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RESUMO

Nos ultimos anos vem aumentando o reconhecimento mundial sobre a relevancia da nutri¢ao
como pilar basico para o desenvolvimento econdmico e social. Milhares de criangas tém seu
crescimento retardado pela ma nutricdo, no entanto poucos trabalhos relacionam a desnutrigcao
proteica materna ¢ o desenvolvimento do sistema reprodutor masculino. Dessa forma, o presente
trabalho tem por objetivo investigar os possiveis efeitos da restricdo proteica gestacional e durante
a lactagdo sobre a morfogénese do complexo prostatico, tendo em vista que a etiologia das doengas
prostéticas relaciona-se com fatores epigenéticos, e dentre eles, fatores toxicologicos e nutricionais.
Apb6s o acasalamento e diagnostico da prenhés, dois grupos de maes foram constituidos:
Normoproteico (NP, 17% proteina, n=7) e Hipoproteico (LP, 6% proteina, n=7). No segundo dia
pos-nascimento (DPN2), as ninhadas foram inspecionadas e reduzidas para no maximo oito animais
(preferencialmente machos), a distancia anogenital foi mensurada e, 2 machos por ninhada foram
mortos por decapitagdo para coleta do broto prostatico no dia do nascimento. Apds o nascimento
dos filhotes, um grupo de maes do grupo hipoproteico continuou recebendo a ragdo hipoproteica
(n=3), enquanto as demais passaram a receber a ragdo normoproteica (n=3). No dia 22, dia do
desmame, 2 machos de cada ninhada foram pesados, mortos por decapitacdo e o complexo
prostatico foi coletado para as analises morfoldgicas e imunoistoquimicas. Foram investigados a
morfologia geral e o padrdo de distribuicdo dos elementos celulares e da matriz extracelular por
métodos citoquimicos e morfométricos, € a imunorreatividade para os seguintes marcadores:
receptor de andrégeno (AR), Ki67, a-actina, EGF-R e P63. Os indices de proliferagdo e morte
celular (TUNEL) foram calculados. A prole LP apresentou uma reducdo significativa do peso
corporal e da distancia anogenital no DPN2. A analise dos cortes semi-seriados nessa idade,
mostrou que o nimero de brotos prostaticos foi menor em LP do que NP. As células mesenquimais

em torno dos brotos prostaticos foram AR-positivas, porém no grupo LP, houve uma diminui¢do na



imunorreatividade e na ocorréncia de marcagao nessas células. O indice de proliferacao celular nos
brotos foi menor em LP, quando comparado com NP. A imunorreatividade a Alfa-actina e ao EGF-
R foi maior em NP do que em LP. Nos brotos, as células periféricas apresentaram maior reatividade
para o P63. As diminui¢cdes de EGF-R e Alfa-actina mostraram um importante disruptura na
interacao entre mesénquima e epitélio, provavelmente porque a via de sinalizagdo associada ao AR
tenha sido prejudicada. Nos animais analisados apds o desmame, ndo foi observada diferenca
estatistica entre os pesos corporais € da prostata ventral entre os grupos, apesar de uma tendéncia em
ocorrer aumento do peso nos animais LP restritos somente na gestacdo. O indice proliferacao
celular epitelial foi maior nos animais LP restritos somente na gestacdo, assim como, a
imunorreatividade para o AR, apontando para um catchup no crescimento, caracteristico em
animais que sofreram programacdo intrauterina. A imunorreatividade para o AR e o indice de
proliferagdo nos animais restritos na gestacdo e amamentacdo foi semelhantes aos animais NP da
mesma idade. Assim, este estudo demonstrou que a restrigdo proteica materna durante a
organogénese prostitica gestacional pode modificar a interagdo entre mesénquima e epitélio e,
portanto, retardar o desenvolvimento da prostata. No entanto, a alteracdo dos parametros
alimentares apds o nascimento pode alterar o crescimento e a diferenciacdo da prostata, o que

poderia comprometer sua fun¢do e predisposicao a doengas na vida adulta.



INTRODUCAO

A desnutricdo ¢ um dos principais problemas mundiais de satde coletiva e uma realidade
altamente prevalente, sobretudo, nos paises em desenvolvimento, como o Brasil. Por conta disso, o
reconhecimento sobre a relevancia da nutrigdo como pilar basico para o desenvolvimento
econdmico e social vem aumentando. Milhares de criangas tém seu crescimento retardado pela ma
nutricdo, no entanto, poucos trabalhos relacionam a desnutrigdo proteica materna € o
desenvolvimento do sistema reprodutor masculino.

O estado nutricional da mae durante a gestagdo e lactacdo ¢ essencial para o crescimento
normal em seres humanos e em animais experimentais (da Silva Faria et al., 2004) pois o
desenvolvimento nos periodos intra e pds-uterino recente sao dependentes do ambiente nutricional,
hormonal e metabolico provido por ela (Desai et al., 1997).

A desnutricdo precoce pode alterar a programacgdo original de orgdos, especialmente
daqueles envolvidos no desenvolvimento, o que pode resultar em alteracdes a longo prazo no
metabolismo (Lucas, 1998; Barker, 2000).

A morfogénese da prostata ¢ um processo andrégeno-dependente decorrente das interagdes
mesénquima-epitélio e modulado por fatores de crescimento (Cunha et al., 1995). Em roedores, o
desenvolvimento da prostata tem inicio no final do periodo fetal, quando o mesénquima do seio
urogenital induz a formagdo de brotos epiteliais que emergem do seio urogenital imediatamente
abaixo da bexiga em desenvolvimento (Sugimura et al., 1986; Hayashi et al., 1991; Timms et al.,
1994). Os brotos prostaticos crescem no mesénquima circundante, se alongam, e comegam a
bifurcar-se em ramos laterais, originando trés lobos prostaticos distintos: o lobo ventral, o dorso-
lateral e o anterior (Marker et al., 2003). Simultaneamente ao processo de ramifica¢cdo ductal, ocorre

sua canalizacdo e a citodiferenciacgdo epitelial e estromal (Wang et al., 2001; Vilamaior et al., 2006).



Durante a diferenciacdo do mesénquima em um estroma composto por células musculares
lisas e fibroblastos (Hayward et al., 1996b), os andrégenos regulam a espessura e a continuidade da
camada de musculo liso formada, de modo que a auséncia de androgenos em fetos femininos
ocasiona a formagdo de uma camada muscular espessa e continua. Em machos, na presenca de
androgenos, a formagdo do musculo liso ¢ inibida ou atrasada, e os brotos prostaticos emergem da
uretra € podem penetrar no mesénquima ventral denso. Dessa forma, a interagao paracrina epitélio-
mesénquima ¢ estabelecida, ocasionando a ramificagdo e expansao da prostata ventral (Thomson,
2001).

E durante o periodo inicial de desenvolvimento que a modulagdo hormonal pode ter um
efeito irreversivel permanente sobre a morfogénese da prostata, sua organizagdo celular e fungdo.
Desbalangos hormonais androgénicos e estrogénicos nessa fase, ocasionados por fatores de origem
metabolica e nutricional derivados do organismo materno, podem refletir em patologias prostaticas
tardias incluindo inflamagdo, lesdes pré-malignas e hiperplasia glandular (Prins et al., 2001;
Woodham et al., 2003; Scarano et al., 2009), o que ¢ comumente chamado de “imprinting
hormonal”.

Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo investigar os possiveis efeitos da
desnutricao proteica durante a gestacdo e lactagdo sobre o desenvolvimento da parte pélvica do seio
urogenital e a morfogénese inicial do complexo prostatico, tendo em vista que a etiologia das
doencas prostaticas relaciona-se com fatores epigenéticos, e dentre eles fatores toxicologicos e

nutricionais.



MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental

Machos adultos (n=7) (90 dias de idade, pesando aproximadamente 300g) e fémeas adultas
(n=14) (60 dias de idade, pesando aproximadamente 200g), da linhagem Wistar, provenientes do
CEMIB/Unicamp foram mantidos em condi¢des controladas de luminosidade (12 horas de luz/ 12
horas de escuro) e temperatura (média de 23°C) recebendo agua e racdo para roedores a vontade.
Acasalamentos foram realizados durante o periodo escuro do ciclo, colocando-se duas fémeas na
caixa do macho, e o dia zero de prenhez (DGO) determinado pela presenga de espermatozoides em
esfregacos vaginais de fémeas em estro. Apos a confirmagdo da prenhés as fémeas foram divididas
em 2 grupos experimentais:

e Grupo NP que recebeu racdo normoproteica ad libitum (17%) (n=7)

e Grupo LP que recebeu ragdo hipoproteica ad libitum (6%) (n=7)

Ambos os grupos receberam estas ragdes até o dia do nascimento. O controle da ingestdo de
racdo foi feito diariamente durante todo o periodo gestacional, sendo pesada a racdo ofertada e
aquela recusada.

No dia do nascimento a prole foi pesada e a medida anogenital foi verificada para a separagao
de machos e fémeas. Selecionou-se 8 machos (2/ninhada) de cada grupo experimental. Os machos
recém-nascidos foram decapitados (n=8) e o broto prostatico (regido pélvica da uretra) de cada um
foi coletado com o auxilio de um estereomicroscopio, fixado e destinado as rotinas histotécnicas.

Apo6s o nascimento, o grupo LP foi novamente subdividido em dois subgrupos:

e Grupo LP1 que continuou recebendo racao hipoproteica ad libitum (6%)

e Grupo LP2 que passou a receber racdo normoproteica ad libitum (17%)

Vinte e dois dias apds o nascimento (DPN22), apds o término da lactagdao, 2 machos de cada

ninhada foram pesados, mortos por decapitagdo € o complexo prostatico foi coletado para as
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analises (n=8/grupo).

Os procedimentos experimentais estdo de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados
pela Comissdo de Etica na Experimentacio Animal do Instituto de Biociéncias de Botucatu —
Protocolo 215/2010.

Microscopia de Luz
Os fragmentos do broto prostatico (DPN1) e o lobo ventral da prostata (DPN22) foram fixados
por imersao em solucdo fixadora de Metacarn (Putchler et al., 1970) durante 3 horas, desidratadas em
etanol, clarificadas em xilol e, entdo, incluidas em Paraplast. Cortes de 5 um foram produzidos em
micrétomo rotativo, coletados em laminas silanizadas e armazenados até o0 momento de uso.
Parte do material foi fixado, desidratado, incluido em historresina Leica e seccionado a 3um
em micrétomo rotativo automatico.
Apds microtomia, os cortes foram submetidos as seguintes coloragdes:
1- Hematoxilina-Eosina (HE) para estudo morfologico e morfométrico de ordem geral, analises dos
tipos de lesdo e freqiiéncias dessas lesoes.
2- Impregnacdo pela prata para reticulina para evidenciar fibras reticulares segundo (Gomori,
1937).
3- Picrossirius-hematoxilina para evidencias as fibras colagenas
As laminas foram analisadas e os campos microscopicos digitalizados utilizando um sistema

analisador de imagens (Image Pro-Plus) acoplado a fotomicroscopio Leica.

Analise morfométrico-estereoldgica

Realizou-se a andlise morfométrico-estereologica segundo Weibel, (1963), na qual se utiliza

um sistema teste de linhas e pontos em um graticulado com 120 pontos e 60 linhas. Assim, obteve-se a
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proporcao ocupada para cada grupo (DPN22), para os seguintes componentes teciduais: epitélio e
estroma.

Deteccao de fragmentagdo de DNA associada a apoptose e determinacéo do indice de apoptose

Cortes em Paraplast dos animais no DPN22 foram submetidos a digestdo por Proteinase K. Os cortes
foram processados segundo as instru¢des do Kit apoptose (TdT-FragEl — Oncogene), o qual ¢ baseado na
reacdo de TUNEL. A marcagdo foi revelada pela diaminobenzidina e os cortes foram contracorados com metil-
green. O indice de apoptose foi determinado contando-se todos os nticleos de, pelo menos, 10 campos
microscopicos em objetiva de 20X das prostatas de cada grupo experimental. A proporcdo de células

apoptdticas foi expressa em relagdo ao niimero total de células contadas.

Anélise Imunoistoquimica

Fragmentos do broto prostatico (DPN1) e da préstata ventral (DPN22) dos animais
provenientes da etapa II (180 dias) foram incluidos em paraplast conforme descrito anteriormente.
Os cortes foram submetidos a recuperacdao antigénica em ambiente umido a 100°C em tampao
Tris/EDTA, pH=9,0 por 30 minutos. Apds a lavagem em &agua os cortes foram submetidos ao
bloqueio da peroxidase endogena (Perdxido de Hidrogénio a 3% em metanol) por 15 minutos. Em
seguida os cortes foram cobertos com BSA 3% acrescido de soro ndo imunogénico de cabra (1%)
para o bloqueio de ligagdes inespecificas. Apos esses procedimentos foram realizadas as reagdes
imunohistoquimicas para a identificagao de:

- Ki67 — ab-16667 (4Abcam Inc., Cambridge, MA - USA) Detecgao de células em proliferacao.

- AR- SC-816 (Santa Cruz Biotechonology — USA); Receptor de andrdgeno.

- EGF-R — ab2430; (Abcam Inc., Cambridge, MA — USA). Receptor para o fator de crescimento
epidermal;

- a-Actina — ab5694; (Abcam Inc., Cambridge, MA — USA).

- P63 — MAB4135; (Millipore Corporation, USA). Células basais progenitoras.
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ApoOs a incubagdo com os anticorpos primarios, os cortes foram incubados por 30-45
minutos com um kit HRP-Polymer Detection (Biocare Medical, LLC, CA, USA) e, posteriormente
a reacao foi revelada com DAB.

Determinacao do indice de proliferacéo celular

O indice de células epiteliais prostaticas Ki-67 positivas (DPN1 e DPN22) no tecido
prostatico foi determinada dividindo-se o numero de células marcadas pelo numero de células
analisadas (~2000 células por animal, n=5/grupo) e, finalmente, o valor multiplicado por 100. Os

dados foram comparados entre os grupos experimentais.

Anélise Estatistica
Para a comparacdo dos resultados quantitativos entre os grupos controle e tratados utilizou-
se os testes ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (mais de dois grupos, DPN22) ou Mann-Whitney (2

grupos, DPN1). As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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RESULTADOS

O peso dos animais e a distancia anogenital no dia do nascimento (DPN1) foram menores no

grupo LP comparado ao grupo NP (Tabela 1).

Nos animais recém-desmamados (DPN22), o peso corporal e o peso da prostata ventral
foram menores nos animais LP1, enquanto que nos animais LP2 ambos os parametros foram
semelhantes ao grupo NP (Tabela 1). Ainda com relagdao ao peso corporal, LP1 e LP2 foram

semelhantes entre si (Tabela 1).

Analise Histopatoldgica e Imunoistoquimica

- Recém-nascidos (DPN1)-

A parte pélvica do seio urogenital ¢ constituida pelos brotos prostaticos, corddes celulares
com caracteristica epitelial, que se diferenciam em ductos e 4acinos prostaticos durante o
desenvolvimento do individuo. Nos animais NP e LP observou-se a formagao de corddes epiteliais
(brotos prostaticos) logo abaixo do istmo da bexiga urinéria (figs. 1a e 1b), e na por¢do inicial da
uretra (futura uretra prostatica), (figs. 1c e 1d). Em ambos os grupos, esses corddes se desenvolvem
imersos num mesénquima, rico em células e pobre em elementos fibrilares, e se alongam em diregao
periférica para a formacao dos lobos prostaticos. Nos animais LP, o nimero de brotos ao longo da

porcdo proximal da uretra foi aparentemente menor (figs. 1c e 1d).

A imunomarcagdo para o receptor de androgeno (AR) mostrou-se moderada na regido do
mesénquima nos animais do grupo NP (fig. 2a), enquanto que a marcacdo foi fraca e difusa nas

células mesenquimais dos animais LP (fig. 2b).

A reatividade para a proteina Ki-67 apontou para altos indices de proliferag¢do celular tanto

nos corddes epiteliais como no mesénquima (figs. 2c e 2d). No entanto, notou-se que o niimero de
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células em divisdo em NP (fig. 2¢) € maior do que em LP (fig. 2d), o que foi confirmado pelo indice

de proliferagdo celular nos brotos prostaticos (Tabela 1).

A imunomarcagao para a-actina ¢ EGF-R foi mais evidente nos animais do grupo NP (figs.
2e¢ e 2g) e, praticamente negativa, em LP (figs. 2f e 2h). A a-actina foi evidente na regido adjacente
ao cordao epitelial, evidenciando a diferenciagdao das células mesenquimais em células musculares
lisas, que devem circundar os ductos e &cinos prostaticos no individuo adulto (figs. 2e e 2f). Jd o
receptor para o EGF (fator de crescimento epidérmico) apresentou marcagdo difusa no cordao

epitelial (broto prostatico) — (figs. 2g e 2h).

Células P63-positivas foram observadas na periferia dos brotos epitelias e apresentaram
marcagdo moderada (figs. 2i e 2j). A diferenciacdo das células epitelias em células epiteliais basais e
luminais € um processo inerente ao desenvolvimento dos ductos e acinos prostaticos durante a

morfogénese prostatica. Nos animais LP essa marcacdo ¢ menos intensa (fig. 2j).
- Recém-desmamados (DPN22) -

O lobo ventral da prostata dos animais no DPN22 apresentou os acinos com diametro
luminal varidvel, sendo que nos animais NP e LP1 esse didmetro foi mais amplo, quando
comparados aos animais LP2, onde o didmetro do lume foi reduzido (figs. 3a, 3c e 3f). Além disso,
de forma geral, o espago interacinar foi menor nos animais LP2, onde os pequenos acinos

mostraram-se mais agrupados e com frequentes figuras de mitose no epitélio (fig. 3g).

O epitélio de todos os grupos apresentou caracteristica secretora, com a regido do Aparelho
de Golgi (cromodfoba) evidente (figs. 3b, 3¢ e 3g), apesar de pequena quantidade de secre¢do na luz

dos acinos.

Em 1/4 dos animais LP1, foi observado infiltrado inflamatorio difuso no estroma e no lume

dos acinos com presenca de células inflamatdrias e predominio de polimorfonucleares (figs. 3d e
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3e). Em algumas dessas regides, foram identificadas regides de epitélio displasico, denominadas

como atipias inflamatorias reativas (fig. 3e).

Em relagdo ao estroma, observou-se que nao houve alteragdes severas na densidade e da
compactagdo dos elementos colagénicos entre os grupos experimentais (figs. 4a-4i). As fibras
reticulares apresentaram-se delicadas na membrana basal do epitélio e das células musculares lisas
que circundam os acinos (4a, 4d e 4g). No entanto, notou-se um discreto aumento na dispersao das

fibras de colageno nos animais LP1 no estroma interacinar (figs. 4e e 4f).

A imunorreatividade para o receptor de andrégeno foi predominantemente nuclear em todos
os grupos experimentais no DPN22, no entanto, o grupo LP2 (fig. 5¢) mostrou maior intensidade de
marcagdo quando comparado aos outros dois grupos, que apresentaram intensidade de marcagdo

semelhante (figs. 5a e 5b).

Da mesma forma, a frequéncia de células Ki-67 positivas nos acinos dos animais LP2 foi
significativamente maior do que nos outros grupos (Figs. 5d, Se, 5f, tabela 1). Ja a propor¢do de

c¢lulas TUNEL-positivas foi semelhante entre os grupos experimentais (tabela 1).

Com relagdo a imunorreatividade para a a-actina, no grupo LP1 a marcagdo mostrou-se mais
espessa ao redor dos &cinos prostaticos (fig. Sh), enquanto que o padrao de marcagio nos grupos NP

e LP2 foi semelhante (figs. 5g e 51).

A imunorreatividade para as proteinas P63 e EGF-R apresentou padrdes de frequéncia e

intensidade, respectivamente, semelhantes entre os grupos nessa idade (dados ndo mostrados).
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DISCUSSAO

O desenvolvimento, crescimento e funcionamento da glandula prostatica ao longo da vida
sao dependentes de andrégenos, que atuam em sinergia com outros horménios moduladores como o
estrogénio e prolactina (Prins et al., 2001). Em ratos, o desenvolvimento da prostata tem inicio no
final do periodo fetal, seguido de extensa ramificacdo e diferenciagdo celular durante o periodo
neonatal (Prins et al., 1995). E durante este periodo inicial de desenvolvimento que a modulagio
hormonal pode ter um efeito permanente e irreversivel sobre a morfologia da prostata, sua
organizagdo celular e funcdo. Sendo assim, o estado nutricional da made durante a gestagdo e
lactagdo ¢ fator essencial para o crescimento normal em seres humanos e animais experimentais (da
Silva Faria, et al., 2004) pois o desenvolvimento nos periodos intra e pds-uterino recente sdo
dependentes do ambiente nutricional, hormonal e metabdlico provido por ela (Desai et al., 1997).

Os nossos resultados mostraram que a restricdo proteica gestacional alterou o peso dos
recém-nascidos e a distancia anogenital nos animais LP. Além disso, também foi observada uma
redu¢do do peso corporal e da prostata ventral dos animais LP1 no DPN22, evidenciando uma
reducdo no seu ganho de peso durante a lactagdo em relagdo aos animais NP, enquanto que o grupo
LP2 teve o peso da prostata ventral e um ganho de peso semelhante ao NP e LP1. Esses dados
corroboram com os achados de outros estudos que mostraram menor peso ao nascimento e
diminui¢do da distancia anogenital na prole de maes restritas na gestacdo (Fagundes et al., 2007;
Gosby et al., 2008).

Alguns estudos mostraram que a privacdo de alimentos leva a diminui¢do na liberagdo do
hormonio de crescimento (GH) e, consequentemente, os niveis de GH no soro, o que poderia
facilmente explicar o ganho de peso baixo destes animais (Console et al., 2001). A distancia

anogenital tem sido utilizada como um biomarcador externo para a avaliacdo da exposicio a
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deseguladores endocrinos (androgenos e anti-androgenos) durante a gestacao tendo em vista que a
mesma ¢ regulada pela testosterona fetal (Graham and Gandelman 1986; Scarano et al., 2010).

Os resultados deste trabalho apontaram para um retardo no crescimento dos brotos
prostaticos nos animais recém-nascidos, onde foi verificada redu¢ao do nimero de brotos, do indice
de proliferagdo celular, da expressao do AR nas células mesenquimais ¢ de EGF-R nas células
epiteliais dos brotos, além da baixa diferenciacdo de células mesenquimais em células musculares
lisas. Também foi observada uma menor expressao da proteina P63 nas células epiteliais periféricas
dos brotos prostaticos.

A morfogénese prostatica ¢ um processo androgeno-sensivel dependente das interacdes entre
mesénquima e epitélio, modulado por fatores de crescimento (Cunha et al., 1995). A altera¢ao na
ativacdo dos receptores de androgeno (ARs) nos animais LP, provavelmente, reduziu a produgao de
fatores paracrinos que agiriam sobre o desenvolvimento dos brotos epiteliais pela ativacdo de
fatores de crescimento como o EGF, através do EGF-R. Essa disruptura na sinalizagdo deve ter
reduzido os sinais intracelulares de estimulo proliferativo, desencadeando a reducdo no indice de
proliferagdo celular nos brotos. Além do que, fatores epiteliais paracrinos teriam deixado de
estimular o mesénquima adjacente, o que pode ter interferido na diferenciagdo do mesénquima em
células musculares lisas, retardando a diferencia¢do ductal da prostata.

Nas interagdes reciprocas entre mesénquima e epitélio, o0 mesénquima induz e direciona os
padrdes de morfogénese epitelial, regula sua proliferagdo e citodiferenciacdo (Cunha et al., 1992),
enquanto o epitélio interage através da producdo de fatores de diferenciagio mesenquimal.
Adicionalmente, os androgenos estimulam os ARs das células mesenquimais atuando na sua
diferenciagdo em musculo liso (Cooke et al., 1991;. Prins etal., 1992) que se localiza adjacente aos
brotos epiteliais e que sdo, provavelmente, mediadores chave da agdo androgénica nos

compartimentos estromal e epitelial (Prins et al., 1995).
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Em relagdo aos animais LP1 e LP2 no DPN22, foi observada uma resposta diferencial no
ganho de peso € no peso da prdstata ventral entre esses dois grupos restritos em relagdo ao grupo
NP. Os animais restritos durante a gestacdo e amamentagdo (LP1) continuaram apresentando ao
final da lactagcdo menor peso corporal e da prostata em relagdo ao NP, no entanto, no grupo LP2,
restrito apenas na gestacao, houve uma recuperacao parcial no ganho de peso corporal € no peso da
prostata em relagdo a NP. Esses dados corroboram com varios trabalhos que relatam que a
reabilitagdo nutricional resulta em um periodo de crescimento acelerado, compensando total ou
parcialmente a anterior taxa mais lenta de crescimento (gestagdo). Este crescimento acelerado ¢
chamado de catch-up, e ¢ comum em humanos e animais programados durante a gestagdo (Kay's et
al., 2006;. Hornick et al. 2000;. Wit et al., 2002).

Outro aspecto que confirmou o cafch-up nos animais LP2 foi o aumento no indice de
proliferagdo celular em relacdo aos demais grupos. Isto porque, apesar dos niveis de androgenos
serem baixos durante o periodo pds-natal em roedores, o possivel aumento na expressao dos ARs
consequentemente aumentaria a resposta androgénica nos animais LP2, ativando vias de sinalizacdao
intracelular de crescimento, manutencdo e proliferacdo celular, que sdo andrdgeno-dependentes
(Cooke et al., 1987; Donjacour e Cunha, 1988; Shima et al., 1990), induzindo aumento na
proliferacao epitelial.

Apesar de estabelecer indices de proliferacdo celular e imunorreatividade do AR
semelhantes ao grupo NP, a permanéncia dos animais LP1 sob as condigdes hipoproteicas durante a
lactagdo ndo permitiu um crescimento semelhante ao ocorrido nos animais do grupo LP2.

Provavelmente, as alteracOes histologicas observadas entre os grupos experimentais no
DPN22 estejam relacionadas ao processo de crescimento pds-natal estabelecido pelas dietas
adotadas durante a lactagdo, combinado ao conjunto de fatores nutricionais estabelecidos no

ambiente intrauterino.
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Segundo Ramos et al. (2010), o estado nutricional materno durante a lactagdao ¢ equivalente
e, possivelmente, ainda mais importante do que durante a gestacdo para alguns 6rgdos, como
evidenciado por um estudo de Leonhardt et al. (2003), que mostrou que a prole cujas maes foram
desnutridas durante a lactacao teve consequéncias mais drasticas sobre o desenvolvimento gonadal,
comparada com a prole cujas maes foram subnutridas s6 durante a gravidez, ou durante a gravidez e
lactacao.

Os resultados mostraram que alguns animais do grupo LP1 apresentaram alteragdes
histopatologicas de natureza inflamatoria, porém nestes animais, a histoarquitetura prostatica
apresentou um padrdo misto entre os grupos NP e LP2, com presenca de acinos pequenos de lume
reduzido e acinos maiores de lume amplo, sem predominio definido.

Ainda no grupo LP1, foi observado aumento na dispersdo das fibras colagenas e na
densidade da camada de células musculares lisas ao redor dos acinos quando comparado aos outros
grupos. Essa alteracdo no arranjo do estroma pode estar relacionada ao retardo na formagdo dos
brotos prostaticos durante a gestagdo, obedecendo a um padrdo de desenvolvimento diferenciado
quando relacionado aos observados nos animais que nao foram restritos durante a lactagao.

Nossos resultados mostraram que a restri¢ao proteica gestacional interferiu na morfogénese
prostatica alterando a interagdo epitélio-mesénquima por vias androgeno-dependentes, e que, tanto a
manuten¢do do ambiente hipoproteico como o reestabelecimento de um ambiente normoproteico
pos-natal causaram alteragdes prostaticas estruturais em animais jovens, o que poderia proporcionar

um ambiente favoravel a ocorréncia de doencas durante o envelhecimento.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1: Cortes histoldgicos da por¢ao proximal da uretra dos animais experimentais no DPNI
(broto prostatico) corados pelo picrossirius-hematoxilina. Figs. a e ¢: NP; figs b e d: LP.
Abreviagdes: seta: broto prostatico; mes: mesénquima; Ur: uretra proximal; B: bexiga urinaria.
Figura 2: Cortes histoldgicos da por¢ao proximal da uretra dos animais experimentais no DPNI
(broto prostatico) apos reagdes imunoistoquimicas para: a-b: Receptor de andréogeno (AR); c-d:
Ki67; e-f: a-actina; g-h: EGF-R; i-j: P63. Figs. a, ¢, e, g e i: NP; figs b, d, f, h e j: LP.
AbreviacOes: seta: marcagdes positivas; *: broto prostatico, mes: mesénquima; Ur: uretra
proximal.

Figura 3: Cortes histoldgicos da prostata ventral dos animais experimentais no DPN22 corados pela
hematoxilina-cosina. Figs. a- b: NP; c-e: LP1; e-f: LP2. AbreviacOes: Ep: epitélio; St: estroma; L:
lume; Inf: inflamacdo; At: atipia inflamatdria reativa; seta: figura mitdtica. Aumentos: figs.: a, ¢, d,
f: 200x; figs.: b, e, g: 400x.

Figura 4: Cortes histologicos da prostata ventral dos animais experimentais no DPN22 corados pela
reticulina (figs.: a,d,g) e pelo picrossirius-hematoxilina em campo claro (figs.:b, e, h) e sob luz
polarizada (figs.: c, f, i). AbreviacOes: Setas: fibras reticulares; Col: fibras colagenas. Aumento:
400x.

Figura 5: Cortes histologicos da prostata ventral dos animais experimentais no DPN22 apds
reacdes imunoistoquimicas para: a-c: Receptor de androgeno (AR); d-f: Ki67; g-i: a-actina. As

setas apontam as reacdes positivas para as proteinas testadas. Aumento: 400x.
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Tabela 1. Dados quantitativos dos animais experimentais nos DPN1 ¢ DPN22.

NP LP LP1 LP2
DPN1
Peso Corporal (g) 6,55+0,76 5,93+0,52%* - -
Distancia Anogenital (mm) 3,38+0,44 3,14+0,18* - -

Indice de proliferacdo 80,9 [66,7-89,2] 35,6* [23,5-57,8]

celular (brotos)- %

DPN22

Peso Corporal (g) 27,5242,53% - 22,74+1,63° 26,37+1,87*°
Peso da Préstata (mg) 31,79+3,59" - 19,74+2,66° 25,76+6,34™"
Indice de proliferacio 17,4* [15,3-21,0] 17,0°[12,8-19,5]  26,0° [22,2-29,4]
celular epitelial- %

Indice Apoptético- % 1,72 [1,55-1,95] 1,69 [1,45-1,98] 1,84°[1,52-1,96]

Dados absolutos expressos pela média+DP; dados em porcentagem expressos pela mediana [Q1-Q3]. No DPNI, os grupos foram comparados pelo
teste de Mann-Whitney e foram consideradas significativas as diferencas onde *p<0,05. No DPN22, os grupos foram comparados pelo teste de
Kruskal-Wallis e valores seguidos de letras diferentes foram considerados estatisticamente diferentes com p<0,05.
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