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RESUMO

O crescimento, a maturagdo e a manutencdo estrutural e funcional da prdstata
sdo eventos hormonio-dependentes, principalmente de andrégenos, e alteracfes
enddcrinas no periodo critico de desenvolvimento prostatico poderdo causar efeitos
adversos sobre a prostata, inclusive cancer. Bisfenol A (BPA) é um desregulador
endocrino, presente em embalagens de alimentos e detectado em praticamente todos 0s
fluidos humanos, capaz de alterar o desenvolvimento do trato reprodutivo de ratos
machos por meio de exposicdo gestacional/pré-natal. A genisteina (GEN), um
fitoestrdgeno da soja, mostrou propriedades quimiopreventivas contra carcinogénese em
roedores. Este estudo objetivou avaliar se a exposicéo gestacional ao BPA causa efeitos
deletérios precoces e tardios sobre a morfogénese prostatica da prole de machos
Sprague-Dawley, e se a exposi¢do concomitante a GEN modificaria estes efeitos
deletérios. Fémeas prenhes foram divididas em grupos que receberam BPA (25 ou 250
Hg/kg p.c.) ou dimetilsulféxido (DMSO — grupo controle)/6leo de canola, por gavage e
dieta basal ou contendo GEN (250 pg/kg). A prole recebeu apenas racdo basal e foi
eutanasiada nos dias pos-natal (DPN) 21 ou 180. A exposicdo gestacional a menor dose
de BPA induziu alteracdes prostaticas precoces e tardias. A ingestdo gestacional de
GEN reverteu os efeitos deletérios do BPA sobre os niveis de proliferacdo celular no
epitélio prostatico, a arquitetura prostatica e a expressdo de receptores androgénicos na
prole no DPN 21. Um aumento na incidéncia de inflamagédo multifocal e de hiperplasia
prostatica atipica foi observado na prole, no DPN 180, das mées tratadas com a menor
dose de BPA, enquanto a ingestdo gestacional de GEN atenuou estes efeitos. Desta
forma, os resultados do presente estudo indicam que a ingestdo de GEN durante a

gestacdo tem acdo preventiva contra efeitos adversos do BPA sobre a prostata da prole.
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CAPITULO 1



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1.A Glandula Prostata

A prostata é a maior, e uma das mais importantes, glandula sexual acessoria do
aparelho reprodutor masculino, que inclui também a vesicula seminal, glandulas
bulbouretral e prepucial em humanos (Roberts, 2010) e vesicula seminal e glandulas
bulbouretrais em roedores (Hebel-Stromberg, 1986).

A prostata é dividida em regides (humanos) ou lobos (roedores), que se diferem
quanto a origem embrioldgica, caracteristicas histoldgicas, funcdes e susceptibilidade ao
desenvolvimento de doengas (Marker et al., 2003; Roy-Burman et al., 2004). Em
roedores (Figura 1a), é dividida em trés lobos que se abrem na uretra, estrutura utilizada
como referéncia anatdmica para a localizacdo destes, sendo denominados lobo ventral,
lobo dorsolateral e lobo anterior, também conhecido como glandula de coagulacdo. O
lobo dorsolateral pode ser considerado dividido em dois lobos, neste caso, denominados
dorsal e lateral, sendo o complexo prostatico, nesta classificacdo, composto por quatro
lobos (Jesik et al., 1982; Koméreck et al., 2000; Marker et al., 2003; Roy-Burman et al.,
2004; Lee et al., 2011). Porém, € comum a classificacdo que considera o lobo
dorsolateral, pois os lobos dorsal e lateral apresentam semelhangas quanto a origem
ductal, relacdo topogréfica e resposta fisioldgica tardia a privacdo androgénica (Price e
Williams-Ashman, 1961; Jesik et al., 1982; Sugimura et al., 1986a,b; Rochel et al.,
2007) e padrdo alveolar (Jesik et al., 1982).

A prostata humana (Figura 1b) é dividida em trés regides: periférica, onde ha
maior incidéncia de cancer prostatico e corresponde a 70% do volume total da glandula;
de transicéo, regido exclusiva onde ocorrem as hiperplasias benignas e corresponde a
5% do volume total, e central, que tem a menor incidéncia de adenocarcinomas e
corresponde a 25% do volume total (McNeal., 1981; Roy-Burman et al., 2004; Lee et

al., 2011).
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Figura 1: Diagrama esquematico representativo das préstatas de rato e humano. A: Préstata de
rato adulto, em visdo lateral, com indicagdo dos lobos prostéticos ventral, lateral, dorsal e anterior. B:
Prostata de homem adulto, em corte sagital, com indicacdo das zonas de transi¢do, central e periférica.

(Adaptado de Bhatia-Gaur et al., 1999)

Em relacdo a homologia entre préstata humana e de roedores, respectivamente,
as regides periférica e dorsolateral sdo homologas, assim como as regiGes central e
anterior, ao passo que a regido de transicdo humana néo apresenta homologia com o
lobo ventral dos roedores (Roy-Burman et al., 2004). No entanto, este conceito de
homologia entre humanos e roedores ainda é bastante controverso, e as diferentes
opinides tém um consenso apenas no que diz respeito a auséncia de evidéncias
suficientes para o estabelecimento desta homologia, tornando imprecisa a defini¢do do
lobo com maior relevancia para extrapolacdo de dados de roedores para humanos, em
relacdo as alteragdes clinico-patoldgicas no carcinoma prostatico humano (Shapell et
al., 2004; Rochel et al., 2007).

Independente do aspecto macroscopico da prostata (Figura 1) existem
componentes histologicos com caracteristicas comuns, favorecendo estudos referentes a
homologia morfofuncional entre humanos e roedores (Price, 1963; Karr et al., 1995),
como ilustrado na Figura 1. Embora ndo haja consenso acerca desta homologia, a

maioria dos estudos tem considerado o lobo ventral importante para analises



comparativas, avaliando acdo de carcindgenos e de manipulacdo hormonal,
principalmente devido a sua sensibilidade a andrdégenos, incidéncia de hiperplasias e
neoplasias, ao tamanho consideravel deste lobo e sua fécil dissec¢do (Reznik et al.,
1981; Shappell et al., 2004; Rochel et al., 2007).

A prostata, tanto em humanos quanto em roedores, se desenvolve a partir do seio
urogenital (SUG), que € composto por uma camada epitelial e uma mesenquimal, sendo
encontrado na base da vesicula urinaria em desenvolvimento (Marker et al., 2003). O
SUG surge, em ratos e camundongos, apos o décimo terceiro dia de gestacdo (DG),
permanecendo indistinguivel quanto ao sexo até o décimo sétimo ou décimo oitavo DG,
enquanto em humanos surge apoOs sete semanas de gestacdo e s6 comega a ser
distinguivel a partir de dez a doze semanas e estara completo ao nascimento (Marker et
al., 2003).

Neste periodo, chamado de “janela”, a presenca de andrégenos ¢ fundamental
para induzir o brotamento prostatico, que ocorre do DG 17 ao 21 em roedores e da 10° a
12° semanas de gestagdo em humano (Takeda et al., 1986). Ao nascimento, este efeito
androgénico de brotamento € cessado. Alteracdes hormonais neste periodo de “janela”
podem resultar em alteracGes patoldgicas tardias, manifestadas na vida adulta, tais como
inflamacdo, lesdo pré-maligna e hiperplasia prostatica benigna (HPB) (Woodham et al.,
2003; Scarano et al., 2009; Prins et al., 2011). Outras alteragdes, que podem ser
causadas por varios fatores, como estados nutricional e metabolico maternos, também
podem levar a programacao fetal para determinadas manifestacdes patologicas precoces
no desenvolvimento prostéatico e tardias (Dolinoy et al., 2007; Rinaldi et al., 2013).

O desenvolvimento prostatico ocorre por um processo denominado morfogénese
de ramificacéo, a partir de brotamentos do SUG, os quais, apés o nascimento, alongam-
se e bifurcam-se, formando uma rede de ductos (prostata) (Prins e Birch, 1995;

Risbridger et al., 2005). Enquanto o processo de luminizacdo € iniciado ocorre,



concomitantemente, o processo de diferenciacdo funcional das células epiteliais
luminais (Prins e Birch, 1995; Risbridger et al., 2005). Existe, ainda, uma espécie de
capsula composta por estroma fibromuscular, localizada da porgdo anterior até as
laterais da proéstata, separando-a da gordura periprostatica (Roy-Burman et al., 2004).

Para viabilizar a contratilidade prostatica, necesséaria ao processo de secrecdo
glandular, as células mesenquimais periductais se condensam, concomitantemente ao
processo de brotamento do SUG, formando uma camada espessa de células musculares
lisas, enquanto as células mesenquimais interductais passam pelo mesmo processo e,
por sua vez, diferenciam-se em fibroblastos (Hayward et al., 1996a,b). Porém, a prostata
ainda estd imatura, e permanece desta forma até a puberdade, onde o aumento de
androgenos circulantes resulta em processo de desenvolvimento e finalizacdo da
maturagdo glandular (Risbridger et al., 2005; Schauer e Rowley, 2011). Nos ratos, a
maturidade sexual se inicia em torno do dia pds-natal (DPN) 42 ao DPN 56, sendo
finalizada em torno de 90 dias apds o nascimento (Lee et al., 2004). Porém, o
crescimento prostatico naturalmente ndo cessa ap0s sua maturacdo, continuando a
crescer ao longo da vida (Risbridger et al., 2005).

A prostata é responsavel por secretar para o interior da uretra um composto de
natureza protéica, com capacidade proteolitica, a base de fosfatase acida, &cido citrico,
fibrinolisina, antigeno prostatico especifico (PSA, do inglés Prostatic Specific Antigen),
amilase, outras enzimas especificas e alguns nutrientes, como zinco, acido nitrico e
colina (Aumuller e Seitz, 1990; Kierszenbaum, 2008). Esta secre¢do tem funcdo de
alcalinizacdo do canal vaginal, maior liquefacdo do esperma, representando 25% do
volume ejaculado e contribuindo para maior mobilidade e fertilidade dos
espermatozoéides (McNeal, 1981; Aumuller e Seitz, 1990).

O crescimento e a manutencao estrutural e funcional da glandula prostatica sao

eventos hormonio dependentes, mais especificamente de androgenos, determinando



assim, a importancia da constancia destes niveis sericos (Isaacs, 1984). A producdo de
andrdgenos é regulada pelo eixo hipotalamo-hipofise-gbnada (Debes e Tindall, 2002), e
¢ composta por 95% de testosterona (Test), que é mais abundante e produzida
principalmente pelas células de Leydig, e 5% de androstenediona e
diidroepiandrosterona, que sdo produzidas pelo cortex da glandula adrenal (Aumuller e
Seitz, 1990; Hsing et al., 2002). Embora a Test seja mais abundante, quando é
convertida em diidrotestosterona (DHT) pela enzima 5a-redutase € que tera seu efeito
potencializado, pois a DHT tem 10 vezes mais afinidade com o receptor androgénico
(RA) do que a Test (Marker et al., 2003). Todos os andrégenos se ligam ao mesmo
receptor, RA, mas causam efeitos bioldgicos distintos, como diferenciacdo, crescimento
e desenvolvimento (Marker et al., 2003).

A prostata € formada por dois componentes, denominados epitélio e estroma. O
estroma prostatico é ricamente vascularizado, com células musculares lisas dispostas
concentricamente aos alvéolos e entremeadas as camadas de coldgeno, além de algumas
fibras colagenas e elasticas (Carvalho e Line, 1996). A matriz extracelular é produzida
pelas células musculares lisas juntamente com os fibroblastos, sendo seus componentes
estruturais as fibras colagenas do tipo | e Il (reticulares) e elasticas, que conferem
resisténcia mecénica e flexibilidade, servem como &ncoras e meio para migragao celular
(Tuxhorn et al., 2001; Vilamaior et al., 2005). As células estromais e epiteliais
prostaticas tém interagdo homeostatica entre si, mediada por andrégenos e fatores de
crescimento (Lee et al., 1990; Marker et al., 2003), sendo as células estromais essenciais
ao processo de diferenciagdo e organizacdo arquitetural do epitélio, mediada por
androgenos (Hayward et al., 1997). Em caso de desequilibrio nesta homeostase, pode
haver iniciacdo e promocao de lesdes prostaticas benignas e malignas (Sung e Chung,
2002).

1.2.Cancer de prostata



O envelhecimento é fator diretamente ligado ao surgimento das alteracGes mais
frequentes da prostata, que sdo a hiperplasia prostatica benigna (HPB) e o cancer de
prostata (CaP) (Ho et al., 2006), incluindo a neoplasia intraepitelial prostatica (NIP),
classificada como lesdo pré-maligna em humanos (Bostwick, 1996). A incidéncia de
CaP é mais alta em homens com idade mais avancada, aumentando abruptamente em
torno dos 50 a 54 anos, atingindo seu pico entre 75 e 79 anos de idade (Siegel et al.,
2013; SSCRG, 2012). Isto pode ser devido ao crescimento constante da prostata ao
longo da vida (Risbridger et al., 2005), porém, 0s mecanismos que regulam a progressao
e as alteragdes patoldgicas originarias do fen6tipo da HPB ainda ndo foram totalmente
desvendados (McNeal, 1990; ). A HPB representa desregulacdo da homeostase entre 0s
compartimentos epitelial e estromal, caracterizado por hiperplasia progressiva e
descontinua de ambos, que conduzem ao aumento do tamanho da glandula, resultando
no surgimento dos sintomas clinicos (McNeal, 1990).

Outro fator com forte associacdo a incidéncia de CaP é a condigdo socio-
econdmica, com relagdo inversamente proporcional, sendo uma das poucas neoplasias
com maior incidéncia em niveis socio-econdmicos mais altos, que pode ser atribuido ao
maior nimero de exames preventivos realizados, como o PSA e o toque retal (NCIN,
2012).

Contudo, a carcinogénese prostatica ainda &€ pouco conhecida e pode estar
associada a fatores hormonais, genéticos, alimentares, longevidade, raca e ambiente
(Pollard, 1992; Arunkumar et al., 2006). Processos inflamatorios, sejam causados por
agentes fisicos ou quimicos ou por patégenos, podem ter importante contribuicdo na
patogénese dos varios tipos de canceres humanos, inclusive do CaP (Vral et al., 2012).

Em relagédo a expectativa de incidéncia de canceres em homens para 0 ano de
2013 (Figura 2), nos Estados Unidos, o CaP sozinho correspondera a 28% do total de

canceres (Siegel et al., 2013) e no Reino Unido correspondera a 25%, segundo dados



retrospectivos, sendo também o mais comum desde 1990 (Siegel et al., 2013; NCIN,
2012). Nos Estados Unidos, se somado os canceres de pulméo e bronquios e colorretal
aos casos de CaP, totalizam 50% da incidéncia de canceres em homens (Siegel et al.,
2013). Considerando a expectativa de mortes por cancer, estes corresponderdo a 48%
em homens, sendo o cancer de pulméo o primeiro colocado (Siegel et al., 2013). O risco
de uma pessoa ser diagnosticada com cancer de préstata ao longo de sua vida é

estimado em uma a cada oito pessoas (Siegel et al., 2013; NCIN, 2012).

Estimated New Cases™ Estimated Deaths
Males Males
[Prostate 238,590 28%| Lung & bronchus 87,260 28%
Lung & bronchus 118,080 14% IProslale 29,720 10?\5'
Colorectum 73,680 9% Colorectum 26,300 9%
Urinary bladder 54,610 6% Pancreas 19,480 6%
Melanoma of the skin 45,060 5% Liver & intrahepatic bile duct 14,890 5%
Kidney & renal pelvis 40,430 5% Leukemia 13,660 4%
Non-Hodgkin lymphoma 37,600 4% Esophagus 12,220 4%
Oral cavity & pharynx 29,620 3% Urinary bladder 10,820 4%
Leukemia 27,880 3% Non-Hodgkin lymphoma 10,590 3%
Pancreas 22,740 3% Kidney & renal pelvis 8,780 3%
All Sites 854,790 100% All Sites 306,920 100%

Figura 2: Estimativa de novos casos de cancer e de mortes decorrentes de canceres nos EUA, para 0 ano

de 2013. (Adaptado de Cancer Statistics, 2013).

No Brasil, o CaP é o segundo tipo de cancer mais comum entre 0s homens, atras
apenas do cancer de pele ndo-melanoma, como mostra a Figura 3 (INCA, 2014). E
ainda, em escala mundial, o sexto tipo de céancer mais frequente em homens,
representando cerca de 10% do total (INCA, 2014). O INCA estimou, para 0 ano de
2014, 68.800 novos casos de CaP no Brasil, correspondendo a média de 70 casos a cada
100.000 homens, sendo 91/100 mil no Sul e 30/200 mil no Norte, que correspondem,
respectivamente, as regides com maior e menor indices de desenvolvimento

socioeconémico do pais (INCA, 2014).



10

16,79 - Traqueia, Brénquio e Pulmao

Calon e Reto

15,44

11,54 - Cavidade Oral
818 i Esotaco
7,03 - Laringe
6,89 - Bexiga
5,20 . Leucemias

5,07 . Sistema Nervoso Central
5,04 . Linfoma nao-Hodgkin
3.03 I Pele Melanoma
1,28 I Linfoma de Hodgkin

1,15 I Glandula Tireoide

80,00 60,00 40,00 20,00 0,00
* Exceto pele ndo melanoma

Figura 3: Estimativa de novos casos de cancer no Brasil para 0 ano de 2014(INCA, 2014).

Nos paises desenvolvidos, sua incidéncia é seis vezes maior do que nos paises
em desenvolvimento, podendo ser devido ao fato de que a expectativa de vida é maior
nos paises desenvolvidos e é realizado maior nimero de exames preventivos e de
rastreamento de patologias da préstata (INCA, 2012; NCIN, 2012). A incidéncia de CaP
aumentou nos Ultimos anos e este fato pode ser justificado, parcialmente, pela
progressiva melhoria da investigacdo diagnostica, da qualidade dos programas de
rastreamento e sistemas de informacdo em salde e da expectativa de vida (Balducci e

Lyman, 1997; Hsing e Chokkalbingam, 2006).

O CaP é comumente precedido por lesdes epiteliais pré-malignas (Bostwick,
1996; Brawer, 2005, Lipski et al., 1996, Murugan et al., 2013). Um exemplo destas
lesbes é a neoplasia intraepitelial prostatica (do inglés Prostatic Intraepithelial
Neoplasia — PIN) do tipo proliferativa, com grande potencial de progressdo para
adenocarcinoma (Brawer, 2005), classificada em dois graus, de acordo com sua

caracteristica histologica: LGPIN (Low Grade PIN), que é lesdo de baixo grau, e a
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HGPIN (High Grade PIN), que é leséo de alto grau. A LGPIN apresenta atipia celular e
alteracbes estromais mais discretas, podendo levar a confusdo de classificagdo com
areas de tecido normal. A HGPIN se refere a alteracGes anormais da proliferacéo celular
dentro dos limites epiteliais dos alvéolos e ductos prostéticos, sem invasdo estromal
(Eminaga et al., 2013; Brawer, 2005), apresentando células epiteliais fenotipicamente
semelhantes ao adenocarcinoma invasivo, devido a acentuacdo da atipia celular e do
aumento dos volumes de ndcleo e nucléolo (Bostwick e Brawer, 1987). O
adenocarcinoma pode ser precedido por processos inflamatdrios cronicos associados a
alteragOes epitelilais, denominados Atrofia Proliferativa Inflamatéria (do inglés

Proliferative Inflammatory Atrophy - PIA) (McNeal et al., 2001).

1.3.Sistema Endécrino

O sistema enddcrino é responsavel pelo controle de fungdes e reagdes organicas
em todos os seres vivos vertebrados e invertebrados, sendo um dos sistemas com maior
capacidade de controle homeostatico do corpo humano, visando manter suas funcdes e
desenvolvimento frente a alteragdes ambientais constantes (Marty et al., 2011). Suas
respostas aos estimulos sdo lentas, reguladas por feedbacks complexos que ocorrem
entre as cerca de 30 glandulas que compdem este sistema, envolvidas no controle de
diversos processos, como ciclo reprodutivo feminino, crescimento dsseo, proliferacdo
celular, comportamento psicossocial, entre outros (Marty et al., 2011). Este sistema é
separado em trés componentes distintos, porém intima e diretamente relacionados: I)
glandulas especializadas (ex: hipdfise, tiredide e paratiredide, adrenais, pancreas e
gbnadas); Il) hormonios, sintetizados e liberados por estas glandulas; 111) tecidos e/ou
células-alvo, que respondem aos estimulos hormonais (Nogueira, 1999).

Os horménios diferem entre si no que tange sua composicdo quimica e origem,

sendo classificados em trés categorias: esteroides e derivados de acidos graxos, de
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composicdo lipidica, originados a partir de colesterol (ex: Test, estradiol, progesterona);
protéicos e polipeptidicos, de composi¢do basicamente protéica ou associada a glicerois,
sendo denominados, neste caso, glicoproteicos (ex: insulina, glucagon, hormonio
foliculo-estimulante, hormonio adrenocorticotréfico); derivados de aminoacidos,
originados a partir do aminoacido tirosina (ex: tiroxina e triiodotiroxina), e do triptofano
(melatonina) (Gartner e Hiatt, 2007).

Os hormonios séo transportados pelo sangue e agem de diferentes formas, que
sdo classificadas, basicamente, de acordo com a localizacdo dos tecidos e células-alvo
(Gartner e Hiatt, 2007). Em relacdo a estas formas de acdo, podem atuar de forma
enddcrina, quando tém acdo em diferentes partes do organismo, de forma paracrina,
quando age nas células e tecidos vizinhos ao seu local de produgdo, e de forma
autocrina, quando agem sobre as préprias células que o produzem (Gartner e Hiatt,
2007). Estes hormonios sdo essenciais para 0 metabolismo geral, influenciando desde as
fungBes do sistema imunoldgico e nervoso, até o estabelecimento das caracteristicas
sexuais, reprodutivas e comportamentais (Gartner e Hiatt, 2007).

As gbnadas sdo responsaveis pela maior producdo de Test circulante, seguidas
pelas adrenais, que produzem este horménio em menor quantidade em seu cortex, a
partir do colesterol (McHenry et al., 2013; Ghayee e Auchus, 2007). O colesterol
citoplasmatico é transportado até a membrana da mitocondria de celulas gonadais e
adrenais, onde estdo localizadas enzimas esteroidogénicas, que atuardo em conjunto
com uma serie de outras proteinas, complexos proteicos e outros hormdnios para a
producdo de Test (McHenry et al., 2013). Este colesterol é clivado pela enzima
desmolase, resultando em pregnenolona, um pro-horménio precursor de todos os outros
horménios esteroidais, dentre eles também estdo progesterona e estradiol (McHenry et

al., 2013).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091302213000575#b0385
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A pregnenolona sofre outras reagdes, que podem ocorrer na mitocondria ou no
reticulo endoplasmatico, podendo ser convertida em progesterona, ou seguir com outras
reacOes até resultar em dehidroepiandrosterona (DHEA), que circula pelo sangue e
também é produzida em pequenas quantidades pelos testiculos e ovarios e, ainda, pelo
cerebro, considerada entdo um “neuroesteroide” (McHenry et al., 2013). A DHEA é
convertida em androstenediona, que por sua vez pode originar tanto a Test quanto a
estrona, que podera originar o estradiol (McHenry et al., 2013). A Test pode seguir
diversas vias em diferentes locais, como o citocromo P450, onde pode tanto ser clivada
pela Sa-redutase, resultando em DHT, que tem potencial androgénico maior, quanto
sofrer acdo da aromatase, resultando em estradiol (McHenry et al., 2013), conforme

mostra a Figura 3.
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Figura 4: Esteroidogénese — Sintese de horménios esteroides. (McHenry et al., 2013).

Assim como todo controle homeostatico, o controle do sistema enddcrino é

finito e possui limites, que podem ser extrapolados por exposi¢des a quimicos, drogas e
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estressores ambientais, nestes casos, denominados endocrine-active compounds (EAC),
levando a determinadas consequéncias, que ocorrem gragas a sua grande capacidade de
causar efeitos adversos, sendo eles toxicidade na reproducgédo e no desenvolvimento e
cancer (Marty et al., 2011). A exposi¢do aos EACs pode se dar por meio da dieta,
esgoto com presenga natural de hormdnios, &guas contaminadas com residuos de
medicamentos e agrotoxicos, entre outras formas (Marty et al., 2011). Os EACs
passaram a ser denominados desreguladores endécrinos (DE) na década de 1990,

quando ganharam maior notoriedade no meio cientifico e na midia (Marty et al., 2011).

1.3.1. Desreguladores enddcrinos

Os DE sdo substancias ou misturas de substancias quimicas exogenas, sintéticas
ou naturais, que demonstraram capacidade de causar efeitos semelhantes aos horménios
enddgenos, sendo capazes, entdo, de alterar a funcdo do sistema enddcrino e causar
efeitos adversos a um organismo intacto ou aos seus descendentes (EDSTAC, 1998;
Kang et al., 2002, Zhao, 2011). Estes DE sdo compreendidos, em sua grande maioria,
por substancias sintéticas, porém, algumas substancias naturais também demonstraram
efeitos miméticos hormonais (Kang et al., 2002), podendo ser citadas como exemplo 0s
micoestrogenos, que sdo estrogenos produzidos por fungos, encontrados em grdos,
principalmente durante sua estocagem (Kuiper-Goodman, 1990), e os fitoestrogenos,
que sdo estrogenos existentes em plantas, algumas delas, assim como alguns gréos,
presentes na alimentagdo humana (Kang et al., 2002; Yildiz, 2005). A exposic¢do a estes
dois compostos estd sendo considerada problema de saude publica, uma vez que esta se
da de forma ampla e ambiental, e interage com receptores hormonais esteroidais,
apresentando grande capacidade de desregulacdo enddcrina (Andres et al., 2013; Kang

etal., 2002).
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Os estudos com exposi¢do aos DE ambientais ou xenoestrogenos tém aumentado
nas Gltimas décadas, com efeitos estrogénicos comprovados em doses baixas, ou baixas
concentragOes (Kang et al., 2002; Welshons et al., 1999; Yildiz, 2005). Estas
concentragfes baixas sdo tidas como similares aquelas a que humanos sdo expostos
(Teenguarden e Hanson-Drury, 2013). H4, ainda, estudos em torno da capacidade
antitumoral dos isoflavonoides, que sdo substancias naturais presentes em algumas
plantas e que podem atuar como fitoestrdgenos em algumas células e tecidos humanos
apos ingestdo, porém, a preocupacdo com seus efeitos adversos é evidente (Kang et al.,
2002).

Alteragfes no padrdo normal de desenvolvimento reprodutivo observado em
populacdes de animais selvagens podem estar relacionadas com a exposi¢do aos DE
(Kang et al., 2002). Estudos epidemiol6gicos em humanos indicam aumento de
incidéncia de malformagfes no trato genito-reprodutivo, diminuicdo da fertilidade
masculina e aumento da incidéncia de neoplasias de testiculos e prostata no homem e de
mama e vagina em mulheres (Skakkebaek et al., 2001; Toppari et al., 2002; Henley e
Korach, 2006).

A hipétese de que a exposicao, particularmente in Gtero, a quimicos ambientais
poderia causar varias reacdes adversas decorrentes da capacidade de modulagdo
enddcrina destes quimicos tem sido razdo de muitos estudos (Golden et al., 1998; Kang
et al., 2002, Calkins e Devaskar, 2011), os quais tém considerado cada vez mais 0
conceito de dosagens muito baixas (“very low-doses”), mostrando os efeitos adversos
de quimicos com efeitos estrogénicos (Vom Saal et al., 1997; Welshons et al., 1999;
Kang et al., 2002), inclusive desregulacdo no desenvolvimento reprodutivo de machos e
prejuizo da fertilidade em estagios mais avangados de vida, mesmo que a exposi¢ao aos

xenoestrogenos tenha ocorrido nos estagios precoces de vida (Jung et al., 2004).
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A Unido Europeia, a Agéncia de Protecdo Ambiental Norte-Americana, a
Organizacdo Mundial de Salude e a Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento
Econémico manifestam sérias preocupacdes com os efeitos de DE na saude animal e
humana. Estas instituicdes criaram, entdo, comités especiais e grupos de trabalho
focados em desenvolver e organizar estudos sobre substancias suspeitas de interferir na

homeostase enddcrina (OECD, 2010, EPA, 2011, Marty et al., 2011).

1.4.Bisfenol A

Bisphenol A (BPA) foi descoberto em 1891, a partir da reacdo de condensacéo
da acetona com dois equivalentes de fenol, catalisada pelo &cido cloridrico (HCI)
(Rubin e Soto, 2009). Na industria, normalmente, é utilizado como catalisador um acido
ou uma resina poliestireno sulfonada (Uglea e Negulescu, 1991). Varias cetonas sofrem
condensacBes analogas e seu Unico subproduto é a agua (Fiege et al., 2002). E um
composto de producdo industrial em larga escala, sélido branco a temperatura ambiente,
com odor fendlico (Tyl et al., 2002; Teeguarden e Hanson-Drury, 2013; Singh e Li,
2012).

O BPA ¢ utilizado como base, a partir de sua polimerizacédo, para a producdo de
resinas epdxi e policarbonatos (Tyl et al., 2002; Teeguarden e Hanson-Drury, 2013),
sendo este ultimo, um plastico rigido de alta transparéncia, resisténcia e durabilidade,
utilizado na fabricacao de recipientes e embalagens para alimentos e bebidas, incluindo
garrafdes retornaveis de agua mineral, mamadeiras, equipamentos esportivos, lentes de
oculos, CDs, DVDs e eletrodomeésticos (Singh e Li, 2012). O policarbonato, adicionado
de outras substancias, pode ser utilizado na producao de telefones moveis, utensilios
domeésticos, como talheres, lougas e copinhos descartaveis, e até mesmo em automoveis
(Singh e Li, 2012). O BPA também é adicionado na producédo de policloreto de vinila

(PVC), para lhe conferir flexibilidade, e ainda, na producéo de etiquetas autoadesivas e
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selantes dentarios. Ja as resinas epoxi sdo empregadas no revestimento interno de latas e
tampas de garrafas alimenticias (Krishnan et al., 1993; Markey et al., 2001; Welshons et
al., 2006; Singh e Li, 2012; Teeguarden e Hanson-Drury, 2013).

A exposicdo humana ao BPA é frequente e este € amplamente difundido no
ambiente (Teeguarden e Hanson-Drury, 2013). A forma mais comum de contato, tanto
por adultos quanto por criancas, é a ingestdo de alimentos contaminados com BPA, que
compreende quase 100% da exposi¢cdo humana (WHO e FAO, 2010). O grau de
migracdo do BPA das embalagens e recipientes de alimentos depende mais da
temperatura a que foi exposto do que ao tempo de exposicdo, sendo 0 aumento da
migracdo diretamente proporcional ao aumento da temperatura (WHO e FAO, 2010).

Durante a fabricacdo, a degradacdo quimica industrial e a reciclagem de alguns
produtos, o BPA pode ser liberado para a atmosfera na forma gasosa, porém, sera
rapidamente degradado, pois tem meia-vida de 0,13 dias nestas condi¢des (NTP, 2008).
Em ambientes aquaticos e terrestres, a biodegradacdo aerdbia é, provavelmente, a
principal forma de eliminacéo, além da fotélise (Sing e Li, 2012). Todavia, o0 BPA pode
aderir a sélidos em suspensdo e sedimentos e estudos mostram que quase nao ha
degradacéo deste composto sob condi¢Ges de pouco ou nenhum oxigénio, evidenciado
pela presenca de BPA em sedimentos (NTP, 2008). Outra forma de exposi¢cdo humana é
0 contato dérmico com papeis térmicos, comumente utilizados para impressao de
extratos bancario e recibos de caixas (Singh e Li, 2012).

O BPA, originalmente, foi descoberto como estrogénio de natureza sintética com
0 objetivo de utilizacdo para otimizar o crescimento de gados e aves, criados em larga
escala para consumo humano (Singh e Li, 2012). Também ja foi utilizado, por um curto
periodo de tempo, em terapias de reposicao hormonal para mulheres (Singh e Li, 2012).

A molécula de BPA tem caracteristicas estruturais semelhantes ao 17p-estradiol

(Figura 5) e outros compostos estrogénicos naturais encontrados em alguns alimentos,
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como daidzeina e genisteina que estdo presentes na soja, que lhe conferem fraca
capacidade de ligacédo a receptores estrogénicos (RE) (Hu e Aizawa, 2003; Teeguarden
e Hanson-Drury, 2013), com afinidade de 1:2000 quando comparado ao [3H]Estradiol,
e a receptores de progesterona (RP), com afinidade de 1:5000, conforme dados obtidos
em estudo com Saccharomyces cerevisiae (Krishnan et al., 1993), o que torna o BPA

um competidor de receptor com o hormdnios esteroidais enddgenos (Singh e Li, 2012).

OH OH

Bisfenol A (BPA) Estradiol

Figura 5:Semelhanca estrutural das moléculas de bisfenol A e estradiol. (Adaptado de Rubin e

Soto, 2009).

Esta capacidade de ligacdo a receptores hormonais torna o BPA uma substancia
considerada como um DE, pois permite alteracdes na fisiologia estrogeno-dependente
desde que em doses adequadas (Takayanagi et al., 2006; Hu e Aizawa, 2003). Porém,
existem evidéncias de que o BPA atuaria como DE mesmo em baixas doses, mas, neste
caso, seu efeito estrogénico seria muito baixo, tornando a compreensdo dos efeitos
causados por baixas doses confusa, principalmente quando consideramos que o BPA
também pode se ligar a outros receptores, como receptor gama relacionado a estrogénio
(estrogen-related receptor gamma) (Takayanagi et al., 2006). Além disso, 0 BPA e 0s
cinco fitalatos mais frequentes podem interagir com 1232 genes e 265 proteinas, de

acordo com informagdes do Comparative Toxicogenomics Database (Singh e Li, 2012).
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O termo “low-dose”, que pode ser traduzido como baixa dose ou baixo nivel,
tem sido amplamente utilizado para se referir ao grupo de estudos sobre toxicidade do
BPA, e outras substancias quimicas, em doses proximas daquelas a que humanos estdo
expostos. Ainda assim, este termo € impreciso para determinar a faixa de exposi¢do que
este compreende, pois em sua revisao de literatura Teeguarden e Hanson-Drury (2013)
concluiram que apenas a minoria dos estudos sobre baixas doses de BPA, de fato,
utilizaram concentracdes semelhantes aquelas a que humanos estdo expostos.

Em roedores expostos a altas doses de BPA, como efeitos adversos podem ser
citados a reducdo do peso ao nascer e dimunuicdo da sobrevida e do crescimento da
prole. Ao passo que, em roedores expostos a baixas doses, semelhantes aquelas a que
humanos estdo expostos, os efeitos adversos observados recaem sobre alteracdes no
comportamento, no desenvolvimento da prostata e das glandulas mamarias, aceleracéo
da puberdade e problemas enddcrinos em geral (NTP, 2010).

A respeito da exposicdo humana ao BPA e suas implicacdes, existem duas
posicBes diferentes no meio cientifico. Uma delas afirma que h& dados publicados
suficientes para concluir que a exposicdo humana atual, ou seja, a baixos niveis, é
suficiente para causar toxicidade (Vandenberg et al., 2010; Teeguarden e Hanson-
Drury, 2013). A outra corrente afirma que a exposi¢cdo humana é muito baixa quando
comparada aquelas que realmente causaram efeitos em animais nos ja estudos
publicados (Dekant e Volkel, 2008; Teenguarden et al., 2011; Teeguarden e Hanson-
Drury, 2013).

Estudos epidemioldgicos demonstraram associacdes entre niveis de BPA
sanguineos em mulheres e respectivos problemas de salde, como hiperplasia
endometrial e até mesmo obesidade (Lang et al., 2008). Estes niveis também tém sido
relacionados com  alteragbes nas  caracteristicas  sexuais  secundarias,

neurocomportamentais e morfometria celular, observados em exposi¢cdes abaixo de
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5mg/kg p.c. de BPA (WHO e FAO, 2011; Singh e Li, 2012). O periodo fetal,
considerando a exposicdo de mulheres gravidas, e o periodo da infancia s&o
considerados os de maior risco para a ocorréncia de efeitos adversos, quando
comparados com a exposi¢do de adultos as mesmas concentragcdes de BPA (Singh e Li,
2012).

Exames de sangue e urina podem ser utilizados para avaliar a presenca de BPA,
porém, tendem a subestimar o potencial toxico desta substancia (Singh e Li, 2012). A
analise do suor pode ser considerada um método adicional para dar suporte ao
monitoramento da bioacumulacdo, e ainda, a inducdo de suor parece ser uma forma
eficaz para sua eliminacéo (Genius et al., 2012).

Estudos observaram padrdo de curva dose-resposta ndo monotoénica,
evidenciando que a resposta toxica ao BPA ndo é diretamente proporcional ao aumento
da dose (vom Saal, 1997, Prins et al., 2007). Os efeitos toxicos, tais como alteragdes na
ingestdo alimentar, aumento do peso corpéreo e do figado, aumento da adiposidade
abdominal (nimero de adipdcitos e respectivos volumes) e dos niveis séricos de leptina
e insulina, diminuicdo da adiponectina sérica e da tolerdncia a glicose foram
observados, principalmente, naquelas doses consideradas abaixo do “no adverse effect
level” (NOAEL) (Angle et al., 2013).

Diante destas questbes e da dificuldade em se estabelecer niveis seguros de
exposicdo ao BPA, organizacbes de paises como Estados Unidos da Ameérica,
Inglaterra, Japdo e da Unido Européia concluiram que os niveis de exposi¢do humana ao
BPA estdo abaixo dos niveis seguros, mas, ainda assim, alguns estados proibiram o uso
desta substancia, pois estudos apontam riscos decorrentes da exposicao a esta substancia
mesmo quando em niveis abaixo daquele considerado seguro (Teeguarden e Hanson-
Drury, 2013). Os consumidores destes paises podem notar seu desuso progressivo por

meio da sinalizacao de “BPA-Free” nos produtos (Teeguarden e Hanson-Drury, 2013).
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Outros paises, como Argentina, Dinamarca, Costa Rica e China também restringiram o
uso de BPA.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) proibiu a
fabricacdo e importagdo de mamadeiras que contenham BPA, por meio da resolucéo
RDC 41/2011, publicada em 19 de setembro de 2011. Para a fabricacdo dos demais
produtos, o emprego do BPA ainda é permitido, mas a legislagdo estabelece limite
maximo de migracdo deste para o alimento. Esta decisdo foi tomada pelo principio da
precaucdo, visto que os resultados dos inimeros estudos a cerca do BPA ndo séo

realmente conclusivos.

1.5.Genisteina

A genisteina (GEN) é uma molécula de estrutura polifendlica, pertencendo,
entdo, ao grupo dos polifendis, ou seja, aqueles que possuem hidroxilas ligadas a anéis
aromaticos (fendis), como mostra a Figura 6. A GEN pertence a classe dos flavonoides,
que sdo moléculas polifendlicas encontradas em vegetais, na parte aérea da planta, e
possuem atividade, principalmente, antioxidante (Danciu et al., 2012). Os flavonoides
sdo abundantes na natureza, onde existe cerca de quatro mil compostos deste tipo, que
sdo divididos em subclasses. A GEN esta locada na subclasse das isoflavonas (1SO), as
quais possuem efeito estrogénico devido a grande semelhanca com a molécula de

estrdgeno, sendo consideradas, assim, de fitoestrogenos (Danciu et al., 2012).
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Figura 6: Semelhanca estrutural entre as moléculas de estradiol e genisteina. (Marini et al.,

2012)

A soja possui quatro isoflavonas, porém, uma delas, a isogenisteina, nédo
demonstrou propriedades fisicas semelhantes as demais ISO (Walter, 1941; Coward et
al.,, 1998). Somente duas destas ISO estdo disponiveis na planta na forma
biologicamente ativa, que sdo a GEN e a daidzeina (Pihlajamaa et al., 2011), sendo a
GEN o fitoestrdgeno predominante. J& a GEN é encontrada em uma forma glicosilada
biologicamente inativa, mas ao sofrer hidrolise pelo acido cloridrico do suco gastrico
resulta em uma molécula de aglicona bioativa de GEN e uma molécula de glicose
(Walter, 1941; Pihlajamaa et al., 2011). A GEN ¢ encontrada, majoritariamente, na soja
e em seus produtos derivados, podendo ser encontrada também em outros vegetais
utilizados na alimentacdo como tremoco, fava, e outras plantas como kudzu, utilizada na
culinaria japonesa, e Psoralea corylifolia, de uso comum na China e na india (Kaufman
etal., 1997).

As ISO da soja podem estar presentes nos alimentos na forma glicosilada,
predominante, a qual apresenta um acucar ligado a posicdo 5 ou 7 do anel A
(conjugada), ou na forma de aglicona, formada a partir de processamento industrial,
como € o caso dos isolados protéicos de soja, ou do metabolismo da soja no organismo
(Delclos et al., 2001; Coward et al., 1998). As agliconas sdo absorvidas no intestino
delgado por ndo estarem conjugadas (Delclos et al., 2001; Coward et al., 1998).
Portanto, a biodisponibilidade da GEN na soja pode variar conforme o preparo, tanto
industrial quanto caseiro. A fermentacdo, por exemplo, torna as ISO mais
biodisponiveis, havendo a presenca majoritéaria de agliconas nos alimentos como miss6
e tempé, quando comparados aos alimentos a base de soja ndo fermentados como leite
de soja, tofu, farinha, proteina concentrada e isolado protéico de soja (Coward et al.,

1998). A concentracdo de I1SO na soja, em ambas as formas, pode variar, ainda,
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conforme o local do cultivo, a temperatura empregada no processamento industrial e o
tipo de processamento a que foi submetido o gréo, o que torna dificil o controle dos
teores de ISO nos alimentos, incluindo o controle da GEN (Carrdo-Panizzi et al., 2003).

Dietas ricas em soja tém sido relacionadas com varios efeitos benéficos a salde,
inclusive atividade quimiopreventiva contra uma série de tipos de neoplasias, incluindo
as de prostata, mama e colon (Adlercreutz, 1990) e amenizagdo de alguns sintomas da
menopausa (Setchell e Cassidy, 1999; Delclos et al., 2001). No entanto, é preciso ter
cautela com a recomendacdo do consumo de soja, Visto que este grdo possui
componentes  considerados  “fatores antinutricionais” que podem interferir
negativamente na biodisponibilidade de alguns nutrientes (Wyatt e Triana-Tejas, 1994).

A populagdo asiatica consome, tradicionalmente, uma alimentagdo com alto teor
de soja e seus derivados, comprovada pela presenca freqtiente de fitoestrogenos do tipo
ISO em sua urina (Morton et al., 1997), diferente dos americanos e europeus
(Adlercreutz et al., 1991; Armstrong e Dool, 1975). Esta informacdo vem acompanhada
de dados de menor incidéncia de manifestacdo clinica de CaP nos homens asiaticos
(Wang e Lamartiniere, 2002). indices de mortalidade por CaP, e, consequentemente, de
metastase, tém relacdo inversamente proporcional a concentracdo de GEN no sangue
(Lakshman et al., 2008).

Pessoas que habitualmente consomem soja apresentam concentragdo sanguinea
de GEN ~2 logs maior do que aqueles que ndo a consomem (Lakshman et al., 2008). O
consumo médio de GEN ou outras 1SO na dieta tradicional asiatica é de 1,5 mg/kg/dia,
enquanto na dieta tradicional ocidental este valor € menor que 0,2 mg/kg/dia (Coward et
al., 1993). Homens do sudeste asiatico com habito de consumir soja representam indice
de mortalidade ~10 vezes menor do que dos homens ocidentais ndo consumidores de
soja (Lakshman et al., 2008). Todavia, 0s asiaticos que migraram para 0s Estados

Unidos e se tornaram adeptos a dieta ocidental perderam esta “prote¢ao” contra o CaP
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(Cook et al., 1999; Wang e Lamartiniere, 2002). E importante considerar que as
diferencas nas dietas asiaticas e ocidentais ndo se restringem apenas aos teores de soja.

A associacdo de dietas ricas em soja com menor incidéncia de doencas, comuns
aos adeptos a dieta ocidental, pobre em soja, levou ao desenvolvimento de concentrados
de extratos naturais, para suplementacdo de ISO, os quais comegaram a ser avaliados
em estudos clinicos somente ap6s sua difusdo e venda (Delclos et al., 2001). Séo
comuns, ainda, alimentos infantis a base de soja, que estdo disponiveis no mercado ha
décadas (Delclos et al., 2001). A ingestdo humana média de I1SO de soja é estimada em
aproximadamente 1 mg/kg de alimento/dia para adultos e 6 a 9 mg/kg/dia em férmulas
infantis (Setchell et al., 1997). A exposic¢do de neonatos a ISO merece especial atencao,
uma vez que o periodo perinatal € o mais sensivel a quimicos estrogénicos (Kang et al.,
2002) por se tratar de um periodo onde a producdo enddgena de estrégenos é baixa,
permitindo que a ISO se ligue com maior facilidade aos ERs nos tecidos sensiveis ao
estrogénio, maximizando efeitos estrogénicos no organismo (Kaludjerovic et al., 2012).

Os EACs que estdo presentes nos alimentos podem ser chamados de
componentes dietéticos com atividade enddcrina. A exposicdo humana a estes
componentes é, geralmente, muito maior do que a exposi¢cdo aos EACs sintéticos
(Delclos et al., 2001). O estudo dos EACs dietéticos se torna de grande importancia para
0 entendimento e avaliacdo do impacto que seus efeitos adversos tém sobre a vida
humana e animal, sobretudo quando consideramos 0 aumento de seu consumo por meio
de suplementacdes diversas e a amplitude de distribuicdo, principalmente das I1SOs, na
natureza (Delclos et al., 2001; Jung et al., 2004).

O foco de muitos estudos tem sido especificamente as 1ISO da soja, em especial a
GEN, por ter sido demonstrado sua atuagdo como componente ativo, ou até mesmo
responsavel, pelos efeitos benéficos da soja, gracas a sua capacidade de interacdo com

REs, com afinidade menor do que o estrogénio endogeno (Jung et al., 2004), que leva a
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alteracOes na sintese e no metabolismo hormonal (Delclos et al., 2001). Estas alteracdes
podem ser decorrentes de efeitos estrogénicos sutis ou anti-estrogénicos da GEN,
demonstrados em alguns estudos (Park et al., 2000; Kang et al., 2002).

Estudos in vitro mostraram que ISO, incluindo a GEN, agem como agonistas dos
REs (Lamartiniere et al., 2002). No entanto, outros fatores, além da capacidade de
interagdo com REs, podem estar relacionados a estes efeitos enddcrinos, tais como
capacidade antioxidante, inibicdo de enzimas como aromatase, tirosinas quinases e
DNA topoisomerases (Kang et al., 2002), visto que a GEN ainda é capaz de modular
varias enzimas envolvidas na regulacdo do crescimento, incluindo estas citadas (Delclos
et al., 2001; Jung et al., 2004). Ainda, por se tratar de uma ISO, a GEN apresenta outras
atividades bioldgicas, como inibicdo de angiogénese, proliferacdo celular, radicais livres
e enzimas metabolizadoras de esterdides (Whitten e Patisal, 2001; Fritz et al., 2003;
Jung et al., 2004).

Existem registros de alteracfes reprodutivas em animais que se alimentaram
com dietas ricas em soja ou em seus componentes e estudos em humanos que
mostraram efeitos hormonais em mulheres (Xu et al., 1998; Delclos et al., 2001). Em
estudos com animais ovariectomizados, os efeitos da soja e das 1SOs isoladas foram
benéficos ao sistema cardiovascular e aos 0ssos, em doses que ndo causaram alteracdes
no trato reprodutivo (Delclos et al., 2001). O mesmo foi observado em estudos com
fémeas de ratos SD induzidas quimicamente para a carcinogénese mamaria, onde se
observou resultado de protecdo, sem alteracdes do sistema reprodutivo (Delclos et al.,
2001).

Porém, os mecanismos pelos quais a GEN protege contra desenvolvimento e
crescimento de tumores ainda ndo foi bem esclarecido (Fritz et al., 2002). Estudos in
vitro com células de linhagem de cancer de mama demonstraram efeitos antagénicos da

GEN conforme sua dosagem: em baixas concentracdes, a GEN estimulou a proliferacdo
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celular tumoral, enquanto em concentragdes mais altas a proliferacéo foi reduzida (Fritz
etal., 2002).

Em relagdo ao CaP, estudos mostraram que a incidéncia e crescimento dos
tumores foi reduzida em ratos e camundongos geneticamente modificados que
receberam dieta rica em soja (Pollard, 1999; Landstrom et al., 1998; Pollard et al., 2000;
Mentor-Marcel et al., 2001) e administracbes de GEN inibiram o crescimento e
metastase de tumores transplantados (Schleicher et al., 1999). Embora os mecanismos
de acdo da GEN in vitro estejam mais bem esclarecidos, os mecanismos de acéo in vivo
que protegem contra o CaP ainda precisam ser melhor compreendidos, principalmente
quando em concentracdes proximas aquelas a que humanos estdo sujeitos (Fritz et al.,
2002).

Em seu estudo, Lakshman et al (2008) mostraram inibicdo de metéastase em ratos
transplantados com células humanas de de CaP, por inibicdo das primeiras etapas do
processo metastatico, denominadas “desprendimento celular” e “invasao celular”; por
meio de GEN fornecida pela dieta. A concentragdo de GEN no soro dos ratos deste
estudo foi semelhante aquelas encontradas no soro humano em estudos
epidemioldgicos. A concentracdo de GEN é um fator importante e determinante para os
mecanismos, pois muitos destes foram diretamente relacionados com a GEN, mas a
maioria requer concentracfes >2 logs acima daquelas encontradas no sangue apés a
ingestdo (Lakshman et al., 2008).

Outro aspecto que pode ser influenciado pela GEN, no CaP, é o fato da prostata,
naturalmente, ser dependente de androgenos para crescer, bem como o CaP. Sendo
assim, é importante avaliar o papel da GEN sobre os androgenos circulantes,
especialmente sobre a Test e a DHT. Outros fatores que devem ser avaliados sdo sua

influéncia sobre os RAs do trato reprodutivo, assim como sobre os RE a e B, ja que 0
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estrogénio também é importante para a funcdo prostatica e a GEN tem capacidade de
interagir com estes (Fritz et al., 2002).

Pesquisas tém avaliado o potencial deletério das ISO em diversas concentragdes
e doses e, ainda, em diferentes fases de vida (Delclos et al., 2001; Jung et al., 2004). A
fase em que se da a exposicao merece atengdo especial, pois alguns efeitos deletérios de
determinados EACs sdo especificos para determinadas fases da vida (Delclos et al.,
2001; Jung et al., 2004). Varios estudos mostraram que exposicdo a quimicos
estrogénicos em estagios precoces do desenvolvimento causam anormalidades e
diminuicdo do peso de Orgdos do trato reprodutivo, grave comprometimento da
producdo espermatica em animais experimentais e selvagens e em humanos (Jung et al.,
2004; Spearow et al., 1999; David et al., 2000).

Dados de pesquisas clinicas indicam que a exposi¢do materna a altas doses de
estrogénio durante a gestacdo aumenta o risco de cancer de mama nas filhas (Ekbom et
al.,1992; Sanderson et al., 1996), enquanto outros estudos ndo observaram alteracoes
nos orgaos do sistema reprodutivo de machos e fémeas de roedores que receberam
baixas doses de GEN durante a gestacdo e a lactagdo (Kang et al., 2002; Jung et al.
2004). Por outro lado, efeitos adversos da GEN nas fun¢des do trato reprodutivo, apos a
puberdade, de animais que foram expostos a baixas doses foram encontrados
(Wisniewski et al., 2003; Jung et al., 2004).

Delclos et al.(2001) demonstraram que altas doses de GEN afetaram mais
significativamente multiplos 6rgdos sensiveis ao estrogénio quando comparadas com as
baixas doses, tanto em ratos machos quanto nas fémeas. Neste estudo foi considerado
como altas doses aquelas acima de 500 partes por milh&o (ppm) na racdo. A partir desta
dose, ja foram observados efeitos no sistema reprodutivo, mas nao foram observados

efeitos toxicos sistémicos para as mées ou a prole. Jung et al. (2004) sugeriram que a
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ingestdo diaria de GEN, em varias fases da vida, ndo causaria efeitos adversos sobre o
desenvolvimento reprodutivo de ratos machos.

O crescente nimero de dados de pesquisas cientificas acerca da toxicidade da
GEN em roedores mostra certa controversia devido as diferencas em relacdo as espécies
de animais utilizadas, doses ou concentragOes, fases da vida em que as doses foram
aplicadas, os 6rgdos alvo dos estudos, suas vias de administracdo e as formas quimicas
utilizadas, podendo ser soja in natura ou extratos de soja, que possuem a forma

glicosilada das ISO ou as agliconas (Jung et al., 2004; Chiyomaru et al., 2012).
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3. JUSTIFICATIVA

O crescimento, a maturacdo e a manutencao estrutural e funcional da prdstata
sdo eventos hormonio-dependentes, principalmente de androgenos. Sendo assim,
alteracdes hormonais que ultrapassem a capacidade de controle homeostéatico do sistema
enddcrino/reprodutivo poderdo resultar em efeitos adversos sobre a préstata, sobretudo
quando estas alteracdes ocorrerem no periodo critico de desenvolvimento prostatico.

O homem e os animais estdo expostos a componentes com atividade endocrina,
os DEs, que sdo encontrados no ambiente, seja por compostos quimicos industriais ou
por estarem presentes naturalmente em alguns alimentos. Um exemplo de substancia
sintética deste tipo € o0 BPA, amplamente utilizado pela indUstria e que esta presente em
recipientes de armazenamento e venda de alimentos e bebidas e em uma vasta gama de
artigos domésticos, esportivos, automotivos, dentre outros. O BPA possui atividade
estrogénica devido a sua capacidade de ligacdo a REs, podendo causar alteracGes
adversas no trato reprodutivo e até mesmo maior propensdo ao desenvolvimento e
crescimento de lesdes preneoplasticas e tumores. A GEN, isoflavona da soja, também
tem atividade enddcrina estrogénica, porém, esta relacionada a efeitos benéficos sobre a
carcinogénese prostatica e mamaria e a reposicao hormonal feminina.

Diante desses dados, este estudo relacionou a exposi¢cdo ao BPA e a GEN
durante a gestacdo, e avaliou seus efeitos precoces e tardios sobre a morfogénese

prostatica da prole de ratos recém desmamada (DPN 21) e na vida adulta (DPN 180).
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4. OBJETIVOS

Avaliar se a exposicdo gestacional ao BPA causa efeitos deletérios sobre a
morfogénese préstatica da prole de machos no DPN 21 e 180.

Avaliar se a exposicdo gestacional a GEN, concomitante a exposicdo ao BPA,
modificaria os efeitos deletérios deste sobre a morfogénese prostatica na geracdo F1 no

DPN 21 e 180.
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Resumo

O Bisfenol A (BPA) é uma substancia quimica que tem sido frequentemente
investigada devido ao seu potencial para causar doencas em Orgdos hormonio-
sensiveis, incluindo a prostata. No presente estudo, ratas prenhes da linhagem Sprague-
Dawley foram tratadas com BPA nas doses de 25 ou 250 pg/kg dia gestacional (DG) 10
ao 21 e racdo convencional ou acrescida de genisteina (GEN) na concentracdo de 250
mg/kg de racdo. A GEN é uma isoflavona com potencial quimiopreventivo contra o
desenvolvimento de vérios tipos de neoplasias, incluindo as de mama e prostata. A prole
de machos das diferentes ninhadas e tratamentos foram eutanasiadas no dia pds-natal
(DPN) 21 ou 180. O tratamento gestacional com a menor dose de BPA induziu
alteracOes prostaticas precoces (DPN 21) e tardias (DPN 180). O tratamento gestacional
com a GEN reverteu os efeitos deletérios do BPA sobre os niveis de proliferacéo celular
no epitélio prostatico, arquitetura prostatica e expressao de receptores androgénicos
(RA) da prole no DPN 21. Um aumento na incidéncia de inflamacdo multifocal e de
hiperplasia prostatica atipica foi observado na prole das maes tratadas com a menor
dose de BPA no DNP 180. Por outro lado, o tratamento gestacional com a GEN atenuou
os efeitos tardios do BPA sobre a prostata. Desta forma, os resultados do presente
estudo indicam que a ingestdo da GEN, concomitante a exposi¢cdo ao BPA, durante a

gestacdo tem acgdo preventiva contra seus efeitos adversos sobre a prostata.
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Abstract

Bisphenol A (BPA) is a chemical that has been widely studied because has
adverse potential in hormone-dependent organs, including prostate. In the present study,
pregnant Sprague-Dawley females were treated with BPA at 25 or 250 pg/kg doses
from gestational day 10-21 and received basal diet or basal diet containing genistein
(GEN) at 250 mg/kg diet. GEN is an isoflavone with chemopreventive potential against
the development of several tumors, including breast and prostate. The male offspring
from different litters/treatments were euthanized on post natal day (PND) 21 or 180.
Gestational treatment with the lower BPA dose induced earlier (PND 21) and elderly
prostatic changes. Gestational treatment with GEN reduced the deleterious effects of
BPA on prostatic epithelial cell proliferation levels, prostatic architecture and androgen
receptor (AR) expression at PND 21. An increase on incidence of multifocal
inflammation and atypical hyperplasia in the prostate were observed in male offspring
at DPN 180 that received the lower BPA dose. On the other hand, the gestational GEN
treatment attenuated the elderly BPA effects on prostate. This way, the present study

results point to preventive action of GEN on deleterious BPA effects on prostate.
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1. Introducéo

Os desreguladores endécrinos (DE) sdo substancias ou misturas de substancias
quimicas exogenas, sintéticas ou naturais, que demonstraram capacidade de induzir
efeitos semelhantes aos dos hormdnios enddgenos, sendo capazes, entdo, de alterar as
funcdes do sistema enddcrino e causar efeitos adversos a satde humana (EDSTAC,
1998; Kang et al., 2002, Zhao, 2011). Da mesma forma, algumas substancias naturais
apresentam efeitos miméticos hormonais, como os fitoestrégenos, que sdo compostos
com acdo estrogénica existentes em vegetais e alguns gréos presentes na dieta humana
(Kang et al., 2002; Yildiz, 2005).

O Bisphenol A (BPA) é um composto industrial produzido em larga escala e
utilizado como base para a producéo de resinas epoxi e policarbonatos (Tyl et al., 2002;
NTP, 2010; Singh e Li, 2012; Teeguarden e Hanson-Drury, 2013). A exposi¢do humana
ao BPA é frequente devido a sua ampla distribuicdo pelo meio ambiente (Teeguarden e
Hanson-Drury, 2013). Entretanto, a forma mais comum de contato tanto por adultos
quanto por criangas é a ingestdo de alimentos contaminados, que compreende quase
100% da exposicdo humana (WHO e FAO, 2011). Além disso, estudos experimentais
observaram padrdo de curva dose-resposta do BPA ndo monotonica, evidenciando que
sua resposta toxica ndo é diretamente proporcional ao aumento do nivel de exposicao
(vom Saal et al., 1998).

Varios estudos indicam que a exposi¢do humana, particularmente in utero, a DE
ambientais pode causar varias reacGes adversas, incluindo alteracbes deletérias ao
sistema endocrino e reprodutivo (Golden et al., 1998; Singh e Li, 2012). Em especial,
estudos experimentais mostram que a exposicdo aos DE em doses muitos baixas,
similares aquelas a que humanos sdo expostos, levam a alteracfes no desenvolvimento
reprodutivo de machos e fémeas, com prejuizo na fertilidade, reproducdo, e

desenvolvimento de doencas na vida adulta, mesmo que a exposi¢do tenha ocorrido nos
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estagios iniciais da vida (Vom Saal et al., 1997; Welshons et al., 1999; Kang et al.,
2002; Jung et al., 2004; Teenguarden e Hanson-Drury, 2013).

A prostata em roedores se desenvolve a partir do seio urogenital que surge apds
0 décimo terceiro dia de gestacdo (DG), permanecendo indistinguivel quanto ao sexo
(Marker et al., 2003). Neste periodo, chamado de “janela”, a presenca de andrdgenos é
fundamental para induzir o brotamento prostatico que ocorre durante 0 DG 17 ao 21,
considerado o periodo final da gestacdo em ratos e camundongos (Takeda et al., 1986).
Alteracbes hormonais neste periodo critico podem resultar em alteracbes
morfofuncionais e desenvolvimento de lesdes prostaticas inflamatérias e/ou pré e
neoplésicas na vida adulta (Woodham et al., 2003; Scarano et al., 2009; Prins et al.,
2011).

A genisteina (GEN) é uma isoflavona encontrada na soja e seus derivados que
possui efeito estrogénico devido a grande semelhanca estrutural com a molécula de
estrogénio e capacidade de ligacdo aos receptores estrogénicos (RE), sendo classificada
como um fitoestrégeno. (Hu e Aizawa, 2003; Danciu et al., 2012; Teeguarden e
Hanson-Drury, 2013). A ingestdo de dietas ricas em soja e seus derivados tém sido
relacionada com vaérios efeitos benéficos a saude, inclusive atividade quimiopreventiva
contra uma seérie de tipos de neoplasias horménio dependentes, incluindo as de prdstata
e mama (Adlercreutz, 1990; Jung et al., 2004) e amenizacdo de alguns sintomas da
menopausa (Setchell e Cassidy, 1999; Delclos et al., 2001). O homem asiatico consome,
tradicionalmente, uma dieta com alto teor de soja e seus derivados (Morton et al., 1997),
diferente do americano e do europeu (Adlercreutz et al., 1991; Wang e Lamartiniere,
2002). Essas informagdes vém acompanhadas de dados de menor incidéncia de
manifestacdo clinica de cancer de prostata (CaP) nos homens asiaticos (Wang e
Lamartiniere, 2002). Todavia, 0s asiaticos que migraram para os Estados Unidos e se

tornaram adeptos a dieta ocidental perderam a “protecdo” contra o CaP (Cook et al.,
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1999; Wang e Lamartiniere, 2002). Por se tratar de uma isoflavona, a GEN apresenta
outras atividades bioldgicas, como inibicdo de angiogénese e proliferacdo celular, de
formagdo de radicais livres e alteracbes em enzimas metabolizadoras de esterdides
(Whitten e Patisal, 2001; Fritz et al., 2003 Jung et al., 2004). Em relagdo ao CaP,
estudos mostraram que a incidéncia e crescimento dos tumores foi reduzida em roedores
que receberam dieta rica em soja ou seus componentes isolados (Pollard, 1999;
Landstrom et al., 1998; Pollard et al., 2000; Mentor-Marcel et al., 2001).

Devido ao crescente numero de dados de pesquisas cientificas acerca da
toxicidade reprodutiva do BPA in Gtero e sobre o potencial preventivo da ingestdo da
soja e seus derivados sobre o desenvolvimento e carcinogénese prostatica, o objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos da ingestdo materna de GEN sobre os efeitos

deletérios do BPA na morfogénese prostéatica.

2. Materiais e métodos
2.1 Animais e ambiente de experimentacao

Ratos machos e fémeas da linhagem Sprague-Dawley (SD) em idade reprodutiva
foram adquiridos do CEMIB-UNICAMP (Campinas-SP) e mantidos no biotério do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP. Durante
toda a fase de experimentacdo foram controladas as condi¢des ambientais do biotério
como: temperatura (22 + 2°C), umidade relativa do ar (55 + 10%), periodo de luz (12
horas claro/12 horas escuro) e exaustdo do ar continua. Os procedimentos de manuseio,
administracdo de drogas, anestesia e eutanasia dos animais foram submetidos a
aprovacao pela Comissdo de Etica em Pesquisa e Experimentagdo Animal da Faculdade

de Medicina de Botucatu (protocolo n0. 1055/2013-CEUA).
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Durante a fase gestacional, foram avaliados peso corporeo, consumo de agua e
de racdo nos DG 0, 6, 9, 12, 15, 18 e 20, e semanalmente durante o periodo de lactacéo.
O peso corporeo da prole foi documentado ao nascimento e no decorrer do experimento

e 0s consumos de agua e de ragdo avaliados semanalmente.

2.2 Preparo da racdo com genisteina

A genisteina (GEN) (DSM Nutritional Products HNH, Brazil, 99,7% de pureza)
foi adicionada e misturada a racdo em pd Nuvilab-CR1 (Nuvital-PR) na concentracdo
final de 250mg/kg de racdo. Apos completa homogeneizacdo e umidificacdo, realizada
em misturador industrial (CAF-modelo M60), a racdo foi peletizada em maquina
peletizadora de racdo (Chavantes — PR), seca por ventilacdo e acondicionada em sacos
plasticos previamente identificados e mantidos sob refrigeracdo (-8°C) até o momento

do uso.

2.3 Delineamento experimental

Apbs o periodo de aclimatacdo duas fémeas sexualmente virgens foram
colocadas com um macho por gaiola por 12h (periodo escuro). A presenca de esperma
no esfregago vaginal e a citologia vaginal positiva da fase de estro foram consideradas
indicadores do dia gestacional 0 (DG 0). As fémeas consideradas prenhes foram
mantidas individualmente nas gaiolas.

Grupos de fémeas prenhes foram expostas ao BPA (Sigma-Aldrich Co., USA,
CAS No. 80-05-7) via oral (gavage) nas concentracOes de 25 e 250ug/kg de peso
corporeo (p.c.) ou volume equivalente de dimetil sulféxido (DMSQ)/6leo de canola
(1/99%, vl/v), do dia DG 10 até o DG 21, considerado o periodo critico de

desenvolvimento prostatico intrauterino (Marker et al., 2003; Prins et al., 2007;
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Vilamaior et al., 2007). Durante esse periodo, as fémeas receberam ragdo basal ou
acrescida com GEN e agua ad libitum. Sendo assim, foram constituidos cinco grupos
experimentais: G1: DMSO + racdo basal; G2: BPA25 + racdo basal; G3: BPA250 +
racdo basal; G4: BPA25 + racdo acrescida com GEN; e G5: BPA250 + ragdo acrescida
com GEN. Apo6s o nascimento, o numero de filhotes por ninhada foi reduzido para oito,
sempre que possivel mantendo 4 machos/4 fémeas. Os filhotes machos foram
sacrificados no dia pos-natal (DPN) 21, para avaliacdo dos efeitos precoces dos
tratamentos, enquanto outros foram sacrificados no DPN 180, para avaliacéo dos efeitos
tardios sobre a prostata.

A Figura 1 mostra o delineamento experimental na forma de diagrama, para

facilitar o entendimento.

DGO DG 10 DG21 DPN21 DPN 180
I l | f |
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5
[ Dieta Basal+ GEN 250 mg/ke W DMSO 25 ng/kg/p.c. Fl:Prole F1
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Figura 1: Delineamento experimental na forma de diagrama.

2.4 Repercussdes precoces e tardias sobre a prostata
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Apo6s o desmame (DPN 21) e na idade adulta (DPN 180), oito a dez filhotes
machos por grupo foram sacrificados em cAmara de didxido de carbono para a avaliagéo
dos efeitos imediatos e tardios sobre a prostata, respectivamente. Imediatamente apds o
sacrificio, o sangue foi coletado por puncdo intra-cardiaca para dosagens hormonais de
estradiol e Test. O complexo prostatico foi removido e fragmentos da por¢éo distal da
prostata ventral (PV) e dorsolateral (PDL) foram fixados em metacarn (&cido acético a
10%, metanol a 70% e cloroférmio a 20%) e destinados a rotina histotécnica para
avaliacdo histopatoldgica. Fragmentos também foram congelados a -80°C para posterior
extracdo protéica e analise semi-quantitativa por Western Blot de PCNA, PAR-4, ERa e

AR (dados em finalizacéo).

2.5 Microscopia de luz
Fragmentos da PV e PDL foram fixados por imersdo em metacarn, durante 3
horas, mantidos em alcool (70%) até o momento da inclusdo, e incluidos em parafina.
Cortes de 5um foram obtidos em micr6tomo rotativo e submetidos as coloragbes de
hematoxilina-eosina (HE) - para analises morfoldgica e morfométrica; impregnacao
pela prata - para evidenciar fibras reticulares; picrossirius-hematoxilina - para
evidenciar fibras colagenas (dados de impregnacgdo por prata e picrossirius-hematoxilina

em finalizagéo).

2.6 Analise morfométrica e estereoldgica
As laminas foram analisadas e os campos microscopicos digitalizados utilizando
um microscopio de luz com sistema analisador de imagens (CellSens Standard Imaging
System, Olympus, Japdo). Os fragmentos prostaticos dos animais sacrificados no DPN
21 passaram por analise morfométrico-estereologica, segundo Weibel (1963), na qual se

utiliza um sistema de linhas e pontos em um graticulado com 120 pontos e 60 linhas.
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Assim, foram obtidas as propor¢Ges ocupadas pelos componentes prostaticos: lume,
epitélio e estroma. Foi realizada, ainda, a contagem de alvéolos prostaticos por campo

(7 campos/prostata).

2.7 Andlise imunohistoquimica de Ki-67

Os niveis de expressdo proteica de ki-67 (marcador de proliferacdo celular)
foram avaliados nos fragmentos da PV utilizando um sistema de polimero (MACH 4
Universal HRP polymer Detection, Biocare, CA, USA). Os cortes de 5 pum obtidos sob
laminas silanizadas foram desparafinizados e submetidos a recuperacdo antigénica em
panela de presséo Pascal (Dako Cytomation Denmark A/S) a 120 °C em tampao citrato
0,01M (pH 6.0) durante 5 minutos. Apés a recuperacdo, os cortes foram submetidos ao
blogueio da peroxidase enddgena em solucdo de H,O, e PBS por 10 minutos, e ao
bloqueio de proteinas inespecificas em leite desnatado a 5%, durante 1 hora. ApGs esses
procedimentos foram realizadas as incubag¢Ges com anticorpo de camundongo anti-Ki-
67 (diluicdo de 1:100, Abcam ab 16667, Cambrige, MA 02139), deixados em overnight
a 4°C, e em seguida incubados com bloqueio e polimero-peroxidase, deixados durante
30 minutos em temperatura ambiente. A reacdo de revelacdo foi feita com a
3,3’diaminobenzidina tetrahidrocloridro (Sigma-Aldrich, Co, USA)/H,0,. Entdo, as
laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Harris por 1 minuto.

O indice de proliferacédo celular foi obtido pela relacdo entre as células epiteliais
prostaticas marcadas positivamente para ki-67 e as celulas ndo marcadas. Esta relacédo
foi calculada a partir da divisdo das células positivas pelo total de células analisadas
(foram analisadas e contadas todas as células dos campos, sendo sete campos por
animal). A andlise do indice proliferativo foi feita utilizando-se o programa ImageJ

Launcher.
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2.8 Andlise histopatoldgica
A analise histopatoldgica foi realizada nas laminas com cortes de fragmentos da
prostata ventral e dorsolateral dos ratos sacrificados no DPN 180. Foram analisadas as
incidéncias de inflamacédo focal e multifocal e hiperplasias fisioldgica, reativa e atipica,

a partir dos conceitos estabelecidos por Bosland et al, 1998.

2.9 Western Blotting (immunoblotting)

O WB foi realizado para quantificacdo de RA e receptor 4 ativado por protease
(prostate apoptosis response 4 - PAR-4) marcador de apoptose. Para isso, as amostras
da prostata foram mantidas a -80°C ap6s o sacrificio até o inicio das analises. O tecido
foi homogeneizado a 4°C em tampao Tris-HCI 50mmol/L pH 7,6 contendo 5mmol/L
EDTA, 0,25% de Triton X-100, 0,1M NaCl, 250mmol/L sacarose e inibidores de
proteases em homogeneizador do tipo Tureaux em 3 ciclos de 5 segundos. O
homogeneizado foi centrifugado a 12.000rpm por 15 minutos e o sobrenadante
coletado. A quantificacdo das proteinas foi realizada em placas de Bradford, com 96
pocos e leitura em leitor de ELISA. As aliquotas (70ug de proteina) foram diluidas em
solugédo tampéo para amostra (Laemli sample buffer — Bio-rad) ¢ B-mercaptoetanol a
95°C por 5 minutos. Em seguida, as proteinas adicionadas em gel de poliacrilamida para
“corrida” em eletroforese a 160V, durante aproximadamente 1 hora, e entdo, foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose. A ligacdo inespecifica de proteinas
foi blogueada através da incubagdo das membranas em leite desnatado a 5% em tampéo
Tris-HCI contendo 0,2% de Tween 20 (TBST) por 2 horas em temperatura ambiente. As
membranas foram subsequentemente incubadas com 0s anticorpos primarios anti-AR
(diluicéo de 1:250, clone sc-816, Santa Cruz® Biotechnology, Inc., USA) e anti-PAR-4
(diluicdo 1:400, clone sc-1666, Santa Cruz Biotechnology®, Inc., USA), diluidos em

BSA a 1 ou 3%, ou leite a 2%, todos diluidos em TBST, e deixados em overnight.



56

Apos lavagem, as membranas foram incubadas em anticorpo secundario especifico
(anti-mouse ou anti-rabbit), diluidos em BSA a 1% ou leite a 2%, por 2 horas. Os
componentes imunorreativos foram detectados por kit ECL selective WB detection, para
fotodocumentagdo. Estes componentes foram quantificados com auxilio do programa
ImageJ Launcher. A expressdo dos receptores analisados foi obtida pela relacdo da
intensidade Otica dos componentes imunorreativos marcados com anticorpo anti-AR ou

anti-PAR-4 e anticorpo anti-beta-actina, utilizado como normalizador.

2.10 Analise estatistica dos dados
Os dados foram comparados entre 0s grupos experimentais utilizando os teste de
ANOVA ou Kruskal-Wallis, para dados paramétricos e ndo-paramétricos,
respectivamente. O contraste entre 0s grupos para estes testes foi avaliado utilizando os
Testes de Tukey ou Student-Neuman-Keuls (Zar, 1984). A incidéncia de animais com
inflamacdo ou lesdes proliferativas prostaticas foi analisada pelo teste de Qui-quadrado
ou teste exato de Fischer. A diferenca estatistica entre os parametros foi considerada

para valores de p< 0,05.

3. Resultados

3.1 Dados gestacionais e lactacionais

Os dados gestacionais e da prole de machos na fase de lactacdo estdo
apresentados na Tabela 1. Os tratamentos com BPA e GEN durante a fase gestacional
ndo alteraram o0 peso corpdreo e consumo de ragcdo materno e das ninhadas, indicando
auséncia de toxicidade sistémica evidente. Os tratamentos com BPA, isoladamente e em
associacdo com a GEN, ndo alteraram a duracdo da gestacdo, o tamanho meédio da

ninhada ou a proporcao entre fémeas e machos ao nascimento.
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Houve reducéo significativa (p< 0,001) no peso corporeo médio no DG 20 das
maes do grupo tratado com BPA 25 pg/kg (G2) em comparagdo com as maes do grupo
tratado com BPA nesta mesma dosagem + GEN (G4). Este grupo tratado somente BPA
25 pg/kg (G2) também apresentou ganho de peso corpéreo, no periodo do DG 0 ao DG
20, significativamente (p= 0,021) menor quando comparado com o0 grupo tratado
somente com BPA 250 ug/kg (G3), sugerindo que doses mais baixas de BPA tém maior
interferéncia no ganho de peso corpéreo. Entre os demais grupos experimentais, ndo
houve diferenca estatisticamente significativa no ganho de peso materno. Os dados de
ingestdo diaria de GEN também estdo demonstrados na Tabela 1 e ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na ingestéo entre os grupos que receberam a isoflavona.

Em relacdo ao peso corpdreo da prole de machos, durante a lactacdo, houve
diferengas significativas de acordo com o0 grupo de tratamento, com aumento
principalmente nos animais tratados com BPA concomitante & GEN (G4 e G5) nos
primeiros 10 dias de vida. Estas diferengas ndo se mantiveram no mesmo padrdo
durante todo o periodo de lactagdo (DPN 1-21), sendo observadas diminui¢cGes nos
pesos médios destes mesmos grupos (G4 e G5), no DPN 21, quando comparados aos
animais do grupo controle (G1), indicando que as alteragbes corporais s&o mais
evidentes logo apds o nascimento e se modificam durante a lactagdo. Pode ser inferida
uma relacdo entre as alteraces corpdreas e a proximidade com a exposic¢ao gestacional
ao BPA e a GEN, ficando mais evidentes as alteracdes nos primeiros dias apos o
nascimento.

Os animais tratados com BPA 25ug + GEN (G4), no DPN 3, apresentaram
aumento estatisticamente significativo (p<0.05) no peso corporeo em relacdo a todos os
demais grupos. Nos animais que receberam a maior dose de BPA + GEN foi observada

diferenca significativa apenas quando comparados aos animais do grupo controle (G1).
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3.2 Dados do sacrificio no DPN 21 e 180

Os dados de peso corpdreo final e pesos absoluto e relativo da prostata, obtidos
no DPN 21 e no DPN 180 estdo apresentados na Tabela 2.

Em relagcdo aos animais sacrificados no DPN 21, houve diminui¢cdo do peso
corporeo estatisticamente significativa (p< 0.05) nos grupos tratados com BPA 25 ou
250ug/kg + GEN (G4 e G5) e com BPA 25 pg/kg (G3) em comparagdo ao grupo
controle (G1), indicando efeito adverso do BPA sobre a prostata.

Apenas os animais tratados com BPA 250 pg/kg (G3) ndo apresentaram
alteraces significativas no peso corporeo quando comparados ao grupo controle (G1).
No entanto, este mesmo grupo (G3), apresentou aumento significativo do peso absoluto
da prostata (p< 0.05), quando comparado a todos os demais grupos (G1, G2, G4 e G5),
indicando que o BPA na dose mais alta tem potencial deletério sobre a glandula em
estagios precoces do desenvolvimento. O peso relativo da prostata dos animais tratados
com BPA 250 pg/kg + GEN (G5) foi menor quando comparado aos animais que
receberam apenas BPA 25 ou 250 pg/kg (G2 e G3), indicando potencial protetor da
GEN contra os efeitos deletérios precoces do BPA sobre a prostata. De fato, o peso
relativo da prostata dos animais tratados com BPA 250 pg/kg (G3) também foi
significativamente maior (p<0.05) do que a do grupo que recebeu BPA 25 pg/kg + GEN
(G4) e do grupo controle (G1).

Os animais sacrificados no DPN 180 ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos, em nenhum dos pardmetros analisados,
sugerindo que os efeitos deletérios da exposicdo intra uterina ao BPA séo revertidos

nos estagios tardios (Tabela 2).

3.3 Analise de proliferacdo e apoptose celular prostatica no DPN 21
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Um aumento significativo (p= 0.029) nos indices de proliferacéo celular pelo Ki-
67 no epitélio alveolar prostético foi observado no grupo tratado com BPA 25 pg/kg
(G2), quando comparado ao grupo controle (G1). Diferengas estatisticamente
significativas na proliferacdo celular ndo foram observadas entre os demais grupos,

indicando efeito adverso do BPA apenas na dose mais baixa (Tabela 3 e Figura 2a).

3.4 Andlises estereoldgicas da prostata no DPN 21

A exposicdo gestacional ao BPA resultou em diferencas estatisticamente
significativas nos compartimentos estromal e luminal dos grupos tratados, evidenciando
aumento do estroma em detrimento do IGtmen no DPN 21 (Figura 2C).

O compartimento estromal do grupo tratado com BPA 25 pg/kg (G2) aumentou
de forma significativa (p= 0.01) em relagcdo ao grupo que recebeu apenas BPA 250
ug/kg + GEN (G5) e em relagdo ao grupo controle (G1). Este compartimento também
sofreu aumento significativo (p= 0,01) no grupo tratado com BPA 250 pg/kg (G3) em
comparagdo ao grupo que recebeu esta mesma dosagem de BPA + GEN (G5) e ao G1,
sugerindo efeito deletério do BPA isolado e interferéncia do tratamento com GEN neste
efeito.

O compartimento luminal dos grupos tratados com BPA 25 ou 250 pg/kg (G2 e
G3) diminuiu de forma significativa (p= 0,01) quando comparados aos grupos controle
(G1) e tratado com BPA 250 ug/kg + GEN (G5). Entretanto, o compartimento epitelial
ndo apresentou diferencas (p > 0,05) entre os tratamentos (Tabela 3).

A contagem de alvéolos por campo, realizada sobre as mesmas laminas de HE,
ndo demonstrou diferencas estatisticamente significativas (p > 0.05) entre os grupos de

tratamento (Tabela 3).

3.5 Analise histopatoldgica da prostata no DPN 180
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A anélise histopatoldgica da PV e PDL dos animais do grupo controle (G1)
demonstrou arquitetura glandular regular, caracterizada por predominancia de epitélio
simples e colunar baixo nos alvéolos, ancorados por um estroma fibromuscular delicado
(Figuras 3 A e G). Os animais de todos 0s grupos experimentais apresentaram
hiperplasia fisioldgica em alvéolos prostaticos periféricos na PV (Figura 3F) e na PDL.
Os grupos tratados com BPA 25 ou 250 pg/kg (G2 a G5) apresentaram areas de
hiperplasias atipicas e reativas (associadas a inflamagdo) em alvéolos prostaticos
isolados (Figuras 3 B, C, D, E, H e I). O grupo BPA 25 ug/kg (G2) apresentou aumento
na incidéncia de hiperplasia atipica em relagdo ao grupo controle (G1). Por outro lado, o
grupo BPA 25 pg/kg + GEN (G4) apresentou incidéncia de hiperplasia atipica
semelhante estatisticamente ao grupo controle (G1), sugerindo potencial protetor da
GEN sobre os efeitos do BPA sobre o desenvolvimento de inflamacdo prostatica
(Tabela 4).

O grupo que recebeu apenas BPA 25 pg/kg (G2) apresentou aumento
estatisticamente significativo (p= 0,001) na incidéncia de inflamagdo multifocal e
hiperplasia atipica na PV, ambas presentes em 87,5% dos animais deste grupo, quando
comparado ao grupo controle (G1) (Tabela 4). Os focos inflamatérios foram
predominantemente compostos por células mononucleares (Figura 3E e H),
caracteristicas de inflamagdo cronica. O grupo que recebeu BPA 250 pg/kg (G3) néo
apresentou aumento na incidéncia de inflamacdo multifocal, evidenciando o potencial
deletério do BPA na menor dose. O grupo BPA 25 ug/kg + GEN (G4) que apresentou
incidéncia de inflamacdo multifocal semelhante em relacdo ao grupo controle (G1),
sugerindo potencial protetor da GEN sobre os efeitos do BPA na inducdo tardia de
hiperplasia atipica (Tabela 4).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos no que diz

respeito a inflamacdo focal, hiperplasia reativa e fisioldgica na VP entre os grupos de
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tratamento. A analise histologica da PDL ndo resultou em diferencas significativas entre

0s grupos em nenhum dos parametros avaliados (Tabela 4).

3.6 Western Blotting

A andlise de immunobloting revelou que o grupo que recebeu a menor dose de
BPA (G2) apresentou aumento estatisticamente significativo (p=0.015) na expresséo de
RA, quando comparado aos grupos controle (G1) e que receberam GEN (G4 e G5),
conforme mostram as Figuras 4A, 4B e 5A. Os diferentes tratamentos ndo induziram
alteracOes importantes na expressdo de PAR-4, ndo havendo diferenga estatisticamente

significativa entre 0s grupos.

4. Discussdo

Alteracbes no ambiente intrauterino podem resultar em maior predisposicdo a
doencas crbnicas que se manifestam somente na vida adulta (Sallout e Walker, 2003,
Soto et al, 2013). Os resultados do presente estudo indicam que o tratamento in Gtero
com a menor dose de BPA causa alteracbes nos niveis de proliferacdo celular e na
arquitetura prostatica refletindo em maior incidéncia de inflamacéo e hiperplasia atipica
prostatica na vida adulta.

A proliferacdo celular e apoptose sdo eventos celulares antagdnicos que estdo
intimamente relacionados ao processo de carcinogénese prostatica, pois quando estes
saem do controle homeostatico podem dar origem a lesdes ou condicdes pré-neoplésicas
com potencial para progressao as lesées malignas (Harper et al., 2009). Além disso, 0
aumento dos niveis de proliferacdo celular pode estar relacionado ao desenvolvimento
de lesdes hiperplasicas prostaticas, tais como a HBP no homem (Murugan et al., 2013).

A HPB é caracterizada pelo aumento do nimero de células epiteliais e estromais na area



62

periuretral prostatica, porém, o mecanismo molecular deste processo hiperplasico ndo
estd bem elucidado (Roherborn et al., 2008). Existe a possibilidade de a HPB ser
causada pelo aumento da proliferacdo celular e/ou por reducdo dos niveis de apoptose
(Roherborn et al., 2008).

A préstata ventral de roedores parece ser mais susceptivel aos efeitos
decorrentes de polifendis do que a prostata dorsolateral, evidenciando a maior
susceptibilidade deste lobo aos efeitos de substancias com atividade enddcrina, visto
que o lobo ventral em roedores € mais susceptivel a carcinogénese do que os demais
(Harper et al., 2009). Os polifendis tém a propriedade de reduzir os niveis de
proliferacdo celular e aumentar os niveis de apoptose na prostata de roedores, podendo
ser considerados benéficos contra carcinogénese prostatica e, portanto, classificados

como agentes quimiopreventivos (Harper et al., 2009).

Neste estudo, a analise da proliferacdo celular pela marcacdo imunohistoquimica
de Ki-67 foi realizada na prostata ventral, baseada no fato de que esta proteina €
expressa em todas as fases da proliferacdo celular, com excecdo da fase GO, sendo um
marcador eficaz de proliferacdo celular (Scholzen e Gerdes, 2000). O marcador PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) também pode ser utilizado para analisar a
proliferacdo celular, porém, este ndo esta presente somente nas fases da mitose, mas
também em eventos de sintese de DNA associada ao reparo do DNA (Guzinska-
Ustymowicz et al., 2009), sendo assim, menos especifico para a anélise de proliferacdo
isoladamente.

A anélise de Ki-67 indicou que o tratamento gestacional com a menor dose de
BPA 25ug/kg aumentou os niveis de proliferacéo celular epitelial prostatico na prole em
relagdo ao grupo controle (G1). Por outro lado, a prole que recebeu a maior dosagem de

BPA 250 pg/kg (G3) néo sofreu alteragdes significativas neste parametro. Estes dados
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corroboram com nossos dados recentemente publicados (Brandt et al., 2013) e aqueles
registrados em estudos anteriores que consideram a curva de agdo do BPA ndo
monotoénica (Davis e Svendsgaard, 1990; vom Saal, 1997). Se a curva de acdo fosse
monotonica, as doses e os efeitos seriam diretamente proporcionais, porém ndo € isto
que ocorre, conforme demonstrado neste e em outros estudos, sendo observados efeitos
adversos maiores causados em dosagens mais baixas, que sdo amenizados ou extintos a
medida que estas doses vdo aumentando (vom Saal et al, 1997).

O grupo cujas mées foram tratadas na gestacdo com BPA 25ug/kg e GEN (G4)
ndo apresentou aumento estatisticamente significativo nos niveis de proliferacéo celular
(epitélio prostatico) em relacdo ao grupo controle (G1), o que evidencia o potencial
protetor da GEN (250 mg/kg de ragdo) contra os efeitos deletérios do BPA em dose que
reproduz a exposi¢do humana (Welshons et al., 2006). O consumo médio de ginesteina
em nosso estudo ficou na faixa de 5 a 7 mg/kg de peso corpéreo, baseado no consumo
médio de racdo e peso das maes durante a gestacgao.

Porém, efeito contrario a este foi demonstrado em um estudo de Nakamura et al.,
(2011), onde a GEN na dose de 80 mg/Kg/dia, considerada alta dosagem, aumentou 0s
niveis de proliferacdo celular e reduziu os de apoptose na prostata de ratos
transplantados com a linhagem celular de carcinoma prostatico (CaP) humano
metastatico. Esses efeitos foram mediados por meio da fosforilacdo do receptor de fator
de crescimento epidermal (epidermal growth factor receptor - EGFR) e tirosinas
quinases, evidenciando a importancia de maiores estudos sobre dose-resposta da GEN,
visto que esta isoflavona parece causar efeitos deletérios quando administrada em altas
doses.

Os niveis de apoptose na prostata podem ser analisados atraves da expressao de
PAR-4, que é uma proteina pro-apoptdtica utilizada como substrato pela caspase-3

(Chaundhry et al, 2012) e desempenha importantes papéis em uma série de processos
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celulares, como resposta a injarias diversas, tais como radiacdo UV, citocinas, ablacéo
hormonal e agentes citotdxicos (Gacia-Cao et al., 2005).

Por meio do immunobloting, em nosso estudo ndo foi observada diferenca
estatiscamente significativa entre 0s grupos experimentais. Harper et al (2009)
obtiveram resultado diferente do nosso, onde a GEN induziu aumento de apoptose da
PV de ratos com CaP, alimentados com a mesma dose de GEN do nosso estudo.
Todavia, nosso estudo forneceu a GEN concomitante ao BPA para as fémeas prenhes,
ao passo que no estudo de Harper et al (2009) a GEN foi fornecida isolada e
diretamente aos ratos machos, o que pode justificar a divergéncia nos resultados.
Nakamura et al (2011) obteve outro resultado divergente do nosso estudo e do estudo de
Harper et al 2009, onde a GEN diminuiu a apoptose na prostata de ratos com CaP,
porém, neste estudo foi utilizada alta dose farmacoldgica de GEN, indicando que a GEN
apresenta curva de efeitos ndo monoténica. E importante considerar que a auséncia de
significancia estatistica na expressdo de PAR-4 em nosso estudo pode ser devido ao
pequeno nimero de amostras utilizadas para a realizacdo do Western Blotting apenas
para a PAR-4, 2 amostras por grupo, devido a uma limitacdo do nosso estudo referente a
degradacéo de algumas amostras.

A homeostasia entre os compartimentos epitelial e estromal mantém o controle
da diferenciagdo e organizacdo arquitetural do epitélio prostatico (Lee et al, 1990;
Marker et al., 2003). As células estromais sdo responsaveis por este controle,
juntamente com os androgenos e, portanto, 0 aumento na relacdo estroma-epitélio ndo
necessariamente indica alteragdo estromal, pois pode ser causada, na verdade, por
alteracdes epiteliais ou ambas (Hayaward et al., 1992; Roehrborn, 2008). Desta forma,
alteracdes na homeostase destes compartimentos podem levar a iniciacdo e promocao de

lesGes prostaticas (Sung e Chung, 2002).
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Exposigdes intrauterina e neonatal ao BPA podem interferir no desenvolvimento
prostatico, alterando tanto a arquitetura glandular quanto a homeostase, com a
possibilidade de inducéo de inflamacéo, hiperplasia e metaplasia na vida adulta (Prins et
al, 2007; Barker, 2004; Ho et al, 2006). Neste estudo, o BPA, quando administrado
isoladamente (G2 e G3), causou aumento no compartimento estromal e diminuigédo no
compartimento luminal, quando comparado ao grupo controle (G1). Esta alteragéo
arquitetural indica prejuizo na homeostasia glandular, podendo favorecer ou resultar,
mais tardiamente, em iniciacdo e promocdao de lesdes prostaticas (Sung e Chung, 2002).
Essas alteracfes evidenciam o efeito toxico do BPA na morfogénese prostatica com
repercussoes sobre a carcinogénese desta glandula devido ao potencial de desregulagdo
enddcrina deste quimico, uma vez que a morfogénese é dependente de horménios,
principalmente andrégenos, mas também de estrogenos (Woodham ET AL., 2013; Prins
ET AL., 2011; Isaacs, 1984; NTP, 2010). Assim, como o BPA promove alteracdes em
6rgdos hormonio-dependentes e visto que o estrogeno pode também interferir no
desenvolvimento prostatico, alteracdes em vias androgénicas e estrogénicas podem ser
importantes para caracterizar os efeitos deletérios do BPA sobre a prostata. (Fritz et al.,
2002; Prins e Korach, 2008).

O grupo BPA 250 pg/kg e GEN (G5) ndo apresentou alteragOes estruturais
significativas quando comparado ao grupo controle (G1). Este resultado pode indicar
efeito protetor da GEN contra os efeitos deletérios do BPA, uma vez que este, quando
administrado isoladamente na mesma dose, resultou em alteracbes morfométricas
epiteliais e estromais, embora sem repercussdes tardias importantes sobre a prostata.

Tanto o BPA, quanto a GEN, possuem capacidade estrogénica, atuando por
meio da ligacdo aos receptores de estrogeno (REs) (Hu e Aizawa, 2003; Teeguarden e
Hanson-Drury, 2013; Danciu et al., 2012). Analisando apenas teoricamente, os efeitos

hormonais causados pelo BPA seriam de exacerbacéo da estrogenicidade no organismo,
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porém, os xenoestrogenos sdo, geralmente, menos potentes do que o estradiol (Silva et
al, 2002; Soto et al, 2013). Desta forma, a dose analisada se torna crucial para os efeitos
observados pois, disputando os mesmos receptores com o estradiol, o efeito estrogénico
poderia ser diminuido caso a dose de xenoestrogenos fosse alta o suficiente para que
suas moléculas se ligassem a maioria dos REs, em detrimento do estradiol. Além disso,
em baixas doses, os efeitos do BPA podem ser aditivos aos efeitos do estradiol, uma vez
se ligam aos receptores livres, sem prejuizo da ligagdo do estradiol aos REs (Silva et al,
2002).

Por outro lado, a GEN também apresenta efeito estrogénico menor do que o
estradiol, mas seus efeitos protetores a carcinogénese podem ser explicados por sua
capacidade antioxidante e fase de administracdo (Silva et al, 2002; Danciu et al., 2012;
Soto et al, 2013). Sendo a GEN um fitoestrogeno com capacidade protetora contra a
carcinogénese, ao disputar os mesmos receptores com o BPA, diminui ou até mesmo
anula os efeitos adversos deste sobre a morfogénese e a carcinogénese prostatica.

Processos inflamatérios sdo importantes na patogénese de muitas neoplasias
humanas e estdo presentes no tecido antes de alteragdes malignas ocorrerem (Mantovani
et al., 2008). Injurias causadas por patdgenos ou agentes citotdxicos pro-inflamatorios
podem desencadear proliferacdo celular prostatica, levando ao surgimento de lesGes
epiteliais, conhecidas como atrofia inflamatdria proliferativa (PIA — Proliferative
Inflammatory Atrophy) (Vral et al, 2012). A infiltracdo de células inflamatdrias na
prostata libera espécies reativas de oxigénio, podendo levar as células atroficas a
progressao neoplasica (Vral et al, 2012). Esta hipotese de que PIA é uma leséo de risco
para a carcinogénese prostatica tem sido amplamente estudada a nivel celular e
molecular, mas ha poucos dados morfoldgicos sobre o assunto relacionando PIA e
neoplasia intraepitelial prostatica (PIN — prostatic intraepithelial neoplasia) com

inflamacéo (Vral et al., 2012).
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Em um estudo de vom Saal et al. (1997), a exposi¢do intrauterina a baixa dose
de estradiol ou dietilestilbestrol, ao contrario da exposicdo as altas doses, aumentou o
nimero de alvéolos prostaticos, os niveis de proliferacdo celular e o tamanho da
prostata em ratos adultos. Porém, neste mesmo estudo, ndo foram encontradas
alteragOes histopatoldgicas importantes. No presente estudo, também foram observadas
alteracbes na proliferacdo celular e no peso da prdstata nos animais no DPN 21,
corroborando os resultados do estudo de vom Saal et al. (1997). Todavia, ndo foram
encontradas diferencas no nimero de alvéolos prostaticos nos ratos no DPN 21 e foram
encontradas alteracBes histopatoldgicas nos ratos tratados com dose baixa de BPA,
representadas por aumento na incidéncia de inflamacdo multifocal e hiperplasia atipica
na préstata ventral, diferindo dos resultados do estudo supracitado, que podem ser
devido as diferentes fases da vida de andlise, as espécies diferentes de rato e substancias
utilizadas, sendo que no estudo de vom Saal a espécie utilizada foi de ratos CF-1,
apenas na idade adulta e as substancias foram estradiol e dietilestilbestrol e no presente
estudo foram utilizados ratos Sprague-Dawley e BPA isolado ou com GEN, com
analises precoces e tardias (DPN 21 e 180).

Em seu estudo, Prins et al (2007) relacionaram a exposi¢éo a baixa dose de BPA
durante o desenvolvimento prostatico com o aumento na susceptibilidade a lesdes
prostaticas com o envelhecimento, principalmente apds exposi¢cdo concomitante ao
estradiol. No presente estudo, encontramos maior incidéncia de inflamac&o multifocal e
hiperplasia atipica nos ratos adultos que receberam BPA em baixa dose, corroborando
os dados do estudo de Prins et al (2007). Assim, como a inflamacdo cronica leva a
infiltracdo celular do epitélio prostatico por células inflamatorias, esse processo
inflamatdrio pode causar alteracGes reativas na proliferacdo do epitélio, desencadeando

processos carcinogénicos (Bernoulli et al, 2008).



68

O grupo de filhotes de mées tratadas com BPA na dose de 25 pg/kg, que
apresentou aumento na incidéncia de lesbes na vida adulta, foi 0 mesmo grupo que
apresentou aumento nos niveis de proliferacdo celular no DPN 21, indicando que a
menor dose de BPA apresenta efeitos deletérios sobre a préstata que podem ser
observados precocemente e se refletem em lesdes prostéticas na vida adulta.

Neste grupo que recebeu a menor dose de BPA também foi obervada maior
expressao de RA quando comparado ao grupo controle. O grupo proveniente das fémeas
que receberam esta mesma dose de BPA, porém com racdo acrescida de GEN, nédo
apresentaram este aumento no RA quando comparados ao grupo controle, o que indica
capacidade protetora da GEN em reduzir os efeitos do BPA na prostata neste aspecto e
nestas condigdes. Este resultado indica, ainda, que doses baixas de BPA tém maior
potencial para causar efeitos adversos na prostata da prole do que doses mais altas,

evidenciando a curva ndo-monotdnica de acao desta substancia.

O RA tem papel importante na carcinogénese e progressao tumoral do CaP, pelo
fato de ser um receptor nuclear de xenoestrogenos que esta relacionado com respostas
mitoticas, participando do controle do crescimento e desenvolvimento celular (Cato et
al, 2002; Wang et al, 2010). A GEN e o BPA sdo considerados ligantes alternativos de
RA, desempenhando papéis androgénicos ou anti-androgénicos, dependendo da dose
utilizada, pois podem disputar receptores com horménios endégenos como DHT (Wang
et al, 2010). No caso da GEN, que apresenta papel protetor contra o CaP, além de
disputar receptor com androgenos, pode disputar também com xenoestrégenos, como o
BPA, diminuindo os efeitos negativos deste sobre a CaP (Wang et al, 2010). Os
resultados do presente estudo acerca da expressdo de AR corroboram estes dados da

literatura, pois a GEN atenuou os efeitos do BPA sobre o aumento da expresséo de AR.
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Este aumento no RA deste grupo converge, ainda, com os resultados do estudo
de Nagel et al (1997) e Gupta (2000), onde a exposi¢do pré-natal ou neonatal de
camundongos machos a baixas doses de compostos estrogénicos, BPA e DES, levaram
ao aumento da expressdo de RA e da sensibilidade a andrdgenos na vida adulta.
Aumento na expressao de AR também foi observado por Scarano et al (2008) e Brandt
et al (2014), por meio de suplementacdo estrogénica em ratos castrados ou exposi¢do

intra-uterina ao BPA na mesma dose do presente estudo.

Em conclusdo, o tratamento gestacional com GEN atenuou os efeitos precoces e
tardios do BPA sobre a proéstata, indicando que essa isoflavona tem acdo preventiva

contra efeitos adversos do BPA sobre a prostata.
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Lista de figuras

Figura 1: Delineamento experimental (para maiores detalhes, consulte Materiais e
Métodos).

Figura 2: Prancha com figuras representativas de fotomicrografia (20x) dos cortes
histolégicos de prostata ventral de ratos no DPN 21 com marcacdes por
imunohistoquimica de Kki-67 (proliferacdo) e coloracdo por HE para andlise
estereoldgica. 2A: Célula com nlcleo marcado positivamente com ki-67 (seta) em
coloracdo marrom escura. Corte histolégico de animal do grupo exposto ao BPA 25 ug
+ GEN. 2B: Corte com coloracdo de hematoxilina e eosina (HE). Corte histologico de
animal do grupo exposto ao BPA 25 ug + GEN. Abreviagdes: Ep: epitélio; Es: estroma;

Lu: lumen; PV: prostata ventral.

Figura 3: Prancha com figuras representativas de fotomicrografia (20x e 40x) dos
cortes histolégicos de prostata ventral (PV) e dorsolateral (PDL) de ratos no DPN 180.
3A: regido da PV com histologia normal. Corte histologico de animal do grupo
controle. 3B, 3C e 3D: regides da PV com hiperplasias atipicas, apresentando
formacgdes microglandulares. Cortes histoldgicos de animais do grupo exposto ao BPA
25 pg. 3E: regido da PV com foco inflamatério e hiperplasia reativa. Cortes
histoldgicos de animais do grupo exposto ao BPA 25 ug. 3F: regido da PV com
hiperplasia funcional. Corte histoldgico de animail do grupo exposto ao BPA 25 g 3G:
regido da PDL com histologia normal. Corte histolégico de animal do grupo controle.
3H: regido da PDL com hiperplasia reativa e foco inflamatdrio. Corte histoldgico de
animal do grupo exposto ao BPA 25 pg. 3l: regido da PDL com hiperplasia atipica
(aumento: nucléolos evidentes, caracteristicos de hiperplasia atipica). Corte histoldgico

de animal do grupo exposto ao BPA 25 pg. Abreviacoes: Ep: epitélio; Es: estroma; Lu:
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limen; PV: prostata ventral; PDL: prostata dorsolateral; HA: hiperplasia atipica; Inf:

inflamacédo; HR: hiperplasia reativa; HF: hiperplasia funcional.

Figura 4: Prancha com figuras representativas dos componentes imunorreativos,
obtidos por imunoblotting a partir de fragmentos da prostata ventral de ratos no DPN
21, dos diferentes grupos experimentais. As bandas representam, em ordem, animais
dos grupos G1, G2, G3, G4 e G5. 4A: Componentes marcados com anticorpo anti-beta-
actina para normalizacdo dos componentes marcados com anti-RA (4B). 4C:
Componentes marcados com anticorpo anti-beta-actina para normalizacdo dos

componentes marcados com anti-PAR-4 (4D).

Figura 5: Gréficos representativos da quantificagdo da intensidade Otica dos
componentes imunorreativos das bandas representadas na Figura 4, a partir da média e
do desvio padrdo. Figura 5A: Relacdo RA/beta-actina e as diferencas entre 0s grupos
experimentais. Figura 5B: Relacdo PAR-4/beta-actina e as comparacdes entre 0s
grupos experimentais. 2 e © diferenca estatisticamente significativa quando comparado,

respectivamente, aos grupos controle, BPA 25 ug + GEN e BPA 250 ug + GEN.
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Tabela 1: Dados gestacionais e lactacionais dos diferentes grupos experimentais.

Grupos/Tratamentos
Pardmetros G1 (Controle) G2 (BPA 25ug/Kg) G3 (BPA 250ug/Kg) G4 (BPA 25ug + GEN) G5 (BPA 250ug + GEN)
Fémeas Prenhes (n) 10 13 11 8 12
Duracédo da Gestagdo (dias) 22.08+0.9 21.79+0,43 21.92+0.29 22.08+0.29 21.83+0.39
Tamanho da ninhada 10.00+4 .41 11.21+2.83 11.25+3.22 9.33+2.96 10.42+3.81
Proporcéo sexo da prole (F:M) 0.86+041 1.11+1.44 0.97+0.58 1.92+1.14 1.72+£1.83
Peso corpéreo (g) no DG20 376.40+32.82 367.31+19.89 391.10+23.23 423.13+31.20° 382.55+30.71
Ganho de peso corporeo (g) 127.70+£22.43 113.00+19.32° 134.40+12.16 133.56+21.01 122.60+17.86
Consumo de ragéo (g/rato/dia) 63.94+31.22 64.54+25.63 64.08+26.72 69.41+34.91 60.45+29.37
Ingestdo de Gen (mg/kg/dia) - - - 5.78 5.16
Prole de machos
Peso corpdreo (g)
DPN 3 7.93+0.67 8.09+0.72 8.08+0.75 8.94+0.75%P ¢ 8.71+1.3%
DPN 10 20.61+1.33 20.41+1.23 21.27+1.12° 23.19+4.182° 22.33+1.96%"
DPN 21 53.1+4.74 47.8+2.84° 51.3+5.31 48.26+2.33° 49+5.16%

2 b ¢ e®Estatisticamente diferente quando comparado, respectivamente, aos grupos G1, G2, G3 e G5 (p<0.05).



Tabela 2: Pesos Corporeos e Pesos Absolutos e Relativos da Préstata dos animais no DPN 21 e 180.

Grupos/Tratamentos
Parametros G1 (Controle) G2 (BPA 25ug/Kg) G3 (BPA 250ug/Kg) G4 (BPA 25ug + GEN) G5 (BPA 250ug + GEN)
DPN 21
Pesos
Absoluto da Prostata - p.p. (g) 0.031+0.006 0.031+0.006 0.0410.006*"%* 0.028+0.002 0.026+0.004
Relativo da Prostata - p.p./p.c. 0.056+0.011 0.068+0.011° 0.081+0.010%%¢ 0.059+0.003 0.054+0.007
DPN 180
Pesos
Corporeo - p.c.(g) 520.84+23.06 516.8429.01 518.85+52.3 519435.71 517+38.15
Absoluto da Prostata - p.p. (g) 0.6520.1 0.71%0.12 0.710.18 0.69+0.15 0.620.13
Relativo da Prostata - p.p./p.c. 0.12+0.02 0.13+0.02 0.14+0.03 0.13+0.02 0.13+0.02
abde

.y, Estatisticamente diferente quando comparado, respectivamente, ao G1, G2, G4 e G5 (p<0.05).
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Tabela 3: Dados de analise estereologica, indice de proliferacdo na prostata ventral de animais no DPN 21.

Grupos/Tratamentos

Parametros G1 (Controle)

G2 (BPA25ug/Kg)  G3 (BPA 250ug/Kg) G4 (BPA 25ug + GEN) G5 (BPA 250pg + GEN)

Analise estereoldgica

Compartimento epitelial (%) 38.74+13,56
Compartimento estromal (%) 20.07+6.79
Compartimento luminal (%) 41.18+17.69
Contagem de alvéolos/campo 20.31+4.59
indice de proliferag&o 14.18+5.06

43.15+7.16 42.87+8.46 38.41+7.8 38.56+10.45
26.48+7.69%° 27.26+7.94%¢ 23.98+13.52 20.89+7.36
30.35+9.40%¢ 30.40+9.10%° 37.59+9.59 40.54+12.36
22.38+6.33 22.82+5.98 22.91+8.79 23+7.07

20.05+10.20° 16.11+5.99 19.24+9.10 19.03+9.05

%e °: Estatisticamente diferente quando comparados, respectivamente, aos grupos G1 e G5 (p=0.01).
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Tabela 4: Incidéncia de lesdes histopatoldgicas nos lobos ventral (PV) e dorsolateral (PDL) da préstata dos animais no DPN 180.

Grupos/Tratamentos
Parametros Lobo G1 (Controle) G2 (BPA 25ug/Kg) G3 (BPA 250g/Kg) G4 (BPA 25ug + GEN) G5 (BPA 250pg + GEN)

(n=8) (n=8) (n=8) (n=10) (n=10)
InflamagZo Focal PV 2 (25) 0 (0) 3 (37.5) 2 (20) 1 (10)
PDL 0(0) 0(0) 0(0) 4 (40) 2 (20)
Inflamacdo Multifocal PV 0 (0) 7(87,5)* 2 (25) 3 (30) 0 (0)
PDL 3(37.5) 0 (0) 0 (0) 0(0) 1 (10)

Hiperplasia Fisioldgica PV 8 (100) 8 (100) 8 (100) 10 (100) 10 (100)

PDL 8 (100) 8 (100) 8 (100) 10 (100) 10 (100)
Hiperplasia Reativa PV 0 (0) 3(37.5) 3(37.5) 2 (20) 0(0)
PDL 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (20) 3 (30)
Hiperplasia Atipica PV 0(0) 7 (87.5)* 0 (0) 4 (40) 0(0)
PDL 2 (25) 3(37.5) 2 (25) 7 (70) 6 (60)

n: nimero de animais analisados. Os resultados estdo representados pelo nimero de animais que apresentaram lesdo, seguido da respectiva porcentagem, calculada pela incidéncia de
lesOes e 0 nimero total de animais analisados. *: Estatisticamente diferente quando comparado ao grupo controle (G1).
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CONCLUSAO FINAL

O tratamento gestacional com a GEN reverteu os efeitos deletérios precoces do
BPA sobre os niveis de proliferacdo celular no epitélio prostatico, arquitetura prostatica
e expressao de RA da prole. Um aumento tardio na incidéncia de inflamac&o multifocal
e de hiperplasia prostatica atipica foi observado na prole descendente das maes tratadas
com a menor dose de BPA, porém, o tratamento gestacional com a GEN também
atenuou os efeitos tardios do BPA sobre a prostata. Desta forma, os resultados do
presente estudo indicam que a ingestdo da GEN durante a gestacdo tem acao preventiva
contra efeitos adversos do BPA sobre a prostata, sob as condi¢fes deste estudo. No
entanto, este estudo, por si s6, ndo € suficiente para basear recomendacdes nutricionais
para humanos ou concluir definitivamente sobre o efeito protetor da GEN contra
patologias prostaticas, pois este estudo foi realizado sob condicGes especificas de
associacdo da GEN com o BPA em determinadas doses. Como ja discutimos, as doses
sdo determinantes para os efeitos de ambas as substancias utilizadas neste estudo,
determinando um limiar discutivel entre os efeitos benéficos e maléficos destas. A fase
de exposicdo a estas substancias também sdo determinantes para seus efeitos, ndo
podendo extrapolar estas conclusdes para ingestdo humana, visto que a alimentacdo é
complexa, influenciada por fatores culturais, e a presenca de isoflavonas que é alterada
por métodos de cocc¢do e locais de cultivo, bem como é impossivel mensurar e controlar
a exposicdo ao BPA, diante da amplitude de exposicdo e variagdo da migracdo deste
para os alimentos conforme o tempo e temperatura de armazenamento e coc¢do. Sendo
assim, este estudo vem contribuir como base para o delineamento e discusséo de outros

estudos sobre xenoestrdgenos, fitoestrogenos, alimentacao e prostata.
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Comissao de Etica na Uso de Animais

Criada através da Portaria DFM n° 611 de 13/12/2012

CERTIFICADO N° 1055/2013-CEUA

CERTIFICAMOS que o Projeto de pesquisa “Exposigio in tero ao desregulador endécrino Bisfenol 4 e a
Genisteina: efeitos sobre a morfogénese e susceptibilidade a carcinogénese prostdtica em ratos sprague-dawley”, a ser
conduzida por Bruna Dias Bernardo, orientada pelo Prof. Dr. Luis Fernando Barbisan, Co-orientada pelo Prof. Dr.
Wellerson Rodrigo Scarano e colaborago de Joyce Zalotti Brant e Tonny Fernando Grassi, estd de acordo com o Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA, com a ressalva de que os “ratos” sdo provenientes de Biotério
convencional, sem condigdes de atestar a Sanidade dos mesmos.

CERTIFICAMOS, ainda que foi autorizada a utilizaglo de 170 ratos. Caso seja necessdria a utilizagdo de
mais animais deverd ser comunicado a esta CEUA.

jeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEUA em 31/10/2013

Prof. Adjunto Katashi Okoshi Alberto Santos Capelluppi
Presidente da CEUA Secretdrio da CEUA

Distrito Rubi&o Junior, s/n°- Botucatu - S.P. CEP: 18.618-970 Fone: (14) 3880-1608/3880-1609 e-mail secretaria: capellu




