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RESUMO

A programacéo fetal (PF) é o resultado permanente do organismo na presenca de estimulos
ocorridos durante os periodos criticos de desenvolvimento. Véarios fatores ambientais podem
levar a PF. Entre eles, podemos citar a restricdo alimentar materna ou a deficiéncia especifica
de nutrientes. De acordo com a janela de programacdo fetal masculinizante (MPW), os
androgenos agem para assegurar o desenvolvimento normal dos Orgdos reprodutores do
macho, assim, foram estudados os efeitos da restricdo proteica materna durante a gestacao e
lactacdo sobre o desenvolvimento da prostata ventral de ratos Wistar. Para isto, dois grupos de
ratas gestantes foram alimentadas com dietas isocaldricas, sendo um grupo normoproteico
(NP) e o outro grupo hipoproteico (RP). Os grupos NP e RP tiveram livre acesso a dieta
durante os periodos de gestacdo e lactacdo. Apos o desmame, metade da prole de machos foi
eutanasiada. A outra metade da prole de machos recebeu dieta padrdo de animais de
laboratério até os 120 dias de idade. A prostata ventral foi estudada por imuno-histoquimica
para a avaliacdo da localizacdo do antigeno de proliferacdo celular (PCNA), da proteina p63,
dos receptores de andrégeno (AR), de estrégeno alfa (ER-a), de grelina (GHSR-1a), de
leptina (Ob -R). Os pesos corporeo, da prostata ventral, dos testiculos e do tecido adiposo e 0s
niveis de testosterona e estradiol foram obtidos. A PF determinou atraso no crescimento
somatico dos animais do grupo RP e diminuicdo do estradiol plasmético dos animais adultos
do grupo RP. Aos 21 dias de idade, os animais do grupo RP apresentaram imunomarcagao
menos intensa para 0 ER-a, GHSR- 1a e Ob-R comparada aos animais do grupo NP. Aos 120
dias, os animais do grupo NP apresentaram imunomarcagdo menos intensa para o ER-a e AR,
e imunomarcagdo mais intensa para 0 GHSR- 1a e Ob-R comparada aos animais do grupo
NP. A analise dos indices de proliferacdo celular indicou ndo haver diferencas entre 0s grupos
estudados de acordo com as duas idades. O estudo da frequéncia de células p63* no lobo
ventral da préstata dos animais dos grupos NP e RP mostrou que a PF interferiu somente na
populacdo de células basais aos 21 dias de idade. O grupo RP apresentou mais células basais
p63*. Neste estudo observou-se que a exposicdo do feto ao baixo teor de proteinas durante o
desenvolvimento pré-natal e perinatal programou 0 atraso no crescimento somatico da prole
dos 21 aos 120 dias e alterou o fenotipo epitelial das células do lobo ventral da prostata que
expressam os receptores AR, ER-a, Ob-R e GHSR-1a e p63.

Palavras-chave: programacao fetal, receptor de andrégeno (AR), receptor de leptina (Ob-R),
receptor de grelina (GHS-R 1a), receptor de estrogeno, proliferacdo celular
(PCNA), prostata.



ABSTRACT

Fetal programming (FP) is the permanent result of the organism in the presence of stimuli
during the periods of development. Several environmental factors can lead to FP. Among
them, we can mention the maternal food restriction or deficiency of specific nutrients.
According to the masculinization programming window (MPW) in which androgens act to
ensure normal development of the male reproductive organs, we studied the effects of
maternal protein restriction during pregnancy and lactation period on the development of the
Wistar rat ventral prostate. Dams of the group (NP) were fed diet containing 17% protein;
Dams of the group (RP) were fed diet containing 8% protein. The NP and RP groups had free
access to diet during pregnancy and lactation period. After weaning, half of the male pups was
killed. The other half of male pups received a standard laboratory diet until 120 days old. The
ventral prostate was studied immunohistochemically to evaluate the expression of cell
proliferation antigen (PCNA), p63 protein, androgen (AR), alpha estrogen (ER-a), ghrelin
(GHSR-1a), leptin (Ob -R) receptors. The body, ventral prostate, testes and adipose tissue
weights, testosterone and estradiol levels were determined. FP determined a delay somatic
growth of the RP group and decrease of the plasmatic estradiol of the adult animals of the RP
group. At 21 days of age, the RP group presented less intense immunostaining for ER-a,
GHSR-1a, and Ob-R when compared to the NP group. At 120 days, the RP group showed less
intense immunostaining for ER-o and AR, and more intense immunostaining for GHSR-1a
and Ob-R when compared to the NP group. Analysis of cell proliferation rates does not
indicate differences between the groups studied. The study of the frequency of p63* cells in
the ventral prostate showed that a FP interfered only in the population of basal cells at 21 days
of age. The RP group presented more p63* cells. This study showed that protein restriction
during pregnancy and lactation delays the somatic growth from 21 to 120 days the postnatal
development and alters the plasmatic estradiol and the epithelial phenotype of the rat ventral
prostate epithelium, which express the AR, ER-a, Ob-R and GHSR-1a and p63.

Key-words: fetal programming, androgen receptor (AR), leptin receptor (Ob-R), ghrelin
receptor (GHS-R 1a), alpha estrogen receptor (ER-a)) antigen cell proliferation
(PCNA), prostate.



INTRODUCAO

O evento da programacdo fetal (PF), segundo Lucas (1991), é considerado como o
resultado permanente do organismo na presenca de estimulos ocorridos durante periodos
criticos do desenvolvimento pré-natal. O feto ou neonato exposto a um ambiente ndo usual,
durante o seu desenvolvimento, pode apresentar resposta adaptativa duradoura, que se
expressa fenotipicamente durante a vida adulta. Nesta fase, os efeitos da PF podem ser
refletidos por adaptacdes irreversiveis que acarretam inadequado funcionamento de 6érgéos,
bem como o comprometimento de sua longevidade. A PF é, portanto, uma resposta adaptativa
as condicOes intrauterinas que, de maneira geral, sdo adversas e ocorrem em um momento de
elevada vulnerabilidade (P6rto, 2003; Ross & Desai, 2005).

Seguindo os principios da teoria da PF, a hipotese do fendtipo econémico (“the thrifty
phenotype”) langada por Hales & Barker (1992) propde que alteragdes metabodlicas surgem
durante o periodo fetal, quando esse é privado de um ambiente intrauterino saudavel, tornando
necessario priorizar o uso dos nutrientes que se encontram escassos para assim completar da
melhor forma o desenvolvimento. Com isso, duas consequéncias relacionadas a
disponibilidade de nutrientes no periodo p6s-natal podem ser observadas: uma vantajosa, caso
0 aporte de nutrientes continue abaixo do recomendado no periodo pés-natal, ou, prejudicial,
se ap6s o nascimento fosse ofertado ao concepto uma dieta com quantidades adequadas de
calorias ou mesmo uma dieta hipercal6rica. Nessa condicdo, o individuo pode ter o seu
crescimento e desenvolvimento ocorrendo em velocidade mais rapida, acima dos limites
normais considerados para a idade. Esse fenbmeno denomina-se ““catch-up growth”, podendo
o0 individuo desenvolver um quadro de alteragbes metabdlicas sistémicas e até mesmo a
obesidade precoce, sendo que a Ultima pode evoluir para uma morte prematura devido ao

dano telomérico no DNA renal (Kay's & Hindmarsh, 2006; Ozane, 2001)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kay%27s%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16816805
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hindmarsh%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16816805

Segundo as observacdes de Evertts et al. (2010), a epigenética é o fator determinante
para o entendimento das alteragdes funcionais relacionadas a PF. A epigenética é o estudo das
alteracdes hereditarias no fendtipo que ndo envolvem mutacGes na sequéncia do DNA, tais
como a metilacdo do DNA, modificacbes pds-traducionais de histonas e RNAs nao-
codificantes. Assim, alteracGes fenotipicas quanto ao numero de células, a estrutura de 6rgaos,
aos niveis hormonais, a expressdo génica de proteinas, entre outras manifestacdes estruturais e
funcionais tém sido relacionadas a programacéo fetal e sdo explicadas pela epigenética. (Ross

& Desai, 2005; Evertts et al., 2010; Wang et al., 2012).

Nutricdo materna versus Programacéo fetal
Modelos experimentais

A Organizacdo Mundial de Saude considera haver desnutricdo quando se tem falhas,
aumento ou despropor¢do na ingestdo de energia ou no consumo de determinados
micronutrientes. A desnutricdo inclui quadros funcionais de perda de peso, baixa estatura,
excesso de peso, obesidade e doencas ndo transmissiveis relacionadas a dieta (como doenga
cardiaca, acidente vascular cerebral, diabetes e alguns tipos de cancer) (WHO, Disponivel em:
<https://www.who.int/features/qa/malnutrition/en/ > Acesso em: 01 de abril de 2019).

E fato que fatores genéticos e ambientais, como nutricio materna, tém papel
fundamental na plasticidade da PF (Guoyao et al., 2012). Para o crescimento e
desenvolvimento normal de humanos e animais experimentais, € imprescindivel que haja boa
condigcdo nutricional da mée durante a gestacdo e a lactacdo (Ramos, 2009). O feto fica
desnutrido quando a taxa e composicdo de nutrientes ofertado pela mae, para seu crescimento
e desenvolvimento, é inferior as suas necessidades (Roseboom, 2001; Rinaldi et al., 2018).

O estado nutricional materno deficiente durante a gestacdo, altera o processo de
desenvolvimento e adaptacdes fisiologicas ocorrem no feto para assegurar o suprimento de

nutrientes para os 0rgaos mais vitais a custa de outros, levando a consequéncias irreversiveis



na formacdo e diferenciacdo dos tecidos. Além disso, a restricdo alimentar durante o
desenvolvimento fetal altera direta ou indiretamente a sintese e liberacdo dos principais
horménios como estrégenos e androgenos, a expressdo e a distribuicdo dos receptores

hormonais (Figura 1) (Rinaldi, et al. 2018).
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Figura 1: Hipdtese sobre a influéncia da restri¢cdo alimentar materna sobre o desenvolvimento

da préstata (Adaptado Rinaldi et al., 2018).

Os principais modelos experimentais de animais utilizados para investigar o impacto da
dieta materna sobre a programacdo a longo prazo tém sido os ratos e as ovelhas. A vantagem
de utilizar ratos baseia-se, principalmente, no curto periodo gestacional e no nimero de
filhotes por ninhada (McMillen & Robinson, 2005).

Nos estudos experimentais com restricdo alimentar, a restricio com reduzida
quantidade de proteinas é a condi¢do mais utilizada. Este modelo induz nos ratos alteractes
fisicas, metabdlicas e teciduais similares as encontradas na sindrome metabdlica humana

(Quadro 1) (Ozanne, 2001). Lucas et al. (1996) relataram, que em longo prazo, houve reducéo



nos niveis plasmaticos de triglicerideos, HDL (High Density Liproteins — Lipoproteina de alta

densidade) e colesterol total de ninhadas de ratas tratadas com dieta de baixo teor de proteina.

Quadro 1: Similaridades entre o modelo de restricdo proteica para ratos e a sindrome

metabdlica humana:

Alteragdes Caracteristicas e/ou Descricao

Fisicas Baixo peso ao nascimento

Metabolicas Diabetes mellitus tipo 2, resisténcia a insulina e hipertenséo arterial
Teciduais Alteracdo na regulacdo hepatica de glicose

Ratas alimentadas, durante a gestacdo, com dietas contendo teores proteicos de 5 a 8%
produziram proles com restricdo de crescimento. Porém, apés 21 dias de idade a prole
recuperou o peso corpéreo em relacdo a prole controle e, na vida adulta, desenvolveram
obesidade precoce (“catch-up growth”). Essa obesidade parece ter efeito deletério na
longevidade, resultando na morte prematura que esta associada a perda do DNA telomérico

no rim (Ozanne, 2001).

A restricdo alimentar e suas influéncias na reproducéo

A desnutricdo € conhecida por ter uma grande variedade de efeitos no sistema
enddcrino (Teixeira, 2002). Chen et al. (2005) relataram que a restricdo alimentar calorica
oferecida a ratas provoca elevada expectativa de vida, retardo no envelhecimento dos 6rgaos
genitais e reducdo da taxa de reproducdo. No desenvolvimento da prole, esses autores também

observaram atraso na puberdade e aumento no intervalo entre as ninhadas.



A reproducdo é essencial para a sobrevivéncia das espécies, mas € suprimida quando o
balanco energético € negativo, especialmente em fémeas devido altas demandas energéticas
durante a gravidez e lactacdo. (Rhinehart, 2016).

O balanco energético é conceituado como um equilibrio entre ganhos e gastos
energéticos. A competéncia reprodutiva é definida como capacidade de gerar gametas viaveis
e manutencdo da gravidez e lactacdo, eventos esses coordenados pelo eixo hipotalamo-
hipdfise-gbnada. Para sobrevivéncia e manutencdo das especies, € fundamental o equilibrio
entre balanco energético e competéncia reprodutiva. (Repaci, et al., 2011).

A restricdo alimentar prejudica o status reprodutivo, além diminuir a expressdo do
receptor de androgeno (AR) nos testiculos de ratos adultos. Nos ratos adultos, a restri¢ao
alimentar pode reduzir as massas do corpo, dos testiculos, do epididimo e da préstata. Na
desnutricdo observa-se que a reducdo nas concentracdes dos hormonios luteinizante (LH),
foliculo-estimulante (FSH) e testosterona (T) esta associada a modificacGes estruturais dos
orgdos genitais. (Grewal et al., 1971, Howland, 1975; Herbert, 1980; Chik et al., 1985, 1989;
Dong et al., 1994; Young et al. 2000; Ramos et al., 2009)

Estudos mostram que a incidéncia de disturbios metabdlicos e a diminuicdo da
fertilidade masculina na vida adulta estéo relacionadas com a desnutricdo materna por dieta de
baixa proteina, impactando conjuntamente no crescimento, morfogénese tecidual e incidéncia
de lesdo da prostata conforme o crescimento (Shappell et al., 2004; Ramos et al., 2009;
Rinaldi et al., 2013).

Em estudo realizado com ratas tratadas com dieta hipoproteica (6% de proteina)
durante a gestacdo e dieta com teor normal de proteinas na lactagdo, Rinaldi et al. (2013)
observaram que a prole apresentou baixo peso no nascimento, reducdo na distancia ano-
genital (AGD) e nos niveis plasmaticos de androgenos dos filhotes machos. Além disso, os

lobos prostaticos apresentaram menor peso, menor altura da célula epitelial e didmetro


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0024320513000994?via%3Dihub#!

alveolar. Houve o aumento do indice de proliferacdo celular do epitélio e na deposicdo de
colageno, notando-se também maiores incidéncias de displasia epitelial e prostatite. A
diminuicdo nos pesos dos testiculos e dos epididimos também foi registrada pelos
pesquisadores (Rinaldi et al., 2013).

Anormalidades morfoldgicas nos espermatozoides, reducdo na motilidade
espermatica, no nimero de células de Sertoli e na contagem de espermatozoides no testiculo e
na cauda do epididimo sdo caracteristicas também observadas na prole de ratas que sofreram
restricao proteica durante a gestacdo (Toledo et al., 2011).

Segundo Skakkebak (2007), alteracdes no desenvolvimento sexual masculino podem ter
como mecanismo a epigenética, no qual temos como papel central os genes encontrados no
zigoto e os fatores ambientais que diretamente interferem na diferenciacdo das génadas, da

genitalia externa e das glandulas sexuais acessorias.

Desenvolvimento da prostata

Em ratos, o desenvolvimento e o crescimento da préstata tém inicio na vida fetal e sdo
concluidos durante a maturidade sexual. Durante este periodo, a modulacdo hormonal pode
apresentar efeito permanente e irreversivel na morfologia prostatica, refletindo na sua
organizacéo celular e funcional (Ramos et al., 2009).

A prostata desenvolve-se do seio urogenital (SUG), uma subdivisdo da cloaca. Nos
camundongos, 0 SUG desenvolve-se aproximadamente 13 dias pds-concepg¢do; em humanos,
aproximadamente em 7 semanas de gestacdo. O SUG de camundongos machos e fémeas €
morfologicamente indistinguivel até 17,5 dias pds-concepg¢do e nos humanos entre 10% a 122
semanas de gestacdo. Apos essa idade, comeca a morfogénese prostatica com a circulacéo de

androgenos produzidos pelos testiculos fetais (Marker et al., 2003).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0024320513000994?via%3Dihub#!
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Em estudos comparativos entre roedores e humanos, indicaram a morfogénese e 0
desenvolvimento prostatico ocorre de maneira andloga. Tal fato favorece estudos
morfofuncionais prostaticos entre essas espécies (Camargo, 2017).

Nos ratos, entre a segunda e terceira semanas pods-natal ocorre a diferenciacdo das
células epiteliais e mesenquimais/estromais, simultaneamente ao processo de morfogénese e

ramificacao ductal (Figura 2) (Prins & Putz, 2008).
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Figura 2: Morfogénese da prostata ventral de rato (Adapatada de Prins & Putz, 2008).

Nesta etapa, as células epiteliais em desenvolvimento formam botdes prostaticos
solidos, caracterizados fenotipicamente pela co-expressdo das citoqueratinas 5, 8, 14 e 18, p63
e AR (Wang et al., 2001). Apds o processo de ramificacdo ductal, o epitélio prostatico se
reorganiza em dois estratos de células distintas, o estrato basal e o luminal. As células
epiteliais basais formam uma camada descontinua que expressam citoqueratinas 5 e 14, e a
proteina p63. As células luminais colunares altas alinham-se formando o limem ductal e se

caracterizam por expressarem citoqueratinas 8 e 18 (Hayward et al., 1996a) (Figura 3).
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Figura 3: Desenvolvimento pés-natal da préstata de cobaia (Guinea pig). Caracterizacdo fenotipica das células epiteliais da prostata. Legenda: lamen (L),
estroma (E ou ES), célula intermediaria (CI), célula basal (B), célula secretora (S), célula midides (M), célula neuroenddcrina (estrela ou NE), processo
citoplasmatico da célula NE (PC), célula basal (seta fina), célula intermediaria (seta curva e cabeca de seta). Coloracdo marrom representa marcacao dos
antigenos estudados (p63, CK19, CK18, CgA, AR) p63 (proteina 63), citoqueratina 19 (CK19), citoqueratina 18 (CK18), cromogranina A (CgA), receptor
de andrégeno (AR). Fonte: acervo particular da Profa. Dra. Patricia Fernanda Felipe Pinheiro.
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Concomitantemente ao processo de diferenciacdo celular do epitélio prostatico, o
estroma de origem mesenquimal se diferencia em uma camada de células musculares lisas que
circunda os ductos prostaticos (Hayward et al., 1996b).

O desenvolvimento, o crescimento normal, a diferenciacio e a manutencao
morfofuncional da préstata, bem como o desenvolvimento da hiperplasia prostatica benigna
(HPB) e do cancer prostatico dependem do eixo hipotalamo-hipofise-testiculo-adrenal que
inclui: (1) sintese de testosterona (T) pelos testiculos e glandulas adrenais, (2) conversdo da T
em diidrotestosterona (DHT) pela enzima 5o redutase, (3) transporte da DHT aos tecidos
alvos e (4) ligacdo da DHT ao receptor com consequente modula¢do dos genes (Buchanan et
al., 2001). A DHT torna-se fisiologicamente ativa pela ligacdo com o receptor de andrégeno
(Griffiths et al., 1997). A ligacdo resulta em uma cascata de eventos necessaria para a
formagéo de fatores de sinalizagdo que regulam o crescimento celular. Essa ligacdo causa a
producdo do antigeno prostatico especifico (PSA) e de proteinas reguladoras que modulam o
crescimento e a funcdo celular (Gnanapragasam et al., 2000).

No adulto, a DHT e outros andrdgenos contribuem para a manutencdo da homeostase
entre 0 processo de proliferacdo e morte celular por apoptose. A proliferacdo celular e a
apoptose sdo mecanismos androgenos dependentes na préstata. A DHT indiretamente regula a
expressao de genes que controlam a proliferacdo e a morte celular pelo controle da expressao
e secrecdo de fatores de crescimento (Niu et al., 2001). Nos humanos, a DHT pode estimular a
producdo do fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento de queratindcito
(KGF), fator de crescimento ligado a insulina (insulin-like/IGF-I), fator de crescimento de
fibroblasto (FGF) e outros (Kim et al., 1996; Carson Il & Rittmaster, 2003).

Estudos demonstraram que o estrdégeno, juntamente com outros fatores enddgenos

associados ou ndo ao balanco energético do organismo, pode estimular o aparecimento da
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HPB e do cancer prostatico. Segundo Santti et al., (1994), esse hormonio induziria a
transformacdo maligna em células da prostata durante o desenvolvimento do animal.

Com relacdo aos fatores enddgenos associados ao balanco energético do organismo, a
leptina e a grelina possuem relevante atuacdo na manutencdo e nas alteragcdes estruturais e

funcionais do sistema genital masculino.

Leptina e Grelina: Ac¢des sisttmicas no estado energeético e o eixo hormonal reprodutivo

Os avancos no conhecimento do controle do sistema neuroenddcrino sobre as
diferentes fungdes do corpo tém ajudado a identificar a estreita relacdo entre os sistemas
responsaveis pelo crescimento somatico, balanco energético e reproducdo. A importante
relacdo entre o0s estoques de energia suficientes para o adequado crescimento,
desenvolvimento pubere e manutencdo da fertilidade sdo bem conhecidos (Casanueva &
Dieguez, 1999). Entretanto, somente recentemente, houve a descoberta dos sinais moleculares
responsaveis pelo controle integrado dos sistemas somaticos (Teerds et al., 2011).

Neste contexto, a leptina é provavelmente o mais importante hormdnio integrador
neuroendocrino. A leptina é produzida principalmente no tecido adiposo e atua como fator
indicador de saciedade. Ela sinaliza aos centros hipotalamicos controladores da ingestdo de
alimentos a quantidade de reserva de energia do organismo. Portanto, a leptina constitui um
elemento essencial na homeostase do peso corporal (Casanueva & Dieguez, 1999; Ahima et
al., 2000).

Ap0s a sua descoberta, tornou-se evidente que além do seu envolvimento no balango
energetico, a leptina apresenta fun¢es neuroenddcrinas relacionadas ao crescimento e ao eixo
reprodutivo (Wauters & Considine, 2000). Os hormdnios leptina, FSH e LH sdo considerados
os fatores neuroenddcrinos mais importantes na regulacdo do sistema genital (Teerds et al.,

2011).
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Na prostata reconhece-se a sintese de leptina e a expressao de seus receptores
(Malendowicz, et al., 2006; Kim, et al., 2008). Este hormdnio tem sido associado a doencas
da prostata, mas o seu papel na prostata normal ou alterada ainda ndo foi completamente
esclarecido. Varios trabalhos mostram que ha uma ligacdo entre a obesidade, a hiperplasia
prostatica benigna e o cancer prostatico (Ribeiro et al., 2006; Parsons et al., 2009). O aumento
na expressdo de leptina na prostata esta relacionado com a progressao e o grau de malignidade
do cancer. E também conhecido que a leptina estimula proliferacdo celular na hiperplasia
prostatica benigna (Saglam et al., 2003).

A leptina e a grelina possuem papéis opostos na homeostase do peso corpéreo. A
leptina é o fator de saciedade que indica os sinais de abundancia de energia. A grelina é o
fator orexigeno, ou seja, indica os sinais de insuficiéncia de energia (Zigman & Elmquist,
2003).

A grelina € considerada um dos mais poderosos agentes orexigenos da fisiologia de
mamiferos (Muccioli et al., 2002; Kojima & Kangawa, 2005;). Trata-se de um peptideo
produzido predominantemente, pelo estbmago, sendo também expresso no pancreas, intestino,
rins, testiculo, pulmao e hipotalamo (Kojima & Kangawa, 2005).

No nucleo arqueado do hipotalamo, especificamente nos neur6nios que co-expressam
os peptideos orexigénico NPY e peptideo relacionado Agouti (AGRP), os receptores de
grelina, GSHR-1a, sdo ricamente expressos, favorecendo o ganho de peso. (Repaci et al.,
2011).

Alguns estudos em animais mostraram que a grelina é capaz de suprimir a secrecao do
LH in vivo e diminuir a resposta do LH ao estimulo do hormdnio liberador de gonadotrofina
(GRH) in vitro (Furuta et al., 2001; Fernandez-Fernandez et al., 2004; Vulliemoz et al., 2004;

Igbal et al., 2006).
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A grelina e seu receptor foram identificados nas génadas do homem e do rato (Tena-
Sempere et al., 2002; van der Lely et al., 2004), atuando de forma inibitoria sobre a secrecéo
de testosterona testicular (Igbal et al., 2006). Em ratos, a administracdo repetida de grelina
induz a um atraso parcial no inicio da puberdade (Fernandez-Fernandez et al., 2005).

O envolvimento da grelina no cancer de prostata foi demonstrado apenas nos ultimos
anos. Foi demonstrado que a grelina e seus receptores Sa0 expressos em carcinomas
prostaticos humanos, na hiperplasia prostatica benigna e em linhagens de células de
carcinoma prostatico dependente (LNCaP) e independente (DU-145 e PC-3) de andrégenos.

Em suma, pode-se concluir que a grelina e a leptina sdo moduladores neuroenddcrinos
envolvidos no controle de um amplo espectro de funcBes bioldgicas, incluindo equilibrio
energético. A figura 4 ilustra a atuacdo da grelina e da leptina no controle integrado do

equilibrio da energia e da reproducéo.

GnRH = Horménio Liberador do Horménio Luteinizante
Horménio Foliculo Estimulante
LH = Hormdnio Luteinizante

Figura 4: Modelo de agdo da grelina e da leptina sobre o eixo hipotdlamo-hipofise-testiculo.
A leptina secretada pelos adipocitos estimula a liberagcdo de GnRH no hipotalamo e inibe a
estereidogénese nos testiculos. A grelina secretada pelo sistema digestdrio inibe a secrecdo de

LH (Adaptado de Barreiro & Tena-Sempere, 2004).



16

Observa-se que tem havido uma significativa mudanca no pensamento sobre a
nutricdo, desde uma procura de alimentos que satisfacam as necessidades nutricionais dos
individuos, até seus efeitos sobre a saude, incluindo doencas degenerativas, cancer e perda da
funcdo cognitiva (Barker 1993; larc, 1990; Lucas, 1994; Lucas, 1998).

O cancer de prostata € uma das maiores causas de mortalidade entre os homens. A
busca do conhecimento sobre uma dieta capaz de prevenir e controlar a progressao desse tipo
de cancer torna-se cada vez mais necessaria (Bosland et al., 1999). Sabe-se que dietas com
elevado teor de gordura induzem o aparecimento de cancer em cobaias; ja as dietas
hipocaldricas sdo capazes de inibi-los (Tannenbaum, 1942; 1944; 1945; Bosland et al., 1999).

Em estudo experimental, Mukherjee et al. (1999) relataram a relacdo entre a gordura, a
energia e 0s riscos de cancer de prostata em cobaias submetidas a dieta de restricdo de
consumo de energia. Neste estudo, 0s autores observaram significativa reducdo na atividade
proliferativa das células cancerigenas (Mukherjee et al., 1999).

Muitas anomalias no desenvolvimento sexual masculino podem ser atribuidas ao
gendtipo do zigoto e ao impacto dos fatores ambientais que influenciam a diferenciacdo das
gbnadas, das glandulas sexuais acessérias e da genitalia externa (Skakkebak et al., 2001,
2007).

A restricdo alimentar ocorrida durante os periodos pré-natal e de lactacdo pode, por
exemplo, provocar alteragdes no desenvolvimento tecidos, na secre¢do de hormdénios ou
sensibilidade tecidual a eles ao longo da vida (Drake & Walker, 2004; McMillen & Robinson,
2005; McArdle, 2006; Barker, 2007; Leandro et al., 2009).

No periodo de desenvolvimento do rato conhecido como “janela de programacéo fetal
masculinizante” (MPW), os androgenos atuam influenciando a formacéo, a proliferacédo e o
crescimento normal do sistema genital masculino (Figura 5) (Welsh et al., 2008). Portanto,

com base na relacdo direta entre o balango energético (dieta alimentar), o desenvolvimento, o
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crescimento e a manutencdo da prostata, bem como o surgimento de doengas como cancer
prostatico, torna-se imprescindivel considerar a atuacdo da leptina, da grelina e de seus
respectivos receptores no estudo do desenvolvimento pos-natal da prostata.

A complexa rede do controle funcional da préstata envolve também hormonios
associados ao estado energético do individuo. A leptina e a grelina sdo exemplos desses
horménios que concorrem para garantir a manutencdo da homeostasia e dos estados
patoldgicos da préstata (Malendowicz, et al., 2006; Cassoni, 2004; Habib et al., 2015). Neste
sentido, optou-se por estudar os possiveis efeitos da PF por restricdo proteica sobre o lobo
ventral da préstata de ratos desmamados e adultos avaliando, principalmente, a

imunorreatividade do lobo ventral da prostata aos receptores AR, ER-a, Ob-R e GHSR-1a.
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Figura 5: Ac¢do dos andrégenos na diferenciacdo, formagéo e crescimento do sistema genital
masculino de ratos durante a janela de programacdo masculinizante (15,5 e 18,5 dias do
desenvolvimento fetal). GT, tubérculo genital; VP, prostata ventral; WD, duto de Wolff;

AGD, distancia anogenital (Adaptado de Welsh et al., 2008).
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OBJETIVOS
Objetivos Gerais
Avaliar a resposta adaptativa estrutural da préstata ventral da prole de ratos de mées

submetidas a restri¢do proteica no periodo gestacional e de lactacao.

Objetivos Especificos
Avaliar a possivel influéncia da PF por restricdo proteica em ratos desmamados e

adultos sobre:

e Pardmetros biométricos (avaliacdo dos pesos corpéreo, do lobo ventral da

prostata, das gorduras visceral, retroperitoneal e epididimaria);

e A distribuicdo e a frequéncia das células epiteliais prostaticas basais;

e A imunolocalizag¢do dos receptores AR, ERa, Ob-R, GHS-R-13;

e A imunolocalizacdo do PCNA;

e A determinacdo do indice de proliferacdo celular.
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MATERIAL E METODOS

Animais

No presente estudo foram utilizados ratos da linhagem Wistar, dos machos (n=8) e
fémeas (n=16), provenientes do Biotério do Central da UNESP - Campus de Botucatu.

Para o acasalamento das matrizes, duas ratas e um macho, com trés meses de idade,
foram alojados em caixas durante o ciclo escuro para o acasalamento. Nas manhas seguintes
ao pareamento das matrizes, relizou-se o esfregaco vaginal para a verificacdo da presenca de
espermatozoides e da fase de estro, determinando assim o dia 0 da gestacdo. Durante o
experimento, as ratas prenhez permaneceram isoladas em caixas individuais e constituiram os

grupos maternos experimentais.

Delineamento Experimental
A partir do dia 0 da gestacdo (DGO) as ratas foram distribuidas em dois grupos:
Grupo Normoproteico (NP): recebeu durante a gestacdo e lactacdo com dieta
normoproteica ad libitum (17%) (n=8) (Figura 6a);
Grupo Restricdo Proteica (RP): recebeu durante a gestacdo e lactacdo com dieta

hipoproteica ad libitum (6%) (n=8) (Figura 6b).
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(@ GRUPO NORMOPROTEICO

DIETA NORMOPROTEICA DIETA NORMOPROTEICA
\ A\ \
\ \\ \
\ \

\ \
DGO DPN1 DPN21 DPN120
GESTACAO LACTACAO t '

NASCIMENTO DESMAME 22 COLETA
SELECAO DOS +
FILHOTES 12 COLETA PERIODO PRE-NATAL
0O PERIODO POS-NATAL (12 A0 212 dia)
O PERIODO POS-NATAL (222 A0 1202 dia)

(b) GRUPO RESTRICAO PROTEICA

DIETA HIPOPROTEICA DIETA HIPOPROTEICA
\ \\ \
\ A\ \
\ \

\ \
DGO DPN1 DPN21 DPN120
GESTACAO LACTACAO 1‘ '

NASCIMENTO DESMAME 22 COLETA
SELECAO DOS +
FILHOTES 12 COLETA PERIODO PRE-NATAL
0 PERIODO POS-NATAL (12 A0 212 dia)
0 PERIODO POS-NATAL (222 A0 120° dia)

Figura 6: Representacdo esquematica do delineamento experimental dos grupos NP (a) e RP (b).
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As dietas normoproteica e hipoproteica ad libitum foram administradas até o dia do
desmame da prole e, apds esse periodo, foi fornecida a dieta padréo para roedores (Tabela 1).

No dia do nascimento, foi realizada a sexagem e pesagem da prole. Para haver o
mesmo cuidado materno e a mesma oferta de leite materno entre todos os individuos da prole,
optou-se por fixar a ninhada em 8 filhotes (4 machos e 4 fémeas) até o desmame. Aos 21 dias
de idade, dois ratos machos de cada matriz foram submetidos a eutanasia. Os demais ratos
receberam dieta solida padrédo para roedores ad libitum até o DPN120, quando, entdo, foram
mortos para a coleta de 6rgdos, tecidos e sangue. O protocolo experimental foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Biociéncias de Botucatu/UNESP,
conforme a Lei Federal 11.794 de 08 de outubro de 2008, Decreto n° 6.899, de 15 de julho de
2009 e as Resolucdes Normativas do Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo

Animal (CONCEA) (Protocolo 264/11-CEUA/IBB).

Tabela 1 — Composicdo das dietas isocaloricas

Componentes (gramas)* Normoproteif:a Hipoproteicfa
(17% de proteina) (6% de proteina)

Caseina (84% de proteina)** 202,00 71,50
Amido de Milho 397,00 480,00
Dextrina 130,50 159,00
Sacarose 100,00 121,00
Oleo de Soja 70,00 70,00
Fibra (microcelulose) 50,00 50,00
Mistura de Minerais *** 35,00 35,00
Mistura de Vitaminas *** 10,00 10,00
L — cistina 3,00 1,00

Cloreto de Colina 2,50 2,50

*Dieta para a fase de gestacdo em roedores - AIN-93G;
** Valores corrigidos de acordo com o contetido de proteina na caseina;
*** Segundo AIN-93G (American Institute of Nutrition Rodent Diets, Reeves et al., 1993).
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Parametros biométricos e indice de adiposidade

Os ratos foram anestesiados em camara de CO, e mortos por decapitacédo.
Posteriormente, realizou-se a laparotomia e o complexo uretro-prostatico (DPN21) ou lobo
ventral da prostata (DPN120) e os testiculos dos ratos foram coletados, dissecados e pesados.
As gorduras visceral, retroperitoneal e epididimaria foram coletadas e pesadas. Os ratos no
DPN21 ndo apresentaram depoésito de gordura retroperitoneal. O indice de adiposidade foi
calculado pela relacdo da soma das gorduras corpoOreas sobre o peso corporeo X 100

[(Q_gorduras corporeas/peso corporeo)X100].

Analise Histoldgica
As amostras do complexo prostatico ou lobo ventral da préstata foram fixadas por
imersdo em solucdo de formaldeido a 10% em tampao fosfato 0,1 M pH 7,3 por 24 horas,
lavados em agua corrente e colocados em alcool 70%. Na sequéncia, os materiais foram
desidratados em solucdo crescente de alcoois, diafanizados, incluidos em parapléstico e
cortados com 4um de espessura. As seccdes histologicas foram coradas com hematoxilina-
eosina (HE). Em seguida, as laminas foram analisadas e fotografadas em fotomicroscépio BX

41 — 2 com camera digital, modelo SIS-SC30, Olympus.

Analise imuno-histoquimica
As seccdes histoldgicas foram desparafinizadas em xilol e alcool e lavadas em tampéo
fosfato (PBS). Na sequéncia, para a recuperacdo do epitopo, as laminas histologicas foram
colocadas em tampao citrato de sodio a 0,01M, pH 6,0 e submetidas ao calor do forno de
micro-ondas a 700-800W, durante 15 minutos, divididos em 3 ciclos. Posteriormente, as
laminas foram colocadas em solucdo de agua oxigenada a 3% em metanol (97mL metanol:

3mL de H202 P.A.) durante 15 minutos. Para o bloqueio de reagdes inespecificas optou-se
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pela incubagdo das laminas em solucdo a 2% de leite desnatado (Molico®) em tamp&o PBS
durante 1 hora. Na sequéncia, as sec¢des foram incubadas com anticorpos primarios (Quadro
2) em camara Umida durante a noite a 4°C em geladeira. As laminas que foram incubadas
com anticorpos anti-AR, anti-ER-a (Quadro 2) foram colocadas em tampao citrato de sodio a
0,01M, pH 6,0 em uma panela de pressdo durante 40 minutos. Apds essa etapa, as laminas
foram lavadas em tampédo PBS e durante 1h, a temperatura ambiente e as sec¢fes foram
incubadas com anticorpos secundéarios (Quadro 2). Posteriormente, as laminas foram lavadas
com PBS e colocadas em solugdo de avidina-biotina-peroxidase (Strept ABComplex DAKO
CYT. INC.®) por 45 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas em PBS e incubadas
com diaminobenzidina (DAB) (di-amino-benzidine-Sigma®) por 5 minutos. Na finalizacdo da
técnica, as laminas foram lavadas em agua corrente e contra-coradas com hematoxilina de
Harris. A andlise das laminas foi realizada em fotomicroscépio BX 41 — 2 com camera digital,

modelo SIS-SC30, Olympus.

Analise quantitativa.

Trés diferentes sec¢des histoldgicas do lobo ventral da prostata de cada animal, cinco por
grupo, submetidas a imunomarcacdo para 0 PCNA e para a proteina p63, foram avaliadas para
a determinacdo do indice de células positivas para cada antigeno pesquisado. Um total de
2000 células foram contadas. As variaveis descritas foram analisadas através do programa de
analise de imagens Cellsens Standard (Olympus) do Departamento de Anatomia, Instituto de

Biociéncias — UNESP, Campus de Botucatu.
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Anticoreos Eseecificidade Eseécie hoseedeira Fonte
Primario

Antigeno de Proliferagdo Celular (PCNA) Proliferacdo Celular

Receptor de Andrégeno (AR) Células luminais Coelho (policlonal)

Receptor de estrégeno alfa (ER-a) Células epiteliais e estromais Coelho (policlonal)

Receptor de Grelina (GHSR-1a) Epitélio prostatico Coelho (policlonal)

Receptor de Leptina (Ob-R) Epitélio prostatico Coelho (policlonal)

p63 Células basais (epitélio prostatico) Camundongo (monoclonal)

Camundongo (monoclonal)

PC-10 Novocastra®/Vector Laboratories®
AR N-20 Santa Cruz Biotechnology Inc.®
Millipore®
Millipore®
Biorbyt®

4A4 Dako Cyt. Inc.®

Secundario

Anti-camundongo Coelho (policlonal)

Anti-coelho Cabra (policlonal)

Dako Cyt. Inc.®

Dako Cyt. Inc.®

Anélise Hormonal

Amostras de sangue de dez animais de cada grupo foram coletadas apds anestesia em

camara de CO; seguida de decapitacdo. As concentracdes plasmaticas de T e E foram

determinadas por radioimunensaio utilizando conjuntos de reagentes comerciais (Maia,

BioChem Immuno Systems, Italia S.P.A). Os limites minimos de deteccdo foram 0,3 pg/ml

para o estradiol e 2,0 ng/ml para a testosterona. As amostras foram dosadas num mesmo

ensaio e os coeficientes de variacdo intra-ensaio foram 4% e 3,2%. O estudo estatistico foi

apresentado em médias e desvios-padrdo. As concentracbes hormonais foram expressas em

ng/dL para testosterona total e em pg/dL para estradiol.

Andlise Estatistica

A analise estatistica das variaveis descritas foi realizada pelo programa GraphPad

Prism (version 5, GraphPad Software Inc., San Diego, CA). Valores foram apresentados em

médiaxdesvio padrdo. O teste T foi aplicado para a verificagcdo da significancia de diferencias

em dados paramétricos; O teste Mann-Whitney foi aplicado para a avaliagcdo de significancia
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para dados ndo paramétricos. Os resultados foram apresentados em tabelas e figuras. Todas as

conclusdes estatisticas foram realizadas em nivel de 5% de significancia.
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RESULTADOS
Dados biométricos
A dieta hipoproteica oferecida as ratas durante a gestacdo e lactacdo determinou a
reducdo significativa (p<0,0001) no peso corporeo dos filhotes do grupo RP em relagédo ao
peso dos filhotes de ratas submetidas a dieta normoproteica (Tabela 2). A figura 7 ilustra os

filhotes do grupo NP e RP aos 21 dias de idade.

RESTRITO

NORMAL RESTRITO

Figura 7: Filhotes do grupo NP (normoproteica) e do grupo RP (restricdo proteica) aos 21 dias de
idade.

Os pesos do lobo ventral da préstata, do testiculo, das gorduras epididimaria e visceral,
dos indices gonadossomatico e de adiposidade dos filhotes do grupo RP apresentaram valores
significativamente menores quando comparados aos valores dos filhotes do grupo NP (Tabela
2).

Aos 120 dias de idade, verificou-se que as diferencas significativas observadas nos
animais do grupo RP aos 21 dias foram mantidas para os pesos corporeo, das gorduras e do
indice de adiposidade. Para estes parametros, o grupo RP apresentou valores reduzidos em

relacdo aos descendentes das ratas submetidas a dieta NP (p<0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2: Média e desvio padrdo dos pesos absolutos e relativos do corpo, de 6rgéos e de gorduras e indices de adiposidade e gonadossomatico

dos grupos NP (normoproteica) e RP (restricdo proteica) aos 21 e 120 dias de idade.

Grupos experimentais/ idade

Parametros 21 dias de idade 120 dias de idade
NP RP NP RP

Peso corpdreo (g) 47,94+7,52 22,77+3,01* 491,98+50,32 399,86+25,38*

Peso do complexo prostatico/ Lobo 0,01924+ 0,008 0,009060+ ,001* 0,9285+0,24 0,7698+0,21

ventral da prdstata (g)**

Peso do testiculo (g) 0,118+ 0,016 0,050+0,016* 1,8406+0,2086 1,4943+0,1417
Peso da gordura epididimaria (g) 0,1226+0,026 0,0243+0, 104* 4,212+0,8286 2,305+0,4247*
Peso da gordura visceral (g) 0,2941+0,062 0,1068+0,034* 5,151+0,6641 3,070+1,066*
Peso da gordura retroperitoneal (g)*** - - 7,2842+2,605 4,387+1,096*
Indice de adiposidade 0,994+0,067 0,7170+ 0,192* 3,636+0,8538 3,053+ 0,6012
Peso relativo da prostata 0,3674+0,059 0,3982+0,067 0,2198+0,1070 0,1995+0,0602
Peso relativo do testiculo 0,438+ 0,049 0,498+0,074* 0,008+0,001 0,008+0,0005

Valores apresentados em médiatdesvio padréo;

Teste T foi aplicado para a verificagdo da significancia de diferencias em dados paramétricos;

Teste Mann-Whitney foi aplicado para a avaliacdo de significancia para dados ndo paramétricos;

*p<0,05; significancia estatistica comparada como grupo NP;

**Avaliagdo do peso do complexo prostatico aos 21 dias de idade. Avaliagdo do peso do lobo ventral da prosta aos 120 dias de idade;
*** Gordura néo coleta aos 21 dias de idade. Motivo: Auséncia ou pouca quantidade de gordura retroperitoneal.
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Analises Morfoldgicas, Hormonais e Semi-quantitativas

O antigeno nuclear de proliferacdo celular, dos receptores de hormonios esteroides
(AR ¢ ERa), da proteina p63 e dos receptores de leptina (Ob-R) e de grelina tipo 1a (GHRS-
1a) foram detectados no epitélio e no estroma da préstata ventral de ratos dos grupos NP e RP
aos 21 dias e 120 dias de idade.

De modo geral, a localizacdo da proteina p63 foi restrita ao compartimento basal do
epitélio prostatico. As células basais imunomarcadas apresentaram formas variando de oval a
triangular. Topograficamente, as células basais localizaram-se dispersas entre as células
luminais e apoiadas na membrana basal (Figuras 8 A-D). A frequéncia de células basais p63*
diferiu estatisticamente entre os grupos NP (13,07+1,49) e RP (17,94+1,90) com 21 dias de
idade (Figura 10 A). Nos animais com 120 dias de idade ndo houve diferencas estatisticas

entre os animais dos grupos NP (Figura 8 E-F) (11,17+3,26) e RP (13,94+2,14) (Figura 10 B).



FIGURA 8: Seccdes transversais do lobo ventral da prostata de ratos dos grupos NP e RP
imunomarcadas com p63. Imunomarcacéo das células p63* (marrom) A, B, C e D) (21 dias de
idade) e E e F (120 dias). Note a localizacdo basal das células p63" e as formas ovais e

triangulares. (A e C) Barra = 100um. (B, D, E e F) Barra = 10um.
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A avaliacdo da frequéncia das células positivas para 0 PCNA indicou ndo haver
diferencas estatisticas em relacdo entre os animais do grupo NP (58,30+8,63) e RP
(47,53£9,12) aos 21 (Figuras 9 A-B, 10 C) e aos 120 dias de idade (NP= 1,76+1,50; RP=

1,35+1,40) (Figuras 9 C-D, 10 D).

Figura 9: SeccOes transversais do lobo ventral da prostata de ratos dos grupos NP e RP

imunomarcadas com PCNA. Imunomarcacao das células PCNA* (marrom) A e B (21 dias de
idade) e C e D (120 dias). Observe a marcacao positiva nas células epiteliais e estromais. (A e
B) Barra = 100um e (C e D) Barra = 20pum.
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Figura 10: Estudo estatistico da avaliacdo da populacao de células p63 e PCNA positivas nos
grupos estudados. Populacdo de células p63 aos 21 dias de idade (NP=13,07+1,49;
RP=17,94+1,90) (A) e aos 120 dias de idade (B). Populacdo de células PCNA positivas nos
grupos estudados aos 21 dias de idade NP=58,30+8,63; RP=47,53+9,12) (C) e a0s120 dias de
idade (NP= 1,76+1,50; RP= 1,35+1,40) (D). Valores apresentados em médiatdesvio-padrao.
*p <0.05, significancia estatistica comparada como grupo NP. Teste T foi aplicado para a

verificagdo da significancia de diferencias em dados paramétricos.

A maior parte das células epiteliais (basais e secretoras) e estromais (musculares lisas)
do lobo ventral da prostata dos animais dos grupos NP e RP aos 21 dias de idade apresentou
imunorreatividade para o receptor de andrégeno (AR). A imuno-histoquimica demonstrou que
0 lobo ventral do grupo NP apresentou marcacdo mais intensa em relacdo ao grupo RP

(Figura 11 A-B).
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Aos 120 dias de idade, a localizacdo do AR esteve restrita as células secretoras e as

células musculares lisas do estroma nos lobos ventrais dos ratos dos grupos NP e RP (Figura

12 A-B).

Figura 11: Secc¢des transversais do lobo ventral da prostata de ratos dos grupos NP e RP (21
dias de idade) imunomarcadas com AR e com ER-o. Imunomarcacdo das células AR*
(marrom) (A e B). Barra = 20um. Seccdes transversais do lobo ventral da prostata de ratos
dos grupos NP e RP (21 dias de idade) imunomarcadas com Imunomarcacao das células ER-
o (marrom) (C e D). Observe a marcacdo positiva nas fibras estromais. Note a marcagdo mais

intensa no grupo NP (C). (C e D) Barra = 20um.
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Figura 12: Secc0es transversais do lobo ventral da préstata de ratos dos grupos NP e RP (120
dias de idade) imunomarcadas com AR e ER-a. Imunomarcacgéo das células AR™ (marrom) (A
e B). Note a marcacdo negativa em uma célula luminal (seta tortuosa) em (A) e em uma célula
basal em (B) (seta tortuosa). Imunomarcacédo das células ER-a" (marrom) (C e D). Observe a

marcacao mais intensa no estroma em (C) e marcacao na matriz citoplasmatica de uma célula

luminal (cabeca de seta) em (D). (A, B, C e D) Barra = 20pum.

O ER-a foi detectado nas células epiteliais e estromais. Nas células epiteliais, sua
localizacéo foi observada somente no polo apical das células luminais (matriz citoplasmatica)
dos grupos NP e RP nas idades estudadas (Figuras 11 C-D e 12 C-D). No estroma, 0 ER-a foi
localizado nas células musculares lisas periductais e periacinares (Figuras 11 C-D e 12 C-D).

O padréo de marcagdo do ER-a foi mais intenso nos animais adultos do grupo NP

(Figura 12 C). No entanto, foi observado um ndmero maior de células epiteliais do lobo
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ventral da prostata dos animais do grupo RP com marcacao evidente na matriz citoplasmatica
(Figura 12 D) quando comparado ao grupo NP.

A investigacdo da localizacao do receptor de leptina (Ob-R) indicou imunorreatividade
positiva nas células luminais do epitélio prostatico. Notou-se que os animais do grupo NP
com 21 dias de idade apresentaram marcagdo mais forte para o Ob-R. (Figura 13 A-B).

Nos animais adultos, a imunorreatividade positiva para 0 Ob-R foi observada nas
células epiteliais (basais e luminais) e no endotélio dos vasos sanguineos do estroma (Figura
14 A-D). O lobo ventral prostatico dos animais do grupo RP apresentou maior intensidade de
marcacdo em uma populacdo maior de células epiteliais quando comparado ao lobo ventral

dos animais do grupo NP (Figura 14 C-D).
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Figura 13: Seccdes transversais do lobo ventral da prostata de ratos dos grupos NP e RP (21
dias de idade) imunomarcadas co Ob-R. Imunomarcacdo das células Ob-R+ (marrom) (A e
B). Note a marcacdo mais intensa no grupo NP (A). (A e B) Barra = 20um. Figura 19:
Secgdes transversais do lobo ventral da prostata de ratos dos grupos NP e RP (21 dias de
idade) imunomarcadas com GHRS-1a. Imunomarcacdo das células GHSR-1a+ (marrom) (C e
D). Observe a marcacdo mais intensa no estroma do lobo ventral do grupo NP (C). (C e D)

Barra = 20pm.
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Figura 14: Secc0es transversais do lobo ventral da préstata de ratos dos grupos NP e RP (120 dias de idade) imunomarcadas com Ob-R e GHRS-1a. Imunomarcacao das
células Ob-R* (marrom) (A, B, C e D). Compare a imagem (A) com a imagem (C). A marcagdo é mais intensa no grupo RP (C) e hd menos células marcadas (chave) no
grupo NP (A). Em (B) célula luminal Ob-R+ (seta curva); célula luminal Ob-R- (seta tortuosa). Em (D) célula basal Ob-R* (seta). Imunomarcacdo das células GHSR-1a+
(marrom) (E, F, G e H). Observe a marcacdo positiva no estroma do lobo ventral dos grupos NP e RP. Em (F) ndcleos de células estromais marcadas. Em (H) célula

luminal GHSR+ (seta curva); célula luminal GHS-R- (seta tortuosa). (A e C) Barra = 200um. (B, D, F e H) Barra = 20um. (E e G) Barra = 100um. (F e H).
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Quanto a avaliacdo do GHSR-1a, foi observada reacdo positiva nos &cinos e no
estroma prostatico (Figuras 14 C-D e E-H). No estroma, a marcacao esteve presente nas fibras
conjuntivas e nas musculares lisas que circundam 0s acinos e 0s vasos sanguineos. O lobo
ventral da préstata do grupo NP com 21 dias de idade apresentou marcagdo mais intensa em
relacdo ao grupo RP (Figura 14 C-D). No epitélio prostatico do adulto, o GHSR-1a foi
localizado no nucleo das células, sendo observada marcagdo mais forte nos lobos prostaticos
dos animais do grupo RP (Figura 14 G-H).

A avaliagdo da investigacdo hormonal indicou alta variabilidade no estudo dos niveis
plasméticos de testosterona e estradiol. Houve diferencas observadas somente no nivel de
estradiol nos individuos adultos. O grupo NP apresentou maior concentracdo de estradiol

(Figura 15).
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Figura 15: Avaliacdo dos niveis plasmaticos de testosterona (ng/dL) e estradiol (pg/dL) nos

grupos estudados. Concentracdo plasmatica de testosterona nos grupos estudados aos 21 dias de
idade (NP=120,05+30,68; RP=138,33+27,47) (A) e aos 120 dias de idade (NP=265,66+73,53;
RP=218,00+71,84) (B). Concentracdo de estradiol (C) nos grupos estuados aos 21 dias de idade

(NP=27,44+7,69; RP 6,66+£8,73) (A) e aos 120 dias de idade (NP =

43,37+7,40;

RP=28,12,00+6,17) (B). Valores apresentados em médiatdesvio-padrdo. *p <0.05, significancia
estatistica comparada como grupo NP. Teste Mann-Whitney foi aplicado para a avaliagdo de

significancia para dados ndo paramétricos.
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DISCUSSAO

A PF ¢ capaz de causar alteracdes no numero de células, na estrutura de 6rgaos, nos
niveis hormonais, na expressao génica de proteinas, entre outras manifestacdes estruturais e
funcionais (Ross & Desai, 2005). O estudo proposto avaliou a repercussao da PF por restricdo
proteica materna no desenvolvimento somatico e da prostata de ratos desmamados e adultos.
De modo geral, a avaliacdo dos parametros corporais (pesos absolutos corporeo, da prostata,
dos testiculos e dos depdsitos de gorduras corporais) indicou atraso no crescimento somatico
dos animais do grupo RP. O periodo de desenvolvimento pds-natal compreendido entre a fase
juvenil (21dias) e a fase adulta (120 dias) foi insuficiente para a retomada do crescimento
somatico regular dos animais do grupo RP quando comparados aos animais do grupo NP. O
peso corpéreo dos animais do grupo RP aos 21 dias de idade foi 52,50% menor quando
comparado ao peso corpéreo dos animais do NP. Aos 120 dias de idade, ndo houve
recuperacdo no ganho de peso dos animais do grupo RP. Esses animais apresentaram 18,72%
de reducdo no peso em relacdo aos animais do grupo NP. No entanto, notou-se que a gordura
visceral do grupo RP aumentou dos 21 dias aos 120 dias de idade cerca de 28,74 vezes,
enquanto que a gordura visceral do grupo NP aumentou cerca de 17,51 vezes no mesmo
periodo. Portanto, os animais do grupo RP apresentaram no mesmo intervalo de tempo e nas
mesmas condic¢des nutricionais aumento do peso absoluto da gordura visceral de 164% maior
em relacdo aos animais do grupo NP. Com base no comportamento do desenvolvimento
somatico dos animais RP, acredita-se que em idade avangada esses animais talvez pudessem
desenvolver obesidade (“catch-up growth”) e a sindrome metaboélica (Mattos, 2006; Wattez,
2013).

Nossos resultados sdo coincidentes com o estudo desenvolvido por Garofano et al.
(1998). Esses autores avaliaram o crescimento somatico pos-natal em ratos submetidos a

restricdo alimentar e constataram que o retardo no crescimento dos ratos € irreversivel até a
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idade de 12 meses, apesar da oferta nutricional normal apds o desmame (Garofano et al.,
1998). De acordo com a literatura cientifica especializada, o crescimento pos-natal é regulado
principalmente pelo eixo endocrino constituido pelo horménio de crescimento (GH) e pelo
fator de crescimento ligado a insulina (IGF-1) (Gluckman et al., 1991). Além da acédo do eixo
GH-IGF-I1 no crescimento somatico, estudos demonstraram que alteracdes nas expressdes do
RNAmM da somatostatina e do neuropeptideo Y sob condi¢des experimentais de subnutri¢do
alteram a regulacdo central do GH levando a falta de crescimento (Huizinga et al., 2000 e
2001). Adicionalmente, sob condicGes de restricdo caldrica ou proteica, observa-se uma
diminuicdo dos niveis séricos de IGF sérico determinando alteragdes no crescimento
(Martinelli Jr., Custddio & Aguiar-Oliveira, 2008).

O impacto da PF sobre a proliferacdo celular no lobo ventral da prostata foi avaliado
por meio da analise e determinacdo semi-quantitativa das células epiteliais PCNA positivas. O
PCNA ¢ altamente expressado no nucleo das células durante a fase S (sintese de DNA) do
ciclo celular (Bravo & Macdonald-Bravo 1987; Kelman 1997; Gulbahar et al. 2005). A
analise dos indices de proliferacdo celular indicou ndo haver diferencas entre 0s grupos
estudados segundo as duas idades.

Considerando a reconhecida importancia das células basais no desenvolvimento e na
manutencdo da populacdo das células epiteliais prostaticas, foi realizada a investigacdo da
localizacdo da proteina p63 nos grupos NP e RP. Segundo Signoretti et al. (2000), o
marcador de células basais p63 é essencial para o desenvolvimento normal da préstata de
camundongos, sendo util também para diferenciar lesdes prostaticas benignas das malignas.
Na prostata, esta proteina mantém a populacdo de células-tronco prostéaticas e a populacao de
células basais. Tal fato foi comprovado por meio do estudo do desenvolvimento da préstata
do camundongo p63 (-/-). A inativacdo do gene p63 neste modelo experimental apresentou

agenesia da prostata (Signoretti et al., 2000).
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O estudo da frequéncia de células p63* no lobo ventral da préstata dos animais dos
grupos NP e RP mostrou que a PF interferiu somente na populacdo de células basais aos 21
dias de idade. A expressdo do gene p63 nas células basais garante a integridade morfoldgica e
funcional da préstata por meio da regulacdo do processo de diferenciacdo dessas células ao
fenotipo de células epiteliais luminais (Kurita et al., 2004). Em condicBes experimentais, a
restricdo proteica materna induz a maiores taxas de morte celular (Ramadan, Alshiraihi, Al-
karim, 2013). Sendo assim, 0 aumento da populacao de células p63* observado no grupo RP
pode estar relacionado a uma adaptacdo da prostata para assegurar o seu desenvolvimento da
préstata em ambiente adverso. O aumento da populacdo de células basais do grupo RP pode
ter relacdo com possivel aumento na taxa de morte das células luminais prostaticas. Na
comparacdo entre as duas idades estudadas, verificou-se que a populacdo de células basais
p63* foi maior nos animais com 21 de dias idade, independente do grupo experimental
(normoproteico ou hipoproteico). Esta observacdo acompanha os perfis dos indices de
proliferacdo celular, indicando a existéncia do equilibrio populacional das células basais nos
diferentes grupos, garantindo, dessa forma, o desenvolvimento prostatico.

Os eventos de proliferacio e morte celular determinam o desenvolvimento, o
crescimento, a diferenciacdo e a manutencdo morfofuncional da prdstata, bem como o
surgimento de doencas. O controle funcional desses eventos ocorre sob a regulagdo hormonal
do eixo reprodutivo mediada por androgenos, estrogenos, fatores proteicos e também pela
integracdo de hormonios associados ao balanco energético (Griffiths et al., 1997, Barreiro &
Tena-Sempere, 2004; Prins, Huang, Birch, 2006).

Dessa forma, o presente estudo avaliou as concentrac6es plasmaticas de testosterona e
de estradiol. A restricdo proteica, em ambas as idades estudadas, aplicada a janela de
programacdo masculinizante ndo interferiu nos niveis plasmaticos da testosterona nas idades

de 21 e 120 dias e do estradiol aos 21 dias de idade. Esses resultados estdo alinhados com os
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achados de Cavariani et al. (2019) que ao estudar os efeitos da restricdo proteica materna na
expressao das AQ1L, AQ9 (aquaporinas 1 e 9) e do VEGFr-2 (fator vascular de crescimento
endotelial), em modelo experimental idéntico ao deste estudo, nas idades de 21, 44 e 120 dias
de idade, registraram alteracdes nos niveis de testosterona e estradiol somente aos 44 dias de
idade (Cavariani et al., 2019). Na idade de 120 dias, a avaliacdo da concentracdo plasmatica
de estradiol indicou que o grupo HP apresentou valores significativamente menores
comparado aos niveis dos animais do grupo NP.

A testosterona exerce 0s seus efeitos por meio da ligacdo ao seu receptor independente
dos mecanismos gendmicos classico e ndo classico da testosterona (Bennett, et al., 2010).
Neste sentido, o presente estudo verificou a imunolocalizacdo do AR. O AR apresentou
imunorreatividade positiva em grande parte das células epiteliais e nos nucleos das fibras
musculares lisas (estroma) do lobo ventral da prdstata dos animais dos grupos NP e RP aos 21
dias de idade. Este registro indica, de forma indireta, o papel relevante do andrdgeno, por
meio da expressdo do seu receptor durante a formacao ductal prostética (Marker et al., 2003).
Aos 120 dias de idade, a localizacdo do AR esteve restrita aos nucleos das células luminais e
células musculares lisas do estroma dos ratos dos grupos NP e RP. O lobo ventral do grupo
NP apresentou marcacéo mais intensa em relacdo ao grupo RP.

Com a finalidade de relacionar os fendtipos epitelial e estromal referente as
imunomarcagdes para 0 ER-a, Ob-R e do GHRS-1a encontrados neste estudo, consideragdes
acerca da acdo dos estrogenos, da leptina e da grelina precisam ser feitas.

Além da acdo direta dos andrégenos sobre a préstata, os estrogenos, por meio da
ligagdo com os seus receptores, exercem efeitos diretos e indiretos sobre o desenvolvimento e
a homeostasia prostatica e desempenham papel na etiologia de doencgas da préstata (Taplin &
Ho, 2001). Neste sentido, reconhece-se que a localizacdo dos receptores ER-a e ER-f na

prostata esta relacionada a acdo direta dos estrégenos sobre este 6rgdo. O ER-o é um dos



44

fatores responsaveis por mediar o efeito do estrégeno induzindo o aumento da proliferacédo
celular na prostata (Bonkhoff & Berges, 2009). Neste trabalho, 0 ER-o foi comumente
detectado no estroma da prostata e pontualmente na matriz citoplasmatica das células
epiteliais. A intensidade de marcacdo do ER-a foi maior nos animais adultos do grupo NP. A
diferenca da intensidade observada esta em concordancia com os niveis plasmaticos de
estradiol registrados nos animais adultos. Neste trabalho, nos animais adultos do grupo RP
ficou evidente a relacdo direta dos menores niveis plasmaticos de estradiol com a
imunomarcacao de menor intensidade para o ER-a. Este resultado corrobora com trabalho
experimental que associou ma nutricdo materna por restricdo proteica com menores
quantidades de ERa transcritas.

Em estudo sobre a acdo da leptina no metabolismo do estrogeno e na proliferacdo
celular na prostata humana, Habib et al. (2015) demonstraram que o efeito proliferativo da
leptina sobre a prostata pode ser devido a sua possivel atuacdo sobre a expressdo do ER-a e
sobre a regulacdo negativa no ER-B. Além da agdo mitogénica, a leptina que é produzida
predominantemente pelo tecido adiposo, também exerce efeitos anti-apopto6ticos por ativar
genes envolvidos na proliferacdo celular (Malendowicz, et al., 2006; Hoda & Popken, 2008).
Em tumores prostaticos com caracteristicas hiperplasicas, a leptina € mais fortemente
expressada (Kim et al., 2008).

Simultaneamente a menor imulocalizacdo do ER-a nos animais RP nas duas idades
estudadas, a imunolocalizacdo positiva para o Ob-R foi encontrada nas células basais e
luminais do epitélio prostatico. Aos 21 dias de idade, notou-se que a intensidade de marcacéao
e a quantidade de células marcadas foi maior no grupo NP, enguanto que aos 120 dias e idade
observou-se 0 oposto, ou seja, 0 grupo RP apresentou mais células intensamente
imunorreativas. Em um estudo experimental com ratos para determinar o papel da leptina,

Colli et al. (2011) sugeriram que o efeito da administracdo de leptina na prostata ocorre pela
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regulacao positiva da leptina e dos seus receptores ObRa e ObRb. Neste mesmo trabalho, os
autores indicaram que ha uma relagdo entre o surgimento de alteragdes prostaticas com niveis
aumentados de leptina e da expressdo génica dos receptores ObRa e ObRDb, e redugdo nas
isoformas ER-o e ER-B. No presente trabalho, a PF interferiu no aumento de células Ob-R*
nos animais adultos RP, indicando importante modificacdo fenotipica

Ainda em relacdo aos estados patologicos da préstata, varios estudos demonstraram a
presenca de niveis elevados de receptores de grelina nas linhagens de células de cancer
prostatico em comparagdo com tecidos a prostata normal (Jeffery et al., 2002; Cassoni et al.,
2004; Yeh et al., 2005; Chen et al., 2012). A grelina se liga ao receptor GHSR-1a e esta
ligacdo estimula a capacidade de liberacdo do horménio do crescimento (GH). A grelina é o
mais poderoso agente orexigeno e adipogénico conhecido (Muccioli et al., 2002; Kojima &
Kangawa, 2005). Neste trabalho, o sitio de marcacdo do receptor GHSR-1a foi no epitélio e
no estroma prostatico. A marcacdo positiva do GHSR-1a foi expressiva nas células epiteliais
prostaticas dos animais com 120 dias de idades do grupo RP. A presenca do receptor GHRS-
la sugere forte atuacdo da grelina na prostata. No testiculo, a grelina ao se ligar ao seu
receptor € capaz de inibir a expressdo do gene SCF relacionado no controle da
espermatogénese (Yan et al., 2000 a, b). Kheradmand et al. (2012) indicaram que a grelina
possui efeitos moduladores sobre as células germinativas de ratos adultos normais por meio
da regulacéo da expressdo do gene Bax (relacionado ao processo de apoptose) e da supressao
dos niveis de PCNA (relacionado ao processo de proliferacéo celular).

Confrontando os achados da literatura especializada com o fendtipo prostatico dos
ratos do grupo RP, acredita-se que houve uma possivel programacdo da expressdao dos
receptores ER-a, Ob-R e GHSR-1a, embora ndo tenha havido registros significativos de
alteracdes no processo de proliferacdo celular. Defende-se que as alteracfes observadas na

expressao desses receptores nos animais RP aos 120 dias de idade possam estar associadas ao
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ganho expressivo das massas corporeas dos tecidos adiposos. Essa hipdtese é reforcada pelo
fato de que niveis circulantes de leptina exibem forte correlacdo positiva com a massa de
gordura corpdrea, e em menor grau com o indice de massa corporea (Boden et al.,1996; der
Merwe et al., 1999).

Dessa forma, acredita-se que aumento da gordura visceral no grupo RP tenha
proporcionado maior impacto nos niveis circulantes de leptina, repercutindo assim no
aumento periférico de seu receptor na préstata. Nossos achados corroboram com o estudo
realizado por Gombar & Ramos (2013). Esses autores em estudo sobre a expressao génica das
isoformas dos receptores de leptina na prostata e no testiculo de ratos filhos de maes
submetidas a restricao (proteica e caldrica) durante a lactacédo, registraram aumento do RNAm
das isoformas ObRa e ObRb (Gombar & Ramos; 2013). Para Barreiro & Sempere (2004), a

leptina e a grelina cooperam no controle do balanco energético e da reproducao.
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CONCLUSOES

Diante dos fatos discutidos e confrontados com o0s nossos resultados, entende-se que a
baixa qualidade nutricional, ocorrida durante a janela de PF da prostata durante
desenvolvimento pds-natal ocorrido nas fases juvenil e adulta, determinou importantes
alteracdes na prostata do rato. Os perfis fenotipicos epiteliais da localizacdo dos receptores
Ob-R e GHSR sdo condizentes com o fendtipo de alteracbes morfologicas encontradas em
alguns estados patolégicos da prostata.

Assim a exposicdo experimental do rato ao baixo teor de proteinas durante os periodos
de desenvolvimento pré e pds-natal

e programou o atraso do crescimento somatico da prole dos 21 aos 120 dias;

o alterou o fenotipo epitelial das células do lobo ventral da prostata que
expressam a p63, os receptores ER-a, Ob-R e GHSR-1a e a concentragdo de

estradiol.
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