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RESUMO

O consumo excessivo de lipidios na dieta constitui um problema na alimentacdo da
sociedade atual, contribuindo para o desenvolvimento de doengas e de canceres como o de
mama, de préstata e de colon. Se tratando da prostata, os lipidios podem ter acéo direta, ou por
mediadores celulares deles derivados e desequilibrar os niveis de esteroides sexuais. Contudo,
alguns componentes dietéticos exercem papel benéfico para a salde prostatica ou mesmo
propriedades terapéuticas, como a curcumina. Existe, portanto, interesse crescente na agéo da
curcumina sobre a prdstata, e seus andlogos sintéticos vem sendo testados para aplica¢do no
tratamento de doencas prostaticas. Sabendo-se que componentes da dieta materna podem afetar
a préstata masculina permanentemente, por programacdo do desenvolvimento, este estudo
avaliou as consequéncias da dieta materna enriquecida com lipidios saturados da banha de
porco, durante a gestacdo e lactacdo de ratos Wistar, associada ou ndo a suplementacdo
alimentar com curcumina, além da ingestdo do 6leo de milho comercial, sobre a histofisiologia
da prostata ventral da prole na idade adulta. Ratos Wistar foram divididos em cinco grupos
(n=12 por grupo; 12 semanas de idade), segundo o regime alimentar ao qual as mées foram
submetidas da 82 sem. de idade até o desmame dos filhotes: C - dieta padrdo; O- dieta padrdo
e 6leo de milho (100uL em dias alternados, via gavagem); Cm - dieta padrdo e 6leo de milho
contendo curcumina (100mg/kg de peso corporal, em dias alternados, via gavagem); L- dieta
enriquecida com banha de porco (31% de banha de porco) e LCm - dieta enriquecida com
banha de porco e dleo de milho/curcumina. Apds eutanasia dos animais e realizada coleta dos
materiais biologicos, como a prostata ventral e 0 sangue, realizaram-se andalises das quais se
obteve aumento nos depdsitos de gorduras epididimal e visceral e, consequentemente, aumento
no indice de adiposidade dos grupos L e O. Os animais dos grupos O e LCm tiveram aumento
nos niveis de triglicerideos e o grupo O apresentou aumento no nivel de colesterol HDL. Os
animais de O, L e LCm apresentaram atrofia epitelial, evidenciada tanto pela analise da
frequéncia de &cinos atroficos, pela altura do epitélio e pela diminuicéo da frequéncia relativa
do epitélio acinar. Ainda, os animais do grupo L apresentaram aumento da frequéncia relativa
do compartimento luminal e de fibras colagenas. N&o houve alteragbes nos niveis de
proliferacédo celular. A expressédo de receptores de androgenos (AR) no epitélio foi maior no
grupo L e um pouco menor para os grupos O e LCm. A incidéncia (nimero de animais
acometidos/nimero total de animais) de focos inflamat6rios aumentou nos grupos O e L (C-
29%; O — 40%; L — 78%) e foi reduzida pelo consumo de curcumina (Cm- 8%; LCm- 38%).



Os dados obtidos indicam que, as dietas maternas enriquecidas com lipidios causam respostas
na morfologia e na fisiologia da prostata ventral, em diferentes niveis. A banha pareceu alterar
a estrutura e a expressdo de AR de maneira acentuada, aléem de propiciar inflamacdo na
glandula, enquanto o 6leo de milho altera em menor grau. Além disso, a curcumina sozinha

responde positivamente na prostata.

Palavras-chave: prostata, lipidios, curcumina, atrofia epitelial, inflamacéo.



ABSTRACT

Excessive consumption of lipids in the diet is a problem in the feeding of current society,
contributing to the development of diseases and cancers such as breast, prostate and colon.
Lipids can have direct action on the prostate gland, or by cellular mediators derived from them
and unbalance levels of sexual steroids. However, some dietary components play a beneficial
role in prostate health or even therapeutic properties, such as curcumin. There is, therefore,
growing interest in the action of curcumin on the prostate, and its synthetic analogues have been
tested for application in the treatment of prostatic diseases. Knowing that components of the
maternal diet can permanently affect the male prostate gland by developmental programming,
this study evaluated the consequences of the maternal diet enriched with lard saturated lipids
during gestation and lactation of Wistar rats, associated or not with dietary supplementation
with curcumin, in addition to the commercial corn oil intake, on the histophysiology of the
ventral prostate of the offspring in adulthood. Wistar rats were divided into five groups (n = 12
per group, 12 weeks old), according to the diet to which the mothers were submitted from the
8th week of age until the weaning of the pups: C - standard diet; O- standard diet and corn oil
(100 pL on alternate days, via gavage); Cm - standard diet and corn oil containing curcumin
(100mg / kg body weight, every other day, via gavage); L - diet enriched with lard (31% of
lard) and LCm - diet enriched with lard and corn oil / curcumina. After the euthanasia of the
animals and the collection of biological materials, such as the ventral prostate and blood,
analyzes were carried out, which resulted in an increase in the deposits of epididimal and
visceral fat and, consequently, an increase in the adiposity index of the L and O groups. The
animals in the O and LCm groups had an increase in triglyceride levels and the O group had an
increase in the level of HDL cholesterol. The O, L and LCm animals presented epithelial
atrophy, evidenced both by the analysis of the atrophic acini frequency, by the height of the
epithelium and by the decrease of the relative frequency of the acinar epithelium. Still, the
animals in the L group presented increased relative frequency of the luminal compartment and
collagen fibers. There were no changes in the levels of cell proliferation. The expression of
receptor androgen (AR) in the epithelium was higher in the L group and somewhat lower in the
O and LCm groups. The incidence (number of affected animals / total number of animals) of
inflammatory foci increased in the O and L groups (C - 29%, O - 40%, L - 78%) and was
reduced by the consumption of curcumin (C - 8% (LC-38%). The data obtained indicate that

maternal diets enriched with lipids cause responses in the morphology and physiology of the



ventral prostate at different levels. The lard appeared to alter the structure and expression of
AR very markedly, in addition to providing inflammation in the gland, while the corn oil

changes to a lesser degree. In addition, curcumin alone responds positively in the prostate.
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1. INTRODUCAO

1.1. Morfologia e desenvolvimento prostatico

A prostata € uma glandula acessoéria do sistema reprodutor masculino, responsavel
pela secrecdo de varios produtos como eletrélitos (sédio, potassio, cloreto, etc.)
(KAVANAGH, 1985), lipidios e amino&cidos, essenciais ao funcionamento, motilidade
e sobrevivéncia dos espermatozoides, aumentando significativamente a fertilidade
masculina (BLOOM & FAWCETT, 1993). E encontrada na maioria dos mamiferos,
apresentando algumas variacdes morfoldgicas significativas dentre os diferentes grupos
de animais, podendo ser de organizacdo compacta, multilobular ou difusa (SETCHELL
& BREED, 2006).

A prostata esta localizada na base da bexiga urinaria, envolvendo parte da uretra
prostatica. No homem, possui uma organiza¢cdo compacta formada de trés zonas
histologicamente distintas (MARKER et al., 2003), a saber: a zona central (CZ), que
corresponde a aproximadamente 25% do volume da glandula, a zona de transicdo (TZ),
e a zona periférica (PZ), mais volumosa, representando 70% da prostata. Além disso, a
préstata possui uma regido ndo glandular, constituida de estroma fibromuscular
(MCNEAL, 1988). Devido suas particularidades, as zonas possuem predisposi¢oes
diferenciadas para determinadas patologias como a hiperplasia prostatica benigna (HPB)
e 0 cancer de prostata (SHAPPELL, 2004).

No desenvolvimento embriondrio humano, a prostata tem origem a partir do
mesénguima do seio urogenital (MUG). A acdo de andrégenos induz a formacdo da
prostata (KELLOKUMPU-LEHTINEN et al., 1980; THOMSON & CUNHA, 1999;
OLIVEIRA et al., 2016) a partir dos brotos epiteliais no endoderma do seio urogenital
(EUG) (OLIVEIRA et al., 2016), durante a décima semana de gestacdo (OLIVEIRA et
al., 2016; TOIVANEN & SHEN, 2017). Essa primeira fase de brotamentos, na
morfogénese, reflete a divisdo posteriormente zonal (TOIVANEN & SHEN, 2017). A
sequéncia da morfogénese progride com as ramificacbes e diferenciacdes dos
compartimentos secretores, resultando em uma prostata completamente madura na
puberdade (MARKER et al., 2003, OLIVEIRA et al., 2016).
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A formacdo da prdéstata em ratos, a partir dos brotos epiteliais do EUG, por sua
vez, ocorre aproximadamente no dia 17,5 depois do coito (dpc) (BHATIA-GAUR et al.,
1999). Essa primeira fase de brotamentos na morfogénese reflete os rudimentos lobulares
em roedores (TOIVANEN; SHEN, 2017). A sequéncia da morfogénese nos roedores,
apesar de ramificacdes e diferenciagdes dos compartimentos prostaticos serem muito
semelhantes aos humanos, apresenta uma significativa diferenga temporal destes eventos
organizacionais, resultando em uma glandula rudimentar ao nascimento dos animais,
completando, portanto, o padrdo de ramificacBes, proximo aos vinte dias de idade,
processo que leva a formacéo de quatro conjuntos de lobos prostaticos (MARKER et al.,
2003, OLIVEIRA et al., 2016). A morfologia prostatica da glandula no rato adulto ja é
bem descrita, sendo organizada em uma estrutura multilobular, formada por quatro pares
de lobos bilateralmente simétricos designados de anteriores, ventrais, laterais e dorsais
(CUNHA et al., 1987; HAYASHI et al., 1991; ROCHEL et al., 2007). Além disso,

associa-se ao complexo prostatico a vesicula seminal e a glandula coaguladora (Fig. 1).

Figura 1 - Imagens do complexo prostatico dissecado de rato, incluindo a bexiga urinaria e vesiculas
seminais. Legenda: A-B: Complexo prostatico em visdo anterior s: SV- vesiculas seminais; U- uretra; AP-
préstata anterior; VP- préstata ventral; LP- préstata lateral. C-D: complexo prostatico em visdo posterior:
DP- prostata dorsal. E- Visdo anterolateral (lado esquerdo) dos I6bulos da prdstata em relacdo a bexiga,

vesiculas seminais e uretra. Fonte: Sugimura et al (1986, modificado) apud Oliveira et al. (2016).

Devido aos processos hormdnio-dependentes, a prostata passa a apresentar

corddes epiteliais so6lidos no seio urogenital, e nesse estagio de desenvolvimento, inicia-
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se, por mediacdo do receptor de andrégeno (AR), a canalizacdo ducto/acinar, com
consequente citodiferenciacdo do epitélio glandular da prostata (MARKER et al., 2003;
TOIVANEN & SHEN, 2017). A formacdo do lumem acinar e a citodiferenciacdo do
epitélio glandular da prostata, conforme apresentado por Toivanen e Shen (2017),

ocorrem por volta de 15 a 20 dias apds 0 nascimento, em ratos.

O epitélio diferenciado possui uma concentracdo variada de tipos celulares que
diferem morfoldgica e funcionalmente entre si, conforme apresentado na Figura 2. O
tecido epitelial é formado por células luminais secretoras, células basais em menor
namero, células intermediérias, e raras células neuroenddcrinas, todas apoiadas na lamina
basal (WANG et al., 2001; TOIVANEN; SHEN, 2017). A lamina basal é formada de
laminina (LM5 e LM10) juntamente com colagenos V e VI, que circundam o epitélio
(FRANK & MIRANTI, 2013). As células principais e mais abundantes sdo as luminais
secretoras que expressam as citoqueratinas K 8 e 18 (MCNEAL, 1997; WANG et al.,
2001). O tecido estromal subjacente é composto de fibroblastos, neurénios, e vasos
sanguineos, além de uma camada de células musculares lisas que fica proxima a lamina
basal do epitélio (TUXHORN et al., 2002).

Intermediate Luminal Neuroendocrine Basal
cell cell cell cell

Basement
membrane

Epithelium

Smooth
muscle

Stroma

Fibroblast  Endothelial Neuron
cell

Figura 2 — Esquema dos diferentes tipos celulares que comp®e a prostata tanto no compartimento epitelial,
como no compartimento estromal. Fonte: TOIVANEN; SHEN, 2017.

No homem e no roedor, as células secretoras apresentam um padréo de polaridade

apical-basal, secretando para o lumem acinar (MARKER et al., 2003). Em ratos, préximo
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a lamina basal se encontram as células basais ndo secretoras entremeadas as celulas
secretoras, e em contato com a ldmina basal, formando uma camada descontinua, as quais
expressam citoqueratinas 5 e 14 e p63 (SIGNORETTI et al., 2000; WANG et al., 2001).
Essas células se diferenciam quando necessitam substituir as células secretoras, que sao
regularmente eliminadas (SIGNORETTI et al., 2000; WANG et al., 2001; SINGH et al.,
2006). Além disso, hd uma subpopulacdo de células intermediérias denominadas células
amplificadoras de transito (transit amplifying cells), as quais se encontram em um estagio
intermediario entre uma célula tronco e uma célula diferenciada, com capacidade limitada
de auto renovacdo ou diferenciacdo, ndo expressa AR, mas € androgeno-sensivel
(UZGARE et al., 2003). Estas células transitam do epitélio basal para a por¢do luminal e
se diferenciam em células luminais secretoras em resposta a0 aumento nos niveis de
testosterona (UZGARE et al., 2003). Finalmente, sdo encontradas poucas células
neuroendocrinas que expressam neuropeptidios e outros horménios (ABRAHAMSSON,
1999; ZENZMAIER et al., 2008). Entre os acinos encontra-se o tecido estromal
conjuntivo, composto de variadas células como fibroblastos, células musculares lisas,

células nervosas e vasos sanguineos (YU, 2011).

Na prostata humana, o epitélio acinar se diferencia em duas camadas celulares:
uma basal e praticamente continua, e uma camada de células luminais, colunares e altas.
Desde o desenvolvimento embrionario a maturacdo, a interacdo epitélio-mesenquimal é
que direciona a morfogénese e a organogénese prostatica, de modo que as interacdes dos
diferentes compartimentos intraprostaticos séo vitais a formacgao normal da glandula. As
sinalizacdes envolvidas neste contexto podem ser desencadeadas por diversos fatores seja
de crescimento, hormonais, genéticos, etc (TUXHORN et al., 2002).

1.2. Horménios esteroides sexuais na prostata

Sabe-se que a inducdo do desenvolvimento prostatico e a manutencéo fisioldgica
da prostata sdo desencadeados por respostas hormonais, sobretudo os hormonios

esteroides que, portanto, sdo fundamentais ao longo da vida adulta (CUNHA et al., 2004).

A sintese da testosterona, como principal andrdgeno para a manutencéo funcional
prostatica, € obtida ao final de uma sequéncia de rea¢des bioquimicas, cujo precursor € 0
colesterol, assim como para todos os horménios esteroides (LONERGAN & TINDALL,

2011). Todas as enzimas requeridas na conversdo dos esteroides estdo presentes na
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préostata (HO & HABIB, 2011). As glandulas adrenais também contribuem, ainda que
com apenas 5%, na sintese da testosterona (GARCIA-FLOREZ et al., 2005).

A testosterona circulante no sangue pode ser encontrada na forma livre ou
carreada por proteinas como a globulina de ligacdo a horménios sexuais (SHBG). Além
disso, também pode ser transformada em diidrotestosterona (DHT) pela enzima 5a-
redutase, localizada no estroma da glandula (FELDMAN; FELDMAN, 2001). Assim
como a testosterona, a DHT se liga ao receptor de androgeno (AR) nas células epiteliais
ou estromais, desencadeando respostas fisiologicas fundamentais. A DHT pode ativar
genes em concentracGes mais baixas que a propria testosterona, pois possui alta afinidade
com seu receptor (WRIGHT et al., 1996). Ademais, o DHT é o principal andrégeno
desencadeador do desenvolvimento prostatico (LONERGAN; TINDALL, 2011).

O AR é um membro da superfamilia de receptores nucleares e possui papel
primordial no crescimento normal e no desenvolvimento prostatico (LONERGAN;
TINDALL, 2011; WEN et al., 2015). Os mecanismos moleculares pelos quais 0 AR
medeia a inducdo da morfogénese prostatica, ainda ndo sdo totalmente esclarecidos, mas
atualmente sdo aceitas duas hipoteses: a do modelo da andromedina e a das células
musculares lisas (TOIVANEN & SHEN, 2017). Na primeira hipGtese, sabe-se que um
fator o qual denominou-se andromedina, atua na inducdo do crescimento da prostata,
assim foi proposto que, a ligacdo de DHT aos receptores de andrégeno, culminam na
sintese de um fator de andromedina, atuante na sinalizacdo ao epitélio urogenital
iniciando uma cascata proliferativa de células epiteliais indiferenciadas, o que promove
0 crescimento progressivo do epitélio prostatico (TOIVANEN & SHEN, 2017). Foram
propostos alguns candidatos para andromedinas como os Fatores de crescimento de
fibroblastos (FGF) 7 e 10, porém estes ndo cumprem todos os critérios necessarios a esta
atribuicdo, uma vez que nessa hipOtese, se torna obrigatoriamente crucial que a
andromedina: (1) seja expressa pelo mesénquima, (2) seja regulada por andrégenos e (3)
induza o crescimento e a diferenciagdo do epitélio prostatico. Desse modo considera-se
que diversos fatores ndo isolados contribuam agindo em combinacdo e ndo um em
especifico como sendo a andromedina. (D'’ANTONIO et al., 2009). Ja a hipotese do
musculo liso prop8e que o crescimento epitelial ocorre indiretamente na préstata pois, 0s
androgenos regulam a diferenciacdo da musculatura lisa, de modo que ocorre uma

limitacdo fisica para sua extensdo, permitindo assim que fatores de sinalizag@o presentes
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em concentracOes de células mesenquimais periféricas, atinjam o epitélio (TOIVANEN;
SHEN, 2017). Ambas as hipoteses ndo podem ser mutuamente exclusivas, mas em algum
momento devem agir sinergicamente, possibilitando o brotamento epitelial da prostata

via-andrégeno.

Quando nédo possui nenhum ligante acoplado, 0 AR encontra-se principalmente
no citoplasma celular, associado a proteinas de choque térmico (HSP), proteinas do
citoesqueleto ou chaperonas (LONERGAN & TINDALL, 2011). A ligacédo do receptor a
androgenos ocasiona uma mudanca conformacional na proteina, dissociando-a das
préteinas HSP e consequentemente fosforilando o AR (SMITH & TOFT, 2008). Um
receptor de andrégeno fosforilado necessita da formacdo de um homodimero, podendo
assim, ligar-se a elementos androgeno-responsivos nas regides promotoras dos genes alvo
(FELDMAN & FELDMAN 2001) (Fig. 3).
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Figura 3 - llustracdo do processo de ativacdo de AR por ligagdo a andrégenos (DHT). Estruturas indicadas

no esquema. Fonte: Feldman; Feldman (2001).

Além dos androgenos, o0s estrogenos atuam na prostata via receptores especificos
(ER), cujos niveis de expressdo na glandula variam com a idade e ao longo da progressao
de condigdes patologicas (PRINS & KORACH, 2008). Seus niveis circulantes sdo

elevados durante a vida fetal e inicio da vida neonatal em humanos e em roedores
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(DOHLER; WUTTKE, 1975; BOBERG et al., 2015). Ambos, andrdgenos e estrogeno
possuem efeitos consideraveis, direta e indiretamente, sobre o desenvolvimento e a
homeostase da préstata e tém sido implicados na etiologia de doencas prostaticas (PRINS,
2008; BOBERG et al., 2015).

1.3. Componentes dietéticos e o desenvolvimento de patologias da préstata

Atualmente, o tipo de dieta é considerado um dos fatores de risco fundamentais
para saude e a incapacita¢do funcional no mundo atual (LIM et al., 2010; MICHA et al.,
2014). Segundo o “Global Burden of Disease Nutrition and Chronic Diseases Expert
Group”, a nutrigdo inadequada estd relacionada a causa de oito das vinte principais
doencas em todo o mundo e, consequentemente, aumenta o risco da ocorréncia de doencas
cronicas (LIM et al., 2010; MICHA et al., 2014). Uma dieta rica em “fast-foods”
proporciona baixo valor nutricional e fornece altos niveis de gordura, principalmente a
saturada, o que afeta negativamente o metabolismo e a saude de quem o ingere
regularmente (ERHARDT et al.,, 1997). Um relatorio internacional recentemente
disponibilizado pela World Health Organization (WHO), juntamente com a Organizagéo
para a Alimentacdo e Agricultura das Nagdes Unidas (FAO), concluiu que uma reducao
no consumo de gordura saturada e acucar refinado geram um grande impacto na
diminuicdo e prevencdo de vérias doencas cronicas relacionadas aos habitos alimentares
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). O ultimo senso da WHO revela que a
incidéncia de obesidade quase triplicou desde 1975 no mundo todo, e em 2016, mais de
1,9 bilhdo de adultos com 18 anos de idade tinham excesso de peso, sendo que destes,
mais de 650 milhdes eram obesos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). Diante
do exposto, e considerando o aumento exponencial do consumo de alimentos
ultraprocessados, em niveis globais, a ONU designou os anos de 2016 a 2025 como a
década da Nutricdo (MONTEIRO et al., 2018).

Nas ultimas décadas observou-se no Brasil, assim como em outros paises, um
processo de transicdo nos padrdes da dieta e a ocidentalizagdo dos habitos alimentares,
com o aumento de alimentos ricos em lipidios e carboidratos (CAGIGAL et al., 2003;
COUTINHO et al., 2008; SANTOS et al., 2013). A andlise realizada por Micha et al.
(2014), em 266 paises, entre os anos 1990 e 2010, indicou que o consumo de diferentes
tipos de gorduras e 6leos estd intimamente relacionado com fatores socioecondmicos.

Constatou-se que em paises mais pobres ha o maior consumo de gorduras trans (de fontes
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caseiras ou das ruas, através de gorduras hidrogenadas), enquanto os paises localizados
em regides do Mediterrdneo e da Asia apresentam um consumo 6timo de 6mega-3
(MICHA et al., 2014). Além de induzir sobrepeso e obesidade (CAGIGAL et al., 2003;
COUTINHO et al., 2008; SANTOS et al., 2013; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2016), o excesso de lipidios na dieta é fator de risco ndo apenas para o desenvolvimento
de doencas cronicas como o diabetes e as doencas coronarianas, mas também para o
desenvolvimento e progressdo de diversos tipos de cancer como o de mama, o de colon e
0 de prostata (LOVEJOY & DIGIROLAMO, 1992; MAYER et al., 1993; PARKER et
al., 1993; MARSHALL etal., 1997; MAYER-DAVIS et al., 1997; SHAH et al., 2008).

Embora uma oOtima qualidade nutricional materna seja crucial para o
desenvolvimento fetal adequado (MENNITTI et al., 2015) estima-se que mais de 50%
das mulheres em idade reprodutiva, na América Latina e no Caribe, estdo com sobrepeso
ou sdo obesas (WHO, 2016). Segundo Poston et al. (2016) este indice ocorre tanto em
populagdes de baixa, como de alta renda, comumente gerando um ciclo de morbidades
entre geracOes (Tabela 1). Sabe-se que o ambiente fetal pode induzir o desenvolvimento
de doencas na vida adulta (ARMITAGE et al., 2005; NEWBOLD et al., 2007). Assim,
um estimulo agudo ou crénico durante a gestacdo pode produzir efeitos persistentes na
estrutura, fisiologia e metabolismo de diversos 6rgaos, por mecanismos epigenéticos, que
poderiam prejudicar o seu funcionamento posterior (ARMITAGE et al., 2005; LI et al.,
2011; DRAKE et al., 2010; EVAGELIDOU et al., 2006). Esse processo foi designado
como “programag¢do do desenvolvimento” (ARMITAGE et al., 2005).

Tabela 1. Frequéncia de mulheres obesas em idade reprodutiva ou gravidas, em paises de baixa

e média renda, nas diferentes regides pelo WHO (2016).

Prevalence of obesity | Prevalence of
in women of obesity in pregnant
reproductive age women

European region

Albania, 2008-09 36-0% 21-2%

Armenia, 2005 15-5% 11.6 %

Azerbaijan, 2006 17-9% 10-0%

Moldova, 2005 18-2% 12:7%

Tajikistan, 2012 9-5% 5-0%

Turkey, 2003 29-4% 20-7%




Eastern Mediterranean region

Egypt, 2008 39-6% 24-6%
Jordan, 2012 27-4% 31-0%
Morocco, 2003-04 11-0% 12-5%
Pakistan, 2012-13 15-0% 9-7%
African region

Benin, 2011-12 7-5% 7-2%
Burkina Faso, 2010 3-3% 2-1%
Burundi, 2010 1-6% 0-9%
Cameroon, 2011 12-2% 9-3%
Chad, 2004 1-5% 1-0%
Congo (Brazzaville) 2011-12 9-3% 5-8%
Democratic Republic of Congo, 2-6% 1-4%
2007

Ethiopia, 2011 1-0% 1-1%
Gabon, 2012 18-7% 22-5%
Ghana, 2008 9-3% 10-0%
Guinea, 2012 3-2% 4.-0%
Kenya, 2008-09 7-2% 6-7%
Lesotho, 2009 23-7% 26-8%
Liberia, 2007 5-7% 4.0%
Madagascar, 2008-09 1-2% 0-7%
Malawi, 2010 4-2% 2:7%
Mali, 2006 5-2% 4-3%
Mozambique, 2011 4-2% 2-8%
Namibia, 200607 12-0% 10-7%
Niger, 2012 3-7% 3-0%
Nigeria, 2008 6-0% 7-4%
Rwanda, 2010 2:2% 2-8%
S840 Tomé and Principe, 2008-09 | 12-2% 8-6%
Senegal, 2010-11 5-8% 5-5%
Sierra Leone, 2008 9:3% 9:9%
Swaziland, 2006-07 23-0% 25:1%
Tanzania, 2010 6-:2% 3:9%
Uganda, 2011 4-2% 5-5%
Zambia, 2007 6-3% 4.2%
Zimbabwe, 2010-11 10-6% 9-1%

Americas region

19
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Bolivia, 2008 17-4% 20-3%
Colombia, 2010 15-2% 16-1%
Guyana, 2009 22-0% 26-3%
Haiti, 2012 7-8% 6-4%

Honduras, 2011-12 22-1% 22-0%
Nicaragua, 2001 18-0% 12-9%
Peru, 2012 17-9% 22:6%

Southeast Asia region

Bangladesh, 2011 2:9% 3-1%
India, 2006 2-8% 1-2%
Maldives, 2009 11-1% 12-1%
Nepal, 2011 2:2% 1-6%
Timor-Leste, 2009-10 0-8% 0-9%

Fonte: POSTON et al., 2016.

Experimentos realizados com roedores tém buscado elucidar relagdes entre dieta
materna e alteracbes metabdlicas no desenvolvimento de sua prole. Estes permitiram
relacionar o alto teor de gordura ou colesterol na alimentacdo materna durante a gestacao
e lactacdo, com um fenotipo nos filhotes que se assemelha a sindrome metabolica (SM)
humana (ARMITAGE et al., 2005). A SM caracteriza-se pela associacdo de diferentes
condicBes metabdlicas como obesidade, dislipidemia, diabetes mellitus do tipo 2 ou
intolerancia a glicose, hipertensao arterial e resisténcia a insulina (MATOS et al., 2003).
O ambiente intrauterino e neonatal representa papel critico para a formacdo e
desenvolvimento po6s-natal de varios 6rgdos, devido a alta sensibilidade do feto nessas
fases, assim, a prole esta susceptivel a alteraces no desenvolvimento e na salde a longo
prazo (SHANKAR et al., 2008; JACKSON et al., 2012; WU et al., 2012). Dados obtidos
de um estudo de coorte, verificou que mées com elevados niveis de acidos graxos livres,
sobrepeso ou obesidade, no inicio da gravidez, sdo mais propensas a terem filhos com
excesso de peso ou obesidade, na idade de 5-6 anos (GADEMAN, 2014). Pesquisas com
animais demonstram que a exposi¢do gestacional a substancias que interferem no
metabolismo de lipidios e na adipogénese, além de desequilibrios nutricionais da mae,
podem levar a doencas cronicas como o diabetes, afetar os niveis de cortisol e leptina no
sangue da prole e favorecer o desenvolvimento de doencas na vida adulta bem como
obesidade e alguns tipos de cancer (BORENGASSER et al., 2012; NEWBOLD et al.,
2007; WU et al., 2012; GOMBAR & RAMOS, 2013).
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Estudos experimentais indicam que a saude prostatica também ¢é afetada
negativamente pelos lipidios da dieta, apresentando variagGes dos efeitos devido
consequéncias do excesso de lipidios sobre o metabolismo de insulina, sobre os niveis de
androgeno e estrégeno, bem como do tipo de acido graxo na dieta (CAI et al., 2001;
RIBEIRO et al., 2012a, 2012b; VIKRAM & RAMARAO, 2012; FURRIEL et al., 2014;
SILVA et al., 2014; JESUS et al., 2015; PYTLOWANCIV et al., 2016). Dados clinicos
atribuem a estes lipidios um papel preponderante no desenvolvimento da hiperplasia
prostatica benigna (HPB) (BERSTAD et al, 2007; VIKRAM & RAMARAO, 2012;
LOVEGROVE et al., 2015), que é associada ao consumo de acidos graxos especificos
(VANELLA et al., 2013) e ao desenvolvimento do cancer de prostata (PCa) (CAGIGAL
etal., 2003; CHAN, 2005).

Recentemente, estudos do Laboratério de Histofisiologia da Reproducédo e
Desregulacdo Endocrina - UNESP/IBILCE, constatou que o excesso de lipidios
insaturados na dieta materna, somado a um quadro de obesidade, leva a um estado
hiperproliferativo na préstata da prole na idade adulta, com diminuicdo da expressao
tecidual de AR, desregulacdo de outros receptores nucleares, com diminui¢gdo do LXRa
e aumento do PPARYy e aumento das lesdes teciduais na glandula (PYTLOWANCIV et
al., 2016). Também temos constatado em estudo recém-concluido que a suplementacéao
materna de gerbilos (Meriones unguiculatus) com 100ul de éleo de milho, do 8° ao 23°
dia gestacional, aumentou os niveis séricos de estradiol da prole, a taxa de proliferacédo
celular e a expressdo de AR, ER a e de AKTp na prostata, além de aumentar a incidéncia
de lesBes inflamatorias (JESUS, 2018). Apesar desses estudos, os efeitos dos lipidios na
dieta materna e suas implicacGes para o desenvolvimento de doencas prostaticas na vida
adulta ainda sdo pouco conhecidos, em especial no que se refere aos lipidios saturados.
Além disso, faz-se necessario elucidar as interagfes de outras substancias e compostos

que possam ter relacGes benéficas com a salde prostatica.

Diferentemente do consumo excessivo de lipidios, alguns componentes da dieta
tém papel benéfico para a satde prostatica (CHAN et al., 2005) ou mesmo propriedades
terapéuticas. E 0 caso da curcumina, um composto ativo extraido da planta Curcuma
longa, isolado a partir dos rizomas, o qual possui uma coloracdo amarela devido aos
pigmentos polifendlicos conhecidos como curcumindides (MOHEBBATI et al., 2017,

ZHAO et al., 2018). Os curcumindides consistem em 77 % de curcumina, 17% de
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desmetoxicurcumina e 5% de bisdemetoxicurcumina (Fig. 4) (SINHA et al., 2012). Esse
composto é usado ha séculos na culinéria indiana e na medicina chinesa para o tratamento
de vérias doencas, como diabetes, doengas hepaticas, infecgdes e alguns tipos de canceres,
(AGGARWAL & SUNG, 2008; MIMEAULT & BATRA, 2016; NOORAFSHAN &
ASHKANI-ESFAHANI, 2013; KUNNUMAKKARA et al., 2016) como o de c6lon e de
prostata (NOORAFSHAN & ASHKANI-ESFAHANI, 2013). Sua atividade bioldgica
também estd relacionada as propriedades anti-oxidantes, anti-inflamatérias e anti-
tumorais (VINSON et al., 1998; NOORAFSHAN & ASHKANI-ESFAHANI, 2013; SHI
et al., 2009). A curcumina é conhecida, ainda, por suprimir a iniciacdo de tumor e a
formacdo de metéstases (VERMA et al., 1998; AGGARWAL & SHISHODIAB, 2006).
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Figura 4. Estrutura da molécula de curcumina e curcumindides. Fonte: SHEHZAD et al.,
2010.

Seus efeitos antiproliferativos, anti-invasivos, antiangiogénicos e apoptoticos
mostraram-se persistentes em linhagens de células prostaticas androgeno-independentes
(PcBral, LNCaP e C4-2B) e andrdgeno-dependentes metastaticas (DU145 e PC3)
(MIMEAULT & BATRA, 2016). Neste cenario, foi evidenciado o papel da curcumina
como mediadora de apoptose e inibidora do crescimento de células cancerigenas atuando
em fatores de crescimento como 0 EGFR, AR e nas vias de sinalizagdo PI3K / Akt, NF-
kB, Bel-2, Bel-xL (MIMEAULT & BATRA, 2016). Apesar disso ainda ha uma escassez
de estudos epidemioldgicos sobre os efeitos da curcumina no desenvolvimento e
progressdo do cancer de prostata. Além disso, pouco é conhecido sobre os efeitos da

curcumina na programacéo fetal (YU et al., 2013).

CH,
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A curcumina possui baixa estabilidade e biodisponibilidade quando consumida,
sendo metabolizada muito rapidamente devido a alta sulfatago e glucoronidacao de seus
grupos fenolicos. Tem sido realizadas intervenc@es na estrutura da molécula, formando
analogos que sejam mais estaveis e ampliem a seletividade terapéutica da curcumina (SHI
et al.,, 2009), assim os analogos da curcumina tem-se mostrado atuantes como
antagonistas de AR em linhagens de cancer de prostata, PC-3 e DU-145, além de
reduzirem acentuadamente o volume do tumor prostatico (OHTSU et al., 2002; SHI et
al., 2009).

Estudos experimentais mostraram que camundongos alimentados por quatro
semanas com curcumina a 10%, exibiram altas concentragdes de UDP-glucuronosil
transferase e a glutationa-S-transferase no figado, demonstrando um ajuste de
desintoxicacdo através da dieta, atribuindo um papel quimiopreventivo a curcumina para
o0 desenvolvimento de canceres (GOUD et al., 1993, SRINIVASAN, 2017).

Existem abundantes evidéncias pré-clinicas e clinicas da curcumina sobre efeitos
anti-inflamatorios (RAHMAN et al., 2006; BASTOS et al., 2009). O acimulo de gordura
induz uma resposta pro-inflamatoria, da qual verificou-se a eficacia da curcumina na
inibicdo de uma das vias relacionadas a inflamacdo desencadeada pelo consumo lipidico
(AGGARWAL et al., 2005). Esse composto tem relacdo com uma via de sinalizacdo
celular, sobre o controle da proliferacdo e acdo antiapoptética em cultura celular, também
inibindo a resposta inflamatdria (BULLO et al., 2007; SHAH et al., 2008; BASTOS et
al., 2009; NOORAFSHAN & ASHKANI-ESFAHANI, 2013; KUNNUMAKKARA et
al., 2016).

Além disso, pesquisas recentes consideram a curcumina como um potente
mediador de alteracBGes epigenéticas, destacando ac¢bes na inibicdo de metilagdo, na
regulacdo de histonas, nas modificagbes em acetilagOes e na regulagdo de microRNAs
(SHI et al., 2009). Diante do exposto, sabendo-se dos efeitos da curcumina, de sua
capacidade de interferir na acdo dos androgenos, além de sua acdo anti-proliferativa e
anti-tumoral, considera-se de grande relevancia examinar seus efeitos na prostata, como
possivel agente protetor contra os prejuizos causados pelo excesso de lipidios da dieta.
Em consequéncia, pode-se contribuir para elucidar a acéo de fitoterapicos como agentes

de programacéo do desenvolvimento.
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TEMA

A alta ingestdo de lipidios favorece o desenvolvimento do cancer de préstata e da
hiperplasia prostatica benigna. Estudos com roedores sujeitos a variados tipos de dieta
hiperlipidica sugerem que a hipertrofia e o estado hiperproliferativo da prostata séo
consequéncias comuns a diferentes dietas (FURRIEL et al., 2014; SILVA et al., 2014;
JESUS et al., 2015; PYTLOWANCIV et al., 2016). Tais alteracdes foram relacionadas
com o desequilibrio nos niveis de esteroides sexuais e com as desregulacdes metabolicas
como a dislipidemia e hiperleptinemia. Conforme indicado por dados de nosso
laboratério, a desregulacdo de receptores nucleares como 0 AR e 0s ERs apresentam
niveis de expressao tecidual variados de acordo com o tipo de lipidio predominante na
dieta. Uma dieta rica em lipidio insaturado diminuiu a expressdo de AR e de ERf} no
epitélio, mas aumentou o ERa no estroma, além de aumentar o receptor de proliferacéo
dos peroxissomos tipo y (PPARy), 0 qual é um componente importante da resposta
prostatica ao excesso de lipidios da dieta, ainda pouco explorado (PYTLOWANCIV et
al., 2016). Quando ratos machos foram alimentados com dieta rica em lipidio saturado,
apresentaram diminui¢do nos niveis teciduais de AR, mas aumento de ERa e P.
(RIBEIRO et al., 2012a). Em um estudo mais recente de nosso grupo, foi verificado que
para uma alimentacdo materna suplementada com 6leo de milho houve um aumento na

expressdo de AR e ERp, sem aumento nos niveis séricos de testosterona (JESUS, 2018).

O tipo de lipidio predominante na dieta parece ser um fator determinante na causa
de alteracdes fisioldgicas, as quais acarretam em prejuizo na salde prostética, de acordo
com o periodo de exposicdo alimentar, sobretudo durante periodos criticos do
desenvolvimento como na gestacao e lactacdo. Desregulacdes metabdlicas derivadas de
uma dieta materna rica em lipidios pode promover altera¢cbes no metabolismo lipidico e
histofisiologico permanentes para a prostata da prole, como ja observadas em estudos
anteriores. Neste estudo utilizando tanto o lipidio saturado como insaturado, s&o
verificados diferentes niveis de respostas para a prostata ventral da prole tanto das maes
que receberam Gleo de milho, quanto as que receberam banha de porco. Assim, os dados

obtidos s&o relevantes para o cenrio da biologia reprodutiva e programacéo fetal.

Na literatura ainda ndo sdo encontrados dados que relacionam alteracdes na

prostata ventral da prole derivadas do consumo lipidico materno e a associacdo de
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componentes dietéticos com carater benéfico, como fitoterapicos. Porém, atualmente
existe interesse crescente na acdo de alguns fitoterapicos fenolicos, como a curcumina
sobre a prostata, e seus analogos sintéticos vem sendo testados para aplicagdo no
tratamento de doencas prostaticas. 1sso ocorre porque a curcumina apresenta propriedades
anti-inflamatorias, antioxidantes, anti-proliferativa, pro-apotética e anti-tumoral
(KUNNUMAKKARA et al., 2016). Vérios estudos demonstram a atuag¢do da curcumina
em multiplas vias de sinalizagdo que regulam os processos acima mencionados, mas sua

acao na prostata ainda esta longe de ser bem compreendida.

Sabe-se que os componentes da dieta materna podem afetar a préstata da prole
masculina  permanentemente, processo conhecido como programacdo do
desenvolvimento. Tendo em vista as consideraces acima, é pertinente avaliar as
consequéncias da dieta materna enriquecida com lipidios saturados, durante a gestacéo e
lactacdo de ratos Wistar, associada ou ndo a suplementacdo alimentar com curcumina,
sobre a histofisiologia da préstata ventral da prole na idade adulta. A investigacdo das
possiveis relacdes entre os indicadores do estado metabdlico, as alteracdes teciduais
encontradas na glandula e a expressdo dos receptores nucleares, traz informac@es inéditas
sobre as consequéncias dos componentes lipidicos da dieta materna para a atividade
proliferativa e salde prostatica da prole adulta e sua possivel modulagdo por componentes

alimentares de acdo fitoterapica e mecanismos celulares envolvidos.
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3. OBJETIVOS

Investigar os efeitos do tratamento das maes com dieta rica em lipidio saturado
(banha de porco), da suplementacdo com 6leo de milho ou com éleo de milho contendo
curcumina sobre a morfofisilogia da prostata ventral da prole de ratos na vida adulta.
Foram examinados os efeitos isolados ou em combinacdo dos referidos tratamentos aos
quais as mées foram expostas por dez semanas, incluindo a gestacdo e a lactagdo. Para

tanto, sdo estabelecidos 0s seguintes objetivos especificos:

1) Verificar parametros biométricos e metabdlicos da prole;

2) ldentificar as possiveis alterages nos niveis hormonais de testosterona da prole;

3) Analisar a histologia prostatica e identificar as possiveis alteragdes
histopatoldgicas na prostata ventral;

4) Determinar a taxa proliferativa e a frequéncia dos receptores nucleares de AR e

PCNA na prdstata ventral.
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4. MANUSCRITO

A dieta materna rica em banha de porco ou suplementada com 6leo de
milho desregula a expresséo de androgenos e favorecem a inflamacéao
da prostata na prole de ratos na idade adulta e a curcumina ameniza

esses efeitos
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RESUMO

Os lipidios da dieta sdo prejudiciais a salde da préstata, pois aumentam a proliferacdo
celular e favorecem a hiperplasia e o cancer de prostata. A curcumina exerce efeitos
positivos sobre a prostata, com acdo anti-inflamatoria e anti-tumorigénica. Assim, torna-
se relevante examinar se esses componentes alimentares quando consumidos pelas maes
podem afetar a prostata da prole. Este estudo investigou os efeitos do consumo materno
de dieta rica em banha (acido graxo saturado) e de 6leo de milho comercial, associados
ou ndo a suplementacdo alimentar com curcumina, sobre os pardmetros histofisiologicos
da prostata ventral masculina da prole de ratos adulta. Ratos Wistar foram divididos em
cinco grupos (n=12 por grupo; 12 sem. de idade), segundo o regime alimentar ao qual as
mdes foram submetidas da 82 sem idade até o desmame dos filhotes: C - dieta padréo;
O- dieta padrédo e 6leo de milho (100uL em dias alternados, via gavagem); Cm - dieta
padrdo e curcumina diluida em éleo de milho (100mg/kg/100uL) , em dias alternados,
via gavagem); L- dieta enriquecida com banha de porco (31% de banha de porco) e LCm
- dieta enriquecida com banha de porco e curcumina/éleo de milho. Verificou-se aumento
no peso dos depdsitos de gorduras visceral e epididimal e no indice de adiposidade nos
grupos L e LCm. Aumento nos niveis de triglicerideos dos grupos O e LCm, bem como
um aumento nos niveis de colesterol HDL para O. Os animais de O, L e LCm
apresentaram atrofia epitelial, evidenciada tanto pela analise da frequéncia de &cinos
atroficos, pela altura do epitélio e pela diminuicdo da frequéncia relativa do epitélio
acinar. O grupo L apresentou aumento na frequéncia relativa do compartimento luminal
e de fibras coladgenas. A incidéncia (numero de animais acometidos/nimero total de
animais) de focos inflamatdrios aumentou nos grupos O e L (C- 29%; O — 40%; L — 78%)
e foi reduzida pelo consumo de curcumina (Cm- 8%; LCm- 38%). N&o houve variagédo
na proliferacdo celular em nenhum grupo, comparado a C. A taxa de células AR-positivas
no epitélio aumentou nos grupos O e L, mas ndo variou nos grupos gque consumiram
curcumina (Cm e LCm). Conclui-se que o consumo materno de banha, e em menor
proporcao do 6leo de milho, causam programacéo do desenvolvimento da prostata da
prole, favorecendo a inflamacdo de baixo grau. A curcumina ameniza a resposta

inflamatdria causada pelo consumo de banha e mantem a expressao de AR na proéstata.

Palavras-chave: prostata, lipidios, curcumina, atrofia epitelial, inflamagéo
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5. INTRODUCAO

Vaérias evidéncias indicam que a saude prostatica é afetada negativamente pelos
lipidios da dieta. Assim, estudos clinicos tém relacionado o consumo excessivo de lipidios
ao desenvolvimento da hiperplasia prostatica benigna (HPB) (BERSTAD et al, 2007;
VIKRAM & RAMARADO, 2012; LOVEGROVE et al., 2015) e do cancer de prostata
(PCa) (CAGIGAL et al., 2003; CHAN, 2005). Estudos experimentais com roedores
tratados com diferentes tipos de dieta hiperlipidica sugerem que os efeitos na prostata séo
variaveis dependendo da composicao lipidica (ESCOBAR et al., 2009; FURRIEL et al.,
2014;) e das consequéncias sobre o metabolismo de insulina, niveis de leptina e niveis
dos hormoénios esteroides sexuais (CAl et al., 2001; RIBEIRO et al., 2012a, 2012b;
VIKRAM & RAMARAO, 2012; SILVA et al., 2014; JESUS et al., 2015;
PYTLOWANCIV et al., 2016). Embora a hipertrofia e o estado hiperproliferativo da
préstata sejam consequéncias comuns ao consumo de diferentes dietas hiperlipidicas, os
mecanismos que direcionam o aumento da proliferacdo celular séo variaveis dependendo
do tipo de lipidio e do periodo de exposicdo na vida (RIBEIRO et al., 2012a; FURRIEL
et al., 2014; SILVA et al., 2014; JESUS et al., 2015; PYTLOWANCIV et al., 2016). A
resposta hiperproliferativa da préstata de ratos a ingestao excessiva de lipidio saturado na
vida adulta foi relacionada ao aumento na expresséo de receptores de estrogeno tipo o
(ERa) e B (ERP), com os baixos niveis de testosterona e diminui¢do da expressdo de
receptor de andrégeno (AR) (RIBEIRO et al., 2012a). Constatou-se que o desbalanco
hormonal de leptina, insulina e estrégenos podem afetar a proliferacdo nas células do
epitélio da prostata de ratos tratados com dieta rica em lipidios insaturados desde o
periodo gestacional até a vida adulta, onde se notou evidente diminuicdo na expressdo de
AR, portanto, de forma andrégeno-independente (PYTLOWANCIV et al., 2016).

O ambiente intrauterino e neonatal representa papel critico para a formacao e
desenvolvimento pds-natal de varios 6rgdos (NEWBOLD et al., 2007; SHANKAR et al.,
2008; RAMOS, 2010; BORENGASSER et al., 2012; JACKSON et al., 2012; WU et al.,
2012; GOMBAR et al., 2013) e a prostata ndo € excecdo (RAMOS et al., 2010; RINALDI
etal., 2013; PYTLOWANCIV et al., 2016). Assim, observou-se que 0s componentes da
dieta materna podem afetar permanentemente a préstata da prole masculina, processo
conhecido como programacédo do desenvolvimento (RAMOS et al., 2010; RINALDI et
al., 2013; PYTLOWANCIV et al., 2016). Temos constatado que a dieta enriquecida com

lipidios insaturados na gestacdo e lactacdo aumenta a proliferacédo celular e a incidéncia
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de lesdes patoldgicas na préstata ventral de ratos adultos, o que tem sido relacionado a
desregulacdo da expressdo de receptores nucleares na glandula, com o aumento da
expressdo de ERa e do receptor de proliferagdo dos peroxissomos tipo y (PPARY) e
diminuicdo da expressao de AR (PYTLOWANCIV et al., 2016). Dados de estudo recém-
concluido indicam que a suplementacdo materna de gerbilos (Meriones unguiculatus)
com 100ul de 6leo de milho, do 8 ao 23 dia gestacional, aumentou 0s niveis séricos de
estradiol da prole, a taxa de proliferacdo celular e a expressdo de AR, ER a e de AKTp
na prostata, além de aumentar a incidéncia de les6es inflamatdrias na glandula (JESUS,
2018). Com base nesses dados e considerando, ainda, que o impacto do consumo de
diferentes lipidios durante a gestacdo e lactacdo, para a salde prostatica da prole é
grandemente incompreendido, torna-se relevante examinar os efeitos particulares de
diferentes componentes lipidicos.

Existe interesse crescente na acdo de alguns fitoterapicos fendlicos, como a
curcumina sobre a prostata (MIMEAULT & BATRA, 2016; KUNNUMAKKARA et al.,
2016), e varios analogos sintéticos vem sendo testados para aplicagdo no tratamento de
doencas prostaticas (OHTSU et al., 2002; SHI et al., 2009; ZHOU et al., 2014). Isso
ocorre porque a curcumina atua em mdaltiplas vias de sinalizacdo celular, resultando em
acOes anti-inflamatdrias, antioxidantes, antiproliferativa, pro-apoptética e antitumoral
(VINSON et al., 1998; SHI et al., 2009; NOORAFSHAN & ASHKANI-ESFAHANI,
2013; KUNNUMAKKARA et al., 2016; MIMEAULT & BATRA, 2016). Na linhagem
celular PC-3M, de céncer de prostata, suas propriedades antioxidantes e pré-oxidantes
estdo intimamente relacionadas aos processos de ativacdo de morte celular (LEE et al.,
2015). Nesse caso, a acdo da curcumina sobre a morte celular ocorre por vacuolizagédo
citoplasmatica, caracterizada por estresse do reticulo endoplasmatico e ubiquitinizacdo
de proteinas, processo distinto das vias apoptoticas e autofagicas, que normalmente
ocorrem por inducgédo no tratamento do PCa (LEE et al., 2015). Porém, os mecanismos de
acao em celulas prostaticas normais ainda nao foram totalmente esclarecidos. Além disso,
ainda se faz necessario examinar os seus efeitos via alimentagdo materna, principalmente

durante a gestacdo e lactacdo, periodos criticos do desenvolvimento prostatico.

Tendo em vista as consideracfes acima, a investigacdo das possiveis relagdes
entre os indicadores do estado metabdlico, as alteracdes teciduais encontradas na glandula
e a expressdo dos receptores nucleares, poderad fornecer informac6es inéditas sobre as

consequéncias dos componentes lipidicos da dieta materna para a atividade proliferativa
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e saude prostatica da prole adulta e sua possivel modulacéo por componentes alimentares
de acdo fitoterdpica. Neste estudo foi investigado se diferentes componentes da dieta
materna podem levar a programagdo do desenvolvimento da prostata ventral de ratos.
Para tanto, foram examinados os efeitos da dieta rica em lipidio saturado (banha de
porco), do lipidio insaturado do 6leo de milho, e da curcumina, durante a gestacao e

lactacdo, sobre a morfofisiologia da prostata na vida adulta.

6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Delineamento experimental
Todos os procedimentos referentes ao manuseio e experimentagdo animal foram
efetuados de acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais
para fins Cientificos e Didaticos (BDCA) — CONCEA e apreciados pela Comissdo de

Etica na Experimentagio Animal desse Instituto (Protocolo 140/2016).

Foram utilizados 16 ratos e 16 ratas da linhagem Wistar, adquiridos da empresa
Anilab - Animais de Laboratorio e Comércio (Paulinia-SP), com quatro semanas de idade.
Esses animais foram mantidos no biotério do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas da UNESP, campus de S&o José do Rio Preto (SP), em caixas de polietileno, com
substrato de maravalha, em condi¢des controladas de luminosidade e temperatura média
de 24°C, alimentados com rac¢do “ad libitum” e agua filtrada. Todos os animais foram
tratados com racdo padrao para roedores até atingirem a idade adulta (12 semanas) para
o cruzamento. As fémeas foram divididas aleatoriamente em cinco grupos: (1) as que
continuaram o regime alimentar padréo para roedores, sem nenhum tratamento adicional;
(2) as tratadas com 6leo de milho e racdo padrdo; (3) as tratadas com curcumina diluida
em Gleo de milho e racdo padréo; (4) as alimentadas com racdo contendo banha de porco,
rica em lipidios saturados, e (5) as alimentadas com dieta rica em lipideo saturado e

submetidas a suplementacdo de curcumina/éleo de milho.

A composicdo da dieta rica em banha (HSFD — High satured fat diet) é apresentada
no Anexo 1. Tal dieta contem 31% de acidos graxos saturados, foi padronizada por
Reeves (1997) e vem sendo utilizada em outros estudos (PAULI et al., 2008; ROPELLE
et al., 2009; FLORES et al., 2012). O 6leo de milho comercial (Salada, BUNGE, Brasil)
utilizado, cuja composicdo é apresentada no Anexo 2, foi administrado via gavagem

(100pl de oléo / em dias alternados). A suplementacdo alimentar das mées com
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curcumina (Sigma, StLois, MO, USA) foi realizada seguindo os procedimentos de Kanter
et al., (2013), pelo tratamento via gavagem com 100 mg/kg peso corporal da curcumina,
diluida em 100ul de 6leo de milho, administrada em dias alternados.

O consumo de HSFD e a suplementacdo alimentar com 6leo de milho contendo
ou ndo curcumina ocorreu da 8% a 122 semana de idade e, entdo, os animais foram
colocados para acasalar. O inicio da gestacdo (dia zero) foi determinado a partir de
esfregaco vaginal para constatacdo da presenca de espermatozoides, realizado na manha
seguinte ao acasalamento. Durante os 21 dias de gestagdo, assim como no periodo de
amamentacdo, as fémeas foram mantidas em caixas individuais. O tratamento com a dieta
hiperlipidica e a suplementagdo com 6leo de milho ou 6leo de milho/curcumina se
estenderam até o dia do desmame, resultando um total de 10 semanas de tratamento. No
dia do nascimento, os filhotes foram separados a fim de reduzir o tamanho da ninhada
para cinco filhotes em todas as familias. De cada fémea foram utilizados 3 machos e estes
foram mantidos em caixas separadas e alimentados com racdo padrdo para roedores até a
idade adulta (12 semanas de idade), quando foram eutanasiados. Portanto, neste estudo,
foram utilizados os seguintes grupos experimentais (N= 12 por grupo): C- Controle:
filhos de mées tratadas com dieta balanceada para roedores; O-: filhos de mées tratadas
com dieta balanceada para roedores e com 6leo vegetal de milho via gavagem; Cm: filhos
de maes tratadas com dieta balanceada e sujeitas a suplementacdo alimentar com
curcumina; L: Filhos de méaes tratadas com dieta rica em lipidios saturados e LCm —:
filhos de maes tratadas com dieta rica em lipidios saturados e sujeitas a suplementacao

alimentar com curcumina/éleo de milho.
6.2 Eutanasia dos animais

No dia do desmame, foram coletadas as medidas da circunferéncia abdominal, do
peso corporal, e dos niveis de glicemia das maes, que posteriormente foram eutanasiadas.

Em seguida, foram removidas e pesadas a gordura visceral e a retroperitoneal das mées.

As 12 semanas de idade da prole adulta, foram obtidas as medidas da
circunferéncia abdominal, o peso corporal e do indice glicémico. A glicemia foi avaliada
pelo sistema de fita (monitor digital) “Accu- Chek Active” (Roche Diagnostics), a partir
de gotas de sangue retiradas na regido das patas. A seguir eles foram eutanasiados por

inalacdo por CO. seguida de decapitacdo para coleta de sangue. As gorduras
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retroperitoneal, visceral, epididimal e periprostatica foram isoladas e pesadas para
determinacdo do indice de adiposidade pela férmula [(soma dos depdsitos de gorduras
retroperitoneal, visceral e epididimal / peso corporal) x 100] (TAYLOR & PHILLIPS,
1996; JEYAKUMAR et al., 2009).

6.3 Perfil lipidico e Dosagens hormonais

0 sangue coletado em tubo revestido com heparina sodica foi armazenado a 4°C e
posteriormente centrifugado (1200 g por 20 minutos) para obtengdo do soro. Amostras
séricas foram analisadas por teste enzimatico (In vitro Diagndstica Ltda, Itabira, MG,
Brasil) a fim de avaliar os niveis de colesterol total, HDL, LDL e triglicerideos. Foram
utilizados ao menos seis animais de cada grupo e cada amostra foi analisada em triplicata,
com leituras realizadas em Espectro Thermo Scientific Evolution 300. Amostras do soro,
armazenadas a -80°C, foram utilizadas para dosagem dos niveis de testosterona por ensaio
imunoenzimatico (tipo ELISA R&D Systems, Minneapolis, MN, USA; sensibility: 0.030
ng/mL)). As dosagens foram realizadas para a0 menos seis animais por grupo, e cada
amostra foi analisada em triplicata e leitura em leitor SpectraMax- Plus 384 (Molecular
Devices).

6.4 Analises morfolégicas e quantitativas

Os lobos prostaticos ventrais foram dissecados e pesados. Alguns lobos
prostaticos foram fixados por imersdo em Metacarn (60% de metanol, 30% de
cloroférmio e 10% de acido acético) por 3h (N=6/por grupo), ou em Paraformoldeido 4%
(pH 7,2 em tampdo fosfato) recém-preparado, por 24h (N=6/por grupo). Depois de
fixados, os fragmentos foram lavados em agua, desidratados em etanol, clarificados em
xilol e incluidos em Paraplast (Merck, Darmstadt, Alemanha). Os cortes histoldgicos
(4um de espessura) fixados em Metacarn foram corados em Hematoxilina-Eosina para
analise geral da morfologia ou submetidos a colorag@o tricomica de Tuchmann’s Blue
(DELBES et al., 2006) para a determinacio da frequéncia relativa (%) dos principais
componentes teciduais da prostata, pela analise estereoldgica. Esse tricromico foi usado
pois cora diferentemente os compartimentos intraprostaticos evidenciando o epitélio
acinar em marrom-alaranjado, secrecdo em azul, componentes estromais como fibras
colagenas em tom azul anil, vasos sanguineos e fibras musculares em alaranjado. As

analises estereoldgicas seguiram o método da contagem de pontos fazendo uso do reticulo
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de Weibel (WEIBEL, 1966). Para tanto, foram utilizados cortes histologicos de seis
animais diferentes por grupo. Para cada corte foram digitalizados 20 campos
microscopicos contiguos, com a objetiva de 20X. As estimativas dos compartimentos
teciduais foram determinadas com o uso de programa de analise de imagem Image-Pro

Plus Media Cybernetics version 4.5 for Windows software, MD, USA.

Foi estimado a altura do epitélio acinar com o uso de imagens digitalizadas na
objetiva de 100x, com o uso do programa de analise de imagem acima mencionado. Para
essa estimativa foram utilizados cortes histologicos da prostata de cinco animais por
grupo. Para cada corte foram capturados 10 campos microscopicos por animal e para cada
campo, realizadas quatro medidas da altura epitelial, em regiGes opostas do &cino,
totalizando 200 medidas por grupo. Também foi estimada a frequéncia de acinos
contendo epitélio acinar atrofico no total de acinos do corte histoldgico e a area ocupada
por esses acinos. Foi considerado epitélio atréfico aquele que continha células com ndcleo
achatado, paralelo a membrana basal e formato pavimentoso.

As anélises histopatoldgicas foram realizadas utilizando-se dois cortes em
diferentes profundidades, por animal, e um nimero total que variou de 5 a 12 animais por
grupo. Foram identificadas as principais lesdes teciduais em ambos 0s cortes, para
determinacédo da incidéncia (nUmero de animais que apresentaram a lesdo/namero total
de animais) e contabilizados o numero de focos de cada lesdo, para estimativa da
multiplicidade da lesdo (nimero total de determinada lesdo no grupo). Foram
considerados focos inflamatérios quando havia pelo menos 15 células do sistema imune

préximas.
6.5 Analises da proliferacéo celular e das células AR-Positivas

As reagdes imunocitoquimicas para identificacdo do receptor de androgeno (AR)
e do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) foram realizadas nos cortes
histologicos que haviam sido previamente fixados em Paraformaldeido (4%).
Resumidamente, os cortes foram submetidos a recuperacao antigénica em tampdo citrato
(10mM pH 6,0) a 92°C por 40 minutos seguido de 20 min a temperatura ambiente. Em
sequida, realizou-se o bloqueio das atividades de peroxidase endogena através da
incubagdo com H202 3% em metanol por 20 min (AR e PCNA), seguido do bloqueio das

interacOes proteicas inespecificas com leite desnatado 5% diluido em tampdo PBS
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(PCNA) ou TBS (AR) por 40 min em temperatura ambiente. Sequencialmente, os cortes
foram incubados com anticorpo primério diluido em BSA1% com anti-PCNA (1:100, sc-
56, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), durante 1 horaa 37°C ou anti-AR (1:75, sc816,
Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) overnight a 4°C. Na sequéncia os cortes foram
lavados com tampdo PBS (PCNA) ou TBS (AR), e a interacdo antigeno-anticorpo foi
detectada através do kit Max Polymer (Novocastra, RE7260-K, Leica Biosystems) por 45
min cada a 37°C (PCNA e AR). A revelagéo da reacgéo foi feita com diaminobenzidina-
DAB (Liquid DAB + Substrate Chromogen System, Dako, K3468) durante 3 ou 2 min e
a contra-coloracéo foi realizada em hematoxilina de Harris. Os controles negativos foram

obtidos com a omiss&o do anticorpo primario.

A contagem das células PCNA-positivas foi obtida tanto no compartimento
estromal como epitelial, em toda a area do corte, para tanto, todo corte foi digitalizado
utilizando scanner Olympus Virtual Slide System (VS120-S5-OAl) em objetiva de 20x.
O numero total de células marcadas foi dividido pela area do corte, resultado na densidade
celular de cada fragmento (n° cel/mm?). Para a frequéncia relativa de células AR-
positivas, foram digitalizados 20 campos microscépicos contiguos em objetiva de 20x.
Assim, foram estimadas todas as células marcadas no epitélio e no estroma das imagens.
As contagens de ambas as analises foram realizadas com o auxilio do Image Pro Plus
software (Media Cybernetics version 4.5 for Windows - MD, USA) em 5 animais por

grupo.

7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados quantitativos foram analisados estatisticamente pelo Software
GraphPad Prism 6.0. Para identificar dados paramétricos ou ndo paramétricos realizou-se
o teste de normalidade dos dados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados foram
considerados nao paramétricos utilizando-se entdo do teste de Kruskal-Wallis seguido do

teste Dunn’s. Foram considerados significativos os valores de P < 0,05.
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8. RESULTADOS

8.1. AlteracOes maternas ao desmame

Verificou-se que as mdes tratadas com HSFD exibiram diminuicdo do peso

corporal, aumento da glicemia e niveis de triglicerideos elevados (Tab. 1).
8.2. AlteracGes metabodlicas e hormonais na prole adulta

Como pode ser observado na Tabela 2, a ingestdo materna de banha, resultou em
aumento nos depositos de gorduras epididimal e visceral nos grupos L (47% e 59%) e
LCm (65% e 61%), bem como no indice de adiposidade. Além disso, a gordura
periprostatica aumentou em 81% no grupo L, quando comparado ao C (Tab. 2). O grupo
LCm foi o Unico que apresentou aumento de peso corporal (~14%), em relacdo ao
controle (C). Nas medidas de cintura e no indice glicémico, nenhum grupo expressou
diferenca significativa. A analise do perfil lipidico mostrou aumento nos niveis de
triglicérides dos grupos O e LCm, em relacéo ao C (Fig. 1A). O grupo O exibiu maiores
niveis de colesterol HDL, em relacdo ao C (Fig. 1D). N&do foram encontradas diferencas

nos niveis seéricos de testosterona entre os grupos (Tab. 2).
8.3. Alterac0es prostaticas

N&o foram observadas alteracdes no peso Umido da prostata ventral em nenhum

dos grupos (Tab. 2).

A andlise microscdpica ndo indicou alteracdes drasticas no padrdo de maturacdo
prostatica, visto que todos os animais exibiram a prostata bem desenvolvida (Fig. 2).
Contudo, constatou-se atrofia no epitélio acinar para os grupos O, L e LCm (Fig. 2F),
conforme confirmado pela analise da altura epitelial (Fig. 4) e da frequéncia de acinos
com epitélio atréfico (Fig. 2F). A analise estereologica da frequéncia relativa do epitélio
acinar corroborou a atrofia epitelial para os grupos O e L, e indicou também diminuigéo
nessa frequéncia para o grupo LCm (Fig. 5). A analise estereoldgica também indicou
aumento da frequéncia relativa do compartimento luminal no grupo L (Fig. 5F). Também

se pode evidenciar aumento na frequéncia relativa de fibras coldgenas nos animais dos
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grupos L e LCm, frente ao C. Além disso, a frequéncia relativa dos vasos sanguineos foi

menor para os animais do grupo O (Fig. 5).

As principais alteracdes e lesdes patoldgicas encontradas estdo ilustradas na
Figura 3. Notou-se um aumento de células do sistema imune no estroma prostatico do
grupo L, em especial linfocitos e em menor nimero mondcitos (Fig. 3A e 3F). Nesse
grupo, e no grupo LCm foi possivel observar uma grande quantidade de linfdcitos no
interior dos vasos sanguineos (Fig. 3A-B), aderidos ao endotélio (Fig. 3B) ou formando
infiltrados leucocitarios perivasculares (Fig. 3C). Esses tltimos foram considerados focos
inflamatorios, na analise histopatoldgica. Assim, constatou-se que o grupo L exibiu
incidéncia de 78% de focos inflamatdrios, contra 29% do C, que foi reduzida para 36%
no grupo LCm. O grupo O, também exibiu incidéncia de 40% de focos inflamatorios
enquanto o Cm exibiu 8% (Tab. 3) Contudo, esses focos ndo se apresentavam
obrigatoriamente localizados ao redor dos vasos. Foi detectado, ainda, a ocorréncia de
focos de proliferacéo intra-epitelial nos grupos O e L (Fig. 3 D-E).

A dieta materna rica em banha promoveu o aumento das células PCNA-positivas
no epitélio do grupo L somente quando comparado com Cm (Fig. 6F). Os demais grupos
ndo apresentaram variagdes estatisticamente significativas com o grupo C ou entre si.
Além disso, ndo houve variacao na densidade de células positivas no estroma da préstata
ventral (Fig. 6 G). A taxa de células AR-positivas aumentou expressivamente no epitélio
acinar do grupo L (Fig. 7F). Tal aumento também foi observado em menor grau para o
grupo O, mas ndo para 0 Cm ou LCm (Fig. 7F). Verificou-se diminuicdo nas células
estromais AR-positivas apenas para o grupo O (Fig. 7G).

9. DISCUSSAO

Esse estudo demonstra que diferentes componentes lipidicos na dieta materna
podem levar a programacgéo do desenvolvimento da prostata da prole na idade adulta e
modular, de maneira permanente, a histofisiologia dessa glandula. Constatamos que o
excesso de lipidios saturados (dieta rica em banha) na dieta materna, assim como a
suplementacdo com baixa quantidade de 6leo de milho, por um periodo de dez semanas,
que incluiu a gestacdo e lactacdo, afetaram permanentemente a prostata da prole

causando, principalmente, a atrofia do epitélio acinar, aumento do nimero de células AR
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positivas no epitélio e inflamacdo. Constatamos, ainda, que quando acompanhados do
consumo de curcumina, grande parte desses efeitos foram evitados ou atenuados, o que
sugere uma acao benéfica desse componente da dieta, contra os efeitos causados pelos

lipidios da dieta materna.

9.1. Perfil metabolico materno e modulagdo do metabolismo da prole

A interpretacdo dos efeitos causados na prole pelos componentes da dieta materna
requer a analise do perfil metabolico das maes. Nossos dados mostram que as mées que
foram alimentadas com racdo rica em banha de porco apresentaram alta glicemia e niveis
de triglicerideos 74% mais altos que as do grupo C (Tab. 1), dois indicativos de seu estado
diabético. Para os demais grupos experimentais, ndo foram notadas alteracdes nos
parametros biométricos e metabdlicos das maes analisados, em comparagdo com C, como
niveis de colesterol total, exceto aumento na glicemia para o grupo Cm e aumento de
respectivamente 35, 34 e 32% nos niveis de triglicerideos das mées dos grupos O, Cm e
LCm. Esses dados necessitam ser completados para um nimero maior de maes, mas, até
0 momento, eles indicam que as mdes de todos 0s grupos experimentais exibiram
hipertrigliceridemia e as mais afetadas foram as tratadas com dieta rica em banha (grupo
L), que se tornaram diabéticas.

Os animais do grupo L exibiram na idade adulta aumento dos depoésitos de
gorduras epididimal, e visceral e acréscimo de aproximadamente 50% no indice de
adiposidade, em relagdo a C, alem de tendéncia no aumento da glicemia (Tab. 2). Assim,
infere-se que os filhos de maes que consumiram a dieta com banha foram expostos a um
ambiente intra-uterino hiperglicémico e rico em triglicerideos que resultou nas alteracdes
persistentes no metabolismo da prole aqui observadas, como a maior adiposidade e
glicemia, sem, contudo, alterar drasticamente o metabolismo lipidico. Nossos dados séo
semelhantes a estudos realizados com roedores, em que um cenario de hiperglicemia
materna, decorrente de dieta HSFD, promoveu aumento de gordura visceral e alteracoes
metabolicas em seus descendentes ao longo da vida (LIANG et al., 2009). Estudo anterior
do laboratorio no qual mées obesas e tratadas com dieta rica em lipidios insaturados na
gestacdo e lactacdo indicou que os filhos ndo tiveram aumento do indice de adiposidade
na idade adulta, como observado aqui, mas se tornaram resistentes a insulina
(PYTLOWANCIYV et al., 2016). Nossos achados sdo coerentes com dados clinicos que

demonstraram que o diabetes e a obesidade materna potencializam o desenvolvimento de
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doencas na prole a longo prazo, contribuindo com alteraces metabolicas (sindrome
metabdlica) (SYMONDS et al., 2009; SANDOVICI et al., 2011).

Deve ser notado que o grupo LCm, cujas maes exibiram apenas aumento nos
niveis de triglicerideos, também exibiu maior adiposidade e glicemia na idade adulta,
além de reducdo dos niveis de colesterol LDL. Neste grupo também houve a a¢do benéfica
da curcumina em termos do metabolismo lipidico, visto que o colesterol LDL,
considerado prejudicial, é reduzido. Sabe-se que 70% do LDL circulante é removido do
sangue através de endocitose mediada pelo receptor de LDL (LDLR) pelos hepatdcitos e
a curcumina reduz a expressao desse receptor (TAl et al., 2014). Assim, o consumo desse
componente alimentar pelas maes pode ter afetado a expressao desse receptor.

A prole cujas maes foram suplementadas com 6leo de milho (O) também exibiu
desregulacdo na homeostase dos lipidios circulantes, uma vez que apresentaram altos
niveis de triglicerideos e de colesterol HDL, embora o colesterol total ndo tenha sido
afetado. Estudos sobre os efeitos do 6leo de milho no metabolismo lipidico indicam que
os fitoesteroides naturalmente presentes na composicdo deste 6leo, comprovadamente
diminuem os niveis séricos de colesterol pois reduzem absorcdo desses lipidios
(HOWELL et al., 1998; OSTLUND et al., 2002). Apesar da quantidade de éleo de milho
consumida pelas mées ter sido baixa (100ul/kg, em dias alternados), estima-se, segundo
as especificacdes dos produtores, que ela contenha 0,83mg de fitoesteroides. Portanto,
essa quantidade de fitoesterdides foi capaz de modular o metabolismo sistémico de
lipidios, levando ao aumento de colesterol HDL e triglicerideos. Nao eram objetivos desse
estudo esclarecer por quais mecanismos o0 6leo de milho possa ter atuado sobre o
metabolismo lipidico, mas uma das hipéteses a ser testada futuramente é que ele regule a
expressdo das enzimas hepéticas envolvidas com a sintese de triglicerideos, como a
estearoil CoA dessaturase ou fatores de transcricdo que a regulam, como o “sterol
regulatory element-binding protein” SREBP1c (FLOWERS AND NTAMBI, 2008). E
importante destacar que outro estudo do laboratério também indicou que a
suplementacdo materna com 6leo de milho na gestacéo afetou o metabolismo lipidico da
prole de gerbilos.

Estudos recentes com humanos, revelaram que ao receber doses diarias de
curcumina (1000 ou 1890 mg/dia em doses fracionadas), os pacientes tiveram reducéo

nos niveis de colesterol total, colesterol LDL, triglicerideos, colesterol HDL e acido Urico
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(YANG et al., 2014; PANAHI et al., 2016). Apesar dos efeitos beneficos desse
fitoterapico sobre o metabolismo lipidico ser bem conhecido, os efeitos sobre a prole, via
dieta materna, ao que sabemos, ainda ndo foram descritos. Os resultados aqui obtidos
mostram que a curcumina foi capaz de evitar as alteracBes no metabolismo lipidico
induzidas pela ingestdo materna de 6leo de milho, mas nao impediu a hipertriglicerinemia
no grupo LCm, apesar de diminuir o colesterol LDL neste grupo. Conforme mencionado
anteriormente, esses efeitos podem ter ocorrido pela interferéncia diferencial dessa
molécula na expressdo de enzimas envolvidas com a sintese e metabolismo desses
componentes lipidicos (PAN et al., 2017). Assim, tornam-se necessarias analises de
expressdo génica para esclarecer os mecanismos pelos quais os diferentes componentes

da dieta materna aqui avaliados possam ter modulado o metabolismo lipidico da prole.

9.2. Efeitos da dieta materna na histologia da prostata

A andlise dos efeitos dos diferentes componentes da dieta materna revelou que o
grupo tratado com dieta rica em banha e o suplementado com 6leo de milho foram os
mais afetados no que se refere a histologia da prdstata. Para ambos, observou-se
detrimento da porcdo funcional da glandula (componente acinar) - evidenciado pela
analise estereoldgica, pela reducéo da altura do epitélio acinar e pela frequéncia de acinos
exibindo atrofia epitelial. A reducdo da altura epitelial aqui observada pode ser
reconhecida como atrofia simples, que acometeu grande porcentagem dos acinos
(BILLIS, 2010). Esse quadro de atrofia parece ser uma caracteristica comum de distdrbios
metabolicos e do consumo excessivo de lipidios, que acomete a por¢do intermediaria da
glandula (RIBEIRO et al., 2012b), mas ao que sabemos esse é o primeiro relato que ela

pode ser induzida na prostata adulta pelo ambiente nutricional materno.

A curcumina melhorou a atrofia epitelial tanto no grupo Cm, como no LCm, mas
para esse Ultimo a préstata ainda exibe aumento dos componentes estromais, em especial
das fibras colagenas. Assim, a anlise estereologica revelou que o consumo materno da
banha, ou da banha com a curcumina/éleo de milho, eleva a frequéncia dos componentes
colagénicos da prostata. O aumento das fibras colagenas ja foi descrito em outros sistemas
dentro de um contexto hiperglicémico (AOUFI et al., 2007; LAMERS et al., 2007).
Gobbo et al. (2012) verificaram que a condicdo diabética alterou a frequéncia dos
componentes estromais, sobretudo, com aumento consideravel das fibras colagénicas na
prostata ventral de ratos, em detrimento da diminui¢do do epitélio acinar. Um dréstico

aumento de fibras colagenas, caracterizado com hiperplasia estromal, foi observado na
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préstata de ratos em quadro de obesidade induzido pelo consumo de dieta hiperlipidica
(RIBEIRO etal., 2012b). Nesse caso, a hiperplasia estromal foi acompanhada de aumento
de FGF-2 (RIBEIRO et al., 2009). Sabe-se que o remodelamento estromal descrito
durante a progressdo do cancer de prdstata é relacionado com a diminui¢do da camada
fibromuscular e aumento de colageno tipo I, além da transformacéo de fibroblastos em
miofibroblastos (TUXHORN et al., 2002). Ao que sabemos, esse é o primeiro relato
indicando sinais de remodelacdo estromal causados na prdstata da prole, pelo consumo
materno de dieta rica em lipidios saturados. Ao analisar o estado metabdlico dos grupos
L e LCm, constatamos que ambos sdo hiperglicémicos. Tal resposta prostatica pode ser
consequéncia de alteragfes no metabolismo de insulina, conforme tem sido constatado
em estudos anteriores (GOBBO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2012b). Também ndo
podemos descartar a hipdtese de que o ambiente intra-uterino hiperglicémico tenha
afetado, por mecanismos epigenéticos, a expressao de fatores paracrinos responsaveis por

essas alteragdes, como o proprio FGF-2.

9.3. Efeitos na expressao de AR e na proliferacéo celular

Os androgenos, e seus receptores especificos (AR), sdo fundamentais para a
fisiologia prostatica, atuando como fator de sobrevivéncia, no controle da proliferacdo
celular e da secrecdo prostatica (CUNHA et al., 2004). A persisténcia da ativacdo de AR
é inexoravel para a sobrevivéncia das células cancerigenas prostaticas e progressao da
doenca, mesmo apos a terapia de privacdo androgénica (CUCHIARA et al., 2017).
Inimeros estudos constataram que o consumo excessivo de lipidios na dieta reduz os
niveis de andrégenos circulantes, desregula o AR, e interfere em vias de sinalizacéo intra-
celulares, aumentando a proliferacdo celular, focos inflamatdrios e resultando em maior
incidéncia de lesdes pré-malignas e malignas na glandula (CAl et al., 2001; RIBEIRO et
al., 2012a, 2012b; FURRIEL et al., 2014; SILVA et al., 2014; JESUS et al., 2015;
PYTLOWANCIYV et al., 2016). Além disso, existem varias evidéncias na literatura que
tipos especificos de lipidios na dieta podem afetar diferencialmente a expressédo de
receptores nucleares na prostata, em especial 0 AR (ESCOBAR et al. 2009; RIBEIRO et
al., 2012a, 2012b; FURRIEL et al., 2014; SILVA et al., 2014). Os &cidos graxos saturados
da banha de porco, quando consumidos por ratos Wistar em dietas normolipidicas (7%
de lipidios), durante a maturacdo sexual, aumentam a proliferacdo celular, a expresséo
dos receptores de andrégeno (AR) na prostata na idade adulta, e de outros receptores

nucleares como os receptores y de proliferagdo do peroxissomos (PPARy) (ESCOBAR et
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al. 2009). Essas alteraces foram acompanhadas de aumento dos niveis de testosterona
sérica. O aumento da proliferacdo celular na préstata também é uma consequéncia comum
ao consumo de dieta hiperlipidicas; nestas situacfes geralmente ocorre diminuigdo dos
niveis de testosterona, como tem sido constatado em experimentos de tratamento de ratos
adultos com dieta rica com lipidios insaturados (RIBEIRO et al., 2012a; RIBEIRO et al.,
2014). Nesse caso verificou-se diminuicdo da expressdo de AR e aumento de ERf
(RIBEIRO et al., 2012a), apds um consumo por 15 semanas, enquanto 0 consumo
prolongado (30 semanas) aumentou a expressdo de AR e diminuiu a de ERa (RIBEIRO
et al., 2014). Portanto, os achados sdo bastante variaveis, dependendo da natureza do

lipideo e periodo de consumo.

Os efeitos transgeracionais dos lipidios na préstata, via dieta materna, ainda séo
pouco conhecidos (PYTLOWANCIV et al., 2016). Aqui, constatamos que 0 consumo
materno da banha de porco aumenta consideravelmente a frequéncia de células AR-
positivas no epitélio acinar, o que também ocorreu em menor grau com 0 consumo de
6leo de milho, mas ndo ocorreu quando a banha e a curcumina/6leo de milho séo
consumidos simultaneamente (Fig. 7). E importante destacar que o aumento de células
AR-positivas no epitélio acinar aqui observado, nao foi direcionado por alteragdes nos
niveis séricos de testosterona visto que esses niveis ndo variaram entre os grupos. Dados
muito recentes de nosso grupo indicaram gue o consumo materno de 6leo de milho ou da
banha durante a gestacdo, também aumentou a expressao de AR, na prostata de gerbilos
adultos, sem afetar os niveis de testosterona circulantes (JESUS, 2018). Portanto, o
excesso de lipidios saturados na dieta materna, aumenta a expressao de AR na prostata da
prole na idade adulta em duas espécies diferentes de roedores, independentemente das
alteracdes nos niveis de testosterona. Temos verificado, em estudo anterior, que a dieta
materna rica em lipidios insaturados, quando acompanhada de obesidade materna, ndo
aumentou a expresséo de AR na prostata, mas sim de LXRa e PPARy (PYTLOVANCIV
et al., 2016). Nesse caso verificou-se um estado hiperproliferativo da préostata, mesmo
sem alteragdes significativas nos niveis de testosterona sérica. (PYTLOVANCIV et al.,
2016). Portanto, em conjunto, os dados acima mencionados revelam que 0s componentes
lipidicos da dieta materna podem modular a expressdo de AR na prostata da prole adulta
e de outros receptores nucleares, de maneira ndo associada aos niveis séricos de

androgenos.
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A prole de maes tratadas com banha apresentou aumento da densidade de células
PCNA-positivas, mas esse dado ndo mostrou diferenca estatistica. N&o foi possivel
examinar a expressao de outros receptores que atuam como sensores de lipidios (LXR e
PPAR), nem tampouco dos receptores de estrogeno, 0s quais sdo diretamente
influenciados pelo ambiente nutricional lipidico. E provavel que os prdprios &cidos
graxos da dieta rica em banha, ou os fitoesterdides tenham interferido nos mecanismos
regulatorios e aumentado a expressdo de AR. Varios mecanismos epigenéticos podem
estar implicados no aumento da expressao de AR, como alteracdo nos niveis de metilacéo
de histonas, por histona-metiltransferase (HMT) e histona-desmetilases (HDM), ou de
acetilacdo, por acetiltransferases (HAT) e desacetilases (HDAC) (CUCHIARA et al.,
2017).

9.4. AlteracGes patoldgicas na prostata

Além da atrofia epitelial, a principal alteragdo constatada na prostata foi o
aumento de focos inflamatdrios, em especial nos filhos de mées tratadas com banha.
Esses focos restringiam-se ao compartimento estromal, caracterizando-se pela presenca
de linfocitos, ndo sendo encontrados sinais de invasdo acinar. Nessa andlise foi possivel
verificar que os grupos L e LCm exibiram um padrdo de inflamacéo caracterizado pela
associacao dos linfocitos na proximidade dos vasos sanguineos e grande concentracao
destas células na luz dos vasos ou associadas ao endotélio (Figs 4A e 4C). Além disso,
aparentemente os grupos L e LCm exibiram alta densidade de linfécitos no estroma
glandular, além de outras células do sistema imune como mondcitos. O uso da
imunoterapia com vacina para o PCa em ratos, tem sido eficaz no controle da proliferagdo
tumoral, porém essa técnica mostrou aumentar consideravelmente o namero de linfocitos
T reguladores (Tregs), identificados em alta densidade nos vasos sanguineos, suprimindo
assim, a resposta imunologica (MO et al., 2018). Os autores destes estudos indicam que
animais com aumento de linfocitos Tregs séo correlacionados com mal progndstico, uma
vez que o aumento dessas células descontrola o sistema imunologico, exacerbando a
resposta inflamatoria (Mo et al., 2018). Assim, condi¢des inflamatorias que desregulam
0 numero de células Tregs, acarretam em prejuizo para o sistema imune, como observados
em nossos resultados. Essas caracteristicas ndo foram observadas nos grupos O nem no
grupo C, cujas células inflamatdrias formaram focos dispersos no estroma, sem
associacao especifica aos vasos e sem aumento da densidade de linfocitos. Em concluséo,

aexcecgdo de um animal do grupo LCm que apresentou uma inflamac&o difusa na prostata,
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para os demais animais dos grupos L e LCm, podemos sugerir que 0 consumo materno

de banha induziu uma inflamag&o de baixo grau.

Existem amplas evidéncias que os lipidios da dieta podem favorecer a inflamacéo
(CALDER et al., 2013; WANG et al., 2012). E o caso dos acidos graxos saturados e 0s
poliinsanaturados 6mega-6 para os quais tém sido relatadas acdo pro-inflamatdria
(WANG et al., 2012), enquanto que para o0 6mega-3 acido decosahexaendico (DHA) tem
efeito anti-inflamatorio (TODORIC et al., 2006). Os &cidos graxos saturados sdo
componentes dos Lipolissacarideos (LPS) e ligantes de Tool-like receptors” tipo 4 (TLR-
4). A acdo pro-inflamatdria dos &cidos graxos saturados podem envolver mecanismo
dependente ou independente de TLR-4 (TENG et al., 2014). No primeiro caso, envolve
varios tipos de mecanismos, incluindo o aumento interleucina 6 (IL-6) e da via de
sinalizacdo do fator NF-xf. O mecanismo independente de TLR-4 esta relacionado a
producdo de espécies reativas de oxigénio e aumento da secrecao de interleucina-1p (IL-
1B) (TENG et al., 2014). Os efeitos inflamatdrios também podem ser resultantes da
formacdo de macréfagos M1 que produzem altas concentracBes de citocinas pro-
inflamatorias como Fator de Necrose Tumoral o (TNF o) e IL6. O aumento de focos
inflamato6rios na prostata € um evento comum do consumo de dietas rica em lipidios
(RIBEIRO et al., 2012a; JESUS et al, 2015), mas 0s processos bioldgicos que direcionam
a inflamac&o na prostata ainda sdo pouco compreendidos. Analises adicionais de dosagem
desses mediadores e caracterizacdo das populacdes de células do sistema imune sdo
necessarias para melhor caracterizar quais os eventos foram ativados no caso da dieta
materna. Nesse cenario, além de focalizar a prdstata deveremos dar énfase ao tecido
adiposo periprostatico que aumentou nos grupos L e LCm, e pode estar afetando a

resposta imunoldgica prostéatica.

Nossos dados indicam que a curcumina evitou as altera¢cdes no numero de células
AR-positivas, induzidos pelo consumo materno de banha de porco ou de 6leo de milho.
Nossos dados também complementam a literatura quando sugerem que 0S grupos que
receberam curcumina apresentaram menor densidade de células em proliferacao,
indicando a agdo antiproliferativa da curcumina. Além disso, eles também indicam a agéo
anti-inflamatoria desse composto alimentar. Em conjunto, esses dados sdo coerentes com
estudos anteriores em que a curcumina suprime vias de sinalizacdo celular que estimulam

a proliferacdo celular e inibem respostas inflamatorias (BULLO et al., 2007; SHAH et
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al., 2008; BASTOS et al., 2009; NOORAFSHAN & ASHKANI-ESFAHANI, 2013;
KUNNUMAKKARA et al., 2016). Existem inimeros relatos de estudos in vivo e in vitro
da sua acdo inibidora sobre a via inflamatdria NF-kB (CHENDIL et al., 2004; SHANKAR
et al., 2008; KHAN et al., 2010).
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10.CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicam que a dieta materna rica em banha de porco, durante
a gestacdo e lactacdo, afeta principalmente a porcdo funcional da glandula prostatica da
prole masculina adulta, resultando em alteragGes histopatologicas como aumento da
atrofia do epitélio acinar e da resposta inflamatdria, devido a maior incidéncia de
linfécitos no interior de vasos sanguineos. A banha de porco também afetou a
desregulacdo de AR no epitélio da prostata sem alterar, contudo, os niveis de andrdgenos
circulantes. Quando houve ingestdo materna do 6leo de milho nos mesmos periodos, a
prole apresentou alteragdes no metabolismo lipidico, atrofia epitelial em menor grau,
assim como na expressao de AR e de focos inflamatdrios. Por fim, a suplementacdo de
curcumina promoveu melhoras nas alteracdes do metabolismo lipidico, e principalmente
sobre a histofisiologia da prostata ventral da prole, normalizando a expresséo tecidual de
AR, revertendo a frequéncia de &cinos atréficos e amenizando a resposta inflamatoria,
consequentes da programacao do desenvolvimento da préstata da prole, pelos diferentes

lipidios, em diferentes niveis de modulacéo.
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11. TABELAS

Tabela 1. Dados biométricos e metabdlicos das maes.

Grupos* Peso Gordura Gordura Circunf. Glicemia Niveis séricos de
corporal (g) retroperitoneal (g)  visceral (g)  Abdominal (cm) (mg/dL) triglicerideos
(mg/dL)

C 263,33 6,38 1,20 16,67 109,67 73,35

L 235 6,83 0,59 15,75 235 127,24

0] 274 6,03 0,89 16 70 98,72

Cm 291,33 10,19 1,41 16,67 142,33 97,92

LCm 276,67 12,42 1,54 16,33 83,67 97,14

53

*Grupos: Maes tratadas, durante a gestacédo e lactacdo, com dieta padrao (C), com dieta padrédo e dleo de milho (O), com dieta padrédo e 6leo de milho com curcumina (Cm),

com dieta enriquecida com banha de porco (L), com dieta enriquecida com banha de porco e dleo de milho com curcumina curcumina (LCm). Os dados correspondem a média

de trés maes por grupo.
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Tabela 2. Parametros biométricos dos grupos controle (C), filhos de mées suplementadas com curcumina (Cm), com éleo de milho (O), com banha (L) e tratadas com banha e

suplementadas com 6leo de milho/curcumina (LCm).

Grupos C L @] Cm LCm
Perfil de tratamento das mées Lipideo saturado  Oleo de milho curcumina Ligigﬁfcaﬁt;rrlzdo
Parametro

Peso do corpo ao desmame (g) 4442+ 250  47,38+287*P¢ 5233+983%0C 49 14+ 348"¢ 50,93+ 5,11¢
Peso do corpo na eutanasia (g) 359,69+ 54,397 382,15+ 27,94*" 393,33+ 36,08*" 393,57+ 27,69%° 41293+ 23,18"
Cintura inicial (cm) 9,53+ 0,43 9,73 0,52 9,91+ 0,49 9,89+ 0,59 9,43+ 0,53
Cintura final (cm) 18,38+ 0,93 18,91+ 0,97 18,41+ 1,35 18,71+ 0,89 18,4+ 0,73
Peso da gordura epididimal (g) 5,24+ 1,852 7,70+ 1,51° 6,60+ 0,86 ° 6,36+ 2,10* P 8,66+ 1,71 ¢
Peso da gordura retroperitoneal () 2,15+ 0,79%° 3,12+ 1,482 2,43+ 1,002 2,29+ 0,64 &P 1,77+ 0,68 °
Peso da gordura peri-prostatica (mg) 0,16+ 0,072 0,29+ 0,11° 0,17+ 0,022 0,2+ 0,04 0,21+ 0,06*°
Peso da gordura visceral (g) 7,64+ 4,432 12,15+ 2,45° 10,24+ 2,724 9,11+ 219%P 12,28+ 1,71°
Indice de adiposidade (%) 4,04+ 1,352 6,03+ 1,29° 4,86+ 0,74%P 4,64+ 1,172¢ 5,36+ 1,02°¢
Glicemia (mg/ dI) 114,46+ 43,65% 140,08+ 22,94 109,54+ 29,31° 129,07+ 39,78*°¢ 130,14+ 14,49"¢
Peso da prostata ventral (mg) 0,38+ 0,07 0,39+ 0,07 0,41+ 0,11 0,36+ 0,05 0,41+ 0,08
Testosterona (ng/dl) 6,3860,61 6,611+1,162 8,1+0,48 5,25+0,62 7,35+0,88

Os valores representam a média + desvio padréo.
a, b, ¢, d - diferencas significativas entre 0s grupos experimentais (p <0,05), obtidos por analise One way- ANOVA, com dados ndo paramétricos.



Tabela 3: Incidéncia (1) e Multiplicidade (M) de lesdes teciduais na prdstata

Focos Cc @) Cm L LCm
(n=7) (n=5) (n=12) (n=9) (n=11)
I I I I M I M
Proliferacdo intra-epitelial sem atipia | - 1/5 - 2/9 3 |- -
(20%) (22%)
Inflamatdrios 217 (29%) 2/5 (40%) 1/12 (8%) 719 13 | 4/11 (36%) | 40 *
(78%)
Morte celular por descolamento - 2/5 2/12 - - 13/11 5
(40%) (17%) (27%)
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A incidéncia esta indicada pelo nimero de animais que exibiram a lesdo/nimero total de animais analisados. A multiplicidade esta indicada pelo nimero total de focos

encontrados no grupo. O * indica que para esse grupo, um animal apresentou inflamacéo difusa na prostata, contabilizando um total de 35 focos.
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Figura 1. Perfil Lipidico de ratos adultos filhos de maes tratadas, durante a gestacdo e lactagdo, com dieta padréo (C), com dieta padréo e éleo de milho (O), com dieta padréo
e 6leo de milho com curcumina (Cm), com dieta enriquecida com banha de porco (L), com dieta enriquecida com banha de porco e dleo de milho curcumina (LCm). Valores
expressos como média * desvio padréo. As letras indicam a diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,05), obtidos por analise One-way ANOVA, com dados ndo paramétricos.
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Figura 2. Cortes histol6gicos da préstata ventral do grupo controle (C) e filhos de maes suplementadas com éleo de milho
(0), com o6leo de milho/curcumina (Cm), tratadas com banha (L), tratadas com banha e suplementada com 6leo de
milho/curcumina (LCm). Corados em Hematoxilina-Eosina (A-E). Visdo panoramica de regides intermediarias e distais
da prostata ventral (A, B, C, D, E) e os respectivos detalhes do epitélio acinar (G, H, I, J, K). Legenda: lu — limen acinar.
Barra: (A, B, C, D, E) =200um, (G, H, I, J, K) = 10 um. Frequéncias de &cinos atroficos (F). Valores médios analisados
por One-way ANOVA. As letras indicam a diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,05).
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Figura 3. Coloracdo de Hematoxilina-Eosina sobre parafina de fragmentos da préstata ventral, destacando pequenos
focos inflamatérios (A, B, C), focos iniciais de proliferagdo intraepitelial (D, E) e detalhe de mondcitos presentes no
estroma (F), encontrados nos grupos: filhos de maes tratadas com banha (L) e de mées tratadas com banha e suplementada
com éleo de milho (LCm). Legenda: lu- lumen acinar, asterisco- foco de proliferacdo intraepitelial, m- monécitos. Barra=
(A, B, C, D, E): 20um. (Inset de B, F): 10um.
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Figura 4. Variag0es resultantes da analise morfométrica na préstata ventral dos grupos: controle (C) e filhos de mées
suplementadas com éleo de milho (O), com 6leo de milho/curcumina (Cm), tratadas com banha (L), tratadas com banha
e suplementada com éleo de milho/curcumina (LCm). Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo. As letras
indicam a diferenca estatistica entre 0os grupos (p < 0,05), obtidos por anéalise One-way ANOVA, com dados néo-
paramétrico paramétricos.
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Figura 5. Coloragdo em tricomico de Tuchmann’s Blue sobre parafina, de fragmentos da prostata ventral dos grupos:
controle (C) e filhos de mées suplementadas com dleo de milho (O), com dleo de milho/curcumina (Cm), tratadas com
banha (L), tratadas com banha e suplementada com 6leo de milho/curcumina (LCm). Aumento de 40x (A, B, C, D, E).
Variacdo na frequéncia relativa dos compartimentos teciduais da prostata ventral (F). Legenda: ae — limen acinar, bv —
vaso sanguineo, fibras coldgenas em azul, setas — célula muscular lisa, asterisco — vaso sanguineo com linf6citos aderidos
a parede. Legenda do grafico: Ae — epitélio acinar, lu- limen acinar, col- fibras colagenas, bv- vasos sanguineos, smc-
células musculares lisas, oc- demais compontes. Barra: = 20um.
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Figura 6. Imunomarcacdo para proteina PCNA (A-E), na préstata ventral da prole segundo a dieta materna: grupo
controle (C) e filhos de mées suplementadas com dleo de milho (O), com éleo de milho/curcumina (Cm), tratadas com
banha (L), tratadas com banha e suplementada com 6leo de milho/curcumina (LCm). Nucleos PCNA- positivos (cabeca
24 de setas) sdo corados em castanho, enquanto células roxas sdo negativas. Densidade de células PCNA- positivas
(namero de células/ mm?) (F). Legenda: lu — limen acinar. As letras indicam a diferenca estatistica entre os grupos (p <
0,05), obtidos por analise One-way ANOVA, com dados ndo paramétricos.
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Figura 7. Detalhes de cortes em parafina submetidos a imuhistoquimica para o receptor de andrégeno (A-E), para os
respectivos grupos segundo a dieta materna: grupo controle (C) e filhos de mées suplementadas com 6leo de milho (O),
com 6leo de milho/curcumina (Cm), tratadas com banha (L), tratadas com banha e suplementada com déleo de
milho/curcumina (LCm). NUcleos AR- positivos (cabecas de setas) sdo corados em castanho, enquanto células roxas sdo
negativas. Frequéncia relativa (%) das imunomarcac@es no epitélio (F) e no estroma (G). Legenda: lu — [imen acinar. As
letras indicam a diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,05), obtidos por analise One-way ANOVA, com dados ndo
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13.ANEXOS

Anexo 1. Composigao das dietas padrdo e HSFD utilizadas.
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Ingredientes

Dieta Padréo (g)

Dieta Hiperlipidica (g)

Caseina
Sacarose

Amido de Milho

Amido de milho dextrinizado
Banha de porco

Oleo de soja

Fibras

Mix de minerais AIN-93

Mix de vitaminas AIN-93
L-Cistina

Bitartarato de colina

202
100
397

130,5

70
50
35

10

2,5

200
100
1155

132

312
40
50
35

10

2,5

Fonte: AIN, Instituto Americano de Nutricéo.



Anexo 2- Tabela nutricional do 6leo de milho (SALADA - Copyright © Bunge 2018)

Porcdo de 13mL (1 colher de sopa) VD %
Carboidratos Og 0%
Proteinas Og 0%
Gorduras totais 12g 22%
Gorduras saturadas 1,8g 8%
Gorduras trans nao contém ok
Gorduras monoinsaturadas 4,4¢g *x
Gorduras poliinsaturadas 5,8g ok
Omega-6 (4cido linoléico) 5,7g ok
Colesterol 0g o
Fibra alimentar Og 0%
Sédio Omg 0%
Vitamina E 4,3g 43%
Valor energético 108 kcal= 454 kJ 5%

% Valores diérios de referéncia com base em uma dieta de 2.000 kcal ou 8.400 kJ. Seus
valores diarios podem ser maiores ou menores dependendo de suas necessidades
energéticas. ** % VD néo estabelecidos

Fonte: Disponivel na embalagem do produto.
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