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RESUMO

O cancer de préstata € a principal e mais frequente doenga neoplasica
que atinge os homens e embora represente uma causa comum de morbidade e
mortalidade, € passivel de prevengao e cura. No entanto, a patologia molecular
dessa doenga € complexa, pois além de altamente relacionada a idade, a
fatores hereditarios e andrégeno dependentes, é também influenciada por
horméOnios sexuais, fatores ambientais, dietas, respostas imunes e
inflamatdrias. Pesquisas recentes tém demonstrado que a exposicdo a
desreguladores endocrinos, presentes no meio ambiente, pode causar
alteragdes morfofisioldgicas permanentes na prostata. Estas substancias tem o
potencial de causar danos ao sistema enddcrino, pois mimetizam horménios
esteroides podendo afetar seu metabolismo e agir diretamente sobre os érgéos
do trato reprodutivo. Entre estes quimicos ambientais destaca-se o bisfenol A
(BPA). O BPA é um monémero liberado de polimeros plasticos amplamente
utiizados na atualidade. Esta substancia pode alterar a histofisiologia
prostatica, uma vez que mimetiza estrégenos e compete com os receptores
para esses hormoénios. Estudos atuais com roedores tém demonstrado que a
exposicao a baixas concentracbes de BPA aumentam significativamente a
incidéncia e a severidade de neoplasias prostaticas. Além disso, € relatado que
o BPA é capaz de influenciar a regulacédo da transcricdo de genes envolvidos
com a obesidade podendo promover aumento do peso corporal e da
adiposidade. Outro fator ambiental potencialmente associado com a
carcinogénese € a dieta rica em lipideos. O consumo de nutrientes com alta
densidade caldrica pode resultar em uma sindrome metabdlica com sintomas
associados com a resisténcia a insulina, dislipidemia, certo grau de obesidade
e ainda contribuir para o crescimento de tumores prostaticos em roedores.
Resultados preliminares do nosso grupo empregando o roedor gerbilo
(Meriones unguiculatus) como modelo para estudos sobre alteragdes na

glandula prostatica indicam que a dieta hiperlipidica e o BPA isoladamente tém



o potencial de promover o aumento da incidéncia de neoplasias prostaticas. No
entanto, os efeitos de sua associagcdo sobre individuos adultos nao foi
verificado e, os resultados obtidos poderdo auxiliar na compreensdo do
processo de carcinogénese nesse roedor. Desta forma, os objetivos do
presente estudo foram avaliar se a associacéo entre uma dieta hiperlipidica e o
desregulador endocrino BPA potencializa o desenvolvimento de lesdes
prostaticas em animais adultos e investigar o possivel envolvimento dos
receptores de androgeno e estrogeno na carcinogénese estimulada por
bisfenol A e dieta hiperlipidica. Foram utilizados 24 gerbilos adultos (100 dias)
submetidos as seguintes condicbes experimentais: 1) Controle (C): animais
que receberam racado controle; 2) Dieta Hiperlipidica (D): animais que
receberam dieta hiperlipidica, 3) Bisfenol A (BPA): animais que receberam
ragcao controle + BPA na concentracdo de 50ug/Kg/dia na agua de beber, 4)
Dieta Hiperlipidica + BPA (BPA+D): animais submetidos a dieta hiperlipidica
+ BPA na concentracdo de 50ug/Kg/dia na agua de beber. A eutanasia dos
animais aconteceu 6 meses apos o inicio do experimento. Os lobos Ventral e
Dorsolateral prostaticos foram removidos, pesados e processados para
microscopia de luz. As metodologias utilizadas envolveram analises
quantitativas e estatisticas do consumo de racdo, ingestdo de BPA, peso
corpéreo e prostatico, dosagens hormonais, calculo da incidéncia e
multiplicidade de lesdes prostaticas, bem como analises morfolégicas por meio
de técnicas citoquimicas (HE, Picrossirius e Reticulina de Gomori) e
imunohistoquimicas (Receptores de Androgeno (AR) e de Estrégeno (ERp),
Antigeno Nuclear de Proliferagdo Celular (PCNA), a-Actina de Musculo Liso,
Detecgdo de células do compartimento basal (p63). A andlise histolégica
permitiu avaliar a incidéncia, multiplicidade, fendtipo e distribuicao das lesdes
histopatoldgicas. Lesdes de carater pré-maligno e maligno foram constatadas
em ambos os lobos prostaticos. No entanto, os animais submetidos a dieta
hiperlipidica, ao bisfenol A e a associacdo entre esses compostos,
apresentaram uma maior incidéncia e multiplicidade de lesdes prostaticas.

Quando comparado ao grupo controle, os grupos BPA, BPA+D e D



apresentaram maior numero de Inflamacbdes Subepiteliais, Inflamacgdes
Intraluminais e Inflamagdes Periductais. O compartimento estromal dos grupos
tratados apresentou remodelacdo das fibras de colageno, além de diversos
pontos de desestruturagdo da camada de células musculares lisas,
favorecendo a invasao estromal. Quando comparado ao grupo Controle, a
atividade proliferativa das células secretoras prostaticas aumentou em ambos
os lobos de todos os grupos experimentais. Ao se tratar das células basais, foi
possivel notar um aumento destas em ambos os lobos estudados e em todos
os tratamentos, quando comparado ao grupo controle. A andlise da expressao
de AR na prostata do gerbilo mostrou que, ha uma diferenga significativa entre
o grupo Controle e os grupos tratados. Foi possivel notar que, ambos os lobos
dos grupos tratados, apresentam uma frequéncia de células AR-positivas
bastante semelhantes. A dieta, o bisfenol A e a associacdo de ambos
aparentemente estimulou um aumento na frequéncia de células AR positivas
mesmo em areas livres de lesdes. A frequéncia de células ERB-positivas é
aparentemente maior na prostata de animais controle. Em alguns focos
neoplasicos estimulados pela dieta, pelo bisfenol A ou pela associacdo de
ambos, a presencga de células ERp positivas foi baixa ou indetectavel. Por outro
lado, algumas poucas lesbes foram observadas expressando ER[B. Os niveis
séricos de testosterona nao apresentaram diferengas significativas entre os
grupos tratados com dieta hiperlipidica, bisfenol A e a associagdo de ambos,
em relagdo ao grupo controle. No entanto, houve uma tendéncia de aumento
estimulada pelos diferentes tratamentos. Os resultados observados indicam,
portanto, que a administragdo de bisfenol A, da dieta hiperlipidica e da
associagdo de ambos provocou diversas alteragbes morfofisioldgicas na
glandula, as quais podem ter contribuido para o estabelecimento de lesdes, as

quais comprometem diretamente a homeostasia prostatica.

Palavras-chave: Bisfenol A. Desregulador Enddécrino. Dieta Hiperlipidica.

Gerbilo da Mongdlia. Préstata.



ABSTRACT

Prostate cancer is the main and the most common neoplastic disease
that affects men and although it represents a common cause of morbidity and
mortality, it is preventable and curable. However, the molecular pathology of
this disease is complex, because besides being highly related to age, hereditary
factors and androgen-dependent factors, it is also influenced by sex hormones,
environmental factors, diet, immune and inflammatory responses. Recent
research has shown that exposure to endocrine disruptors, presents in the
environment, can cause permanent morphophysiological changes in the
prostate. These substances have the potential to cause damage to the
endocrine system, because they mimic steroid hormones and can affect their
metabolism and act directly in the reproductive ftract. Among these
environmental chemicals is bisphenol A (BPA). BPA is a monomer released
from plastic polymers widely used today. This substance can change prostatic
histophysiology, since it mimics estrogens and compete with the receptors for
these hormones. Recent studies with rodents have shown that exposure to low
concentrations of BPA significantly increases the incidence and severity of
prostatic cancer. Furthermore, it has been reported that BPA is able to influence
the regulation of transcription of genes involved in obesity being able to promote
body weight and adiposity increase. Another environmental factor potentially
associated with carcinogenesis is the high-fat diet. The consumption of nutrients
with a high caloric density can result in a metabolic syndrome with symptoms
associated with insulin resistance, dyslipidemia, obesity and contribute to the
growth of prostatic tumors in rodents. Preliminary results from our group using
the gerbil rodent (Meriones unguiculatus) as a model for studies on changes in
the prostate gland indicate that the high-fat diet and BPA have the potential to
enhance the incidence of prostatic neoplasms. However, the effects of this
association on adults animals has not been verified and the results may

contribute? in understanding of the process of carcinogenesis in rodents. Thus,
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the objectives of this study were to evaluate if the combination of high-fat diet
and the endocrine disrupter BPA enhances the development of prostatic lesions
in adult animals and to investigate the possible involvement of androgen and
estrogen receptors in carcinogenesis stimulated by bisphenol A and high-fat
diet. 24 adult gerbils (100 days) were subject to the following experimental
conditions: 1) Control (C): animals receiving the control diet; 2) High-fat diet
(D): animals fed with high-fat diet, 3) Bisphenol A (BPA): animals that received
the control diet + BPA concentration of 50ug/Kg/day in drinking water, 4) High-
fat diet + BPA (BPA+D): animals subjected to the high-fat diet + BPA
concentration of 50ug/Kg/day in drinking water. The animals were euthanatized
6 months after the beginning of the experiment. The ventral and dorsolateral
prostate lobes were removed, weighed and processed for light microscopy. The
methods involved quantitative and statistical analyzes of ratio and BPA intake,
body and prostatic weight, serum hormonal measurements, incidence and
multiplicity of prostatic lesions and morphological analysis by cytochemical (HE,
Picrosirius and Reticulin of Gomori) and immunohistochemical (Androgen
Receptor (AR) and Estrogen (ERp), Cell Proliferation Nuclear Antigen (PCNA),
a-Smooth Muscle Actin, Detection of basal cell compartment (p63)) techniques.
Histological analysis allowed to evaluate the incidence, multiplicity, and
phenotype distribution of histopathological lesions. Premalignant and malignant
lesions were found in both prostatic lobes. However, animals treated with high-
fat diet, bisphenol A and the association between these compounds showed a
higher incidence and multiplicity of prostatic lesions. When compared to the
control group, the BPA, BPA + D and D groups presented more Subepithelial
Inflammations, Intraluminal Inflammations and Periductal Inflammations. The
stromal compartment of the treated groups showed remodeling of the collagen
fibers, in addition to various disintegration points in the smooth muscle cells
layer, promoting stromal invasion. When compared to the Control group, the
proliferative activity of prostatic secretory cells was increased in both lobes of all
groups. Regarding basal cells, it was possible to notice an increase in both

lobes studied and by all treatments, when compared to the Control group. The
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analysis of AR expression in prostate gerbil showed that there was a significant
difference between the Control group and the treated groups. We observed that
both lobes of the treated groups had a very similar frequency of AR-positive
cells. High-fat diet, bisphenol A and the combination of both apparently
stimulated an increase in the frequency of positive AR cells even in injury free
areas. The ERB-positive cells frequency in the prostate was apparently greater
in prostate of control animals. In some neoplastic foci occasioned by high-fat
diet, bisphenol A or the combination of both, the presence of ER positive cells
was low or undetectable. Moreover, few lesions were observed expressing
ERB. Serum testosterone levels were not significantly different between the
groups treated with high-fat diet, bisphenol A and the combination of both,
compared to the Control group. However, there was a ftrend in increasing
testosterone levels, stimulated by these different treatments. The results
indicated, therefore, that the bisphenol A, high-fat diet and a associated
administration of both caused several morphological and physiological changes
in the gland, which may have contributed to the establishment of lesions, which

directly compromise the prostatic homeostasis.

Keywords: Bisphenol A. Endocrine Disruptor. Mongol Gerbil. High-fat diet.

Prostate.
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1. INTRODUCAO

Morfofisiologia da Prostata

O termo prostata tem sua origem na palavra grega ,prohistani®, usada em 335
a.C. por Herophilus da Alexandria e que significa ,,estar em frente a“, se referindo a sua
localizagao frontal em relagdo bexiga urinaria (Kirby et al., 1996). Por definicdo, ¢ uma
glandula acessoria do sistema genital masculino que juntamente com a vesicula seminal
contribui com a producdo de componentes que irdo compor o fluido seminal e promove
a manutencao do gradiente i6nico e pH adequado desta secrecdo (Untergasser et al.,
2005). O grande interesse em se compreender a biologia desta glandula deve-se tanto ao
seu complexo processo de desenvolvimento, quanto a alta incidéncia de doengas
prostaticas, como adenocarcinoma ¢ hiperplasia prostatica benigna (HPB) nos homens
(Marker et al., 2003). A patologia molecular desta doenga ¢ complexa, pois além de ser
relacionada a idade, fatores hereditdrios e androgeno-dependentes, ¢ também
influenciada por hormoénios sexuais, fatores ambientais, dietas, respostas imunes e
inflamatoérias (Huynh et al., 2001; Carruba, 2006; De Marzo et al., 2007).

A morfogénese da prostata de roedores e de humanos ocorre de maneira analoga
(Cunha et al, 2004 ab). Em humanos o desenvolvimento prostatico inicia-se,
aproximadamente, no primeiro trimestre e se completa logo em seguida ao nascimento,
enquanto que em roedores o desenvolvimento inicia-se préximo ao décimo sétimo dia
embrionario € o completo crescimento € maturagdo ocorre durante a puberdade (25° -
40° dia) (Prins & Korach, 2008). Este processo tem inicio a partir do seio urogenital,
durante o periodo fetal, e ¢ dependente de androgenos circulantes produzidos pelos
testiculos fetais (Cunha ef al., 1986; Thomson & Cunha, 1999; Thomson et al., 2002).
O crescimento e desenvolvimento da glandula se estendem até que a maturidade sexual
seja atingida e a manuten¢do de sua homeostase no individuo adulto é garantida por
hormonios esteroides como a testosterona (Cunha et al., 1986; Marker et al., 2003). Os
efeitos androgénicos em células alvo resultam da interagdo do hormonio com receptores
de androgenos (AR) presentes nestas (Cunha et al., 1986). A producao de androgenos ¢

regulada pelo eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (Cunha et al., 1986), com mais de
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95% da testosterona produzida pelas células de Leydig dos testiculos € menos de 5%
pelas glandulas adrenais (Hsing et al., 2002). Além do AR, outros receptores nucleares,
como o ERa (receptor de estrogeno alfa) e o ERP (receptor de estrégeno beta),
determinantes para o desenvolvimento da prostata, passam a ser expressos em locais e
momentos especificos durante a organogénese prostatica. Enquanto o ERa € expresso
predominantemente no mesénquima, durante estagios iniciais do desenvolvimento, o
ERP tem sua expressdo localizada no epitélio durante as fases de diferenciagdo das
células epiteliais prostaticas (Prins & Korach, 2008).

Em ratos e camundongos a prostata é composta por quatro lobos distintos:
anterior (também chamado de glandula coaguladora), dorsal, lateral e ventral. Esses
lobos compdem arranjos circunferenciais ao redor da bexiga e apresentam
caracteristicas particulares de ramificagdo de ductos e producdo de secregdes proteicas
(Sugimura et al., 1986). Em um mesmo lobo, os ductos prostiticos apresentam
heterogeneidade regional quanto ao tipo celular, resposta a andrdgenos, sintese e
secrecdo de proteinas (Banerjee et al., 1998).

Em humanos, a prostata tem uma morfologia mais compacta, sem lobos
distintos, sendo geralmente diferenciada em trés zonas: central, de transi¢do e periférica
(McNeal, 1983). Em termos de homologia entre espécies, nota-se que o lobo ventral da
prostata de rato corresponde a zona de transi¢do da prostata humana e o lobo dorsal do
rato a porcao dorsal ou zona posterior da prostata humana.

A camada celular epitelial consiste de quatro tipos de células: basal, secretora,
intermediaria e neuroenddcrina que sdo dependentes dos hormdnios esteroides e reagem
diferentemente a cada um deles (De Marzo et al., 2007, Rumpold et al., 2002). As
células basais formam uma camada continua entre o epitélio secretor e a membrana
basal, o que ndo ¢ observado em camundongos, nos quais as poucas células basais
aparecem em camadas descontinuas ao redor dos ductos. As células neuroenddcrinas
podem ser notadas na camada epitelial, tanto da prostata em desenvolvimento quanto na
adulta (Marker et al., 2003). As células secretoras, as basais e as neuroenddcrinas, que
compdem a maior parte do epitélio prostatico, além de diferirem quanto a regulagao
hormonal, sdo responsaveis pela secrecdo de proteinas e substidncias de baixo peso
molecular que também compdem o fluido prostatico (Bonkhoff et al., 1998).

Entremeando as porgdes glandulares hd um estroma conjuntivo ricamente

vascularizado, com células musculares lisas dispostas concentricamente aos 4cinos e
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entremeadas as camadas de coldgeno, bem como poucas fibras conjuntivas e elasticas
(Carvalho & Line, 1996). As células musculares lisas exercem papel contractil durante a
ejaculacdo e juntamente com os fibroblastos sdo responsaveis pela sintese dos
componentes da matriz extracelular. Entre os elementos estruturais que integram a
matriz destacam-se as fibras de coldgeno, reticulares e eldsticas, as quais conferem
resisténcia mecanica e flexibilidade ao tecido, servindo como substrato para a
ancoragem e migracao celular (Tuxhorn et al., 2001; Vilamaior et al., 2005).

Os tipos de populagdes celulares sdo similares entre as espécies, independendo
do aspecto macroscopico da glandula e, provavelmente, desempenham as mesmas
funcdes fisiologicas, porém a distribuicdo relativa dessas populacdes varia (Imamov et
al., 2004). A similaridade de tipos de populacdes celulares referida acima favorece
estudos referentes a homologia morfofuncional entre diferentes espécies (Price, 1963;

Karr et al., 1995).
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A prostata do gerbilo

A utilizagdo de gerbilos (Meriones unguiculatus), roedores murideos da
subfamilia Gerbillinae, ¢ cada vez maior na pesquisa cientifica das areas da imunologia
(Jefters et al., 1984; Nawa et al., 1994), fisiologia (Nolan et al., 1990), culturas de
células (Moritomo et al, 1991) e morfologia (Redecker, 1991; Aoki-Komori et al,
1994; Jones et al., 1997; Santos et al., 2000; Santos & Taboga, 2002; Corradi et al.,
2004; Rochel et al., 2007; Fochi et al., 2008; Scarano et al., 2008; Pinto et al., 2010;
Campos et al., 2010; Gongalves et al., 2010 a, b). Este roedor tem se revelado um bom
modelo para o estudo da prostata apresentando respostas significativas quanto a
tratamentos hormonais (Santos & Taboga, 2006; Scarano et al., 2006; 2008), drogas
contra hiperplasia prostatica humana (Corradi et al., 2004), carcinogénese quimica
(Bosland & Prinsen, 1990; Zanetoni, 2007, Gongalves et al., 2010 a; Gongalves et al.,
2013;) bem como, desenvolvimento de neoplasias espontaneas associadas ao
envelhecimento (Pegorin de Campos et al., 2006; Campos et al., 2008; Custodio et al.,
2008; Campos et al., 2010).

De anatomia similar a do rato e camundongo, os gerbilos adultos de ambos os
sexos variam entre 11,5 e 14,5cm de comprimento corporal, sendo que os machos nesta
faixa etaria pesam em torno de 70 gramas. Histologicamente, a prostata dos gerbilos
adultos (100 dias) apresenta acinos com epitélio prismatico simples e altamente
secretor. Entre as por¢des glandulares, hd estroma conjuntivo vascularizado, com
poucas fibras conjuntivas e elésticas, além de células musculares lisas bem
compactadas, dispostas ao redor de cada &cino (Rochel et al, 2007). Estas
caracteristicas teciduais e a disposi¢do dos elementos epiteliais, estromais € musculares
sdo também muito semelhantes as encontradas na prdostata humana. Desta forma, as
semelhangas morfofuncionais estabelecidas at¢ o momento favorecem situacdes
experimentais e correlagdes com o homem, devido a grande importancia da prostata
para a homeostase e funcionalidade de todo o aparelho reprodutor masculino. O
estabelecimento de modelos experimentais para o estudo das relacdes entre epitélio e
estroma e o 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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Carcinogénese Prostdatica: Ac¢do de quimicos ambientais e da dieta

hiperlipidica

O cancer de prostata ¢ a principal e mais frequente doenga neoplasica que atinge
os homens e embora represente uma causa comum de morbidade e mortalidade, ¢
passivel de prevencdo e cura (Huynh et al, 2001). Doengas que afetam a prostata
humana como a prostatite, hiperplasia benigna e o cancer de prostata sdo as principais
causas de mortes em homens nos paises desenvolvidos. A patologia molecular desse
problema ¢ complexa, pois além de ser uma doenca altamente relacionada a idade, a
fatores hereditarios e androgeno dependentes, ¢ também influenciada por hormoénios
sexuais, fatores ambientais, dietas, respostas imunes e inflamatérias (Huynh et al.,
2001; Carruba, 2006; De Marzo et al., 2007; Stacewicz-Sapuntzakis et al., 2008).

Pesquisas recentes tém demonstrado que a exposi¢do a diversas substancias
quimicas presentes no meio ambiente pode causar alteracdes morfofisiologicas
permanentes na prostata. Estas substancias, denominadas desreguladores endodcrinos,
representam uma ampla variedade de componentes que sao encontrados em quantidades
significativas na agua, ar, solo, alimentos e produtos industrializados em geral. Estes
quimicos mimetizam hormonios esteroides e tem o potencial de causar danos ao sistema
endodcrino, de forma a afetar diretamente o metabolismo de hormonios no organismo.
Consequentemente, essas substancias podem agir diretamente sobre os 6rgdos do trato
reprodutivo, tanto de machos quanto de fémeas, tendo em vista que competem com os
esteroides endogenos pelos sitios de ligagdao dos seus receptores especificos (Bigsby et
al., 1999; Toppari, 2008).

Muitos destes desreguladores endocrinos pertencem a classe dos
xenoestrogenos, que sdo estrogenos sintéticos produzidos pelo homem. Atualmente ¢
conhecida uma infinidade de xenoestrogenos com a¢do de desregulador enddcrino,
como, por exemplo, o bisfenol A (BPA), muito utilizado na fabricacdo de plasticos
policarbonatos, o etinilestradiol utilizado nas pilulas contraceptivas, as bifenilas
policloradas (PCBs) e polibromadas (PBBs) utilizadas em diversos setores industriais,
além de diversos compostos de pesticidas largamente utilizados na agricultura
(Waalkes, 2000; Timms et al., 2005; Prins et al., 2008). Dentre os compostos citados

acima, alguns se destacam pela sua ampla distribuicdo e pelos impactos que podem ter
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sobre a saude dos seres humanos e também sobre o meio ambiente de maneira geral,
como ¢ o caso do BPA.

O bisfenol A ¢ uma das substancias quimicas de maior producao ao redor do
mundo (Prins et al., 2008), sendo cada vez mais estudada, principalmente pela sua
ampla distribui¢do no ambiente e pelo seu potencial como desregulador enddcrino. O
BPA ¢ um mondmero, formado por dois anéis de fenol, muito utilizado na producao de
embalagens plésticas, resinas epoxi e muitos outros produtos domésticos comuns, sendo
um dos produtos quimicos de maior volume de producdo no mundo (Prins et al., 2007).
Como parte do polimero existente na grande maioria das embalagens plasticas, dos
selantes dentais e da resina que reveste a maioria das latas de conserva (Timms et al.,
2005), o BPA pode ser facilmente liberado em solugdo em decorréncia de repetidas
lavagens, alteracdes de pH ou mesmo devido a um aumento de temperatura (Teilmann
et al.,2002; Hond & Schoeters, 2006; Seta et al., 2006; Prins et al., 2008).

O BPA ¢ uma substancia que tem potencial estrogénico, podendo mimetizar os
estrogenos endogenos, se ligando aos receptores de estrogenos e ativando as vias de
sinalizacdo dos mesmos. A afinidade de ligagdo do BPA ao ERa e ER ¢ cerca de 10.000
vezes menor do que a dos estrogenos endogenos. Contudo, ele € um completo agonista
destes receptores estrogénicos (Prins et al., 2008). Atualmente, o BPA tem sido encontrado
no soro e na urina de 95% da populagdao mundial, em niveis que atingem de 0,2 a 20 ng/mL.
De acordo com a Agéncia Americana de Protecdo Ambiental a dose considerada segura
para ingestdo diaria de BPA ¢ de 50ug/kg/dia (Alonso- Magdalena et al., 2011), entretanto,
estudos tem mostrado efeitos adversos desta substancia em concentragdes inferiores,
quando administrada no periodo fetal ou inicio do periodo pods natal, sobre o trato
reprodutivo de roedores (Ho et al., 2006; Prins et al., 2011; Castro et al., 2013). Ho (2006)
e Prins e colaboradores (2011) reportaram alteracdes histopatologicas como Neoplasia
Intraepitelial Prostatica (PIN) em animais adultos tratados com BPA (10ug/kg/dia) durante
o periodo neonatal. Chitra et al., (2003) mostrou que a administracdo de baixas doses de
BPA (0.2- 20 ng/Kg) para ratos adultos elevou o peso da prostata ventral. Adicionalmente,
a exposi¢do fetal a baixas concentragdes de BPA (20 pg/Kg) induziu a expressdo da
citoqueratina 10, uma proteina relacionada a metaplasia escamosa no epitélio prostatico
(Ogura et al., 2007). Assim, constata-se que a maioria dos estudos tem demonstrado que a
administracdo de baixas doses de BPA durante o inicio da vida, quando os tecidos sdo

notadamente sensiveis a agdo dos desreguladores enddcrinos, afeta significativamente
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varios aspectos do desenvolvimento prostatico (Castro et al., 2013). No entanto, pouco
se sabe a respeito dos efeitos da exposicao prolongada ao BPA durante a vida adulta
sobre a histofisiologia prostatica.

Outro fator ambiental potencialmente associado com a progressdo tumoral ¢ a
dieta rica em lipideos. Varios estudos epidemiologicos tém relacionado este fator as
altas taxas de mortalidade por canceres de mama, célon, pancreas e prostata em
humanos (Fleshner et al., 2004; Kondo et al., 1994). H4 um consenso entre estudos
correlacionando dietas ricas em gorduras e a patogénese prostatica, os quais asseguram
que o consumo de acidos graxos saturados estd relacionado com o desenvolvimento do
cancer prostatico e que acidos graxos poliinsaturados e gorduras vegetais apresentam
uma correlacdo inversa (Fleshner et al., 2004; Carrol & Khor, 1975; Kolonel et al.,
1999). Além disso, ndo s6 o consumo excessivo de gordura, mas também, e talvez mais
importante, o tipo de gordura ingerida exerce influéncia direta sobre o risco de cancer
de prostata (Escobar et al., 2009). No entanto, identificar os acidos graxos especificos
que exercem um papel potencialmente causal na progressdo do cancer prostatico
consiste em uma questao que requer maior investigagao.

A ingestdo calorica excessiva € outro fator que se relaciona com o crescimento
de tumores prostaticos em roedores (Mukherjee et al., 1999; Kondo et al., 1994).
Camundongos imunodeficientes, carregando células LNCap de carcinoma prostatico
humano, que consumiram dieta na qual 40% da energia era proveniente de lipideos,
apresentaram maior taxa de crescimento tumoral e altos niveis de antigeno prostatico
especifico (PSA) em relacdo a aqueles que receberam dieta na qual 20% da energia
provinha de lipideos (Wang ef al., 1995).

Por muitos anos tem-se especulado os mecanismos que determinam a relagao
entre o consumo de gordura e o risco de cancer de prostata e tem sido determinado que
alguns fatores como os niveis hormonais e o estresse oxidativo sdo afetados pelo tipo de
dieta. Consideraveis evidéncias tém apontado que alteragdes nos niveis androgénicos,
estimuladas pelo consumo de dietas ricas em gordura, podem elevar o risco de cancer
prostatico, uma vez que esta doenga sofre forte influéncia hormonal (Fleshner et al.,
2004). Niveis hormonais de ratos ACI/Seg que consumiram 5 ou 20% de 6leo de milho,
correspondendo respectivamente a dieta com baixo e alto teor lipidico, durante longos
periodos, indicaram que a testosterona aumentou significativamente e pode ter

favorecido o desenvolvimento de neoplasias (Kondo ef al., 1994).
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O consumo de nutrientes com alta densidade caldrica pode resultar em uma
sindrome metabolica com sintomas associados com a resisténcia a insulina,
hiperinsulinemia, dislipidemia, e certo grau de obesidade. Por conseguinte, ¢ pensado
que esta sindrome metabolica seja um dos principais contribuintes para o
desenvolvimento da diabetes, complicagdes cardiovasculares, ¢ uma variedade de
desordens uroldgicas, incluindo a incontinéncia urinaria, disfuncao erétil, hiperplasia
benigna da proéstata, e cancer prostatico (Shankar et al., 2012).

As causas mais comuns da obesidade tém sido geralmente atribuidas ao alto teor
calorico, dietas ricas em gorduras e a falta de exercicio combinada com uma
predisposicdo genética para a doenga. No entanto, o aumento alarmante da obesidade
ndo pode ser apenas explicado por esses fatores; um componente ambiental deve estar
envolvido (Newbold, 2011; Nadal, 2013). Tem sido sugerido que a exposi¢do a
desreguladores endocrinos durante fases criticas da adipogénese pode contribuir para a
epidemia da obesidade. O termo obesogens foi cunhado para designar os quimicos
ambientais que estimulam o acumulo de gordura, referindo-se a ideia de que eles
regulam, inadequadamente, o metabolismo lipidico ¢ a adipogénese para promover a
obesidade (Newbold, 2011).

Recentemente, tém sido demonstrado que o BPA, ¢ capaz de influenciar a
regulacdo da transcri¢do de genes envolvidos com a obesidade (Nadal, 2013). Além
disso, esses estudos mostraram que a exposi¢cao ao BPA pode promover aumento do
peso corporal e a adiposidade (Newbold, 2011). Em um estudo epidemioldgico,
Trasande e colaboradores (2012) encontraram uma associacdo entre concentracdes
urinarias do desregulador enddcrino BPA e o aumento de massa corporal em criangas e
adolescentes com idade entre 6-19 anos. Surpreendentemente, o de ganho de peso nao
ocorre apenas em seres humanos, mas também em outros mamiferos, incluindo os
primatas e roedores de laboratdrio, caes e gatos domésticos e os roedores selvagens
(Klimentidis et al., 2011). Pesquisas atuais, utilizando doses ambientais de BPA,
relatam a inibicdo da adiponectina e o estimulo para a liberacdo de adipocinas
inflamatorias, tais como interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral- a (TNF-a), a
partir de tecido adiposo humano, sugerindo que o BPA pode estar envolvido na

obesidade e relacionado com a sindrome metabdlica (Hugo ef al., 2008; Ben-Jonathan et

al., 2009).

20



Acdo do desregulador endocrino bisfenol A e da dieta hiperlipidica sobre os lobos prostaticos
do gerbilo

2. OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

v’ Avaliar por métodos histopatologicos qualitativos e quantitativos, se a
exposicao prolongalada a dieta hiperlipidica e ao desregulador enddcrino
bisfenol A promove o desenvolvimento de lesdes prostaticas em animais
adultos. Bem como, se associacdo entre uma dieta hiperlipidica e o

bisfenol A potencializa o desenvolvimento dessas lesdes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Investigar o possivel envolvimento dos receptores de androgeno e
estrogeno na carcinogénese estimulada por bisfenol A e dieta

hiperlipidica;
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Esta dissertacdo foi escrita na forma de 2 artigos cientificos, os quais serdo submetidos a

revistas internacionais relacionadas ao tema.

Artigo 1: ACAO DO DESREGULADOR ENDOCRINO BISFENOL A E DA DIETA

HIPERLIPIDICA SOBRE OS LOBOS PROSTATICOS DO GERBILO ADULTO.

Artigo 2: IMUNOEXPRESSAO DOS RECEPTORES DE ANDROGENO E ESTROGENO NA
PROSTATA DE GERBILOS ADULTOS APOS EXPOSICAO PROLONGADA AO BISFENOL A E A

DIETA HIPERLIPIDICA.
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RESUMO

Pesquisas recentes t€ém demonstrado que a exposicdo a diversas substancias
quimicas presentes no meio ambiente, os chamados desreguladores enddcrinos, pode
causar alteragdes morfofisiologicas permanentes na prostata. Muitos destes
desreguladores enddcrinos sdo estrogenos sintéticos produzidos pelo homem, como o
Bisfenol A. Outro fator ambiental associado com alteragdes prostaticas ¢ a dieta rica em
lipideos O consumo de nutrientes com alta densidade calérica pode resultar em
sindrome metabolica com sintomas associados com a resisténcia a insulina,
dislipidemia, e certo grau de obesidade. Assim, os objetivos do presente trabalho foram
avaliar se a exposi¢do prolongada a dieta hiperlipidica e ao desregulador endocrino
bisfenol A promove o desenvolvimento de lesdes prostaticas em animais adultos. Bem
como, se associacdo entre uma dieta hiperlipidica ¢ o bisfenol A potencializa o
desenvolvimento dessas lesdes. Foram utilizados 24 gerbilos adultos submetidos as
seguintes condigdes experimentais: 1) Controle (C): animais que receberam racao
controle; 2) Dieta Hiperlipidica (D): animais que receberam dieta hiperlipidica, 3)
Bisfenol A (BPA): animais que receberam racdo controle + BPA na concentracdo de
50ug/Kg/dia na agua de beber, 4) Dieta Hiperlipidica + BPA (BPA+D): animais
submetidos a dieta hiperlipidica + BPA na concentracdo de 50pg/Kg/dia na dgua de
beber. Lesdes de carater pré-maligno e maligno foram constatadas em ambos os lobos
prostaticos. No entanto, os animais submetidos a dieta hiperlipidica, ao bisfenol A ¢ a
associacdo entre esses compostos, apresentaram uma maior incidéncia e multiplicidade
de lesdes prostaticas. Quando comparado ao grupo controle, os grupos BPA, BPA+D e
D apresentaram maior numero de focos inflamatorios. O compartimento estromal dos
grupos tratados apresentou remodelagdo das fibras de colageno, além de diversos pontos
de desestruturacdo da camada de células musculares lisas, favorecendo a invasao
estromal. Quando comparado ao grupo Controle, a atividade proliferativa das células
secretoras prostaticas aumentou em ambos os lobos de todos os grupos experimentais.
Ao se tratar das células basais, foi possivel notar um aumento destas em ambos os lobos
estudados e em todos os tratamentos. Os resultados observados indicam, portanto, que a
administracdo de bisfenol A, da dieta hiperlipidica e da associagdo de ambos provocou
diversas alteragdes morfofisiologicas na glandula, as quais podem ter contribuido para o

estabelecimento de lesdes, as quais comprometem diretamente a homeostasia prostatica.

PALAVRA-CHAVE: Bisfenol A. Dieta Hiperlipidica. Gerbilo da Mongolia. Prostata.
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INTRODUCAO

A prostata ¢ uma glandula acessoria do sistema genital masculino que
juntamente com a vesicula seminal contribui com a produgdo de componentes para o
fluido seminal e promove a manutengdo do gradiente i6nico ¢ pH adequado desta
secrecdo (Untergasser et al., 2005). Pesquisas recentes tém demonstrado que a
exposicao a diversas substancias quimicas presentes no meio ambiente, os chamados
desreguladores endocrinos, pode causar alteragdes morfofisiolégicas permanentes na
prostata (Bigsby et al., 1999; Toppari, 2008). Muitos destes desreguladores enddcrinos
pertencem a classe dos xenoestrogenos, que sdo estrogenos sintéticos produzidos pelo
homem (Timms et al., 2005; Prins et al., 2008). Atualmente ¢ conhecida uma infinidade
de xenoestrogenos com acdo de desreguladores enddcrino, como, por exemplo, o
bisfenol-A (BPA). O BPA ¢é um monomero, formado por dois anéis de fenol, muito
utilizado na producdo de embalagens plésticas, resinas epdxi e muitos outros produtos
domésticos comuns, sendo um dos produtos quimicos de maior volume de producao no
mundo (Prins et al., 2007). Como parte do polimero existente na grande maioria das
embalagens plasticas, dos selantes dentais e da resina que reveste a maioria das latas de
conserva (Timms et al., 2005), o BPA pode ser facilmente liberado em solucdo em
decorréncia de repetidas lavagens, alteracdes de pH ou mesmo devido a um aumento de
temperatura (Teilmann et al., 2002; Hond & Schoeters, 2006; Seta et al., 2006; Prins et
al., 2008). O BPA ¢ uma substancia que tem potencial estrogénico, podendo mimetizar
os estrogenos endogenos, se ligando aos receptores de estrogenos e ativando as vias de
sinaliza¢do dos mesmos (Prins et al., 2008)..

Outro fator ambiental potencialmente associado com alteragdes prostéticas € a dieta
rica em lipideos (Ribeiro, et al., 2012 a,b; Chang, et al., 2014). H4 um consenso entre
estudos correlacionando dietas ricas em gorduras e a patogénese prostatica, os quais
asseguram que o consumo de acidos graxos saturados estd relacionado com o
desenvolvimento do cancer prostatico (Fleshner et al., 2004). O consumo de nutrientes
com alta densidade calorica pode resultar em sindrome metabolica com sintomas
associados com a resisténcia a insulina, hiperinsulinemia, dislipidemia, e certo grau de
obesidade. Por conseguinte, ¢ pensado que esta sindrome metabdlica seja um dos

principais contribuintes para o desenvolvimento do diabetes, complicagdes
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cardiovasculares, e uma variedade de desordens uroldgicas, incluindo a incontinéncia
urindria, disfuncdo erétil, hiperplasia benigna da prostata, e cancer prostatico (Shankar
et al., 2012). As causas mais comuns da obesidade tém sido geralmente atribuidas ao
alto teor caldrico, dietas ricas em gorduras e a falta de exercicio combinada com uma
predisposicao genética para a doenga. No entanto, o aumento alarmante da obesidade
ndo pode ser apenas explicado por esses fatores; um componente ambiental deve estar
envolvido (Nadal, 2013).

A obesidade tornou-se um grave problema de satde publica devido a sua crescente
incidéncia global e seu efeito negativo sobre multiplos sistemas e 6rgdos (Chen et al.,
2009). Tem sido amplamente comprovado o risco aumentado de varios tipos de cancer
em individuos obesos. A relacdo entre o consumo de dietas ricas em gordura saturada e
o aumento do risco de cancer prostatico ¢ bem estabelecida, no entanto, os mecanismos
que levam ao estabelecimento desta doenca ndo foram completamente compreendidos.
Assim como a ingestdo de dietas com alto conteudo de gordura saturada tem se tornado
comum entre a maioria da populacdo, o consumo de alimentos acondicionados em
embalagens pléasticas ¢ uma pratica comum na vida contempordnea. O uso de
embalagens plasticas para o aquecimento, congelamento ou acondicionamento de
alimentos leva a liberagdo de mondmeros de BPA expondo os individuos a quantidades
crescentes deste quimico ambiental. A ampla exposi¢do dos seres humanos ao BPA e
suas potenciais consequéncias clinicas, sobretudo sobre a glandula prostatica, tem
estimulado a pesquisa na area (Castro et al., 2013).0s objetivos do presente estudo
foram avaliar por métodos histopatoldgicos qualitativos € quantitativos, se a exposicao
prolongalada a dieta hiperlipidica e ao desregulador enddcrino bisfenol A promove o
desenvolvimento de lesdes prostaticas em animais adultos. Bem como, se associagdo
entre uma dieta hiperlipidica e o bisfenol A potencializa o desenvolvimento dessas

lesoes.
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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 Reprodugdo do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da UNESP, campus de Sao José do
Rio Preto (SP). Os animais foram mantidos em caixas de polietileno, com substrato de
maravalha, em condi¢des controladas de luminosidade e temperatura média de 23°C,
com regime alimentar especifico (descrito abaixo e resumido na Tabela I). O
experimento foi conduzido de acordo com as normas adotadas pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA) e os procedimentos envolvidos foram apreciados

pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do IBILCE/UNESP (Prot. N°. 079/2013).

Delineamento Experimental

Foram utilizados 24 animais (n= 6 por grupo), divididos de maneira aleatoria em
4 grupos: Controle (C), Dieta Hiperlipidica (D), Bisfenol A (BPA) e Dieta
Hiperlipidica + Bisfenol A (D+BPA). Animais do grupo D e D+BPA foram submetidos
a uma dieta hiperlipidica e hipercalérica. Esses animais receberam racdo com elevado
teor de lipidios e calorias, contendo 20% de lipideos saturados, padronizada pelo
Laboratorio Experimental da Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu-
UNESP e fabricada pela Agroceres (Campinas, SP, Brasil). Aos grupos C e BPA foi
oferecida a ragdo controle desenvolvida pela mesma empresa. A composi¢ao das ragdes
controle e hiperlipidica encontram-se na Tabela I. Foram utilizados quatro tipos de
racao hiperlipidica (RC Focus 2413, 2414, 2415, 2416, Agroceres) que diferem apenas
no sabor e que foram substituidas ao longo da semana evitando que houvesse reducao
do consumo da racdo devido a habituacdo dos animais ao sabor das mesmas.
Adicionalmente os grupos BPA e D+BPA receberam agua ad libitum contendo BPA na
concentracdo de 50ug/kg peso corporeo/dia e os grupos C e D receberam agua filtrada

ad libitum. A concentracao de 50ug/kg/dia foi baseada em trabalhos que reportam essa
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como a dose considerada segura para ingestdo diaria de BPA por seres humanos (vom
Saal & Hughes, 2005; Alonso- Magdalena et al., 2011; Castro et al., 2013).Todos os
animais foram pesados no inicio ¢ ao final do experimento para o monitoramento do
ganho de peso. Adicionalmente, foi avaliado o consumo semanal médio de racao por
animal para todos os grupos para determinacgdo da ingestdo caldrica e a ingestao de BPA
para os grupos BPA e D+BPA. A eutanasia dos animais aconteceu 6 meses apos o
inicio do experimento. Os animais foram submetidos a eutandsia por superdosagem de

anestésico.

Delineamento Experimental ‘

BPA + D (n=6)

CONTROLE 1 INiCTO

BPA (n=6)

DIETA (n=6) x SACRIFiCIO

CONTROLE (n=6) I

| |
0 3

+ %

Meses

Figura 1: Delineamento Experimental do estudo

Metodologia

Analise Morfologica

Os lobos Ventral e Dorsolateral prostaticos foram removidos e pesados.
Posteriormente, os lobos do complexo prostatico foram fixados por imersdao em
Paraformaldeido tamponado (pH 7,2), desidratados em etanol, clarificados em xilol e,
entdo, incluidos em Paraplast. Os cortes de 4-5 pm obtidos em micrétomo rotativo

automatico (Leica™) foram corados pelos seguintes métodos histoquimicos:

1. Coloracio pela Hematoxilina-Eosina (HE) — Para estudos morfologicos
gerais da prostata e diagnosticos histopatologicos, classificagdo dos tipos de

lesdes (pré-malignas e malignas);
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2. Picrossirius-Hematoxilina — Para estudo das fibras de colageno no estroma
prostatico;
3. Impregnaciao pela prata para reticulina — Para estudo das fibras reticulares

do estroma prostatico (Behmer et al., 1976).

Classificagdo das Lesoes histopatologicas

Foram obtidos cortes seriados dos lobos Ventral e Dorsolateral da prostata do
gerbilo e as lesdes histopatologicas detectadas nos mesmos foram classificadas de
acordo com o sistema de Classificagdo Bar Harbor para prostata de camundongos
(Shappell et al., 2004). Ao longo da série de secgdes histologicas obtidas foram
escolhidos cerca de 25 cortes do lobo Dorsolateral e 25 cortes do lobo Ventral de cada
animal (n=6/grupo), os quais foram corados por HE e utilizados para a classificag¢do e
determinagdo da multiplicidade e incidéncia de lesdes prostaticas. Foram quantificados
os focos de Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN) (presenca de hiperplasia e de atipia
nuclear (ntcleos aumentados, diminuidos ou elongados, hipercromasia, nucléolo
proeminente)), Inflamagdes Intraluminais (focos de infiltrados inflamatoérios no interior
luminal), Inflamag¢des Periductais (focos de infiltrados inflamatérios no estroma) e
Inflamagdes Subepiteliais (focos de infiltrados inflamatorios em contato com o epitélio
glandular) e Carcinoma Microinvasivo (Ruptura da camada de células musculares lisas

e migracao das células epiteliais para o estroma prostatico).

Analise Imunohistoquimica

Os seguintes testes imunohistoquimicos foram aplicados nas prostatas dos

gerbilos:

1. Verificacdo dos indices de proliferacio celular no epitélio componente de
lesdes:
e Antigeno nuclear de proliferagao celular: Anti-PCNA (F-2) (sc56, Mouse

Monoclonal), (Santa Cruz Biotechnology, Califérnia).
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2. Caracterizacao do painel de lesoes histopatoldgicas identificadas, buscando

determinar o grau de severidade estimulado por cada tratamento:

e a-actina de musculo liso: Anti-a-actina (Mouse Monoclonal, Clone 1A4), (Santa
Cruz Biotechnology, Califérnia).
e Detecgdo de células do compartimento basal: Anti-p63 (Mouse Monoclonal,

Clone 4A4), (Santa Cruz Biotechnology, California).

Procedimentos gerais para as avaliagoes imunohistoquimicas: Os cortes
histologicos desparafinizados e reidratados foram submetidos a recuperacao antigénica
em tampdo citrato pH 6.0 a 97°C (15-30 min.). O bloqueio de peroxidases endogenas foi
efetuado com H;0, (3% em metanol) durante 20-30 minutos. Anticorpos primarios para
os componentes acima mencionados foram utilizados em diluigdes variadas (entre 1:20,
1:50 e 1:200) por 60-120 minutos a 37° ou overnight a 4°C. Apos serem lavados em
PBS ou TBS e incubados com anticorpos secundarios marcados com peroxidase, os
cortes passaram pela revelacio com a diaminobenzidina (DAB, Sigma). A
contracoloracdo dos cortes foi feita hematoxilina de Harris. As laminas foram
desidratadas, montadas em balsamo do Canad4 e avaliadas em microscopia de luz

convencional. O controle negativo foi obtido com a omissdo do anticorpo primario.

Analises Quantitativas

1. Analise biométrica

Os animais foram pesados no inicio e ao final do periodo experimental para o
monitoramento do ganho de peso. Apos a remogdo do complexo prostatico os lobos
Ventral e Dorsolateral foram separados e pesados para determinacao do peso absoluto e
do peso relativo de cada lobo. O peso relativo (PR) foi determinado pela razao entre o
peso do lobo prostatico e o peso do animal. Em seguida foi removida e pesada a gordura
corporal (retroperitoneal, epididimal, visceral e prostatica). Foi ainda determinado o

consumo semanal médio de racdo por animal para avaliacdo da ingestdo caldrica.

2. Multiplicidade e Incidéncia de lesdes prostaticas
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A multiplicidade de lesdes corresponde ao numero médio de focos alterados
presentes nos lobos prostaticos 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 média e desvio padrao.
Adicionalmente, foi quantificada a incidéncia de lesdes prostaticas (nimero 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
avangado que ocorrer em cada animal, ou seja, lesdes pré-malignas (Neoplasia

Intraepitelial Prostatica - PIN) ou malignas (Carcinoma Microinvasivo).

3. Contagem de nucleos com marcagoes positivas para PCNA

Um total de 40 campos foram obtidos, em aumento de 40x, por grupo (n= 6
animais/grupo), por meio do Sistema Analisador de Imagens, com o programa Image—
Pro-Plus. O indice de proliferacdo por campo foi determinado pelo nimero de células

marcadas em relagdo ao numero total de células.
4. Contagem de niicleos com marcacdes positivas para p63

Um total de 40 campos foram obtidos, em aumento de 40x, por grupo (n= 6
animais/grupo), por meio do Sistema Analisador de Imagens, com o programa Image—
Pro-Plus. A frequéncia de células p63 positivas por campo foi determinada pelo

numero de células marcadas em relagao ao numero total de células.

5. Estereologia

Anadlises estereologicas foram realizadas para se obter o volume absoluto de
componentes epiteliais e estromais das diferentes lesdes prostaticas encontradas nos 4
grupos avaliados. Foram capturadas imagens de 30 campos de cada grupo (5 campos
por animal, n=6) a partir de laminas coradas pela técnica HE, por meio do Sistema
Analisador de Imagens, com o programa Image-Pro-Plus da Media Cybernetics. As
medidas foram realizadas de acordo com o sistema de teste de multipontos M168
proposto por Weibel (1978) e aplicado a prostata por Huttunen ef al. (1981). Assim, a
partir dos dados obtidos para cada campo analisado, foi calculada a frequéncia absoluta
das porcdes glandulares e estromais prostaticas, bem como, de cada componente
tecidual individual (epitélio, lumen, células musculares lisas periacinares, colageno I e

colageno III, estroma nao-muscular).
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Analise Estatistica

A analise exploratoria dos dados coletados foi feita em planilhas e graficos do
software Excel 2010. Os testes estatisticos utilizados para averiguacao da significancia
foram o teste de Kruskal-Wallis seguidos pelo método de Dunn (post hoc). para dados
ndo paramétricos e o teste ANOVA para dados paramétricos seguido de Tukey (post

hoc), por meio do software GraphPad Prism 5.00, (significancia com valor de p < 0.05).
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RESULTADOS

Dados Biométricos

A analise dos dados provenientes de animais submetidos a diferentes
tratamentos durante o periodo de 6 meses mostrou que, a ingestdo calorica foi superior
nos grupos submetidos a dieta hiperlipidica (Figura 2). O grupo Controle ¢ o grupo BPA
permaneceram ingerindo uma quantidade menor de calorias. Consequentemente, o
ganho de peso foi superior no grupo Dieta e BPA+D (Figura 3). Adicionalmente,
verificou-se uma maior deposi¢do de gordura corporal nos animais que receberam a
dieta hiperlipidica (Figura 4 e 5). Os animais que receberam bisfenol A tiveram um
aumento de peso, mas este ndo foi significativo em relacdo ao grupo Controle. Foi
possivel observar uma maior deposi¢do de gordura corporal no grupo BPA quando
comparado ao grupo Controle (Figura 4).

Ao se tratar da medida de cintura foi possivel notar um aumento significativo na
cintura dos animais que compde o grupo D e BPA+D, quando comparados ao grupo
Controle. Apesar de ndo apresentar um aumento estatisticamente significante, houve
uma tendéncia de aumento na cintura dos animais do grupo BPA em relagdo ao grupo
Controle (Figura 6).

O lobo Dorsolateral e o Ventral permaneceram com peso relativo similar,
resultando em diferencas ndo significativas entre os animais dos diferentes grupos
experimentais (Figura 7A, B) Por outro lado, o Complexo Prostatico apresentou peso
relativo diferente entre os grupos analisados, resultando em diferencas significativas
entre os animais (Figura 7C). Os grupos tratados com bisfenol A apresentaram um
maior peso relativo do complexo prostatico em relagdo ao grupo Controle (Figura 7C).

O consumo de bisfenol A na 4dgua de beber foi semelhante entre os grupos BPA
e BPA+D, ndo apresentando diferengas estatisticas entre os grupos que ingeriram este

composto (Figura 8).

Analise Morfologica

Por meio da andlise morfoldgica foi possivel notar que o lobo Ventral dos
animais que compde o grupo controle ¢ formado por um conjunto de alvéolos e ductos

envoltos por um estroma fibromuscular. O epitélio ¢ colunar simples, com células
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secretoras e basais, e apresentam limens amplos que armazenam o fluido prostatico. O
estroma ¢ composto por cé¢lulas musculares e fibroblastos, e por fibras coldgenas e
elasticas (Figura 9A, B). O lobo Dorsolateral dos animais controle possui composi¢ao
semelhante. No entanto, o epitélio acinar ¢ composto de células com aspecto cuboide
(Figura 10A, B). A andlise histoldgica permitiu avaliar a incidéncia, multiplicidade,
fenotipo e distribuicao das lesdes histopatologicas que acometeram o tecido prostatico
apos 6 meses de tratamento. Lesdes de carater pré-maligno e maligno foram constatadas
em ambos os lobos prostaticos (Figura 9 e 10). No entanto, os animais submetidos a
dieta hiperlipidica, ao bisfenol A e a associacdo entre esses compostos, apresentaram
uma maior incidéncia e multiplicidade de lesdes prostaticas (Figuras 17 e 18). Quando
comparado ao grupo controle, os grupos BPA, BPA+D e D apresentaram maior numero
de Inflamacgdes Subepiteliais, Inflamagdes Intraluminais e Inflamagdes Periductais, além
de lesdes pré-malignas (Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN)) e malignas
(Carcinomas Microinvasivos) (Figuras 9 e 10). Nestes grupos foi possivel notar
aumento do volume epitelial seguido de redugdo luminal As células apresentaram
diversas atipias, tais como aumento da area nuclear e nucléolo bastante evidente.

O compartimento estromal dos grupos tratados apresentou remodelagdo das
fibras de colageno (Figura 11), além de diversos pontos de desestruturagdo da camada
de células musculares lisas (Figura 12), favorecendo a invasao estromal.

Quando comparado ao grupo Controle, a atividade proliferativa das células
secretoras prostaticas aumentou em ambos os lobos de todos os grupos experimentais
(Figura 13 e 14). No lobo Dorsolateral o maior indice proliferativo foi observado no
grupo BPA+D (Figura 14A). Por outro lado, o lobo Ventral do Grupo BPA, apresentou
o maior indice proliferativo (Figura 14B). Os dados quantitativos confirmam o carater
bastante proliferativo das lesdes determinadas pela analise histopatologica.

Ao se tratar das cé¢lulas basais, foi possivel notar um aumento destas em ambos
os lobos estudados e em todos os tratamentos, quando comparado ao grupo controle
(Figura 16). As células basais, no grupo controle, formam uma camada continua entre o
epitélio secretor e a membrana basal (Figura 15). Essa disposicao ¢ perdida nos demais
grupos experimentais e as células basais aparecem em camadas descontinuas ao redor

dos ductos ou dispersas pelo epitélio secretor (Figura 15).
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Analise Quantitativa

A analise da incidéncia de lesdes prostaticas de animais submetidos a 6 meses de
tratamento mostrou que, o lobo Dorsolateral do grupo Intacto possui uma maior pré-
disposicdo para o desenvolvimento de lesdes neopléasicas (Figura 17A). O lobo
Dorsolateral do grupo Dieta apresentou apenas lesdes de carater pré-maligno (Figura
17A). Ja nos grupos BPA e BPA+D foi constatado o desenvolvimento de lesdes pré-
malignas e malignas neste mesmo lobo (Figura 17A).

No lobo Ventral do grupo D, BPA e BPA+D foi possivel verificar o
desenvolvimento de lesdes pré-malignas e malignas (Figura 17B).

A multiplicidade de lesdes evidenciou um aumento significativo no niamero de
lesdes pré-malignas (Figura 18A) no Lobo Dorsolateral do grupo BPA+D, quando
comparado com o grupo controle. Apesar dos grupos D e BPA ndo terem apresentado
diferencas estatisticamente significantes em relacdo ao controle, estes grupos também
apresentaram um incremento no nimero desta classe de lesdes. No lobo Ventral foi
constatado um aumento significativo nas lesdes pré-malignas no grupo D e BPA. No
grupo BPA+D, apesar das diversas alteragdes morfologicas encontradas, a
multiplicidade de lesdes foi menor quando comparada a administragdo da dieta ou do
bisfenol A isoladamente (Figura 18A). Ao se tratar das lesdes malignas (Figura 18B),
estas tiveram um incremento no lobo Dorsolateral dos grupos BPA e BPA+D. Por outro
lado, no Lobo Ventral foram constatadas lesdes malignas em todos os grupos tratados.
Apesar de ambos os lobos prostaticos desenvolverem lesdes, o lobo Ventral foi o mais
afetado pelo consumo da dieta isoladamente. No grupo Bisfenol A, as lesdes pré-
malignas acometeram ambos os lobos de forma semelhante. No entanto, ao se tratar de
lesdes malignas lobo Ventral apresentou um maior nimero deste tipo de lesdo. Quando
associamos o desregulador enddcrino com a dieta rica em lipidios, foi possivel notar
que o Lobo Dorsolateral foi o mais afetado.

Com relacdo as desordens inflamatorias, observou-se uma correlagdo positiva
entre estas e as lesdes histopatoldgicas na prostata do gerbilo. Dentre as desordens
inflamatérias as mais comuns foram Inflamacdo Periductal (IPD), Inflamagado
Intraluminal (IIL) e Inflamacao Subepitelial (ISE).

De acordo com a multiplicidade de inflamacgdes prostaticas (Figura 19 e 20), foi
possivel notar que os grupos experimentais foram mais acometidos por esses trés tipos

de inflamag¢des quando comparado ao grupo Controle.
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Andlise estereologica

A andlise estereologica mostrou diferencas nas proporcdes assumidas pelos
diferentes compartimentos glandulares (Epitélio, Lumen, Colageno I, Colageno III,
Musculo Liso e Estroma) nos lobos prostaticos do gerbilo (Figura 21 e 22). Em ambos
os lobos e nos diferentes tratamentos, houve um aumento no volume ocupado pelo
epitélio acompanhado de uma reducao do volume luminal em relagdo ao controle. O
volume ocupado pelo Epitélio e pelo Lumen, ndo variou muito entre os lobos do grupo
Controle. Nos dois lobos estudados, ao se tratar dos elementos estromais Colageno I e
Musculo Liso, foi observado um aumento do volume ocupado por eles, no grupo de
animais submetidos a dieta hiperlipidica, ao bisfenol A e a associacdo de ambos. Por
outro lado, o volume ocupado pelo estroma ndo muscular diminui quando comparado ao
grupo Controle. O Colageno III sofreu um incremento nos grupos D e BPA em relacao
ao controle em ambos os lobos. No entanto houve uma diminui¢do dessas fibras em
ambos os lobos do grupo BPA+D (Figura 21 e 22). Estes elementos estromais foram
observados dispostos paralelamente a membrana basal circundando por¢des glandulares
integras (Figura 11A, B e Figura 23A, B) e, em sitios neoplasicos, sofreram

reestruturacao (Figura 11C — K e 23C — H).
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DISCUSSAO

No presente trabalho foi avaliada a influéncia da dieta hiperlipidica, do
desregulador endocrino bisfenol A e da associacdo entre ambos sobre os lobos
prostaticos do gerbilo, apds seis meses de tratamento, sobretudo no que diz respeito ao
estabelecimento e desenvolvimento de lesdes histopatoldgicas nesta glandula.

Diversos estudos tém apontado a dieta rica em lipideos como um fator ambiental
potencialmente associado com a progressao tumoral. Tem sido investigada uma possivel
associacdo entre acidos graxos especificos e o risco do cancer prostatico, contudo, os
resultados ndo sdo consistentes (Fleshner et al., 2004; Kondo et al., 1994).

Animais que ingeriram ra¢do rica em lipideos saturados (grupo D e BPA+D) por
um periodo de seis meses apresentaram ingestdo calorica superior ao grupo Controle e
ao grupo Bisfenol A. Os animais tratados com a dieta hiperlipidica atingiram peso
superior em relagdo aos animais do grupo Controle e BPA que ingeriram racdo controle.
Aliado ao ganho de peso foi possivel observar um aumento significativo de gordura
corporal nos grupos D e BPA+D. Esse acimulo estd diretamente associado ao
estabelecimento de um desbalango energético (Chen et. al., 2009). Os resultados
encontrados indicam, portanto, que a metodologia utilizada foi eficaz em gerar
alteragdes metabolicas, as quais comprometem diretamente a homeostasia prostatica.
Muitos estudos epidemiologicos apoiam o conceito que, o risco de cancer de prostata €
aumentado por niveis elevados de ingestdo de gorduras (Cai ef al., 2006). Além disso,
outros estudos mostraram que a exposi¢ao ao BPA pode promover aumento do peso
corporal e a adiposidade (Newbold, 2011). Em um estudo epidemiolodgico, Trasande e
colaboradores (2012) encontraram uma associacdo entre concentracdes urindrias do
desregulador endocrino BPA e o aumento de massa corporal em criangas e
adolescentes. Segundo Boucher e colaboradores (2014) o bisfenol A pode ter um papel
importante na formacdo de células de gordura e no metabolismo, tanto durante o
desenvolvimento quanto na vida adulta. Este desregulador pode alterar os mecanismos
de adipogénese e de acamulo de lipidios contribuindo, assim, para o estabelecimento da
obesidade.

A dieta estimulou o desenvolvimento de lesdes histopatologicas na prostata do

gerbilo. Dentre as lesdes, a mais comum foi a Neoplasia Intraepitelial Prostatica,
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caracterizada por anormalidades genéticas e por ocasionar alteragdes que comprometem
as fungdes da glandula prostatica (Zanetoni, 2007; Gongalves et. al., 2010 a,b). Essas
lesdes, na maior parte das vezes, apresentaram crescimento papilar, formando
invaginacgoes epiteliais restritas a determinados sitios € um elevado ntimero de células
atipicas, ocasionado pela grande extensdo das mesmas, além do comprometimento das
unidades glandulares. Diversos estudos apontam evidéncias morfoldgicas e moleculares
de que a PIN de alto grau pode ser uma lesdo precursora de alguns carcinomas da
prostata (Montironi ef al., 2011). A analise da ingestao de grande quantidade de gordura
saturada por longos periodos de tempo confirmou que héd diferengas na resposta dos
lobos prostaticos a dieta hiperlipidica. O lobo Ventral da préstata do gerbilo do grupo
Dieta foi mais sensibilizado pela ingestdo de gordura saturada que o lobo Dorsolateral,
j& que desenvolveu lesdes microinvasivas.

Os mecanismos pelos quais a dieta promove o desenvolvimento do cancer de
prostata sdo incertos. Estudos prévios sugerem que alteracdes na a¢ao androgénica nesta
glandula, pode ser um mecanismo potencial (Fleshner et al, 2004). Lesdes
histopatologicas espontaneas, bem como as induzidas quimicamente, podem ser
reforcadas por altos niveis de testosterona, bem como por uma dieta rica em lipideos
(Cai et al., 2006). Dessa forma, desequilibrios hormonais como diferencas nos niveis
séricos de testosterona, associados ao tratamento com a dieta hiperlipidica, podem ter
contribuido para a evolugdo de alteragdes histopatologicas na glandula prostatica.

A administragdo de bisfenol A em gerbilos adultos promoveu um aumento da
atividade proliferativa e secretora das células epiteliais € um aumento no numero das
células basais. Além disso, houve um aumento do nimero de lesdes pré-malignas e
malignas e de focos inflamatorios na prostata de animais que receberam este composto.
O surgimento de rea¢des inflamatdrias na prostata ¢ um evento usualmente associado ao
aparecimento de lesdes prostaticas (De Marzo et al., 2007; Bernoulli et al., 2008). Ha
crescentes evidéncias apontando para a associacdo entre Prostatite, Hiperplasia
Prostatica Benigna (Nickel, 2008; Wang et al., 2008) e Cancer Prostatico humano (De
Marzo et al., 2007; Stock et al., 2008). Nos lobos prostaticos do gerbilo, o surgimento
de desordens inflamatorias foi concomitante ao desenvolvimento das lesdes prostaticas.
Mesmo em “baixas doses” ou “doses ambientais”, ou seja, aquelas na faixa tipica de
exposi¢ao ambiental humana, a ingestdo de BPA pode promover diversas alteragdes na
prostata de gerbilos. Esses efeitos podem ndo ser aparentes em doses mais elevadas que

sao comumente utilizadas em estudos toxicoldgicos tradicionais (Vandenberg, et
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al.,2007). Esses resultados sdo reforcados por diversos outros estudos que mostram que
a exposi¢do a baixas doses de bisfenol A sdo bastante prejudiciais para o sistema
reprodutor masculino (Ramos, et al., 2001; Rubin et al, 2001; Ho, et al., 2006;
Rochester, 2013; Teeguarden & Hanson-Drury, 2013).

Apés a ingestdo da dieta hiperlipidica, do BPA e da associacdo de ambos,
constatou-se alteragdo do volume ocupado pelos componentes teciduais glandulares. Nos
grupos D, BPA e BPA+D o volume relativo epitelial foi maior que o grupo Controle,
sugerindo que a dieta rica em lipideos saturados e o bisfenol A sdo capazes de promover
instabilidade na homeostase das células epiteliais, favorecendo a proliferagao.
Consequentemente, houve diminuicdo do volume relativo do compartimento luminal,
devido aos numerosos focos proliferativos. O estroma ndo muscular sofreu redu¢do em seu
volume, o que possivelmente se deve ao aumento da proliferacao celular na glandula.

Foi possivel notar que as alteracdes histopatologicas estavam associadas com
mudancas estruturais na matriz extracelular, caracterizando o inicio da reacdo dos
componentes do estroma. As fibras colagenas e reticulares se apresentaram como
componentes estruturais com percentual representativo e sofreram fragmentacido e
posterior reestruturacdo em areas com focos neoplasicos. Essas fibras formam uma
barreira a migracdo celular, contudo, com a progressdo tumoral esses componentes
sofrem reestruturagdo para favorecer a migragdo de células cancerosas. Assim, as
interacdes epitélio-estromais sdo de extrema importancia ndo apenas durante o
desenvolvimento normal da prostata como também durante a tumorigénese. De acordo
com Tuxhorn (2001), o estroma prostatico atua com o um participante ativo no
estabelecimento e desenvolvimento de lesdes proliferativas, criando, assim, um

microambiente favoravel ao desenvolvimento do carcinoma e de seu potencial invasivo.
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CONCLUSAO

Os resultados preliminares do presente trabalho demonstram que o consumo de
dietas ricas em gorduras saturadas favoreceu o desenvolvimento de lesdes
histopatologicas na prostata do gerbilo. Apesar de ambos os lobos prostaticos
desenvolverem lesdes, o lobo Ventral do grupo Dieta foi o mais afetado pelo consumo
da dieta. Além disso, a exposi¢do ao desregulador enddcrino bisfenol A, em niveis
ambientais, que sdo considerados seguros pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (Hunt et al., 2009), ocasionou diversas alteragdes morfologicas na
prostata destes animais. No grupo BPA, aparentemente, o lobo Ventral foi o mais
afetado pela ingestdo de bisfenol A. Quando associamos o bisfenol A com a dieta rica
em lipidios, ¢ possivel notar que o Lobo Dorsolateral foi o mais afetado. Estudos
posteriores, tais como analises imunohistoquimicas e dosagens hormonais devem ser
realizadas para a melhor compreensdo dessas lesdes prostaticas nos diferentes lobos

prostaticos.

40



Acdo do desregulador endocrino bisfenol A e da dieta hiperlipidica sobre os lobos prostaticos
do gerbilo

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alonso-Magdalena P, Quesada I, Nadal A. 2011. Endocrine disruptors in the etiology of
type 2 diabetes mellitus. Nat. Rev. Endocrinol. 7, 346-353.

Behmer AO, Tolosa EMC, Neto AGF. 1976. Manual de aulas praticas para
histologia normal e patolégica. EDART-EDUSP, SP 329p

Bernoulli J, Yatkin E, Laakso A, Anttinen M, Bosland M, Vega K, Kallajoki M, Santti
R, Pylkkdnen L. 2008. Histopathological evidence for an association of inflammation
with ductal pin-like lesions but not with ductal adenocarcinoma in the prostate of the
noble rat. Prostate. v.68, n.7, p.728-739.

Bigsby R, Chapin RE, Daston GP, Davis BJ, Gorski J, Gray LE, Howdeshell KL,
Zoeller T, Vom Saal FS. 1999. Evaluating the effects of endocrine disruptors on
endocrine function during development. Environ Health Perspect. 107:613-618.

Boucher JG, Boudreau A, Atlas E. 2014. Bisphenol A induces differentiation of human
preadipocytes in the absence of glucocorticoid and is inhibited by an estrogen-receptor
antagonista. Nature Nutrition & Diabetes. 4, ¢102; doi:10.1038/nutd.2013.43.

Cai LQ, Imperato-McGinley, J. and Zhu, Y.-S. 2006. Regulation of prostate 5a-
reductase-2 gene expression and prostate weight by dietary fat and caloric intake in the
rat. Prostate, 66: 738—748.

Castro B, Sanchez P, Torres JM, Preda O, del Moral RG, Ortega E. 2013. Bisphenol A
exposure during adulthood alters expression of aromatase and Sa-reductase isozymes in
rat prostate. PLoS One. 8(2):¢55905.

Chang S, Han J, Abdelkader TS, Kim T, Lee JM, Song J, Kim K, Park J, Park J. 2014.
High animal fat intake enhances prostate cancer progression and reduces glutathione
peroxidase 3 expression in early stages of TRAMP mice. Prostate, DOI:
10.1002/pros.22843.

Chen JQ, Brown TR, Russo J. 2009. Regulation of energy metabolism pathways by
estrogens and estrogenic chemicals and potential implications in obesity associated with
increased exposure to endocrine disruptors. Biochim Biophys Acta. v.1793, n.7,
p.1128-43.

De Marzo AM, Platz EA, Sutcliffe S, Xu J, Gronberg H, Drake CG, Nakai Y, Isaacs
WB, Nelson WG. 2007. Inflammation in prostate carcinogenesis. Nat Rev Cancer. v.7,
n.4, p.256-69.

Fleshner N, Bagnell PS, Klotz L, Venkateswaran V. 2004. Dietary fat and prostate
cancer. J Urol v.171, p.19-24.

41



Acdo do desregulador endocrino bisfenol A e da dieta hiperlipidica sobre os lobos prostaticos
do gerbilo

Gongalves BF, Zanetoni C, Scarano WR, Goées RM, Vilamaior PSL, Taboga SR,
Campos SGP. 2010. Prostate carcinogenesis induced by N-methyl-N-nitrosourea
(MNU) in gerbils: Histopathological diagnosis and potential invasiveness mediated by
extracellular matrix components. Exp Mol Pathol. v. 88, n.1, p.96-106, (a)

Gongalves BF, Campos SGP, Falleiros Junior LR, Taboga SR. 2010. Association
between MNU and steroids promoters or fat diet on gerbil prostatic lobes: carcinogenic
effetcts. In: XV Meeting of the Brazilian Society for Cell Biology, 2010, Sao Paulo.
SBBC XV Meeting of the Brazilian Society for Cell Biology, Sao Paulo, p. 06-06. (b)

Ho SM, Tang WY, Belmonte de Frausto J, Prins GS. 2006. Developmental exposure to
estradiol and bisphenol A increases susceptibility to prostate carcinogenesis and
epigenetically regulates phosphodiesterase type 4 variant. Cancer Res 1: 5624-5632.

Hond ED, Schoeters G. Endocrine disrupters and human puberty. 2006. Int J Androl,
29(1):264-271.

Hunt PA, Susiarjo M, Rubio C, Hassold TJ. 2009. The bisphenol A experience: a primer
for the analysis of environmental effects on mammalian reproduction. Biol Reprod.
81(5):807-13.

Huttunen E, Romppanen T, Helminen HJ. 1981. A histoquantitative study on the effects
of castration on the rat ventral prostate lobe. J Anat 132: 357-370.

Kondo Y, Homma, Y, Aso,Y, Kakizoe,T. 1994. Promotional effect of two-generation
exposure to a high-fat diet on prostate carcinogenesis in ACI/Seg rats. Cancer Res
v.23, p.6129-6132.

Montironi R, Mazzucchelli R, Lopez-Beltran A, Scarpelli M, Cheng L. 2011. Prostatic
intraepithelial neoplasia: its morphological and molecular diagnosis and clinical
significance. BJU International, v.108, p.1394-1401.

Nadal A. 2013. Fat from plastics? Linking bisphenol A exposure and obesity. 2013.
Rev. Endocrinol. v. 9, p.9-10

Newbold RR. 2011. Developmental exposure to endocrine-disrupting chemicals
programs for reproductive tract alterations and obesity later in life. Am J Clin Nutr.

94(suppl):1939S-428S.

Nickel JC. 2008. Inflammation and benign prostatic hyperplasia. Urol Clin North Am
v.35, p.109-115.

Prins GS, Birch L, Tang WY, Ho SM. 2007. Developmental estrogen exposures
predispose to prostate carcinogenesis with aging. Reprod Toxicol, 23(3): 374-382.

42



Acdo do desregulador endocrino bisfenol A e da dieta hiperlipidica sobre os lobos prostaticos
do gerbilo

Prins GS, Tang WY, Belmonte J, Ho SM. 2008. Perinatal exposure to estradiol and
bisphenol A alters the prostate epigenome and increases susceptibility to
carcinogenesis. Basic Clin Pharmacol Toxicol, 102: 134-138.

Prins GS, Ye SH, Birch L, Ho SM, Kannan K. 2011. Serum bisphenol A
pharmacokinetics and prostate neoplastic responses following oral and subcutaneous
exposures in neonatal Sprague-Dawley rats. Reprod Toxicol. Jan;31(1):1-9.

Ramos JG, Varayoud J, Sonnenschein C, Soto AM, de Toro MM, Luque EH. 2001.
Prenatal Exposure to Low Doses of Bisphenol A Alters the Periductal Stroma and
Glandular Cell Function in the Rat Ventral Prostate. Biol Reprod. 65, 1271-1277.

Ribeiro DL, Pinto ME, Maeda SY, Taboga SR, Gées RM. 2012. High fat-induced
obesity associated with insulin resistance increases the FGF-2 content and causes

stromal hyperplasia on the rat ventral prostate. Cell and Tissue Research., v.349, n.2,
p.577-88 (a).

Ribeiro DL, Pinto ME, Rafacho A, Bosqueiro JR, Maeda SY, Anselmo-Franci JA,
Taboga SR, Goes RM. 2012. High-Fat Diet Obesity Associated with Insulin Resistance
Increases Cell Proliferation, Estrogen Receptor, and PI3K Proteins in Rat Ventral
Prostate. J. Androl., v.33, n.5, p.854-65 (b).

Rochester JR. 2013. Bisphenol A and human health: A review of the literature. Reprod
Toxicol. 42, 132— 155.

Rubin BS, Murray, MK, Damassa, DA, King, JC, Soto, AM. 2001. Perinatal Exposure
to Low Doses of Bisphenol A Affects Body Weight, Patterns of Estrous Cyclicity, and
Plasma LH Levels. Environ Health Perspect. v.109, n7.

Shankar E, Vykhovanets EV, Vykhovanets OV, MacLennan GT, Singh R, Bhaskaran
N, Shukla S, Gupta S. 2012. High-Fat Diet Activates Pro-Inflammatory Response in the
Prostate Through Association of Stat-3 and NF-Kb. The Prostate, 72:233-243

Shappell SB, Thomas GV, Roberts RL, Herbert R, Ittmann MM, Rubin MA, Humphrey
PA, Sundberg JP, Rozengurt N, Barrios R, Ward JM, Cardiff RD. 2004. Prostate
pathology of genetically engineered mice: definitions and classification. The consensus
report from the Bar Harbor meeting of the Mouse Models of Human Cancer Consortium
Prostate Pathology Committee. Cancer Res v.64, p.2270-2305.

Stock D, Groome PA, Siemens DR. 2008. Inflammation and prostate cancer: a future
target for prevention and therapy? Urol Clin North Am v.35, p.117-130.

Teeguarden JG & Hanson-Drury S. 2013. A systematic review of Bisphenol A ,, Jow
dose** studies in the contexto of human exposure: A case for establishing standards for
reporting,,,Jow-dose™* effects of chemicals. Food Chem Toxicol. 62, 935-948.

43



Acdo do desregulador endocrino bisfenol A e da dieta hiperlipidica sobre os lobos prostaticos
do gerbilo
Teilmann G, Juul A, Skakkebaek NE, Toppari J. 2002. Putative effects of endocrine

disrupters on pubertal developmental in the human. Best Pract Res Clin Endocrinol
Metab, 16(1):105-121.

Timms BG, Howdeshell KL, Barton L, Bradley S, Richter CA, vom Saal. 2005.
Estrogenic chemicals in plastic and oral contraceptives disrupt development of the fetal
mouse prostate and urethra. Proc Natl Acad Sci USA, 102(19):7014-7019.

Toppari J. 2008. Enviromental endocrine disrupters. Sex Dev, 2: 260-267.

Trasande L, Attina TM, Blustein J. 2012. Association between urinary bisphenol A
concentration and obesity prevalence in children and adolescents. JAMA. v.308.
p.1113-1121.

Tuxhorn JA, Ayala GE, Rowley DR. 2001. Reative stroma in prostate cancer
progression. J Urol v.166, p.2472-2483.

Untergasser G, Plas E, Madersbacher S, Berger. 2005. Benign prostatic hyperplasia:
age-related tissue-remodeling. Exp Gerontol. v.40, p.121-128.

Vandenberg LN, Hauser R, Marcus M, Olea N, Welshons WV. 2007. Human exposure
to bisphenol A (BPA). ReprodToxicol. 24, 139-177.

vom Saal FS, Hughes C. 2005. An extensive new literature concerning low-dose effects
of bisphenol A shows the need for a new risk assessment. Environ Health Perspect.
Aug;113(8):926-33.

Wang L, Yang JR, Yang LY, Liu ZT. 2008. Chronic inflammation in benign prostatic
hyperplasia: implications for therapy. Med Hypotheses v.70, p.1021-1023.

Weibel ER. 1978. Principles and methods for the morphometric study of the lung and
other organs. Lab Invest 12:131-155.

Zanetoni C. 2007. Inducdo experimental de tumores na prostata do gerbilo Meriones
unguiculatus. Campinas. Tese de Doutorado — UNICAMP, Campinas.

44



Acdo do desregulador endocrino bisfenol A e da dieta hiperlipidica sobre os lobos prostaticos
do gerbilo

Figura 2. Ingestdo caloérica semanal (kcal) de gerbilos submetidos a diferentes
tratamentos. Os valores representam média = EP (n, 6 por grupo). Analise estatistica
baseada nos testes de ANOVA e Tukey-honest (p < 0,05). O Superindice (***p<0,001)
indica diferencgas significativas entre os grupos analisados.
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Figura 3. Ganho de peso (g) de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos. Os
valores representam média = EP (n, 6 por grupo). Analise estatistica baseada nos testes
de ANOVA e Tukey-honest (p < 0,05). O Superindice (**p=<0,01; ***p<0,001) indica
diferencgas significativas entre os grupos analisados.

Figura 4. Gordura corporal (g) (soma das gorduras epididimal, retroperitoneal, visceral
e prostatica) de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos por seis meses. Os valores
representam média = EP (n, 6 por grupo). Analise estatistica baseada nos testes de
ANOVA e Tukey-honest (p < 0,05). Os Superindices (**p<0,01; ***p<0,001) indicam
diferencas significativas entre os grupos analisados.
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Figura 5. Gerbilos submetidos a diferentes tratamentos durante 6 meses. Notar
Gordura Epididimal (GE), Gordura Visceral (GV) e Gordura Retroperitoneal (GRP). A.
Gordura Epididimal. B. Gordura Visceral. C. Gordura Retroperitoneal.
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Figura 6. Cintura (cm) de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos durante 6
meses. Os valores representam média + EP (n, 6 por grupo). Anélise estatistica baseada
nos testes de ANOVA e Tukey-honest (p < 0.05). Os Superindices (**p<0,01;
*#%p<0,001) indicam diferencas significativas entre os grupos analisados.
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Figura 7. Peso Relativo (g) (104) dos lobos Dorsolateral (A) e Ventral (B) e do
Complexo Prostatico (C) de gerbilos submetidos a diferentes tratamentos por seis
meses. Os valores representam média = EP (n, 6 por grupo). Analise estatistica baseada
nos testes de ANOVA e Tukey-honest (p < 0,05). Os Superindices (*p<0,05; **p<0,01)
indicam diferencas significativas entre os grupos analisados. O peso relativo (PR) foi
determinado pela razdo entre o peso do lobo prostatico e o peso do animal.
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Figura 8. Consumo semanal de Bisfenol A (mL) por animal nos grupos BPA e
BPA+D. Os valores representam média + EP (n, 6 por grupo). Andlise estatistica
baseada nos testes de ANOVA e Tukey-honest (p < 0,05). Nao houve diferencas
significativas entre os grupos analisados.
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Figura 9. Lobo Ventral da préstata de gerbilos adultos, submetidos a diferentes
tratamentos. A e B. Epitélio prostatico integro, circundado por uma camada delgada de
cé¢lulas musculares lisas (ML). O epitélio apresenta células secretoras de formato
cilindrico. C. Epitélio prostatico atipico, onde ¢ possivel observar a presenca de
Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN), com invaginagao do epitélio para o interior do
limen. D. Acino acometido por Inflamacdo Intraluminal. Observa-se um grande
numero de células inflamatérias no limen acinar. E. Acino acometido por Neoplasia
Intraepitelial Prostatica. Notar extensa Inflamacgdo Periductal (IPD) e Intraluminal
(IIL). F. Carcinoma Microinvasivo acometendo um 4cino. G. Detalhe da figura
anterior. E importante ressaltar a desestruturagio da camada de células musculares
lisas, favorecendo a invasdo do estroma (*). H. Acino acometido por Neoplasia
Intraepitelial Prostatica. I. Epitélio prostatico atipico (*). Notar a presencga de diversas
células inflamatoérias no limen acinar ¢ de uma extensa Inflamagdo Periductal. J.
Epitélio prostatico atipico, onde ¢ possivel observar a presenga de Neoplasia
Intraepitelial Prostatica. E possivel notar extensa Inflamagdo Subepitelial (ISE) e
Intraluminal (IIL). K. Carcinoma Microinvasivo acometendo um &cino. E possivel
notar a desestruturacdo da camada de células musculares lisas (*), favorecendo a
invasdo do estroma. L. Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN), com invaginagdo do
epitélio para o interior do limen. M. Extensa Inflamagdo Periductal no estroma
prostatico (*). N. Epitélio prostatico atipico (*). Notar a presenca de diversas células
inflamatérias no limen acinar. O. Inflamacao Periductal (IPD). A-O. Hematoxilina-
Eosina (HE). Epitélio (Ep), Lumen (L), Células musculares lisas (ML), Inflamagao
Intraluminal (IIL), Inflamagdo Periductal (IPD), Inflamagdo Subepitelial (ISE),
Neoplasia Intraepitelial Prostéatica (PIN), Carcinoma Microinvasivo (CM). A, B. Grupo
Controle. C-G. Grupo Dieta. H-K. Grupo Bisfenol A. L-O. Grupo Bisfenol A + Dieta.
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Figura 10. Lobo Dorsolateral da prostata de gerbilos adultos, submetidos a diferentes
tratamentos. A. Epitélio prostatico integro. B. O epitélio do lobo dorsolateral apresenta
células secretoras de formato cubico e € circundado por uma camada espessa de células
musculares lisas. C. Epitélio prostatico atipico onde ¢ possivel observar a presenca de
Neoplasia Intraepitelial Prostatica, com invagina¢do do epitélio para o interior do
limen. Além disso, ¢ possivel notar uma extensa Inflamagdo Periductal (IPD). D.
Detalhe da figura C. E possivel observar células atipicas com niicleos aumentados e
nucléolos evidentes. E. Acino com Inflamagio Intraluminal (IIL). Notar a presencga de
inimeras células inflamatorias no limen acinar e o epitélio prostatico encontra-se
atipico. F. Epitélio prostatico atipico onde € possivel observar a presenga de Neoplasia
Intraepitelial Prostatica G. Epitélio prostatico atipico (*). Notar extensa inflamagao
Subepitelial e a presenca de inimeras células inflamatorias no limen acinar. H. Acino
acometido por Neoplasia Intraepitelial Prostatica. Notar Inflamagdo Intraluminal. I.
Epitélio prostatico atipico. Notar a presenga de diversas células inflamatorias no limen
acinar. J. Extensa Inflamagdo Periductal. K. Acino acometido por Neoplasia
Intraepitelial Prostitica. L. Acino com Neoplasia Intraepitelial Prostatica. Notar
reducio do volume luminal. M. Acino acometido por Carcinoma Microinvasivo. Notar
o epitélio andmalo e a diminuigdo da area luminal. N. Inflama¢do Intraluminal.
Observa-se um grande numero de células inflamatérias no lamen. O. Carcinoma
microinvasivo acometendo um 4cino. E importante ressaltar a desestruturagio da
camada de células musculares lisas, favorecendo a invasao do estroma (setas). A-O.
Hematoxilina-Eosina (HE). Epitélio (Ep), Lamen (L), Células musculares lisas (ML),
Inflamagdo Intraluminal (IIL), Inflamagdao Periductal (IPD), Inflamagdo Subepitelial
(ISE), Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN), Carcinoma Microinvasivo (CM). A, B.
Grupo Controle. C-G. Grupo Dieta. H-K. Grupo Bisfenol A. L-O. Grupo Bisfenol A +
Dieta.
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Figura 11. Elementos colagénicos dos lobos Dorsolateral e Ventral de gerbilos
submetidos a diferentes tratamentos. A. Epitélio prostatico integro circundado por
cé¢lulas musculares lisas (ML) e por uma espessa camada de colageno subepitelial
(setas). B. Epitélio prostatico integro circundado por células musculares lisas e por
finas camadas de colageno subepitelial (setas). C. Acino com epitélio atipico. Observa-
se reestruturagdo dos elementos colagénicos (seta) nesse sitio alterado. D. Acino
acometido com Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN). E. No detalhe do acino
acometido com Neoplasia Intraepitelial Prostatica observa-se reestruturacdo dos
elementos colagénicos (*), caracterizando o processo de pré-invasio. F. Acino com
Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN). G. Detalhe do acino anterior. Os asteriscos
indicam reestruturagdo das fibras de colageno. H. Acino com Neoplasia Intraepitelial
Prostatica (PIN). As setas indicam rompimento dos elementos colagénicos no sitio
neoplasico. I. Acino com epitélio atipico (*). J. No detalhe do 4cino com epitélio
atipico € possivel observar a desestruturacdo das fibras de colageno que circundam o
epitélio (*). K. Acino acometido por PIN. Observar o inicio da desestruturagio dos
elementos de matriz extracelular (setas) associados a esse sitio neoplasico. Epitélio
(Ep), Lumen (L), Células Musculares Lisas (ML). A e B. Grupo Controle. C, D, E.
Grupo Dieta. F, G, H. Grupo Bisfenol A. I, J, K. Grupo Bisfenol + Dieta. A, C, F, G, L,
J. Lobo Dorsolateral. B, D, E, H, K. Lobo Ventral. A-K. Picrossirius-Hematoxilina.
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Figura 12. Imunohistoquimica para alfa-actina de musculo liso. A e B. Epitélio
prostatico integro, circundado por uma camada de células musculares lisas (ML). C.
Acino acometido por Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN). Observar o inicio da
desestruturagdo da camada de células musculares lisas neste sitio neoplasico. D. Acino
acometido por Carcinoma Microinvasivo (CM). Notar rompimento da camada de
células musculares lisas (setas). E. Acino acometido por Carcinoma Microinvasivo
(CM). Notar a desestruturacdo da camada de células musculares lisas (*). F, G e H.
Acino com Carcinoma Microinvasivo (CM). As setas indicam rompimento da camada
de células musculares lisas. Epitélio (Ep), Lamen (L), Células Musculares Lisas (ML).
Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN). Carcinoma Microinvasivo (CM). A e B.
Grupo Controle. C e D. Grupo Dieta. E e F. Grupo Bisfenol A. G e H. Grupo Bisfenol
+ Dieta. A, C, E, G. Lobo Dorsolateral. B, D, F, H. Lobo Ventral. A-H. Alfa-actina de
musculo liso.
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Figura 13. Atividade proliferativa nos lobos Dorsolateral e Ventral de gerbilos adultos
submetidos a diferentes tratamentos, apos seis meses. A. Proliferagdo celular no lobo
Dorsolateral do grupo Controle. B. Proliferacdo celular no lobo Ventral controle. C.
Intensa proliferacdo em lesdo pré-maligna (PIN) no lobo Dorsolateral do grupo Dieta.
D. Proliferacdo celular em Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN) no lobo Ventral do
grupo Dieta. E. Células proliferativas colonizando o estroma glandular do lobo
Dorsolateral no grupo BPA. Notar foco microinvasivo. F. Proliferacdo celular em um
Carcinoma Microinvasivo (CM) no lobo Ventral do grupo BPA. G. Intensa proliferagao
em lesdo maligna no lobo Dorsolateral no grupo BPA +D. H. Proliferacdo celular em
PIN no lobo Ventral do grupo BPA+D. PIN. Neoplasia Intraepitelial Prostatica. CM.
Carcinoma Microinvasivo. A — H. PCNA (Proliferative Nuclear Cell Antigen).
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Figura 14. indice proliferativo (%) dos lobos Dorsolateral (A) e Ventral (B) da prostata
do gerbilo apds seis meses de tratamento.
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Figura 15. Imunolocaliza¢do de células basais nos lobos Dorsolateral e Ventral da
prostata de gerbilos adultos, submetidos a diferentes condi¢des experimentais, apos 6
meses. A e B. Grupo Controle com células basais formando uma camada continua entre
o epitélio secretor € a membrana basal. C-H. Células basais nos grupos tratados. Notar
o aumento dessa populagdo de células em ambos os lobos prostaticos de todos os
grupos tratados. Nestes, as células basais aparecem em camadas descontinuas ao redor
dos ductos ou dispersas pelo epitélio secretor A-H. p63 - Deteccdo de células do
compartimento basal.
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Figura 16. Frequéncia de células p63-positivas na prostata de gerbilos adultos
submetidos a diferentes tratamentos, ap6s seis meses. Os valores representam média +
DP (n, 6 por grupo). Anadlise estatistica baseada nos testes de ANOVA e Tukey-honest
(p < 0,05). O Superindice (*p<0,05; ***p<0,001) indica diferencas significativas entre
os grupos analisados.
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Figura 17. Incidéncia de lesdes histopatologicas (%) no lobo Dorsolateral (A) e Ventral
(B) de gerbilos adultos apds 6 meses de tratamento.
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Figura 18. Multiplicidade de lesdes prostaticas Pré-Malignas (A) e Malignas (B) de
gerbilos submetidos a diferentes tratamentos por seis meses. Os valores representam
média = EP (n, 6 por grupo). Andlise estatistica baseada nos testes de ANOVA e Tukey-
honest (p < 0,05). Os Superindices (*p<0,05; ***p<0,001) indicam diferengas
significativas entre os grupos analisados.
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Figura 19. Multiplicidade de Inflamacdes Prostaticas no Lobo Dorsolateral de gerbilos
submetidos a diferentes tratamentos por seis meses. Os valores representam média + EP
(n, 6 por grupo). Analise estatistica baseada nos testes de ANOVA e Tukey-honest (p <
0,05). Os Superindices (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) indicam diferengas
significativas entre os grupos analisados. Inflamagdo Intraluminal (IIL), Inflamagao
Periductal (IPD), Inflamagdo Subepitelial (ISE).
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Figura 20. Multiplicidade de Inflamagdes Prostaticas no Lobo Ventral de gerbilos
submetidos a diferentes tratamentos por seis meses. Os valores representam média + EP
(n, 6 por grupo). Anélise estatistica baseada nos testes de ANOVA e Tukey-honest (p <
0,05). Os Superindices (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) indicam diferengas
significativas entre os grupos analisados. Inflamag¢do Intraluminal (IIL), Inflamacao
Periductal (IPD), Inflamagao Subepitelial (ISE).
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Figura 21. Componentes teciduais do lobo Dorsolateral de gerbilos adultos. Volume

absoluto dos componentes teciduais (mms) de gerbilos submetidos a diferentes
tratamentos. Os valores representam média £ DP (n, 6 por grupo). Analise estatistica
baseada nos testes de ANOVA e Tukey-honest (p < 0,05). Os Superindices (*p=<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001) indicam diferengas significativas entre os grupos analisados.
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Figura 22. Componentes teciduais do lobo Ventral de gerbilos adultos. Volume

absoluto dos componentes teciduais (mms) de gerbilos submetidos a diferentes
tratamentos. Os valores representam média + DP (n, 6 por grupo). Analise estatistica
baseada nos testes de ANOVA e Tukey-honest (p < 0,05). Os Superindices (*p<0,05;
*#p<0,01; ***p<0,001) indicam diferencas significativas entre os grupos analisados.
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Figura 23. Lobo Dorsolateral e Ventral da préstata de gerbilos adultos, submetidos a
diferentes tratamentos. A e B. Epitélio prostatico integro, circundado por finas camadas
de colageno subepitelial do tipo I (Cabeca de Seta) e do tipo III (Seta) dispostas
paralelamente a membrana basal. C. Carcinoma Microinvasivo acometendo o lobo
Dorsolateral do grupo Dieta. Notar intensa fragmentagdo dos elementos colagénicos
(setas). D. Carcinoma Microinvasivo acometendo o lobo Ventral da prostata do gerbilo.
Nota-se a invasdo do estroma por células neoplasicas por meio da membrana basal. Os
elementos colagénicos (cabega de seta) sofreram intensa fragmentagdo dispondo-se
perpendicularmente 3 membrana basal. E, F. Acino acometido com Neoplasia
Intraepitelial Prostatica (PIN). Notar inicio de desestruturacdo dos elementos de matriz
extracelular (seta) associados a esse sitio neoplasico. G. Acino com Carcinoma
Microinvasivo (CM). Observa-se reestruturacao dos elementos colagénicos (seta) nesse
sitio neoplasico, caracterizando o processo de invasio estromal. H. Acino acometido
com Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN). Notar inicio de desestruturacdo dos
elementos de matriz extracelular (setas). A, B. Grupo Controle. C, D. Grupo Dieta
Hiperlipidica. E, F. Grupo Bisfenol A. G, H. Grupo Bisfenol A mais Dieta
Hiperlipidica. A, C, E, G. Lobo Dorsolateral. B, D, F, H. Lobo Ventral. A-H.
Reticulina de Gomori.
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RESUMO

O cancer de prostata € a principal e mais frequente doenca neoplésica que atinge
os homens. A patologia molecular dessa doenga ¢ bastante complexa, pois além de
altamente relacionada a idade, a fatores hereditarios e androgeno-dependentes, ¢
também influenciada por hormonios sexuais, respostas imunes e inflamatorias, fatores
ambientais ¢ dietas. Estudos recentes tém demonstrado que a exposicdo a
desreguladores endocrinos, como o Bisfenol A, presentes no meio ambiente, pode
causar alteracdes morfofisioldgicas permanentes na glandula. Outro fator ambiental
potencialmente associado com a carcinogénese ¢ a dieta rica hiperlipidica. O consumo
excessivo de gordura, e o tipo de gordura ingerida exerce influéncia direta sobre o risco
de cancer de prostata. Por muitos anos tem-se especulado os mecanismos que
determinam a relacdo entre o consumo de gordura e o risco de cancer de prdstata e tem
sido determinado que alguns fatores como os niveis hormonais e o estresse oxidativo
sdo afetados pelo tipo de dieta. Consideraveis evidéncias t€ém apontado que alteracdes
nos niveis androgénicos, estimuladas pelo consumo de dietas ricas em gordura, podem
elevar o risco de cancer prostatico, uma vez que esta doenga sofre forte influéncia
hormonal. Os objetivos do presente estudo sdo avaliar a morfologia prostatica apds a
administracao prolongada do bisfenol A e da dieta hiperlipidica e, investigar o possivel
envolvimento dos receptores de androgeno e estrogeno na carcinogénese estimulada por
bisfenol A e dieta hiperlipidica e pela associagdo de ambos. A andlise morfoldgica
evidenciou a presenca de lesdes de carater pré-maligno e maligno, em ambos os lobos
prostaticos, dos animais submetidos a dieta hiperlipidica, ao bisfenol A e a associacao
de ambos. Foi possivel notar que, ambos os lobos dos grupos tratados, apresentaram
uma frequéncia de células AR positivas bastante semelhantes. A dieta, o bisfenol A e a
associagdo de ambos aparentemente estimulou um aumento na frequéncia de células AR
positivas mesmo em areas livres de lesdes. A frequéncia de células ERB-positivas €
aparentemente maior na prostata de animais controle. Em alguns focos neoplésicos
estimulados pela dieta, pelo bisfenol A ou pela associacdo de ambos, a presenga de
células ERP positivas foi baixa ou indetectavel. Por outro lado, algumas poucas lesdes
foram observadas expressando ER. Os niveis séricos de testosterona nao apresentaram
diferencas significativas entre os grupos tratados com dieta hiperlipidica, bisfenol A e a
associagdo de ambos. No entanto, houve uma tendéncia de aumento estimulada pelos
diferentes tratamentos.

PALAVRAS-CHAVE: Bisfenol A. Dieta Hiperlipidica. AR. ERp. Prostata.
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INTRODUCAO

O cancer de prostata € a principal e mais frequente doenca neoplésica que atinge
os homens e embora represente uma causa comum de morbidade e mortalidade, ¢é
passivel de preven¢ao e cura (Huynh ef al., 2001). No entanto, a patologia molecular
dessa doenga ¢ bastante complexa, pois além de altamente relacionada a idade, a fatores
hereditarios e androgeno-dependentes, ¢ também influenciada por hormonios esteroides
sexuais, respostas imunes e inflamatérias, fatores ambientais e dietas (Carruba, 2006;
De Marzo et al., 2007). Estudos recentes tém demonstrado que a exposi¢ao a
desreguladores enddcrinos, presentes no meio ambiente, pode causar alteragdes
morfoldgicas e fisiologicas permanentes na glandula prostatica (Prins et al, 2008).
Estas substancias tem o potencial de causar danos ao sistema endocrino, pois
mimetizam hormodnios esteroides podendo afetar sua acdo e agir diretamente sobre os
orgdos do trato reprodutivo. Dentre estes quimicos ambientais destaca-se o bisfenol A
(BPA). O BPA ¢ um mondmero liberado de polimeros plasticos amplamente utilizados
na atualidade (Prins et al, 2007). Esta substincia pode alterar a histofisiologia
prostatica, uma vez que mimetiza estrogenos e compete com 0s receptores para esses
hormonios (Prins ef al., 2008). A afinidade de ligagdo do BPA ao ERa e ERP ¢ cerca de
10.000 vezes menor do que a dos estrogenos enddgenos. Contudo, ele ¢ um completo
agonista destes receptores estrogénicos (Prins ef al., 2008). Atualmente, o BPA tem sido
encontrado no soro e na urina de 95% da popula¢do mundial, em niveis que atingem de
0,2 a 20 ng/mL. De acordo com a Agéncia Americana de Prote¢do Ambiental a dose
considerada segura para ingestdo didria de BPA ¢ de 50ug/kg/dia (Alonso - Magdalena
et al., 2011), entretanto, estudos tem mostrado efeitos adversos desta substancia em
concentragdes inferiores, quando administrada no periodo fetal ou inicio do periodo pos
natal, sobre o trato reprodutivo de roedores (Ho ef al., 2006; Prins ef al., 2011; Castro et
al., 2013).

Outro fator ambiental potencialmente associado com a carcinogénese ¢ a dieta
rica em lipideos saturados. Varios estudos epidemiologicos tém relacionado este fator as
altas taxas de mortalidade por canceres de mama, coélon, pancreas e prostata em
humanos (Fleshner et al., 2004; Kondo et al., 1994). O consumo excessivo de gordura,
e o tipo de gordura ingerida exerce influéncia direta sobre o risco de cancer de prostata

(Escobar et al., 2009). Por muitos anos tem-se especulado os mecanismos que
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determinam a relagdo entre o consumo de gordura e o risco de cancer de prostata e tem
sido determinado que alguns fatores como os niveis hormonais e o estresse oxidativo
sao afetados pelo tipo de dieta. Consideraveis evidéncias t€ém apontado que alteracdes
nos niveis androgénicos, estimuladas pelo consumo de dietas ricas em gordura, podem
elevar o risco de cancer prostatico, uma vez que esta doenca sofre forte influéncia
hormonal (Fleshner et al., 2004).

Estudos tém demonstrado que o BPA, ¢ capaz de influenciar a regulagdo da
transcricdo de envolvidos com a obesidade podendo promover aumento do peso
corporal e da adiposidade. Resultados preliminares do nosso grupo empregando o
roedor gerbilo (Meriones unguiculatus) como modelo para estudos sobre alteracdes na
glandula prostatica indicam que a dieta hiperlipidica e o BPA isoladamente tém o
potencial de promover o aumento da incidéncia de neoplasias prostaticas (Facina 2012,
dados ndo publicados). No entanto, os efeitos de sua associagdo sobre individuos
adultos ndo foi verificado e, os resultados obtidos poderdao auxiliar na compreensdo do
processo de carcinogénese nesse roedor. Os objetivos do presente estudo sdo avaliar a
morfologia prostatica apdés a administragdo prolongada do desregulador endocrino
bisfenol A e da dieta hiperlipidica e, investigar o possivel envolvimento dos receptores
de andrégeno e estrogeno na carcinogénese estimulada por bisfenol A e dieta

hiperlipidica e pela associagdo de ambos.
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MATERIAL E METODOS

Delineamento Experimental

O experimento foi realizado de acordo com os principios éticos preconizados
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e os
procedimentos envolvidos foram apreciados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
do IBILCE/UNESP (Prot. No. 079/2013).

Foram utilizados vinte e quatro gerbilos adultos machos (Meriones
unguiculatus), com 100 dias de idade mantidos no biotério do grupo de pesquisa em
Biologia da Reprodugdo do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
UNESP, campus de Sao José do Rio Preto (SP). Esses animais foram mantidos em
caixas de polietileno, com substrato de maravalha, em condi¢des controladas de
luminosidade e temperatura média de 23°C, com regime alimentar especifico (Tabela I).

Os animais foram separados aleatoriamente em quatro grupos (n=6 por grupo),

como descritos abaixo:

e Grupo Controle (C): animais que receberam racao controle (RC Focus 1765,
Agroceres”).

e Grupo Bisfenol A (BPA): animais que receberam ragdo controle (RC Focus
1765, Agroceres”) + BPA na concentragdo de 50pg/kg/dia na 4gua de beber.

e Grupo Dieta Hiperlipidica (D): animais submetidos a dieta hiperlipidica (RC
Focus 2413, 2414, 2415 e 2416, Agroceres”).

¢ Grupo Dieta Hiperlipidica + Bisfenol A (D+BPA): animais submetidos a dieta
hiperlipidica (RC Focus 2413, 2414, 2415 e 2416, Agroceres”) + BPA na
concentracdo de 50ug/kg/dia na dgua de beber.

A eutandsia dos animais aconteceu 6 meses apos o inicio do experimento. O
periodo de dissecacdo estipulado foi definido de acordo com estudos anteriores
envolvendo carcinogénese prostatica em gerbilos (Zanetoni, 2007; Gongalves et al.,
2010a; 2013). Os animais foram mortos por superdosagem de anestésico e decapitados

para a coleta de sangue que foi submetido & dosagem hormonal de testosterona.

92



Acdo do desregulador endocrino bisfenol A e da dieta hiperlipidica sobre os lobos prostaticos
do gerbilo

Delineamento Experimental
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Figura 1: Delineamento Experimental do estudo

Analise Morfoldgica

Os lobos Dorsolateral e Ventral foram fixados por imersdo em paraformaldeido
recém preparado em tampao fosfato (pH 7,2), para processamento em parafina. Os
cortes histologicos foram realizados em microtomo (4 um de espessura) e aderidos em
laminas de vidro e corados pelos seguintes métodos histoquimicos: Coloragao pela
Hematoxilina-Eosina (HE) — Para estudos morfologicos gerais da prostata e
diagnosticos histopatoldgicos, classificacdo dos tipos de lesdes (pré-malignas e
malignas); Picrossirius-Hematoxilina — Para estudo das fibras de colageno no estroma
prostatico.

As lesdes histopatoldgicas detectadas foram classificadas de acordo com o

sistema de Classificacdo Bar Harbor para prostata de camundongos (Shappell et al.,
2004).
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Analise Estereoldgica

Medidas relativas a altura do epitélio e espessura da camada muscular foram
realizadas. Foram capturadas imagens de 30 campos de cada grupo, em aumento de
100x, (5 campos por animal, n=6) a partir de laminas coradas pela técnica HE, por meio
do Sistema Analisador de Imagens, com o programa Image-Pro-Plus da Media

Cybernetics.

Analise Imunohistoquimica

Caracterizacio do painel de lesdes histopatologicas identificadas, buscando

determinar o grau de severidade estimulado por cada tratamento:

e «a-actina de musculo liso: Anti-a-actina (Mouse Monoclonal, Clone 1A4), (Santa

Cruz Biotechnology, California).

Verificacdo de possiveis alteracoes na expressio de receptores hormonais em

células epiteliais e estromais componentes de lesoes:

e Receptor de andréogeno: Anti-AR (N-20), (Santa Cruz Biotechnology,
California).
o Receptores de estrogeno: Anti-ERB (H-150), (Santa Cruz Biotechnology,

California).

Caracterizacio dos macrofagos tipo I no estroma prostatico:

e (CDI163: Anti CD163 (Antibody (ED2) Mouse Monoclonal sc-58965), (Santa

Cruz Biothecnology, Califérnia).

Procedimentos gerais para as avaliagoes imunohistoquimicas: Os cortes

histolégicos desparafinizados e reidratados foram submetidos a recuperacdo antigénica
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em tampao citrato pH 6.0 a 97°C (15-30 min.). O bloqueio de peroxidases endogenas foi
efetuado com H,0; (3% em metanol) (20-30 min). Anticorpos primarios (monoclonais
ou policlonais) para os componentes acima mencionados foram utilizados em diluigdes
variadas (entre 1:20, 1:50 ¢ 1:200) por 60-120 minutos a 37° ou overnight a 4°C. Apds
serem lavados em PBS ou TBS e incubados com anticorpos secundarios marcados com
peroxidase, os cortes passaram pela revelagdo com a diaminobenzidina (DAB, Sigma).
A contracoloracao dos cortes foi feita hematoxilina de Harris. As laminas foram
desidratadas, montadas em balsamo do Canada e avaliadas em microscopia de luz

convencional. O controle negativo foi obtido com a omissdo do anticorpo primario.

Contagem de niicleos com marcacdes positivas para AR

Um total de 40 campos foram obtidos, em aumento de 40x, por grupo (n= 6
animais/grupo) e por lobo, por meio do Sistema Analisador de Imagens, com o
programa Image—Pro-Plus. A frequéncia relativa de células AR positivas por campo foi

determinada pelo nimero de células marcadas em relagao ao numero total de células.

Contagem de nucleos com marcacées positivas para ERp

Um total de 40 campos foram obtidos, em aumento de 40x, por grupo (n= 6
animais/grupo) e por lobo, por meio do Sistema Analisador de Imagens, com o
programa Image—Pro-Plus. A frequéncia de células ERP positivas por campo foi

determinada pelo nimero de células marcadas em relagdo ao niimero total de células.

Dosagem hormonal sérica

As amostras de sangue foram coletadas apds decapitacdo e o plasma foi
separado por centrifugacdo a 1200g e congelado a -80 ° C para andlise dos niveis de
testosterona. As medi¢des foram realizadas por captura/ ELISA sanduiche (anticorpo-
antigénio-anticorpo), utilizando kits comerciais especificos (R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, MN, EUA), com sensibilidade de 14,0 pg/mL e variagdo de interensaio de
11,3 pg/mL. As leituras foram realizadas Sistema Espectrofotometro Epoch Multi-

Volume (BioTek Instruments, VT, EUA).
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Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 5.00.
Os dados paramétricos foram analisados pelo teste ANOVA one-way seguido de Tukey
e para os dados nao paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo
método de Dunn. Dados com o valor de p<0.05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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RESULTADOS

Analise Morfoldgica

A analise morfologica permitiu avaliar o fendtipo e a distribui¢ao das lesdes
histopatologicas que acometeram o tecido prostatico apds 6 meses de tratamento.
Lesdes de carater pré-maligno e maligno foram constatadas nos animais submetidos a
dieta hiperlipidica, ao bisfenol A e a associacdo de ambos (Figura 2 e 3). Foi possivel
notar um maior nimero € uma maior extensdao das lesdes nos grupos tratados quando
estes foram comparados ao grupo controle. Dentre as lesdes, a mais comum foi a
Neoplasia Intraepitelial Prostatica, caracterizada por anormalidades genéticas e perda de
controle da funcdo celular e comprometimento das unidades glandulares. Essas lesdes
apresentaram crescimento papilar, formando invaginagdes epiteliais restritas a
determinados sitios ou aspecto cribiforme (Figura 2 e 3). Também foi possivel observar
lesdes de carater maligno, formadas por um maior numero de células atipicas, ruptura
da camada de células musculares lisas periacinares com migracao das células epiteliais
para o estroma prostatico (Figura 2 e 3). Associadas as lesdes epiteliais notou-se a
presenca de desordens inflamatorias (Inflamagdes Intraluminais, Inflamagdes
Periductais e Inflamagdes Subepiteliais) em ambos os lobos dos grupos tratados (Figura
2 e 3). Além disso, foi possivel observar um grande nimero de macréfagos do tipo I

associados as areas acometidas por alguma classe de lesdes (Figura 2 e 3).

Analise Estereoldgica

A andlise estereologica evidenciou um aumento da altura epitelial em ambos os
lobos dos grupos tratados, principalmente quando se associou a dieta hiperlipica com o
desregulador enddcrino bisfenol A (Figura 4). Ao se tratar da espessura da camada
muscular lisa foi possivel notar uma tendéncia de aumento desta camada em ambos os

lobos dos grupos tratados, quando comparados ao grupo controle (Figura 4).
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Analise Imunohistoquimica

A analise da expressdao de AR na prostata do gerbilo mostrou que, ha uma diferenca
significativa entre o grupo Controle e os grupos tratados (Figura 5). Foi possivel notar que,
ambos os lobos dos grupos tratados, apresentam uma frequéncia de células AR positivas
bastante semelhantes (Figura 5A,B). A imunomarcagdo para esse receptor foi detectada na
maioria das células secretoras e mostrou distribui¢do homogénea entre as diferentes regioes
do lobo. A dieta, o bisfenol A e a associagdo de ambos aparentemente estimulou um
aumento na frequéncia de células AR positivas mesmo em areas livres de lesdes. A
frequéncia de células AR positivas foi maior em areas de lesdes histopatologicas,
principalmente dos grupos tratados (Figura 6).

A frequéncia de células ERB-positivas € aparentemente maior na prostata de
animais controle (Figura 7). Nos animais tratados a frequéncia dessas células ¢ menor
ou semelhante ao grupo Controle (Figura 7). Em alguns focos neoplasicos estimulados
pela dieta, pelo bisfenol A ou pela associacdo de ambos, a presenga de células ERp-
positivas foi baixa ou indetectavel (Figura 8). Por outro lado, algumas poucas lesdes

foram observadas expressando ERf (Figura 8)

Dosagem hormonal sérica

Os niveis séricos de testosterona ndo apresentaram diferengas significativas entre
os grupos tratados com dieta hiperlipidica, bisfenol A e a associagdo de ambos, quando
comparados ao grupo controle. No entanto, houve uma tendéncia de aumento

estimulada pelos diferentes tratamentos (Figura 9).
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DISCUSSAO

A dieta, o bisfenol A ¢ associagdo de ambos estimulou o desenvolvimento de lesdes
histopatologicas na prostata do gerbilo. Dentre as lesdes, a mais comum foi a Neoplasia
Intraepitelial Prostatica, caracterizada por anormalidades genéticas e perda de controle das
fungdes (Zanetoni, 2007; Gongalves et. al., 2010). Foi possivel constatar um maior nimero
de células atipicas nessas lesoes, ocasionado pela maior extensdo das mesmas, além do
comprometimento das unidades glandulares. Além disso, foi possivel observar a presenca
de lesdes de carater maligno, caracterizadas pela ruptura das células da camada muscular
lisa periacinar e migragdo das células em direcdo ao estroma. Como descrito por Facina e
colaboradores (2015, dados ndo publicados) ha um aumento da incidéncia e da
multiplicidade de lesdes prostaticas frente o tratamento com a dieta hiperlipidica e o
bisfenol A.

A populagdo celular bem como os mediadores quimicos presentes no
microambiente tumoral podem contribuir para progressdo da neoplasia ou para sua
inibi¢do e controle (Balkwill & Coussens, 2004; Visser & Coussens, 2005). Os
macrofagos desempenham uma diversidade de papéis. Podem contribuir tanto com
eventos de combate, pela produgdo de IL-2 IL-12 e IL-18 (estimulantes do sistema
imune) e mediadores da citotoxidade tumoral (TNF-a) quanto com eventos de
crescimento e progressao, pela producao de fator de crescimento fibroblastico-1, fator
de crescimento derivado de plaquetas, IL-1, TGF-B, e em algumas condi¢des pela
secre¢do de metaloproteinases e VEGF (Coussens & Werb, 2002).

Os mecanismos pelos quais a dieta e bisfenol A promove o desenvolvimento do
cancer de prostata sdo incertos. Estudos prévios sugerem que alteracdes na acdo
androgénica nesta glandula, pode ser um mecanismo potencial (Fleshner, 2004).
Segundo Cai (2006), lesdes histopatologicas espontidneas, bem como as induzidas
quimicamente, podem ser reforcadas por altos niveis de testosterona. Assim,
desequilibrios hormonais como diferencas nos niveis séricos de testosterona, associados
ao tratamento com a dieta hiperlipidica, bisfenol A ou ambos podem ter contribuido
para a evolugdo de alteragdes histopatoldgicas nos acinos prostaticos.

A expressao do receptor de androgeno foi detectada em prostatas intactas e em
lesdes pré-malignas e malignas nos diferentes grupos, o que sugere o envolvimento do

receptor no processo de estabelecimento tumoral na préstata do gerbilo. O receptor de
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androégeno ¢ expresso durante varios estdgios da carcinogénese prostatica, desde
estagios iniciais como a PIN até tumores primarios invasivos ou metastaticos e antes ou
apos terapia antiandrogénica (Koochekpour, 2010). O crescimento tumoral depende da
relagdo entre a taxa de proliferagdo e morte celular e os androgenos sao os principais
reguladores deste processo, estimulando a prolifera¢ao e inibindo a apoptose (Feldman
& Feldman, 2001). Assim as células tumorais necessitam de um nivel de estimulacio
androgénica para se multiplicarem (Denmeade et al, 1996). Prostatas de animais
submetidos a dieta hiperlipidica, ao bisfenol A e a associacdo dos dois compostos
mostraram maior expressdo do receptor de andrégeno, o que explica o maior indice
proliferativo e o maior nimero de lesdes histopatologicas.

Receptores de estrogeno sdo encontrados no epitélio (ER-P) e no estroma (ER-a)
prostéticos, indicando uma acdo direta desse hormonio na glandula (Royuela et al.,
2001; Imamov et al, 2004). Acredita-se, também, que estrogenos influenciem o
crescimento prostatico, indiretamente, por acdo sobre o eixo hipotalamico-hipofisario-
gonadal, o que resulta na supressao por feedback de producao de testosterona testicular
(Risbridger et al., 2001; Bianco et al., 2002). Alteragcdes dinamicas na expressdao do ER-
B tem sido observadas durante a progressao do cancer de prostata, o que sugere que a
acao estrogénica via ER B pode exercer papel importante no processo carcinogénico
(Prins, 2008). Muitos estudos estdo de acordo que hd uma redugdo na expressao deste
receptor com a progressdo da carcinogénese (Prins & Korach, 2008; Asgari &
Morakabati, 2011). Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram algumas
lesdes que exibiram menor expressio de ER[, nas quais se pode observar extensos
focos inflamatdrios associados. Uma possivel explicagdo para tal fato seria o papel anti-
inflamatorio exercido pelo ERB, que quando ausente, deixa de desempenhar sua fungao
protetora sobre a glandula prostatica. Isso se apoia no fato de que lesdes que
expressaram o ERP ndo estiveram associadas com inflamag¢do. Estudos afirmam que o
ERP exerce um papel imunoprotetor sobre a glandula prostatica possivelmente
limitando o dano tecidual ou modulando o estimulo para a infiltragao de células imunes

(Prins & Korach, 2008).
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CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que houve um aumento no nimero € na
severidade das lesdes prostaticas em ambos os lobos dos grupos tratados. Os lobos Ventral e
Dorsolateral apresentaram uma frequéncia de células AR positivas bastante semelhantes. A
dieta, o bisfenol A e a associacdo de ambos aparentemente estimulou um aumento na
frequéncia de células AR positivas mesmo em 4areas livres de lesdes. A frequéncia de
células AR positivas foi maior em areas de lesdes histopatoldgicas, principalmente dos
grupos tratados Em relag@o a frequéncia de células ERB-positivas foi possivel notar que
esta ¢ maior na prostata de animais controle. Nos animais tratados a frequéncia dessas
células ¢ menor ou semelhante ao grupo Controle. Em alguns focos neoplasicos
estimulados pela dieta, pelo bisfenol A ou pela associacdo de ambos, a presenca de
células ERP positivas foi baixa ou indetectavel. Por outro lado, algumas poucas lesdes
foram observadas expressando ERP. No entanto, estudos complementares como analise
da expressdo dos receptores de androgeno e estrogeno por meio da técnica de Western
blotting sdo necessarios para melhor compreender as alteragdes histopatoldgicas

encontradas.
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FIGURA 3
Lobo Ventral
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Figura 4. Analise morfométrica (Altura Epitelial e Espessura da camada de células
musculares lisas) dos lobos Dorsolateral e Ventral de gerbilos, apés 6 meses de
tratamento. Os valores representam média = DP (n, 6 por grupo). Analise estatistica
baseada nos testes de ANOVA e Tukey-honest (p < 0.05). Os Superindices (* p<0,05;
**%p<0,001) indicam diferengas significativas entre os grupos analisados.
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FIGURA 4
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Figura 5. Frequéncia de células AR positivas na prostata de gerbilos adultos
submetidos a diferentes tratamentos, apos seis meses. Os valores representam média +
DP (n, 6 por grupo). Analise estatistica baseada nos testes de ANOVA e Tukey-honest
(p < 0.05). O Superindice (***p<0,001) indica diferencas significativas entre os grupos
analisados.
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FIGURA S
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Figura 6. Imunolocalizacdo do receptor de androgeno (AR) nos lobos Dorsolateral e
Ventral da prostata de gerbilos adultos, submetidos a diferentes tratamentos. A e B.
Grupo Controle com menor numero de células AR positivas em relacdo aos demais
grupos. C. Expressao de AR em regido com Neoplasia Intraepitelial Prostatica. D.
Acino com atipias celulares expressando grande quantidade de AR. E. Acino com
epitélio atipico expressando grande quantidade de AR. F. Lesdo pré-maligna no lobo
Ventral do grupo BPA expressando grande quantidade de AR. G. Acino do lobo
Dorsolateral do grupo BPA + D, acometido por PIN, mostrando expressao de AR na
maioria das células epiteliais. H. Lesdo pré-maligna no lobo Ventral do grupo BPA + D
expressa o receptor de androgeno.
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Figura 7. Frequéncia de células ERB-positivas na prostata de gerbilos adultos submetidos
a diferentes tratamentos, apos seis meses.
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Figura 8. Imunolocaliza¢do do receptor de estrogeno (ERB) nos lobos Dorsolateral e
Ventral da prostata de gerbilos adultos, submetidos a diferentes regimes nutricionais,
apos seis meses de tratamento. A. Expressao de ERB em 4cino do lobo Dorsolateral do
grupo Intacto. B. Expressdo de ERB em 4cino do lobo Ventral do grupo Intacto. C.
Acino acometido por lesdo histopatologica, no qual as células secretoras que compdem
o epitélio aparentemente integro expressam ERB (setas), enquanto que as células
secretoras componentes da lesdo ndo expressam esse receptor (*). D. Expressio
indetectavel de ERB em células secretores de 4cino acometido por lesdo histopatologica
(setas) grupo dieta. Notar extensa inflamagdo (*) circundando o acino. E. Células
secretoras, componentes de uma lesdo acometendo o lobo Dorsolateral, expressam ERB.
F e G. Baixa expressao de ER3 em células secretores de acino acometido por lesdo
histopatologica (setas). H. Células secretoras, componentes de uma lesdo acometendo o
lobo Ventral, expressam ERB.
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Figura 9. Niveis séricos de testosterona (ng/mL) de gerbilos submetidos a diferentes
tratamentos. Os valores representam média + DP (n, 6 por grupo). Analise estatistica
baseada nos testes de ANOVA e Tukey-honest (p < 0,05)
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