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Resumo

A morfogénese prostatica do gerbilo inicia-se no 202 dia de vida pré-natal, sendo a ramificagao
no 12 dia do nascimento e a maturagdo glandular no final na puberdade. Isto contrasta com a
glandula prostatica de humanos, a qual tem todo o seu desenvolvimento no periodo pré-natal.
A crisina, um flavonoide encontrado em varias espécies vegetais, como Passiflora coerula,
Passiflora naringenina e em altas concentra¢des no mel (cerca de 5,3 mg/kg) ¢ na propolis (28
g/L), apresenta a¢do inibitdria sobre a enzima aromatase, a qual € responsavel por catalisar a
conversao de androgenos em estrogenos. Poucos estudos relatam os efeitos da crisina,
principalmente sobre a prostata. Portanto, este trabalho analisou, através de métodos
morfologicos, morfométricos, sorologicos e imunoistoquimicos os efeitos da exposicdo a
crisina, durante o periodo de lactagdo, sobre a prostata ventral de gerbilos machos adultos. Para
isso, trés grupos experimentais foram formados: Grupo crisina (CR), as maes receberam por
gavagem 50 mg/kg/dia de crisina diluida em 6leo de milho durante 14 dias do periodo de
lactagdo; Grupo controle veiculo (CV), as maes receberam 6leo de milho no mesmo periodo
de CR; Grupo controle (CO), as maes ndo receberam tratamento. Os filhotes machos foram
eutanasiados com 120 dias de vida. A exposic¢do a crisina no periodo neonatal ndo promoveu
o desenvolvimento de desordens prostaticas nos gerbilos adultos, entretanto, observaram-se
alteracdes no padrao morfoldgico da glandula. Assim, podemos afirmar que a crisina atuou

como um desregulador enddcrino sobre a prostata.

Palavras-chaves: Crisina; Gerbilo; Prostata; Aromatase.



Abstract

The morphogenesis prostatic of gerbil initiates from 20th day of prenatal period, the branching
begins at the 1st day of birth and its final glandular maturation happen at end puberty. This is
contrasts with prostate gland humans, which has all its development occurs in prenatal period.
The chrysin a flavonoid foun in many vegetables species, like Passiflora coerula, Passiflora
naringenin and in high concentrations in honey (about 5.3 mg / kg) and propolis (28 g / L),
shows inhibitory action of the aromatase enzyme activity, which catalyzes the conversion of
androgens to estrogens. Few studies have reported the effects of chrysin, especially on
prostate. Thus, this study analyzed through morphological, morphometric, serologic and
immunohistochemical methods the effects of the chrysin during the lactation period in the
ventral prostate of adult male gerbils. For this, three experimental groups were formed.
Chrysin group (CR): the mothers received by gavage 50 mg/kg/day of chrysin diluted in corn
oil during 14 days of lactation period. Control vehicle group (CV): the mothers received corn
oil in the same period CR. Control group (CO), the mothers received no treatment. The male
offspring were euthanized at 120 days old. Exposure to chrysin in the neonatal period did not
promote the development of prostatic disorders in adult gerbils, however, there were changes
in the morphology of the gland. So we can say that chrysin presented endocrine disrupter

actions on the prostate.

Keywords: Chrysin; Gerbil; Prostate; Aromatase.
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1. Introducao

1.1. Desenvolvimento prostatico

Em mamiferos a prostata se desenvolve a partir do seio urogenital (UGS), o qual é uma
estrutura de origem endodérmica (PRINS; PUTZ, 2008), que ¢ derivado de uma porgao
caudal do intestino grosso, chamado cloaca. O UGS estd rodeado por tecido conjuntivo
embrionario chamado mesénquima do seio urogenital (UGM) (CUNHA et al., 2004;
PRINS; PUTZ, 2008). O UGS ¢ um rudimento embrionario, encontrado em ambos 0s sexos;
em machos dara origem a prostata, a uretra prostatica e as glandulas bulbo-uretrais, ja no
sexo feminino a vagina, a uretra menor e a prostata feminina, conhecida como glandula de
Skene (SANTOS et al., 2003; SANCHES et al., 2016) e, em ambos os sexos origina a
bexiga. Em resposta aos andrdgenos testiculares fetais, células epiteliais emergem da parede
do UGS, que formam botdes que penetram no mesénquima circundante, de uma forma
precisa e, assim estabelecem em roedores machos as subdivisdes lobulares da prostata em
dorso-lateral, ventral e dorsal, cada uma com suas caracteristicas morfofisioldgicas distintas

(Figura 1) (CUNHA et al., 2004; PRINS; PUTZ, 2008; ROCHEL et al., 2007).

Mesénquima
condensado
Mesénquima DP

Uretra

VP

Figura 1. Esquema mostrando a anatomia do trato urogenital de rato macho no dia 0 (dia do nascimento). Em
azul € mostrado o epitélio, 0 mesénquima e, as areas condensadas do mesénquima em lilds. BL: bexiga; CG:
glandula coagulatora; DLP: prostata dorso lateral; DP: prostata dorsal; VP: prostata ventral e SV: vesicula
seminal (Adaptado de TOMSON, 2001).

Em humanos, o desenvolvimento da prdstata ocorre durante o segundo e o terceiro
trimestre da gravidez e completa-se até o nascimento. Isto contrasta com a glandula

prostatica de roedores, a qual ¢ rudimentar no nascimento ¢ sofre a maior parte do seu
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desenvolvimento durante os primeiros 15 dias de vida neonatal (periodo de lactacdo). A
morfogénese completa de todo o complexo e sua ramificagdo (diferenciacdo de células
mesenquimais e epiteliais), conclui-se entre o 15° e o 30° dia de vida poOs-natal e a
maturacdo final ocorre na puberdade, quando os niveis de androgenos circulantes sobem
acentuadamente (PRINS; PUTZ, 2008). Segundo TIMMS et al., (2005), o periodo inicial
do desenvolvimento prostatico comega no 17° dia de gestacdo em camundongos, ja em seres
humanos, esse processo, ocorre durante a 10 semana de gestacdo. Nos gerbilos (Meriones
unguiculatus) modelo experimental do estudo apresentado, o inicio do desenvolvimento
prostatico ocorre entre o 20° e 21° dia do periodo pré-natal e o processo completo envolve
cinco etapas sequenciais, sdo elas: determinagdo; iniciacdo e brotamento; ramificacdo;
diferenciagdo e maturacdo (SANCHES et al., 2014).

A ocorréncia precisa desses acontecimentos leva a formac¢ao normal da prostata no
adulto, de modo que interferéncias podem perturbar o desenvolvimento do complexo
prostatico, afetando a sua fungdo e levando as alteragdes na arquitetura e/ou no

desenvolvimento de lesdes prostaticas (SANCHES et al., 2014; PRINS; PUTZ, 2008).

1.2. Xenoestrdgenos e fitoestrégenos

Ao contrario dos xenoestrégenos, que sdo estrogenos sintéticos, os quais entraram no
ambiente como resultado da atividade humana, os fitoestrogenos encontram-se na biosfera
ao longo da evolucdo da vida na terra, portanto devem ser considerados como parte
integrante do ambiente natural (LORAND; VIGH; GARALI, 2010), os quais formam uma
classe natural de estrogenos, que incluem dentre outros, os flavonoides e diversas
micotoxinas (EDMUNDS et al., 2005). Os flavonoides s3o rapidamente metabolizados e
excretados, ndo permanecendo no organismo, no entanto isso pode variar grandemente na
dependéncia do metabolismo individual (LORAND; VIGH; GARAI, 2010) e da estrutura
quimica destes compostos, como a metilacio (WALLE et al., 2007). A crisina ¢ o 170-
etinilestradiol (EE) s3o exemplos de fitoestrogenos e xenoestrogenos, respectivamente.
Ambos os compostos estdo associados com efeitos no sistema reprodutor e com a agdo de
horménios estrogénicos (CIFTCI et al., 2010; PEREZ et al., 2011; 2012).

Os flavonoides foram descobertos na década de 30 por Albert Szent-Gyorgyi, como
compostos com atividade antioxidante. A sua capacidade de eliminacdo de radicais
hidroxilas, radicais superoxidos e peroxiradicais, convergem com muitas funcdes dos
flavonoides no organismo, que sdo importantes para a preven¢ao de doengas associadas com

uma degradacdo oxidativa de membranas, proteinas ¢ DNA (HODEK; TRESfL;
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STIBOROVA, 2002). Estudos sugerem que esses compostos naturais apresentam varias
atividades bioldgicas, incluindo efeitos antialérgicos, antivirais, anti-inflamatérios e
anticancerigenos especialmente em relagdo aos tecidos expostos aos hormodnios sexuais
(mama e proéstata) (SUGIHARA et al., 1999; ZHENG et al., 2003; NASO et al., 2010;
HODEK; TREfiL; STIBOROVA, 2002). Alguns flavonoides exercem efeito
antiestrogénico, interferindo na atividade de enzimas especificas que modulam o
metabolismo estrogénico, sendo este efeito crucial para suas acdes como desregulador
endocrino (LORAND; VIGH; GARALI, 2010).

Substancias naturalmente produzidas sdo vistas, pela populagcdo, como sendo
inofensivas a satude, ndo causando nenhum efeito colateral, no entanto, elas nem sempre sao
tao inofensivas ou benéficas assim. A exposicao a esse tipo de composto tem sido comum
através da cozinha tradicional pelo consumo de alimentos a base de plantas, alguns legumes,
sementes ¢ ervas (NABAVI et al., 2015). Além do mais, nos ultimos anos houve um
aumento do interesse em medicina alternativa, cujo objetivo ¢ a prevengdo de doengas com
a utilizacdao de suplementos alimentares e produtos a base de plantas (CIFTCI et al., 2010).
A ingestdo de flavonoides, varia de 50 a 800 mg/dia, podendo ser maior em meio a
suplementa¢do, sendo que a sua principal fonte ¢ através do consumo de frutas e vegetais
(NABAVI et al., 2015).

Segundo TIMMS et al. (2005), a exposi¢do dos fetos humanos aos compostos
estrogénicos, pode ocorrer de diversas maneiras, por exemplo, em média 3% das mulheres
gravidas fazem uso continuo de etinilestradiol, como método contraceptivo por ndo saberem
que estdo em periodo gestacional, ademais, podem estar expostas ao bisfenol A (BPA),
através do aquecimento de produtos plasticos. A andlise dos efeitos desses desreguladores
endocrinos, sobre o desenvolvimento da prostata ou outros 6rgaos do sistema reprodutor
masculino tem sido objeto de estudo do nosso grupo de pesquisa (PEREZ et al., 2016;
COLLETA et al., 2015). Os resultados da exposi¢cdo ao BPA levaram a conclusdo de que os
xenoestrogenos inibem o desenvolvimento prostatico, sendo esse efeito observado durante a
fase adulta, onde se verificou que a prostata apresentou ser 10% menor que o tamanho
normal, além da presenca de displasia epitelial e neoplasia intraepitelial prostatica (NIP)
(TAYLOR et al., 2011). A exposi¢do a baixas doses de etinilestradiol, durante o periodo
pré-natal promove alteragdes na interagdo entre o epitélio e o estroma prostatico em
roedores adultos (PEREZ et al., 2011; 2012), levando ao desenvolvimento de lesdes

prostaticas nesta fase e durante o envelhecimento (PEREZ et al., 2016).
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Nos ultimos 60 anos, estudos relataram que a qualidade e a quantidade do esperma
humano diminuiram e que, a incidéncia de defeitos do trato genital masculino e do cancer de
prostata e de mama, aumentaram. O mesmo foi documentado em espécies selvagens. Neste
mesmo periodo houve uma introdugdo de produtos quimicos sintéticos hormonalmente
ativos levando alguns estudiosos a postularem que os resultados diversos documentados em
populacdo humana e animais selvagens pode ser a consequéncia da exposi¢do extemporanea
para os xenoestrogenos durante o desenvolvimento (MAFFINI et al., 2006).

Além de conduzir a um aumento da sensibilidade para androgeno na idade adulta
(TAYLOR et al., 2011), pouco se sabe sobre os mecanismos que medeiam os efeitos da
exposicao aos compostos quimicos estrogé€nicos durante o desenvolvimento prostatico e

sobre as alteracdes dessa glandula nas fases tardias.

1.3 Crisina (5,7- dihidroxiflavona)

A exposi¢cdo moderada aos fitoestrogenos, pode impedir malignidades e melhorar a
saude cardiovascular. Alguns fitoestrogenos também impedem o metabolismo estrogénico,
como ¢ o caso da crisina (Figura 2), um flavonoide encontrado em vdrias espécies vegetais,
como Passiflora coerula, Passiflora naringenina ¢ em altas concentra¢des no mel (cerca de
5,3 mg/kg) e na propolis (28 g/L) (NABAVI et al., 2015). A crisina apresenta atividade
antioxidante (LORAND; VIGH; GARAI, 2010), anti-inflamatoria, antidiabética e
anticancerigena (KASALA et al.,2015). Além disto, esse composto apresenta efeitos
inibitorios sobre a atividade enzimatica da aromatase (EDMUNDS et al., 2005; TA;
WALLE, 2007, WANG; MORRIS, 2007; NABAVI et al., 2015), levando a sua
comercializagdo em lojas de alimentos saudéaveis, visando o aumento dos niveis séricos de
testosterona (T), atualmente ¢ disponivel cépsulas contendo 500 mg de crisina (alta
dosagem), a posologia pode chegar a seis capsulas por dia (CIFTCI et al., 2010)
farmacologicamente, estd sendo prescrita como método de terapia enddcrina, para a
reposi¢ao hormonal e, no tratamento do cancer, pois favorece a morte celular induzida pelo
fator de necrose tumoral (TNF) (NABAVI et al., 2015). Entretanto, sua eficacia e efeitos a
curtos e longos prazos, relacionados ao tecido prostatico, ndo foram totalmente

demonstrados in vivo (TA; WALLE, 2007).
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OH O
Figura 2. Formula estrutural da Crisina (5,7- Dihidroxiflavona) (LORAND; VIGH; GARALI, 2010).

A aromatase ¢ a enzima que catalisa a conversao de andrégenos ¢ testosterona a
estrogenos e 17B-estradiol, respectivamente, visando a preservacdo do equilibrio de
metabolitos mais ativos destes hormonios no interior da prdstata com o objetivo de manter a
funcdo fisiologica normal deste tecido (EDMUNDS et al., 2005; CORRADI et al., 2009).
Esta enzima regula a disponibilidade de estradiol no organismo e tém-se tornado alvo para a
sintese de farmacos que inibem vias dependentes de estrogeno, utilizados no tratamento de
cancer, como o de mama e também o cancer de pulmao (TA; WALLE, 2007). A aromatase
¢ expressa em muitos tecidos, como por exemplo: nos ovarios, nos testiculos, no cérebro, no
figado, no tecido adiposo, na pele, na placenta e na prostata (LI, 2010; HODEK; TREfiL;
STIBOROVA, 2002).

O equilibrio adequado da propor¢do de androgenos e estrogenos ¢ um fator
clinicamente importante, visto que esse equilibrio tem se mostrado crucial no
desenvolvimento prostatico (MCPHERSON; ELLEM; RISBRIDGER, 2008). Os
androgenos regulam o crescimento, a diferenciacdo e a morte programada das células da
prostata através da interagdo com receptores de androgenos (AR) (CORRADI et al., 2009).
Esta glandula, por sua vez, também ¢ sensivel a estrogenos, os quais possuem efeito na
metaplasia escamosa. Os efeitos estrogénicos sdo mediados por receptores de estrogenos
(ERs), que sdo expressos durante o desenvolvimento prostatico e na prostata de adulto
(CUNHA; HAYWARD; WANG, 2002).

A atividade enzimatica e funcional da aromatase tem sido considerada essencial, ndo
0 para o tratamento do cancer de mama, mas também em casos de ginecomastia e cancer de
prostata. A expressdo da aromatase em carcinomas cervicais humanos foi detectada em
cerca de 35% dos casos, enquanto que nenhuma expressdo foi detectada em tecidos
cervicais pré-cancerosos ou normais, o que sugere que os estrogenos, através da sinalizacao
de ER, podem estar envolvidos no crescimento de tumores (LI, 2010).

Inibidores seletivos da aromatase (Als), sdo compostos que atuam na inibicdo da

biossintese de estrégeno a partir da testosterona, sendo utilizados como um método de
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terapia endocrina. Esses inibidores foram aceitos como o primeiro agente no tratamento de
cancer de mama durante a pds-menopausa, diminuindo também os riscos de desenvolver
cancer de endométrio (LI, 2010).

Muitos estudos tém sido realizados em nosso grupo de pesquisa, utilizando-se como
modelo experimental o gerbilo da Mongolia (Meriones unguiculatus) (Figura 3),
envolvendo a exposi¢do a hormonios sintéticos e a manipulagdo hormonal com subsequente
analise do complexo prostatico desses animais (SANTOS et al., 2006; BIANCARDI et al.,
2012; PEREZ et al., 2011; 2012; 2016; COLLETA et al., 2015). Uma vez que o complexo
prostatico ¢ um importante alvo para atividade dos hormonios esteroides, as alteracdes
causadas por desequilibrios ou desregulagdo enddcrina podem ser verificadas nesses 6rgaos,
colocando-os como modelos adequados para estudos de desregulacao enddcrina.

No entanto, ainda hd uma caréncia de informagdes envolvendo fitoestrogenos,
particularmente com relagcdo aos seus efeitos sobre a glandula prostatica. Como ¢ grande o
niamero de pessoas que diariamente se expdem a esses compostos, através do consumo de
frutas e legumes, as consequéncias dessa exposicao sao muitas vezes negligenciadas e
pouco difundidas. Desse modo, prevalece a necessidade de elucidar os efeitos da exposi¢ao
a crisina - durante o periodo de lactacdo em roedores, correspondendo a fase pré-natal em
humanos - um flavonoide amplamente encontrado em vegetais e, portanto bastante utilizado

atualmente, abrindo um campo promissor em pesquisas cientificas relacionadas a fitoterapia

Figura 3. Gerbilo da Mongolia (Meriones unguiculatus).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral
O presente estudo visa avaliar os efeitos da exposi¢do a crisina, durante o periodo de

lactacdo, sobre a prostata ventral de gerbilos machos adultos.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1 Analisar os pardmetros biométricos, morfoldgicos, morfométricos e
estereoldgicos da prostata de gerbilos machos adultos que foram expostos a crisina durante
o periodo de lactagdo.

2.2.2 Analisar os efeitos da exposi¢do a crisina, durante o periodo de lactagao,
sobre os niveis séricos da testosterona e estradiol dos machos na fase adulta.

2.2.3 Analisar a expressdo de marcadores de receptores de hormonios esteroides,
de proliferacdo celular e de células basais, na prostata de machos adultos que foram

expostos a crisina no periodo de lactacao.
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3. Materiais e Método

3.1. Animais e composto

As fémeas e¢ os machos de gerbilos (Meriones unguiculatus) utilizados nesse
experimento foram mantidos no biotério do grupo de pesquisa em Biologia da Reproducéo
do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, IBILCE/UNESP, campus de Sao José
do Rio Preto (SP). Os animais foram acondicionados em caixas de polietileno, com
substrato de maravalha, em condi¢des controladas de luminosidade e temperatura média de
23°C, sendo fornecidas agua filtrada e racdo “ad libitum” (componentes: 23% proteina, 12%
minerais, 5% fibras e 4% lipidios totais). O projeto foi aprovado pelas normas da Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) IBILCE/UNESP (Protocolo n° 107/2015). O composto
utilizado (crisina), foi obtido do laboratorio Quimica Verde & Medicinal (LQVM), sendo

que este ja vem purificado pelo fabricante, Sigma Aldrich.

3.2. Delineamento experimental

Nesse experimento foram utilizadas 15 fémeas de gerbilo virgens adultas (90 a 120 dias
de idade). Cada fémea foi mantida com um macho da mesma idade para que ocorresse o
acasalamento. O periodo gestacional dessas fémeas foi diariamente acompanhado, a fim de
certificar com precisdo o dia do nascimento dos filhotes. Em seguida, as fémeas, a partir do
primeiro dia do periodo de lactacdao, foram divididas nos 3 grupos experimentais seguintes

(Figura 4):

Grupo crisina (CR): As fémeas receberam por gavagem altas doses de crisina, 50
mg/kg/dia (TAHIR; SULTANA, 2011) diluida em 6leo de milho, segundo modifica¢des do
método de CIFTCI et al. (2010), no 1° dia do nascimento dos filhotes, durante 14 dias
consecutivos do periodo de lactacao.

Grupo controle veiculo (CV): As fémeas receberam por gavagem 1 ml de veiculo
(6leo de milho) no 1° dia do nascimento dos filhotes, durante 14 dias consecutivos do
periodo de lactagao.

Grupo controle (CO): As fémeas ndo receberam tratamento durante o periodo de

lactagdo.

Os filhotes machos dos grupos experimentais (n=5 para cada grupo experimental)

foram eutanasiados ao completarem 120 dias de vida, considerado fase adulta. Nas
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metodologias descritas a seguir, utilizaram-se machos provenientes de diferentes maes para

termos uma maior diversidade dos animais e, assim ndo interferir nos dados obtidos.
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Figura 4. Esquema do delineamento experimental, mostrando os grupos controle (CO), controle veiculo (CV)
e crisina (CR). No grupo controle, os animais ndo receberam tratamento, no grupo controle veiculo as fémeas
receberam apenas Oleo de milho durante 14 dias do periodo de lactagdo e no grupo crisina, as fémeas
receberam 50 mg/Kg/dia de crisina durante 14 dias do periodo de lactagdo. Os filhotes machos dos grupos
experimentais foram eutanasiados ao completarem 120 dias de vida.

3.3. Andlise Biométrica

Ao fim de cada tratamento, os animais de todos os grupos experimentais foram
eutanasiados por meio de superdosagem de anestésico (realizada através de cloridrato de
xilazina 3 mg/kg e cloridrato de cetamina 10 mg/kg) administrados por via subcutanea, em
seguida, foram pesados e decapitados para a coleta da prostata e do sangue total. Apds a
dissec¢@o, o complexo prostatico e a prostata ventral dos machos adultos foram retirados e

pesados.

3.4. Morfologia e Morfometria

Apoés a pesagem, a prostata ventral dos grupos experimentais (n=5) foi fixada em
metacarn (na proporcao 1: 3: 6, respectivamente, de solu¢ao de acido acético, cloroférmio e
metanol), submetidas as etapas do processamento histologico (desidratadas em
concentragdes de etanol e clarificadas em xilol) e incluidas em Paraplast (Sigma Aldrich).
Posteriormente, os 6rgdos foram seccionados a 5 um e corados com Hematoxilina-Eosina
(HE) para estudos morfologicos e morfométricos das prostatas. Para analise do

compartimento estromal prostatico, utilizou-se a técnica citoquimica de Reticulina de
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GOmori (fibras reticulares e colagenas prostaticas) e para a identificagdo precisa de
glicoproteinas, utilizou-se a coloragdo pelo acido periddico de Schiff (Periodic Acid &
Schiff — PA.S.) (BEHMER; TOLOSA; NETO, 1976).

Durante a analise morfométrica foram coletadas 200 medidas da prdstata ventral de
cada grupo experimental. As medidas coletadas (um) foram da altura epitelial e da espessura
da camada muscular das prostatas analisadas, a partir de laminas coradas por HE. A analise e
a documentacao fotografica foram realizadas em fotomicroscopio Olympus BX60. Enquanto
que as medidas morfométricas foram realizadas por meio do software Image-Pro-Plus (Média
Cybernetics).

As andlises estereologicas foram realizadas para a obten¢do do volume relativo dos
diferentes compartimentos prostaticos de cada grupo experimental. Para isso, foram
capturados 30 campos aleatorios de cada grupo, a partir de laminas coradas por HE, por meio
do fotomicroscopio Olympus BX60. As medidas foram realizadas de acordo com o sistema de
teste de multipontos M130 proposto por WEIBEL (1978) e aplicado a prostata por
HUTTUNEN; ROMPPANEN; HELMINEN (1981), por meio do programa Image—Pro-Plus
(Media Cybernetics). A partir dos dados obtidos para cada campo analisado foi calculado o

volume relativo dos compartimentos epitelial, estromal e luminal da glandula prostatica.

3.5. Imunoistoquimica

Para a realizacdo das técnicas de imunoistoquimica, as prostatas dos grupos
experimentais foram fixadas em paraformol tamponado a 4%, submetidos as etapas de
processamento histologico (desidratacdo, diafanizagdo e infiltragdo), incluidos em Paraplast
(Sigma Aldrich) e seccionados a 5 um. Os cortes foram submetidos a imunoistoquimica para
deteccdo de PCNA (antigeno nuclear de proliferacao celular), p63 (células basais), a-actina
(alfa actina de musculo liso), dos receptores AR (receptores de androgenos), ESR1 e ESR2
(receptores de estrogeno a e B, respectivamente) e CYP 19 (aromatase). A Tabela 1 mostra a

descricao detalhada de cada anticorpo utilizado e suas respectivas diluigdes.
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Tabela 1. Descrigdes dos anticorpos utilizados nas técnicas de imunoistoquimica.

Anticorpo Descrigao Diluigao

AR Coelho policlonal IgG, N-20: sc-816, Santa Cruz Biotechnology CA, 1:75
EUA

CYP 19  Coelho policlonal IgG, H-300: sc-30086, Santa Cruz Biotechnology 1:100

CA, EUA

ESR1  Coelho policlonal IgG, H-184: sc-7207, Santa Cruz Biotechnology CA,  1:50
EUA

ESR2  Coelho policlonal IgG, H-150: sc-8974, Santa Cruz Biotechnology CA, 1:50
EUA

PCNA Camundongo monoclonal IgG2a, PC-10: sc-56, Santa Cruz 1:100

Biotechnology CA, EUA
p63 Camundongo monoclonal IgGz2a, 4A4: sc-8431, Santa Cruz 1:100

Biotechnology CA, EUA
a-actina Camundongo monoclonal IgG2a, 1 A4: sc 32251, Santa Cruz 1:100
Biotechnology CA, EUA

A Tabela 2 mostra a descri¢do dos protocolos utilizados em cada imunoistoquimica. A
recuperacdo antigénica foi seguida de trés lavagens em tampao, de 5 minutos cada. No
bloqueio de peroxidase, foi utilizado o H202 a 5% diluido em metanol, seguida de trés
lavagens em tampao (as técnicas para ESR1 e ESR2, passaram pela permeabilizagdo em triton
a 0,2% diluido em tampao durante 10 minutos, seguido de duas lavagens). Posteriormente,
todos os cortes foram submetidos ao bloqueio de proteinas inespecificas. Os anticorpos foram
diluidos em BSA 1%, como descrito na Tabela 1 e, em seguida, os cortes foram incubados
overnight a 4°C (com exceg¢do da imunoistoquimica anti-PCNA, cujos cortes foram incubados
por 1 hora a 4°C). Apds a incubagdo, os cortes foram lavados trés vezes consecutivas, por 5
minutos e incubados com Polimero (Novolink, Novocastra) a 37°C por 45 minutos ou, em
anticorpo secundario biotinilado, seguido por Kit do complexo avidina-biotina ABC (Santa
Cruz Biotechnology). Posteriormente, o material foi revelado com diaminobenzidina (DAB,
Sigma, St. Louis, MO, USA) por aproximadamente 1 minuto e contra corado com
Hematoxilina de Harris. A analise dos dados imunistoquimicos, foi realizada para a obtengao
da frequéncia de células epiteliais positivas e estromais para AR, PCNA, ERS1, ERS2 e
células basais positivas para p63 da prdstata masculina dos grupos experimentais. Para isso,

foram contadas 4.000 células para cada técnica analisada em cortes seriados. As imagens
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foram capturadas por meio do fotomicroscopio Olympus BX60 e a contagem de células foram
realizadas por meio do software Image-Pro-Plus (Média Cybernetics).

Para a caracterizagdo das fibras musculares através da marcagdo com a-actina, usou-se
a técnica de imunofluorescéncia. A recuperacdo antigénica foi seguida de trés lavagens em
tampao. Posteriormente houve o bloqueio de ligagdes inespecificas, seguido da incubagdo
com o anticorpo primario diluido em BSA 1%, a 4°C, overnight. O anticorpo secundario anti-
mouse, contendo o fluorocromo FITC (sc 2010, Santa Cruz Biotechnology CA, EUA), foi
diluido a 1:200 em BSA 1% e os cortes incubados por 2 horas, seguido de trés lavagens em
tampdo, por 10 minutos cada lavagem. Em seguida, foi utilizado um meio de montagem
apropriado contendo DAPI (Ultracruz Mounting Medium: sc-24941, para fluorescéncia com
DAPI, Santa Cruz Biotechnology CA, EUA). As imagens foram analisadas e capturadas em

microscopio de fluorescéncia Zeiss Axio Imager M2.
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Imunoistoquimica Recuperagdo Tampdo  Bloqueio da Inibicdo de  Polimero  Complexo
antigénica de peroxidase ligagdes Leica avidina
lavagem endogena inespecificas biotina
Anti-AR 45 minutos em TBS+  2trocasde 15 Leiteempba Nao X
tampao citrato (pH tween minutos 5% por 30 utilizou
6) a92°C minutos
Anti- CYP19 45 minutos em TBS 2 trocas de 15 Leite em p6 a X Nao utilizou
tampao citrato (pH minutos 5% por 1 hora
6) a92°C
Anti- ESR1 45 minutos em TBS+  2trocasde 15 Leiteempo a Nao X
tampdo citrato (pH  tween minutos 5% por 1 hora utilizou
6) 2 92°C
Anti — ESR2 TRIS —EDTA por TBS+ NP 20 minutos Leite em p6 a X Nao
7 minutos no 40 5% por 30 utilizou
micro-ondas com minutos
poténcia média e
14 minutos em
poténcia baixa
Anti - PCNA 20 minutos em PBS 20 minutos  Leite em p6 a X Nao
tampao citrato (pH 5% por 30 utilizou
6)a92°C minutos
Anti - p63 20 minutos em PBS 20 minutos ~ Leite em po a X Nao
tampao citrato (pH 5% por 30 utilizou
6)a92°C minutos
Anti-o actina 50 minutos em PBS Nao utilizou Leite em po a Nao Nao
tampao citrato (pH 5% por 60 utilizou utilizou
6) 2 98°C minutos

3.6. Niveis séricos hormonais

O sangue dos descendentes machos adultos dos grupos experimentais foi coletado no

momento da decapitagdo. O soro foi centrifugado (3000 rpm, 20 minutos) e estocado a

-80°C até o momento da analise. As dosagens hormonais foram realizadas em duplicata com

o uso de kit de ELISA (testosterona e 17B-estradiol, Cayman Chemical Company, MI,

EUA), seguindo as instru¢des do fabricante. O limite de detec¢@o para a testosterona e para

o 17B-estradiol foi de 6ng/mL e 19 pg/mL, respectivamente. As leituras foram realizadas no

leitor SpectraMax Plus 384, a 405 nm (Molecular Devices, CA, EUA).
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3.7. Andlise Estatistica

As andlises estatisticas dos dados biométricos, morfométricos, estereoldgicos,
imunoistoquimicos e sorologicos foram realizadas em planilhas e grafico software GraphPad
Prism 5.00. Para a comprovagdo da significancia dos resultados paramétricos foi utilizado o
teste “Tukey”. Para os dados ndo-paramétricos foi utilizado o teste “Kruskal-Wallis statistic”.
O nivel de significancia adotado foi: p < 0,05 (*), p < 0,01(**) e p < 0,001 (***), expressos

em média e desvio padrao (+).
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4. Resultados

4.1. Analise Biométrica

Durante a andlise dos dados biométricos dos machos adultos, ndo foi possivel
observar diferenca estatistica significativa entre os grupos experimentais, no que diz respeito
ao peso corpdreo, ao peso do complexo prostitico e ao peso do lobo ventral, como

observado na Tabela 3.

Tabela 3. Pardmetros biométricos dos gerbilos da Mongolia nos grupos (n=5) controle (CO), controle veiculo

(CV) e crisina (CR).

Grupos Experimentais

CO Cv CR
Peso corporeo (g) 68,80 = 6,42 77,60 + 1,67 73,60+ 11,70
Complexo prostatico (mg) 0,62 +0,13 0,69 £0,14 0,67 +0,13
Lobo prostatico ventral (mg) 0,03 +£0,01 0,04 £ 0,02 0,03 £0,02

Os valores estdo expressos como média + desvio padrao

4.2. Morfologia e Morfometria

A analise dos dados morfométricos (Figura 5 1) mostrou um aumento significativo na
altura do epitélio prostatico do grupo CR em relagdo ao grupo CV, sendo que nesse
pardmetro a diferenca significativa foi maior quando comparado com o grupo CO. Além
disso, os machos adultos do grupo CR apresentaram uma camada muscular lisa mais espessa
com relagdo ao grupo CV, porém nenhuma diferenga significativa foi observada entre os
grupos CO e CR, conforme mostra a Figura 5.

Na analise estereologica (Figura 5 j), observou-se diminui¢do significativa no
volume relativo do compartimento luminal da prostata dos machos adultos do grupo CR
comparado ao grupo CV. Com relagdo ao compartimento estromal prostatico, verificou-se
aumento significativo no grupo CR comparado ao grupo CV, entretanto esse compartimento
apresentou-se menor no grupo CV comparado ao grupo CO. O compartimento epitelial
prostatico ndo apresentou diferencas significativas no volume relativo entre os grupos
experimentais.

Por meio da reagdo citoquimica para P.A.S. foi possivel observar um aparente aumento

da atividade secretora no grupo CR em relagdo ao grupo CO (Figura 6 a-c), fato evidenciado
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pelo aumento da regido marcada positivamente para P.A.S. no interior dos &cinos
prostaticos.

Para a andlise do compartimento estromal da prostata ventral dos grupos experimentais,
foi realizada a reagdo citoquimica para Reticulina de Gomori, onde foi possivel observar um
aparente desarranjo das fibras reticulares e colagenas do grupo CR comparada aos demais

grupos experimentais (Figura 6 d-g).

4.3. Imunoistoquimica

Na andlise imunoistoquimica, observou-se um aumento significativo na frequéncia
de células epiteliais prostaticas positivamente marcadas por PCNA nos grupos CV e CR
quando comparados ao grupo CO (Figura 7 a-d, i). A frequéncia das células basais (p63-
positivas) na prostata ventral dos grupos experimentais foi maior no grupo CR quando
comparado aos grupos CO e CV, porém esse aumento ndo foi estatisticamente significativo
(Figura 7 e-h, j).

Pela analise imunoistoquimica para os receptores nucleares hormonais (Figura 8),
verificou-se uma diminuicdo significativa da frequéncia de células epiteliais pra AR no
grupo CR em relagdo aos demais grupos. Diferentemente do que se observaram nas células
estromais, onde se verificou um aumento significativo da frequéncia de AR nos grupos CV
e CR quando comparados ao grupo CO (Figura 8 a-d, m).

Na frequéncia das imunomarcagdes para os receptores de estrogenos, notou-se
diminui¢do significativa da frequéncia do ESR1 nas células epiteliais da prostata dos
machos adultos do grupo CV em relacdo aos demais grupos experimentais no
compartimento epitelial prostatico. Porém, a imunomarcagdo nas células estromais
prostaticas ndo sofreu variagao significativa entre os grupos experimentais (Figura 8 i-1, n).

A imunoistoquimica para o ESR2 revelou uma maior frequéncia significativa desse
receptor nas células epiteliais prostaticas no grupo CV em relagdo ao grupo CO, esse
aumento também foi observado no grupo CR, comparado ao grupo CO e CV. A frequéncia
da imunorreatividade do ESR2 nas células estromais foi maior significativamente na
prostata do grupo CV e CR em relagdo ao grupo CO (Figura 8§ e-h, o).

Outra analise imunoistoquimica foi para o CYP19 (Figura 9), utilizada para a
verificagdo da imunomarcacdo da enzima aromatase. Sendo esse, um marcador
citoplasmatico, hd uma certa dificuldade na mensuragdo da frequéncia de sua

imunorreatividade.  Entretanto, a técnica permitiu observar uma diminui¢do na
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imunomarcagdo de CYP19 no citoplasma estromal da préstata dos machos adultos expostos

a crisina durante o periodo de lactagdo, comparada aos grupos controle e veiculo.

4.4. Niveis séricos hormonais

Este estudo mostrou que o tratamento com crisina diminuiu os niveis séricos
hormonais de T e aumentou a circulagdo de estradiol, ambos os parametros comparados ao
CV e CO, porém estas variagdes entre estes grupos experimentais nao foram

estatisticamente significantes, como mostra a Figura 10.



30

HE g Actina

10 5
'E‘ [ . &
o 6 4
=
]
5“1
5
= 27
0 } + T T 0 T T T T T T
co cv CR I co oV CR Co cv CR (Co cv CR, fee] cvV CR,
— = f | f i
Camada Muscular Epitélio Compartimento Compartimento Compartimento

Lum inal Epitelial Estromal

Figura 5. Cortes histologicos do lobo ventral da préstata de gerbilo s machos adultos corados por HE (a-d),
marcados por imunofluorescéncia para o-actina (e-h). Acinos (Ac); epitélio simples prismatico (Ep);
compartimento luminal (Lu), estromal (Es) e camada muscular (Cm). (d) detalhe para o epitélio pregueado. (h)
Controle negativo. Histogramas representativos dos dados morfométricos (i) e estereologicos (j) da prostata
ventral dos grupos experimentais dos gerbilos machos. CO: controle; CV: controle veiculo e CR: crisina. (*),
(**) e (***) indicam valores significantes (p<0,05), (p <0,01) e (p <0,001), respectivamente. n=5 animais por

grupo.
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P.A.S RETICULINA

Figura 6. Cortes histologicos do lobo ventral da prostata de gerbilos machos adultos corados pelo acido
periddico de Schiff (P.A.S.) (a-f) e Reticulina de Gomori (g-j). Epitélio simples prismatico (Ep);
compartimento luminal (Lu), camada muscular (Cm); secrecdo (Se); fibras reticulares (Fr) e fibras colagenas
(Fc). (d-f) detalhe para o epitélio secretor. (j) detalhe para o desarranjo de fibras reticulares e colagenas em CR
(*). CO: controle; CV: controle veiculo e CR: crisina.
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Figura 7. Cortes histologicos do lobo ventral da prostata de gerbilos machos adultos. Submetidos a técnica de
imunoistoquimica para PCNA (a-d), p-63 (e-h). Indicando imunorreatividade no epitélio (setas duplas). Controle negativo
das respectivas técnicas utilizadas (d,h). CO: controle; CV: controle veiculo e CR: crisina. Histogramas representativos
das frequéncias das células positivas para PCNA (i) e p63 (j) na prostata ventral dos grupos experimentais. (*), (**) e
(***) indicam valores significantes (p<0,05), (p < 0,01) e (p < 0,001), respectivamente. n=5 animais por grupo.
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Figura 8. Cortes histologicos do lobo ventral da prostata de gerbilos machos adultos. Submetidos a técnica de
imunoistoquimica para AR (a-d), ESR2 (e-h), ESR1 (i-1) e histogramas representativos da frequéncia de AR (m), ESR1 (n)
e ESR2 (0). Indicando imunorreatividade no epitélio (setas duplas) e no compartimento estromal (cabega de setas).
Controle negativo das respectivas técnicas utilizadas (d,h,1). CO: controle; CV: controle veiculo e CR: crisina. (¥), (**) e
(***) indicam valores significantes (p<0,05), (p <0,01) e (p < 0,001), respectivamente. n=5 animais por grupo.
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Figura 9. Cortes histologicos do lobo ventral da prostata de gerbilos machos adultos. Submetidos a técnica de
imunoistoquimica CYP 19 (a-d) Indicando imunorreatividade citoplasmatica estromal da enzima aromatase (+). Controle

negativo das respectivas técnicas utilizadas (d). CO: controle; CV: controle veiculo ¢ CR: crisina.



35

0.06- 10a

w
)

_l
_|

0.04-

0.02-

Nivel sérico de
<

estradiol (pg/mL)
-
H
Nivel sérico de
testosterona (ng/ml)

o

0.00--— T T J
Cco Ve CR co cv CR

Figura 10. Histogramas representativos dos niveis séricos hormonais de estradiol (a) e testosterona (b) dos machos adultos
dos grupos experimentais. CO: controle; CV: controle veiculo e CR: crisina.



36

5. Discussao

Os roedores machos tem sido o principal modelo experimental utilizado para se
compreender a biologia da prdstata em laboratorios de pesquisa. A maioria dos roedores
possui a prostata dividida em quatro lobos distintos: lobo ventral, lobo dorsal, lobo
dorsolateral e, associado as vesiculas seminais, o lobo anterior ou glandula de coagulacao.
Os trés primeiros ja foram estudados mais amplamente, por possuirem uma resposta
epitelial mais sensivel a tratamentos hormonais (ROCHEL et al., 2007; PEREZ et al., 2011).
O presente experimento analisou o lobo ventral de gerbilos machos adultos devido ao seu
maior tamanho, a sensibilidade a andrégenos e a incidéncia de hiperplasias e neoplasias
nesta regido (ROCHEL et al., 2007). Atualmente, a procura por uma alimentagao saudavel,
rica em proteinas e vitaminas, tem aberto um novo leque para a pesquisa cientifica. O
presente estudo utilizou a crisina, um flavonoide biologicamente ativo, encontrado em frutas
e vegetais, com potente atividade anti-inflamatoria e antioxidante (SAMARGHANDIAN;
AFSHARI; DAVOODI, 2011), possuindo também efeitos antitumorais (LEON et al., 2015).
Além disso, esse composto tem se mostrado como um potente inibidor da enzima
aromatase, que converte a testosterona em estradiol (CIFTCI et al., 2010).

A proéstata ventral dos gerbilos adultos expostos a crisina no periodo de lactacao
mostrou-se sensivel a este composto, acarretando em alteracdes morfofisioldgicas, que
poderiam perdurar do periodo de exposicdo até a fase adulta, ou seja, ndo sofrer recuperagdo
do tecido normal com o tempo, ou entdo serem revertidas com a idade, uma vez que a
quantidade de grupos hidroxila livres da crisina, desencadeia a conjugacao muito rapida, a
glucuronidacdo e a sulfatacdo, processos estes que facilitam a degradacdo e,
consequentemente a elimina¢ao do composto (WEN; WALLE, 2006).

A analise morfométrica revelou que a altura do epitélio prostatico de machos adultos,
expostos a crisina durante o periodo de lactacdo, aumentou significativamente, onde foi
possivel observar um epitélio mais pregueado em relacdo ao CO e ao CV. Ademais,
observou-se um aumento da espessura da camada muscular em CR, quando comparado ao
CV, levando a uma alteracio morfologica da prostata ventral. Estudos anteriores
demonstraram que a exposicdo a importantes xenoestrogenos como o BPA (10 pg/kg/dia)
(TAYLOR et al., 2011) e o EE (10 pg/kg/dia) (PEREZ et al., 2011; 2016) durante o periodo
pré-natal, promoveram o aumento de displasia epitelial e neoplasia intraepitelial prostatica
(NIP) na fase adulta e durante o envelhecimento. A crisina, um fitoestrogeno,

disponibilizada em importantes fases do desenvolvimento prostatico, modificou a
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morfologia prostatica da glandula na fase adulta, diferente dos estudos com xenoestrogenos
que promoveram o desenvolvimento de lesdes prostaticas.

Por meio da andlise estereoldgica foi possivel notar que o compartimento estromal
diminuiu consideravelmente nos animais adultos expostos no periodo de lactacdo ao 6leo de
milho, importante veiculo para a diluicdo da crisina, em relagdo aos demais grupos
experimentais. Sabe-se que o veiculo utilizado neste experimento apresenta estrutura de um
acido graxo poli-insaturado. FURRIEL et al., (2014) demonstrou que a suplementagdo de
gorduras poli-insaturadas em ratos Wistar durante a fase adulta, resultou no aumento do
compartimento estromal da prostata ventral, dado discrepante com o encontrado no presente
estudo, porém com delineamento experimental diferente quanto ao tipo de acido graxo
disponibilizado, modelos experimentais utilizados e tempo de exposi¢ao. FURRIEL
manipulou a fonte de 4cido graxo (14% de proteinas, 36% de carboidratos, 50% gordura) e
expos os ratos Wistar do 32 ao 7° més de idade, fase adulta, a gordura poli-insaturada,
enquanto que em nosso estudo, os gerbilos foram expostos, em periodos de
desenvolvimento da glandula prostatica, mais precisamente em fases da morfogénese
glandular.

A proliferacao de células epiteliais aumentou nos grupos expostos a crisina e ao veiculo
em relagdo ao CO, a alteragdo na quantificacdo dessas células pode resultar no aumento de
lesdes neoplasicas na prostata durante o envelhecimento (PEREZ et al., 2016) e no
desenvolvimento de cancer de prostata (ZHANG et al., 2011). O PCNA esta associado com
a maquinaria de replicacdo, controle do ciclo celular e nos processos de reparacdo do DNA
(ZHANG et al., 2011). Os dados obtidos no presente estudos coincidem com experimentos
anteriores, tais como o de FURRIEL et al., (2014), onde foi possivel verificar o aumento da
frequéncia de PCNA em animais expostos a gorduras poli-insaturadas. Compostos naturais
como a crisina podem levar a alteracdo na frequéncia de células epiteliais positivas para
PCNA.

O p63, tem papel fundamental na morfogénese e na manutengdo de todos os epitélios,
incluindo o da prodstata, sendo este gene, essencial para a fungao normal de células basais
(SENOO et al., 2007). Por meio da imunorreatividade de p63, observamos que a camada
basal foi levemente alterada frente a exposi¢ao a crisina. Porém BIANCARDI et al., (2012)
demonstrou que a exposi¢do a elevadas doses de testosterona durante o periodo pré-natal
diminuiu a imunorreatividade de p63 em regides com PIN na prdstata ventral de gerbilos
machos adultos. Estudos feitos com ratos demonstraram que flavonas metiladas possuem

uma maior absor¢do oral, maior biodisponibilidade oral e distribui¢do nos tecidos, em
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comparagcdo com flavonas ndo metiladas, como a crisina (WALLE et al.,, 2007; TA;
WALLE, 2007).

Hormonios sexuais, como androgenos e estrégenos, cujos receptores foram aqui
analisados, desempenham um papel importante tanto no desenvolvimento normal como
anormal da glandula prostatica. As variagdes nas enzimas que metabolizam estes hormonios
durante a progressao do cancer podem significativamente alterar o seu contetido intracelular
e desempenhar um papel fisiopatologico na regulacao do crescimento e da fungdo do o6rgao
(CORRADI et al., 2009).

De acordo com o presente estudo, os receptores de andrégenos do compartimento
estromal, aumentaram significativamente com a exposi¢do a crisina. Os tecidos prostaticos
expressam varios tipos de enzimas metabolizadoras de esteroides, como por exemplo, a 5 a-
redutase (5 a-R), responsavel por converter T em um metabdlito de androgeno mais ativo, a
di-hidrotestosterona (DHT), que possui maior afinidade pelos ARs (CORRADI et al., 2009).
Essas informacgdes sugerem que o aumento da expressividade de AR no grupo CR, se deu
pelo aumento de DHT, pois através da quantificacio dos niveis hormonais séricos,
verificou-se uma diminui¢do de T em CR. Ja no compartimento epitelial, ndo houve grandes
diferengas entre o grupo exposto ao composto e o grupo controle, no entanto observou-se
um aumento significativo de células AR positivas em CV. Estudos anteriores demonstraram
que gorduras poli-insaturadas, sdo susceptiveis a peroxidacgdo lipidica, podendo aumentar a
expressao enzimatica da 5 a-R, com consequente aumento de DHT, a qual possui maior
afinidade ao receptor de hormdnios androgénicos (FURRIEL et al., 2014).

A crisina parece afetar o estado de diferenciacdo das células epiteliais secretoras em
relacdo ao CO, este fato ¢ observado pelo aumento significativo da proliferagao celular,
através da imunomarcagao com células PCNA positivas, um discreto aumento na frequéncia
de células basais, quantificadas pela imunomarcacdo com p63 positivas e a diminui¢do nao
significativa de células AR positivas no compartimento epitelial. A longo prazo essas
alteragdes podem levar a um microambiente instdvel e no desenvolvimento de lesdes
proliferativas. Este composto também parece estar relacionado com o aumento da atividade
secretora da glandula prostatica, pois por meio da coloragdo com P.A.S. foi possivel notar
um aparente aumento da secre¢do na prostata de gerbilos expostos a crisina durante critico
periodo de desenvolvimento prostitico, concomitantemente também apresentaram um
epitélio mais espesso em relagdo ao CO, sugerindo assim, possuirem uma maior atividade
secretora. A exposi¢do a crisina, durante o periodo de lactagdo, levou a um aparente

surgimento de alteracdes no arranjo das fibras reticulares e colagenas da prostata de gerbilos
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machos adultos, favorecendo a remodelacdo do compartimento estromal da glandula
prostatica em fases posteriores, como a idade adulta, periodo em que as interagdes entre
estroma prostatico e epitélio sdo relevantes para manter a diferenciagao nos compartimentos
epiteliais e estromais (CUNHA et al., 2004; CORRADI et al., 2009).

Durante o periodo de lactacdo, ¢ predominante a expressdao do receptor ESR1, seguido
por baixos niveis de testosterona. Alteracdes nas vias desse receptor durante o
desenvolvimento, resulta em efeitos permanentes e irreversiveis na fase adulta e durante o
envelhecimento (MCPHERSON; ELLEM; RISBRIDGER, 2008). A maior frequéncia de
ESR1 (ERa) ¢ observado na maioria das vezes nas células estromais prostaticas de gerbilos
adultos (ROCHEL-MAIA et al., 2013). Os dados do presente estudo revelaram a presenga
do ESR1 no epitélio e no compartimento estromal. No estroma, ndo foram observadas
alteracdes de frequéncias para este receptor entre 0s grupos experimentais, no entanto, no
compartimento epitelial, observamos uma menor marcagdo no grupo exposto ao 6leo de
milho. Segundo ROCHEL-MAIA et al., (2013) a expressao do ESR1 ¢ maior nas células
epiteliais prostaticas durante o envelhecimento, periodo o qual se observa aumento de
desordens prostaticas (CAMPOS et al., 2008), fato que ndo foi evidenciado no grupo
veiculo, desta forma podemos inferir que o veiculo utilizado para diluir a crisina, ndo
promoveu alteragcdes marcantes na arquitetura dos tecidos da glandula.

O ESRI1 estd relacionado a proliferacdo celular aberrante, a inflamagdo e ao
desenvolvimento de lesdes pré-malignas (PEREZ et al., 2011), a auséncia de altera¢des na
expressdo deste receptor nos grupos CO e CR pode estar relacionado com a atividade
anticancerigena e anti-inflamatoria da crisina (KASALA et al., 2015).

Outro receptor analisado foi o ESR2 (ERp), por meio da técnica de imunoistoquimica.
Esse receptor ¢ expresso tanto em células secretoras quanto nas células basais do
compartimento epitelial e, em células da musculatura lisa e fibroblastos do compartimento
estromal da glandula prostatica (ROCHEL-MAIA et al., 2013). Estudos mostram que o
ESR?2 apresenta vias relacionadas a agao anti-inflamatoria na prostata (HARRIS et al., 2003)
e possui acdao antiproliferativa, neste mesmo tecido (WEIHUA et al., 2002). Machos
expostos a crisina durante o periodo de lactacdo apresentaram uma maior imunorreatividade
para ESR2, nos compartimentos epiteliais e estromais. Estudos sugerem que a atividade de
ESR2 pode ser util na prevengdo do cancer de prostata, evidenciando assim a atividade
anticancerigena do composto utilizado (WEIHUA et al., 2002).

Por meio da agdo inibitdéria da aromatase, poderia se esperar um nivel elevado de T no

grupo exposto a crisina (CIFTCI et al., 2010), no entanto este dado ndo foi observado no
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presente estudo, onde foi possivel analisar uma diminui¢ao ndo significativa de T no grupo
CR em relacdo ao CO, podendo estar relacionado com uma menor absor¢ao do composto
por via oral (WALLE et al., 2007; TA; WALLE, 2007) além do mais, em tecidos corporais
especificos, os niveis de androgenos e estrogenos podem diferir do plasma, uma vez que
estes hormonios sdo estritamente dependentes da expressdo de enzimas especificas,
residentes do tecido prostatico (CORRADI et al., 2009). Pode-se também observar um
aumento de estradiol nos gerbilos expostos a crisina, em concordancia com o aumento dos
receptores para este hormonio, entretanto este dado ndo obteve significancia estatistica.

A exposi¢do a crisina durante o periodo de lactacdo, um periodo critico para o
desenvolvimento prostatico de roedores, promoveu alteracdes no padrio morfologico da
prostata de gerbilos adultos, gerando uma instabilidade entre as células epiteliais, o que
pode ser verificado pelo aumento da marcagdo para o PCNA, seja em termos de proliferagao
ou de reparo. Entretanto, ndo foi possivel observar o desenvolvimento de desordens
prostaticas, dado importante quando observado o aumento na frequéncia dos receptores de
ESR2, o qual apresenta acdo antiproliferativa sobre a préstata. Como se trata de um
composto com agdes farmacoldgicas ainda pouco conhecidas, novos estudos devem ser
realizados para se somar a este aqui apresentado e, assim ampliar e aprimorar a discussao

dos efeitos da crisina sobre a prostata ventral adulta de gerbilos da Mongélia.
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6. Conclusao

A exposicdo a altas doses de crisina durante o periodo de lactacdo, fase crucial para o
desenvolvimento da prostata de gerbilos da Mongdlia, ndo promoveu o surgimento de lesdes
prostaticas nestes animais, a longo prazo, como na fase adulta. Este resultado pode ser
interpretado como um efeito protetor e que pode ser regulado pelo ESR2, para o qual se
observou um aumento da imunorreatividade nos compartimentos estromal e epitelial dos
animais tratados com o composto. Entretanto, a exposi¢do precoce a crisina resultou em
alteracdes nos padroes morfologicos da prostata, mais precisamente nos compartimentos
epitelial, estromal e luminal e, aumento na proliferacdo das células epiteliais, fatores que

ndo permitem descarta-lo como um composto com a¢ao de desregulador enddcrino.
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