em relação 

ao grupo BPA. Esta diminuição do peso relativo da próstata dorsolateral no grupo BPA está 

relacionada ao aumento significativo do peso corporal dos animais que receberam este 

composto. Quanto ao peso relativo do lobo Ventral e do Complexo Prostático, estes 

permaneceram com peso relativo similar entre os grupos estudados, resultando em diferenças 

não significativas entre os animais dos diferentes grupos experimentais. Estudos de Wu e 

colaboradores (2011) [41] constataram que o bisfenol A (10 μg/kg/dia) aumentou 

significativamente o peso relativo da próstata. Em relação aos lobos prostáticos, a dose acima 

citada aumentou significativamente o peso relativo da próstata ventral e dorsolateral. No 

entanto, o peso relativo dos lobos ventral e dorsolateral diminuiram em animais que 

receberam doses mais altas de bisfenol A (30 e 90μg/kg/dia). 

 Lesões de caráter pré-maligno e maligno foram observadas em ambos os lobos 

prostáticos, mas principalmente e com maior frequência nos grupos submetidos ao 

desregulador endócrino bisfenol A. Os demais grupos também apresentaram lesões 

histopatológicas, contudo com fenótipos mais brandos e em menor extensão. Dentre as lesões, 

a mais comum foi a Neoplasia Intraepitelial Prostática. Essas lesões, caracterizadas por 

anormalidades genéticas, constantemente apresentaram crescimento papilar, gerando 

invaginações epiteliais restritas a determinados sítios e um elevado número de células 

atípicas, comprometendo as unidades glandulares. Estudos de Montironi e colaboradores 

(2011) [42] apontam evidências morfológicas e moleculares de que a PIN pode ser a 

precursora de alguns carcinomas da próstata. Lesões malignas apresentaram células 

neoplásicas com capacidade de invadir o estroma adjacente através da ruptura da membrana 

basal e da camada de músculo liso.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miyazawa%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29445415
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Como descrito acima, as células componentes das lesões apresentaram diversas 

atipias, tais como nucléolos evidentes, pleomorfismo nuclear, perda de polaridade celular e 

cromatina heterogênea. A arquitetura nuclear é um fator fundamental no funcionamento 

celular e na patogênese. Modificações nesses padrões podem acarretar em anormalidades 

genéticas e epigenéticas podendo resultar na iniciação ou progressão tumoral [43-44]. Essas 

alterações nucleares foram frequentes nos grupos submetidos ao tratamento com bisfenol A. 

A administração dos fitoquímicos não reverteu os efeitos causados pelo desregulador 

endócrino. Os núcleos prostáticos dos animais que receberam apenas curcumina e/ou piperina 

permaneceram semelhantes ao tecido controle. 

A análise da multiplicidade de lesões pré-malignas mostrou que, essas são mais 

comuns nos animais tratados apenas com o bisfenol A. No lobo Dorsolateral, o grupo BPA e 

o grupo BCm não apresentaram diferenças significativas entre si, revelando que a curcumina 

administrada isoladamente não foi capaz de reduzir a frequência dessas lesões. Por outro lado, 

os grupos BP e BCmP apresentaram redução na frequência dessa classe de lesões em relação 

ao grupo BPA. Os grupos Cm, P e CmP apresentaram a multiplicidade de lesões pré-malignas 

semelhantes aos grupos C e CO. Já no lobo Ventral, os grupos BCm, BP e BCmP 

apresentaram redução significativa no número de lesões em relação ao grupo BPA, 

apresentando a multiplicidade semelhante aos demais grupos. Com relação às lesões 

malignas, ambos os lobos apresentaram essa classe de lesão. Não houve diferenças 

significativas entre os grupos que apresentaram essas lesões.  No lobo Dorsolateral, essas 

lesões tiveram um incremento nos grupos BPA, BCm e BP. O grupo BCmP, apesar de ter 

sido submetido ao bisfenol A,  não apresentou lesões malignas revelando que a associação da 

curcumina com a piperina foi eficaz em prevenir o desenvolvimento dessas neoplasias neste 

lobo. Já no lobo Ventral, somente os grupos BPA e BCm apresentaram lesões de caráter 

maligno. Os grupos BP e BCmP não apresentaram lesões malignas mostrando que o 

fitoquímico piperina e associação dos fitoquímicos curcumina e piperina foi eficaz em 

prevenir o desenvolvimento de lesões de caráter invasivo. Evidências crescentes indicam que 

o bisfenol A tem potencial para alterar a homeostase endócrina, afetando a síntese e o 

metabolismo dos hormônios, bem como pode desempenhar um papel na indução e progressão 

do câncer [45]. Ao se tratar do câncer de próstata, estudos recentes utilizando modelos de 

roedores e linhagens celulares de próstata humana, constataram que o bisfenol A pode 

influenciar a carcinogênese, modular a proliferação celular e estimular a progressão tumoral 

[46-47]. Estudos recentes revelaram que a exposição ao bisfenol A durante o desenvolvimento 

neonatal aumenta a suscetibilidade ao desenvolvimento de lesões prostáticas pré-malignas em 
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ratos idosos [47-48]. Ademais, promove alterações no padrão fisiológico da morfogênese 

prostática contribuindo para o desenvolvimento de hiperplasia, inflamação e câncer na idade 

adulta [49].  A exposição a doses de bisfenol A consideradas seguras para os seres humanos, 

por um período prolongado, evidenciou um aumento da incidência e multiplicidade de lesões 

pré- malignas e malignas na próstata de roedores adultos [33]. Análises in vivo do impacto do 

BPA no crescimento e recorrência de tumores prostáticos humanos utilizando xenoenxerto de 

células humanas contendo a mutação AR-T877A, constataram que a exposição a doses baixas 

de bisfenol A aumenta o tumor prostático quando comparado a animais não expostos [50]. A 

curcumina, sozinha ou em combinação com outros agentes, tem sido utilizada para a 

prevenção e tratamento de numerosos tipos de cânceres em humanos, incluindo o câncer 

próstata [51-52]. As propriedades antineoplásicas da curcumina devem-se a mecanismos 

antioxidantes, anti-inflamatórios, proapoptóticos e antiproliferativos [53-55]. Yang e 

colaboradores (2017) [56] investigaram os efeitos antitumorais e os mecanismos de atuação 

da curcumina em células das linhagens DU145 e PC3 de câncer de próstata e concluíram que, 

a curcumina inibiu a sobrevivência e a metástase de células de câncer de próstata por meio da 

via de sinalização Notch-1 a qual está intimamente associada à fisiopatologia do câncer de 

próstata. Estudos in vivo, com células de câncer de próstata LNCaP, injetadas 

subcutaneamente em camundongos nude, mostrou que a curcumina inibiu a proliferação 

celular, induziu a apoptose e inibiu a angiogênese, reduzindo o crescimento tumoral [57]. 

Hong e colegas (2006) [58] analisaram os efeitos da curcumina na invasividade na linhagem 

celular DU-145 de câncer de próstata independente de andrógeno. O estudo constatou que a 

exposição à curcumina resultou na diminuição da atividade da MMP-2 e MMP-9 com 

inibição significativa do volume do tumor e da proliferação celular. Diversos estudos 

constataram que a piperina possui atividades que contribuem para a prevenção e tratamento de 

numerosos tipos de cânceres. A proliferação de células de câncer de próstata das linhagens 

PC-3, LNCaP 22RV1e DU-145 foi inibida pela ação da piperina. O tratamento com este 

composto suprimiu o crescimento de tumores dependentes e independentes de andrógenos em 

camundongos nudes xenotransplantado [59]. Os efeitos inibitórios da piperina sobre o 

crescimento de células de linhagens celulares de câncer prostático humano também foram 

estudados por  e colaboradores (2013) [60]. O tratamento com piperina inibiu a Ouyang

proliferação, induziu a parada do ciclo celular em G0/G1 e promoveu autofagia nas células 

LNCaP e PC-3. Os efeitos benéficos da associação da curcumina com a piperina foram 

estudados em carcinoma hepatocelular induzido por dietilnitrosamina em ratos. O tratamento 

combinado destes compostos diminiu as alterações morfológicas e histopatológicas, bem 
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como os parâmetros bioquímicos, proliferativos e apoptóticos no fígado e no soro em relação 

ao grupo controle e ao experimental que recebeu a curcumina isoladamente. 

 O microambiente inflamatório crônico pode contribuir no desenvolvimento e na 

progressão do câncer de próstata [61-62]. Duas vias moleculares associam a inflamação e o 

câncer, sendo que em ambas as vias o microambiente inflamatório está presente. Uma delas é 

a via intrínseca, associada à ativação de oncogenes. A outra via é a extrínseca, na qual a 

inflamação é a promotora do desenvolvimento do câncer [62]. Sabe-se que a infiltração de 

células imunossupressoras e de macrófagos pode ter correlação positiva com a progressão do 

câncer de próstata [63]. Além disso, os macrófagos e alguns de seus produtos (IL-1, TNF, IL-

6, e IL-18) aumentam a probabilidade de metástase, criando nichos para preservação de 

células tumorais [64]. Associado às lesões histopatológicas, foi possível constatar a presença 

de desordens inflamatórias representadas por Inflamações Intraluminais (IIL), Inflamações 

Subepiteliais (ISE) e Inflamações Periductais (IPD). Todas as classes de inflamações foram 

mais frequentes no grupo BPA, em ambos os lobos. Quando comparados ao grupo BPA, os 

grupos BCm, BP e BCmP apresentaram redução no número dessas classes de lesões, 

indicando a eficácia dos fitoquímicos em reduzir as inflamações em animais submetidos ao 

bisfenol A.  Quando administrados isoladamente, ou seja, sem a presença de bisfenol A, os 

grupos Cm, P e CmP apresentaram multiplicidade de todas as classes de inflamações 

semelhantes aos grupos C.  Estudos de Cho e colaboradores (2018) [65] analisaram a 

modulação do estresse oxidativo e das respostas inflamatórias em células endometriais 

estromais humanas mediada pelo BP-A. Os dados obtidos mostraram que este composto 

induz estresse oxidativo e ativa sinais inflamatórios em células endometrias em cultura via 

ER-α. Liu (2014) [66] estudou a modulação da expressão de citocinas em macrófagos 

humanos pelo bisfenol A e observou aumento das citocinas pró-inflamatórias, com aumento 

da produção de fator de necrose tumoral α e interleucina 6. Ademais, houve diminuição das 

citocinas anti-inflamatórias, interleucina-10 (IL-10) e fator de crescimento transformador-β 

em macrófagos THP1 e em macrófagos humanos primários. A curcumina demonstrou ser 

uma molécula capaz de interagir com numerosos alvos moleculares inflamatórios. Estudos in 

vitro e in vivo apontam que a curcumina pode ser um potencial agente terapêutico em muitas 

doenças crônicas, como artrite, pancreatite, diversos tipos de canceres, entre outros [54-55, 

67]. Além disso, este fitoquímico atuou como um modulador das vias de sinalização 

intracelular em alvos que controlam a inflamação, angiogênese, apoptose, invasão, 

crescimento tumoral e metástase [68]. Estudos demonstraram que o tratamento com 

curcumina induz a apoptose em linhagem celular de câncer de próstata dependente e 



48 

 

independente de andrógeno [69]. A curcumina diminuiu a proliferação celular e a angiogênese 

e aumentou o índice de morte celular em células de câncer de próstata LNCaP. Ademais, foi 

observada uma diminuição significativa na densidade microvascular [57]. Uma gama de 

estudos tem demonstrado que a piperina também possui efeito anti-inflamatório considerável 

[70]. Estudos de Umar e colaboradores (2013) [71] concluíram que a administração oral de 

piperina em ratos Wistar com artrite reumatoide resulta em redução significativa dos níveis de 

IL-1β, TNF-α e PGE2 que são mediadores pró-inflamatórios, além de aumentar os níveis de 

IL-10, que possui papel antiinflamatório. Adicionalmente, os efeitos benéficos da piperina 

sobre a artrite reumatóide foram evidenciados pela diminuição no sistema de pontuação da 

artrite e da análise da histologia óssea. A administração oral de curcumina associada à 

piperina, após a alimentação com dieta hiperlipídica, diminuiu a expressão de citocinas pró-

inflamatórias no tecido adiposo de ratos C57BL/6J [72]. 

A próstata é um órgão sensível aos andrógenos e necessita de sinais adequados dos 

andrógenos e dos receptores de andrógeno para seu desenvolvimento normal e durante o 

desenvolvimento e a progressão das doenças prostáticas [73-75]. O receptor de andrógeno é 

expresso durante vários estágios da carcinogênese prostática, desde estágios iniciais até 

tumores invasivos ou metastáticos [76]. Este receptor tem sido alvo de muitos estudos, já que 

desempenha um papel fundamental no desenvolvimento e na progressão do câncer de próstata 

[77]. O crescimento tumoral está diretamente ligado com a razão entre a taxa de proliferação e 

morte celular. Os andrógenos são de extrema importância na regulação deste processo, já que 

estimulam a proliferação das células e inibe a apoptose [78].  Próstatas dorsolaterais de 

animais dos grupos BPA e BP mostraram maior expressão do receptor de andrógeno quando 

comparadas aos animais do grupo Controle, o que explica a maior proliferação celular e o 

maior número de lesões histopatológicas. No entanto, nos grupos BCm e BCmP houve uma 

redução significativa na frequência de células AR positivas. No lobo Ventral, todos os grupos 

tratados com bisfenol A apresentaram maior frequência de células AR positivas. Quando 

comparados com o grupo BPA, os grupos BCm e BCmP apresentaram menor expressão deste 

receptor. Esses dados sugerem que a curcumina e a associação curcumina/piperina foi eficaz 

em reduzir a expressão deste receptor. Zhou  e colaboradores (2016) [79] estudaram análogos 

da piridina da curcumina sobre células CWR-22Rv1 do câncer de próstata humana e 

observaram uma alta atividade destes análagos em inibir o crescimento dessa linhagem celular 

e a ativação do receptor de andrógeno. Assim, os resultados deste estudo indicam que a 

inibição das vias de AR pode ser o potencial mecanismo para os efeitos anticancerígenos 

dessas substâncias em células humanas de câncer de próstata.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20DY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27313760
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Os níveis de testosterona não apresentaram diferenças significativas entre os grupos 

estudados. No entanto, os grupos BPA, BCm e BP apresentaram os maiores níveis séricos 

deste hormônio. Desequilíbrios hormonais, como alterações na ação androgênica, podem 

contribuir para o surgimento e a evolução de alterações histopatológicas na glândula 

prostática [80]. Lesões histopatológicas espontâneas ou induzidas quimicamente podem ser 

reforçadas por altos níveis de testosterona [81-82]. Assim o desequilíbrio hormonal 

ocasionado pelo tratamento com o bisfenol A, pode ter contribuído para o aumento no número 

de lesões histopatológicas bem como para a evolução das mesmas. O grupo BCmP apresentou 

redução nos níveis de testosterona, quando comparado aos grupos BPA, BCm e BP, 

evidenciando que a associação da curcumina com a piperina foi eficaz em reduzir os níveis 

deste hormônio. Associado a esses dados, como foi descrito acima, este grupo também 

apresentou um menor número de lesões e a ausência de lesões de fenótipo maligno em ambos 

os lobos estudados quando comparado aos demais grupos expostos ao BP-A. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 

 

CONCLUSÃO  

 
 Em primeiro lugar, foi constatado que a ingestão prolongada de bisfenol A alterou 

morfologicamente e fisiologicamente a glândula prostática de gerbilos adultos. Foi possível 

observar um aumento na incidência e na multiplicidade de lesões prostáticas no grupo BPA. 

Este dado enfatiza que, a dose de 50 μg/kg/dia não é segura para a homeostase prostática. 

Ademais, foi averiguado que a curcumina isoladamente apresentou efeitos benéficos para a 

glândula prostática. No entanto, os potenciais benefícios da curcumina são limitados devido a 

diversos fatores como sua baixa absorção e metabolismo rápido. Vários estudos melhoraram a 

biodisponibilidade da curcumina adicionando compostos como a piperina. A adição deste 

fitoquímico gerou efeitos mais significativos para a glândula prostática, como a redução das 

lesões pré-malignas e a ausência das lesões malignas em ambos os lobos. A administração dos 

fitoquímicos sozinhos não promoveu alterações nos parâmetros estudados. Finalmente, os 

dados produzidos nos levam a continuidade da pesquisa e, atualmente estamos à procura de 

alvos moleculares promotores das alterações encontradas, na busca de elucidar como estes 

fitoquímicos atuam na redução das alterações oriundas da exposição ao bisfenol A. 
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LEGENDAS DAS FIGURAS 
 

Figura 1. Desenho experimental do estudo. 

Figura 2. Consumo semanal de bisfenol A (mL) por grupo experimental. Os valores representam média ± EP (n, 

7 por grupo). Análise estatística baseada nos testes de Kruskal-Wallis e Dunn.  

Figura 3. Análise Morfológica do lobo Dorsolateral da próstata de gerbilos adultos, submetidos a diferentes 

tratamentos. A,  B. Epitélio prostático íntegro. C. Ácino acometido por Carcinoma Microinvasivo (CM). As 

setas indicam desestruturação da camada de células musculares lisas, favorecendo a migração das células para o 

estroma. No detalhe da imagem é possível notar núcleos aumentados e com formatos bizarros e nucléolos 

evidentes neste sítio neoplásico. D. Ácino acometido por Carcinoma Microinvasivo. As setas indicam 

desestruturação da camada de células musculares lisas. E. Epitélio prostático atípico onde é possível observar a 

presença de Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN), com invaginação do epitélio para o interior do lúmen. 

Além disso, é possível notar a presença de Inflamação Intraluminal (IIL) e a formação de um microácino (MA). 

F. Ácino acometido com PIN. Notar a presença de inúmeras células inflamatórias no lúmen acinar além da 

presença de Inflamação Periductal (IPD) no estroma prostático. G. Epitélio prostático atípico onde e possível 

observar a presença de PIN. É possível observar a presença de IIL e IPD. H-I. Ácinos acometidos por PIN.  

Notar a presença de IIL e IPD. A. Grupo C. B. Grupo CO. C. Grupo BPA. D. Grupo BCm. E. Grupo BP. F. 

Grupo BCmP. G. Grupo Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. A-I. Coloração por Hematoxilina-Eosina (HE). 

Figura 4.  Análise Morfológica do lobo Ventral da próstata de gerbilos adultos, submetidos a diferentes 

tratamentos. A,  B. Epitélio prostático íntegro. C. Ácino acometido por Carcinoma Microinvasivo (CM). Notar a 

migração das células neoplásicas para o estroma prostático e a desestruturação da camada de células musculares 

lisas (setas). D. Ácino acometido por Carcinoma Microinvasivo. As setas indicam desestruturação da camada de 

células musculares lisas, favorecendo a migração das células cancerosas para o estroma prostático. E. Epitélio 

prostático atípico onde é possível observar a presença de Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN) e a formação 

de microácinos (MA). Notar a presença de Inflamação Intraluminal (IIL), Inflamação Periductal (IPD) e 

Inflamação Subepitelial em um ácino adjacente (seta). F. Ácino acometido com PIN. Notar a invaginação do 

epitélio para o interior do ácino e, consequentemente, a redução luminal. G. Epitélio prostático atípico onde e 

possível observar a presença de PIN. H-I. Ácinos acometidos por PIN. Notar a presença de IPD no estroma 

prostático. A. Grupo C. B. Grupo CO. C. Grupo BPA. D. Grupo BCm. E. Grupo BP. F. Grupo BCmP. G. Grupo 

Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. A-I. Coloração por Hematoxilina-Eosina (HE). 

Figura 5. Volume absoluto (mm3) epitelial (A e B) e luminal (C e D) na próstata de gerbilos adultos submetidos 

a diferentes tratamentos. Os valores representam média ± EP (n, 7 por grupo). Análise estatística baseada nos 

testes de Kruskal-Wallis e Dunn. Diferentes superíndices indicam diferenças significativas entre os grupos. 

Figura 6. Dados Cariométricos do lobo Dorsolateral. A. Parâmetro Fator Forma. Análise estatística baseada no 

teste não paramétrico Kruskal-Wallis seguido de Dunn. Valores representam media ± EP (n = 7).  Diferentes 

superíndices indicam diferenças significativas entre os grupos. B, C. Epitélio normal dos grupos C e CO. D-G. 
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Núcleos atípicos apresentam formas bizarras (setas) e nucléolos evidentes (cabeças de seta) nos grupos BPA, 

BCm, BP, BCmP, respectivamente. H-J. Epitélio similar ao normal nos grupos Cm, P, CmP, respectivamente. 

Figura 7. Dados Cariométricos do lobo Ventral. A. Parâmetro Fator forma. Análise estatística baseada no teste 

não paramétrico Kruskal-Wallis seguido de Dunn. Valores representam a média  ± EP (n = 7). Diferentes 

superíndices indicam diferenças significativas entre os grupos. B, C.  Epitélio normal dos grupos C e CO. D-G. 

Núcleos atípicos apresentam formas bizarras (setas) e nucléolos evidentes (cabeças de seta) nos grupos BPA, 

BCm, BP, BCmP, respectivamente. H-J. Epitélio similar ao normal nos grupos Cm, P, CmP, respectivamente. 

Figura 8. Incidência de lesões histopatológicas (%) no lobo Dorsolateral (A) e Ventral (B) de gerbilos adultos 

após 29 semanas de tratamento. 

Figura 9. Multiplicidade de lesões prostáticas Pré-Malignas (A e B) e Malignas (C e D) de gerbilos submetidos 

a diferentes tratamentos por 29 semanas. Os valores representam média ± EP (n, 7 por grupo). Análise estatística 

baseada nos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (A, B e C) e Mann Whitney (D). Diferentes superíndices indicam 

diferenças significativas entre os grupos. 

Figura 10. Multiplicidade de Inflamações Intraluminais (IIL) (A e B), Inflamações Subepiteliais (ISE) (C e D) e 

Inflamações Periductais (E e F) de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos por 29 semanas. Os valores 

representam média ± EP (n, 7 por grupo). Análise estatística baseada nos testes de Kruskal-Wallis e Dunn. 

Diferentes superíndices indicam diferenças significativas entre os grupos. 

Figura 11. Imunoexpressão do Receptor de Ándrógeno (AR) na próstata Dorsolateral e Ventral de gerbilos 

adultos. A e B. Grupo Controle. C. Grupo BPA. D. Grupo BCm. E. Grupo BPA. F. Grupo BCm. Frequência de 

células AR-positivas (%) dos lobos Dorsolateral (G) e Ventral (H) da próstata do gerbilo adulto após diferentes 

tratamentos. Análise estatística baseada nos testes de ANOVA e Tukey. Diferentes superíndices indicam 

diferenças significativas entre os grupos. 

Figura 12. Níveis séricos de testosterona (ng/mL) de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos. Os valores 

representam média ± EP (n, 7 por grupo). Análise estatística baseada nos testes de Kruskal-Wallis e Dunn. 

Diferentes superíndices indicam diferenças significativas entre os grupos. 
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FIGURA 12 
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4 ARTIGO 2: REMODELAÇÃO ESTROMAL NA PRÓSTATA DORSOLATERAL E VENTRAL DO 

GERBILO APÓS EXPOSIÇÃO PROLONGADA AO BP-A E AOS FITOQUÍMICOS CURCUMINA E 

PIPERINA. 
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INTRODUÇÃO  

 

O compartimento estromal da glândula prostática é formado por um arranjo complexo 

de células musculares lisas e fibroblastos imersos em uma matriz extracelular ao redor dos 

ácinos e ductos. Além disso, neste compartimento encontram-se macrófagos teciduais, células 

endoteliais vasculares, células nervosas e células do sistema imune. Os fibroblastos e as 

células musculares lisas sintetizam os componentes teciduais e regulatórios da matriz 

extracelular. Esta, por sua vez, é composta de fibras elásticas, colágenas, proteoglicanos, 

fatores de crescimento, enzimas remodeladoras e moléculas reguladoras. Estes componentes 

operam de maneira articulada para regular a função celular e manter a homeostase tecidual da 

glândula prostática [1-2].  

O compartimento estromal reage de inúmeras formas as diferentes situações anormais, 

produzindo um microambiente dissemelhante do estroma encontrado nos tecidos saudáveis 

[3].  Diversos estudos constataram que o crescimento de células prostáticas neoplásicas pode 

ser estimulado ou inibido em ambientes estromais específicos [4]. Fibroblastos isolados de 

regiões de carcinoma são capazes de proliferar em grande proporção e secretar altas taxas de 

constituintes da matriz extracelular. Nestas condições, os fibroblastos sintetizam altas taxas de 

proteases degradadoras de matriz, como as metaloproteinases do tipo 2 e 9, expressam alfa 

actina de músculo liso e  fatores de crescimento e moduladores de respostas imunes, como as 

interleucinas. Além disso, um estroma reativo também exibe elevada expressão de fatores de 

crescimento responsáveis pela regulação da angiogênese [1-2].  

É sabido que alguns fatores ambientais conhecidos como desreguladores endócrinos, 

ocasionam significativas mudanças na síntese e metabolismo dos hormonais esteroides 

contribuindo para o desenvolvimento de diversas lesões prostáticas. Um exemplo é o bisfenol 

A. O crescente interesse em estudar as ações do BP-A é devido ao fato de que a exposição a 

essa substância pode estar associada ao aumento da incidência de tipos de cânceres hormônio-

dependentes, como o câncer de próstata, mama e ovário [5-7].  Facina e colaboradores (2018) 

[8] reportaram que a exposição prolongada a doses baixas de bisfenol A aumentou a 

incidência e a multiplicidade de lesões prostáticas em gerbilos adultos. O impacto do bisfenol 

A na próstata tornou-se o centro de diversas pesquisas atuais com foco especial no 

entendimento de como o BP-A afeta a fisiopatologia prostática [7-10]. No entanto, pouco se 

sabe a respeito das alterações impostas pelo bisfenol A sobre o compartimento estromal 

prostático.  
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Estudos epidemiológicos indicam que compostos polifenólicos naturais reduzem o 

risco e incidência de vários tipos de canceres, com potencial de beneficiar a saúde geral e 

aumentar a longevidade. Dentre muitos agentes naturais anti-câncer, a curcumina é um 

composto fitoquímico que tem demonstrado notável potencial terapêutico para diversos tipos 

de cânceres, incluindo o câncer de próstata [11]. A base molecular dos efeitos anti-cancer e 

quimiopreventivo da curcumina é atribuída a sua atuação sobre vários processos celulares, 

incluindo fatores de transcrição, reguladores de crescimento, moléculas de adesão, os genes 

reguladores de apoptose, angiogênese e moléculas de sinalização celular [12].  

 A curcumina mostrou potencial contra numerosos distúrbios humanos, no entanto 

este fitoquímico possui baixa biodisponibilidade devido à má absorção, metabolismo rápido e 

eliminação sistêmica. Estas condições demonstraram limitar sua eficácia terapêutica [13]. 

Estudos de Shoba e colaboradores (1998) [14] mostraram o efeito da combinação de piperina, 

um conhecido inibidor da glucuronidação hepática e intestinal, com a curcumina. O estudo 

revelou que, a piperina aumenta a concentração de curcumina no soro e o grau de absorção e 

biodisponibilidade deste fitoquímico, tanto em ratos quanto em seres humanos sem efeitos 

adversos. Além disso, a piperina possui inúmeras atividades anti-câncer e muitos mecanismos 

para sua atividade foram sugeridos, incluindo a apoptose, a inibição da angiogênese, a 

supressão metastática e o bloqueio da invasão pela regulação das metaloproteínases de matriz 

[15-17]. 

Atualmente há poucos estudos na literatura que abordam os efeitos da curcumina sobre 

as doenças prostáticas, em especial no que se diz respeito ao estroma glandular. Desta forma a 

administração da curcumina durante o tratamento com BP-A pode ter um efeito benéfico 

sobre o estroma prostático, revertendo ou retardando as alterações impostas pelo BP-A. 

Ademais, a associação da curcumina com a piperina poderá favorecer uma maior absorção 

daquela aumentando assim os benefícios do fitoterápico. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Animais 

Foram utilizados gerbilos machos adultos (Meriones unguiculatus) com 100 dias de 

idade mantidos no biotério do grupo de pesquisa em Biologia da Reprodução do Instituto de 

Biociências, Letras e Ciências Exatas da UNESP, campus de São José do Rio Preto (SP) 

(Protocolo 122/2015 – CEUA-IBILCE/UNESP). Os animais foram mantidos em caixas de 

polietileno, com substrato de maravalha, em condições controladas de luminosidade e 

temperatura média de 23C, alimentados com ração ad libitum e regime especial de 

hidratação. O experimento foi conduzido de acordo com as normas adotadas pelo Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 

Compostos Químicos 

Bisfenol A 

BPA (Sigma-Aldrich >99 % purity), 50µg/kg/dia, foi dissolvido em 0,5 mL de álcool 

etílico100% (Merch) e diluído em água filtrada.  

Curcumina 

Curcuma longa (Turmeric), power (Sigma-Aldrich - C1386-50G), 100mg/kg/dia, foi diluída 

em 0,1 mL de óleo de milho. 

Piperina 

Piperine (Sigma-Aldrich ≥97% purity - P49007-5G), 20mg/kg/dia, foi diluída em 0,1 mL de 

óleo de milho. 

Delineamento Experimental 

Foram utilizados 63 (n=7/grupo) animais adultos machos, 100 dias, divididos de 

maneira aleatória em 9 grupos experimentais: 

 Grupo Controle (C): animais que receberam água ad libitum. 

 Grupo Controle Óleo (CO): animais que receberam óleo de milho, via gavagem, a 

cada dois dias. 
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 Grupo Bisfenol A (BPA): animais que receberam BP-A na concentração de 

50μg/kg/dia na água de beber. 

 Grupo Curcumina (Cm): animais que receberam 100mg/kg/dia de curcumina, via 

gavagem, a cada dois dias. 

 Grupo Bisfenol A + Curcumina (BCm): animais que receberam BP-A na 

concentração de 50μg/kg/dia na água de beber + 100mg/kg/dia de curcumina, via 

gavagem, a cada dois dias. 

 Grupo Bisfenol A + Curcumina + Piperina (BCmP): animais que receberam BP-A 

na concentração de 50μg/kg/dia na água de beber + 100mg/kg/dia de curcumina 

associada à 20mg/kg/dia de piperina (administradas conjuntamente), via gavagem, a 

cada dois dias. 

 Grupo Bisfenol A + Piperina (BP): animais que receberam BP-A na concentração de 

50μg/kg/dia na água de beber + 20mg/kg/dia de piperina, via gavagem, a cada dois dias. 

 Grupo Curcumina + Piperina (CmP): animais que receberam 100mg/kg/dia de 

curcumina associada à 20mg/kg/dia de piperina (administradas conjuntamente), via 

gavagem, a cada dois dias. 

 Grupo Piperina (P): animais que receberam 20mg/kg/dia de piperina, via gavagem, a 

cada dois dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 1. Delineamento Experimental do estudo. 
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O sacrifício dos animais aconteceu 29 semanas após o início do experimento. Os 

animais foram eutanasiados por superdosagem de anestésico.  

 

METODOLOGIA 

Análise Morfológica – Microscopia de Luz 

Os lobos Ventral e Dorsolateral prostáticos foram removidos e, posteriormente, foram 

fixados por imersão em Paraformaldeído tamponado a 4%, desidratados em etanol, 

clarificados em xilol e, então, incluídos em Paraplast (Histosec, Merk). Os cortes de 4m 

obtidos em micrótomo rotativo automático (Leica
®
) foram corados pelos seguintes métodos 

histoquímicos: 

 

1. Picrossírius-Hematoxilina – Para estudo das fibras de colágeno no estroma 

prostático; 

2. Impregnação pela prata para reticulina – Para estudo das fibras reticulares do 

estroma prostático. 

3.  Resorcina-Fucsina de Weigert – Para estudo das fibras do sistema elástico do 

estroma prostático. 

 

 

Estereologia 

Análises estereológicas foram realizadas para se obter o volume relativo de 

componentes estromais nos 9 grupos avaliados. Foram capturadas imagens de 42 campos de 

cada grupo a partir de lâminas coradas pela técnica Picrossírius-Hematoxilina, por meio do 

Sistema Analisador de Imagens Olympus BX60, com o programa Image–Pro-Plus ©Media 

Cybernetics. As medidas foram realizadas de acordo com o sistema de teste de multipontos 

M168 proposto por Weibel (1978) [18] e aplicado à próstata por Huttunen et al. (1981) [19]. 

Assim, a partir dos dados obtidos para cada campo analisado, foi calculada a frequência 

absoluta das porções dos seguintes componentes estromais individuais: músculo liso e 

colágeno. 
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Análise Imunohistoquímica  
 

 

Os seguintes testes imunohistoquímicos foram aplicados nas próstatas dos gerbilos: 

 

 -actina de Músculo Liso: Anti--actina (Mouse Monoclonal, Clone IA4), (Santa 

Cruz Biotechnology, Califórnia). 

 Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF): anti-VEGF, (Santa Cruz 

Biotechnology, Califórnia). 

 Metaloproteinases de Matriz tipo 2: anti-MMP-2 ((2C1): sc-13594 - Santa Cruz 

Biotechnology, Califórnia). 

 Metaloproteinases de Matriz tipo 9: anti-MMP-9 ((C-20): sc-6840 - Santa Cruz 

Biotechnology, Califórnia). 

 Interleucina tipo10: anti IL-10 ((E-10): sc-8438 - Santa Cruz Biotechnology, 

Califórnia). 

 Interleucina tipo 6: anti IL-6  ((M-19): sc-1265 - Santa Cruz Biotechnology, 

Califórnia). 

 

Procedimentos gerais para as avaliações imunohistoquímica:  

Os cortes histológicos desparafinizados e reidratados foram submetidos à recuperação 

antigênica em tampão citrato pH 6.0 a 97°C (45 minutos) em banho maria. Os cortes foram 

lavados em PBS (3x5minutos). O bloqueio de peroxidases endógenas foi efetuado com H2O2 

(3% em metanol) durante 20 minutos. Os cortes foram lavados em PBS (3x5minutos). O 

bloqueio de proteínas foi feita em leite (2,5 gramas em 50mL de PBS) por 30 minutos. 

Anticorpos primários para os componentes acima mencionados foram utilizados em diluições 

variadas (entre 1:50 e 1:100), overnight a 4ºC. Após serem lavados em PBS (3x5minutos) os 

cortes foram incubados com o Post Primary (Novolink, Novocastra) por 45 minutos. 

Posteriormente, os cortes foram lavados em PBS (3x5minutos) e incubados com o Polímero 

(Novolink, Novocastra) por 45 minutos. Os cortes foram lavados em PBS (3x5minutos). Em 

seguida, os cortes passaram pela revelação com a diaminobenzidina (DAB, Sigma). A contra 

coloração dos cortes foi feita hematoxilina de Harris. As lâminas foram desidratadas, 

montadas em bálsamo do Canadá e avaliadas em microscopia de luz convencional. O controle 

negativo foi obtido com a omissão do anticorpo primário. 
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Contagem de marcações positivas para MMP-2, MMP-9 e VEGF. 

Um total de 42 campos foram obtidos, em aumento de 20x, por grupo (n= 5 

animais/grupo) e por lobo, por meio do Sistema Analisador de Imagens Olympus BX60, com 

o programa Image–Pro-Plus ©Media Cybernetics. O índice de regiões marcadas 

positivamente por campo foi determinado de acordo com o sistema de teste de multipontos 

M168 proposto por Weibel (1978) [18] e aplicado à próstata por Huttunen et al. (1981) [19]. 

 

Análise Estatística 

A análise exploratória dos dados coletados foi feita em planilhas e gráficos do 

software Excel 2013. Os testes estatísticos utilizados para averiguação da significância foram 

o teste ANOVA seguido do teste de Tukey para dados paramétricos e o teste de Kruskal-

Wallis seguido de Dunn para dados não paramétricos, por meio do software GraphPad Prism 

6 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA), significância com valor de p < 0.05. 
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RESULTADOS 

A análise histológica da próstata de gerbilos adultos permitiu determinar a 

multiplicidade e a distribuição das lesões histopatológicas que acometeram os lobos 

prostáticos nos diversos tratamentos estudados. Lesões de caráter pré-maligno (representadas 

por PIN) e maligno (representadas por Carcinoma Microinvasivo) foram observadas em 

ambos os lobos prostáticos, mas, principalmente e com maior frequência, nos grupos 

submetidos ao desregulador endócrino bisfenol A (Tabela 1). Os demais grupos também 

apresentaram lesões histopatológicas (Tabela 1), no entanto com fenótipos mais brandos e em 

menor extensão.  

A análise estereológica mostrou diferenças nas proporções assumidas pelos diferentes 

elementos estromais (Colágeno, Músculo Liso) nos lobos prostáticos do gerbilo.  

As fibras de colágeno apresentaram-se dispostas paralelamente à membrana basal 

circundando porções glandulares íntegras (Figura 2A, B e 3A, B) e, em sítios neoplásicos, 

sofreram remodelação (Figura 2C-I e 3C-I) apresentando-se bastante fragmentadas e 

dispersas. Em relação ao volume absoluto ocupado pelas fibras colagênicas no lobo 

Dorsolateral, o BP-A promoveu um aumento da deposição de colágeno I quando administrado 

sozinho ou com curcumina (BCm) (Figura 6). A associação de BPA com a piperina (BP) ou 

de BPA com a curcumina/piperina (BCmP), ao contrário, diminuiu a deposição de colágeno. 

A exposição da próstata dos animais aos fitoquímicos isoladamente não exerceu efeito sobre a 

modulação das fibras de colágeno. No lobo Ventral, a ação do BP-A e/ou dos fitoquímicos 

sobre as fibras de colágeno foram sutis (Figura 6). 

As fibras reticulares (FR), representadas pelo colágeno tipo III, em regiões íntegras, 

formam uma fina rede interconectada disposta paralelamente à membrana basal (Figura 4A, B 

e 5A, B). Em ambos os lobos prostáticos, próximo a lesões proliferativas, foi possível notar 

que as FR apresentaram intensa remodelação com aumento na deposição e na espessura. Em 

lesões com fenótipos mais agressivos, as FR apareceram dispersas e fragmentadas, em 

associação com as células epiteliais do tumor (Figura 4C-I e 5C-I).  

Outro componente do estroma prostático analisado foram as fibras elásticas (FE) 

(Figura 7 e 8). Estas foram observadas na região subepitelial acompanhando a deposição de 

fibras de colágeno e, como estruturas delgadas, entre as células musculares. No grupo BPA as 

FE apresentaram-se com orientação perpendicular à membrana basal, mais curtas e com 

ruptura em diversos pontos. Os grupos BCm, BP e BCmP, apesar da exposição ao bisfenol A, 
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apresentaram alterações mais sutis nas FE ao longo dos ácinos analisados. Os grupos Cm, P e 

CmP apresentaram FE com padrão de distribuição semelhante ao grupo C e CO. 

As fibras musculares lisas, em regiões glandulares íntegras, encontraram-se dispostas 

paralelamente à membrana basal, circundando todo o epitélio glandular (Figura 9 e 10). Em 

regiões afetadas por algum tipo de lesão, este componente estromal sofreu remodelação, além 

de pontos de desestruturação e ruptura (Figura 9 e 10). Essa desestruturação permite a 

migração de células neoplásicas, favorecendo, assim, a invasão estromal. No lobo 

Dorsolateral, esses rearranjos não afetaram o volume de fibras musculares entre os grupos 

(Figura 11). No lobo Ventral, o grupo BPA apresentou o maior volume de fibras musculares 

lisas. Dentre os grupos que receberam bisfenol A, o grupo BCmP foi o que apresentou o 

menor volume de células musculares lisas, com valores próximos aos do grupo C (Figura 11). 

Ao se tratar dos vasos sanguíneos, em ambos os lobos, foi constatado um aumento no 

número destes no grupo BPA quando comparado ao grupo C e CO (Figura 12, 13 e 14). Um 

aumento na formação destes vasos pode favorecer a metástase, já que permitem que as células 

cancerosas saiam do local de origem e espalhem-se para órgãos mais distantes. Os animais 

dos grupos BP e BCmP apresentaram diminuição significativa na quantidade de vasos 

sanguíneos quando comparados ao grupo BPA (Figura 12, 13, 14). Os grupos tratados apenas 

com os fitoquímicos permaneceram com quantidades de vasos sanguíneos semelhantes aos 

grupos C e CO (Figura 12, 13,14). 

O bisfenol A aumenta a quantidade de MMP-2 no lobo Dorsolateral e a associação 

deste desregulador endócrino com fitoquímicos não altera este parâmetro (Figura 15, 16,17). 

No lobo Ventral ocorre um evento semelhante, porém a associação de BPA com a 

curcumina/piperina restabelece o padrão de MMP-2 próximo ao do controle (Figura 15, 

16,17). Nos grupos que receberam somente os fitoquímicos, em ambos os lobos, a expressão 

da MMP-2 foi bastante similar ao grupo C (Figura 15, 16,17).  

Em relação a expressão de metaloproteínase de matriz tipo 9, em ambos os lobos foi 

possível observar que o bisfenol aumenta a quantidade de MMP-9 sozinho ou em associação 

com a curcumina ou com a piperina e, não surte esse efeito quando é combinado com os dois 

fitoquímicos. Nos grupos que receberam somente os fitoquímicos, em ambos os lobos, a 

expressão da MMP-2 foi bastante similar ao grupo C (Figura 18, 19, 20). 

É importante ressaltar que, a expressão das MMPs foi mais intensa em regiões 

próximas a lesões histopatológicas. Em regiões íntegras a expressão dessa enzima é baixa ou 

inexistente. Contudo, no grupo BPA e BCm foi constatado alta frequência das MMPs 

circunjacentes a regiões acinares íntegras.  
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A análise qualitativa da expressão de Interleucina 6 (IL-6) e Interleucina 10 (IL-10) foi 

realizada por meio da análise de diversos cortes histológicos de diferentes animais. Em 

relação a expressão da IL-6 foi possível constatar uma baixa expressão dessa citocina pró-

inflamatória nos grupos C e CO (Figura 21, 22). De maneira oposta, houve uma grande 

expressão desta citocina nos grupos BPA e BCm. Nos grupos BP e BCmP houve uma redução 

considerável da expressão de IL-6 (Figura 21, 22). Os grupos Cm, P, CmP apresentaram 

expressão de IL-6 semelhante aos grupos C e CO (Figura 21, 22). Ao se tratar da expressão da 

Interleucina 10, foi observado resultado bastante semelhante aos dados obtidos anteriormente 

(Figura 23, 24).  
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DISCUSSÃO 

 A maioria dos estudos que envolvem indução experimental de neoplasia prostática 

se concentra na descrição das lesões epiteliais e menor atenção tem sido dispendida com o 

microambiente estromal e suas alterações. No presente estudo, o desregulador endócrino 

bisfenol A foi utilizado em baixa dose para induzir lesões prostáticas em gerbilos por meio de 

um protocolo bem estabelecido em nosso laboratório [8]. Com o intuito de testar a ação 

benéfica de fitoquímicos sobre as lesões estabelecidas, curcumina, piperina e a associação 

entre ambas foram testadas e avaliadas nos lobos Dorsolateral e Ventral prostáticos. Sabe-se 

que o compartimento estromal reage de inúmeras formas as diferentes situações anormais, 

produzindo um microambiente dissemelhante do estroma encontrado nos tecidos saudáveis. 

Alguns autores afirmam que as células estromais influenciam o crescimento do câncer de 

próstata em graus variados em diferentes estágios de estabelecimento e progressão do tumor 

[20-21]. No presente trabalho vários componentes estromais foram avaliados, tanto fibrilares 

como celulares, com o intuito de descrever as principais alterações morfológicas associadas a 

sítios pré-neoplásicos e tumorais e seu papel na progressão da doença. 

 O colágeno do tipo I é o principal componente da matriz extracelular e é sintetizado 

pelos fibroblastos [22]. No estroma prostático dos gerbilos, a rede de fibras de colágeno está 

disposta em uma camada densa sob o epitélio do ácino [23]. Nos carcinomas microinvasivos 

prostáticos espontâneos ou induzidos por MNU, neste mesmo modelo, as fibras de colágeno 

se apresentaram intensamente fragmentadas e dispersas [3]. A progressão da malignidade 

tumoral é acompanhada pela formação de um andaime de fibras colagênicas finas e 

ramificadas [24]. Nas lesões causadas pelo BP-A esses fenótipos também foram observados e 

em uma análise estereológica foi observado aumento na deposição de colágeno nos grupos 

BPA e BCm no lobo Dorsolateral. A associação de BP-A com piperina ou piperina e 

curcumina resultou em redução no volume das fibras de colágeno tipo I. No lobo Ventral, a 

ação do BP-A e/ou dos fitoquímicos sobre as fibras de colágeno foram sutis. As fibras 

reticulares alteraram sua organização estrutural mediante os tratamentos e em áreas 

acometidas por lesões. Em lesões mais extensas e com fenótipos mais agressivos, as FR 

sofreram intensa fragmentação e apareceram dispersas no meio dos agregados tumorais em 

associação com as células epiteliais do tumor. Estudos de Costa e colaboradores (2004) [25] 

analisaram a densidade volumétrica de fibras reticulares na zona de transição prostática e, em 

pacientes com hiperplasia houve um aumento dessas fibras quando comparado ao grupo 

controle. Em lesões prostáticas pré-malignas (PIN), induzidas por carcinógeno, as fibras 
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reticulares sofreram fragmentação e degradação, demonstrando ser mais espessas e dispondo-

se perpendicularmente à membrana basal [26]. 

 A prostáta de roedores apresenta poucas fibras elásticas que se localizam na parede 

de vasos, dispostas concentricamente ao redor dos ácinos e espalhadas no estroma da glândula 

[27]. A análise histológica das FE mostrou que regiões acinares íntegras do grupo C, são 

circundadas por células musculares lisas e por fibras elásticas dispostas em uma fina camada 

sob o epitélio. No grupo BPA, nas regiões com lesões histopatológicas, as FE apresentaram-se 

remodeladas, mais curtas e/ou fragmentadas e, em vários pontos dispostas 

perpendicularmente à membrana basal. Os grupos BCm, BP e BCmP, apesar da exposição ao 

bisfenol A, apresentaram alterações mais sutis nas FE nos diversos ácinos analisados, 

evidenciando a eficácia dos tratamentos com os fitoquímicos. Os grupos Cm, P e CmP 

apresentaram FE com padrão de distribuição semelhante ao grupo C e CO.  Em regiões 

tumorais é possível observar diversas alterações estruturais nesses elementos [1]. John 

& Murthy (2016) [28] analisaram a morfologia das fibras elásticas em carcinoma epidermóide 

de boca e, constataram uma quantidade significativa de padrão fragmentado de fibras elásticas 

neste tipo de carcinoma com fenótipo pouco diferenciado. Segundo Gonçalves e 

colaboradores (2015) [3] lesões pré-malignas na próstata de gerbilos apresentaram um ínicio 

da desorganização dos elementos elásticos que se acentuaram com a progressão da lesão. 

Atualmente pouco se sabe sobre a relação entre as fibras elásticas e o desenvolvimento e 

progressão dos tumores. Estudos mais detalhados com os fitoquímicos curcumina e piperina 

devem ser realizados, já que estes apresentaram uma boa eficácia em relação aos elementos 

elásticos próximos das lesões prostáticas decorrentes da exposição prolongada ao bisfenol A. 

Ao se tratar das células musculares lisas, em regiões glandulares íntegras, estas se 

encontraram dispostas paralelamente à membrana basal, circundando todo o epitélio 

glandular. A análise da próstata de ratos mostrou maior concentração dessas células próximas 

as unidades secretoras dos alvéolos, sugerindo que as células musculares podem ser 

responsáveis pela menor proliferação e pela propensão a apoptose sob condições normais. De 

forma contrária, regiões ductais distais apresentam fibroblastos como maioria das células 

estromais e o comportamento epitelial é mais proliferativo [29]. Em regiões afetadas por 

algum tipo de lesão, este componente estromal sofreu remodelação e as fibras musculares 

apareceram dispersas e fragmentadas, em associação com as células epiteliais do tumor. Esse 

afastamento das células musculares lisas das unidades acinares secretoras pode estar 

envolvido com o aumento da proliferação epitelial. No lobo Dorsolateral, esses rearranjos não 

afetaram o volume de fibras musculares entre os grupos. No lobo Ventral, o grupo BPA 
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apresentou o maior volume de fibras musculares lisas. Dentre os grupos que receberam 

bisfenol A, o grupo BCmP foi o que apresentou o menor volume de células musculares lisas, 

com valores próximos aos do grupo C. Estudos de Pradhan e Chandra (1975) [30] 

constataram que o início do desenvolvimento de Hiperplasia Prostática Benigna pode estar 

relacionado com a proliferação do estroma fibromuscular.   

Outra alteração constatada diz respeito ao número de vasos sanguíneos. Todos os 

tecidos requerem um suprimento contínuo de oxigênio e nutrientes, simultaneamente com a 

remoção de dióxido de carbono e de subprodutos celulares tóxicos. Essas necessidades são 

essenciais e ocorrem por dois processos: a vasculogênese e a angiogênese. A angiogênese é o 

processo no qual novos vasos sanguíneos surgem e crescem a partir de vasos pré-existentes 

[31]. O processo angiogênico envolve o ajuste do equilíbrio entre fatores pró e anti-

angiogênicos.  O início de novos vasos sanguíneos por meio da angiogênese promove o 

crescimento do tumor e a invasão. As células tumorais liberam fatores angiogênicos solúveis 

para possibilitar a formação de novos vasos e manter os vasos existentes, permitindo assim, 

que os tumores cresçam [32-34]. Dentre esses fatores, o fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGF) possui extrema importância na formação de vasos sanguíneos no câncer de 

próstata e pode ser utilizado como alvo terapêutico. Animais do grupo BPA apresentaram um 

maior número de vasos sanguíneos e maior expressão do fator de crescimento endotelial 

vascular quando comparados aos demais grupos. O tratamento com os fitoqímicos, após a 

exposição prolongada ao bisfenol A diminuiu o número de vasos sanguíneos e a expressão de 

VEGF quando comparados ao grupo BPA. Deng e colaboradores (2008) [35] constataram que 

a curcumina reduz a expressão de mRNA e proteínas do fator de crescimento endotelial 

vascular em linhagem de células de câncer de próstata andrógeno independente. Em células 

de linhagem de câncer de ovário, a curcumina foi efetiva na supressão do fator de crescimento 

endotelial vascular [36]. Kim e colaboradores (2015) [37] analisaram o efeito inibitório da 

curcumina em modelo de rato com hiperplasia prostática benigna induzida por testosterona e 

concluíram que houve diminuição na expressão de VEGF, TGF-ß1 e IGF1 nos grupos 

tratados com curcumina. Estudos com tumorigênese mamária induzida por N-nitroso-N-

metiluréia e em linhagens celulares de câncer de mama constataram que após o tratamento 

com a piperina, houve uma diminuição na expressão do receptor de estrogênio, das 

metaloproteinases de matriz 2 e 9, do c-Myc e do fator de crescimento vascular endotelial, 

sugerindo que a piperina pode suprimir a invasão, migração e angiogênese de células tumorais 

[38]. 
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 As metaloproteinases de matriz estão envolvidas na degradação dos componentes da 

matriz extracelular e na remodelação tecidual [39-41]. Essas endopeptidases proteolíticas são 

capazes de degradar e processar outras proteinases, quimiocinas e citocinas e moléculas de 

adesão [42]. Muitos estudos demonstraram o papel desempenhado pelas MMPs na invasão de 

células tumorais e na metástase, em grande parte pela ruptura e remodelação da matriz 

extracelular [43-44]. O controle da expressão das MMPs é realizado pelos inibidores teciduais 

das MMPs (TIMP) [45]. Em humanos, os neutrófilos, macrófagos, fibroblastos e células 

endoteliais são células que podem sintetizar e secretar MMP-2 e -9 [46]. Os principais 

substratos destas enzimas incluem a gelatina, o colágeno, a elastina e algumas proteínas da 

membrana plasmática, como a laminina [46-49]. A superexpressão de MMP-2 e -9 têm sido 

constantemente observada em diversos canceres [49-51]. Durante a tumorigênese, a 

destruição da membrana basal é um passo importante que favorece a invasão tumoral e as 

metástases [49,52]. A MMP-2 e -9 podem degradar a membrana basal, já que esta possui na 

sua constituição colágeno tipo quatro e laminina [52-54].  

 No nosso estudo, o lobo Dorsolateral dos grupos BPA e BCm apresentaram maior 

frequência de células MMP-9 positivas. Associado a este dado, pudemos observar que estes 

dois grupos foram os que apresentaram a maior frequência de lesões prostáticas pré-malignas 

e malignas. O lobo Ventral apresentou resultados semelhantes aos do LDL.  Ao se tratar da 

frequência de células MMP-2 positivas, no LDL, os grupos que foram expostos ao BP-A 

apresentaram maior volume absoluto de MMP-2 quando comparado aos demais grupos. No 

LV, os grupos BPA, BCm e BP apresentaram os maiores volumes absolutos quando 

comparados aos demais grupos experimentais. Entretanto, o grupo BCmP apresentou uma 

redução significativa no volume absoluto de MMP-2, evidenciando que a associação dos 

fitoquímicos curcumina/piperina, em animais expostos a baixas doses de BP-A, proporciona 

maiores efeitos benéficos que a exposição isolada. Após o tratamento com BP-A, a migração 

e invasão de células cancerosas são estimuladas por ativação aumentada de proteases como a 

metaloproteinase de matriz tipo 9 [55-57].  Lan e colaboradores (2017) [58] analisaram o 

efeito do bisfenol A na migração de trofoblastos humanos e placentação de camundongos. Foi 

constatado que o bisfenol A aumentou os níveis de proteína integrina beta1 e da MMP-9 e 

MMP-2. Estudos envolvendo a exposição de células epiteliais normais do cólon - NCM460 - 

à dose ambiental do BP-A mostrou um aumento na expressão e na atividade da MMP-9, 

favorecendo a migração celular e aumentado o risco de câncer de cólon [59]. Dominguez e 

colaboradores (2008) [60] estudaram o efeito de doses crescentes de bisfenol A sobre células 

da granulosa-luteína em relação à produção e a atividade de MMP-2 e -9. Em suma, os 



 

87 

pesquisadores concluíram que em concentrações compatíveis com os níveis de exposição 

humana, o BP-A estimula a produção de MMP-9 pelas células da granulosa, sugerindo que o 

tratamento com BP-A pode afetar a estabilidade da MEC ovariana. Em nossos estudos, a 

curcumina e a piperina isoladamente, não foram capazes de reduzir significantemente a 

expressão de MMP-9. No entanto, ao associarmos a curcumina com a piperina, houve uma 

diminuição na expressão dessa enzima. Estudos de Cao e colaboradores (2015) [61] 

analisaram a eficácia da curcumina na proliferação e apoptose em células de osteoclastoma 

humano e seus mecanismos relacionados. Dentre os resultados obtidos, pode-se observar que 

a curcumina reduziu a viabilidade celular, induziu a apoptose, aumentou a atividade da 

caspase-3 das células do osteoclatoma, inibiu a quantidade de expressão do gene MMP-9 e a 

atividade do NF-κB. Estudos com células de câncer de próstata DU145 constatou que a 

piperina diminuiu a progressão da migração dessas células, por meio da regulação negativa da 

via de sinalização Akt/mTOR/MMP-9. Além disso, observou-se que a piperina dimuiu a e 

expressão de MMP-9, p-Akt e p-mTOR [62].  

 A interleucina 6 é uma citocina pró-inflamatória que é expressa em tumores 

prostáticos e no microambiente estromal do tumor [63]. Essa citocina media diversas funções 

fisiológicas, tais como a regulação da diferenciação e ativação de células B e T, o crescimento 

e sobrevivência celular e o controle da resposta da inflamação aguda [64]. Ademais, células 

LNCaP em cultura, tratadas com interleucina 6, superexpressaram fator de crescimento 

endotelial vascular, sugerindo que a   IL-6 pode estar envolvida na angiogênese de tumores 

prostáticos [65]. Fibroblastos associados ao tumor, após sofrerem estimulação por interleucina 

6, secretam MMPs, aumentando a invasidade das células tumorais prostáticas e favorecendo a 

transição epitélio-mesenquimal [66]. Dentre os grupos que foram expostos ao bisfenol A, a 

expressão de IL-6 foi maior nos grupos BPA e BCm. Li e colaboradores (2017) [67] 

estudaram o efeito do bisfenol A sobre o carcinoma de células escamosas da laringe e 

constataram que a expressãode IL-6 foi significativamente aumentada nas células deste 

carcinoma quando expostas ao desregulador endócrino durante 24 horas. Além disso, os 

pesquisadores concluíram que, o bisfenol A desencadeia a proliferação e a migração das 

células tumorais por meio da regulação positiva de IL-6 mediada pelo receptor de estrogênio 

acoplado à proteína G. Estudos recentes com concentrações nanomolares de bisfenol A 

concluíram, por meio de ensaios moleculares que, houve um aumento da expressão de 

interleucina-6 em células de neuroblastoma. Além disso, as baixas doses de bisfenol A são 

capazes de ativar sinais de NF-κB/IL-6, aumentando assim a malignidade das células 

tumorais [68]. Foi constatado que a curcumina regula negativamente biomarcadores de 
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invasão e angiogênese (exemplo - metaloproteinase de matriz tipo 9 e VEGF) e 

biomarcadores inflamatórios (exemplo – fator de necrose tumoral e IL-6) [69]. Os potenciais 

benefícios da curcumina são limitados devido a sua baixa solubilidade, baixa absorção, 

metabolismo rápido e rápida eliminação sistêmica. A baixa biodisponibilidade da curcumina 

no sangue pode ter sido a responsável pela não redução da expressão de IL-6 após exposição 

ao BP-A. Vários estudos melhoraram a biodisponibilidade da curcumina adicionando 

compostos como a piperina [70-71]. No grupo BCmP, houve uma redução significativa da 

expressão dessa citocina quando comparado aos grupos BPA e BCm.   

 A interleucina-10 é uma citocina altamente pleiotrópica secretada por uma variedade 

de tipos de células, incluindo monócitos, macrófagos, células B e subconjuntos de células T 

[72-73]. Estudos compravam sua influência na patogênese, desenvolvimento de doenças 

autoimunes e no câncer [74]. Entretanto, seu papel na tumorigênese e desenvolvimento ainda 

é bastante controverso. Alguns autores afirmam que a IL-10 atua na progressão tumoral 

enquanto outros autores acreditam que essa citocina possui papel ativo na inibição tumoral 

[74]. Em nosso estudo, os grupos BPA e BCm apresentaram maior expressão desta citocina. 

Estes grupos, como visto anteriormente, apresentaram extensas lesões histopatológicas com 

fenótipos mais agressivos, e diversas alterações estromais. Contrariamente, os grupos BP e 

BCmP, apresentaram menor expressão de IL-10 como os demais grupos. É sabido que a IL-10 

atua como uma citocina imunossupressora e que sua expressão é um mecanismo de fuga da 

vigilância imunológica, diminuindo a resposta imune antitumoral no microambiente tumoral, 

favorecendo a promoção do tumor [74-76]. Macrófagos ativados, associados ao tumor, 

produzem quantidades significativas de IL-10 promovendo o crescimento tumoral em células 

de melanoma [77]. 
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CONCLUSÃO 

 

 Em conclusão, este trabalho demonstrou que o microambiente estromal prostático, 

em especial as células musculares lisas, as fibras de colágeno e as fibras do sistema elástico, a 

expressão de MMPs, ILs e VEGF, sofreram modificações após o tratamento prolongado com 

doses ambientais de bisfenol A. Mudanças na composição do estroma prostático podem 

alterar a homeostase epitelial, levando à disfunção glandular, com possível desenvolvimento 

de doenças. A administração de curcumina isoladamente não foi capaz de amenizar essas 

alterações. Por outro lado, a associação da curcumina com a piperina, trouxe resultados mais 

benéficos para a glândula prostática que apresentou os elementos estromais estudados bem 

próximos aos do grupo Controle. O entendimento dos fatores capazes de modular o 

microambinete estromal torna possível o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas 

na prevenção ou na redução da evolução dos distúrbios prostáticos. 
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LEGENDAS DAS FIGURAS 

Figura 1. Desenho experimental do estudo. 

Figura 2. Elementos Colagênicos do lobo Dorsolateral de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos. A, B. 

Epitélio prostático íntegro circundado por células musculares lisas e por uma espessa camada de colágeno 

subepitelial (setas).  C. Ácino acometido por Neoplasia Intraepitelial Prostática (PIN). D. Ácino acometido por 

Carcinoma Microinvasivo (CM). E, F, G, H e I. Ácinos com PIN. Observa-se a distribuição menos ordenada dos 

elementos colagênicos em meio ao epitélio proliferativo (asteriscos e setas). A. Grupo C. B. Grupo CO. C. 

Grupo BPA. D. Grupo BCm. E. Grupo BP. F. Grupo BCmP. G. Grupo Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. A-I. 

Picrossírius-Hematoxilina.  

Figura 3. Elementos Colagênicos do lobo Ventral de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos. A, B. 

Epitélio prostático íntegro circundado por células musculares lisas e por uma camada de colágeno subepitelial 

(setas).  C, D. Ácinos acometidos Carcinoma Microinvasivo (CM). Os asteriscos indicam rompimento dos 

elementos colagênicos da matriz extracelular no sítio neoplásico. E, F, G, H e I. Ácinos acometidos por PIN. 

Observa-se a distribuição menos ordenada dos elementos colagênicos em meio ao epitélio proliferativo 

(asteriscos e setas). A. Grupo C. B. Grupo CO. C. Grupo BPA. D. Grupo BCm. E. Grupo BP. F. Grupo BCmP. 

G. Grupo Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. A-I. Picrossírius-Hematoxilina. 

Figura 4. Fibras Reticulares do lobo Dorsolateral prostático de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos. A e 

B. Epitélio prostático íntegro, circundado por finas camadas de colágeno subepitelial do tipo I (setas) e do tipo 

III (cabeça de setas) dispostas paralelamente a membrana basal. C. Ácino acometido por Carcinoma 

Microinvasivo. Os elementos colagênicos (setas) sofreram intensa fragmentação dispondo-se 

perpendicularmente a membrana basal. D, E. Carcinoma Microinvasivo. Notar intensa remodelação dos 

elementos colagênicos (setas). F, G, H. Ácino acometido por PIN. As setas indicam remodelação das fibras 

reticulares. I. Ácino acometido PIN. É possível observar o espessamento das fibras reticulares neste sítio 

neoplásico (setas). A. Grupo C. B. Grupo CO. C. Grupo BPA. D. Grupo BCm. E. Grupo BP. F. Grupo BCmP. 

G. Grupo Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. A-I. Reticulina de Gömori. 

Figura 5. Fibras Reticulares do lobo Ventral prostático de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos. A e B. 

Epitélio prostático íntegro, circundado por finas camadas de colágeno subepitelial do tipo I (setas) e do tipo III 

(cabeça de setas) dispostas paralelamente a membrana basal. C. Ácino acometido por Carcinoma Microinvasivo. 

Os elementos colagênicos (setas) sofreram intensa fragmentação dispondo-se perpendicularmente a membrana 

basal. Além disso, é possível notar o espessamento de algumas fibras reticulares. D. Carcinoma Microinvasivo. 

Notar intensa remodelação dos elementos colagênicos (setas). E, F, G, H. Ácinos acometidos com PIN. Notar 

início de desestruturação dos elementos de matriz extracelular (setas) associados a esses sítios neoplásicos.  I. 

Ácino acometido com Neoplasia Intraepitelial Prostática. É possível observar o espessamento (*) e a 

fragmentação (setas) das fibras reticulares neste sítio neoplásico. A. Grupo C. B. Grupo CO. C. Grupo BPA. D. 

Grupo BCm. E. Grupo BP. F. Grupo BCmP. G. Grupo Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. A-I. Reticulina de 

Gömori. 
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Figura 6. Volume absoluto (mm3) de colágeno na próstata de gerbilos adultos submetidos a diferentes 

tratamentos. Os valores representam média ± EP (n, 7 por grupo). Análise estatística baseada nos testes de 

Kruskal-Wallis e Dunn. Diferentes superíndices indicam diferenças significativas entre os grupos. 

Figura 7. Elementos elásticos do lobo Dorsolateral prostático de gerbilos adultos. A, B. Epitélio prostático 

íntegro circundado por células musculares lisas e por fibras elásticas. C. Ácino apresentando fibras elásticas 

remodeladas, curtas e com ruptura em diversos pontos (setas). D, F, G, H, I. Ácinos apresentando disposição 

típica das fibras elásticas. E. Aparente aumento das fibras elásticas subepiteliais. A. Grupo C. B. Grupo CO. C. 

Grupo BPA. D. Grupo BCm. E. Grupo BP. F. Grupo BCmP. G. Grupo Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. A-I. 

Resorcina-Fucsina de Weigert. Escala das figuras: 10µm. 

Figura 8. Elementos elásticos do lobo Ventral prostático de gerbilos adultos. A, B. Epitélio prostático íntegro 

circundado por células musculares lisas e por fibras elásticas. C. Ácino apresentando fibras elásticas com 

orientação perpendicular à membrana basal, curtas e com ruptura em diversos pontos (setas) em regiões íntegras 

ou com lesão histopatológica. D, G, H, I. Ácinos apresentando disposição típica das fibras elásticas.  E.F. Maior 

deposição de fibras elásticas entre as camadas de células musculares lisas (setas). A. Grupo C. B. Grupo CO. C. 

Grupo BPA. D. Grupo BCm. E. Grupo BP. F. Grupo BCmP. G. Grupo Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. A-I. 

Resorcina-Fucsina de Weigert. Escala das figuras: 10µm. 

Figura 9. Imunohistoquímica para alfa-actina de músculo liso no lobo Dorsolateral. A, B. Epitélio prostático 

íntegro, circundado por uma camada de células musculares lisas (ML). C, D. Ácinos acometidos por Carcinoma 

Microinvasivo. É possível notar o rompimento da camada de células musculares lisas favorecendo a invasão 

estromal (setas). E, F. Ácinos acometidos por Neoplasia Intraepitelial Prostática (PIN). Observar o início da 

desestruturação da camada de células musculares lisas nestes sítios neoplásicos. G-I. Ácinos com a presença e 

PIN. Apesar do ácino apresentar diversas atipias, a camada de células musculares lisas está integra e circundando 

todo o ácino. A. Grupo C. B. Grupo CO. C. Grupo BPA. D. Grupo BCm. E. Grupo BP. F. Grupo BCmP. G. 

Grupo Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. 

Figura 10. Imunohistoquímica para alfa-actina de músculo liso no lobo Ventral.  A, B. Epitélio prostático 

íntegro, circundado por uma camada de células musculares lisas (ML). C. Ácino acometido por Neoplasia 

Intraepitelial Prostática (PIN). Notar o início da ruptura da camada de células musculares lisas (seta).  D. Ácino 

acometido por Carcinoma Microinvasivo. É possível notar o rompimento da camada de células musculares lisas 

favorecendo a invasão estromal (setas). E. Ácino acometido por Neoplasia Intraepitelial Prostática (PIN). 

Observar o início da desestruturação da camada de células musculares lisas neste sítio neoplásico (seta). F. 

Ácino com PIN. Apesar das atipias celulares, a camada de células musculares lisas apresenta-se íntegra. G-I. 

Ácinos com a presença e PIN. Nota-se que a camada de células musculares lisas está integra e circundando todo 

o ácino. A. Grupo C. B. Grupo CO. C. Grupo BPA. D. Grupo BCm. E. Grupo BP. F. Grupo BCmP. G. Grupo 

Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. 

Figura 11. Volume absoluto (mm3) de músculo liso na próstata dorsolateral e ventral de gerbilos adultos 

submetidos a diferentes tratamentos. Os valores representam média ± EP (n, 7 por grupo). Análise estatística 

baseada nos testes de Kruskal-Wallis e Dunn. Diferentes superíndices indicam diferenças significativas entre os 

grupos. 
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Figura 12. Imunoexpressão do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-A) no lobo Dorsolateral de 

gerbilos adultos. A, B. Baixa expressão de VEGF em tecido prostático íntegro (setas). C-E. Alta expressão de 

VEGF (asteriscos). F-I. Baixa expressão de VEGF (setas). A. Grupo C. B. Grupo CO. C. Grupo BPA. D. Grupo 

BCm. E. Grupo BP. F. Grupo BCmP. G. Grupo Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. 

Figura 13. Imunoexpressão do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-A) no lobo Ventral de gerbilos 

adultos. A, B. Baixa expressão de VEGF em tecido prostático íntegro (setas). C. Forte expressão de VEGF em 

animais tratados com BP-A, inclusive em áreas livres de lesões. D, E. Alta expressão de VEGF (setas e 

asteriscos).  F-I. Baixa expressão de VEGF (setas). A. Grupo C. B. Grupo CO. C. Grupo BPA. D. Grupo BCm. 

E. Grupo BP. F. Grupo BCmP. G. Grupo Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. 

Figura 14. Volume absoluto (mm3) de vasos sanguíneos na próstata de gerbilos adultos submetidos a diferentes 

tratamentos. Os valores representam média ± EP (n, 7 por grupo). Análise estatística baseada nos testes de 

Kruskal-Wallis e Dunn. Diferentes superíndices indicam diferenças significativas entre os grupos. 

Figura 15. Imunoexpressão de Metaloproteínases de Matriz tipo 2 (MMP-2) no lobo Dorsolateral prostático de 

gerbilos submetidos a diferentes tratamentos. A. Grupo C. B. Grupo CO. C. Grupo BPA. D. Grupo BCm. E. 

Grupo BP. F. Grupo BCmP. G. Grupo Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. 

Figura 16. Imunoexpressão de Metaloproteínases de Matriz tipo 2 (MMP-2) no lobo Ventral prostático de 

gerbilos submetidos a diferentes tratamentos. A. Grupo C. B. Grupo CO. C. Grupo BPA. D. Grupo BCm. E. 

Grupo BP. F. Grupo BCmP. G. Grupo Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. 

Figura 17.  Volume absoluto (mm3) de Metaloproteínase de Matriz tipo 2 (MMP-2) nos lobos Dorsolateral e 

Ventral prostático de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos. Os valores representam média ± EP (n, 7 por 

grupo). Análise estatística baseada nos testes de Kruskal-Wallis e Dunn. Diferentes superíndices indicam 

diferenças significativas entre os grupos. 

Figura 18. Imunoexpressão de Metaloproteínase de Matriz tipo 9 (MMP-9) no lobo Dorsolateral prostático de 

gerbilos submetidos a diferentes tratamentos (setas). A. Grupo C. B. Grupo CO. C. Grupo BPA. D. Grupo BCm. 

E. Grupo BP. F. Grupo BCmP. G. Grupo Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. 

Figura 19. Imunoexpressão de Metaloproteínases de Matriz tipo 9 (MMP-9) no lobo Ventral prostático de 

gerbilos submetidos a diferentes tratamentos (setas). A. Grupo C. B. Grupo CO. C. Grupo BPA. D. Grupo BCm. 

E. Grupo BP. F. Grupo BCmP. G. Grupo Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. 

Figura 20.  Volume absoluto (mm3) de Metaloproteínases de Matriz tipo 9 (MMP-9) nos lobos Dorsolateral e 

Ventral prostático de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos. Os valores representam média ± EP (n, 7 por 

grupo). Análise estatística baseada nos testes de ANOVA e Tukey. Diferentes superíndices indicam diferenças 

significativas entre os grupos. 

Figura 21. Imunoexpressão de Interleucina tipo 6 (IL-6) no lobo Dorsolateral prostático de gerbilos submetidos 

a diferentes tratamentos (setas). A. Grupo C. B. Grupo CO. C. Grupo BPA. D. Grupo BCm. E. Grupo BP. F. 

Grupo BCmP. G. Grupo Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. 
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Figura 22. Imunoexpressão de Interleucina tipo 6 (IL-6) no lobo Ventral prostático de gerbilos submetidos a 

diferentes tratamentos (setas). A. Grupo C. B. Grupo CO. C. Grupo BPA. D. Grupo BCm. E. Grupo BP. F. 

Grupo BCmP. G. Grupo Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. 

Figura 23. Imunoexpressão de Interleucina tipo 10 (IL-10) no lobo Dorsolateral prostático de gerbilos 

submetidos a diferentes tratamentos (setas). A. Grupo C. B. Grupo CO. C. Grupo BPA. D. Grupo BCm. E. 

Grupo BP. F. Grupo BCmP. G. Grupo Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. 

Figura 24. Imunoexpressão de Interleucina tipo 10 (IL-10) no lobo Ventral prostático de gerbilos submetidos a 

diferentes tratamentos (setas). A. Grupo C. B. Grupo CO. C. Grupo BPA. D. Grupo BCm. E. Grupo BP. F. 

Grupo BCmP. G. Grupo Cm. H. Grupo P. I. Grupo CmP. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

- A ingestão prolongada a baixas doses de bisfenol A alterou morfofisiologicamente a 

glândula prostática de gerbilos adultos. 

- Foi constatado um aumento na incidência e na multiplicidade de lesões prostáticas no grupo 

BPA. Este dado enfatiza que, a dose de 50 μg/kg/dia não é segura para a homeostase 

prostática. 

- A curcumina isoladamente apresentou efeitos benéficos para a glândula prostática. Contudo, 

os potenciais benefícios da curcumina foram limitados possivelmente pela sua baixa absorção 

e metabolismo rápido. 

- A adição do fitoquímico piperina trouxe efeitos mais significativos para a glândula 

prostática, como a redução das lesões pré-malignas e a ausência das lesões malignas em 

ambos os lobos 

- O microambiente estromal prostático, em especial as células musculares lisas, as fibras de 

colágeno e as fibras do sistema elástico, a expressão de MMPs, ILs e VEGF, sofreram 

modificações após o tratamento prolongado com doses ambientais de bisfenol A. 

- A administração de curcumina isoladamente não foi capaz de amenizar as alterações 

estromais impostas pelo bisfenol A. Por outro lado, a associação da curcumina com a 

piperina, trouxe resultados mais benéficos para a glândula prostática que apresentou os 

elementos estromais estudados semelhantes ao grupo controle. 

- A administração dos fitoquímicos isoladamente ou associados não promoveu alterações nos 

parâmetros estudados. 

- Entender os fatores capazes de modular o microambinete estromal torna possível o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas na prevenção ou na redução da evolução 

dos distúrbios prostáticos. 
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