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RESUMO

Estudos recentes tém demonstrado que a exposicao a substancias quimicas presentes
no ambiente pode causar alteragdes morfofisiologicas permanentes na préstata. Estas
substancias, denominadas desreguladores endocrinos, mimetizam horménios esteroides,
agindo diretamente sobre os 6rgdos do trato reprodutivo. O bisfenol-A, uma das substancias
quimicas de maior producdo no mundo, é utilizado na composicdo de diversos produtos.
Estudos epidemioldgicos indicam que compostos polifendlicos naturais reduzem a incidéncia
de varios tipos de canceres. Dentre eles, a curcumina possui um alto potencial farmacoldgico
incluindo atividades anti-inflamatoria e antitumoral, no entanto este fitoquimico possui baixa
biodisponibilidade. A piperina pode aumentar a concentracdo de curcumina no SoOro e sua
absorcdo e biodisponibilidade. Assim, este estudo tem como objetivo avaliar se a curcumina
reverte as alteracdes impostas pelo bisfenol-A sobre a glandula prostatica, bem como avaliar
se 0 composto piperina aumenta a possivel atividade protetora da curcumina. Foram utilizados
gerbilos machos/adultos (Meriones unguiculatus) divididos em nove grupos experimentais:
C: agua ad libitum; CO: oleo de milho,via gavagem, a cada dois dias; BPA: BP-A
50ug/kg/dia na agua; 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 50ug/kg/dia na
agua+100mg/kg/dia de curcumina, via gavagem, a cada dois dias; BCmP: BP-A 50ug/kg/dia
na agua+100mg/kg/dia de curcumina+20mg/kg/dia de piperina, via gavagem, a cada dois
dias; BP: BP-A 50ug/kg/dia na agua+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 eutanasia dos animais aconteceu vinte e nove semanas apds o inicio do experimento e
foram analisados os lobos Ventral e Dorsolateral prostaticos. As metodologias utilizadas
envolveram andlises quantitativas e estatisticas da ingestdo de bisfenol-A, peso corpdreo e
prostatico, dosagens hormonais, calculo da incidéncia e multiplicidade de lesdes prostéaticas e
inflamac6es, fator forma nuclear, analises estereoldgicas bem como analises morfoldgicas e
imunohistoquimicas. Lesdes de carater pré-maligno e maligno foram constatadas em ambos
os lobos prostaticos. Contudo, os animais dos grupos BPA e BCm apresentaram uma maior
incidéncia e multiplicidade de lesbes prostaticas. Este dado enfatiza que, a dose ambiental de
50 pg kg/dia de bisfenol-A ndo é segura para a homeostase prostatica. Por outro lado, os
animais dos grupos BP e BCmP apresentaram reducdo na frequéncia dessas lesdes, revelando
incidéncia e multiplicidade com valores bem préximos aos do grupo controle. O

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



colageno, além de diversos pontos de desestruturacdo da camada de células musculares lisas,
favorecendo a invasdo estromal. A expressdo de VEGF, MMP-9, MMP-2, IL-6 e IL-10
aumentou significantemente nestes grupos, enquanto que nos demais grupos estes elementos
ndo sofreram alteracdo. A curcumina isoladamente promoveu efeitos benéficos sutis nos lobos
prostaticos. A adicdo de piperina resultou em efeitos mais significativos para a glandula
prostatica, como a reducdo das lesGes pré-malignas e a auséncia das lesGes malignas em
ambos os lobos. O entendimento dos fatores capazes de modular o microambiente prostatico
torna possivel o desenvolvimento de estratégias terapéuticas na prevencdo ou na reducdo da

evolucdo dos distdrbios prostéaticos.

Palavras—chave: Bisfenol A. Desregulador Enddcrino. Curcumina. Piperina. Fitoquimicos.
Gerbilo da Mongolia. Prostata.



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-4 50ug/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-A4 50ug/kg/day in
water+100mg/kg/day of curcumin, via gavage, every two days; BCmP: BP-4 50ug/kg/day in
water+100mg/kg/day of curcumin+20mg/kg/day of piperine, via gavage, every two days; BP:
BP-4 50ug/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
ug/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 INTRODUCAO

1.1 Préstata: Estrutura, Desenvolvimento e Morfofisiologia.

O céncer de prostata, diagnosticado nos homens e também em animais experimentais,
tem os androgenos e estrogenos altamente envolvidos como fatores de sobrevivéncia e
progressao, porém, os mecanismos moleculares desse problema sdo complexos, pois além de
ser uma doenga relacionada a idade, raca, fatores hereditarios e andrégeno-dependente,
também é influenciada por fatores ambientais, dietas, repostas imunes e inflamatérias
(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 glandula prostatica deve-se
tanto ao seu complexo processo de desenvolvimento, quanto a alta incidéncia de doencas
prostaticas, como hiperplasia prostatica benigna e adenocarcinoma (MARKER et al., 2003).

A prostata € uma glandula acessoria do aparelho reprodutor masculino, que
juntamente com a vesicula seminal contribui com a produgéo de nutrientes que constituem o
fluido seminal. Essa glandula promove a conservacgédo do pH apropriado e do gradiente idnico
desta secrecdo (UNTERGASSER; MADERSBACHER; BERGER, 2005) e garante a
viabilidade, motilidade e sobrevivéncia aos espermatozoides, contribuindo no processo de
fertilizacdo (ROCHEL et al., 2007; TABOGA et al., 2009). Adicionalmente, as células
prostaticas possuem mecanismos enzimaticos capazes de ativar e coordenar a sintese de
horménios sexuais, responsaveis pela manutencdo e crescimento glandular (HERMANN et
al., 2000).

A glandula prostatica estd presente na maioria dos mamiferos, no entanto com
morfologia bastante variavel entre os grupos (ROCHEL et al., 2007). A prostata humana
adulta apresenta zonas distintas intimamente associadas, constituindo um o6rgdo com
morfologia compacta (PRICE, 1963). E dividida em trés zonas: periférica, central e de
transicdo (MCNEAL et al., 1983). Estas zonas possuem diferentes origens embrionérias e
podem ser distinguidas por meio da posicdo anatdbmica, de analises histoldgicas, funcdes
biologicas e sensibilidade ao desenvolvimento de doencas prostaticas (LEE; OLUGBADE;
KISCHENBAUM, 2011). Em roedores a préstata é composta por quatro lobos distintos, os
quais sdo nomeados de acordo com sua posicdo em relagdo a uretra (JESIK;
HOLLAND; LEE, 1982; ROCHEL et al., 2007). Esses lobos sdo 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 sdo designados como Lobo Lateral (LL), Lobo Ventral
(LV), Lobo Dorsal (LD) e ligado as vesiculas seminais, o Lobo Anterior (LA) ou Glandula
Coaguladora (GC) (JESIK; HOLLAND; LEE, 1982; PRICE, 1963). Em um mesmo lobo, os
ductos prostéticos apresentam variacdes quanto ao tipo celular, resposta a andrégenos, sintese
e secrecdo de proteinas (HAYASHI et al., 1991; KINBARA; CUNHA, 1996; BANERJEE et
al., 1998). No gerbilo da Mongdlia (Meriones unguiculatus) a préstata € uma glandula
tubuloacinar dividida em quatro lobos: Lobo Dorsolateral (LDL), Lobo Ventral (LV), Lobo
Dorsal (LD) e Glandula Coaguladora (GC) que sdo muito semelhantes aos de outros roedores
(ROCHEL et al., 2007) (Figura 1). Apesar das diferengas anatdémicas, estudos recentes
encontraram semelhangas nos mecanismos moleculares basicos para o desenvolvimento do
cancer de prostata em roedores e homens, sendo os primeiros modelos validos para estudar a
neoplasia humana (NASCIMENTO-GONGCALVES et al., 2018).

A camada epitelial é constituida por células secretoras, intermediarias, basais e
neuroendocrinas. Essas células s@o dependentes dos horménios esteroides e reagem
diferentemente a cada um deles (DE MARZO et al., 2007). As células secretoras, as basais e
as neuroenddcrinas se diferem quanto a regulacdo hormonal e sdo responsaveis pela secrecéo
de proteinas e substancias de baixo peso molecular que compdem o fluido prostatico
(BONKHOFF; FIXEMER; REMBERGER, 1998). O estroma prostatico é composto por
celulas musculares lisas e fibroblastos concentrados em uma matriz extracelular ao redor dos
ductos e é&cinos. A matriz extracelular ¢ composta por fibras colagénicas, elasticas,
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 hd também células endoteliais
vasculares, células do sistema imune e macréfagos teciduais (TUXHORN; AYALA;
ROWLEY, 2001).

Em humanos e roedores, as etapas da embriogénese prostatica apresentam
similaridades e diferencas (CUNHA; COOKE; KURITA, 2004a). Esse evento inicia-se a
partir de uma estrutura de origem endodérmica indiferenciada, o seio urogenital (SUG), uma
extensdo derivada do intestino grosso denominada cloaca (CUNHA; DONJACOUR,;
SUGIMURA, 1986). O SUG é formado por um componente epitelial e um componente
mesenquimal. O desenvolvimento prostético a partir do seio urogenital ocorre na presenca de
andrégenos como resultado de interacdes entre a regido epitelial e mesenquimal (CUNHA et

al., 2004b) . As células mesenquimais produzem e secretam fatores paracrinos especificos que
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ditam o crescimento e diferenciacdo da glandula prostatica. Os fatores de transcricdo da
familia homeobox NKx3.1, Hoxa-13, Hoxb-13 e Hoxd-13, os fatores da familia FGF (FGF-7
e 10) sdo de extrema importancia na morfogénese prostatica (PRINS; PUTZ, 2008). Em
humanos o desenvolvimento prostatico inicia-se, aproximadamente, no primeiro trimestre e se
completa logo em seguida ao nascimento. Por outro lado, em roedores o desenvolvimento
inicia-se proximo ao décimo sétimo dia embrionario e o completo crescimento e maturagédo
ocorre durante a puberdade (25° - 40° dia) (PRINS; KORACH, 2008).

O crescimento e desenvolvimento da prdstata se estendem até que a maturidade sexual
seja atingida e manutencdo da homeostase prostatica no individuo adulto é garantida por
hormanios esteroides (CUNHA; DONJACOUR; SUGIMURA, 1986; MARKER et al., 2003).
O receptor de androgeno (AR) bem como o receptor de estrogeno tipo alfa (ERa) e tipo beta
(ERP) sdo determinantes para o desenvolvimento prostatico. Esses receptores passam a ser
expressos em locais e momentos especificos. Enquanto 0 ERa é expresso predominantemente
no mesénquima, durante estdgios iniciais do desenvolvimento, o ERP tem sua expressao
localizada no epitélio nas fases de diferenciacdo das células epiteliais prostaticas (PRINS;
KORACH, 2008; PRINS; PUTZ, 2008).

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

Modelos animais tém sido utilizados para estudar diversas doengas, como cancer,
diabetes, Alzheimer, obesidade, entre outras. Os modelos animais podem contribuir com
informacGes para o entendimento de muitos aspectos envolvidos no desenvolvimento da
doenca e para a descoberta e desenvolvimento de terapias farmacologicas e néo
farmacoldgicas e estratégias preventivas, que podem ser testadas em ensaios clinicos
(NASCIMENTO-GONCALVES et al., 2018).

Os gerbilos (Meriones unguiculatus) sdo roedores murideos da subfamilia
Gerbillinae. Sao utilizados em pesquisas laboratoriais desde a década de 1960 (WILLIAMS,
1974). Possuem anatomia similar a do rato e do camundongo e na idade adulta, ambos o0s
sexos, apresentam 11,5 a 14,5 cm de comprimento corporal e pesam cerca de 70 gramas. A
prostata dos gerbilos, na faixa etaria de aproximadamente 100 dias, possui &cinos com epitélio
prismatico simples e altamente secretor. Entre as por¢des glandulares, hd estroma conjuntivo
vascularizado, com poucas fibras elasticas e conjuntivas. As células musculares lisas sdo

bastante compactadas e estdo dispostas ao redor dos acinos (ROCHEL et al., 2007).
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A préstata do gerbilo (Figura 1), apesar de ser multilobular, possui lobos compactos
e suas caracteristicas teciduais, disposicdo dos elementos epiteliais, estromais e musculares
sdo muito semelhantes as encontradas na prostata humana (PINHEIRO et al., 2003; GOES et
al., 2007). Assim, as semelhancas morfofuncionais estabelecidas até 0 momento favorecem
situacBes experimentais e correlacdes com o homem, ja& que a prdstata é de extrema
importancia para a homeostase e a funcionalidade do aparelho reprodutor masculino.

Os gerbilos sdo cada vez mais utilizados em diversas areas da pesquisa cientifica 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; GONCALVES et al., 2010, 2013, 2017
CAMPOS et al., 2018; RIBEIRO et al., 2018; GOMES et al., 2019), inflamagdo (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 prdstata 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), exposicdo a desreguladores endocrinos (BIANCARDI et al.,
2012; CAMPOS et al., 2015; FALLEIROS-JUNIOR et al., 2016; PEREZ et al., 2016;
COSTA et al., 2017; CHRISTANTE et al., 2018; FACINA et al., 2018), drogas contra
hiperplasia prostatica 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; CUSTODIO et al., 2008; CAMPOS et al., 2010, 2014;
OLIVEIRA et al., 2011), carcinogénese quimica (CAO et al., 2002; KAWAZOE et al., 2007,
GONCALVES et al., 2010, 2013, 2017).

O estabelecimento de modelos experimentais para o estudo das relacdes entre epitélio
e estroma e 0 conhecimento dos componentes celulares e macromoleculares da prostata
tornam-se instrumentos muito importantes para o entendimento do desenvolvimento, da

estrutura e da fisiologia desta glandula.
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Figura 1. Visdo lateral (A), dorsal (B, D) e ventral (C) do Complexo Prostatico do gerbilo adulto
(esquematicamente e fresco). B- Bexiga Urinaria; GC — Glandula Coaguladora; LD — Lobo Dorsal; LDL — Lobo
Dorsolateral; LV — Lobo Ventral; VS — Vesicula Seminal; U — Uretra Pélvica e Musculo Uretral. FONTE:
Modificado de ROCHEL et al., 2007).

1.3 Ac¢do de quimicos ambientais sobre a préstata: uma visdo sobre o BP-A

O céncer de prostata representa 15% de todos os novos casos de cancer em todo o
mundo, com mais de um milhdo de novos casos diagnosticados a cada ano (PURSHOUSE;
PROTHEROE, 2019). Nos paises desenvolvidos é a principal e mais frequente doenca
neoplasica que atinge os homens e embora represente uma causa comum de mortalidade, €
passivel de prevencdo e cura (BARRY; SIMMONS, 2017; SIEGEL; MILLER; JEMAL,

2018; PDQ®, 2019). A patologia molecular do cancer de préstata € bastante complexa, pois é
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uma doenga relacionada a idade, a fatores hereditarios e androgeno dependentes, além de ser
influenciada por hormonios sexuais, dietas, respostas imunes e inflamatdrias 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 tém demonstrado que a exposicdo a uma gama de substéncias
quimicas presentes no meio ambiente pode causar alteracbes morfoldgicas e fisioldgicas
permanentes na préstata. Estas substancias sdo conhecidas como desreguladores enddcrinos
(EDC’s) e sdo encontrados em Vvarios materiais tais como pesticidas, metais, aditivos e
contaminantes de alimentos, produtos industrializados e de cuidados pessoais (WHO/UNEP,
2013; PATERNI; GRANCHI; MINUTOLO, 2016). A exposi¢cdo humana aos EDCs ocorre
pela ingestdo de alimentos, agua, poeira, inalagdo de particulas e gases no ar e pela pele.
Também pode ocorrer da gestante para o feto ou crianca em desenvolvimento por meio da
placenta e do leite materno (WHO/UNEP, 2013).

Os desreguladores enddcrinos sdo compostos que interagem com receptores
hormonais como agonistas, antagonistas ou mistura de ambos. Essas substancias podem ativar
inadequadamente um receptor hormonal, mesmo quando o horménio ndo esta presente ou
alterar a acdo ou o metabolismo desses hormoénios no organismo (BIGSBY et al., 1999).
Consequentemente podem agir diretamente sobre os 6rgédos do trato reprodutivo de machos e
fémeas, pois competem com o0s esteroides enddgenos pelos sitios de ligagdo dos seus
receptores (BIGSBY et al., 1999; TOPPARI, 2008).

Muitos destes EDC’s pertencem a classe dos xenoestrogenos, que sdo estrogenos
sintéticos produzidos industrialmente. Os xenoestrogénios incluem compostos que podem
alterar a sintese, a atividade e o metabolismo de estrogenos enddgenos afetando, assim, o
desenvolvimento e a reproducdo de organismos (JIN et al., 2013). Atualmente é conhecida
uma infinidade de xenoestrogenos com acdo de desregulador endocrino. Um exemplo
bastante conhecido devido a sua ampla distribuicdo e pelos impactos causados sobre a satde
dos seres humanos e também sobre o meio ambiente é o bisfenol A (BP-A). O crescente
interesse em estudar as acdes do BP-A ¢ devido ao fato de que a exposicdo a essa substancia
pode estar associada ao aumento da incidéncia de tipos de canceres hormdnio-dependente,
como o cancer de prostata, mama e ovario (BRODY; RUDEL, 2003; MAFFINI et al., 2006;
GAO et al., 2015).

O BP-A é um composto quimico cristalino com férmula C15H1602 e uma estrutura

composta por dois grupos hidroxifenil (Figura 2) que lhe ddo um leve odor fendlico
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(CARIATI et al., 2019), muito utilizado na producdo de plasticos policarbonato, selantes
dentais, resinas epoxi, papéis térmicos, sendo um dos produtos quimicos de maior volume de
producdo no mundo (VANDERBERG, 2007; PRINS et al., 2007). Possui rapida eliminacdo
(t1/2 5.3 hours) apos sua absor¢do (VOLKEL et al., 2002), mas a maioria dos seres humanos
tem esse composto mensuravel em sua urina indicando que hé exposigdo cronica (CALAFAT
et al., 2008). Estudos de Fernandez e colaboradores (2007) também apontam acumulo de BP-
A no tecido adiposo, com niveis detectaveis em 50% das amostras de tecido adiposo mamario
de mulheres. Além disso, é capaz de interferir ou competir com horménios enddgenos em
muitas atividades fisiologicas, tendo efeitos adversos na homeostase do organismo
(D'ANGELO; SCAFURO; MECCARIELLO, 2019).

Diversos estudos com humanos e animais identificaram efeitos adversos para a saude
resultantes da exposicdo ao BP-A, tais como a obesidade, sindrome metabdlica e resisténcia a
insulina (BODIN et al., 2013, 2014; AMIN et al., 2019), doencas da glandula mamaria
(MURRAY et al., 2007; IBRAHIM; ELBAKRY; BAYOMY, 2016) e doencas prostaticas
(CASTRO et al., 2013; FACINA et al., 2018) , alteracdes neurologicas e comportamentais
(ZHANG et al., 2014 a; WANG et al., 2016) , alteracbes nos processos reprodutivos
masculino (LI et al., 2016) e feminino (ZHANG et al., 2014b) entre muitos outros.

O BP-A possui efeitos estrogénicos e antiandrogénicos que podem alterar o eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal. Além disso, possui capacidade de alterar padrdes
epigenéticos normais com efeitos prejudiciais ao sistema reprodutor masculino (CARIATI et
al., 2019). O BP-A liga-se tanto ao receptor de estrogeno nuclear (ERa ¢ ERB) quanto aos
receptores de estrdgeno ligados a membrana plasmatica. (GOULD et al., 1998; KUIPER et
al., 1998; WOZNIAK; BULAYEVA ; WATSON, 2005). A afinidade de ligacdo do BP-A ao
ERa e ERp ¢ aproximadamente dez mil vezes menor que a dos estrégenos endogenos. Nao
obstante, ele € um completo agonista destes receptores estrogénicos (PRINS et al.,
2008).Também, pode ligar-se aos receptores de andrégenos (AR) (SOHONI; SUMPTER,
1998) e aos receptores tireoidianos (MORIY AMA et al., 2002).

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) dos Estados Unidos a dose
considerada segura para ingestdo diaria de BP-A é de 50 ug/kg/dia, segundo nivel de efeito
adverso mais baixo observado (LOAEL) e o fator de seguranca de 1000 (ALONSO-
MAGDALENA; QUESADA; NADAL, 2011; CORRALES et al., 2015; CASTRO et al.,
2018). A Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA) baixou recentemente os

niveis de exposicdo segura ao BP-A, baseado na ingestdo didria segura, de 50 para 4
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pg/kg/dia (CORRALES et al.,, 2015). Entretanto, diversos estudos com roedores tém
mostrado efeitos adversos da administracdo do bisfenol A em baixas concentragdes sobre 0s
diversos tecidos responsivos a hormonios (PRINS et al., 2011; CASTRO et al., 2013;
WADIA et al., 2013; PRINS et al., 2018). Castro e colaboradores (2018) reportaram que a
exposicao a doses baixas de bisfenol A (2,4 e 10ug/kg/dia) durante o desenvolvimento fetal e
neonatal altera a expressdo das enzimas aromatase e Sa-redutase, interferindo na produgdo in
situ de estrogeno e androgeno. A administracdo oral de bisfenol A (2 pg/kg) em ratos adultos
por um periodo de 14 dias reduziu significativamente a contagem de espermatozdides e o
nimero de células germinativas. Além disso, 0s niveis séricos de testosterona e horménio
foliculo-estimulante foram menores que os de animais controle (JIN et al., 2013).
Adicionalmente, Facina e colaboradores (2018) reportaram que a exposicdo prolongada a
doses baixas de bisfenol A aumentou a incidéncia e a multiplicidade de lesdes prostaticas em
gerbilos adultos.

Por muitos anos a prostata tem sido alvo de diversos estudos devido a sua importancia
clinica e a prevaléncia de doencas graves que afetam esse 6rgdo. O impacto do bisfenol A na
prostata tornou-se o centro de diversas pesquisas atuais com foco especial no entendimento de
como o BP-A afeta a fisiopatologia prostatica. Além disso, pouco se sabe a respeito dos
efeitos da exposicdo prolongada ao BP-A durante a vida adulta sobre a histofisiologia
prostatica. Dessa forma, torna-se extremamente relevante o estudo dos efeitos desses agentes
desreguladores endocrinos e seus possiveis mecanismos sobre a glandula prostatica de

animais adultos.
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Figura 2. Formula Estrutural do bisfenol A. FONTE: Modificado dd GRAMEC SKLEDAR; PETERLIN
MASIC, 2016.

1.4 Fitoquimicos e carcinogénese prostatica: Curcumina e Piperina

A quimioprevencéo é definida como a utilizagdo de substancias quimicas naturais ou

sintéticas que permitem a supressdo, retardo ou inversdo da carcinogénese (DUVOIX, 2005).
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A maioria dos agentes quimiopreventivos conhecidos até hoje sdo extratos de plantas, que
podem ser subdivididas em duas classes: agentes de bloqueio, os quais inibem a etapa de
iniciacdo por prevencdo da ativacdo cancerigena e agentes supressores, 0s quais inibem a
proliferacdo de células malignas durante as etapas de promocdo e progressao da
carcinogénese (DUVOIX, 2005).

Medicamentos anticAncer causam danos as células saudaveis e toxicidade para érgaos
normais. Estudos epidemiolégicos indicam que compostos polifendlicos naturais utilizados na
dieta diaria reduzem o risco e incidéncia de varios tipos de canceres. Estes compostos podem
beneficiar a satde geral e aumentar a longevidade. Dentre muitos agentes naturais anticancer,
a curcumina é um composto fitoquimico que tem demonstrado notavel potencial terapéutico
para diversos tipos de canceres, incluindo o cancer de prostata. (KANAI, 2014).

A curcumina, Curcuma longa L. (Familia Zingiberaceae), tem sido amplamente
utilizada popularmente ha séculos na cultura asiatica. Suas propriedades medicinais tém sido
atribuidas 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 anticancer e
quimiopreventivo da curcumina € atribuida ao seu efeito sobre varios processos celulares,
incluindo fatores de transcri¢do, reguladores de crescimento, moléculas de adesdo, os genes
reguladores de apoptose, angiogénese e moléculas de sinalizagcdo celular (AKBIK et al.,
2014).

A utilizacdo da curcumina foi aprovada pela Food and Drug Administration e pela
Organizacdo Mundial da Saude. O uso seguro foi fortemente apoiado no fato de este agente
ter sido usado na medicina tradicional chinesa e hindu ha milhares de anos (KANAI, 2014).

A curcumina mostrou potencial contra numerosos disturbios humanos, no entanto este
fitoquimico possui baixa biodisponibilidade devido a ma absorcdo, metabolismo rapido e
eliminacdo sistémica. Estas condices demonstraram limitar sua eficacia terapéutica
(ANAND et al., 2007). Estudos de Shoba e colaboradores (1998) mostraram o efeito da
combinacdo de piperina, um conhecido inibidor da glucuronidacdo hepatica e intestinal, com
a curcumina. O estudo revelou que, a piperina aumenta a concentracdo de curcumina no soro
e 0 grau de absorcéo e biodisponibilidade deste fitoquimico, tanto em ratos quanto em seres

humanos, sem efeitos adversos.
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A piperina (1-piperoyl piperidine) (Figura 4) é o principal alcaloide da pimenta do
reino (Piper nigrum) e das pimentas longas (Piper longum) (SUNILA; KUTTAN, 2004).
Possui iniUmeras atividades anticancer e muitos mecanismos para sua atividade foram
sugeridos, incluindo a apoptose, a inibicdo da angiogénese, a supressdao metastatica e o
bloqueio da invaséo pela regulacdo das metaloproteinases de matriz (HWANG et al., 2011;
LAl et al., 2012; DOUCETTE et al., 2013). Possui baixa toxicidade e alta taxa de absorcao in
vitro sem que haja alteracbes de sua estrutura durante o processo de absorgédo
(PIYACHATURAWAT; GLINSUKON; TOSKULKAO, 1983; SURESH; SRINIVASAN,
2007).

Atualmente ha poucos estudos na literatura que abordam os efeitos da curcumina sobre
as doencas prostaticas. Além disso, pouco se sabe sobre seus efeitos em individuos adultos.
Desta forma a administracdo da curcumina durante o tratamento com BP-A pode ter um efeito
benéfico sobre a glandula prostéatica, revertendo ou retardando as alteragdes impostas pelo
BP-A. Ademais, a associacdo da curcumina com a piperina poderd favorecer uma maior

absorcdo daquela aumentando assim os beneficios do fitoterapico.
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Figura 3. Férmula Estrutural da Curcumina (Curcuma longa L.) FONTE: Retirado de: ZHENG et al., 2016.
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Figura 4. Férmula Estrutural da Piperina (Piperis Nigrium) FONTE: Retirado de: ZHENG et al., 2016.



27

2 OBJETIVOS

- Avaliar as principais alteracbes morfofisioldgicas na prostata do gerbilo adulto apos
exposicdo prolongada ao desregulador enddcrino bisfenol A.

- Avaliar se a curcumina reverte as alteracGes impostas pelo desregulador enddcrino

bisfenol A sobre a glandula prostatica.

- Avaliar se 0 composto fitoquimico piperina aumenta a possivel atividade protetora da

curcumina.
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Esta tese foi escrita na forma de dois artigos cientificos, os quais serdo submetidos a
revistas internacionais relacionadas ao tema.

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

SEUS EFEITOS SOBRE O AMBIENTE PROSTATICO DO GERBILO DA MONGOLIA.

ARTIGO 2. REMODELACAO ESTROMAL NA PROSTATA DORSOLATERAL E
VENTRAL DO GERBILO APOS EXPOSICAO PROLONGADA AO BISFENOL A E AOS

FITOQUIMICOS CURCUMINA E PIPERINA.
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INTRODUCAO

O cancer de prostata representa 15% de todos os novos casos de cancer em todo o
mundo, com mais de um milhdo de novos casos diagnosticados a cada ano [1]. Nos paises
desenvolvidos é a principal e mais frequente doenca neoplasica que atinge os homens e
embora represente uma causa comum de mortalidade, é passivel de prevencdo e cura [2-4]. A
patologia molecular do céncer de préstata é bastante complexa, pois é uma doenca
relacionada a idade, a fatores hereditarios e andrégeno dependentes, além de ser influenciada
por hormonios sexuais, dietas, respostas imunes e inflamatorias e fatores ambientais [5-11]

Estudos recentes tém demonstrado que a exposicdo a uma gama de substancias
quimicas presentes no meio ambiente pode causar alteracdes morfoldgicas e fisiologicas
permanentes na prostata. Estas substancias sdo conhecidas como desreguladores enddcrinos
(EDC’s) e sdo encontrados em varios 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 distribuicé@o e pelos impactos causados sobre
a saude dos seres humanos e também sobre o meio ambiente é o bisfenol A (BP-A). O
crescente interesse em estudar as acdes do BP-A é devido ao fato de que a exposicdo a essa
substancia pode estar associada ao aumento da incidéncia de tipos de canceres horménio-
dependente, como o cancer de prdstata, mama e ovario [14-16].

Medicamentos anti-cancer causam danos as células saudaveis e toxicidade para 6rgéos
normais. Estudos epidemioldgicos indicam que compostos polifendlicos naturais utilizados na
dieta diaria reduzem o risco e incidéncia de varios tipos de canceres. Estes compostos podem
beneficiar a saude geral e aumentar a longevidade. Dentre muitos agentes naturais anti-cancer,
a curcumina é um composto fitoquimico que tem demonstrado notavel potencial terapéutico
para diversos tipos de canceres [17]. Entre muitos agentes naturais anti-cancer, a curcumina é
um fitoquimico que tem demonstrado notavel potencial terapéutico para o cancer de prostata.
Diversos estudos observaram que a curcumina induz apoptose de forma eficiente por meio de
um nimero de alvos moleculares diferentes e inibe a metéstase, invasao e angiogénese.

Outro fitoquimico bastante estudado na atualidade € a piperina. Este composto
possui inimeras atividades anti-cancer e muitos mecanismos para sua atividade foram
sugeridos, incluindo a apoptose, a inibicdo da angiogénese, a supressdo metastatica e o
bloqueio da invasdo pela regulacdo das metaloproteinases de matriz [18-20]. Possui baixa
toxicidade e alta taxa de absorcdo in vitro sem que haja alteragdes de sua estrutura durante o

processo de absorgdo [21-22]. Além disso, a piperina aumenta a concentra¢do de curcumina
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no soro e o grau de absorcao e biodisponibilidade deste fitoquimico, tanto em ratos quanto em
seres humanos sem efeitos adversos [23].

Atualmente h& poucos estudos na literatura que abordam os efeitos da curcumina e da
piperina sobre as doencas prostaticas. Além disso, pouco se sabe de seus efeitos sobre
individuos adultos. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar por métodos
histopatoldgicos qualitativos e quantitativos, se a administracdo da curcumina ou da piperina
durante o tratamento com BP-A pode ter um efeito benéfico sobre a glandula prostatica,
revertendo ou retardando as alteragdes impostas pelo BP-A. Ademais, analisar se 0 composto
fitoquimico piperina aumenta a possivel atividade protetora da curcumina, favorecendo uma

maior absorcdo desta e aumentando assim os beneficios do fitoterapico.
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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 Reproduc¢édo do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da UNESP, campus de Séo José do Rio Preto (SP)
(Protocolo 122/2015 — CEUA-IBILCE/UNESP). Os animais foram mantidos em caixas de
polietileno, com substrato de maravalha, em condi¢fes controladas de luminosidade e
temperatura média de 23°C, alimentados com racdo ad libitum e regime especial de
hidratacdo. O experimento foi conduzido de acordo com as normas adotadas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Compostos Quimicos

Bisfenol A

BPA (Sigma-Aldrich >99 % purity), 50ug/kg/dia, foi dissolvido em 0,5 mL de alcool etilico
100% (Merch) e diluido em agua filtrada.

Curcumina

Curcuma longa (Turmeric), power (Sigma-Aldrich - C1386-50G), 100mg/kg/dia, foi diluida
em 0,1 mL de 6leo de milho.

Piperina

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

6leo de milho.

Delineamento Experimental
Foram utilizados 63 (n=7/grupo) animais adultos (100 dias) divididos de maneira
aleatdria em 9 grupos experimentais (Figura 1):

e Grupo Controle (C): animais que receberam agua ad libitum.

e Grupo Controle Oleo (CO): animais que receberam 6leo de milho, via gavagem, a

cada dois dias.

e Grupo Bisfenol A (BPA): animais que receberam BP-A na concentracdo de

50ug/kg/dia na dgua de beber.



33

e Grupo Curcumina (Cm): animais que receberam 100mg/kg/dia de curcumina, via

gavagem, a cada dois dias.

e Grupo Bisfenol A + Curcumina (BCm): animais que receberam BP-A na
concentragdo de 50ug/kg/dia na agua de beber + 100mg/kg/dia de curcumina, via

gavagem, a cada dois dias.

e Grupo Bisfenol A + Curcumina + Piperina (BCmP): animais que receberam BP-A
na concentragdo de 50pg/kg/dia na agua de beber + 100mg/kg/dia de curcumina
associada a 20mg/kg/dia de piperina (administradas conjuntamente), via gavagem, a
cada dois dias.

e Grupo Bisfenol A + Piperina (BP): animais que receberam BP-A na concentracdo de
50ug/kg/dia na agua de beber + 20mg/kg/dia de piperina, via gavagem, a cada dois dias.

e Grupo Curcumina + Piperina (CmP): animais que receberam 100mg/kg/dia de
curcumina associada a 20mg/kg/dia de piperina, (administradas conjuntamente), via

gavagem, a cada dois dias.

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

cada dois dias.

Delineamento Experimental
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Figura 1. Delineamento Experimental do estudo.

O sacrificio dos animais aconteceu 29 semanas apds o inicio do experimento. Os
animais foram eutanasiados por superdosagem de anestésico e decapitados para a coleta de

sangue que foi submetido a dosagem hormonal.
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A concentracdo de 100mg/kg/dia de curcumina foi baseada em trabalhos que sugerem
essa dose como sendo ndo tdéxica para o organismo. Segundo estudos de Shoba e
colaboradores (1998) [23], a associacdo da piperina com a curcumina aumenta o grau de
absorcdo e a biodisponibilidade da curcumina. A concentragéo de 20mg/kg/dia de piperina foi
baseada no trabalho acima referido que sugere que esta dose é a ideal para aumentar a
absorcéo e biodisponibilidade da curcumina. Foi avaliado a ingestdo semanal de BP-A para 0s
grupos BPA, BCm, BCmP e BP. A concentragdo de 50ug/kg/dia de bisfenol A foi baseada em
trabalhos que reportam essa como a dose considerada segura para ingestéo diaria de BP-A por
seres humanos [24-26]. Foram previamente realizadas medidas periddicas do volume de dgua
ingerido por cada animal e determinado o peso corporal dos espécimes. Os dados referentes a
ingestdo diaria de agua e do peso corporal foram utilizados para os célculos de converséao e
diluicio do BP-A, de forma que cada animal ingerisse uma quantidade de BP-A

correspondente a 50 pg/kg/dia.

METODOLOGIA

Analise biométrica

Os animais foram pesados no inicio e ao final do periodo experimental para o
monitoramento do ganho de peso. Além disso, a cintura dos animais foi medida ao final do
experimento. Apos a remocao do complexo prostatico os lobos Ventral e Dorsolateral foram
separados e pesados para determinacdo do peso absoluto e do peso relativo de cada lobo. O
peso relativo (PR) foi determinado pela razdo entre o peso do lobo prostatico e o peso do
animal. Em seguida foi removida e pesada a gordura corporal (retroperitoneal, epididimal,

visceral e prostéatica).

Andlise Morfoldgica

Os lobos Ventral e Dorsolateral prostaticos foram removidos e pesados.
Posteriormente, os lobos do complexo prostatico foram fixados por imersdo em
Paraformaldeido tamponado a 4%, desidratados em etanol, clarificados em xilol e, entéo,
incluidos em Paraplast (Histosec, Merk). Os cortes de 4um obtidos em micrétomo rotativo
automatico (Leica®) foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) para estudos
morfoldgicos gerais da préstata e diagndsticos histopatologicos, classificacdo dos tipos de

lesbes (pré-malignas e malignas), classificacdo de inflamacgGes (Inflamagdo Periductal,
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Inflamac&o Subepitelial e Inflamacéo Intraluminal), guia para analises imunohistoquimicas e

quantitativas.

Classificacdo das Lesoes histopatolégicas

Foram obtidos cortes seriados dos lobos Ventral e Dorsolateral da préstata do gerbilo e
as lesBes histopatologicas detectadas nos mesmos foram classificadas de acordo com o
sistema de Classificacdo Bar Harbor para préstata de camundongos [27]. Ao longo da série de
seccOes histoldgicas 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 classificacdo e determinacdo da multiplicidade e incidéncia de lesdes

prostaticas.

Multiplicidade e Incidéncia de lesbes prostaticas

Foi quantificada a incidéncia de lesdes prostaticas (nUmero de animais acometidos por
uma das classes de lesdo — expresso em porcentagem) de cada lobo e nos diferentes grupos.
Para tanto, foi considerada apenas a lesdo de carater mais avancado que ocorreu em cada
animal, ou seja, lesdes pré-malignas (Neoplasia Intraepitelial Prostatica - PIN) ou malignas
(Carcinoma Microinvasivo - CM). Adicionalmente, foi quantificada a multiplicidade de
lesbes e inflamacgbes, que corresponde ao numero médio de focos alterados presentes nos
lobos prostéaticos de cada grupo animal. Para sua determinacdo foi estimado o numero total de
focos de cada tipo de lesdo em cada corte histologico da série avaliada e posteriormente foi
calculada sua media e erro padrdo. Os resultados obtidos foram submetidos a testes

estatisticos para determinacdo da significancia entre 0s grupos.

Analise Cariométrica

Imagens nucleares foram selecionadas aleatoriamente a partir de seccdes coradas
por hematoxilina-eosina (ampliacdo de 100 x) a partir de cada grupo apds 29 semanas de
tratamento. As areas nucleares (um?) e os perimetros (um) foram determinados para néicleos
de 200 celulas secretorias epiteliais para obter o pardmetro fator forma [= 4m.4rea nuclear
/(perimetro nuclear)?]. O parametro fator forma mede o arredondamento nuclear e valores <1

estdo associados a nucleos menos arredondados [28].
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Andlise Esterolégica

Andlises estereoldgicas foram realizadas para se obter o volume absoluto do
compartimento epitelial e luminal dos &cinos prostaticos dos grupos avaliados. Foram
capturadas imagens de 42 campos de cada grupo (6 campos por animal, n=7) a partir de
laminas coradas pela técnica Picrossirius-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 a prostata por Huttunen et al. (1981) [30]. Assim, a partir dos dados
obtidos para cada campo analisado, foi calculada a frequéncia absoluta por milimetro cubico.

Analise Imunohistoquimica
Os seguintes testes imunohistoquimicos foram aplicados nas prostatas dos gerbilos:
e Receptor de androgeno (AR): anti-AR (SC816/ Santa Cruz Biotechnology,

California).

Procedimentos gerais para as avaliacdes imunohistoguimica:

AR: Os cortes histologicos desparafinizados e reidratados foram submetidos a recuperacgéo
antigénica em tampdo citrato pH 6.0 a 97°C (45 minutos) em banho maria. Os cortes foram
lavados em PBS (3x5minutos). O bloqueio de peroxidases endogenas foi efetuado com H.,O,
(3% em metanol) durante 20 minutos. Os cortes foram lavados em PBS (3x5minutos). O
blogueio de proteinas foi feito em leite (2,5 gramas em 50mL de PBS) por 30 minutos.
Anticorpos primarios para o componente acima mencionado foi utilizado em diluicdo de
1:100, overnight a 4°C. Apos 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 Polimero (Novolink, Novocastra) por 45
minutos. Os cortes foram lavados em PBS (3x5minutos). Em seguida, os cortes passaram pela
revelacdo com a diaminobenzidina (DAB, Sigma). A contra coloracdo dos cortes foi feita com
hematoxilina de Harris. As laminas foram desidratadas, montadas em balsamo do Canadé e
avaliadas em microscopia de luz convencional. O controle negativo foi obtido com a omisséo

do anticorpo primario.
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Contagem de nucleos com marcacges 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
0 programa Image—Pro-Plus ©Media Cybernetics. O indice de células positivas por campo

foi determinado pelo numero de células marcadas em relacdo ao nimero total de células.

Dosagem hormonal sérica

As amostras de sangue foram coletadas em tubos de ensaio de 4 ml com gel de
separacdo. O material foi centrifugado a 3000 rpm, e o soro foi separado e congelado para
posterior andlise. As amostras de soro foram usadas para determinagdo por ELISA
Captura/Sanduiche (anticorpo-antigeno-anticorpo). A analise foi realizada em aparelho
automatizado (Leitor de Elisa Digital, Microprocessado, Modelo: DNM-9602. Perlong - CH).
Foram feitas dosagens para 0 hormdnio testosterona. Os testes foram realizados em triplicata,
utilizando dados comerciais especificos. Os resultados foram analisados em planilhas e
gréficos dos softwares Microsoft Excel e GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, USA).

Analise Estatistica

A andlise exploratoria dos dados coletados foi feita em planilhas e graficos do
software Excel 2013. Os testes estatisticos utilizados para averiguacdo da significancia foram
o0 teste ANOVA seguido do teste de Tukey para dados paramétricos e o teste de Kruskal-
Wallis seguido de Dunn para dados ndo paramétricos, por meio do software GraphPad Prism

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

Dados Biométricos

A andlise dos dados biométricos provenientes de animais submetidos a diferentes
tratamentos durante o periodo de 29 semanas mostrou que, o ganho de peso foi superior nos
animais submetidos ao desregulador enddcrino bisfenol A isoladamente em relagdo ao grupo
C. (Tabela 1). Em relagéo aos animais dos grupos BCm e BP houve uma diminui¢do do ganho
peso ao compararmos com o grupo BPA, no entanto esta ndo foi significativa. Por outro lado,
quando se associou os fitoquimicos curcumina e piperina, 0s animais apresentaram uma
diminuicdo significativa no ganho de peso em relacdo ao grupo BPA. Os grupos BCm, BP e
BCmP ndo apresentaram diferencgas significativas entre si e permaneceram com ganho de
peso similar aos demais grupos que ndo receberam o bisfenol A (Tabela 1).
Complementarmente, verificou-se uma maior deposicdo de gordura corporal nos animais do
grupo BPA em relacdo aos animais dos grupos que ndo receberam esse composto (Tabela 1).
Apesar de ndo apresentar uma diminuicdo estatisticamente significante na deposicdo de
gordura corporal, os animais dos grupos BCm, BP e BCmP apresentaram tendéncia de
diminuicdo da gordura corporal em relacdo ao grupo BPA (Tabela 1). Ao se tratar da medida
de cintura foi possivel notar um aumento significativo na cintura dos animais que constituem
0 grupo BPA, quando comparados aos demais grupos estudados (Tabela 1).

O lobo Dorsolateral do grupo BPA apresentou menor peso relativo em relagdo aos
demais grupos, no entanto ndo apresentou diferenca estatistica em relacao aos grupos C e CO.
Por outro lado, os demais grupos estudados apresentaram diferencas significativas em relacédo
ao grupo BPA (Tabela 2). Quanto ao peso relativo do lobo Ventral, este permaneceu com
peso relativo similar, resultando em diferencas ndo significativas entre os animais dos
diferentes grupos experimentais (Tabela 2). O complexo prostatico também apresentou peso
relativo semelhante entre os grupos analisados (Tabela 2).

O consumo de bisfenol A na dgua de beber foi semelhante entre os grupos BPA, BCm,
BP e BCmP, ndo havendo diferencas estatisticas entre 0s grupos que ingeriram este composto
(Figura 2). Estes dados garantem que todos 0s grupos ingeriram quantidade muito similar do

desregulador endécrino.
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Andlise Morfoldgica e Quantitativa

Mediante a analise morfoldgica foi possivel notar que o lobo Dorsolateral dos animais
que compde o grupo C e o grupo CO é formado por alvéolos e ductos circundados por um
estroma fibromuscular. O epitélio acinar € composto de células com aspecto cuboide, com
células secretoras, células basais e vastos lumens que possuem a fungdo de armazenamento de
fluido prostatico (Figura 3A, B). O lobo Ventral, destes mesmos grupos, possui estrutura
semelhante. Contudo, o epitélio dos &cinos € composto por células com aspecto colunar
simples (Figura 4A, B).

Ao contrério do epitélio normal, lesdes pré-malignas e lesdes malignas foram
encontradas na prostata dos gerbilos submetidos aos diversos tratamentos (Figuras 3 e 4).
Lesdes pré-malignas sdo caracterizadas por estratificacdo celular com proliferacdo anémala,
aumento do volume epitelial seguido de reducé@o luminal (Figura 3, 4, 5), nucléolos evidentes,
pleomorfismo nuclear, perda de polaridade celular e cromatina heterogénea (Figura 6 e 7).
Lesdes malignas apresentaram células neoplasicas com capacidade de invadir o estroma
adjacente por meio da ruptura da membrana basal e da camada de musculo liso (Figura 3, 4).
Todavia, ndo foi constatada nenhuma evidéncia de metastases, ou seja, apenas a invasao
periglandular.

Por meio da andlise histoldgica também foi possivel determinar a incidéncia, a
multiplicidade e a distribuicdo das lesdes histopatologicas que acometeram o0s lobos
prostaticos nos diversos tratamentos estudados. LesGes de carater pré-maligno (representadas
por PIN) e maligno (representadas por Carcinoma Microinvasivo) foram observadas em
ambos os lobos prostaticos, mas, principalmente e com maior frequéncia, nos grupos
submetidos ao desregulador enddcrino bisfenol A (Figura 8 e 9). Além disso, foi possivel
notar a ocorréncia de InflamacGes Subepiteliais, Inflamagdes Intraluminais e Inflamacdes
Periductais isoladas ou associadas a essas lesdes (Figura 3 e 4). Os demais grupos tambem
apresentaram lesbes histopatolégicas, no entanto com fenodtipos mais brandos e em menor
extensdo (Figura 3, 4). O compartimento estromal dos grupos tratados com bisfenol A
apresentou remodelacdo das fibras de colageno, além de pontos de desestruturacéo da camada
de células musculares lisas (Figura 3C, D e 4C, D). Essa desestruturacdo permite a migracao
de células neoplasicas, favorecendo, assim, a invasao estromal.

Em relacdo ao fator forma nuclear, no qual nucleos mais arredondados possuem
valores mais proximos de um, no lobo Dorsolateral foi possivel observar que os animais que

receberam bisfenol A apresentaram o menor indice de fator forma, ou seja, nucleos menos
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arredondados (Figura 6). Os grupos BCm, BP e BCmP ndo apresentaram diferencas
significativas quando comparados ao grupo BPA. Os dados cariométricos dos grupos Cm, P e
CmP mostraram semelhancas quando comparados aos fendtipos nucleares dos grupos C e CO
(Figura 6). Ao se tratar do lobo Ventral (Figura 7), foi possivel notar nlcleos atipicos de
formato irregular frequentemente nos grupos tratados com bisfenol A. Estes grupos também
apresentaram os menores indices 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 padréo homogéneo de distribuigdo da cromatina estava presente nos nucleos dos
grupos C, CO, Cm, P e CmP (Figura B, C, H, I, J e Figura 7B, C, H, I, J) e os corpusculos
nucleolares foram menos evidentes, em ambos os lobos. Os nucleos observados nos grupos
tratados com bisfenol A apresentaram textura heterogénea da cromatina, formas bizarras,
tamanho ampliado e nucléolos grandes e visiveis (Figura 6D, E, F, G e Figura 7D, E, F, G).

A analise da incidéncia de lesbes prostaticas mostrou que, todos 0s grupos estudados
apresentaram lesbes de carater pré-maligno (Figura 8). No entanto, o grupo BPA, em ambos
os lobos, foi 0 que apresentou maior frequéncia desse tipo de neoplasia (Figura 8A, B). Em
relacdo as lesdes de carater maligno, no lobo Dorsolateral, apenas os grupos BPA, BCm e BP
apresentaram lesdes malignas (Figura 8A). J& no lobo Ventral, lesdes de carater invasivo
acometeram somente os animais dos grupos BPA e BCm (Figura 8B). Os demais grupos
estudados ndo apresentaram essa classe de lesdo (Figura 8A, B).

Ao se tratar de lesGes pré-malignas, a multiplicidade de lesbes mostrou que, essas sao
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 nimero dessas lesdes,
diferindo estatisticamente do grupo Controle. O grupo BCm ndo diferiu do grupo BPA,
revelando que a curcumina administrada isoladamente ndo foi capaz de reduzir a frequéncia
dessas lesbes. Por outro lado, os grupos BP e BCmP apresentaram reducdo na frequéncia
dessa classe de lesdes em relacdo ao grupo BPA. Os grupos Cm, P e CmP apresentaram a
multiplicidade de lesBes pré malignas semelhantes aos grupos C e CO (Figura 9A). Ja no lobo
Ventral (Figura 9B), os grupos BCm, BP e BCmP apresentaram reducdo significativa no
namero de lesdes em relagdo ao grupo BPA, apresentando a multiplicidade semelhante aos
demais grupos (Figura 9B).

Com relacdo as lesdes malignas, ambos os lobos apresentaram essa classe de leséo
(Figura 9C, D). Nao houve diferencas significativas entre 0s grupos que apresentaram essas

leses. No lobo Dorsolateral (Figura 9C), essas lesdes tiveram um incremento nos grupos
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BPA, BCm e BP. O grupo BCmP, apesar de ter sido submetido ao bisfenol A, ndo apresentou
lesdes malignas. J& no lobo Ventral (Figura 9D), somente os grupos BPA e BCm
apresentaram lesdes de carater maligno. Os grupos BP e BCmP ndo apresentaram essa classe
de lesdes.

Ao se tratar das desordens inflamatodrias, foi possivel notar uma correlacdo positiva
entre estas e as lesdes histopatoldgicas na prostata do gerbilo (Figura 3 e 4). Dentre as
desordens inflamatérias, as mais comuns foram Inflamacdo Periductal (IPD), Inflamacgéo
Intraluminal (I1L) e Inflamac&o Subepitelial (ISE).

As Inflamagdes Intraluminais, no lobo Dorsolateral (Figura 10A), foram mais comuns
nos grupos BPA e BCm. Nos grupos BP e BCmP houve uma reducgédo bastante significativa
no nimero dessas lesdes, evidenciando que a piperina ou a associagdo curcumina/piperina
foram eficazes na reducdo dessas lesdes. Ja 0s grupos tratados apenas com os fitoquimicos
permaneceram semelhantes ao grupo C e CO. No lobo Ventral (Figura 10B), o grupo mais
afetado por essa classe de lesdes foi o BPA. Os grupos BCm, BP e BCmP tiveram uma
reducdo significativa no nimero de IIL quando comparados ao grupo BPA. Em relacdo aos
grupos Cm, P e CmP, estes permaneceram com numero de lesbes semelhantes ao grupo C e
CoO.

Em relacdo as Inflamacdes Subepiteliais, no lobo Dorsolateral (Figura 10C), estas
foram mais comuns no grupo BPA. Os demais grupos tratados com bisfenol A apresentaram
uma reducéo significativa no numero de ISE em relacdo 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 relacdo ao lobo Ventral (Figura 10D),
todos os grupos estudados apresentaram resultados semelhantes aqueles do lobo Dorsolateral.

As Inflamagdes Periductais, no lobo Dorsolateral (Figura 10E), foram mais comuns
nos grupos BPA e BCm. Houve uma reducdo no numero de lesGes nos grupos BCm, BP e
BCmP  quando comparados ao grupo BPA. O grupo BCmP apresentou a menor
multiplicidade em relacdo aos grupos tratados com o desregulador enddcrino. No entanto,
essa diferenca ndo foi significativa. Os grupos tratados com os fitoquimicos permaneceram
com multiplicidade semelhante aos grupos C e CO. Ao se tratar do lobo Ventral (Figura 10F),
0 grupo BPA foi o que apresentou maior numero de IPD. Os demais grupos tratados com
bisfenol A apresentaram uma reducdo no numero dessas lesdes. Apesar de ndo haver
diferencas significativas entre esses grupos, o grupo BCmP foi o que apresentou menor
multiplicidade de IPD. Os grupos tratados com apenas com os fitoquimicos permaneceram

com multiplicidade semelhante aos grupos C e CO.
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A anélise da expressdo de AR na prostata do gerbilo mostrou que, a imunomarcacgao
para esse receptor foi detectada na maioria das células secretoras e mostrou distribuicao
homogénea entre as diferentes regibes dos lobos. A frequéncia de células AR positivas foi
maior em areas de lesbes histopatoldgicas, principalmente nos grupos tratados (Figura 11). No
lobo Dorsolateral (Figura 11G), houve uma diferenga significativa na expressdao de AR
quando comparamos o grupo C e os grupos BPA e BP. Nestes grupos tratados com bisfenol A
houve um aumento na frequéncia de células AR positivas mesmo em areas livres de lesGes
histopatoldgicas. Entre os grupos tratados com bisfenol A, foi possivel notar uma diminuicéo
na expressao e na frequéncia de células AR positivas nos grupo BCm e BCmP em relagdo ao
grupo BPA. O grupo BP néo apresentou diferencga significativa em relacdo ao grupo BPA
(Figura 16). Ja no lobo Ventral (Figura 11H) foi possivel notar que ha diferenca significativa
entre 0 grupo C e 0s grupos tratados com BPA. Nestes grupos, houve um aumento da
frequéncia de células AR positivas. Dentre os grupos tratados com bisfenol A, houve uma
reducdo significativa na expressdo desse receptor nos grupos tratados com a curcumina ou
com a associacdo curcumina/piperina. O grupo BP também ndo apresentou diferenca

significativa em relacdo ao grupo BPA.

Dosagem hormonal sérica

Os niveis séricos de testosterona ndo apresentaram diferencas significativas entre os
grupos tratados quando comparados ao grupo controle. No entanto, houve uma tendéncia de
aumento nos grupos BPA, BCm e BP. Por outro lado, o grupo BCmP apresentou uma reducéo
consideravel nos niveis séricos deste hormdnio quando comparado aos grupos citados

anteriormente (Figura 12).
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DISCUSSAO

No presente trabalho foi avaliada a influéncia do desregulador enddcrino bisfenol A,
dos fitoquimicos curcumina, piperina e da associacdao entre ambos sobre os lobos prostaticos
do gerbilo da Mongdlia, apds vinte e nove semanas de tratamento, no que diz respeito ao
microambiente prostatico e ao estabelecimento, desenvolvimento e possivel regressdo de
lesBes histopatoldgicas na glandula prostéatica.

Diversos estudos tem mostrado a ligacdo entre 0 aumento de peso corporal e a
ingestdo de bisfenol A [31-33]. Animais que ingeriram bisfenol A por um periodo prolongado
tiveram um aumento no peso corporal, na deposi¢do de gordura e na cintura em relagdo ao
grupo controle. Rubin e colaboradores (2001) [34] mostraram que maes de ratos que foram
expostas a 1 mg /I de BP-A, aproximadamente 100 p/kg/dia, na agua de beber, durante a
gravidez e lactagdo, tiveram filhotes com aumento no peso corporal que foi mantido durante
a idade adulta. A exposigcdo durante o desenvolvimento fetal é considerada mais prejudicial
que a exposicdo de individuos adultos, ja que pode afetar diretamente a organogénese,
produzindo efeitos irreversiveis [15]. N&o obstante, a exposi¢cdo nos primeiros dias de vida e
durante a vida adulta pode causar efeitos deletérios adicionais, como o0 aumento do ganho de
peso e acumulo de gordura corporal [33]. Estudos de Amim e colaboradores (2019) [35]
detectaram bisfenol A na urina de criancas e adolescentes de ambos 0s sexo0s. Essa exposi¢cdo
gerou uma significante associacdo com o aumentou dos indices de obesidade abdominal e
generalizada, bem como os fatores de risco cardiometabolicos.

Nos animais dos grupos BCm e BP houve uma diminuicdo do ganho peso ao
compararmos com o grupo BPA, no entanto esta nao foi significativa. Por outro lado, quando
foram administrados os fitoquimicos curcumina e piperina juntamente com o bisfenol A,
houve uma diminuicdo significativa no ganho de peso. Também houve uma tendéncia de
diminuicdo na deposicdo de gordura corporal nos grupos BCm, BP e BCmP quando
comparado ao grupo BPA. Em relacdo a cintura dos animais, houve uma reducdo dessa
medida nos grupos BCm, BP e BCmP quando comparados ao grupo BPA. Diversos estudos
demonstraram que a curcumina inibe a adipogénese e o ganho de peso em diversos modelos
animais [36-38]. Uma maneira de melhorar a eficacia de alguns fitoquimicos pode ser
combina-los para se obter efeitos mais significativos. Panzhinskiy e colaboradores (2019)
[38] analisaram o efeito da associagdo da curcumina com o acido a-lipdico sobre o ganho de
peso e a adiposidade em ratos e concluiram que, essa combinacdo exibiu um efeito aditivo na

reducdo do ganho de peso e adiposidade em resposta a exposicao a dieta rica em gorduras. A
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suplementagdo em curto prazo com curcumina/piperina melhorou significativamente o estado
oxidativo e inflamatério em pacientes com sindrome metabolica, bem como diminuiu as
concentragdes circulantes de protéina C-reativa [39]. Miyazawa e colaboradores (2018) [40]
avaliaram a suplementacdo alimentar com curcumina e piperina em camundongos obesos sob
restricdo caldrica. Os resultados obtidos indicaram que a suplementacdo da dieta hiperlipidica
com a associa¢do dos compostos curcumina e piperina aumenta a perda de gordura corporal e
pode suprimir a inflamacdo induzida pela dieta hiperlipidica. No presente estudo, a
associacdo 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 relacdo aos
demais grupos, no entanto ndo apresentou diferenca estatistica em relagcdo aos grupos C e CO.
Por outro lado, os demais grupos estudados apresentaram diferencas significativas em relagédo
ao grupo BPA. Esta diminuicdo do peso relativo da préstata dorsolateral no grupo BPA esta
relacionada ao aumento significativo do peso corporal dos animais que receberam este
composto. Quanto ao peso relativo do lobo Ventral e do Complexo Prostatico, estes
permaneceram com peso relativo similar entre os grupos estudados, resultando em diferencas
ndo significativas entre os animais dos diferentes grupos experimentais. Estudos de Wu e
colaboradores (2011) [41] constataram que o bisfenol A (10 pg/kg/dia) aumentou
significativamente o peso relativo da prostata. Em relacdo aos lobos prostaticos, a dose acima
citada aumentou significativamente o peso relativo da prostata 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 ¢ 90ug/kg/dia).

Lesdes de carater pré-maligno e maligno foram observadas em ambos 0s lobos
prostaticos, mas principalmente e com maior frequéncia nos grupos submetidos ao
desregulador endocrino bisfenol A. Os demais grupos também apresentaram lesdes
histopatoldgicas, contudo com fendtipos mais brandos e em menor extensdo. Dentre as lesdes,
a mais comum foi a Neoplasia Intraepitelial Prostatica. Essas lesdes, caracterizadas por
anormalidades genéticas, constantemente apresentaram crescimento papilar, gerando
invaginacOes epiteliais restritas a determinados sitios e um elevado nimero de células
atipicas, comprometendo as unidades glandulares. Estudos de Montironi e colaboradores
(2011) [42] apontam evidéncias morfolégicas e moleculares de que a PIN pode ser a
precursora de alguns carcinomas da préstata. LesGes malignas apresentaram células
neoplasicas com capacidade de invadir o estroma adjacente através da ruptura da membrana

basal e da camada de musculo 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 lesbes apresentaram diversas
atipias, tais como nucléolos evidentes, pleomorfismo nuclear, perda de polaridade celular e
cromatina heterogénea. A arquitetura nuclear ¢ um fator fundamental no funcionamento
celular e na patogénese. Modificagcbes nesses padrOes podem acarretar em anormalidades
genéticas e epigenéticas podendo resultar na iniciacdo ou progressdo tumoral [43-44]. Essas
alteracdes nucleares foram frequentes nos grupos submetidos ao tratamento com bisfenol A.
A administracdo dos fitoquimicos ndo reverteu os efeitos causados pelo desregulador
enddcrino. Os nucleos prostaticos dos animais que receberam apenas curcumina e/ou piperina
permaneceram semelhantes ao tecido controle.

A anélise da multiplicidade de lesGes pré-malignas mostrou que, essas S80 mais
comuns nos animais tratados apenas com o bisfenol A. No lobo Dorsolateral, o grupo BPA e
0 grupo BCm ndo apresentaram diferencas significativas entre si, revelando que a curcumina
administrada isoladamente ndo foi capaz de reduzir a frequéncia dessas lesdes. Por outro lado,
0s grupos BP e BCmP apresentaram reducédo na frequéncia dessa classe de lesdes em relacéo
ao grupo BPA. Os grupos Cm, P e CmP apresentaram a multiplicidade de lesdes pré-malignas
semelhantes aos grupos C e CO. Ja no lobo Ventral, os grupos BCm, BP e BCmP
apresentaram reducdo significativa no numero de lesbes em relacdo ao grupo BPA,
apresentando a multiplicidade semelhante aos demais grupos. Com relacdo as lesdes
malignas, ambos 0s lobos apresentaram essa classe de lesdo. N&o houve diferencas
significativas entre os grupos que apresentaram essas lesdes. No lobo Dorsolateral, essas
lesGes tiveram um incremento nos grupos BPA, BCm e BP. O grupo BCmP, apesar de ter
sido submetido ao bisfenol A, nédo apresentou lesdes malignas revelando que a associacao da
curcumina com a piperina foi eficaz em prevenir o desenvolvimento dessas neoplasias neste
lobo. Ja no lobo Ventral, somente 0s grupos BPA e BCm apresentaram lesdes de carater
maligno. Os grupos BP e BCmP ndo apresentaram lesGes malignas mostrando que o
fitoquimico piperina e associacdo dos fitoquimicos curcumina e piperina foi eficaz em
prevenir o desenvolvimento de lesdes de carater invasivo. Evidéncias crescentes indicam que
o bisfenol A tem potencial para alterar a homeostase enddcrina, afetando a sintese e o
metabolismo dos horménios, bem como pode desempenhar um papel na indugédo e progressao
do cancer [45]. Ao se tratar do cancer de prostata, estudos recentes utilizando modelos de
roedores e linhagens celulares de préstata humana, constataram que o bisfenol A pode
influenciar a carcinogénese, modular a proliferacdo celular e estimular a progressao tumoral
[46-47]. Estudos recentes revelaram que a exposic¢ao ao bisfenol A durante o desenvolvimento

neonatal aumenta a suscetibilidade ao desenvolvimento de les6es prostéaticas pré-malignas em
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ratos idosos [47-48]. Ademais, promove alteracGes no padréo fisiolégico da morfogénese
prostatica contribuindo para o desenvolvimento de hiperplasia, inflamagdo e cancer na idade
adulta [49]. A exposicdo a doses de bisfenol A consideradas seguras para 0s seres humanos,
por um periodo prolongado, evidenciou um aumento da incidéncia e multiplicidade de lesdes
pré- malignas e malignas na préstata de roedores adultos [33]. Andlises in vivo do impacto do
BPA no crescimento e recorréncia de tumores prostaticos humanos utilizando xenoenxerto de
células humanas contendo a mutacdo AR-T877A, constataram que a exposi¢do a doses baixas
de bisfenol A aumenta o tumor prostatico quando comparado a animais ndo expostos [50]. A
curcumina, sozinha ou em combinacdo com outros agentes, tem sido utilizada para a
prevencdo e tratamento de numerosos tipos de canceres em humanos, incluindo o cancer
prostata [51-52]. As propriedades antineoplasicas da curcumina devem-se a mecanismos
antioxidantes, anti-inflamatorios, proapoptoticos e antiproliferativos [53-55]. Yang e
colaboradores (2017) [56] investigaram os efeitos antitumorais e 0s mecanismos de atuagao
da curcumina em células das linhagens DU145 e PC3 de cancer de prostata e concluiram que,
a curcumina inibiu a sobrevivéncia e a metastase de céelulas de cancer de prostata por meio da
via de sinalizagdo Notch-1 a qual esta intimamente associada a fisiopatologia do céancer de
prostata. Estudos in vivo, com células de cancer de prostata LNCaP, injetadas
subcutaneamente em camundongos nude, mostrou que a curcumina inibiu a proliferacéo
celular, induziu a apoptose e inibiu a angiogénese, reduzindo o crescimento tumoral [57].
Hong e colegas (2006) [58] analisaram os efeitos da curcumina na invasividade na linhagem
celular DU-145 de cancer de préstata independente de andrégeno. O estudo constatou que a
exposicdo a curcumina resultou na diminuicdo da atividade da MMP-2 e MMP-9 com
inibicdo significativa do volume do tumor e da proliferacdo celular. Diversos estudos
constataram que a piperina possui atividades que contribuem para a prevencao e tratamento de
numerosos tipos de canceres. A proliferacdo de células de cancer de préstata das linhagens
PC-3, LNCaP 22RV1e DU-145 foi inibida pela acdo da piperina. O tratamento com este
composto suprimiu o crescimento de tumores dependentes e independentes de andr6genos em
camundongos nudes xenotransplantado [59]. Os efeitos inibitorios da piperina sobre o
crescimento de células de linhagens celulares de cancer prostatico humano também foram
estudados por Ouyang e colaboradores (2013) [60]. O tratamento com piperina inibiu a
proliferagdo, induziu a parada do ciclo celular em GO/G1 e promoveu autofagia nas células
LNCaP e PC-3. Os efeitos benéficos da associagdo da curcumina com a piperina foram
estudados em carcinoma hepatocelular induzido por dietilnitrosamina em ratos. O tratamento

combinado destes compostos diminiu as alterages morfolégicas e histopatologicas, bem
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como os parametros bioquimicos, proliferativos e apoptoticos no figado e no soro em relagéo
ao grupo controle e ao experimental que recebeu a curcumina isoladamente.

O microambiente inflamat6rio cronico pode contribuir no desenvolvimento e na
progressdo do cancer de prostata [61-62]. Duas vias moleculares associam a inflamacédo e o
cancer, sendo que em ambas as vias 0 microambiente inflamatério esta presente. Uma delas é
a via intrinseca, associada a ativacdo de oncogenes. A outra via € a extrinseca, na qual a
inflamacdo é a promotora do desenvolvimento do céncer [62]. Sabe-se que a infiltracdo de
células imunossupressoras e de macr6fagos pode ter correlagdo positiva com a progressao do
cancer de préstata [63]. Além disso, os macrofagos e alguns de seus produtos (IL-1, TNF, IL-
6, e IL-18) aumentam a probabilidade de metastase, criando nichos para preservacdo de
células tumorais [64]. Associado as lesdes histopatologicas, foi possivel constatar a presencga
de desordens inflamatdrias representadas por Inflamagdes Intraluminais (IIL), Inflamagdes
Subepiteliais (ISE) e Inflamacdes Periductais (IPD). Todas as classes de inflamagdes foram
mais frequentes no grupo BPA, em ambos 0s lobos. Quando comparados ao grupo BPA, 0s
grupos BCm, BP e BCmP apresentaram reducdo no numero dessas classes de lesoes,
indicando a eficacia dos fitoquimicos em reduzir as inflamaces em animais submetidos ao
bisfenol A. Quando administrados isoladamente, ou seja, sem a presenca de bisfenol A, os
grupos Cm, P e CmP apresentaram multiplicidade de todas as classes de inflamaces
semelhantes aos grupos C. Estudos de Cho e colaboradores (2018) [65] analisaram a
modulacdo do estresse oxidativo e das respostas inflamatorias em células endometriais
estromais humanas mediada pelo BP-A. Os dados obtidos mostraram que este composto
induz estresse oxidativo e ativa sinais inflamatorios em células endometrias em cultura via
ER-o. Liu (2014) [66] estudou a modulacdo da expressdo de citocinas em macrofagos
humanos pelo bisfenol A e observou aumento das citocinas pré-inflamatérias, com aumento
da produgdo de fator de necrose tumoral a e interleucina 6. Ademais, houve diminui¢ao das
citocinas anti-inflamatorias, interleucina-10 (IL-10) e fator de crescimento transformador-f
em macréfagos THPL1 e em macrdfagos humanos primarios. A curcumina demonstrou ser
uma molécula capaz de interagir com numerosos alvos moleculares inflamatérios. Estudos in
vitro e in vivo apontam que a curcumina pode ser um potencial agente terapéutico em muitas
doencas crbnicas, como artrite, pancreatite, diversos tipos de canceres, entre outros [54-55,
67]. Além disso, este fitoquimico atuou como um modulador das vias de sinalizacéo
intracelular em alvos que controlam a inflamacdo, angiogénese, apoptose, invaséo,
crescimento tumoral e metastase [68]. Estudos demonstraram que o tratamento com

curcumina induz a apoptose em linhagem celular de cancer de prostata dependente e
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independente de androgeno [69]. A curcumina diminuiu a proliferacdo celular e a angiogénese
e aumentou o indice de morte celular em células de cancer de préstata LNCaP. Ademais, foi
observada uma diminuicdo significativa na densidade microvascular [57]. Uma gama de
estudos tem demonstrado que a piperina também possui efeito anti-inflamatorio consideravel
[70]. Estudos de Umar e colaboradores (2013) [71] concluiram que a administracdo oral de
piperina em ratos Wistar com artrite reumatoide resulta em reducéo significativa dos niveis de
IL-1B, TNF-a e PGE2 que sdo mediadores pro-inflamatorios, além de aumentar os niveis de
IL-10, que possui papel antiinflamatorio. Adicionalmente, os efeitos benéficos da piperina
sobre a artrite reumatoide foram evidenciados pela diminuigdo no sistema de pontuacdo da
artrite e da analise da histologia 6ssea. A administragdo oral de curcumina associada a
piperina, apos a alimentagdo com dieta hiperlipidica, diminuiu a expresséo de citocinas pro-
inflamatdrias no tecido adiposo de ratos C57BL/6J [72].

A prostata € um 6rgdo sensivel aos andrdgenos e necessita de sinais adequados dos
androgenos e dos receptores de androgeno para seu desenvolvimento normal e durante o
desenvolvimento e a progressdo das doencas prostaticas [73-75]. O receptor de androgeno é
expresso durante varios estdgios da carcinogénese prostatica, desde estagios iniciais até
tumores invasivos ou metastaticos [76]. Este receptor tem sido alvo de muitos estudos, ja que
desempenha um papel fundamental no desenvolvimento e na progressdo do cancer de préstata
[77]. O crescimento tumoral esta diretamente ligado com a razdo entre a taxa de proliferacéo e
morte celular. Os androgenos séo de extrema importancia na regulacao deste processo, ja que
estimulam a proliferacdo das células e inibe a apoptose [78]. Prostatas dorsolaterais de
animais dos grupos BPA e BP mostraram maior expressdo do receptor de andrégeno quando
comparadas aos animais do grupo Controle, o que explica a maior proliferacdo celular e o
maior nimero de lesbes histopatolégicas. No entanto, nos grupos BCm e BCmP houve uma
reducdo significativa na frequéncia de células AR positivas. No lobo Ventral, todos os grupos
tratados com bisfenol A apresentaram maior frequéncia de células AR positivas. Quando
comparados com o grupo BPA, os grupos BCm e BCmP apresentaram menor expressao deste
receptor. Esses dados sugerem que a curcumina e a associacdo curcumina/piperina foi eficaz
em reduzir a expressao deste receptor. Zhou e colaboradores (2016) [79] estudaram analogos
da piridina da curcumina sobre células CWR-22Rv1l do cancer de prostata humana e
observaram uma alta atividade destes analagos em inibir o crescimento dessa linhagem celular
e a ativacdo do receptor de androgeno. Assim, os resultados deste estudo indicam que a
inibicdo das vias de AR pode ser o potencial mecanismo para os efeitos anticancerigenos

dessas substancias em células humanas de cancer de prostata.
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49

Os niveis de testosterona ndo apresentaram diferencas significativas entre 0s grupos
estudados. No entanto, os grupos BPA, BCm e BP apresentaram 0s maiores niveis séricos
deste horménio. Desequilibrios hormonais, como alteracfes na acdo androgénica, podem
contribuir para o surgimento e a evolucdo de alteragdes histopatoldgicas na glandula
prostatica [80]. Lesbes histopatoldgicas espontaneas ou induzidas quimicamente podem ser
reforcadas por altos niveis de testosterona [81-82]. Assim o desequilibrio hormonal
ocasionado pelo tratamento com o bisfenol A, pode ter contribuido para 0 aumento no nimero
de lesGes histopatoldgicas bem como para a evolucdo das mesmas. O grupo BCmP apresentou
reducdo nos niveis de testosterona, quando comparado aos grupos BPA, BCm e BP,
evidenciando que a associacdo da curcumina com a piperina foi eficaz em reduzir os niveis
deste hormdnio. Associado a esses dados, como foi descrito acima, este grupo também
apresentou um menor nimero de lesdes e a auséncia de lesdes de fendtipo maligno em ambos

0s lobos estudados quando comparado aos demais grupos expostos ao BP-A.
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CONCLUSAO

Em primeiro lugar, foi constatado que a ingestdo prolongada de bisfenol A alterou
morfologicamente e fisiologicamente a glandula prostatica de gerbilos adultos. Foi possivel
observar um aumento na incidéncia e na multiplicidade de lesdes prostaticas no grupo BPA.
Este dado enfatiza que, a dose de 50 pg/kg/dia ndo € segura para a homeostase prostatica.
Ademais, foi averiguado que a curcumina isoladamente apresentou efeitos benéficos para a
glandula prostética. No entanto, os potenciais beneficios da curcumina sdo limitados devido a
diversos fatores como sua baixa absorcao e metabolismo rapido. Varios estudos melhoraram a
biodisponibilidade da curcumina adicionando compostos como a piperina. A adicdo deste
fitoquimico gerou efeitos mais significativos para a glandula prostatica, como a reducéo das
lesBes pré-malignas e a auséncia das lesdes malignas em ambos os lobos. A administracdo dos
fitogquimicos sozinhos ndo promoveu alteracfes nos parametros estudados. Finalmente, 0s
dados produzidos nos levam a continuidade da pesquisa e, atualmente estamos a procura de
alvos moleculares promotores das alteragdes encontradas, na busca de elucidar como estes

fitogquimicos atuam na reducéo das alteracdes oriundas da exposicao 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). Analise estatistica baseada nos testes de Kruskal-Wallis e Dunn.

Figura 3. Analise Morfolégica do lobo Dorsolateral da prostata de gerbilos adultos, submetidos a diferentes
tratamentos. A, B. Epitélio prostatico integro. C. Acino acometido por Carcinoma Microinvasivo (CM). As
setas indicam desestruturacdo da camada de células musculares lisas, favorecendo a migracao das células para o
estroma. No detalhe da imagem é possivel notar nicleos aumentados e com formatos bizarros e nucléolos
evidentes neste sitio neoplasico. D. Acino acometido por Carcinoma Microinvasivo. As setas indicam
desestruturacdo da camada de células musculares lisas. E. Epitélio prostatico atipico onde é possivel observar a
presenca de Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN), com invaginacdo do epitélio para o interior do lamen.
Além disso, é possivel notar a presenca de Inflamacéo Intraluminal (I1L) e a formacdo de um microacino (MA).
F. Acino acometido com PIN. Notar a presenca de inimeras células inflamatdrias no lGmen acinar além da
presenca de Inflamacdo Periductal (IPD) no estroma prostatico. G. Epitélio prostatico atipico onde e possivel
observar a presenca de PIN. E possivel observar a presenca de IIL e IPD. H-1. Acinos acometidos por PIN.
Notar a presenca 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-1. Coloracao por Hematoxilina-Eosina (HE).

Figura 4. Anélise Morfol6gica do lobo Ventral da prostata de gerbilos adultos, submetidos a diferentes
tratamentos. A, B. Epitélio prostético integro. C. Acino acometido por Carcinoma Microinvasivo (CM). Notar a
migracdo das células neoplésicas para o estroma prostatico e a desestruturacdo da camada de células musculares
lisas (setas). D. Acino acometido por Carcinoma Microinvasivo. As setas indicam desestruturacio da camada de
células musculares lisas, favorecendo a migragéo das células cancerosas para o estroma prostatico. E. Epitélio
prostatico atipico onde é possivel observar a presenca de Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN) e a formagao
de microacinos (MA). Notar a presen¢a de Inflamacdo Intraluminal (IIL), Inflamacdo Periductal (IPD) e
Inflamagao Subepitelial em um é&cino adjacente (seta). F. Acino acometido com PIN. Notar a invaginagio do
epitélio para o interior do &cino e, consequentemente, a reducdo luminal. G. Epitélio prostatico atipico onde e
possivel observar a presenca de PIN. H-1. Acinos acometidos por PIN. Notar a presenca de IPD no estroma
prostatico. 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. Coloragdo por Hematoxilina-Eosina (HE).

Figura 5. Volume absoluto (mm?) epitelial (A e B) e luminal (C e D) na prostata de gerbilos adultos submetidos
a diferentes tratamentos. Os valores representam média £ EP (n, 7 por grupo). Andlise estatistica baseada nos

testes de Kruskal-Wallis e Dunn. Diferentes superindices indicam diferencas significativas entre os grupos.

Figura 6. Dados Cariométricos do lobo Dorsolateral. A. Pardmetro Fator Forma. Anélise estatistica baseada no
teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido de Dunn. Valores representam media £ EP (n = 7). Diferentes
superindices indicam diferencas significativas entre os grupos. B, C. Epitélio normal dos grupos C e CO. D-G.
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Nucleos atipicos apresentam formas bizarras (setas) e nucléolos evidentes (cabecas 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. Parametro Fator forma. Andlise estatistica baseada no teste
ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido de Dunn. Valores representam a média + EP (n = 7). Diferentes
superindices indicam diferencas significativas entre os grupos. B, C. Epitélio normal dos grupos C e CO. D-G.
Nucleos atipicos apresentam formas bizarras (setas) e nucléolos evidentes (cabecas de seta) nos grupos BPA,

BCm, BP, BCmP, respectivamente. H-J. Epitélio similar ao normal nos grupos Cm, P, CmP, respectivamente.

Figura 8. Incidéncia de lesdes histopatologicas (%) no lobo Dorsolateral (A) e Ventral (B) de gerbilos adultos

apos 29 semanas de tratamento.

Figura 9. Multiplicidade de lesdes prostaticas 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). Analise estatistica
baseada nos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (A, B e C) e Mann Whitney (D). Diferentes superindices indicam

diferencas significativas entre os grupos.

Figura 10. Multiplicidade de Inflamac6es Intraluminais (I1L) (A e B), InflamacGes Subepiteliais (ISE) (C e D) e
Inflamacges Periductais (E e F) de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos por 29 semanas. Os valores
representam média £ EP (n, 7 por grupo). Andlise estatistica baseada nos testes de Kruskal-Wallis e Dunn.

Diferentes superindices indicam diferencas significativas entre os grupos.

Figura 11. Imunoexpressio do Receptor de Andrégeno (AR) na prostata Dorsolateral e Ventral de gerbilos
adultos. A e B. Grupo Controle. C. Grupo BPA. D. Grupo BCm. E. Grupo BPA. F. Grupo BCm. Frequéncia de
células AR-positivas (%) dos lobos Dorsolateral (G) e Ventral (H) da prostata do gerbilo adulto apés diferentes
tratamentos. Analise estatistica baseada nos testes de ANOVA e Tukey. Diferentes superindices indicam

diferencas significativas entre os grupos.

Figura 12. Niveis séricos de testosterona (ng/mL) de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos. Os valores
representam média £ EP (n, 7 por grupo). Andlise estatistica baseada nos testes de Kruskal-Wallis e Dunn.

Diferentes superindices indicam diferencas significativas entre os grupos.
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 8
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FIGURA9
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FIGURA 10
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Tabela 1. Efeito dos diferentes tratamentos sobre o ganho de peso,

gordura corporal e cintura de gerbilos adultos apos 29 semanas.

Grupos Ganho de Peso (g)*

C 25292 = 2030
Cco 26,292 4500
BPA 4029> = 2,909
BCm 26.713b = 3,006
BP 26,00ab = 3710
BCmP 24862 < 2492
Cm 25432 2967
P 26292 * 1,629
CmP 18,142 = 4367

Os valores representam média + EP (n, 7 por grupo).

significativas entre os grupos.

*Andlise estatistica baseada nos testes de ANOVA e Tukey.
**Andlise estatistica baseada nos testes de Kruskal-Wallis e Dunn.

Gordura Corporal (g)*

3.2432
3.252
6,592°b
5,1562b
5.8162b
5,311ab
3.4422
3.6112
3.5612

+
+
+
+

oK K R

0.370
0.540
0.440
0,782
0.347
1.063
0.432
0.559
0.574

Cintura (cm)**

9.2142
9.333a
11,5000
9.333a
9.3332
9.6672
9.3572
9.2142
9.3572

+
+
+
+

oK K R

0.1487
0.211
0,327
0.167
0.167
0.211
0.143
0.149
0.143

Diferentes superindices indicam diferencas



Tabela 2 — Efeito dos diferentes tratamentos sobre o peso relativo dos
lobos e complexo prostatico de gerbilos adultos apos 29 semanas.

T Peso t'elati‘wjo Peso t'elativo Peso relatisvo

LDL (x10%) LV (x107) CP (x10°)
C 11,282 = 0,605 3,109 = 0,165 7,524 = 1,025
CcO 13,312 = 1,119 3,598 = 0398 8856 = 0,632
BPA 8950 = 0,364 2.881 = 0.162 8.029 =  0.469
BCm  13542¢ = 0,722 4,133 = 0453 9110 = 0,547
BP 14.752¢ = 0.594 4334 = 0410 9495 = 0437
BCmP 15.192¢ = (0,718 4,166 = 0204 9.966 = 0227
Cm 13,572¢ = 1,153 4479 = 0,158 9752 = 0368
P 14912 = 1399 3.635 = 0579 9.707 = 0,621
+ + 0,393 9.064 =  0.359

CmP 13,362 1,338 3,492

Os valores representam media + EP (n, 7 por grupo). Diferentes superindices indicam diferencas
significativas entre os prupos.
**Andlise estatistica baseada nos testes de Kruskal-Wallis e Dunn.
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4 ARTIGO 2: REMODELAGCAO ESTROMAL NA PROSTATA DORSOLATERAL E VENTRAL DO
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INTRODUCAO

O compartimento estromal da glandula prostatica é formado por um arranjo complexo
de células musculares lisas e fibroblastos imersos em uma matriz extracelular ao redor dos
acinos e ductos. Além disso, neste compartimento encontram-se macréfagos teciduais, células
endoteliais vasculares, células nervosas e células do sistema imune. Os fibroblastos e as
células musculares lisas sintetizam os componentes teciduais e regulatérios da matriz
extracelular. Esta, por sua vez, é composta de fibras elasticas, colagenas, proteoglicanos,
fatores de crescimento, enzimas remodeladoras e moléculas reguladoras. Estes componentes
operam de maneira articulada para regular a funcdo celular e manter a homeostase tecidual da
glandula prostatica [1-2].

O compartimento estromal reage de inimeras formas as diferentes situacdes anormais,
produzindo um microambiente dissemelhante do estroma encontrado nos tecidos saudaveis
[3]. Diversos estudos constataram que o crescimento de células prostaticas neoplasicas pode
ser estimulado ou inibido em ambientes estromais especificos [4]. Fibroblastos isolados de
regides de carcinoma sao capazes de proliferar em grande proporcao e secretar altas taxas de
constituintes da matriz extracelular. Nestas condigdes, os fibroblastos sintetizam altas taxas de
proteases degradadoras de matriz, como as metaloproteinases do tipo 2 e 9, expressam alfa
actina de masculo liso e fatores de crescimento e moduladores de respostas imunes, como as
interleucinas. Além disso, um estroma reativo também exibe elevada expressdo de fatores de
crescimento responsaveis pela regulacdo da angiogénese [1-2].

E sabido que alguns fatores ambientais conhecidos como desreguladores endocrinos,
ocasionam significativas mudancas na sintese e metabolismo dos hormonais esteroides
contribuindo para o desenvolvimento de diversas lesdes prostaticas. Um exemplo € o bisfenol
A. O crescente interesse em estudar as acdes do BP-A é devido ao fato de que a exposicdo a
essa substancia pode estar associada ao aumento da incidéncia de tipos de canceres hormdnio-
dependentes, como o cancer de prostata, mama e ovario [5-7]. Facina e colaboradores (2018)
[8] reportaram que a exposi¢do prolongada a doses baixas de bisfenol A aumentou a
incidéncia e a multiplicidade de lesbes prostaticas em gerbilos adultos. O impacto do bisfenol
A na préstata tornou-se o centro de diversas pesquisas atuais com foco especial no
entendimento de como o BP-A afeta a fisiopatologia prostatica [7-10]. No entanto, pouco se
sabe a respeito das alteragdes impostas pelo bisfenol A sobre o compartimento estromal

prostatico.
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Estudos epidemioldgicos indicam que compostos polifendlicos naturais reduzem o
risco e incidéncia de varios tipos de canceres, com potencial de beneficiar a saude geral e
aumentar a longevidade. Dentre muitos agentes naturais anti-cancer, a curcumina € um
composto fitoquimico que tem demonstrado notavel potencial terapéutico para diversos tipos
de cénceres, incluindo o cancer de prostata [11]. A base molecular dos efeitos anti-cancer e
quimiopreventivo da curcumina é atribuida a sua atuacdo sobre varios processos celulares,
incluindo fatores de transcrigdo, reguladores de crescimento, moléculas de adesdo, 0s genes
reguladores de apoptose, angiogénese e moléculas de sinalizagdo celular [12].
A curcumina mostrou potencial contra numerosos distirbios humanos, no entanto
este fitoquimico possui baixa biodisponibilidade devido a ma absorcéo, metabolismo rapido e
eliminacdo sistémica. Estas condigdes demonstraram limitar sua eficacia terapéutica [13].
Estudos de Shoba e colaboradores (1998) [14] mostraram o efeito da combinacdo de piperina,
um conhecido inibidor da glucuronidagdo hepatica e intestinal, com a curcumina. O estudo
revelou que, a piperina aumenta a concentragdo de curcumina no soro e o grau de absorcéo e
biodisponibilidade deste fitoquimico, tanto em ratos quanto em seres humanos sem efeitos
adversos. Além disso, a piperina possui inimeras atividades anti-cancer e muitos mecanismos
para sua atividade foram sugeridos, incluindo a apoptose, a inibicdo da angiogénese, a
supressdo metastatica e o bloqueio da invasdo pela regulacdo das metaloproteinases de matriz
[15-17].
Atualmente ha poucos estudos na literatura que abordam os efeitos da curcumina sobre
as doencas prostaticas, em especial no que se diz respeito ao estroma glandular. Desta forma a
administracdo da curcumina durante o tratamento com BP-A pode ter um efeito benéfico
sobre o estroma prostatico, revertendo ou retardando as alteracBes impostas pelo BP-A.
Ademais, a associacdo da curcumina com a piperina podera favorecer uma maior absorcdo

daquela aumentando assim os beneficios do fitoterapico.
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MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados gerbilos machos adultos (Meriones unguiculatus) com 100 dias de
idade mantidos no biotério do grupo de pesquisa em Biologia da Reproduc¢do do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da UNESP, campus de Séo José do Rio Preto (SP)
(Protocolo 122/2015 — CEUA-IBILCE/UNESP). Os animais foram mantidos em caixas de
polietileno, com substrato de maravalha, em condi¢fes controladas de luminosidade e
temperatura média de 23°C, alimentados com racdo ad libitum e regime especial de
hidratacdo. O experimento foi conduzido de acordo com as normas adotadas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Compostos Quimicos
Bisfenol A

BPA (Sigma-Aldrich >99 % purity), 50ug/kg/dia, foi dissolvido em 0,5 mL de alcool
etilico100% (Merch) e diluido em agua filtrada.

Curcumina

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

em 0,1 mL de 6leo de milho.

Piperina

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

6leo de milho.
Delineamento Experimental

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

maneira aleatoria em 9 grupos experimentais:
e Grupo Controle (C): animais que receberam agua ad libitum.

e Grupo Controle Oleo (CO): animais que receberam 6leo de milho, via gavagem, a

cada dois dias.
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e Grupo Bisfenol A (BPA): animais que receberam BP-A na concentracdo de

50ug/kg/dia na dgua de beber.

e Grupo Curcumina (Cm): animais que receberam 100mg/kg/dia de curcumina, via

gavagem, a cada dois dias.

e Grupo Bisfenol A + Curcumina (BCm): animais que receberam BP-A na
concentracdo de 50ug/kg/dia na agua de beber + 100mg/kg/dia de curcumina, via

gavagem, a cada dois dias.

e Grupo Bisfenol A + Curcumina + Piperina (BCmP): animais que receberam BP-A
na concentragdo de 50ug/kg/dia na agua de beber + 100mg/kg/dia de curcumina
associada a 20mg/kg/dia de piperina (administradas conjuntamente), via gavagem, a

cada dois dias.

e Grupo Bisfenol A + Piperina (BP): animais que receberam BP-A na concentracdo de

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

e Grupo Curcumina + Piperina (CmP): animais que receberam 100mg/kg/dia de
curcumina associada a 20mg/kg/dia de piperina (administradas conjuntamente), via

gavagem, a cada dois dias.

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

cada dois dias.

Delineamento Experimental

Semanas

13 42
INICIO EUTANASIA

c-—
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Figura 1. Delineamento Experimental do estudo.
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O sacrificio dos animais aconteceu 29 semanas ap6s o inicio do experimento. Os

animais foram eutanasiados por superdosagem de anestésico.

METODOLOGIA
Anélise Morfolégica — Microscopia de Luz

Os lobos Ventral e Dorsolateral prostaticos foram removidos e, posteriormente, foram
fixados por imersdo em Paraformaldeido tamponado a 4%, desidratados em etanol,
clarificados em xilol e, entdo, incluidos em Paraplast (Histosec, Merk). Os cortes de 4um
obtidos em micrétomo rotativo automéatico (Leica®) foram corados pelos seguintes métodos

histoquimicos:

1. Picrossirius-Hematoxilina — Para estudo das fibras de colageno no estroma
prostatico;

2. Impregnacdo pela prata para reticulina — Para estudo das fibras reticulares do
estroma prostético.

3. Resorcina-Fucsina de Weigert — Para estudo das fibras do sistema elastico do

estroma prostatico.

Estereologia

Anélises estereologicas 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 laminas coradas pela técnica Picrossirius-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 a prostata por Huttunen et al. (1981) [19].
Assim, a partir dos dados obtidos para cada campo analisado, foi calculada a frequéncia
absoluta das porcBes dos seguintes componentes estromais individuais: musculo liso e

colageno.
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Analise Imunohistoquimica

Os seguintes testes imunohistoquimicos foram aplicados nas prostatas dos gerbilos:

e o-actina de Musculo Liso: Anti-a-actina (Mouse Monoclonal, Clone 1A4), (Santa
Cruz Biotechnology, Califérnia).

e Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF): anti-VEGF, (Santa Cruz
Biotechnology, California).

e Metaloproteinases de Matriz tipo 2: anti-MMP-2 ((2C1): sc-13594 - Santa Cruz
Biotechnology, California).

e Metaloproteinases de Matriz tipo 9: anti-MMP-9 ((C-20): sc-6840 - Santa Cruz
Biotechnology, California).

e Interleucina tipol0: anti IL-10 ((E-10): sc-8438 - Santa Cruz Biotechnology,
California).

e Interleucina tipo 6: anti IL-6 ((M-19): sc-1265 - Santa Cruz Biotechnology,

California).

Procedimentos gerais para as avaliacdes imunohistoquimica:

Os cortes histoldgicos desparafinizados e reidratados foram submetidos a recuperacao
antigénica em tampdo citrato pH 6.0 a 97°C (45 minutos) em banho maria. Os cortes foram
lavados em PBS (3x5minutos). O bloqueio de peroxidases endogenas foi efetuado com H,O,
(3% em metanol) durante 20 minutos. Os cortes foram lavados em PBS (3x5minutos). O
blogueio de proteinas foi feita em leite (2,5 gramas em 50mL de PBS) por 30 minutos.
Anticorpos primarios para 0s componentes acima mencionados foram utilizados em diluicGes
variadas (entre 1:50 e 1:100), overnight a 4°C. Apos 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 Polimero
(Novolink, Novocastra) por 45 minutos. Os cortes foram lavados em PBS (3x5minutos). Em
seguida, os cortes passaram pela revelacdo com a diaminobenzidina (DAB, Sigma). A contra
coloracdo dos cortes foi feita hematoxilina de Harris. As laminas foram desidratadas,
montadas em balsamo do Canadé e avaliadas em microscopia de luz convencional. O controle

negativo foi obtido com a omissao do anticorpo primario.
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Contagem de marcagdes 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
0 programa Image—Pro-Plus ©Media Cybernetics. O indice de regibes marcadas
positivamente por campo foi determinado de acordo com o sistema de teste de multipontos
M168 proposto por Weibel (1978) [18] e aplicado a prostata por Huttunen et al. (1981) [19].

Analise Estatistica

A analise exploratéria dos dados coletados foi feita em planilhas e graficos do
software Excel 2013. Os testes estatisticos utilizados para averiguacdo da significancia foram
0 teste ANOVA seguido do teste de Tukey para dados paramétricos e o teste de Kruskal-
Wallis seguido de Dunn para dados ndo paramétricos, por meio do software GraphPad Prism
6 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA), significancia com valor de p < 0.05.
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RESULTADOS

A andlise histologica da prostata de gerbilos adultos permitiu determinar a
multiplicidade e a distribuicdo das lesGes histopatolégicas que acometeram os lobos
prostaticos nos diversos tratamentos estudados. Lesdes de carater pré-maligno (representadas
por PIN) e maligno (representadas por Carcinoma Microinvasivo) foram observadas em
ambos os lobos prostéticos, mas, principalmente e com maior frequéncia, nos grupos
submetidos ao desregulador endécrino bisfenol A (Tabela 1). Os demais grupos também
apresentaram lesGes histopatoldgicas (Tabela 1), no entanto com fendtipos mais brandos e em
menor extensao.

A andlise estereoldgica mostrou diferencas nas proporcdes assumidas pelos diferentes
elementos estromais (Colageno, Musculo Liso) nos lobos prostaticos do gerbilo.

As fibras de colageno apresentaram-se dispostas paralelamente & membrana basal
circundando porgoes glandulares integras (Figura 2A, B e 3A, B) e, em sitios neopléasicos,
sofreram remodelacdo (Figura 2C-1 e 3C-l) apresentando-se bastante fragmentadas e
dispersas. Em relacdo ao volume absoluto ocupado pelas fibras colagénicas no lobo
Dorsolateral, o BP-A promoveu um aumento da deposi¢édo de colageno | quando administrado
sozinho ou com curcumina (BCm) (Figura 6). A associacdo de BPA com a piperina (BP) ou
de BPA com a curcumina/piperina (BCmP), ao contrario, diminuiu a deposicdo de colageno.
A exposicdo da prostata dos animais aos fitoquimicos isoladamente ndo exerceu efeito sobre a
modulacdo das fibras de coldgeno. No lobo Ventral, a acdo do BP-A e/ou dos fitoquimicos
sobre as fibras de colageno foram sutis (Figura 6).

As fibras reticulares (FR), representadas pelo colageno tipo Il1, em regibes integras,
formam uma fina rede interconectada disposta paralelamente a membrana basal (Figura 4A, B
e 5A, B). Em ambos os lobos prostaticos, proximo a les6es proliferativas, foi possivel notar
que as FR apresentaram intensa remodelacdo com aumento na deposicdo e na espessura. Em
lesbes com fenodtipos mais agressivos, as FR apareceram dispersas e fragmentadas, em
associacdo com as células epiteliais do tumor (Figura 4C-1 e 5C-I).

Outro componente do estroma prostatico analisado foram as fibras elasticas (FE)
(Figura 7 e 8). Estas foram observadas na regido subepitelial acompanhando a deposi¢do de
fibras de colageno e, como estruturas delgadas, entre as células musculares. No grupo BPA as
FE apresentaram-se com orientagdo perpendicular & membrana basal, mais curtas e com

ruptura em diversos pontos. Os grupos BCm, BP e BCmP, apesar da exposi¢éo ao bisfenol A,
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apresentaram alteragdes mais sutis nas FE ao longo dos &cinos analisados. Os grupos Cm, P e
CmP apresentaram FE com padréo de distribui¢cdo semelhante ao grupo C e CO.

As fibras musculares lisas, em regides glandulares integras, encontraram-se dispostas
paralelamente & membrana basal, circundando todo o epitélio glandular (Figura 9 e 10). Em
regides afetadas por algum tipo de lesdo, este componente estromal sofreu remodelacdo, além
de pontos de desestruturacdo e ruptura (Figura 9 e 10). Essa desestruturacdo permite a
migracdo de células neoplésicas, favorecendo, assim, a invasdo estromal. No lobo
Dorsolateral, esses rearranjos ndo 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 0 que apresentou o
menor volume de células musculares lisas, com valores proximos aos do grupo C (Figura 11).

Ao se tratar dos vasos sanguineos, em ambos os lobos, foi constatado um aumento no
namero destes no grupo BPA quando comparado ao grupo C e CO (Figura 12, 13 e 14). Um
aumento na formag&o destes vasos pode favorecer a metastase, ja que permitem que as células
cancerosas saiam do local de origem e espalhem-se para 6rgdos mais distantes. Os animais
dos grupos BP e BCmP apresentaram diminuicdo significativa na quantidade de vasos
sanguineos quando comparados ao grupo BPA (Figura 12, 13, 14). Os grupos tratados apenas
com os fitoquimicos permaneceram com quantidades de vasos sanguineos semelhantes aos
grupos C e CO (Figura 12, 13,14).

O bisfenol A aumenta a quantidade de MMP-2 no lobo Dorsolateral e a associacéo
deste desregulador endocrino com fitoquimicos nao altera este parametro (Figura 15, 16,17).
No lobo Ventral ocorre um evento semelhante, porém a associacdo de BPA com a
curcumina/piperina restabelece o padrdo de MMP-2 préximo ao do controle (Figura 15,
16,17). Nos grupos que receberam somente os fitoquimicos, em ambos os lobos, a expressdo
da MMP-2 foi bastante similar ao grupo C (Figura 15, 16,17).

Em relacdo a expressdo de metaloproteinase de matriz tipo 9, em ambos os lobos foi
possivel observar que o bisfenol aumenta a quantidade de MMP-9 sozinho ou em associacao
com a curcumina ou com a piperina e, ndo surte esse efeito quando é combinado com os dois
fitogquimicos. Nos grupos que receberam somente os fitoquimicos, em ambos os lobos, a
expressdo da MMP-2 foi bastante similar ao grupo C (Figura 18, 19, 20).

E importante ressaltar que, a expressio das MMPs foi mais intensa em regides
proximas a lesBes histopatoldgicas. Em regifes integras a expressdo dessa enzima é baixa ou
inexistente. Contudo, no grupo BPA e BCm foi constatado alta frequéncia das MMPs

circunjacentes a regides acinares integras.
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A anélise qualitativa da expressao de Interleucina 6 (IL-6) e Interleucina 10 (IL-10) foi
realizada por meio da analise de diversos cortes histolégicos de diferentes animais. Em
relacdo a expressdo da IL-6 foi possivel constatar uma baixa expressdo dessa citocina pro-
inflamatoria nos grupos C e CO (Figura 21, 22). De maneira oposta, houve uma grande
expressdo desta citocina nos grupos BPA e BCm. Nos grupos BP e BCmP houve uma reducéao
consideravel da expressdo de IL-6 (Figura 21, 22). Os grupos Cm, P, CmP apresentaram
expressdo de IL-6 semelhante aos grupos C e CO (Figura 21, 22). Ao se tratar da expresséo da
Interleucina 10, foi observado resultado bastante semelhante aos dados obtidos anteriormente
(Figura 23, 24).
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DISCUSSAO

A maioria dos estudos que envolvem inducgdo experimental de neoplasia prostatica
se concentra na descricdo das lesOes epiteliais e menor atencdo tem sido dispendida com o
microambiente estromal e suas alteragdes. No presente estudo, o desregulador enddcrino
bisfenol A foi utilizado em baixa dose para induzir lesGes prostaticas em gerbilos por meio de
um protocolo bem estabelecido em nosso laboratério [8]. Com o intuito de testar a acdo
benéfica de fitoquimicos sobre as lesdes estabelecidas, curcumina, piperina e a associacdo
entre ambas foram testadas e avaliadas nos lobos Dorsolateral e Ventral prostéticos. Sabe-se
que o compartimento estromal reage de inimeras formas as diferentes situacbes anormais,
produzindo um microambiente dissemelhante do estroma encontrado nos tecidos saudaveis.
Alguns autores afirmam que as células estromais influenciam o crescimento do cancer de
prostata em graus variados em diferentes estagios de estabelecimento e progressao do tumor
[20-21]. No presente trabalho varios componentes estromais foram avaliados, tanto fibrilares
como celulares, com o intuito de descrever as principais alteracfes morfoldgicas associadas a
sitios pré-neoplasicos e tumorais e seu papel na progressao da doenca.

O colageno do tipo I é o principal componente da matriz extracelular e ¢ sintetizado
pelos fibroblastos [22]. No estroma prostatico dos gerbilos, a rede de fibras de colageno esta
disposta em uma camada densa sob o epitélio do acino [23]. Nos carcinomas microinvasivos
prostaticos espontaneos ou induzidos por MNU, neste mesmo modelo, as fibras de colageno
se apresentaram intensamente fragmentadas e dispersas [3]. A progressdo da malignidade
tumoral é acompanhada pela formacdo de um andaime de fibras colagénicas finas e
ramificadas [24]. Nas les6es causadas pelo BP-A esses fendtipos também foram observados e
em uma analise estereologica foi observado aumento na deposicdo de colageno nos grupos
BPA e BCm no lobo Dorsolateral. A associacdo de BP-A com piperina ou piperina e
curcumina resultou em reducdo no volume das fibras de colageno tipo 1. No lobo Ventral, a
acdo do BP-A e/ou dos fitoquimicos sobre as fibras de colageno foram sutis. As fibras
reticulares alteraram sua organizacdo estrutural mediante os tratamentos e em areas
acometidas por lesbes. Em lesGes mais extensas e com fenotipos mais agressivos, as FR
sofreram intensa fragmentacdo e apareceram dispersas no meio dos agregados tumorais em
associacdo com as células epiteliais do tumor. Estudos de Costa e colaboradores (2004) [25]
analisaram a densidade volumétrica de fibras reticulares na zona de transi¢do prostatica e, em
pacientes com hiperplasia houve um aumento dessas fibras quando comparado ao grupo

controle. Em lesbes prostaticas pré-malignas (PIN), induzidas por carcindgeno, as fibras
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reticulares sofreram fragmentacdo e degradacdo, demonstrando ser mais espessas e dispondo-
se perpendicularmente a membrana basal [26].

A prostéata de roedores apresenta poucas fibras elasticas que se localizam na parede
de vasos, dispostas concentricamente ao redor dos acinos e espalhadas no estroma da glandula
[27]. A analise histoldgica das FE mostrou que regides acinares integras do grupo C, sdo
circundadas por células musculares lisas e por fibras elésticas dispostas em uma fina camada
sob o epitélio. No grupo BPA, nas regides com les6es histopatolédgicas, as FE apresentaram-se
remodeladas, mais curtas e/fou fragmentadas e, em varios pontos dispostas
perpendicularmente a membrana basal. Os grupos BCm, BP e BCmP, apesar da exposi¢do ao
bisfenol A, apresentaram alteragbes mais sutis nas FE nos diversos &cinos analisados,
evidenciando a eficicia dos tratamentos com os fitoquimicos. Os grupos Cm, P e CmP
apresentaram FE com padrdo de distribuicdo semelhante ao grupo C e CO. Em regibes
tumorais € possivel observar diversas alteragGes estruturais nesses elementos [1]. John
& Murthy (2016) [28] analisaram a morfologia das fibras elasticas em carcinoma epidermadide
de boca e, constataram uma quantidade significativa de padrdo fragmentado de fibras elasticas
neste tipo de carcinoma com fendtipo pouco diferenciado. Segundo Gongalves e
colaboradores (2015) [3] lesbes pre-malignas na prostata de gerbilos apresentaram um inicio
da desorganizacdo dos elementos elasticos que se acentuaram com a progressao da lesao.
Atualmente pouco se sabe sobre a relacdo entre as fibras elasticas e o desenvolvimento e
progressao dos tumores. Estudos mais detalhados com os fitoquimicos curcumina e piperina
devem ser realizados, ja que estes apresentaram uma boa eficacia em relacdo aos elementos
elasticos proximos das lesbes prostaticas decorrentes da exposic¢do prolongada ao bisfenol A.

Ao se tratar das células musculares lisas, em regides glandulares integras, estas se
encontraram dispostas paralelamente a membrana basal, circundando todo o epitélio
glandular. A andlise da prostata de ratos mostrou maior concentracdo dessas células proximas
as unidades secretoras dos alvéolos, sugerindo que as células musculares podem ser
responsaveis pela menor proliferacdo e pela propensao a apoptose sob condi¢ées normais. De
forma contraria, regides ductais distais apresentam fibroblastos como maioria das células
estromais e o comportamento epitelial € mais proliferativo [29]. Em regides afetadas por
algum tipo de lesdo, este componente estromal sofreu remodelacdo e as fibras musculares
apareceram dispersas e fragmentadas, em associacdo com as células epiteliais do tumor. Esse
afastamento das células musculares lisas das unidades acinares secretoras pode estar
envolvido com o aumento da proliferacdo epitelial. No lobo Dorsolateral, esses rearranjos ndo

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 0s grupos que receberam
bisfenol A, o grupo BCmP foi o que apresentou o0 menor volume de células musculares lisas,
com valores préximos aos do grupo C. Estudos de Pradhan e Chandra (1975) [30]
constataram que o inicio do desenvolvimento de Hiperplasia Prostéatica Benigna pode estar
relacionado com a proliferacdo do estroma fibromuscular.

Outra alteracdo constatada diz respeito ao nimero de vasos sanguineos. Todos 0s
tecidos requerem um suprimento continuo de oxigénio e nutrientes, simultaneamente com a
remocdo de didxido de carbono e de subprodutos celulares toxicos. Essas necessidades sdo
essenciais e ocorrem por dois processos: a vasculogénese e a angiogénese. A angiogénese é 0
processo no qual novos vasos sanguineos surgem e crescem a partir de vasos pre-existentes
[31]. O processo angiogénico envolve o ajuste do equilibrio entre fatores pré e anti-
angiogénicos. O inicio de novos vasos sanguineos por meio da angiogénese promove 0
crescimento do tumor e a invasdo. As células tumorais liberam fatores angiogénicos soluveis
para possibilitar a formacdo de novos vasos e manter 0s vasos existentes, permitindo assim,
que os tumores crescam [32-34]. Dentre esses fatores, o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) possui extrema importancia na formacdo de vasos sanguineos no cancer de
prostata e pode ser utilizado como alvo terapéutico. Animais do grupo BPA apresentaram um
maior niumero de vasos sanguineos e maior expressao do fator de crescimento endotelial
vascular quando comparados aos demais grupos. O tratamento com os fitogimicos, apos a
exposicdo prolongada ao bisfenol A diminuiu o nimero de vasos sanguineos e a expressao de
VEGF quando comparados ao grupo BPA. Deng e colaboradores (2008) [35] constataram que
a curcumina reduz a expressdo de mRNA e proteinas do fator de crescimento endotelial
vascular em linhagem de células de cancer de prostata andrégeno independente. Em células
de linhagem de cancer de ovario, a curcumina foi efetiva na supressao do fator de crescimento
endotelial vascular [36]. Kim e colaboradores (2015) [37] analisaram o efeito inibitério da
curcumina em modelo de rato com hiperplasia prostatica benigna induzida por testosterona e
concluiram que houve diminuicdo na expressdo de VEGF, TGF-B1 e IGF1 nos grupos
tratados com curcumina. Estudos com tumorigénese mamaria induzida por N-nitroso-N-
metiluréia e em linhagens celulares de cancer de mama constataram que apds o tratamento
com a piperina, houve uma diminuicdo na expressdao do receptor de estrogénio, das
metaloproteinases de matriz 2 e 9, do c-Myc e do fator de crescimento vascular endotelial,
sugerindo que a piperina pode suprimir a invasdo, migracdo e angiogénese de células tumorais
[38].
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As metaloproteinases de matriz estdo envolvidas na degradagcéo dos componentes da
matriz extracelular e na remodelacéo tecidual [39-41]. Essas endopeptidases proteoliticas séo
capazes de degradar e processar outras proteinases, quimiocinas e citocinas e moléculas de
adesdo [42]. Muitos estudos demonstraram o papel desempenhado pelas MMPs na invaséao de
células tumorais e na metéstase, em grande parte pela ruptura e remodelacdo da matriz
extracelular [43-44]. O controle da expressdo das MMPs ¢é realizado pelos inibidores teciduais
das MMPs (TIMP) [45]. Em humanos, os neutréfilos, macrofagos, fibroblastos e células
endoteliais sdo células que podem sintetizar e secretar MMP-2 e -9 [46]. Os principais
substratos destas enzimas incluem a gelatina, o colageno, a elastina e algumas proteinas da
membrana plasmatica, como a laminina [46-49]. A superexpressdao de MMP-2 e -9 tém sido
constantemente observada em diversos canceres [49-51]. Durante a tumorigénese, a
destruicdo da membrana basal é um passo importante que favorece a invasao tumoral e as
metéastases [49,52]. A MMP-2 e -9 podem degradar a membrana basal, ja que esta possui na
sua constituicdo colageno tipo quatro e laminina [52-54].

No nosso estudo, o lobo Dorsolateral dos grupos BPA e BCm apresentaram maior
frequéncia de células MMP-9 positivas. Associado a este dado, pudemos observar que estes
dois grupos foram os que apresentaram a maior frequéncia de lesdes prostaticas pré-malignas
e malignas. O lobo Ventral apresentou resultados semelhantes aos do LDL. Ao se tratar da
frequéncia 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 o0s maiores volumes absolutos quando
comparados aos demais grupos experimentais. Entretanto, o0 grupo BCmP apresentou uma
reducdo significativa no volume absoluto de MMP-2, evidenciando que a associa¢do dos
fitogquimicos curcumina/piperina, em animais expostos a baixas doses de BP-A, proporciona
maiores efeitos benéficos que a exposicdo isolada. Apos o tratamento com BP-A, a migracao
e invasdo de células cancerosas sdo estimuladas por ativacdo aumentada de proteases como a
metaloproteinase de matriz tipo 9 [55-57]. Lan e colaboradores (2017) [58] analisaram o
efeito do bisfenol A na migracdo de trofoblastos humanos e placentacdo de camundongos. Foi
constatado que o bisfenol A aumentou os niveis de proteina integrina betal e da MMP-9 e
MMP-2. Estudos envolvendo a exposicdo de células epiteliais normais do célon - NCM460 -
a dose ambiental do BP-A mostrou um aumento na expressdao e na atividade da MMP-9,
favorecendo a migracdo celular e aumentado o risco de cancer de colon [59]. Dominguez e
colaboradores (2008) [60] estudaram o efeito de doses crescentes de bisfenol A sobre células

da granulosa-luteina em relacdo a producdo e a atividade de MMP-2 e -9. Em suma, 0s
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pesquisadores concluiram que em concentracbes compativeis com 0s niveis de exposicao
humana, o BP-A estimula a producdo 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, ndo foram capazes de reduzir significantemente a
expressdao de MMP-9. No entanto, ao associarmos a curcumina com a piperina, houve uma
diminuicdo na expressdo dessa enzima. Estudos de Cao e colaboradores (2015) [61]
analisaram a eficacia da curcumina na proliferacdo 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 expressdo do gene MMP-9 e a
atividade do NF-xB. Estudos com celulas de cancer de prdstata DU145 constatou que a
piperina diminuiu a progressdo da migracdo dessas células, por meio da regulacdo negativa da
via de sinalizacdo Akt/mTOR/MMP-9. Além disso, observou-se que a piperina dimuiu a e
expressao de MMP-9, p-Akt e p-mTOR [62].

A interleucina 6 € uma citocina pro-inflamatéria que € expressa em tumores
prostaticos e no microambiente estromal do tumor [63]. Essa citocina media diversas fungdes
fisiologicas, tais como a regulacéo da diferenciacdo e ativacao de células B e T, o crescimento
e sobrevivéncia celular e o controle da resposta da inflamacdo 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 angiogénese de tumores
prostaticos [65]. Fibroblastos associados ao tumor, apos sofrerem estimulacao por interleucina
6, secretam MMPs, aumentando a invasidade das células tumorais prostaticas e favorecendo a
transicdo epitélio-mesenquimal [66]. Dentre os grupos que foram expostos ao bisfenol A, a
expressdo 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 expressdode IL-6 foi significativamente aumentada nas células deste
carcinoma quando expostas ao desregulador enddcrino durante 24 horas. Além disso, 0s
pesquisadores concluiram que, o bisfenol A desencadeia a proliferacdo e a migracdo das
células tumorais por meio da regulacdo positiva de IL-6 mediada pelo receptor de estrogénio
acoplado a proteina G. Estudos recentes com concentragdes nanomolares de bisfenol A
concluiram, por meio de ensaios moleculares que, houve um aumento da expressdo de
interleucina-6 em células de neuroblastoma. Além disso, as baixas doses de bisfenol A séo
capazes de ativar sinais de NF-«kB/IL-6, aumentando assim a malignidade das células

tumorais [68]. Foi constatado que a curcumina regula negativamente biomarcadores de
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invasdo e angiogénese (exemplo - metaloproteinase de matriz tipo 9 e VEGF) e
biomarcadores inflamatérios (exemplo — fator de necrose tumoral e IL-6) [69]. Os potenciais
beneficios da curcumina sdo limitados devido a sua baixa solubilidade, baixa absorcéo,
metabolismo rapido e rapida eliminacéo sistémica. A baixa biodisponibilidade da curcumina
no sangue pode ter sido a responsavel pela ndo reducdo da expressao de IL-6 ap0s exposicao
ao BP-A. Vérios estudos melhoraram a biodisponibilidade da curcumina adicionando
compostos como a piperina [70-71]. No grupo BCmP, houve uma reducdo significativa da
expressdo dessa citocina quando comparado aos grupos BPA e BCm.

A interleucina-10 é uma citocina altamente pleiotropica secretada por uma variedade
de tipos de células, incluindo mondcitos, macréfagos, células B e subconjuntos de células T
[72-73]. Estudos compravam sua influéncia na patogénese, desenvolvimento de doencas
autoimunes e no cancer [74]. Entretanto, seu papel na tumorigénese e desenvolvimento ainda
é bastante controverso. Alguns autores afirmam que a IL-10 atua na progressdo tumoral
enquanto outros autores acreditam que essa citocina possui papel ativo na inibicdo tumoral
[74]. Em nosso estudo, os grupos BPA e BCm apresentaram maior expressdo desta citocina.
Estes grupos, como visto anteriormente, apresentaram extensas lesdes histopatologicas com
fendtipos mais agressivos, e diversas alteracGes estromais. Contrariamente, 0s grupos BP e
BCmP, apresentaram menor expressao de IL-10 como os demais grupos. E sabido que a IL-10
atua como uma citocina imunossupressora e que sua expressdao € um mecanismo de fuga da
vigilancia imunologica, diminuindo a resposta imune antitumoral no microambiente tumoral,
favorecendo a promoc¢do do tumor [74-76]. Macrofagos ativados, associados ao tumor,
produzem quantidades significativas de IL-10 promovendo o crescimento tumoral em células

de melanoma [77].
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CONCLUSAO

Em concluséo, este trabalho demonstrou que o microambiente estromal prostatico,
em especial as células musculares lisas, as fibras de colageno e as fibras do sistema elastico, a
expressao de MMPs, ILs e VEGF, sofreram modificacGes ap06s o tratamento prolongado com
doses ambientais de bisfenol A. Mudancas na composi¢cdo do estroma prostatico podem
alterar a homeostase epitelial, levando a disfuncdo glandular, com possivel desenvolvimento
de doencas. A administracdo de curcumina isoladamente ndo foi capaz de amenizar essas
alteracdes. Por outro lado, a associacdo da curcumina com a piperina, trouxe resultados mais
benéficos para a glandula prostatica que apresentou os elementos estromais estudados bem
proximos aos do grupo Controle. O entendimento dos fatores capazes de modular o
microambinete estromal torna possivel o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas

na prevencdo ou na reducéo da evolucéo dos disturbios prostaticos.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. Desenho experimental do estudo.

Figura 2. Elementos Colagénicos do lobo Dorsolateral de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos. A, B.
Epitélio prostatico integro circundado por células musculares lisas e por uma espessa camada de colageno
subepitelial (setas). C. Acino acometido por Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN). D. Acino acometido por
Carcinoma Microinvasivo (CM). E, F, G, H e 1. Acinos com PIN. Observa-se a distribuigio menos ordenada dos
elementos colagénicos 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-l.

Picrossirius-Hematoxilina.

Figura 3. Elementos Colagénicos do lobo Ventral de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos. A, B.
Epitélio prostatico integro circundado por células musculares lisas e por uma camada de colageno subepitelial
(setas). C, D. Acinos acometidos Carcinoma Microinvasivo (CM). Os asteriscos indicam rompimento dos
elementos colagénicos da matriz extracelular no sitio neoplasico. E, F, G, H e I. Acinos acometidos por PIN.
Observa-se a distribuicdo menos ordenada dos elementos colagénicos 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. Picrossirius-Hematoxilina.

Figura 4. Fibras Reticulares do lobo Dorsolateral prostatico de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos. A e
B. Epiteélio prostatico integro, circundado por finas camadas de colageno subepitelial do tipo | (setas) e do tipo
Il (cabeca de setas) dispostas paralelamente a membrana basal. C. Acino acometido por Carcinoma
Microinvasivo. Os elementos colagénicos (setas) sofreram intensa fragmentacdo dispondo-se
perpendicularmente a membrana basal. D, E. Carcinoma Microinvasivo. Notar intensa remodelacdo dos
elementos colagénicos (setas). F, G, H. Acino acometido por PIN. As setas indicam remodelagdo das fibras
reticulares. 1. Acino acometido PIN. E possivel observar o espessamento das fibras reticulares neste sitio
neoplasico (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-l. Reticulina de Gémori.

Figura 5. Fibras Reticulares do lobo Ventral prostatico de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos. A e B.
Epitélio prostatico integro, circundado por finas camadas de colageno subepitelial do tipo | (setas) e do tipo 11l
(cabeca de setas) dispostas paralelamente a membrana basal. C. Acino acometido por Carcinoma Microinvasivo.
Os elementos colagénicos (setas) sofreram intensa fragmentacdo dispondo-se perpendicularmente a membrana
basal. Além disso, € possivel notar o espessamento de algumas fibras reticulares. D. Carcinoma Microinvasivo.
Notar intensa remodelagio dos elementos colagénicos (setas). E, F, G, H. Acinos acometidos com PIN. Notar
inicio de desestruturacdo dos elementos de matriz extracelular (setas) associados a esses sitios neoplésicos. |.
Acino acometido com Neoplasia Intraepitelial Prostatica. E possivel observar o espessamento (*) e a
fragmentacdo (setas) das fibras reticulares neste sitio neoplésico. 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

Gomori.
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Figura 6. Volume absoluto (mm®) de colageno na préstata de gerbilos adultos submetidos a diferentes
tratamentos. Os valores representam média £ EP (n, 7 por grupo). Analise estatistica baseada nos testes de

Kruskal-Wallis e Dunn. Diferentes superindices indicam diferencas significativas entre os grupos.

Figura 7. Elementos elasticos do lobo Dorsolateral prostatico de gerbilos adultos. A, B. Epitélio prostatico
integro circundado por células musculares lisas e por fibras elasticas. C. Acino apresentando fibras elasticas
remodeladas, curtas e com ruptura em diversos pontos (setas). D, F, G, H, 1. Acinos apresentando disposicéo
tipica das fibras elasticas. E. Aparente aumento das fibras elasticas 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-l.

Resorcina-Fucsina de Weigert. Escala das figuras: 10um.

Figura 8. Elementos elasticos do lobo Ventral prostatico de gerbilos adultos. A, B. Epitélio prostatico integro
circundado por células musculares lisas e por fibras elasticas. C. Acino apresentando fibras elasticas com
orientacdo perpendicular a membrana basal, curtas e com ruptura em diversos pontos (setas) em regiGes integras
ou com leso histopatoldgica. D, G, H, 1. Acinos apresentando disposi¢ao tipica das fibras elasticas. E.F. Maior
deposicéo de fibras elasticas 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-l.

Resorcina-Fucsina de Weigert. Escala das figuras: 10um.

Figura 9. Imunohistoquimica para alfa-actina de musculo liso no lobo Dorsolateral. A, B. Epitélio prostético
integro, circundado por uma camada de células musculares lisas (ML). C, D. Acinos acometidos por Carcinoma
Microinvasivo. E possivel notar o rompimento da camada de células musculares lisas favorecendo a invasio
estromal (setas). E, F. Acinos acometidos por Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN). Observar o inicio da
desestruturacio da camada de células musculares lisas nestes sitios neoplasicos. G-I. Acinos com a presenca e
PIN. Apesar do &cino apresentar diversas atipias, a camada de células musculares lisas esté integra e circundando
todo o &cino. 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. Imunohistoquimica para alfa-actina de musculo liso no lobo Ventral. A, B. Epitélio prostatico
integro, circundado por uma camada de células musculares lisas (ML). C. Acino acometido por Neoplasia
Intraepitelial Prostatica (PIN). Notar o inicio da ruptura da camada de células musculares lisas (seta). D. Acino
acometido por Carcinoma Microinvasivo. E possivel notar o rompimento da camada de células musculares lisas
favorecendo a invasdo estromal (setas). E. Acino acometido por Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN).
Observar o inicio da desestruturacdo da camada de células musculares lisas neste sitio neoplésico (seta). F.
Acino com PIN. Apesar das atipias celulares, a camada de células musculares lisas apresenta-se integra. G-I.
Acinos com a presenca e PIN. Nota-se que a camada de células musculares lisas esté integra e circundando todo
0 &cino. 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 (mm?®) de musculo liso na préstata dorsolateral e ventral de gerbilos adultos
submetidos a diferentes tratamentos. Os valores representam média + EP (n, 7 por grupo). Analise estatistica
baseada nos testes de Kruskal-Wallis e Dunn. Diferentes superindices indicam diferencas significativas entre os

grupos.
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Figura 12. Imunoexpressdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-A)no lobo Dorsolateral de
gerbilos adultos. A, B. Baixa expressdo de VEGF em tecido prostatico integro (setas). C-E. Alta expressdo de
VEGF (asteriscos). F-1. Baixa expressdo 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. 1. Grupo CmP.

Figura 13. Imunoexpressédo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-A) no lobo Ventral de gerbilos
adultos. A, B. Baixa expressdo de VEGF em tecido prostatico integro (setas). C. Forte expressdo de VEGF em
animais tratados com BP-A, inclusive em areas livres de lesbes. D, E. Alta expressdo de VEGF (setas e
asteriscos). F-1. Baixa expressdo 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 (mm?®) de vasos sanguineos na préstata de gerbilos adultos submetidos a diferentes
tratamentos. Os valores representam média £ EP (n, 7 por grupo). Analise estatistica baseada nos testes de

Kruskal-Wallis e Dunn. Diferentes superindices indicam diferencas significativas entre os grupos.

Figura 15. Imunoexpressdo de Metaloproteinases de Matriz tipo 2 (MMP-2) no lobo Dorsolateral prostatico 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. Imunoexpressdo de Metaloproteinases de Matriz tipo 2 (MMP-2) no lobo Ventral prostatico 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 (mm?®) de Metaloproteinase de Matriz tipo 2 (MMP-2) nos lobos Dorsolateral e
Ventral prostético de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos. Os valores representam média + EP (n, 7 por
grupo). Andlise estatistica baseada nos testes de Kruskal-Wallis e Dunn. Diferentes superindices indicam

diferencas significativas entre os grupos.

Figura 18. Imunoexpressdo de Metaloproteinase de Matriz tipo 9 (MMP-9) no lobo Dorsolateral prostatico 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. Imunoexpressdo de Metaloproteinases de Matriz tipo 9 (MMP-9) no lobo Ventral prostatico 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 (mm?) de Metaloproteinases de Matriz tipo 9 (MMP-9) nos lobos Dorsolateral e
Ventral prostatico de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos. Os valores representam média + EP (n, 7 por
grupo). Analise estatistica baseada nos testes de ANOVA e Tukey. Diferentes superindices indicam diferencas

significativas entre os grupos.

Figura 21. Imunoexpressdo de Interleucina tipo 6 (IL-6) no lobo Dorsolateral prostatico 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. Imunoexpressao de Interleucina tipo 6 (IL-6) no lobo Ventral prostatico 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. Imunoexpressdo de Interleucina tipo 10 (IL-10) no lobo Dorsolateral prostatico 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. Imunoexpressao de Interleucina tipo 10 (IL-10) no lobo Ventral prostatico 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 2

Lobo Dorsolateral
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FIGURA 3

Lobo Ventral
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FIGURA 4
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FIGURA 6
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FIGURA 7

Lobo Dorsolateral




106

FIGURA 8

Lobo Ventral




FIGURA9

Lobo Dorsolateral
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FIGURA 10

Lobo Ventral
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FIGURA 11
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FIGURA 12

Lobo Dorsolateral
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FIGURA 13

Lobo Ventral
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FIGURA 14
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FIGURA 15
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FIGURA 16

Lobo Ventral - MMP-2




FIGURA 17
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FIGURA 18

Lobo Dorsolateral —- MMP-9
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FIGURA 19

Lobo Ventral - MMP-9




FIGURA 20
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FIGURA 21

Lobo Dorsolateral — IL-6
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FIGURA 22

Lobo Ventral — IL- 6




FIGURA 23

Lobo Dorsolateral — IL-10
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FIGURA 24

Lobo Ventral — IL-10




Tabela 1. Multiplicidade de lesdes prostaticas em gerbilos

tratamento.
Grupos Lesoes l;:'lé) lltiallgnas
(& 0.3407* * 0.0670
co 030000 = 00813
BPA 1.0330* = 0,1198
BCm 09111% = 0,1593
BP 0.54442< = 0,0989
BCmP 043331 * 0,1084
Cm 0.38892¢ = (0,1008
P 045562 = 0,1152

*

CmP 0.21112

0.058

Lesoes Pré Malignas
LV
0,33332 = 0,0821
031112 = 0,0664
1.6330* = 02378
0.5889* * 10,1367
061112 = 0,1281
0.1889: * 0,0545
0,1889: = 00,0649
015562 = 0,0444
0.0889:¢ = 0,034

Lesoes Malignas

0

0
0.06667
0.02222
0.03333

0

0
0
0

LDL

-

H K K K

H K H K

0

0
0,02644
0.01562
0,01903

0

0
0
0
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adultos apos 29 semanas de

Lesoes Malignas
LV

0 = 0

0 x 0
004444 = 002184
0.03333 * 0,01903

0 * 0

0 = 0

0 x 0

0 * 0

0 = 0

Os valores representam média = EP (n. 7 por grupo). Diferentes superindices indicam diferengas significativas

entre 0s grupos.

Analise estatistica baseada nos testes de Kruskal-Wallis ¢ Dunn.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

- A ingestdo prolongada a baixas doses de bisfenol A alterou morfofisiologicamente a
glandula prostéatica de gerbilos adultos.

- Foi constatado um aumento na incidéncia e na multiplicidade de lesGes prostaticas no grupo
BPA. Este dado enfatiza que, a dose de 50 pg/kg/dia ndo € segura para a homeostase

prostatica.

- A curcumina isoladamente apresentou efeitos benéficos para a glandula prostatica. Contudo,
0s potenciais beneficios da curcumina foram limitados possivelmente pela sua baixa absor¢éo

e metabolismo rapido.

- A adicdo do fitoquimico piperina trouxe efeitos mais significativos para a glandula
prostatica, como a reducdo das lesdes pré-malignas e a auséncia das lesdes malignas em

ambos os lobos

- O microambiente estromal prostatico, em especial as células musculares lisas, as fibras de
coladgeno e as fibras do sistema elastico, a expressdo de MMPs, ILs e VEGF, sofreram

modificacdes apos o tratamento prolongado com doses ambientais de bisfenol A.

- A administracdo de curcumina isoladamente ndo foi capaz de amenizar as alteracdes
estromais impostas pelo bisfenol A. Por outro lado, a associagdo da curcumina com a
piperina, trouxe resultados mais benéficos para a glandula prostatica que apresentou 0s

elementos estromais estudados semelhantes ao grupo controle.

- A administracdo dos fitoquimicos isoladamente ou associados ndo promoveu alteracdes nos

parametros estudados.

- Entender os fatores capazes de modular o microambinete estromal torna possivel o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas na prevencdo ou na reducdo da evolugédo

dos disturbios prostaticos.
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