RESSALVA

Atendendo solicitagdao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertagdo sera disponibilizado
somente a partir de 23/02/2022.



A
AAvAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA @

WA
u nesp & 4{0LIO DE MESQUITA FILHO” lB Instituto de
Unesp Botucatu

Campus de Botucatu

Q,

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

Esteroidogénese na prole de ratos submetidos a restricao
proteica materna: avaliacdo e estudos funcionais de
microRNAs/mMRNAS responsivos a estrogeno na proéstata

Luiz Marcos Frediani Portela
Discente

Luis Antdnio Justulin Junior

Orientador

Erick José Ramo da Silva

Coorientador

Sérgio Alexandre Alcantara dos Santos

Colaborador

Botucatu- SP
2021



AVA
AAvAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA @

u nes """ 40LIO DE MESQUITA FILHO” lB nstituto de
Campus de Botucatu Unesp Botucatu

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

Esteroidogénese na prole de ratos submetidos a restricao
proteica materna: avaliacéo e estudos funcionais de
microRNAs/MRNAS responsivos a estrogeno na proéstata

Luiz Marcos Frediani Portela
Discente

Luis Antbnio Justulin Junior
Orientador
Erick José Ramo da Silva

Coorientador

Sérgio Alexandre Alcantara dos Santos

Colaborador

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Biociéncias, Campus de Botucatu, UNESP,
para obtencéo do titulo de Mestre no Programa
de Pos-Graduagdo em Biologia Geral e
Aplicada, Area de concentracdo Biologia
Celular, Estrutural e Funcional (BCEF).

Prof. Dr. Luis Antonio Justulin Junior

Botucatu- SP
2021

QA



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SEQEE TEC. AQUIS. TRATAMENTOD DA INFORM.
DIVISAC TECNICA DE BIBLIOTECA E DDCUHEHTEQEG - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRE B8/5651

Portela, Lulz Marcos Frediani.

Esteroidogénese na prole de ratos submetidos a
restricdo proteica materna : avaliagdoc e estudos
funcionais de microRNAs/mRNAs responsivos a estrogeno na
prostata / Luiz Marcos Frediani Portela. - Botucatu, 2021

Dissertagdc (mestrade) - Universidade Estadual Paulista
"Jlic de Mesguita Filhe", Instituto de Biociéncias ds
Botucatu

Orientador: Luis Antdnic Justulin Junior

Coorientador: Erick José Ramo da Silwva

Capes: 20100000

1. Préstata. 2. microRNAs. 3. Estercides. 4. Dieta com
restricdoc de proteinas.

Palavras—chave: DOHaD; Esteroidogénsse; Prostata ventral;
miENA.




Dedicatéria

A minha familia,
Que sempre estiveram ao meu lado,
Meu muitissimo obrigado.



Agradecimento especial

Aos meus pais Luiz Portela e Marcia Frediani, minha avo Benedita Frediani e

minha irma Anderliza Frediani,

Obrigado por serem exemplos de cardter e humanidade, e estarem sempre dispostos a

me ouvir e ajudar.
Ao meu amigo e orientador Prof. Dr. Luis Ant6nio Justulin,

Justu, sem o seu esforgo e dedicacdo esse trabalho néo teria sido possivel, obrigado por

acreditar e confiar em mim.
Ao grande amigo e colaborador Dr. Sérgio Alexandre Alcantara dos Santos,

Pei, muito obrigado por todos os ensinamentos desde a iniciacdo cientifica, pelas

risadas, vocé € um espelho de profissional a ser seguido.
Ao meu coorientador Prof. Dr. Erick José Ramo Silva,

Erick, obrigado por toda a ajuda no desenvolvimento desse projeto, cada conversa foi

um grande ensinamento.

Aos colegas de laboratério Ana Carolina Camargo, Flavia Bessi, Ketlin Colombelli

e Matheus Fioretto,

Obrigado pela amizade, pelo acolhimento, ensinamentos e convivio. VVocés ensinam e

inspiram a todos que aqui passam.
A minha querida amiga e aluna de Iniciacdo Cientifica Luisa Annibal Barata,
Lulu, sem a sua ajuda e companhia esse projeto néo teria acontecido.

Aos Professores Dr2 Patricia Aline Boer, Dr. Wellerson Rodrigo Scarano, Dr?

Adriana Torsani e Dr. Rafael Henrique No6brega,
Por aceitarem contribuir com esse trabalho, nas bancas de qualificagéo e defesa.
A Fundac&o de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP),

Pela concessdo da bolsa de estudos (Processos 2018/26120-6).



Agradecimentos

Aos queridos colegas do Laboratério de Matriz Extracelular (LabMEC),
Nilton Santos, Caroline Barquilha, Franciele Moselle, Isabela Barbosa, Caio Moncao,
Juliana Caleffi, Mirian Aal, Gabriel Caxali, Renato Mattos, Matheus Betta Oliveira,
Cecilia Luvizutti, Elian Ribeiro, Ana Beathriz Lorente, Beatriz Remoli e Isabelle
Tenori, agradeco por esse incrivel ambiente de trabalho. Aos que aqui passaram Isabela
Paiva, Maira Cucielo, Teng Shing, Helga Nunes, ter convivido com vocés foi um

prazer.

Aos colegas do Laboratério do musculo estriado (LBME), Laboratério de
desreguladores enddcrinos e carcinogénese (LABDECA) e Laboratorio de
Carcinogénese Quimica e Experimental (LCQE), Bruno Duran, Bruno Fantinatti, Sarah
Santiloni Cury, Paula Paccielli Freire, Jéssica Silvino Valente, Alexandre Cavalca,
Marco Antonio Fernandes de Oliveira, Gabriel Bacil, Joyce Zapaterini, VVania Nunes e
Nelci Moura cada um de vocés fazem esse departamento ser especial. Agradeco em
especial minha querida amiga Ariana Musa de Aquino, pela amizade e ajuda em

experimentos.

Aos professores Sergio Luis Felisbino, Flavia Karina Delella, Wellerson
Rodrigo Scarano, Maeli dal Pai, Robson Francisco Carvalho, Luis Fernando Barbisan,
Claudia Helena Pellizon, Rafael Henrique Nébrega, Claudio Oliveira, Daniela Carvalho
e Arielle Arena, muito obrigado pelo conhecimento compartilhado e pela oportunidade
qgue me concederam de atuar em aulas na graduacdo através das monitorias e estagio

docéncia.

Aos demais discentes, docentes e funcionarios do setor de Morfologia, obrigado

pelos bons momentos vividos.

A Professora Dr. Fernanda Mani do setor de Quimica e Bioquimica do IB da

UNESP-Botucatu, pela disponibilidade e ajuda na realizacdo das dosagens séricas.

A minha familia de Botucatu, Republica Bagacu de Kana, pelo acolhimento,
pela amizade e por todas as historias, primeiramente aos ex-moradores Patricia
Bérgamo, Danilo Bérgamo, Guilherme Matsuno, José Diego Dias, Rafael Juvéncio e
Vinicius Neiva. Aos demais moradores, Euler Molina, Gustavo Santos, Nicolas
Regatieri, Alec Reznik, Giovani Cenci, Vinicius Tironi, Marcos Molina, Lucas Lins,



Lucas Soares e Gustavo Ambrésio, vocés também foram e sdo muito especiais.
Agradeco em especial, a0 meu amigo Fabio Vendramini, por toda a parceria e amizade

ao longo de todos esses anos.

Ao0s meus queridos amigos Rafaela Manoel e Marcel Ferreira, ndo consigo
imaginar como seria minha vida sem a presenca e amizade de vocés. Marcel obrigado

por me ensinar e ajudar a trabalhar com o “R”.

Aos amigos que me ddo suporte desde 2014, Luiza Catapani, Leticia Vancin,
Alana Galbiatti, Alefe Amorim, Gabryella Duarte, Mariana Capalbo e Karen Moreira,

vocés foram essenciais para eu ter chegado até aqui.

A Gabriella Simido, Isabella Betti, Julia Garcia, Gabriela Loria, Gabriela
Formoso, Eduarda Araujo, Ana Marques, Matheus Vasconcellos, Thamara Coelho,
Nicole Bettini, Julia Savio, Juliana Zanini, Janini Rocha, Isabela Torres, Camila Bassi,
Sarah Leite, Leticia Zanutto, Luana Campolino e Mario Lucas, foi sempre muito bom

ter vocés por perto.

Aos meus amigos de Pratania: Igor Joner, Isabela Mirandola, Vitoria Martoreli,
Hannah Assad, Elidiel Antunes, Guilherme Joner, Jefferson Cavalari, Agatha Cardoso,
Felipe Anibal, Danielli Vieira, Alisson Quessada, Lara Gravina, Agatha Joner, Mileni
Moracci, André Corazza, Rafael Praxedes e Eduardo Destro obrigado por néo

desistirem de mim e sempre serem minha valvula de escape.

A coordenadoria e professores do Programa de P6s-Graduagdo em Biologia
Geral e Aplicada pela exceléncia na formacdo de seus alunos.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

Ao0s animais experimentais, 0s quais tratamos com todo o respeito e

consideracao.

Por fim agradeco a todos que de uma forma ou de outra, contribuiram para o

desenvolvimento deste trabalho.



Lista de abreviacoes

AR — Receptor de Andrégeno

CaP- Cancer de Prostata

CTR- Grupo Controle

CYP- Enzimas do complexo Citocromo p450
DHEA- Desidroepiandrosterona

DHT- Di-hidrotestosterona

DOHaD- Origem Desenvolvimentista da Saude e da Doenca (do inglés, Development
Origins Heath and Disease)

ERa — Receptor de estrogeno alfa

ERP — Receptor de estrogeno beta

FOAD - Fetal Origin of Adults Disease

GPER1 - Receptor de Estrogeno acoplado a proteina G 1
HSD- Hidroxiesteroide desidrogenase

INCA- Instituto Nacional do Cancer

GLLP - Grupo Restricdo proteica materna gestacional e lactacional (do inglés,
gestational and lactational low protein)

NcRNA- RNAs néo codificantes

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

ONU- Organizagéo das Nacdes Unidas

PF- Programacéo Fetal

PV- Prostata Ventral

RPM- Restricdo Proteica Materna

UNICEF- Fundo das Nagdo Unidas para a Infancia
SUG - epitélio do seio urogenital

MEC - matriz extracelular

DG - Dia gestacional

CPRC - Cancer de Prostata Resistente a Castracéo

RAR - receptores retinoides



Lista de Figuras

Capitulo 01 — Revisao de Literatura

Figura 1. Imagem representativa da anatomia proStatiCa.............ccoeevrererrienennicse e 20
Figura 2. Imagem representativa da organizagdo tecidual da prostata. ...........cccceveerernennne 21
Figura 3. Esquema representativo do desenvolvimento da prostata............ccoceeceevrerecineniene 22
Figura 4. Imagem representativa das etapas bioquimicas da esteroidogénese. ..............c....... 24
Figura 5. Esquema representativo da biogénese e mecanismos dos miRNA.............cccceevene. 31

Figure 1. Representative image of the RT-qPCR result for enzymes that act in the
StEroidOgENIC PATNWAY .......ooueeiieie ittt sttt e sreenreeeeeneenreenneas 65
Figure 2. Representation of animals in the postnatal day (PND)1 and PND 21, histological
sections of ventral prostate (\VVP) lobes, and the expression of hormone receptors.. ............... 66
Figure 3. Circus plot graphic identifying the network of miRNAs-mRNA DE in the Ventral
Prostate (VP) the animals of GLLP group and RT-gPCR analysis of relative expression of
0L o PSS 68

Figure 4. In silico validation of miR206 targets in patients with Prostate Cancer (PCa) ...... 71

Figure 5. Representation of miR206 mimic assays in PNT2 cells........ccccoceveveninininenenne. 71

Supplementary Figure 1. Representative image of RT-gPCR analysis of Cypllal gene.... 73
Supplementary Figure 2. Representative image of RT-gPCR analysis of Hsd3b7 gene...... 73
Supplementary Figure 3. Representative image of RT-gPCR analysis of Hsd17b6 gene.... 73
Supplementary Figure 4. Representative image of RT-gPCR analysis of Srd5a3 gene....... 74
Supplementary Figure 5. Representative image of RT-gPCR analysis of Cyp19al gene.... 74

Supplementary Figure 6. Representative image of RT-gPCR analysis of Cyp7b1 gene...... 74



Lista das Tabelas
Capitulo 02 — Artigo

Table 1. Biometric parameters of the dams and offspring and hormonal levels at PND 21... 64

Table 2. Results of the ways in which miRNAs are secreted generated by the miRandola
ALADASE ... bbbttt bbb b enean 67
Table 3. The main functions of the target miR206-3p genes that are differentially expressed in

the VP of animals SUDMITIEA 0 IMILPD. .......oeeeeieeee ettt 69

Supplementary Table 01- Composition of control diet and low protein diet

Supplementary Table 02 - Primers sequences that where be analyzed by the reaction of RT-
gPCR.

Supplementary Table 03 - miRNA differentially expressed in VP of animals at DPN 21.
Supplementary Table 04 - mRNA differentially expressed in VP of animals at DPN 21.
Supplementary Table 05- The predict targets of miRNA DE in VP at PND21.
Supplementary Table 06 - Network of miRNA-mRNA differentially expressed in VP of

animals at DPN 21.



RESUMO

A restricdo proteica materna (RPM) é um fator determinante na alteracdo da salde da
prole ao longo da vida, colocando-a dentro da abordagem da Origem
Desenvolvimentista da Saude e da Doenca (DOHaD). Esta associada a RPM alteragdes
nos niveis séricos de horménios esteroides, perda do desenvolvimento normal da
préstata e torna-se um fator determinante para o aumento da incidéncia de cancer de
préstata (CaP) com o envelhecimento. Descrevemos aqui que os animais que foram
submetidos a RPM no dia pés-natal (DPN) 21 apresentam baixo peso ao nascer,
diminuicdo dos niveis séricos de progesterona, dehidroepiandrosterona, aumento do
colesterol total, testosterona e estrogénio. Associamos 0 aumento desses hormonios,
principalmente estrogénio, com o aumento da expressdao de Cypl9al (aromatase) na
pele, no figado e na glandula adrenal. Como resultado desse aumento nos niveis de
estrogénio, observamos uma perda do desenvolvimento normal do lobo prostatico
ventral (PV) levando a glandulas menores e alteracdo na expressao genica de receptores
hormonais. Estudos de sequenciamento de miRNA mostraram o miR206-3p up-
regulado na PV desses animais, através de analises in silico identificamos que os alvos
preditos para miR206-3p estdo potencialmente contribuindo para a carcinogénese
prostatica, esses alvos levam a pior progndstico de sobrevida em pacientes humanos
com PCa. Ensaios que mimetizam a expressdo de miR206-3p em células prostaticas
humanas benignas da linhagem PNT2, mostraram uma reducgdo na viabilidade celular
como resultado do aumento do miR206-3p. Com isso descrevemos como a RPM
impacta a esteroidogénese sistémica da prole, e a possivel influéncia do miR206 na

resposta prostatica a essa condicao adversa
Palavras-Chave: DOHaD; Restricio Proteica Materna; Prostata Ventral,

esteroidogénese; miRNA
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1. Enunciado da problematica

Apesar do direito de nenhum individuo padecer de fome e desnutricdo, esta
¢ a segunda causa que mais mata individuos com até cinco anos de idade em paises
subdesenvolvidos e/ou em desenvolvimento (BHUTTA et al., 2017). Dados do Fundo
das Nac¢Bes Unidas para a Infancia (UNICEF) e da Organizacdo Mundial de Salde
(OMS) estimam que cerca de 821 milhGes de pessoas no mundo sejam subnutridas,
além de estimarem que entre 1990 e 2015 cerca de 263 milhGes de individuos com até
cinco anos vieram a 6bito no mundo devido a desnutricdo (MATHERS et al., 2015). A
Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU), ao estabelecer os “Objetivos do
Desenvolvimento Sustentavel”, destacou em sua meta nimero 2, a “Fome Zero e
agricultura sustentavel”, para mostrar a0 mundo a importancia da reducdo da
desnutricdo (ONU, 2015).

Sdo reconhecidos varios tipos de desnutricdo, dentre eles a desnutri¢do
proteica, que é caracterizada pela diminuicdo na oferta de aminoacidos, que leva ao
desequilibrio na homeostasia sistémica do individuo (BORCK et al., 2017). O tipo mais
prevalente de desnutricdo é aquele que compromete o crescimento somatico do
individuo, dando um fen6tipo de baixo peso, baixa estatura e anormalidades fisioldgicas
(BLACK et al.,, 2013). Outra problematica associada a desnutricdo é a maior
susceptibilidade a resposta a doencas infecciosas e agudas (ZMORA et al., 2017). Como
por exemplo, durante a epidemia de Zika virus no Brasil e no mundo entre os anos de
2016 e 2017, muito se discutiu sobre os cofatores que contribuiam para as diferentes
formas da Sindrome Congénita do Zika (SCZ) (DE ARAUJO et al., 2018). Barbeito-
Andres e seus colaborares (2020), em um estudo experimental com roedores submetidos
a desnutricdo materna e expostas ao Zika virus apresentavam alteracfes na estrutura
placentaria, menor crescimento da prole, diminuicdo da neurogénese e o fenotipo de
microcefalia (BARBEITO-ANDRES et al., 2020). Assim, a desnutricio proteica se
torna ainda mais grave ao afetar mulheres em idade reprodutiva, recém-nascidos e

criangas de até cinco anos de idade.

Nas Ultimas décadas inUmeros trabalhos tentaram compreender a correlacdo
da maior incidéncia de doengas crénicas na vida adulta com insultos sofridos no periodo
intrauterino e/ou primeira infancia. Tais insultos podem ser o consumo de drogas e

tabaco, alimentagdo inadequada, poluicdo ambienta, e doencas metabolicas que podem
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afetar de maneira irreversivel o desenvolvimento do embrido/feto (MERICQ et al.,
2017). Em 1977, Forsdahl foi um dos primeiros cientistas a publicar trabalho
correlacionando a incidéncia de doencas aterosclerdticas na vida adulta com a pobreza
na infancia e adolescéncia (FORSDAHL, 1977). No entanto, anos mais tarde, durante a
década de 1980, o médico epidemiologista inglés David Barker e seus colaboradores,
demonstraram a correlagdo positiva entre ma nutrigdo infantil, aumento da incidéncia de
mortalidade neonatal e de aumento de mortes por doencas cardiacas na idade adulta, em
regibes mais pobres da Inglaterra e do Pais de Gales (BARKER; OSMOND, 1986),
ainda na década de 1980 Barker e colaboradores mostraram que recém-nascidos entre
1911 e 1930 na regido de Hertforshire-Inglaterra e que apresentavam um baixo peso
corpdreo para a idade, tinham até 2,7 mais chances de morrer em decorréncia de
doencas cardiacas quando comparados a recém-nascidos com peso considerado normal
para a idade (BARKER et al., 1989). No inicio da década de 1990 em outro estudo,
David Barker e seus colaboradores, analisando dados de peso corpdreo ao nascimento,
peso da placenta, peso corporeo na vida adulta e pressdo arterial conseguiram
demonstrar que 0 baixo peso corpdreo ao nascimento associado a maior peso
placentario materno estavam diretamente associados aos quadros de hipertensdo na
vida adulta, dando origem a “Origem fetal das doencas do adulte” (“Fetal Origin of
Adult Diseases”) (FOAD) (BARKER et al., 1990). Posteriormente, em 1991, Alan
Lucas cunhou o termo Programacéo Fetal (PF) (LUCAS, 1991). Hales e Barker em
1992, propuseram a ideia do “fendtipo econémico”, que a PF por restricdo alimentar
nas fases iniciais do desenvolvimento adapta o metabolismo a essa condi¢cdo pobre em
nutrientes, e se na vida adulta tivesse contato com uma alimentagdo normal estaria mais
propenso a desenvolver obesidade e diabetes mellitus do tipo 2 (HALES; BARKER,
1992). Essa teoria e estudos epidemioldgicos, inicialmente controversos, despertaram
grande interesse médico-cientifico e anos mais tarde culminou na criagdo de uma
sociedade internacional, denominada Origem desenvolvimentista da Saude e da
Doenca (“Developmental Origins Of Health and Disease ) (DOHaD) (SUZUKI, 2018).

Entre os anos de 1944 e 1945, proximo ao final da 2° Guerra Mundial a
Alemanha visando a rendicdo da Holanda, impediu a chegada de alimentos a esse pais,
ocasionando um periodo de severa escassez alimentar, onde o consumo alimentar dessa
populacdo foi limitado a 400-800 calorias/dia, inclusive para gestantes (SCHULZ,

2010). Esse episodio ficou conhecido como “Dutch Hunger Winter” (Inverno da Fome
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Holandés). Embora seja um evento tragico os dados dessas popula¢des nos permitiram
compreender como a ma alimentacdo materna impacta sobre a salde humana,
corroborando com a teoria de Barker. Ravelli et al. (1976) demonstraram o impacto da
restricdo alimentar sobre os filhos das mulheres gestantes durante o Inverno da Fome
Holandesa. Na vida adulta, esses individuos cujas maes sofreram restricdo alimentar,
apresentaram padrdes diferenciados de composicdo corporal dependendo da fase da
gestacdo em que haviam sido expostos a desnutricdo materna, sendo o trimestre inicial
responsavel por maior indice de obesidade quando comparadas ao ultimo trimestre
(RAVELLI; STEIN; SUSSER, 1976). Com isso, 0s autores demonstraram que, além do
impacto negativo da desnutricdo materna sobre a prole, seus efeitos dependem do

periodo gestacional em que o insulto ocorre.

Ao longo do tempo, outros trabalhos comecaram a ser publicados
descrevendo maiores informacdes sobre essas vitimas do Inverno da Fome Holandesa.
Hoek e Susser, estabeleceram que a desnutricdo materna estava associada a anomalias
congénitas no sistema nervoso central, aumento dos casos de esquizofrenia, bem como
distdrbios de personalidades (HOEK; BROWN; SUSSER, 1998), e potencialmente se
tornam mais propensos a desenvolverem vicios durante a vida adulta (FRANZEK et al.,
2008). Outros estudos sugerem que esses individuos apresentavam uma diminuicdo na
secrecdo de insulina, assim ocasionando menor tolerancia a glicose e o desenvolvimento
de diabete mellitus tipo 2 (DE ROOLJ et al., 2006); foi estabelecido que mulheres
descendentes da fome holandesa ndo apresentavam alteracdo no sucesso reprodutivo

embora um quarto delas entravam na menopausa precocemente (YARDE et al., 2013).
1.1  Programacéao Fetal por restricdo proteica materna

A restricdo proteica materna (RPM) em ratas gestantes e/ou lactantes é um
dos modelos mais conhecidos e utilizados em estudos de PF (JAHAN-MIHAN et al.,
2015; LANGLEY-EVANS; MCMULLEN, 2010; LANGLEY-EVANS; PHILLIPS;
JACKSON, 1994). A literatura reporta que a RPM durante a gestacdo e/ou lactacdo é
responsavel pelo baixo peso da prole ao nascimento (COLOMBELLI et al., 2017;
SANTOS et al., 2018). Além disso, esses individuos com baixo peso ao nascer e que
desenvolvem crescimento poés-natal acelerado (catch-up growth) apresentam maior
propensdo a desenvolver resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 na idade adulta
(BERENDS et al., 2013, 2018; KESAVAN; DEVASKAR, 2019).
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Estudos experimentais mostram que a RPM se torna fator determinante para
0 desenvolvimento de sindromes metabolicas na prole ao longo da vida (JAHAN-
MIHAN et al., 2015), altera a resposta do individuo frente a condi¢cdes adversas
(MARTINS et al., 2018) e estd associada a alteracbes morfofuncionais em diferentes
orgdos, evidenciando que a RPM altera sistemicamente o individuo. Sendo relatado
modulacdo do metabolismo de glicose (ZHENG et al., 2017), desbalan¢o nos niveis
séricos de leptina (QASEM et al., 2016; ZAMBRANO et al., 2006), alteracdo nas
concentracdes sericas de Insulina, IGFl1 e IGF2 (BERENDS et al., 2018;
COLOMBELLLI et al., 2017; SANTOS et al., 2018), de moléculas inflamat6rias como
IL1b (TARRY-ADKINS et al., 2018) e de hormdnios esteroides (RINALDI et al., 2013;
SANTOS et al., 2018).

Além dessas alteracbes metabolicas, ha também alteracbes oOrgéo-
especificas, como: diminuicdo dos depositos de gordura, diminuicdo da proliferacédo
celular no figado, além de alteracdo na expressdao génica e em vias importantes para a
sobrevivéncia dos hepatécitos (CAMPISANO et al., 2017; MARTIN et al., 2018;
RAMADAN; ALSHIRAIHI; AL-KARIM, 2013); menor quantidade do numero de
células B, menor taxa de proliferacdo celular, perda da sensibilidade de resposta no
pancreas as alteragdes metabolicas e diminuicdo na secrecdo de insulina (DUMORTIER
et al., 2014; MORIMOTO et al., 2012; SU et al., 2016); alteragdo na arquitetura,
bioquimica e nas propor¢des de neurdnios no cérebro (GOULD et al., 2018), atrofia
dendriticas em neurdnios hipotaldamicos (LOPES et al., 2013), bem como alteracdo de
neuronios e vias hipotalamicas associadas ao controle da saciedade (COUPE et al.,
2009; MARTIN-GRONERT et al., 2016); diminui¢cdo do nimero de néfrons ao longo
da vida (RI1ZZI et al., 2017) e alteracdo de vias moleculares que regulam a transigéo
epitélio-mesénquima no rim (SENE et al., 2018); menor numero de alvéolos
pulmonares, reducdo da vascularizacdo pulmonar e alteracéo na producéo de surfactante
(KHAZAEE et al., 2019; LIU et al., 2014); quadros de hipertensdo, cardiopatias,
mudangas na morfologia e em vias moleculares no coracdo (ASSALIN; GONTNO;
BOER, 2019); alteracdo na estrutura morfologia e da microbiota intestinal, bem como
diminuicdo da absorcdo de ferro e nutrientes no intestino (JIN et al., 2019; MA et al.,
2017; WANG et al., 2020); alteracdo no padrdo da musculatura estriada esquelética
(CABECO etal., 2012) e diminui¢do da massa 0ssea (QASEM et al., 2016).
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Nas ultimas décadas foram descritos alguns dos impactos que a RPM tem
sobre o sistema genital, sendo observado reducdo da distancia ano-genital na prole
masculina (SANTOS et al., 2018) e aumento nas fémeas (GUZMAN et al., 2006),
diminuicdo da taxa de fertilidade e alteracdo da instalacdo da puberdade (ZAMBRANO
et al., 2014). No sistema genital da prole feminina foram observadas diminuicdo do
namero da reserva de foliculos ovarianos e alteracdo no padrdo de producdo de
hormdnios esteroides intraovariano (GUZMAN et al., 2014); além do atraso no
desenvolvimento mamario (BAUTISTA et al., 2013) e favorecimento no
desenvolvimento de cancer de mama ap0s exposicao ao desregulador endécrino bisfenol
A (BPA) (VARUZZA et al., 2019). Além disso, na prole masculina foram descritos
diminuicdo do peso testicular, alteragdo na organizacgdo celular dos tibulos seminiferos,
reducdo da expressdo do receptor de andrdgeno nos testiculos e comprometimento da
producdo espermatica (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2012), seguido de aumento
de estresse oxidativo intratesticular e espermético (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al.,
2014); alteragdo morfoldgicas e morfométrica do epididimo e reducdo da vasculogénese
do epididimo nas fases iniciais do desenvolvimento epididimal e na idade reprodutiva
(CAVARIANI et al.,, 2019; DE MELLO SANTOS et al., 2019). Esses dados, em
conjunto demonstram que a RPM afeta negativamente o status metabolico, a
morfogénese e a homeostase de importantes érgdos e tecidos ao longo da vida do

individuo, podendo comprometer sua capacidade e sucesso reprodutivo.
1.2 Desenvolvimento prostatico e Restri¢ao proteica materna

Dentre os 6rgdos reprodutivos que sdo essenciais para 0 sucesso reprodutivo
temos a prostata que é uma glandula exdcrina acessoria ao sistema genital masculino,
cujo desenvolvimento e homeostase estdo sobre controle de andrdgenos, ela é dividida
em dois compartimentos, o estroma e epitélio, que sinalizam de forma paracrina
desencadeando inumeras respostas moleculares (CUNHA et al., 1987, 2018; MARKER
et al., 2003). Ela é responsavel por secretar um complexo proteolitico composto por
fosfatase acida, acido citrico, fibrinolisina, enzimas especificas, imunoglobulinas que
ajudam a compor o fluido seminal (VERZE; CAIl; LORENZETT]I, 2016). Essa secregéo
é importante para o sucesso da reproducdo, auxilia na motilidade espermatica, uma vez
que ele liquefaz o ejaculado, além de garantir nutrientes e enzimas que irdo auxiliar a
alcalinizar o canal vaginal, permitindo que o espermatozoide caminhe até o ovdcito
(MARKER et al., 2003; VERZE; CAI; LORENZETTI, 2016). Mas a principal proteina
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secretada pela préstata € o antigeno prostatico especifico (PSA), uma molécula
pertencente a familia das calicreinas, uma protease que contribui para impedir a
coagulagdo do fluido seminal (WANG et al., 2017a); além de sua importancia
fisioldgica o PSA é usado como valor prognostico e diagndstico na clinica do Cancer de
Prostata (CaP) (MORADI et al., 2019; NORDSTROM et al., 2018).

Anatomicamente, a prostata humana esta localizada no compartimento
subperitoneal entre o diafragma pélvico e a cavidade peritoneal. Ela tem uma base
ligada ao colo da bexiga, a face anterior é separada da sinfise pubica pela gordura
retroperitoneal no espaco retropubico, a face posterior relacionada com a ampola do reto
e as faces inferolaterais relacionadas com o musculo levantador do &nus. Ela tem o
formato de “noz”, que em condi¢des normais, pesa cerca de 20-30 gramas e circunda a
parte prostatica da uretra (HENRY et al., 2018; ITTMANN, 2018). Embora seja uma
estrutura Unica a prostata é subdivida em trés conjuntos de estruturas tdbulo alveolares
formando zonas, sendo elas: Zona central, regido mais proxima a uretra e que
corresponde a 5% da fracdo glandular; Zona de transicdo regido mediana, cuja regido
corresponde a 25% da fracdo glandular, essa regido se torna extremamente importante
uma vez que ela € acometida nos quadros de Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB); e a
Zona Periférica, que corresponde a 70% de sua extensdo e essa regido que é acometida
no CaP. Externamente, a prostata é envolta por uma capsula fibroelastica (TOIVANEN;
SHEN, 2017; YACOUB; OTO, 2018). Diferente da prostata humana, os roedores
apresentam uma proéstata dividida em quatro pares de lobos disposto ao redor da uretra,
o lobos prostéticos em roedores s&o: ventral, dorsal, lateral e anterior (MARKER et al.,
2003). Cada lobo prostatico possui suas particularidades de organizacdo histoldgica,
padrdo de expressdo génica e responsividade aos horménios (CUNHA et al., 2018;
MARKER et al., 2003; PRINS; PUTZ, 2008) . Na Figura 1 estdo representadas

principais diferencas anatdmicas entre a prostata de humano e roedores.
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Figura 1. Imagem representativa da anatomia prostatica. A: Representacdo da anatomia da Prostata
humana, adaptado de VERZE; CAI; LORENZETTI (2016). B: Representacdo da anatomia da Prostata de
roedores, imagem adaptada de CUNHA (1985).

Assim como na prostata humana a préstata de roedores possui estruturas
tibulo-alveolares que sdo revestidas por células epiteliais simples. A populacdo de
células encontradas na préstata podem ser: as células secretoras/luminais, a maior
populacdo de células prostaticas e que sdo as células responsaveis por secretar as
proteinas que irdo compor o fluido seminal; as basais, presentes em menor nimero, que
possuem funcdo proliferativa, mantendo as populacbes celulares da glandula; as
intermediarias que apresentam caracteristicas intermediarias entre as células secretoras e
basais; as neuroenddcrinas, que sdo aquelas que atuam orquestrando o desenvolvimento
e manutencdo da prostata, além de secretar inUmeros fatores de crescimento; ambas
células ancoradas em uma membrana basal composta por coladgeno do tipo IV e
laminina (TOIVANEN; SHEN, 2017). Em seu estroma ha presenca de celulas
musculares lisas, fibroblastos, neurdnios, vasos, além de mastdcitos e macrofagos e toda
uma rede complexa de elementos de matriz extracelular (MEC), rica em colageno,
fibras reticulares, fibras elasticas, proteoglicanos e glicoproteinas (Figura 2) (MCNEAL,
1988; TOIVANEN; SHEN, 2017; YACOUB; OTO, 2018).
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209 Figura 2. Imagem representativa da organizacdo tecidual da prostata, sendo representado os componentes
210 do epitélio e do estroma, imagem adaptada de TOIVANEN e SHEN (2017).

211 Em humanos o desenvolvimento da prostata se inicia por volta da 9,5°
212 semana, em roedores ela tem inicio no dia gestacional (DG) 17° em camundongos e 18°
213  em ratos (CUNHA et al., 1987, 2018). Em ambas as espécies o desenvolvimento da
214  proéstata se da por um processo altamente conservado, chamado de ‘“Morfogénese de
215  Ramificagdo”, onde pequenos brotos se projetam a partir do epitélio do seio urogenital
216  (SUG) e que adentra no mesénquima que o circunda (FRANCIS; SWAIN, 2018;
217 THOMSON, 2008). Enquanto em humanos o desenvolvimento prostatico acontece a
218  maior parte no periodo intrauterino, em roedores a maior parte acontece na vida pos
219 natal, nos primeiros 15 dias de vida (SCARANO et al., 2018). Mesmo com essa
220 particularidade, em ambas as espécies 0 processo de desenvolvimento prostatico encerra
221 sua maturagdo com a chegada da puberdade (MARKER et al., 2003).

222 Em roedores, o inicio do desenvolvimento prostatico se da entre o DG 13-14
223 quando as células de Leydig dos testiculos fetais comegam a produzir testosterona, que
224  leva a um pico da concentragdo hormonal no DG 15 (CUNHA et al., 2018; TIMMS,
225  2008). Em resposta a esse aumento nos niveis hormonais, uma regido especifica do
226 epitélio do SUG no DG15,5 sofre alteracdo no seu padréo de sinalizacdo intracelular em
227  resposta a ativacdo do Receptor de Andrégeno (AR), essas células irdo dar origem a
228  prostata, esse processo é denominado determinacao, as vias ativadas nesse momento séo
229 de p63, Wnt e Sonic hedgehog (Shh) (PRINS; PUTZ, 2008; SCARANO et al., 2018;
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230 TOIVANEN; SHEN, 2017). Para que ocorra a formagdo dos primeiros brotos
231  prostaticos, através de sinalizacdo paracrina entre epitélio e mesénquima, é ativada as
232 vias de Fatores de Crescimento de Fibroblasto (Fgf), Wnt e Sox9 (FRANCIS; SWAIN,
233 2018; PRINS; PUTZ, 2008). O alongamento, ramificacdo e canalizacdo dos ductos
234  prostaticos acontece em roedores no periodo neonatal, enquanto em humanos ocorre in
235  (tero, para essa etapa é necesséria a ativagdo de vias Hox, Nkx3.1, Fgf, Wnt, Bmp e
236 Notch, que irdo orquestrar a proliferacdo e a ramificacdo da prostata (ABATE-SHEN;
237  SHEN; GELMANN, 2008; PRINS; PUTZ, 2008; SCARANO et al., 2018; ZHU et al.,
238  2007). A citodiferenciacdo da préstata acontece na puberdade e nela as células passam a
239  expressar Ar, Pten, FoxAl, Hox, Nkx3.1 e Fgf, esse processo é essencial para que a
240  prostata enfim consiga chegar a sua maturidade (CUNHA et al., 2018; FRANCIS;
241 SWAIN, 2018; MARKER et al., 2003; PRINS; PUTZ, 2008) (Figura 3).
2 (?%QOQ, 033
’ / {
Morfogénese da v / 0\ b
prostata O
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Figura 3. Esquema representativo do desenvolvimento da prdstata em roedores e humanos, adaptado de
SCARANO et al., (2018)

Além de ser importante para fertilidade a prostata nos Gltimos anos vem
despertado grande interesse medico-cientifico pela alta incidéncia de patologias, dentre
elas destaca-se a HPB e 0 CaP (BANERJEE et al., 2018). Segundo dados publicados
pela “Global Cancer Statistics” (Globocan) 2018, o CaP é o segundo cancer que mais
acomete homens no mundo ficando atras apenas do cancer de pele ndo melanoma e a
quinta principal causa de mortes no mundo, sendo diagnosticado no mundo 1.276.106
novos casos apenas em 2018, sendo mais comum o diagndstico em paises
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desenvolvidos, atingindo homens com idades acima de 65 anos e mais comum em
homens afro-americanos que homens brancos (BRAY et al., 2018). Dados do Instituto
Nacional do Céancer (INCA), mostra que a realidade do CaP ndo é diferente no Brasil, a
estimativa para o ano de 2020 é de 65.840 novos casos (INCA, 2020).

Nos Ultimos anos, nosso grupo de pesquisa vem se dedicando a entender
como a RPM afeta o desenvolvimento da prostata e seus efeitos até o envelhecimento da
prole. Colombelli et al., (2017) observaram que a prostata ventral (PV) dos animais
submetidos a RPM durante a gestacdo e/ou lactacdo apresentaram menor tamanho dos
acinos prostaticos, diminui¢do da angiogénese da glandula e queda nos niveis séricos de
testosterona no dia pos-natal (DPN) 10 e 21. Santos et al., (2018; 2020) investigaram o
periodo final do desenvolvimento prostatico e o envelhecimento, com animais nos DPN
21 e 540, notando atraso no desenvolvimento da PV no DPN 21 e maior incidéncia de
lesbes prostaticas no envelhecimento, tais como displasia epitelial, neoplasia
intraepitelial (PIN) e carcinoma in situ nos animais submetidos a RPM, estes dados
foram correlacionados a estrogenizacdo desses animais, pois foram observados altos
niveis séricos de estrégenos nas maes e prole no DPN 21 e aumento na proporcao
estrdgeno/testosterona nos animais no DPN 540, outro fator importante foi a alteracédo
no perfil protéomico da glandula prostatica desses animais, apresentando o
enriquecimento de vias moleculares associadas ao perfil de perturbacdo estrogénica
(SANTOS et al., 2020). Portela e seus colaboradores (2020), mostraram que esses
animais no DPN 540 apresentavam um aumento do estresse oxidativo intraprostatico e
desregulacdo na expressdo de importantes biomarcadores conhecidos do CaP
(PORTELA et al., 2020).

1.3  Esteroidogénese

O estrogeno € um hormonio esteroide, de natureza lipidica, cuja sintese se
da através de uma série de reacOes em cascata a partir de uma molécula de colesterol, o
processo de formacdo dos hormdnios esteroides recebe o nome de esteroidogénese
(Figura 4). Num primeiro momento ha conversdo do colesterol em pregnenolona
mediado pela enzima CYP11al dentro das mitocondrias. No citoplasma a pregnenolona
pode seguir dois caminhos, em um deles é convertida em progesterona pela enzima 33
HDS. A progesterona é convertida pela p450c17 em 170H-Progesterona e pela 17,20

liase é convertida em androstenediona.; no outro caminho a pregnenolona € convertida

23



284
285
286
287
288
289
290
291

292

293

294
295
296
297
298
299
300
301
302

em 170H-Pregnenolona pela p450cl7, que depois pela 17,20 liase € convertida em
Desidroepiandrosterona (DHEA), o DHEA ¢é convertido pela 33 HDS androstenediona,
sendo essa convertida pelo 178 HDS em testosterona. A testosterona pode ser
metabolizada, gerando duas moléculas: a DHT via enzima 5o redutase; ou o estrégeno
via aromatase (ACKERMANN et al., 2019; MILLER, 2017). Os processos de
esteroidogénese acontecem tanto em 6rgaos reprodutivos como testiculo e a prostata,
bem como em oOrgédos periféricos, em Orgdos centrais do sistema endocrino como

adrenal, figado e pele.
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DHT- Di-hidrotestosterona; E2- Estrégeno
Figura 4. Imagem representativa das etapas bioquimicas da esteroidogénese.

Nos testiculos, em especifico nas células de Leydig, aquelas localizadas no
intersticio entre os tabulos seminiferos, elas captam moléculas de colesterol da corrente
sanguinea e realizam o processo de conversdo a testosterona (WANG et al., 2017b). Em
ratos tratados com corticosterona e 2,3,7,8-tetracloro dibenzo-p-dioxina (TCDD),
apresentaram baixos niveis intratesticulares de testosterona e uma dréstica diminuicéo
na expressdo de enzimas que atuam na esteroidogénese (DHANABALAN; MATHUR,;
LATHA, 2015); o antibiotico triclosan também é outro composto que leva a redugéo
dos niveis de testosterona intratesticular, diminuicdo da expressdo génica e proteica de

enzimas 3p Hsd e 5a-redutase (HA et al., 2018); também foi demonstrado que animais
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diabéticos apresentam diminuicdo nos niveis séricos de testosterona, hormonio
luteinizante (LH), diminuicdo da expresséo intratesticular das enzimas 17p Hsd,
Cypllal, além da reducdo da viabilidade espermatica (GHOLIZADEH et al., 2019).

Nas glandulas adrenais a esteroidogénese ocorre no seu cértex, ocorrendo
processos especificos em cada uma de suas zonas: na zona glomerulosa ocorre a
producdo de mineralocorticoides, como a aldosterona; na zona fasciculada ocorre a
sintese de corticoides, como cortisol e corticosterona; e na zona reticulada a producéao
de androgenos, como DHEA e testosterona (VINSON, 2016). Melau e seus
colaboradores (2019) caracterizaram a expressdao de enzimas esteroidogénicas, 0s
niveis de hormonios intra-adrenais e a localizagdo tecidual de marcadores
esteroidogénicos durante o primeiro e o segundo trimestre de gestacdo de humanos,
mostrando que ha um perfil distinto em ambas as fases do desenvolvimento (MELAU et
al., 2019). Camundongos knockouts para proteina translocadora de colesterol para a
mitocdndria, demonstraram ndo alterar os niveis hormonais quando jovens, mesmo com
sutis alteragcdes no fluxo da esteroidogénese, no entanto passam a apresentar
anormalidades na esteroidogénese ao envelhecerem (BARRON et al., 2018). Estudos
demonstraram que a RPM leva a uma diminuicdo no peso das glandulas adrenais e
aumento das concentragdes séricas de corticosterona em animais no DPN 91 e DPN 180
(DE OLIVEIRA et al., 2016; FAGUNDES et al., 2007).

Devido a sua capacidade de acumular goticulas de lipideos em seu interior,
o figado é outra glandula que tem sua homeostase associada aos niveis séricos de
hormonios esteroides (JHA et al., 2018), além de apresentar a expressdao de inimeras
enzimas da familia CYP (CHIKADA et al., 2018). Em condicdo normal, foi
demonstrado que o Unico hormonio esteroide detectado no figado é a pregnenolona
(MAEDA et al., 2012). Estudos experimentais, mostraram que lesdes hepatica causadas
pela administracdo de drogas sejam responsaveis por reduzir os niveis séricos de
testosterona (ASADI et al., 2017). Murakami e seus colaboradores (2018)
demonstraram em pacientes humanos correlacdo positiva entre o aumento da
imunorreagdo da aromatase e 173-HSD com figados lesionados pelo virus da Hepatite
B, sugerindo possivel papel da resposta estrogénica nesses processos infecciosos
(MURAKAMI et al., 2018). Também foi descrito que a inibicdo da 5a redutase, seja ela

em animais knockout ou por meio do inibidor finasterida, estava associado ao aumento
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da resisténcia a insulina e no surgimento de lesdes hepaticas (LIVINGSTONE et al.,
2015).

A pele também é um importante 6rgdo extra-gonadal, capaz de sintetizar,
metabolizar e armazenar hormonios esteroides e glicocorticoides, tendo essa
desregulacdo associada a importantes condi¢cdes patologicas, como acne e dermatite,
muito desse papel se deve pela pele acumular lipideos na regido de hipoderme
(NIKOLAKIS et al., 2016). Inoue e seus colaboradores (2012) descreveram a correlacao
entre os niveis de estrogenos circulantes e niveis de expressdo da enzima aromatase na
pele humana, além de apresentarem fibras elasticas mais volumosas (INOUE et al.,
2012). O cérebro é outro importante 6rgdo cuja sua homeostasia se mostra sensivel a
variacdo dos niveis hormonais (FOKIDIS et al., 2015). Durante muito tempo acreditou-
se que 0 cérebro era somente um Orgao receptor desses horménios, até que estudos
demonstraram que 0 cérebro expressava aromatase e que esta tinha a capacidade de
converter testosterona a estrégeno (NAFTOLIN; RYAN; DAVIES, 1975), anos mais
tarde foi descrita também a presenca da 5Sa-redutase ativa, na conversdo de testosterona
a DHT (CELOTTI et al., 1991). Além de ser sintetizado no cérebro esses hormdnios, se
ligam a receptores regulando funcBes cerebrais importantes, como mielinizacdo,
cognicéo, lesbes celulares e no envelhecimento (ROSSETTI et al., 2016). Estudos com
roedores neonatos expostos a BPA apresentavam menor taxa de mielinizagdo no cérebro

0 que poderia implicar em déficits cognitivos (TIWARI et al., 2015).

Além dos 6rgdos citados acima, a préstata também desempenha funcdes
associadas a esteroidogénese. Responsiva a androgenos, a prostata, é responsavel por
internalizar as moléculas de testosterona e metaboliza-la a di-hidrotestosterona ou
estrogeno (CUNHA et al., 1987). Pinski e seus colaboradores demonstram que
linhagens de células tumorais de prostata expostas ao LH, eram capaz de produzir
testosterona a partir de moléculas de colesterol, aumentando a ativacdo do receptor de
LH e das enzimas CYP11Al, StAR e 3BHSB (PINSKI et al., 2011). Foi demonstrado
também que no Céncer de Préstata Resistente a Castracdo (CPRC), a diminui¢do da
proliferacdo celular se mostrou mais efetiva quando foi combinado tratamento com
drogas anti-androgénicas em inibicdo da enzimas CYP (MOLL et al., 2019). Células
tumorais tratadas com androgenos produzidos pela glandula adrenal foram capazes de
metabolizar esses andrdgenos em testosterona e se associou esse mecanismo a enzimas
CYP (KUMAGAI et al., 2013; WU et al., 2019).
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1.4 Estrogeno e Prostata

Ha cerca de 25 anos, Wilian Gardner em seu trabalho intitulado “The
prenatal origins of prostate cancer” propds que a origem do desenvolvimento do CaP
estava associada a fatores ocorridos durante o desenvolvimento embrionario e que
provavelmente estaria associada a aumento dos niveis sérico de estrogeno (GARDNER,
1995). Outros dados epidemioldgicos do CaP também evidenciam que elevados niveis
estrogénicos in dtero estavam associados ao fato de homens afro-americanos
apresentarem maior incidéncia de CaP quando comparados a caucasianos
(HENDERSON et al., 1988; POWELL; MEYSKENS, 2001). Em condic¢des normais, 0
aumento dos niveis de estrégeno intraprostatico acontece em dois momentos, no
desenvolvimento intrauterino e no envelhecimento (PRINS; KORACH, 2008). O
primeiro aumento nos niveis de estrdgeno, em humanos, ocorre no terceiro trimestre
gestacional, junto a uma queda nos niveis de testosterona, como consequéncia ao
desenvolvimento de metaplasia escamosa no epitélio prostatico que regride
imediatamente apds o nascimento, quando os niveis de estrogénio tém uma queda
abrupta (PRINS; KORACH, 2008; WERNERT et al., 1990; ZONDEK et al., 1986). No
envelhecimento, o aumento das concentracBes séricas de estrogeno esta relacionado a
maior incidéncia de lesGes prostaticas (KING; NICHOLSON; ASSINDER, 2006;
SALINAS et al., 2014; SANTOS et al., 2019).

Prins e seus colaboradores (2006) avaliaram a prostata de ratos neonatos
expostos a altos niveis de estrogeno, onde observaram desregulacéo entre o receptor de
estrogeno alpha (ERa), receptor de estrogeno beta (ER), receptor de andrégeno (AR) e
receptores retinoides (RARs). Além disso, houve alteracdo da expressdo de morfogenos
expressos no mesénquima prostatico, assim, concluiu que altas doses de estrégeno em
periodos de desenvolvimento estdo relacionadas com alteragdes estruturais e funcionais
na prostata que podem persistir ao longo da vida, causando assim o imprinting
estrogénico (PRINS et al., 2006). Para que seja desencadeada uma resposta fisiologica,
0 estrogeno atua em receptores especificos, os receptores nucleares de estrégeno (ERS).
Ha dois membros na familia dos ER’s, o ERa e ERp, que sdo moléculas distintas,
possuindo estrutura e peso moleculares diferente, sendo o ERp ligeiramente menor que
0 ERa (JIA; DAHLMAN-WRIGHT; GUSTAFSSON, 2015). Na prostata a localizagédo
desses receptores varia, de acordo com o processo fisiologico desencadeado, 0 ERa esta
localizado nas células estromais enquanto o ERB nas células epiteliais (PRINS et al.,
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1998; PRINS; BIRCH, 1997). Os receptores desempenham papeis antagdnicos na
prostata, sendo o ERa, associado a processos de proliferacdo celular, enquanto o ER
desempenha papel antiproliferativo (DA; LU; WANG, 2015; LATIL et al.,, 2001;
STETTNER et al., 2007; ZHAO; ZHOU; GUSTAFSSON, 2019).

A exposicdo a concentragdes anormais de testosterona durante a gestacdo é
responsavel por alteracdo na organogénese prostatica e no padrdo de marcacao positiva
para 0 AR, ERa e em marcadores de proliferacdo celular na prostata de gerbilos machos
e fémeas ao nascimento (RAMOS et al., 2020). Gomes e seus colaboradores (2020),
demonstraram que a prostata de gerbilos, ao serem expostos ao aluminio na vida pos-
natal, apresentavam um aumento nas concentracfes séricas de testosterona e da
imunomarcacédo de células ERa positivas, associando esses resultados a um aumento da
proliferacdo de células epiteliais e estromais, bem como um aumento do compartimento
epitelial e diminuicdo do estroma (GOMES et al., 2020). A partir de dados clinicos de
pacientes com CaP, Shen e seus colaboradores (2019) estabeleceram a que a marcacao
positiva para integrina a6 (CD49f) e ERa se correlacionavam com o fen6tipo de células
troco do CaP, e que apresentavam maior potencial metastatico de transicdo epitélio-
mesénquima (SHEN et al., 2019). Além disso, 0 ERa atua em processos inflamatorios e

no estabelecimento de lesbes pré-neoplésicas (BONKHOFF, 2018).

Camundongos ERp /-, apresentam maior taxa de proliferacdo celular, de
células basais (p63*), reducdo de moléculas pré-apoptéticas e ao envelhecerem
desenvolvem lesdes hiperplasicas na PV, com aumento da presenca de infiltrados
inflamatérios (IMAMOV et al., 2004). Dados do transcriptoma desses animais ERB 7/,
demonstraram aumento da expressdo de moléeculas pré-inflamatorias e inibidores
apoptdticos, com uma regulacdo negativa de enzimas antioxidantes, diminuicdo de
genes supressores tumorais e do Pten (WU et al., 2017). Estudos com células prostaticas
benignas, da linhagem PNT1A, mostraram 0 que antagonista de ERp € capaz de
modular positivamente a expressdo de enzimas antioxidantes frente a resposta a
Zearalenona, uma micotoxina mimética ao estrégeno (KOWALSKA et al., 2019).
Células tumorais, PC3 e DU-145, com super expressdo de ERpB, ao serem expostas a
condicBes de estresse apresentavam diminuicdo da resposta inflamatorias e de vias de
proliferacdo celular (NFxB), sugerindo seu papel como agente anti-inflamatério e
anticancer (XIAO et al., 2019).
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O estrogeno ainda possui receptores ndo gendmicos, o receptor estrogénico
acoplado a proteina G, o chamado GPER1/GPR30 (LEVIN, 2015; PROSSNITZ et al.,
2008; SHARMA,; PROSSNITZ, 2017). Apesar de terem sido descritos recentemente,
muitos trabalhos vém citando a participacdo desse receptor na resposta estrogénica,
tanto na préstata como em outros 6rgdos, como pancreas, figado, musculo estriado
esquelético, tecido adiposo e cérebro (SHARMA; PROSSNITZ, 2017). Estudos
experimentais descreveram que a ativacdo da GPER1 foi responsavel por aumentar as
concentragdes intracelulares de Ca?*, através da ativacio da fosfolipase C e do Inositol-
1,4,5-trifosfato (IP3), levando essas células a apoptose e ao desenvolvimento da HPB
(YANG et al., 2017). Estudos com fibroblastos normais, mostraram que a super
expressdo do GPERL leva essas células a limitar a via ERa, atraveés de inibicdo o AMP
ciclico/Proteina quinase A (AMPc/PKA), dando a essas células um fendtipo de
fibroblastos associado ao CaP (JIA et al., 2016).

1.5 Epigenética, Programacéao Fetal e Estrogeno

Compreender e elucidar os mecanismos epigenéticos € um dos maiores
desafios para compreender as respostas fenotipicas desencadeadas ao DOHaD
(GOYAL; LIMESAND; GOYAL, 2019; WADHWA et al., 2009). Apesar desses
mecanismos epigenéticos serem bem explorados sob a Gtica do desenvolvimento
embrionario e da carcinogénese, 0s dados associados a DOHaD e RPM ainda sao
escassos. O que torna particularmente importante, uma vez que a janela de programacéo
torna o embrido/feto susceptivel a diversos fatores, como a nutricdo materna e a
toxicologia ambiental, impactando nos niveis de expressdo génica, metilacéo de regides
promotoras no DNA e expressdo de microRNAs (HEERWAGEN et al., 2010; HO et al.,
2017; KELEHER et al., 2018; SCARANO et al., 2019).

Durante a década de 1940 o bidlogo Conrad Waddington cunhou o termo
epigenética, ao unir epigénese (estudo do crescimento e diferenciacdo embrionario) e
genética (WADDINGTON, 1940). Com o passar do tempo e a descoberta de novos
conhecimentos e técnicas de biologia molecular, a definicdo de epigenética foi
evoluindo e incorporando-0s. Skinner e seus colabores (2010) definem epigenética
como “Fatores e processos moleculares ao redor do DNA que sdo mitoticamente
estaveis e regulam a atividade do genoma independentemente da sequéncia do DNA”,

que engloba as modificacGes de histonas, a metilacdo do DNA, alteracdo na estrutura da
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cromatina e a expressdo de RNAs ndo codificantes (nCRNA) (SKINNER;
MANIKKAM; GUERRERO-BOSAGNA, 2010).

Os ncRNAs sdo uma classe heterogénea de moléculas de RNA que tem
despertado interesse cientifico nos altimos anos, principalmente por atuar na regulagédo
de diversos processos biologicos, como expressdo génica, inativacdo de um dos
cromossomos X e de elementos transponiveis (GUTTMAN; RINN, 2012; LODA,;
HEARD, 2019; OZATA et al., 2019). Umas das classes mais estudas dos ncRNA, sdo
0s miRNAs/microRNAs, uma superfamilia de ncRNA, que possuem aproximadamente
22 nucleotideos e que medeiam o silenciamento génico, sendo um importante regulador
pos-transcricional, os miRNAs estdo envolvidos em quase todos os processos celulares
sendo essencial para o desenvolvimento embrionario, diferenciacéo celular, homeostase
e no surgimento de desordens (GEBERT; MACRAE, 2019; KROL; LOEDIGE;
FILIPOWICZ, 2010).

Os miRNAs podem ser derivados de regifes intronicas, ou a partir de
miRgene, esses Ultimos sdo transcritos por uma RNA polimerase 1, dando origem ao
pri-miRNA, um complexo proteico que checa a molécula e cliva as caudas 5’ e 3’de
suas extremidades, formando os pré-miRNAs (~70 nucleotideos), e com o auxilio de
exportinas sdo levadas ao citoplasma. No citoplasma a RNA polimerase Il (Dicer)
juntamente com proteina de ligagdo ao RNA TAR (TARBP) e pelo ativador de
proteinas da proteina quinase induzida por interferon (PACT), clivam a extremidade do
prée-miRNA, uma das fitas é descartada engquanto a outra se liga a proteina argonauta, o
complexo miRNA-Argonauta se ligam as fitas de mRNA por complementariedade e
pode levar a uma degradacdo da molécula de mRNA ou simplesmente impedir sua
traducdo (GEBERT; MACRAE, 2019; KROL; LOEDIGE; FILIPOWICZ, 2010). Na
Figura 5 esta representado o processo de biogénese e os mecanismos de atuacdo dos
mMiRNAs.
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Figura 5. Esquema representativo da biogénese e mecanismos de atuacdo do miRNA, imagem adaptada
de WINTER et al., 2009.

Através de ferramentas de bioinformatica, € permitido encontrar quais
MRNAs sdo alvos dos miRNAs. A maioria das plataformas de bancos de dados para
analise de miRNA, usam refinados algoritmos para gerar seus resultados, e a maioria
deles divide seus resultados em alvos preditos e validados. Sendo os alvos preditos
aqueles que apresentam complementariedade entre 0 mMRNA e 0 miRNA, e os alvos
validados sdo aqueles que através de experimentacdo comprovaram a interacdo entre o
miIRNA-mMRNA (GEBERT; MACRAE, 2019; STICHT et al., 2018). Recentemente,
alguns trabalhos descrevem que hd uma modulacdo da expressdao de miRNAs e genes
por eles regulados, frente a variagdes dos niveis estrogénicos, mostrando que ha
participacdo dos estrogenos nas regulacfes epigenéticas (KLINGE, 2015). Através de
dados clinicos de pacientes com cancer de mama depositados no The Cancer Genome
Atlas (TCGA), foi possivel estabelecer diferentes padroes de expressdo de miRNA e
mRNA em pacientes ER" e ER", tendo esses alvos como possiveis marcadores de pior
prognostico (XIAO et al., 2018). Scarano e seus colaboradores (2019) demonstraram
que ratos submetidos a ftalatos durante o desenvolvimento intrauterino apresentavam
alteracdo no padréo de expressao dos miRNAs na PV (SCARANO et al., 2019).
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