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Resumo

RESUMO

O alcool e a nicotina tém acdo prejudicial sobre o funcionamento da glandula
prostatica. Contudo, os mecanismos moleculares e celulares envolvidos nas alteragdes
prostaticas, bem como suas correlagdes com a patogénese glandular permanecem
desconhecidos. Assim, os objetivos do presente estudo foram caracterizar as alteragdes
estruturais das células epiteliais e do estroma e, a expressao dos receptores androgénicos e
estrogénicos o na prostata ventral de ratos sob o efeito da agdo concomitante de nicotina e
etanol, bem como cada uma dessas drogas isoladamente, além dos niveis plasmaticos dos
hormdnios testosterona e estrogenos. Também, foi objetivo estabelecer associacdes das
interagdes epitélio-estromal frente a possivel patogénese glandular. Um total de 40 ratos
macho (Rattus norvegicus), com 75 dias de idade, foi dividido em quatro grupos: Grupo
controle (10 animais) recebeu agua ad libitum; Grupo alcoolista (10 animais) recebeu
etanol diluido a 10% Gay Lussac (10% v/v) ad libitum; Grupo nicotina (10 animais)
recebeu um total de 0,125mg/100g de peso corporeo/diariamente de nicotina (Sigma, St.
Louis, USA) por via subcutanea; Grupo nicotina-alcool (10 animais) recebeu tratamento
simultaneo com etanol e nicotina, nas mesmas concentragdes que nos grupos alcoolista e
nicotina. Apds 90 dias de tratamento, todos os animais foram sacrificados e amostras do
lobo ventral da prostata foram coletadas para analises macroscopicas, microscopias de luz e
eletronica de transmissao e imunomarcacoes dos receptores androgénicos e estrogénicos a,
além das dosagens hormonais. Os resultados revelaram: atrofia dos Orgdos genitais
masculinos como testiculos e vesiculas seminais; atrofia epitelial; neoplasia intra-epitelial
prostatica; desorganizacdo das organelas envolvidas no processo secretor; hipertrofia
estromal; presenca de microacinos e células inflamatorias e célula muscular lisa com
fenotipo secretor. Também, houve diminui¢do significativa dos niveis séricos de
testosterona e aumento dos niveis séricos de estrogenos nos animais dos grupos nicotina-
alcool, alcoolista e nicotina em relagdo aos animais controles, bem como a expressao dos

seus respectivos receptores. Assim, concluiu-se que fatores extrinsecos como etanol e
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nicotina sdo componentes de risco a homeostase da glandula prostatica, levando a
ocorréncia da patogénese do o6rgdo, a qual podera ser associada a processos tardios de

malignescéncia glandular.
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Abstract

ABSTRACT

Alcohol and nicotine act negatively on the prostatic gland function. However,
molecular and cellular mechanisms involved in the prostatic alteration, as well as their
correlations with glandular pathogenesis remain unclear. Then, the main objective of this
study was to identify the features of the epithelial and stromal prostatic structure and to
characterize the expression of the androgenic and o estrogenic receptors in rats submitted to
chronic nicotine and alcohol use simultaneously, besides each one of these drugs alone.
Moreover, it was intended to establish the stromal-epithelial interaction in a possible
glandular pathogenesis. A total of 40 male rats, aged 75 days, were divided into 4 groups:
Control group (10 animals) received tap water ad [libitum; Alcoholic group (10 animals)
received diluted 10% Gay Lussac ethanol ad libitum; Nicotine group (10 animals) received
a 0.125 mg/100 g body weight dose of nicotine daily; Nicotine-Alcohol group (10 animals)
received simultaneous alcohol and nicotine treatment, in the same concentration as the
alcoholic and nicotine groups. After 90 days of treatment, the animals were sacrificed and
samples from the ventral lobe of the prostate were collected and processed for transmission
electron and light microscopies, immunological techniques to androgenic and a estrogenic
receptor expression and radioimmunoassay techniques to measure testosterone and estrogen
levels. The results showed atrophied testes and seminal vesicle, atrophied prostatic
epithelial cells, prostatic intraepithelial neoplasm, disorganization of cellular organelles
involved in the glandular process, inflammatory cells, diminished testosterone levels and
their receptors besides increased estrogen levels. All alterations were verified in the
different experimental groups, being more intense in the alcohol-nicotine, alcoholic and
nicotine groups, respectively. Then, it can be concluded that extrinsic factors like ethanol
and nicotine are risk compounds to prostatic homeostasis, leading to occurrence of

glandular pathogenesis which could be related to glandular malignancy late.



Introdugdo

[-INTRODUCAO

ALCOOLISMO

O alcoolismo ¢ uma doenga de extensao mundial, sendo um dos freqiientes
diagnosticos encontrados em casos clinicos (Chaieb & Castellarin, 1998; Ministério da
Saude, 2005). No Brasil, sabe-se que cerca de 15% da populagdo ¢ alcoolista e
aproximadamente 90% das internagdes em hospitais psiquidtricos por dependéncia a drogas
acontecem devido ao alcool (Ministério da Saude, 2005). Hoje, o Brasil gasta anualmente
7,3% do Produto Interno Bruto (PIB) no tratamento de patologias decorrentes do
alcoolismo que variam desde a reabilitagdo de um dependente até a recuperagcdo da
produtividade do trabalho desses individuos (Ministério da Saude, 2005).

O alcoolismo ¢ classificado como uma doenca progressiva e fatal, sendo que o
termo “desordem” ¢ utilizado para o grupo de sintomas e comportamentos que usualmente
acompanham o alcoolismo (CID-10, 1992). Segundo Madden (1992), o alcoolismo s6 pode
ser reconhecido como doenca quando trés ou mais dos seguintes aspectos forem
observados: forte desejo pela substancia; perda de controle no que diz respeito ao consumo,
a quantidade e cessagdo do habito; sindrome de abstinéncia; tolerancia; progressiva perda
de outros prazeres e habitos; continuagao do habito apesar do desenvolvimento evidente de
outros males.

O élcool (etanol, metanol e n-propanol) é absorvido rapidamente no estomago,
intestinos delgado e grosso, nos pulmdes (vapor de alcool), na bexiga urinaria, cavidades
peritonial e pleural. Sua distribuicdo ocorre através de difusdo rapida e uniforme por
capilares e membranas para atingir todos os tecidos e liquidos extracelulares do organismo
(Kalant, 1983). A excre¢do corporea do alcool ¢ dada pela soma das taxas de eliminagdo
através da urina, da respira¢do e do suor, o que representa cinco por cento do total a ser
eliminado. A principal via excretora ocorre no figado através das acdes de enzimas
oxidativas: alcool dihidrogenase, a catalase e o sistema de oxidacdes metabolicas

microssomais (Kalant, 1983).



O alcool e seus metabdlitos provocam disturbios generalizados, especialmente, nos
sistemas nervoso central, genital masculino e Orgdos hematopoiéticos. Atua também,
diretamente no figado, pancreas, intestinos e glandulas enddcrinas (Marks & Wright, 1978).

O uso de roedores em estudos experimentais sobre alcoolismo, com dosagens que
variam de 5% a 40% tem elucidado muitos aspectos biologicos e bioquimicos relacionados
a essa doenga. Estes estudos t€ém duracdo de dias ou semanas no alcoolismo agudo e meses
no alcoolismo cronico (Cicero & Badger, 1977; Banderas et al., 1992).

No sistema genital uma das principais conseqiiéncias do alcoolismo ¢ o
hipogonadismo que ocorre tanto no homem como em animais de laboratério (Bannister &
Lowosky, 1987). Alguns autores acreditavam que essa disfuncao sexual estava relacionada
a doenca cronica do figado (Van Thiel et al., 1974; Van Thiel & Lester, 1979).
Posteriormente, caracterizou-se que a disfun¢do hepatica ndo esta associada a debilitacdo da
fungdo reprodutora (Anderson et al., 1989). Entretanto, as alteragdes relativas ao sistema
genital sdo exacerbadas em individuos com cirrose alcoolica (Wang et al., 1999). Assim, ¢
conhecido que o etanol atua como uma toxina direta sobre as gobnadas masculinas, alterando
a sintese de testosterona testicular (Banister & Lowosky, 1987; Anderson et al., 1989;
Saxena et al., 1990; Tadic et al., 2000) e indireta, provocando efeitos deletérios sobre o eixo
hipotalamo-hipofise-gonadal, com conseqiiente reducdo na producdo de andrégenos pelas
células de Leydig (Salomen & Huhtaniemi, 1990; Tadic et al., 2000). Em decorréncia da
privacdo androgénica pelo alcoolismo cronico, diversas alteragdes morfologicas nocivas
afetam o sistema genital masculino (Salomen & Huhtaniemi, 1990; Kiess & Gallaher,
1998; Tadic et al., 2000). Essas alteragdes incluem lesdes das células testiculares,
diminuicdo dos diametros dos tubulos seminiferos, depressdo no nivel de testosterona
sérica, reducdo do peso das glandulas sexuais acessorias, diminui¢do significativa nas
alturas das células dos epitélios secretores das vesiculas seminais, prostatas ventral, lateral e
dorsal, dilatacao das cisternas do reticulo endoplasmatico granular e do complexo de Golgi,
ruptura dos microvilos e acimulo de gotas lipidicas no citoplasma das células epiteliais
(Martinez et al., 1993; Cagnon et al., 1996; Martinez et al., 1997; Cagnon et al., 1998;
Garcia et al. 1999; Cagnon et al., 2001; Sattolo et al., 2004). Além disso, ocorre perda de

funcdo em termos de atividade proliferativa e secretora, sintese de DNA, conteudo e



complexidade do RNA e, diminui¢do na quantidade de receptores androgénicos (Salomen
& Huhtaniemi, 1990; Kiess & Gallaher, 1998; Tadic et al., 2000). Na préstata ventral de
roedores acredita-se tanto no efeito direto como no indireto do etanol sobre o epitélio

glandular (Martinez et. al, 1993; Sattolo et al., 2004).

TABAGISMO

O tabagismo ¢ a principal causa de morte evitavel em todo o mundo. Estima-se que
um ter¢o da populacdo mundial adulta, isto ¢, 1 bilhdo e 200 milhdes de pessoas, sejam
fumantes, sendo que nos paises mais desenvolvidos 42% s3o homens e 24% mulheres
(Hebert, 2000; Ministério da Saude/ INCA, 2005). O total de mortes devido ao uso do
tabaco atingiu 4,9 milhdes de mortes anuais, o que corresponde a mais de 10 mil mortes
por dia. Assim, acompanhando as tendéncias do tabagismo, projeta-se 10 milhdes de
mortes anuais para o ano de 2030, sendo metade delas em individuos em idade produtiva
(Ministério da Satde/ INCA, 2005). As doengas mais encontradas como causadoras diretas
de mortes nos fumantes sdo: bronquite, enfisema pulmonar, cancer de pulmao, doengas
coronarianas, canceres de lingua, da laringe, do es6fago, da bexiga urinaria e do pancreas.
O cancer de préstata também parece ter correlagdo positiva com o consumo de tabaco,
especialmente, considerando-se a alteracdo do metabolismo dos hormoénios sexuais ja
demonstrada em individuos fumantes (Hsing et. al, 1991; Van der Gulden et. al, 1994).

Do tabaco do cigarro podem-se isolar mais de 4.700 substancias, sendo 95% da
chamada fase condensada e os outros 5% da fase gasosa (Rosemberg, 1981). Na fase
condensada os compostos mais conhecidos sdo: a nicotina, os fendis, os cresois, 0s
hidrocarbonetos aromadticos, o benzopireno, o criseno, os aldeidos, as cetonas e os alcoois.
J4 na fase gasosa t€m-se o nitrogénio, o oxigénio, o didoxido de carbono, o monoxido de
carbono, o hidrogénio, o argénio e o vapor de agua (Rosemberg, 1981). A nicotina é o
maior alcaldide do tabaco sendo considerada seu componente primario e responsavel pelos
principais efeitos prejudiciais nos fumantes (Chinoy & Seethakhsmi, 1978; Rosemberg,
1981; Chowdhury & Bromage, 2000). Além da tabaco-dependéncia, a nicotina também
altera a homeostase dos diferentes sistemas organicos como: cardiovascular, nervoso,

enddcrino e genital (Meade et al.,1987; Mjos, 1988; Zhu & Parmley, 1997; Marano, et al.,



1999; Florek and Marszalek, 1999). A nicotina ¢ soluvel em agua e lipideos tendo como
resultado a rapida distribuicao através de todos os tecidos e fluidos corporeos (Abel, 1983).

Diferentes pesquisadores tem demonstrado, tanto em estudos experimentais como
clinicos, os efeitos prejudiciais da nicotina sobre o sistema genital masculino (Sterling &
Kobayashi , 1975; Vogt et. al, 1984). Evidéncias epidemioldgicas caracterizaram que
fumantes cronicos apresentam taxa elevada no desenvolvimento de impoténcia sexual,
devido a lesdes no endotélio vascular e no sistema nervoso periférico, além de decréscimo
no nimero de espermatozoides (Weisberg, 1985; Mannino et. al, 1994; Xie et. al, 1997).
Estudos experimentais com administragdo de nicotina em cachorros, coelhos, cobaias, ratos
e camundongos mostraram atrofia testicular com degradacao celular (Kleiber et. al, 1984;
Mannino et. al, 1994; Xie et. al, 1997). Londonkar et. al (1998) estudaram ratos adultos
frente a administragdo de nicotina e revelaram acentuada diminui¢do no peso dos
epididimos, vasos deferentes e atrofia celular em ambos os 6rgdos. Também, Reddy et al.
(1998) apo6s a injegdo de doses gradativas de nicotina em camundongos observaram
reducdo nos pesos dos testiculos e acimulo de gotas lipidicas nas células desse o6rgao. Nas
glandulas sexuais acessorias desses animais, os autores verificaram acentuado decréscimo
no peso fresco sendo esse atribuido a escassez aguda de androgenos. Segundo Meikle et. al
(1998) a nicotina e o seu principal metabolito, a cotinina sdo inibidores competitivos da
enzima 3o-hidroxiesteroide  dihidrogenase importante no  metabolismo da
dihidrotestosterona, destacando a acdo nociva do cigarro de tabaco no mecanismo de ag¢do

androgénica.

ASSOCIACAO: ALCOOL E NICOTINA

O uso simultaneo de bebidas alcodlicas e cigarro de tabaco tém sido evidenciado em
diferentes estudos, sendo a incidéncia de alcoolismo 10 vezes mais freqiiente em individuos
fumantes (DiFranza & Guerrera, 1990; Blomqvist et al., 1996). Experimentalmente,
sugeriu-se que o alcool exerce estimulo inespecifico em varias areas comportamentais,
levando ao aumento do consumo de cigarros de tabaco (Griffiths et al., 1976; Mello, 1980;

Batel et al., 1995; Toneatto et al., 1995).



O uso concomitante de alcool e nicotina tem mostrado drasticas alteracdes em
diferentes sistemas organicos como: sistema respiratorio, digestorio, urogenital (Kozlowski
et al.,1993; Noble et al., 1994; Reed et al., 1994; Chaieb & Castellarin,1998; Ellingstad et
al.,1999). No sistema genital masculino observou-se que usuérios de nicotina e alcool
sofrem de impoténcia, perda da libido, ejaculagdo precoce e infertilidade (Dhawan &
Sharma, 2002). Também, foi demonstrado declinio dos niveis de testosterona com
conseqiiente diminui¢do da maturagdo dos espermatozoides, além do aumento do risco de
dispermia tanto clinica como experimentalmente (Tentler et al., 1997; Srikanth et al.,
1999). Outros estudos evidenciaram através de amostragem de s€émen de usuarios cronicos
de alcool e nicotina espermatozoides com alteracdes morfoldgicas e baixa motilidade

(Tentler et al., 1997, Srikanth et al., 1999).

MORFOFISIOLOGIA DA PROSTATA

A proéstata € uma glandula sexual acessoria do sistema genital masculino, hormoénio-
dependente, sendo considerada a glandula mais volumosa e de maior expressividade
funcional desse sistema (Cunha et al., 2002; Marker et al., 2003; Untergasser et al., 2005).
Na espécie humana, encontra-se localizada ao redor da uretra, inferiormente a bexiga
urinaria, € sao descritas trés regides glandulares: zona periférica, zona central e regido pré-
prostatica, envoltas por uma fina camada fibromuscular (Setchell & Brooks, 1988).

A secrecdo prostatica apresenta propriedades importantes para que a fertilizagdo
tenha €xito, pois neutraliza o meio e contribui sobremaneira para o aumento da motilidade e
fertilidade dos espermatozoides (Blandy & Lytton, 1986; Lin & Bissel, 1993). Os
constituintes da secrecdo prostatica envolvem 4acido citrico, acido sidlico, espermina e
prostaglandinas, enzimas como amilase, fibrinogenase, aminopeptidase, transglutaminase,
fosfatases acida e alcalina, uma cascata de fibrinolisinas e zinco (Blandy & Lytton, 1986;
Lin & Bissel, 1993; Bull et al., 2001).

Em roedores, a glandula prostatica se apresenta como uma estrutura complexa
composta de trés pares de lobos distintos, designados pela localizacdo que cada um deles
ocupa em relacdo a uretra (Jesik et al., 1982; Sugimura et al., 1986; Aumuller & Seitz,

1990). Assim, sao identificados os lobos ventrais, laterais e dorsais e um par de glandulas



coaguladoras ou prostata anterior localizada na face concava das vesiculas seminais (Jesik
et al., 1982; Sugimura et al., 1986; Aumuller & Seitz, 1990).

O epitélio prostatico ¢ composto por células cilindricas altas, com citoplasma
apresentando complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico granular, granulos de secrec¢do e
mitocondrias. Além de produzirem a secregdo, essas células também podem armazena-la
devido ao extenso pregueamento do epitélio secretor (McNeal et al., 1988; Abate-Shen &
Shen, 2000; Garraway et al., 2003). Também, entremeadas as células epiteliais secretoras
evidenciam-se células menores, achatadas ou arredondadas chamadas de células epiteliais
basais (Jesik et al., 1982; Garraway et al., 2003).

A membrana basal estd localizada entre o epitélio e o estroma, tendo seus principais
componentes o colageno tipo IV e a laminina (Knox et al., 1994).

O estroma prostatico ¢ formado por um arranjo complexo de células estromais e
matriz extracelular associado a fatores de crescimento, moléculas reguladoras e enzimas
de remodelagdo, as quais provém sinais bioldgicos gerais e exercem influéncias
mecanicas sobre as células epiteliais (Tuxhorn et al., 2001; Cunha & Matrisian, 2002).
Também, vasos sangiiineos, terminagdes nervosas e macrofagos fixos constituem partes
integrais do estroma (Prins et al., 1991; Tuxhorn, et al., 2001). Os fibroblastos e as células
musculares lisas sdo importantes tipos celulares do estroma prostatico, sendo que a
principal func¢do destes ¢ sintetizar componentes estruturais e reguladores da matriz
extracelular (Tuxhorn et al., 2001). A matriz extracelular ¢ composta basicamente por
fibras colagenas, reticulares e elasticas, proteoglicanos e glicoproteinas estruturais (Lin &
Bissel, 1993; Kreis & Vale, 1999). As fibras colagenas conferem resisténcia ao tecido,
enquanto a elastina e os proteoglicanos sdo fundamentais para a elasticidade da matriz
(Kreis & Vale, 1999, Tuxhorn et al., 2001). Assim, células estromais associadas a matriz
extracelular criam um microambiente que regula o crescimento e diferenciacdo funcional
das células adjacentes, desempenhando cada um desses, importante papel na manutengao
da forma e fungao tecidual (Tuxhorn, et al., 2001; Cornell et al., 2003).

A literatura mostra que a interacdo epitélio-estromal tem importante papel na
manuten¢do da estrutura e funcionamento da glandula prostatica (Ekman, 2000).

Baseando-se em aspectos morfoldgicos, funcionais e embrioldgicos, esta interacdo pode



ser considerada como uma unica unidade funcional (Aumiiller & Seitz, 1990; Hayward &
Cunha, 2000). Os elementos estromais e epiteliais estabelecem uma rede de sistemas de
sinalizacdo intracelular, incluindo ampla variedade de fatores soliveis e insoluveis, e seus
receptores que modulam a proliferacio e a diferenciagdo das células da glandula
prostatica (Cunha et al., 2002).

A morfogénese, a manutencao da atividade funcional e a morfologia, proliferacao e
diferencia¢do (Davis & Eaton, 1991; Cunha et al, 2002) das células da glandula prostatica
sdo reguladas por androgenos testiculares. Os androgenos expressam seus efeitos
bioldgicos através da interacdo com receptores intracelulares especificos sendo que, o
complexo receptor-hormoénio, associado a cromatina nuclear, regula a expressdao do gene
especifico (Prins et al., 1991). A testosterona e a dihidrotestosterona (DHT) sdo os
principais androgenos circulantes. A testosterona circulante entra nas células prostaticas,
onde ¢ convertida em um andrégeno intracelular ainda mais potente, a DHT, pela acdo da
enzima 5-o redutase (Toorians et al., 2003).

Apesar da prostata ser, primariamente, regulada por androgenos, o seu
desenvolvimento, tanto em humanos como em roedores, ¢ sensivel a outros hormonios,
destacando-se os estrogenos que atuam sinergicamente a testosterona, influenciando tanto
as fungdes normais do 6rgdo quanto as alteragdes patoldgicas (Weihua et al., 2001; Cunha
et al., 2002). Os estrogenos possuem efeitos anti-androgénicos e regulam negativamente o
eixo hipotalamo-hip6fise-gonadal, com conseqiiente redu¢dao na produgdo de androgenos
pelas células de Leydig e, decorrente involugdo do epitélio prostatico e crescimento
estromal em animais adultos (Weihua et al., 2002).

A biossintese de estrogenos ocorre a partir de um substrato androgénico, através da
aromatizacdo desse pela enzima aromatase (citocromo P450 aromatase), expressada pelo
gene Cypl19 (Fishman & Goto, 1981). Esta enzima ¢ um regulador critico entre o balango
de andrégeno e estrogeno, a qual contribui para o nivel circulante e no tecido desses
hormdnios (Risbridger et al., 2003). Os efeitos estrogénicos na prostata sdo resultados da
ligacdo desse hormdnio em receptores estrogénicos especificos a e f (ERa, ERp), os quais

sdao predominantemente expressos no estroma e no epitélio, respectivamente (Risbridger et



al., 2001; Cunha et al., 2002). Prins et al. (2001) verificaram que as respostas cronicas ou

agudas dos hormonios estrogénicos sdo mediadas principalmente por receptores o.

PATOLOGIAS PROSTATICAS

A morfologia e a fisiologia da prostata tém sido examinadas com particular aten¢ao
devido as condi¢des patologicas que atingem esse 6rgdo. Dentre essas, pode-se destacar a
Hiperplasia Benigna (HBP) e o Cancer Prostatico (Marcelli & Cunningham, 1999; Leav et
al., 2001). A HBP caracteriza-se por uma predominante proliferagdo estromal e, embora um
aumento substancial do epitélio também ocorra, a integridade regional da glandula ¢
mantida (Droller, 1997). O Cancer de Prostata, em contraste, é considerado uma doenga do
epitélio e, freqiientemente estende-se além dos limites normais do 6rgdo (Droller, 1997).
Sabe-se que, o desenvolvimento do carcinoma prostatico ¢ de natureza endodcrina e que a
possibilidade de ocorrer aumenta com a idade (Davies & Eaton, 1991). Entretanto, fatores
extrinsecos como o habito alimentar e o consumo de cigarros de tabaco e bebidas alcodlicas
estdo sendo associados ao desencadeamento do carcinoma prostatico. Segundo Guess
(2001), constituem fatores de risco uma dieta altamente calorica, incluindo o consumo
excessivo de gordura, e/ou carboidratos refinados, e/ou carne vermelha, e/ou bebidas
alcodlicas, e/ou uma dieta pobre em cereais, frutas e vegetais, principalmente, amarelos e
verdes.

Atualmente, a importincia dos hormonios androgénicos e estrogénicos tem sido
demonstrada no desenvolvimento de patologias prostaticas a partir de estudos clinicos e
experimentais (Marcelli & Cunningham, 1999; Cunha et al., 2002; Tuxhorn et al., 2001;
Risbridger et al., 2003).

A regulagdo da proliferagdo celular no carcinoma prostatico ¢ um fendmeno
complexo que envolve muitos componentes, incluindo elementos da matriz extracelular e
mecanismos endocrinos, pardcrinos e autodcrinos, onde o estroma tem papel fundamental
(Cornell et al, 2003).

O desequilibrio da interacdo epitélio-estromal na glandula prostatica favorece a
formag¢do do carcinoma prostatico (Cunha et al., 2002). As células estromais associadas as

células tumorais respondem aos androgenos, estrogenos e fatores de crescimento



influenciando na interagdo epitélio-estromal, iniciando o processo de crescimento,
migracao, angiogénese, apoptose ¢ metastases tumorais (Wong et al., 2000; Cunha et al.,
2001; Cunha et al., 2002; Cornell et al, 2003).

A partir da literatura, pode-se observar que tanto no alcoolismo crénico como no
tabagismo, importantes alteragdes ocorrem na glandula prostatica. As alteragdes
provenientes do uso cronico dessas drogas certamente comprometem o0 processo
reprodutivo. Contudo, os mecanismos envolvidos na patogénese glandular a partir dessas
alteragdes precisam ser estabelecidos.

Especula-se que fatores envolvidos na regulagdo do microambiente estromal e na
interacdo epitélio-estromal sejam elementos primdrios na patogénese prostatica. Assim, a
evidenciacdo de elementos que estejam alterados e afetem a interacdo epitélio-estromal
fornecerdo sinais decisivos na prevengdo da progressdo e tratamento da malignescéncia

prostatica.
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Objetivo e Materiais e Métodos

[I-OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram caracterizar as alteragdes estruturais das
células epiteliais e do estroma e, a expressao dos receptores androgénicos e estrogénicos o
na prostata ventral de ratos sob o efeito da acdo concomitante de nicotina e etanol, bem
como cada uma dessas drogas isoladamente, além dos niveis plasmaticos dos hormdnios
testosterona e estrogenos. Também, foi objetivo estabelecer associacdes das interacdes

epitélio-estromal frente a possivel patogénese glandular.

III-MATERIAIS E METODOS

No presente trabalho foram utilizados 40 ratos machos (Rattus norvegicus) com 75
dias de idade, correspondente ao periodo reprodutivo do animal, obtidos no Centro de
Bioterismo da Unicamp. Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais:
Grupo controle (10 animais) recebeu agua ad [libitum; Grupo alcoolista (10 animais)
recebeu etanol diluido a 10% Gay Lussac (10% v/v) ad libitum (Martinez et al., 1997,
Gomes et al., 2002); Grupo nicotina (10 animais) recebeu um total de 0,125mg/100g de
peso corporeo diariamente de nicotina (Sigma, St. Louis, USA) por via subcutinea
(Riesenfeld & Oliva, 1988); Grupo nicotina-alcool (10 animais) recebeu tratamento
simultaneo com etanol e nicotina, em condi¢des similares aos grupos alcoolista e nicotina.
Antecedendo o inicio do experimento, nos grupos nicotina e nicotina-alcool foram
administradas doses gradativas de nicotina. Inje¢des de 0,0625mg/ 100g da droga foram
realizadas durante duas semanas, seguindo-se injecoes de 0,125mg/ 100g por 90 dias de
experimento (Riesenfeld & Oliva, 1988). Os animais dos quatro grupos experimentais
foram mantidos na condi¢do de tratamento durante 90 dias. Os animais dos quatro grupos
experimentais receberam a mesma dieta solida ad libitum (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil).
Semanalmente, foram realizadas mensurag¢des dos consumos liquido e sélido.

Apo6s os 90 dias de tratamento, todos os animais foram pesados em balanca semi-
analitica Marte AS 5500 e sacrificados. Amostras do lobo ventral da prostata foram

coletadas para analises macroscopicas, histoquimica e microscopias de luz, eletronica de
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transmissdo e confocal. Também, os testiculos, vesiculas seminais e glandulas de
coagulagao foram retirados e pesados.

11 1- Macroscopia

Os animais dos grupos experimentais foram anestesiados com Francotar/Virbaxyl
(1:1) na dosagem de 0,25 ml para cada 100 gramas de peso corpdreo. A seguir, esses foram
colocados em decubito dorsal com posterior incisao da parede abdomino-pélvica expondo-
se o complexo urogenital. Parte desse complexo que incluiu prostata, glandula de
coagulacdo, vesicula seminal, uretra, bexiga urindria, testiculos, ureteres e ductos
deferentes foi dissecado com auxilio do microscopio cirurgico DF Vasconcelos.
Posteriormente, o complexo foi fotografado, no interior da cavidade abdomino-pélvica com

maquina modelo Stotimatic-F, com objetiva macro 50 mm e filme Kodacolor Gold asa 100.

q

Exposicdo da regido abddémino-pélvica do rato controle. Lobo ventral da prostata (LV),
bexiga urinaria (Bu), glandula de coagulacio (Ge), vesicula seminal (Vs), ducto deferente

(Df) e testiculos (TE). Aumento: X5,5.
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1I1.2- Microscopia de Luz

Amostras do lobo ventral da préstata foram coletadas de 5 animais, de cada grupo
experimental, e fixadas em solu¢do de Bouin por doze horas. Apos a fixagdo, os tecidos
foram lavados em 4lcool etilico a 70%, com posterior desidratacdo em uma série crescente
de alcoois. Posteriormente, os fragmentos foram diafanizados com xilol por 2 horas e
incluidos em parafina e polimeros plasticos (Paraplast Plus, ST. Louis, MO, USA). Em
seguida, o material foi seccionado em micrétomo (Biocut — Modelo 1130) com espessura
de 5 micrometros, corados com Hematoxilina-eosina, Tricromico de Masson (Junqueira et
al., 1979), Reticulina de Gomori (Vilamaior et al., 2000), fotografado no fotomicroscépio

(Nikon Eclipse E-400) e, submetidos a analises morfométricas.

111.3- Microscopia Eletronica

Um total de 5 animais de cada grupo experimental foi perfundido com solucao de
Karnovsky (Karnovsky, 1965), através do ventriculo esquerdo do coragdo. Antecedendo-se
a perfusdo, foi realizada lavagem do sistema circulatorio com solucdo fisioldgica
heparinizada (Sprando, 1990).

A prostata ventral foi coletada e fragmentada com 0,5 mm de espessura. Em
seguida, os fragmentos foram submetidos ao complemento de fixagdo, por imersdo no
mesmo fixador e pos-fixados em tetroxido de ésmio a 1% por duas horas. Os fragmentos
foram incluidos em resina plastica (Araldite, Polyscience, Niles,IL,USA), seccionados com
0,5 micrometro de espessura no ultramicrétomo LKB 8800 ultratome III com navalha de
vidro e corados com azul de metileno e azul II. Os cortes corados foram utilizados para
definir areas especificas para o estudo em MET. Apds a analise, os blocos foram trimados
e submetidos a ultramicrotomia com navalha de diamante no ultramicrétomo Ultracult
UCT 020 Leica. Os cortes obtidos foram montados em telas de cobre de 200 Mesh e
contrastados pelo acetato de uranila (Watson, 1958) e pelo citrato de chumbo (Reynolds,
1963), examinados e fotografados no microscopio eletronico de transmissdo LEO 906 no

Laboratério de Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia/Unicamp.
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111.4- Morfometria em Microscopia de Luz
Para o estudo morfométrico foram utilizadas amostras da prostata ventral, coradas

com hematoxilina e eosina, de cinco animais de cada grupo, os mesmos utilizados para a
microscopia de luz.

Para quantificacdo do volume nuclear foram medidos os diametros de 20 nucleos de
células epiteliais do lobo ventral da préstata de cada animal. A escolha dos nucleos foi
casual, priorizando os com limites celulares definidos. As medidas foram realizadas com
auxilio da ocular graduada (10X) acoplada ao microscopio de luz Olympus CBB, fixando-se
as observagdes com a objetiva de 100X. A calibragem da ocular foi realizada através de

lamina especial (0,0lmm, 10 pm) (Carl Zeiss). A partir desses valores foram calculadas as

médias dos volumes dos nucleos através da seguinte formula: ’V=4/3 n (d/2)* D/2], sendo “d”

didmetro menor, “D” didmetro maior. Além disso, foram realizadas medidas para
determinagdo quantitativa das fracdes de volume (Vv) ocupadas pelo nucleo e pelo
citoplasma das células epiteliais da prostata ventral. Essas mensuragdes foram feitas através
de uma ocular 10X contendo um reticulo de integragao quadrildtero com 100 pontos
acopladas ao microscopio de luz Olympus CBB e objetiva de 100X. Através desse reticulo
foram observados e contados os pontos localizados sobre os ntcleos e sobre o citoplasma das
células de dez campos previamente definidos. A fragdo de volume ocupada pelo nicleo em
relagdo ao citoplasma foi calculada usando-se a seguinte formula:
Vv = densidade de volume ou fra¢dao de volume (%)
p = niimero de pontos sobre o nucleo
P = nimero total de pontos ou soma dos pontos sobre os nucleos e citoplasmas nos
diferentes campos.
Para a determinagdo, em porcentagem, da area relativa (estroma X mucosa
glandular) foi utilizado o programa Image-pro® Express Version 4 software com a objetiva

10X.
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II1.5- Dosagens dos Niveis de Testosterona e Estrogenos Totais no Plasma
Sanguineo

Amostras de sangue foram obtidas de 5 animais de cada grupo experimental, os
mesmos destinados a microscopia de luz, através de pungdo cardiaca no ventriculo
esquerdo. O plasma foi separado por centrifugagdo e, armazenado a — 20° C para
subseqiientes analises hormonais. As concentracdes de Testosterona e Estrogenos foram
mensuradas por técnica de radioimunoensaio (Total/ Kit COAT-A-COUNT, Diagnostic
Procts Corporation Los Angeles, CA, USA).

111.6- Imunolocalizagdo dos Receptores Androgénicos e Estrogénicos a

As amostras do lobo ventral foram coletadas de 5 animais de cada grupo
experimental, destinados & microscopia de luz. As amostras foram embebidas em meio de
inclusdo para baixas e médias temperaturas e, congeladas em nitrogénio liquido. A seguir
foram obtidos cortes com dez micrometros de espessura no criostato HM 505 E Microm a -
24°C, coletados em laminas silanizadas e incubados, primeiramente, em solucao
bloqueadora para os sitios de ligacdo inespecificas proteina—proteina com albumina soro
bovino (3%), em tampao PBS por 1,5 hora em temperatura ambiente. Posteriormente, o
material foi incubado com os anticorpos primdrios policlonais anti-rabbit AR-119 (sc-815)
conjugado com fluoresceina (FITC) (Santa Cruz Biotchenollogy) para receptores
androgénicos (AR) e anti-rabbit MC-20 (sc-542) conjugado com fluoresceina (FITC)
(Santa Cruz Biotchenollogy) para receptores estrogénicos alfa (ERa), diluidos em solucao
de albumina soro bovino (3%) em tampao PBS (1 : 50) por 1,5 hora em temperatura
ambiente. Posteriormente, as 1aminas foram montadas em DABCO (Sigma Chemical CO) e
analisadas ao microscopio Confocal (MRC 1024 UV, Bio-Rad, CA, USA), utilizando-se
objetiva de 40X (1.2 NA, imersdo em agua). Um comprimento de onda de 488 nm foi
usado para excitar a fluoresceina. Os parametros como contraste, brilho e diametro da iris
foram ajustados e se mantiveram constantes durante todas as analises tanto do grupo
controle quanto dos demais grupos experimentais. A intensidade da marcagao foi graduada
como intensa (+++), moderada (++) e fraca (+), de acordo com a concentracdo e

distribuicdo dos receptores nos tecidos glandulares (Markopoulos et al., 2000).
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111.7- Analises Estatisticas

O estudo da comparagdo entre grupos foi realizado através das variaveis: variacao
de peso (AP) = peso final — peso inicial (g); consumo liquido diario (mL); consumo sélido
diario (g); peso dos testiculos (g); pesos das vesiculas seminais e, glandulas de coagulacao
(g), volumes do nucleo (um?), do citoplasma (um?) e celular (um?) e niveis de testosterona
e estrogenos totais no plasma sanguineo. A andlise estatistica foi realizada através da
técnica de analise de variancia e complementada com o teste de comparagdes multiplas de
Tukey para comparagdo entre as médias (Montgomery, 1991). Todas as conclusdes no

presente estudo foram realizadas em nivel de 5% de significincia.
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ABSTRACT

Clinical and experimental studies have shown that chronic alcohol and nicotine use
lead to harmful effects in the male reproductive process. Then, this work aimed at
determining the structure and ultrastructure of the prostatic stroma and epithelium, as well
as, the stroma epithelium interactions from rats submitted to simultaneous long-term
alcohol-nicotine treatment. A total of 40 male rats were divided into 4 groups: Control
group (10 animals) received tap water ad [ibitum; Alcoholic group (10 animals) received
diluted 10% Gay Lussac ethanol ad libitum; Nicotine group (10 animals) received a 0.125
mg/100 g of body weight dose of nicotine daily; Nicotine-Alcohol group (10 animals)
received simultaneous alcohol and nicotine treatment. After 90 days of treatment, the
animals were sacrificed and samples from the ventral lobe of the prostate were collected
and processed for transmission electron and light microscopies. The results showed
atrophied epithelium; prostatic intra-epithelial neoplasia; dilated cisterns of the granular
endoplasmic reticulum, large amounts of collagen fibers besides and inflammatory cells,
specially in the alcoholic and nicotine-alcohol groups. Therefore, it could be concluded that
the association between alcohol and nicotine caused the impairment of the prostatic
secretory process. Moreover, this association is related to prostatic pathogenesis, which

could lead to late glandular malignancy.
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INTRODUCTION

The prostate is a hormone-dependent male accessory sex gland, found in different
mammals (Setchell and Brooks, 1988; Cunha et al., 2002). In the human species, it is
placed around the urethra, under the urinary bladder. Three glandular portions are
described: the peripheral region, the central zone and the pre-prostatic region, all covered
by a fibromuscular layer (Setchell and Brooks, 1988). In rodents, the prostate is made up of
three lobes, named ventral lobe, lateral lobe and dorsal lobe, according to their relation to
the urethra. The prostate lobes show not only morphological aspects but also distinct
hormonal responses (Jesik et al., 1982; Setchell and Brooks, 1988).

The prostate ventral lobe has a simple epithelium with high columnar cells and
stroma characterized by stromal cells and extracellular matrix, which is associated to
growth factors, regulatory molecules and remodeling enzyme (Tuxhorn et al., 2001). Both
stromal cells and extracellular matrix make up the microenvironment that regulates the
growth and development of the glandular cells, each one of them carrying out crucial
morphological and functional roles (Kreis and Vale, 1999; Tuxhorn et al., 2001).

Prostatic morphology and physiology have been examined due to different
pathological aspects, which affect this organ such as benign prostatic hyperplasia and
prostatic cancer (Marcelli and Cunningham, 1999). The regulation of cellular proliferation
in prostatic cancer is a complex process which involves various elements, including that
from the extracellular matrix, besides endocrine, paracrine and autocrine mechanisms, in
which not only the stroma but also the stroma-epithelium interaction have a fundamental
role (Cunha et al., 2002; Cornell et al., 2003).

Different studies have shown that intrinsic factors such as epithelial cells, smooth
muscle, and the extracellular matrix are known to influence the morphogenesis and
prostatic gland differentiation. Still, extrinsic factors such as the environment are being
included in the occurrence of prostatic pathogenesis (Chung et al., 1997).

Alcohol and its metabolites, especially acetaldehyde, lead to general disturbance in
various organic systems such as hypogonadism in the male reproductive system among
others (Marks and Wright, 1978; Bannister and Lowosky, 1987; Lieber, 1988; Martinez et
al., 2001; Gomes et al., 2002). Ethanol is both a direct toxin, changing testosterone
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production in the gonads and an indirect one altering the gonodal-hypophysis-
hypothalamus axis (Van Thiel, 1983; Anderson et al., 1989; Saxena et al., 1990; Tadic, et
al., 2000). Moreover, not only are the direct effects responsible for changes in the secretory
epithelium of the ventral lobe of the prostate but also the indirect effects (Martinez et. al.,
1993).

Several experiments have verified that the main disturbances from chronic
alcoholism are testicular lesions, diminished seminiferous tubules diameter, depressed
testosterone level, reduced weight from accessory sex gland, atrophied cells from prostate
lobes and seminal vesicle, dilatated granular endoplasmic reticulum and Golgi complex and
accumulated lipidic droplets (Martinez et al., 1993; Cagnon et al., 1996; Martinez et al.,
1997; Cagnon et al., 1998; Garcia et al. 1999; Cagnon et al., 2001; Sattolo et al., 2004).

Nicotine is the greatest alkaloid of tobacco, considered its main compound and
responsible for harmful effects in smokers (Chinoy and Seethakhsmi, 1978; Rosemberg,
1981; Chowdhury and Bromage, 2000). Besides tobacco dependence, nicotine alters the
equilibrium in the various organ systems such as: cardiovascular, endocrine and the male
reproductive system (Meade et al., 1987; Mjos, 1988; Zhu and Parmley, 1997; Marano, et
al., 1999; Florek and Marszalek, 1999).

In the male reproductive system, decreased fertility is pointed out as being a
consequence of the action of nicotine on the gonads in both clinical and experimental trials
(Weisberg, 1985; Florek and Marzalek, 1999). According to Meikle, et al., (1988) nicotine
and its metabolite, cotinine, are inhibitors of the 3a-hydroxysteroide dehydrogenase, an
important enzyme in the testosterone and dihydrotestosterone metabolisms, which can alter
the androgenic action on the prostate. Also, Reddy et al., (1998) verified that the chronic
nicotine use on mice, provoked reduced testicular weight and atrophied male accessory sex
glands, as a consequence of the androgenic depletion.

The changes due to chronic alcohol and nicotine use certainly compromise the
reproductive process. Factors involved in the stromal environment regulation, and in the
stromal epithelium interaction are indicated as important elements in the identification of
prostatic pathologies. Therefore, the identification of the compounds which are altered and

involved in the stroma-epithelial interaction provide important ways towards the
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prevention, development and treatment of prostatic diseases. Based on this fact, the present
study aimed at characterizing the structural features of the epithelial and stromal portions of
the ventral lobe of the prostate in rats submitted to simultaneous chronic alcohol and
nicotine treatment, as well as to each one of these drugs alone. Moreover, this work intends
to establish common morphological and hormonal characteristics of the effects of these

drugs in glandular pathogenesis.

MATERIALS AND METHODS

Animals and tissue preparation

A total of 40 male rats, aged 75 days, were divided into 4 groups: Control group
(10 animals) received tap water ad libitum; Alcoholic group (10 animals) received diluted
10% Gay Lussac ethanol ad libitum (Martinez et al., 1997; Gomes et al., 2002); Nicotine
group (10 animals) received 0.125 mg/100 g of body weight dose of nicotine daily (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, USA) (Riesenfeld and Oliva, 1988); Nicotine-Alcohol
group (10 animals) received simultaneous alcohol and nicotine treatment, in the same
concentration as the alcoholic and nicotine groups. Body weight and solid and fluid intake
were measured every week for all experiment. All groups received solid Nuvilab CR1
ration (Nuvital®, Colombo, PR, Brazil) and water. After 90 days of experimental treatment,
the animals were weighed on a semi-analytical scale (Marte AS 2000 C) and anesthetized
with a 0.25 ml/100 g of body weight dose of Francotar/Virbaxyl (1:1, Vibra® Roseira, SP,
Brazil) and samples from the ventral lobe of the prostate were collected and processed for
transmission electron and light microscopies. Also, the testes, seminal vesicle and
coagulating gland were withdrawn and weighed.

For histological analysis, samples of the ventral prostate were collected from five
animals in each group fixed by immersion in Bouin’s solution, embedded in paraplast
(Paraplast Plus, Brazil), cut into 5-um thick sections and submitted to the following
staining procedures: hematoxylin-eosin (Behmer et al, 1976), Gomori’s silver
impregnation for reticulin (Vilamaior et al., 2000) and Masson’s trichrome (Junqueira et

al., 1979). The sections were photographed with a Nikon Eclipse E-400 photomicroscope.
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For ultrastructural analysis, 5 animals from each experimental group were
anesthetized and perfused with Karnovsky’s solution (Karnovsky, 1965; Sprando, 1990).
Samples of the ventral prostate were immersion fixed for additional 2h, followed by
washing in cacodylate buffer and post fixation with 1% osmium tetroxide. Then, all the
material was embedded in resin (Araldite, Polysciences, Niles, IL), cut with an
ultramicrotome (Ultracult UCT 020 Leica), mounted on copper grids (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, USA), and counterstained with uranyl acetate (Watson, 1958)
and lead citrate (Reynolds, 1963). The specimens were examined and photographed under a

LEO 906 transmission electron microscope.

Morphometric and stereologic procedures

Cell, cytoplasmic and nuclear epithelial volumes were measured on the paraffin
sections stained for light microscopy from 5 rats per group. To determine the cytoplasmic
and nuclear volumes, an ocular lens (X10) with a 100 grid coupled to an X100 objective
(Carl Zeiss) was used. Points on the nucleus and on the cytoplasm were counted in 20 areas
for each animal and the cytoplasmic and nuclear fractions were obtained. Long and short
axes were measured and the average volume was calculated considering the nuclei as
ellipsoids. These data and the nuclear volume were used to estimate the cytoplasmic
volume of each animal. The cellular volume was calculated by the addition of the nuclear
and cytoplasmic volumes (Weibel, 1979). Epithelial and stromal areas in the ventral lobe of
the prostate were measured (25 fields per animal). The microscopic field was scanned at
X200 magnification using a calibrated eyepiece (Filar Micrometer, Nikon). The areas were

measured using the Image-Pro Express 4.0 computerized image analysis system.

Statistical analysis

Final weight (g), daily fluid intake (ml), daily solid intake (g), testicular weight (g),
seminal vesicle weight (g), coagulation gland (anterior prostate) weight (g), cytoplasmic
and nuclear volume (um?), and nuclear shape (um?) were compared between groups and

treatment times by variance analysis. Statistical analysis was complemented by Tukey’s
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multiple range test for comparison between means (Montgomery, 1991). The level of

significance was set at 5% for all analyses.

RESULTS

Body analysis
Animals from all experimental groups had body weight gain at the end of treatment
period. The body weight gain was significantly higher in the control and nicotine groups
than in the alcoholic and nicotine-alcohol groups (Tablel). The total number of calories

obtained from ration intake was much higher in the control group (162.3 Kcal/Kg"”

) than
those found in the nicotine (152.5 Kcal/Kg0'75), alcoholic (144,2 Kcal/Kg0’75) and nicotine-
alcohol groups (133 Kcal/Kg""®). The ration and liquid average intake from animals in the
control and nicotine groups were significantly higher than those found in the alcoholic and
nicotine—alcohol groups (Table 2).

The average weights of the seminal vesicle from animals of the control and nicotine
groups were significantly higher than those from animals of the alcoholic and nicotine-
alcohol groups, which are similar to each other (Table 1). The testes weights were
significantly reduced in animals from alcoholic, nicotine and alcohol-nicotine groups in

relation to those in the control group (Table 1). However, the coagulating gland showed no

changes in their weights in all experimental groups (Table 1).

Light microscopy and stereology
Control group

The ventral lobe of the prostate showed acini of different size and infolded mucosa
(Figs. la, 1b and 1c). The simple secretory epithelium presented tall columnar cells and
basal nuclei (Figs. 1b and Ic). The epithelial cell cytoplasms showed light supranuclear
regions, probably, corresponding to the Golgi complex area (Figs 1b and 1c¢).

The prostatic stroma showed thin collagen fibers, placed under the epithelium and
intermingled with the smooth muscle cells (Figs. 1b and Ic). Reticular fibers were found

around the acini, under the epithelium (Fig. 1a).
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The glandular epithelial area was nearly three times greater than stromal area, 76%

and 24%, respectively (Graph 1).

Alcoholic group

Decreased prostatic acini were found with less infolded mucosa than those found in
the control group (Figs. 1d, le and 1f). The secretory epithelial cells showed drastically
decreased total volume with nuclei occupying wide portion of the cytoplasm (Fig. 1f; Table
3). Epithelial evaginations were found in the secretory epithelium, demonstrating glandular
projection (Fig. 1e). The average of the cellular fraction occupied by the prostatic epithelial
cell nuclei in the rats from alcohol group were significantly higher than those found in the
control group (Table 3).

In the prostatic stroma, increased collagen fibers were verified, characterizing
stromal hypertrophy (Figs. le and 1f). The stromal area was larger than the epithelial area,
73% and 27%, respectively (Graph 1). The increased reticular fibers were identified
distributed throughout stromal area (Fig. 1d). Also, microacini and inflammatory cells were

observed in the prostatic stroma (Fig. 1d and 1f).

Nicotine group

Prostatic acini showed slightly infolded mucosa (Figs. 1g, 1h and 1i). The simple
secretory epithelium presented columnar cells intermingled with basal cells (Figs. 1h and
1i). Although, the secretory epithelial cells showed no significant decrease in total volume
in relation to the control group, a decrease could be observed (Table 3).

The prostatic stroma showed collagen and reticular fibers around the acini found
close to the epithelium (Figs. 1g, 1h and 1i). Microacini and blood vessels were also
verified in the prostatic stroma (Figs. 1h and 11).

The glandular epithelial area was three times greater than the stroma area, 73% and

27%, respectively (Graph 1).
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Nicotine-alcohol group

The identified changes are similar to those found in the alcoholic group (Figs. 1j, 1k
and 11). Significantly decreased cellular volume was observed in relation to the control and
nicotine groups, although variant had been similar to alcoholic group (Table 3). Foci of
epithelial stratification were found in the secretory epithelium. In these regions, the cells
showed increased nuclei and abnormal nucleoli (Figs. 1m and 1n). Occurrence of epithelial
evaginations was found similar to those in the alcoholic group, albeit being more frequent.

Increased collagen fibers were seen throughout the stromal area (Figs. 1k and 11).
Also, the reticular fibers were more frequent in this group than in the others (Fig. 1j).
Inflammatory cells and microacini were observed in the prostatic stroma (Figs. 1j, 1k and

11). The glandular area was around three times smaller than the stromal area (Graph 1).

Transmission electron microscopy
Control group

The high columnar cells rested on clear basal lamina, presenting basal nuclei with
clear nucleoli (Figs. 2a, 2d and 2e). The cellular cytoplasm showed parallel and flattened
cisternae of the rough endoplasmic reticulum and developed Golgi complex in both
perinuclear and supranuclear regions (Figs. 2a and 2c). Secretory vesicles with contents of
various electron densities were found in the cytoplasm (Figs. 2b and 2c). Short and
fortuitous microvilli were observed in the luminal surface (Figs. 2a and 2b).

In the prostatic stroma, thin and short collagen fibers were seen (Figs. 2d and 2e).

The smooth muscle cells were found underlying the epithelium (Figs. 2d and 2e).

Alcoholic group
The significantly atrophied epithelium with cuboidal cells showing irregular basal
nuclei were identified (Fig. 3a, Table 3 and Graph 1). Dilated cisternae of the rough
endoplasmic reticulum and the Golgi complex were verified in the cellular cytoplasm (Figs.
3a and 3c). Occasional vesicles containing flocculent contents were observed at the apical
portion of the cell (Figs. 3a, 3b and 3c). Discontinuity of microvilli was found on the

cellular apical surface (Figs. 3a and 3b).
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Hypertrophied stroma with large amount of the collagen fibers was found not only
underlying the epithelium but also intermingled with smooth muscle (Figs. 3d and 3e,
Graph 1). The muscle cells showed infolded nuclear membrane and occasional secretory
vesicles (Figs. 3a, 3d and 3e). In addition, inflammatory cells were identified in the stroma

(Figs. 3d and 3e).

Nicotine group

The secretory epithelium showed numerically diminished cuboidal cells
intermingled with basal cells (Fig. 4a, Table 3 and Graph 1). Dilated cisternae of the rough
endoplasmic reticulum were found in the supranuclear cytoplasm, although some of them
showed flat form (Fig. 4c). Dilated cisternae of the Golgi complex were found (Fig. 4c).
Occasional vesicles, demonstrating different eletrondensity, were found in the apical
cytoplasm (Figs. 4b and 4c). Also, lipid droplets were distributed throughout the cytoplasm
(Fig. 4e). Discontinuity of microvilli was found in the cellular apical surface (Figs. 4a and
4b). Continuous basal lamina was observed (Figs. 4d and 4e). Hypertrophied prostatic
stroma was verified showing large amount of cells and fibrillar elements (Figs. 4d and 4e,
Graph 1). The smooth muscle showed elongated cells with secretory vesicles (Figs. 4a and

4e).

Nicotine-alcohol group

Marked atrophy of epithelial cells was verified with reduced cytoplasmatic cellular
volume (Fig. 5a, Table 3 and Graph 1). Dilated cisternae of the rough endoplasmic
reticulum and Golgi complex were found (Figs. 5b and 5c¢). Occasional stratification of the
epithelial cells was observed characterizing prostatic intraprostatic neoplasia (PIN) (Fig.
5g). Mitochondria presented rupture of their cristae and occasional secretory vacuoles were
verified in the cellular cytoplasm (Fig. 5b). Furthermore, there was the occurrence of lipidic
droplets and occasional digestory vacuoles (Figs. 5a and 5f).

Increased collagen fibers could be seen in the prostatic stroma, not only underlying
the epithelium but also throughout the stromal area (Figs. 5d, Se and 5f, Graph 1). The

smooth muscle cells showed infolded sarcolemma, characterizing spinous aspect as well as
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secretory vesicles (Fig. 5d). Also, inflammatory cells and blood vessels were characterized

in the stroma (Figs. Se and 5f).

DISCUSSION

Long-term alcohol and nicotine-alcohol treatment led to atrophied male sexual
organs such as the testes and prostate, whereas the changes characterized in the nicotine
group were less drastic than those verified in the others. However, the weights of the
coagulating glands did not suffer alterations in the different experimental groups. The
ration and liquid intake and the body weight were significantly reduced in both the alcohol
and nicotine-alcohol groups, at the end of experiment, representing an average intake of
144.2 Kcal/Kg"” to 133.0 Kcal/Kg"", respectively. In contrast, daily averages of theses

075 , similar to those

calories in the animals from nicotine groups were 195.6 Kcal/Kg
observed in the control group. Tadic et al. (2000) verified that rats ingesting ethanol for
three months showed atrophied testes. However, Cagnon et al. (2001) demonstrated that
there were no significant changes in both the coagulating gland and seminal vesicle in mice
(C57BL/6j) submitted to ethanol treatment for 120 days. Moreover, a nicotine experimental
study, using various doses and periods of administration of this drug, led to atrophied testes
and accessory sex glands (Meikle et al., 1988; Riesenfeld and Oliva, 1988; Londonkar et
al., 1998; Reddy et al., 1998; Kavitharaj and Vijayammal, 1999; Aydos et al., 2001). Also,
Londonkar et al. (1998) verified diminished epididymis and deferent duct weights in rats
submitted to nicotine treatment. Experimental morphological studies in animals submitted
to chronic simultaneous treatment of alcohol and nicotine have been concerned about the
nutritional state of these animals. These studies characterized lower weight gain in these
animals than in those of the control group (Klassen and Persaud, 1978; Meikle, et al., 1988;
Riesenfeld and Oliva, 1988; Reddy, et al., 1998). According to National Research Council
(1995), the daily needs of energy, as to keep basic corporal activities are close to 110
Kcal/Kg"” of body weight. Thus, it can be concluded that ethanol alone or in association
with nicotine caused harmful damages to the gonads, accessory sex glands and body

weights. The single effects of the nicotine treatment, albeit negatively influencing the
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macroscopical features of these organs, were less aggressive than the alcohol treatment per
se. Furthermore, it can be concluded that every rat ingested a sufficient amounts of calories
to maintain their basic corporal needs.

In the present study, deep structural changes were observed especially in both the
alcoholic and nicotine-alcohol groups, being less intense in the nicotine group. These
alterations are represented by epithelial atrophy, prostatic intraepithelial neoplasia,
disorganization of the secretory organelles, stromal hypertrophy, occurrence of microacini
and inflammatory cells, besides smooth muscular cells showing phenotypic features.
Different experiments, which submitted rats to chronic alcohol treatment with various
alcohol doses, demonstrated harmful effects from alcohol in the epithelial cells of the
ventral lobe of the prostate. Martinez et al. (1993) showed dilated cisternae of the granular
endoplasmic reticulum, occasional microvilli and irregular nuclei in the epithelial cells
from the ventral lobe of the prostate in rats submitted to 35% chronic ethanol treatment. In
the same way, Sattolo et al. (2004) verified characteristic morphological changes from
cellular degeneration, such as: epithelial atrophy, rupture of the mitochondrial cristae and
increased secretory vacuoles and accumulation of the lipidic droplets in the secretory cell
cytoplasm of the ventral prostate of the prostate in rats from the alcohol group. Also,
Gomes et al. (2002) observed diminished cellular volume and important changes in the
secretory organelles involved in the secretory process of the epithelial cells of the seminal
vesicle of mice in the alcohol group. The authors believe that the harmful changes in the
epithelial cells are caused by the harmful action of alcohol on the hypothalamus-
hypophysis-gonad axis.

Literature has not shown morphological and functional aspects of the ventral lobe of
the prostate related to chronic nicotine treatment. However studies submitting rats to
chronic nicotine treatment verified testicular changes characterized by the degeneration of
the germinative cells and also the accumulation of lipidic droplets on this organ,(Reddy et
al., 1998; Aydos et al., 2001).

On the other hand, studies related to mechanical and chemical castration showed
morphological and functional changes in the male accessory sex glands, resembling those

observed in the animals submitted to nicotine as well as to alcohol treatments (Horsfall et
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al., 1994). Experiments using both mechanical and chemical castration demonstrated
structural alterations in the different prostatic lobes such as decreased epithelial cells,
reduced seminiferous duct length and diameter (Yamashita et al., 1996; Vilamaior et al.,
2000). Also, Bostwick et al. (1996) verified atrophied prostatic acini in rats submitted to
castration after 21 days. Aumuller and Seitz (1990) stated that the androgenic impairment
led to the degradation of the biological membrane of the male sexual sex glands, such as
dilated granular endoplasmic reticulum and Golgi complex. Furthermore, Vilamaior et al.
(2000) verified a steady rise of the number of collagen fibers in the extracellular matrix in
rats which were submitted to orchidectomy. In addition to chemical castration which was
carried out by finasteride, there was an increase in the collagen fibers under the basal
membrane, besides being intermingled with smooth muscle cells of the prostate of the
gerbil (Corradi et al., 2004). Also, other castrated animals demonstrated smooth muscle
cells with altered phenotypic features as a consequence of the decreased testosterone levels.
These alterations are related not only to the synthesis of elements from extra cellular matrix
but also to the demodulation of the fibrillar elements in the stroma (Vilamaior et al., 2000).
Moreover, authors identified altered phenotype of muscle cells as a consequence of
different lesions, including prostatic cancer. The authors characterized these cells as
miofibroblast, being secretory cells with intermediate features between fibroblast and
smooth muscle cells (Wong et al., 2000; Tuxhorn et al., 2001).

Furthermore, literature showed that stroma-epithelium interactions have a
fundamental role in both the structural and functional development of the prostatic gland
(Ekman, 2000). However, based on morphological, functional and embryological aspects,
this interaction could be considered a single functional unit (Aumiiller and Seitz, 1990).
The stromal and epithelial elements in the prostatic gland established a net of systems of
intracellular signals, including soluble and insoluble factors and their receptors, which
modulate cellular proliferation and differentiation of the prostatic cells (Davies and Eaton,
1991; Cunha et al., 2002).

Then, it was concluded that the chronic ingestion of nicotine and ethanol, as well as
the association of these drugs provoked harmful damages to the prostatic gland in both

epithelial and stromal compartments. The harmful alterations and disorganization of the
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secretory organelles involved in the secretory process, apart from stromal hypertrophy led
to glandular imbalance that certainly compromised the secretory process. Moreover, it was
concluded that nicotine per se had prejuditial effects of less intensity than just alcohol or
both alcohol and nicotine, simultaneously.

Prostatic intraepithelial neoplasia is classified as a precursory lesion of invasive
adenocarcinoma, which could cause malignancy by the occurrence of focal epithelial
stratification, diminished secretory capacity or nuclear deformity (Davidson et al., 1995;
Héggman et al., 1997; Xie et al., 2000; Alberts and Blute, 2001). Prostatic stroma elements
have been marked as being crucially important in both the onset and development of
glandular carcinogenesis (Cunha et al., 2002). According to Cornel et al. (2003) the
regulation of prostatic carcinoma is a complex process, involving extracellular matrix
compounds, besides paracrine, endocrine and autocrine mechanisms. Stromal cells related
to tumoral cells are influenced by androgens and growth factors, influencing the stromal-
epithelial interactions, which lead to the growth, migration, angiogenesis, apoptosis and
metastastic processes (Wong et al., 2000; Cunha et al., 2001; Cunha et al., 2002; Cornell et
al., 2003). These authors believe that the stromal environment changes, involving cells and
extracellular matrix, are the main steps to the development of prostatic carcinoma. Billis
and Magna (2003) stated that both pos-atrophic hyperplasia and simple focal atrophy are
related to inflammatory process. The process of inflammation is a result of the overflowing
of the prostatic secretion from the stroma, after interrupting the prostatic ducts (Billis,
2000). Nowadays, studies have shown the influence of inflammation infiltrated in the
maintenance and progression of the tumors (Wilson and Balkwill, 2002; Lin and Pollard,
2004). To conclude, the occurrence of the inflammatory cells, simultaneous with the
appearance of the prostatic intraepithelial neoplasia and stromal hypertrophy, indicates the
effective influence of these cells under the disorganization of the stromal—epithelial
interaction. On the other hand, the occurrence of the inflammatory cells could have
occurred after chronic alcohol use, being intensified by harmful effects of this drug
associated to nicotine use, which produce the overflow of prostatic secretion into the
stroma. These aspects justified the occurrence of an inflammatory process. Lastly, it could

be concluded that extrinsic factors such as ethanol and nicotine are risk compounds for
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glandular homeostasis, leading to organ pathogeneses. These pathogeneses could be related
to a late malignancy process. Moreover, the association of ethanol and nicotine certainly
increases the chance of the structural disturbance during the reproductive period of rats,

causing decreased male fertility.
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Table 1: Average and standard deviation of the variation (g) in body weight (AP), seminal

vesicle, coagulating gland and testis weight in the four experimental groups and results of

statistical test.

Groups
v CV DMS
ariants Nicotine-
Control Alcoholic Nicotine (%)  (5%)
Alcohol
AP 341.0+£81.5b 309.5+59.7a 331.2+74.1b 262.1+485a 5.9 154

Seminal 0.82+0.06b 0.54+0.08 a 0.69+0.07b 0.56+0.11a 1298 0.11

Vesicle
Coagulating 0.08 £0.01 a

Gland
Testis 2.02+0.12b 1.75+0.10a 1.87+0,12 a 1.73+£0.12a 6.36 0.16

0.07+0.0la  0.07+0.01a 0.07+0.0la 1643 0.02

> Average comparison between experimental groups (P > 0.05) by Tukey’s test

Table 2: Average and standard deviation of the ration (g) and liquid consumptions (ml) of the

rats from four experimental groups.

Groups
v CV DMS
ariants Nicotine-
Control Alcoholic Nicotine (%)  (5%)
Alcohol
Ration 421.0+£61.0b 373.7+25.8a 395.5+265b 343.5+57.1a 113 359
Liquid 698.1+91.2b 4359+80.8a 648.1+1179b 38382+577a 7.4 333

> Average comparison between experimental groups (P > 0.05) by Tukey’s test
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Table 3: Average and standard deviation of the nuclear (NCL) and cytoplasmic (CIT)
volumes (um?) of the epithelial cells of the ventral lobe of rats from for experimental groups and

result of the statistical tests.

Groups
CV  DMS

Variants Nicotine-
Control Alcoholic Nicotine (%)  (5%)
Alcohol

NCL Vol 1003+79a 925+73a 952+33a 90.4+7.7a 7.21 9.1

CYT Vol 514.6+£52.7b 307.0+54.8a 416.7+244b 3004+356a 1137 586

Total Vol 614.9+594b 399.5+556a 511.9+275b 390.8+422a 998 64.1
NCL % 16.3+0.8a 23.4+33D 18.6+04a 232+1.2Db 8.83 241
CYT % 83.7+0.8b 76.6+33a 81.4+0.50b 76.8+1.2a 226 241

> Average comparison between experimental groups (P > 0.05) by Tukey’s test

Abreviattions

NCL Vol - Nuclear Volume

CYT Vol - Cytoplasmic Volume
Total Vol - Total Volume

NCL % - Nuclear Percentage
CYT % - Cytoplasmic Percentage
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 (a-c): Photomicrographs of the ventral lobe of the prostate from control
group.

la: Reticular fibers (fr) underlying the epithelium (Ep), surrounding the prostatic
acini. X150. Gomori’s reticulin.

1b: Folded mucosa with tall columnar and basal cells (B). Lumen (L). Clear
supranuclear region with secretory vesicles and Golgi complex area (G). Clear stroma (Es)
containing thin and short collagen fibers (fc). X150. Masson’s trichrome.

1c: Secretory cells with nitid nuclei (Nu) and basal cells (B). Clear areas,
corresponding to vesicle (G) and Golgi complex areas are noticed in the supranuclear
cytoplasm. Large amount of collagen fibers (fc) is observed in the prostatic stroma,
adjacent to the epithelium, intermingled with smooth muscle cells (cml). X1000. Masson’s

trichrome.

Figure 1 (d-f): Photomicrographs of the ventral lobe of the prostate from alcoholic
group.

1d: Increased reticular fibers (fr), distributed throughout stromal area. Microacini
(ma) are verified in the stroma. X150. Gomori’s reticulin.

le: Acini showing poorly folded mucosa and intra-luminal secretion (L) are verified.
Secretory epithelium (Ep) with decreased columnar cells. Epithelial evagination (arrow) is
verified, compounded by cells, stroma protruding cells. Hypertrophied stroma with
collagen fibers (fc). X 150. Masson’s trichrome.

1f: Decreased secretory epithelial cells are observed, presenting nitid nuclei and
nucleoli (Nu). Evident collagen fibers (fc), occupying all inter-epithelial areas of the stroma
were verified, besides smooth muscle cells (eml) and other cellular forms (dtc).
Inflammatory cells (ci) among other fibrillar elements are verified. X1000. Masson’s

trichrome.
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Figure 1 (g-i): Photomicrographs of the ventral lobe of the prostate from nicotine
group.

1g: Stroma (Es) with reticular fibers are verified (fr), distributed underlying the
epithelium. X150. Gom®ri's reticulin.

1h: Secretory epithelium (Ep) with tall columnar cells, lumen (L) and basal cells.
Clear supranuclear region with secretory vesicles and Golgi complex area (G). Stroma with
collagen fibers (fc) located often under epithelium, besides microacini (ma) and blood
vessels (vs). X150. Masson’s trichrome .

li: Glandular epithelium with columnar cells, intermingled with basal cells (B) is
verified. Epithelial cells with basal nuclei and nitid nucleoli (Nu) are seen. Clear stroma
with collagen fibers (fc) placed around smooth muscle cells (eml) is evidenced. Blood

vessels (vs) and other cellular forms (dtc) are seen. X1000. Masson’s trichrome .

Figure 1 (j-n): Photomicrographs of the ventral lobe of the prostate from nicotine-
alcohol group.

1j: Increased reticular fibers (fr), distributed throughout stroma are seen. Microacini
(ma) are verified. X150. Gomori's reticulin.

1k: Blood vessels (Vs) and inflammatory cells (star) are verified in the glandular
stroma (Es). X150. Hematoxilin-Eosin.

11: Secretory epithelium with atrophied columnar cells. Cellular nuclei, occupying
large portion of the cytoplasm with nucleoli (Nu) are noted. Stroma is compounded by
large amount of collagen fibers (fc), which are regularly distributed in this portion, besides
smooth muscle cells (eml). There is occurrence of inflammatory cells (ci) among other
fibrilar elements and microacini (ma). X1000. Masson’s trichrome.

Im and In: Prostatic acini with focus of epithelial stratification, known as prostatic
intraepithelial neoplasm (arrow) are verified. Stroma (Es). Lumen (L). X150 and X430,

respectively. Masson’s trichrome.
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Figure 2 (a-e): Electron micrographs of the epithelial cells of ventral lobe of the
prostate from control group.

2a: Simple epithelium with tall columnar cells. Basal nuclei (N) with nitid nucleoli
(Nu). Cisternae of the rough endoplasmic reticulum (RER) with low electrondensity
material in the perinuclear cytoplasm. Mitochondria (arrow). Microvilli cover the apical
cellular surface (Mv). Lumen (L). Stroma (St).

2b: Apical region. Short and fortuitous microvilli (Mv) covering cellular surface.
Vesicles (Vs) with granulated contents of various electron densities. Junctional complex (J)
between neighborhood cells. Lumen (L).

2¢: Supranuclear region. Parallel and flattened cisternae of the Golgi complex
(arrows) and secretory vesicles (Vs) in different maturation stages. Mitochondria (M).
Glandular lumen (L).

2d: Smooth muscle cells (SM), distributed around of epithelium (Ep) containing
occasional secretory vesicles (open arrow). Thin collagen fibers (col). Continuous basal
lamina (arrow). Mitochondria (M).

2e: Basal region. Nucleus (N), Basal lamina (arrow). Collagen fibers (col) adjacent to

epithelium and intermingled with smooth muscle cells (SM).

Figure 3 (a-e): Electron micrographs of the epithelial cells of ventral lobe of the
prostate from alcoholic group.

3a: Atrophied epithelium with cuboidal cells intermingled with basal cells (Bc).
Irregular shaped nuclei (N) with nitid nucleoli (Nu). Dilated cisternae of the Golgi complex
(arrow). Secretory vesicles (Vs). Lumen (L). Stroma (St), containing smooth muscle cells
(SM) underlying the epithelium with occasional secretory vesicles (open arrow).

3b: Apical region. Short and sparse microvilli (Mv) on the luminal surface.
Occasional vesicles (Vs) with flocullent and low electrondensity contents in the
supranuclear region. Mitochondria (M). Lumen (L).

3c: Supranuclear region. Dilated cisternae of the rough endoplasmic reticulum
(asterisc) and Golgi complex (arrows). Secretory vesicles (Vs) and mitochondria (M).

Lumen (L).
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3d: Basal region. Nuclei of the epithelial cell (N). Basal lamina (arrow). Stroma with
collagen fibers (col) intermingled with smooth muscle cells (SM), besides secretory
vesicles (open arrow), and inflamatory cells (Ci). Inset: Mitochondria (M) with rupture of
the mitochondrial cristae (X10000).

3e: Stroma with collagen fibers (col) distributed in both underlying the epithelium
(Ep) and intermingled with smooth muscle cells (SM). Smooth muscle cells with infolded

nuclear membrane (arrow). Occurrence of inflammatory cells (Ci).

Figure 4 (a-e): Electron micrographs of the epithelial cells of ventral lobe of the
prostate from nicotine group.

4a: Epithelium with cuboidal cells, intermingled with basal cells (Bc). Irregular
shaped nuclei (N) and nitid nucleoli (Nu). Rough endoplasmic reticulum (RER) in the
perinuclear cytoplasm. Mitochondria (M). Discontinuity of microvilli (Mv). Lumen (L).
Stroma with smooth muscle cells (SM) with secretory vesicles (arrow), underlying the
epithelium.

4b: Apical region. Discontinuity of microvilli (Mv). Occasional vesicles (Vs) with
granules of different electrondensity. Lumen (L).

4c: Supranuclear region. Dilated cisternae of the rough endoplasmic reticulum (RER)
and of the Golgi complex (arrow). Mitochondria (M) and vesicles (Vs) with flocullent and
low electrondensity contents in the supranuclear cytoplasm.

4d: Stroma with collagen fibers (col) close to smooth muscle cells (SM), underlying
the epithelium (Ep). Basal lamina (arrow).

4e: Basal region. Secretory epithelium resting on basal lamina (arrow). Nuclei of the
epithelial cells (N). Mitochondria (M) and lipidic droplets (asteriscs), scattered throughout
basal cytoplasm. Stroma (St) with smooth muscle cells, with secretory vesicle (open

arrow).
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Figure 5 (a-g): Electron micrographs of the epithelial cells of ventral lobe of the
prostate from nicotine-alcohol group.

Sa: Secretory epithelium with cuboidal cells. Irregular nuclei (N) with condensed
chromatin located in both periphery and around nucleoli (Nu). Dilated cisternae of the
rough endoplasmic reticulum (RER). Golgi complex (arrow) and secretory vesicles (Vs)
with flocullent and low electrondensity contents, concentrated in the supranuclear
cytoplasm. Occasional digestory vacuoles (dv). Lipid droplets (asterisc). Lumen (L).
Stroma with collagen fibers (col) and smooth muscle cells (SM).

5b: Apical region. Discontinuity of microvilli. Occasional vesicles (Vs) with
granulated contents of different electrondensity. Dilated cisternae of the rough endoplasmic
reticulum (arrow). Mitochondria (M). Lumen (L). Inset: Mitochondria with rupture of
cristae (arrows) and nuclei of the epithelial cells (N) (X10000).

5c: Supranuclear region. Dilated cisternae of the Golgi complex (arrows). Vesicle
(Vs) with flocullent and low electrondensity material. Lumen (L).

5d: Stroma with collagen fibers (col), dispersed around smooth muscle cells (SM).
Smooth muscle cells showing secretory phenotype. These cells presented little secretory
vesicles (v). Nuclei (N). Basal lamina (open arrow). Inset: Smooth muscle cells present
spinous aspect (arrow) and secretory vesicle (v) (X7750).

Se: Epithelial cell nuclei (N). Rough endoplasmic reticulum (RER) in the basal
cytoplasm. Basal lamina (arrow). Stroma (St) with large amount of collagen fibers (col)
and blood vessels (Bv). Inflammatory cells (Ci), intermingled with fibrillar elements.

5f: Basal region. Mitochondria (M). Lipid droplets (arrows), throughout basal
cytoplasm. Stroma with collagen fibers (col), distributed underlying the epithelium, besides
inflammatory cells (Ci).

5g: Occurrence of prostatic intraepithelial neoplasm (PIN). Prostatic stroma (St).
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RESUMO

Os hormonios androgénicos e estrogénicos exercem importantes fungdes tanto na
manuten¢do da homeostase prostatica quanto na carcinogénese e progressao tumoral dessa
glandula. O alcool e a nicotina s3o fatores extrinsecos conhecidos como prejudiciais ao
funcionamento da glandula prostatica. Assim, o objetivo do presente estudo foi caracterizar
a expressdo dos receptores androgénicos e estrogénicos o frente ao uso cronico
concomitante de etanol e nicotina, bem como correlacionar esses resultados ao
desenvolvimento de possiveis patologias prostaticas. Um total de 40 ratos macho (Rattus
norvegicus), com 75 dias de idade, foi dividido em quatro grupos experimentais: Grupo
controle (10 animais) recebeu agua ad libitum; Grupo alcoolista (10 animais) recebeu
etanol diluido a 10% Gay Lussac (10% v/v) ad libitum; Grupo nicotina (10 animais)
recebeu um total de 0,125mg/100g de peso corporeo/diariamente de nicotina (Sigma, St.
Louis, USA) por via subcutanea; Grupo nicotina-alcool (10 animais) recebeu tratamento
simultdneo com etanol e nicotina, nas mesmas concentragdes que nos grupos alcoolista e
nicotina. Apds 90 dias de tratamento, todos os animais foram sacrificados e amostras do
lobo ventral da prostata foram coletadas para andlises imunoldgicas em microscopio
confocal, além das dosagens hormonais. Os resultados revelaram diminuic¢ao significativa
dos niveis séricos de testosterona e aumento dos niveis séricos de estrogenos nos animais
dos grupos nicotina-alcool, alcoolista e nicotina em relacdo aos animais controles, bem
como a expressao dos seus respectivos receptores. Assim, concluiu-se que o etanol e a
nicotina comprometem o equilibrio hormonal prostatico, sugerindo a ocorréncia da
patogénese do 6rgdo, a qual poderad ser associada a processos tardios de malignescéncia

glandular.
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INTRODUCAO

Androgenos tém sido considerados como os principais hormonios esterodides sexuais
envolvidos na morfogénese, na manutengdo da atividade funcional, na proliferagdo e na
diferenciagdo das células da glandula prostatica (Leav et al., 2001; Cunha et al., 2002;
Imamov et al., 2005). Contudo, atualmente foi estabelecido que também os estrogenos
influenciam de forma efetiva os processos de crescimento normal e anormal da glandula
prostatica em diferentes animais, tanto durante a vida fetal como durante a vida adulta
(Adams et al., 2002).

O desenvolvimento andrégeno-dependente da prostata ocorre via interagdes
paracrinas entre epitélio e mesénquima, precursor do estroma, sendo que os receptores
androgénicos mesenquimais induzem a morfogénese e a proliferacdo epitelial e, orienta a
expressdo de proteinas secretoras especificas e dos receptores androgénicos epiteliais
(Cunha et al., 1992; Marker et al., 2003). Os androgenos expressam seus efeitos biologicos
através da interacdo com receptores intracelulares especificos, sendo que, o complexo
receptor-horménio associado a cromatina nuclear regula a expressao do gene especifico
(Prins et al., 1991). A testosterona e a dihidrotestosterona (DHT) sdo os principais
andrégenos circulantes (Toorians et al., 2003).

A biossintese de estrogenos ocorre a partir de um substrato androgénico, através da
aromatizacdo desse pela enzima aromatase (citocromo P450 aromatase), expressada pelo
gene Cypl9 (Fishman & Goto, 1981). Esta enzima ¢ um regulador critico entre o balango
de androgenos e estrogenos, a qual contribui para o nivel circulante e no tecido desses
horménios (Risbridger et al., 2003). Os efeitos estrogénicos na prostata sdo resultados da
ligacdo desses hormonios em receptores estrogénicos especificos a e B (ERa, ERp), os
quais sdo predominantemente expressos no estroma e no epitélio, respectivamente
(Risbridger et al., 2001; Cunha et al., 2002). Diversos estudos verificaram que respostas
cronicas ou agudas dos hormdnios estrogénicos sao mediadas principalmente por receptores
o (Prins et al., 2001; Adams et al., 2002; Weihua et al., 2002; Matthews & Gustafsson,
2003; Imamov et al., 2005; Taylor et al., 2005).

As acdes independentes de androgenos e estrégenos sdo capazes de alterar o

crescimento normal da prdstata, mas ndo induzem a malignescéncia do 6rgao (Bianco et al.,
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2002; Risbridger et al., 2003). Contudo, tem sido evidenciado que a combinacdo de
androgenos e estrogenos podem induzir a displasia e mudangas pré-malignas das células
prostaticas, sendo que o desequilibrio entre esses hormdnios € ponto critico tanto na funcao
normal da prostata quanto na deflagragdo de aberrantes modelos de crescimento, resultando
em malignescéncia (Bianco et al., 2002; Risbridger et al., 2003).

A prostata € um orgao que sofre influéncias de diferentes fatores intrinsecos e
extrinsecos durante seu desenvolvimento e sua manuten¢do morfofuncional (Chung et al.,
1997). Dentre os fatores intrinsecos destacam-se as células epiteliais, o musculo liso e a
matriz extracelular que s3o conhecidos por influenciarem a morfogénese e a diferenciagdo
da glandula prostatica (Cunha et al., 1992). Também, fatores extrinsecos testiculares como
os hormonais, que sdo potentes agentes mitdticos da prostata (Weihua et al., 2001; Cunha et
al., 2002; Weihua et al., 2002), além de toxinas como o etanol ¢ a nicotina (Riesenfeld &
Oliva, 1988; Reddy et al., 1998; Tadic et al., 2000), estdo sendo relacionados ao
desequilibrio glandular.

O élcool e seus metabdlitos, em especial o acetaldeido, provocam distirbios
generalizados em diversos sistemas organicos, incluindo o genital masculino (Marks &
Wright, 1978; Lieber, 1988; Martinez et al., 2001; Gomes et al., 2002). E conhecido que, o
etanol atua como uma toxina direta sobre as gonadas masculinas, alterando a sintese de
testosterona testicular (Banister & Lowosky, 1987; Anderson et al., 1989; Saxena et al.,
1990; Tadic et al., 2000) e, indireta provocando efeitos deletérios sobre o eixo hipotdlamo-
hipofise-gonadal, com conseqiiente reducdo na producdo de andréogenos pelas células de
Leydig (Salomen & Huhtaniemi, 1990; Tadic et al., 2000). Em decorréncia da privagao
androgénica pelo alcoolismo cronico, diversas alteragcdes morfolégicas nocivas afetam a
glandula prostatica (Salomen & Huhtaniemi, 1990; Kiess & Gallaher, 1998; Tadic et al.,
2000). Essas alteragdes incluem diminuig¢des no tamanho e peso glandular, atrofia epitelial,
queda do padrao qualitativo das proteinas secretadas e apoptose (Salomen & Huhtaniemi,
1990; Kiess & Gallaher, 1998; Tadic et al., 2000). Além disso, ocorre perda da atividade
proliferativa e secretora, sintese de DNA, contetido e complexidade do RNA e diminuigdo
na quantidade de receptores androgénicos (Salomen & Huhtaniemi, 1990; Kiess &

Gallaher, 1998; Tadic et al., 2000).
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A nicotina ¢ o maior alcaloide do tabaco sendo considerada seu componente primario
e responsavel por muitos dos efeitos prejudiciais nos fumantes (Chinoy & Seethakhsmi,
1978; Rosemberg, 1981; Chowdhury & Bromage, 2000). Além da tabaco-dependéncia, a
nicotina altera a homeostase dos diferentes sistemas organicos como: cardiovascular,
nervoso, endocrino e genital (Meade et al.,1987; Mjos, 1988; Zhu & Parmley, 1997,
Marano, et al., 1999; Florek and Marszalek, 1999).

No sistema genital masculino, a diminuicdo da fertilidade ¢ apontada como
resultado da acdo da nicotina nas gonadas, tanto clinica como experimentalmente
(Weisberg, 1985; Florek & Marzalek, 1999). Segundo Meikle et al. (1988), a nicotina e seu
metabolito, a cotinina, sdo inibidores da 3a-hidroxiesterdide dihidrogenase, uma enzima
importante no metabolismo da testosterona e dihidrotestosterona que pode alterar a acao
androgénica no tecido prostatico. Também, Reddy et al. (1998) verificaram que o uso
cronico de nicotina em camundongos promove reducdo do peso testicular e atrofia das
glandulas sexuais acessorias, sendo essa ultima, atribuida a deplecao androgénica.

As alteragdes provenientes do uso cronico de alcool e nicotina certamente
comprometem o processo reprodutivo proveniente do desequilibrio glandular. Ainda, o
envolvimento dos hormoénios androgénicos e estrogénicos durante a carcinogénese
prostatica e a progressdo tumoral tem sido evidenciada em varios estudos clinicos e
experimentais.

Dessa forma, considerando as importantes fungdes dos hormonios androgénicos e
estrogénicos para a homeostase prostatica, além das drésticas alteragdes morfofuncionais
provenientes do uso cronico de dlcool e nicotina, o presente trabalho objetivou caracterizar
a expressdo dos receptores androgénicos e estrogénicos o frente ao uso cronico
concomitante de etanol e nicotina, bem como correlacionar esses resultados ao

desenvolvimento de possiveis patologias prostaticas.
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MATERIAIS E METODOS

No presente trabalho foram utilizados 40 ratos machos (Rattus norvegicus) com 75
dias de idade obtidos no centro de Bioterismo da Unicamp. Os animais foram divididos em
quatro grupos experimentais: Grupo controle (10 animais) recebeu agua ad libitum; Grupo
alcoolista (10 animais) recebeu etanol diluido a 10% Gay Lussac (10% v/v) ad libitum
(Martinez et al., 1997; Gomes et al., 2002); Grupo nicotina (10 animais) recebeu um total
de 0,125mg/100g de peso corporeo diariamente de nicotina (Sigma, St. Louis, USA) por
via subcutanea (Riesenfeld & Oliva, 1988); Grupo nicotina-alcool (10 animais) recebeu
tratamento simultdneo de etanol e nicotina, em condi¢des similares aos grupos alcoolista e
nicotina. Apds os 90 dias de tratamento, todos os animais foram sacrificados, e amostras do
lobo ventral da prostata foram coletadas para andlises imunologicas utilizando-se

microscopio confocal.

Dosagens dos niveis de testosterona e estrogenos totais no plasma sangtiineo

Amostras de sangue foram obtidas de 10 animais, de cada grupo experimental,
através de puncdao cardiaca no ventriculo esquerdo. O plasma foi separado por
centrifugagdo, 3000 rpm (Eppendorf/ 5804R Centrifuge), com posterior mensuragdo das
concentragdes de Testosterona e Estrégenos por técnica de radioimunoensaio (Total/ Kit

COAT-A-COUNT, Diagnostic Products Corporation Los Angeles, CA, USA).

Imunolocalizagdo dos Receptores Androgénicos e Estrogénicos o

Amostras do lobo ventral foram coletadas de 10 animais de cada grupo
experimental, com posterior embebi¢do em meio de inclusdo para baixas e médias
temperaturas (Tissue-Tek, Sakura Tokyo, Japan) e congeladas em nitrogénio liquido.
Posteriormente, foram obtidos cortes com dez micrdmetros de espessura no criostato (HM
505 E Microm) a -24°C, coletados em laminas silanizadas. A seguir, o material foi
incubado em solucdo bloqueadora de albumina de soro bovino (3%), em tampao PBS por
1,5 hora em temperatura ambiente. Em continuidade, o material foi incubado com os
anticorpos primarios policlonais anti-rabbit AR-119 (sc-815), conjugado com fluoresceina

(FITC) (Santa Cruz Biotchenollogy) para receptores androgénicos (AR) e anti-rabbit MC-
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20 (sc-542) conjugado com fluoresceina (FITC) (Santa Cruz Biotchenollogy) para
receptores estrogénicos alfa (ERa), diluidos em solugdo de albumina soro bovino (3%) em
tampao PBS (1 : 50) por 1,5 hora em temperatura ambiente. Finalizando, as laminas foram
montadas em DABCO (Sigma Chemical CO) com posterior analise ao microscopio
Confocal (MRC 1024 UV, Bio-Rad, CA, USA), com objetiva de 40X (1.2 NA, imersdao em
agua). Comprimento de onda de 488 nm foi usado para excitar a fluoresceina. Os
parametros como contraste, brilho e diametro da iris foram ajustados e se mantiveram
constantes durante todas as andlises tanto do grupo controle quanto dos demais grupos
experimentais. A intensidade da marca¢ao foi graduada como intensa (+++), moderada (++)
e fraca (+), de acordo com a concentragdo e distribui¢do dos receptores nos tecidos

glandulares (Markopoulos et al., 2000).

Andlise estatistica

O estudo da comparagdo entre grupos foi realizado para os niveis de testosterona e
estrogenos totais no plasma sanguineo através do teste de comparagdes multiplas de Tukey
para comparagdo entre as médias (Montgomery, 1991). Todas as conclusdes foram

realizadas em nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS

Dosagens Hormonais

Os valores médios das dosagens dos niveis séricos de testosterona foram
significativamente maiores no grupo controle quando comparados aos demais grupos
experimentais, sendo que os grupos alcoolista e nicotina-dlcool nao apresentaram
diferencas significativas entre si (Grafico 1) O grupo nicotina apresentou valores médios
de testosterona significativamente menores que o controle, mas significativamente maiores
que os grupos alcoolista e nicotina-alcool (Grafico 1). Ja os valores médios das dosagens
dos niveis séricos de estrogenos foram significativamente menores nos animais do grupo

controle quando comparados aos demais grupos experimentais (Grafico 1).



57

Imunolocaliza¢do dos Receptores Androgénicos e Estrogénicos o

Grupo Controle

A expressdo dos receptores androgénicos foi intensa nos nucleos das células epiteliais
secretoras (Figs. 1a, 1b e Tabela 1). Em contraste, a reagdo para os receptores estrogénicos
a foi fraca quando comparados aos demais grupos experimentais, imunolocalizadas no

estroma prostatico periacinar (Figs. 2a, 2b e Tabela 1).

Grupo Alcoolista
A expressao dos receptores androgénicos foi fraca, embora com intensidade superior a
evidenciada no grupo nicotina-alcool (Figs. 1c, 1d e Tabela 1). Os receptores estrogénicos

o apresentaram intensa imunorreacao no estroma periacinar (Figs. 2¢, 2d e Tabela 1).

Grupo Nicotina

A expressdo dos receptores androgénicos foi moderada (Figs le, 1f ¢ Tabela 1). A
imunorreacdo para os receptores estrogénicos o foi moderada, porém com
imunoluminescéncia de menor intensidade em relagdo aos grupos alcoolista e nicotina-

alcool (Figs. 2e e 2f ¢ Tabela 1).

Grupo Nicotina-Alcool

A imunorreagdo para os receptores androgénicos foi fraca quando comparada aos
demais grupos experimentais (Figs. 1g, 1h e Tabela 1). Os receptores estrogénicos o
expressaram-se de forma intensa em relacdo aos demais grupos experimentais (Figs. 2g, 2h

e Tabela 1).

DISCUSSAO

As dosagens hormonais revelaram diminuicdo significativa dos niveis séricos de
testosterona e aumento dos niveis séricos de estrégenos nos animais dos grupos nicotina-
alcool, alcoolista e nicotina em relagao aos animais controles. Também, observou-se que a

relacdo testosterona/ estrégenos foi diminuida nos grupos nicotina-dlcool, alcoolista e
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nicotina em relagdo ao controle. A expressao dos receptores androgénicos e estrogénicos o
seguiu a mesma orientagdo dos grupos verificados para os niveis hormonais séricos.
Estudos fisiologicos demonstraram a ocorréncia de redugdo dos niveis séricos de
testosterona em animais submetidos a ingestdo de variadas dosagens alcoodlicas, além de
alteracdes morfologicas nocivas sobre a glandula prostatica, sendo essas alteragdes
atribuidas tanto a a¢do direta do etanol sobre os tecidos prostaticos quanto indireta, através
do desequilibrio no eixo hipotalamo-hipofise-gonadal (Van Thiel & Lester, 1979; Kubo et
al., 1998; Wang et al., 1999; Tadic et al., 2000). A reducao do contetido de andrégenos no
plasma sanguineo pelo alcoolismo cronico leva a reducdo do numero de receptores
androgénicos, de modo que a quantidade total desses receptores ¢ diretamente proporcional
aos niveis de andrégenos (Van Thiel & Lester, 1979; Salomen & Huhtaniemi, 1990;
Purohit, 2000). Em adi¢ao, Meikle et al. (1988) demonstraram que a inducdo de nicotina
em cdes também promoveu modificagdes morfofisiologicas da prostata tanto pela acdo
direta como também pelo desequilibrio do eixo hipotadlamo-hipofise-gonadal acarretando
em diminuicdo dos niveis de testosterona no sangue. Além disso, sugeriram que a nicotina e
a cotinina sdo inibidores competitivos da enzima 3a-hidroxiesterdide dihidrogenase (HSD),
uma importante enzima envolvida no metabolismo da dihidrotestosterona (DHT) e que esta
diretamente associada a homeostase prostatica.

A literatura relata que a privacdo androgénica compromete a expressdo de seus
receptores, dificultando a ligagdo receptor-hormoénio, além de diminuir as atividades das
enzimas hepaticas de metabolizacdo de estrogenos, as quais sao dependentes de androégenos
(Saxena et al., 1999; Wright et al., 1996; Tadic et al., 2000). Tadic et al. (2000) verificaram
que a diminuicdo das atividades das enzimas hepaticas de metabolizagdo de estrogenos
promoveu alteragdes no balango testosterona/ estrogenos e conseqiiente elevacao dos niveis
séricos de estrégenos no plasma sanguineo de ratos submetidos ao alcoolismo cronico
experimental. Também, Asano et al. (2003) caracterizaram que elevados niveis de
testosterona levaram a diminuicdo dos niveis séricos de estrogenos e da expressdo dos
receptores estrogénicos o.. Os mesmos autores demonstraram que o tratamento com 17-
beta estradiol e/ ou em associagdo com a castragdo elevaram os niveis séricos de estrogenos

e dos receptores estrogénicos oo no RNA mensageiro das células da glandula prostatica de
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ratos submetidos a reposicao de testosterona e estrogenos em diferentes fases do
desenvolvimento.

Os efeitos estrogénicos na prostata sdo complexos e podem envolver tanto acdes
diretas, através dos receptores, como indiretas, através do eixo hipotalamo-hipodfise-
gonadal (Cunha et al., 2002). Os efeitos diretos dos estrogenos sdo de dificil determinagao
uma vez que esses, na administragdo de estrogeno exogeno, sao mediados pelo sistema
nervoso central e rompem o equilibrio hormonal normal. Tal ruptura, leva a inibicdo do
feedback negativo da produ¢do de gonadotrofinas endogenas e a depressdo da biossintese
de testosterona testicular (Walsh, 1975; Cunha et al., 2002).

Recentemente, as acdes diretas dos estrogenos na prostata foram avaliadas através
de um modelo de camundongos hipogonadal (hpg), os quais tém deficiéncia pds-natal em
gonadotrofinas e testosterona, mas sdo sensiveis a hormdnios. Nesse estudo, verificou-se
resposta proliferativa direta ao estrogeno nos lobos ventral e anterior da prostata e vesicula
seminal desses animais. Tais resultados foram demonstrados através de proliferagdo de
fibroblastos no estroma e metaplasia das células epiteliais basais, além de processo
inflamatorio (Bianco et al., 2002). Contudo, os autores destacaram que a resposta direta
estrogénica ¢ influenciada por outras varidveis como a dosagem administrada, tempo de
exposicao e a presenga de androgenos (Bianco et al., 2002).

Reciprocamente, estudo utilizando camundongos estrégeno-modulado, os quais
eram Knockout para enzima aromatase, demonstrou que doses elevadas de androgenos tém
efeitos morfologicos similares a doses elevadas de estrogenos. Os resultados exibiram
doses periféricas e intraprostaticas elevadas de androgenos, aumento dos receptores
androgénicos, além da expansdo dos volumes dos compartimentos estromal, epitelial e
luminal indicando efeito proliferativo glandular (Jarred et al., 2002). Assim sendo, esses
trabalhos evidenciaram que tanto os estrogenos como androgenos sdo elementos
proliferativos para a prostata, porém em diferentes caminhos.

Estudos com ratos neonatais demonstraram que durante o desenvolvimento, o
imprinting estrogénico resulta em multiplas mudancas no crescimento morfolégico
prostatico, além de reduzir a sensibilidade a exposi¢ao de andrégenos na vida adulta, o qual

inclui a aceleragao da degradagdo dos receptores androgénicos prostaticos (Prins et al;
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1991; Jarred et al., 2000). Também, outros efeitos da estrogenizagao na prostata levaram a
ocorréncia de atipia celular ao avangar da idade, processo inflamatério, hiperplasia epitelial
e a emergéncia de lesdes displésicas (Jarred et al., 2002; Bianco et al., 2002). Também,
Prins et al. (2001), em um experimento com camundongos estrogeno-modulado, deficientes
para receptores o ou [, verificaram que as respostas cronicas ou agudas provenientes da
estrogenizacdo no desenvolvimento sdo mediadas principalmente por receptores a. Os
autores ainda sugeriram que, o receptor 3 ndo ¢ requerido nessas acdes, ou seu papel pode
ser considerado de menor importancia no processo. Contudo, estudos envolvendo os ERf3
estrogénicos tem adicionado mais um nivel de complexidade nos mecanismos de a¢des dos
estrogenos na prostata (Weihua et al., 2002).

Atualmente, a importancia dos hormonios androgénicos e estrogénicos tem sido
demonstrada no desenvolvimento de patologias prostaticas a partir de estudos clinicos e
experimentais (Marcelli & Cunningham, 1999; Cunha et al., 2002; Tuxhorn et al., 2002;
Risbridger et al., 2003). Varias hipoteses tém sido correlacionadas a manifestagdo do
carcinoma prostatico. Estudos epidemioldgicos consideram os hormonios estrogé€nicos
como tendo papel vital na carcinogénese prostatica (Montie & Pienta, 1994). E conhecido
que, excessiva exposicdo aos estrogenos em diferentes etapas do desenvolvimento pode
levar a neoplasia prostatica (Weihua et al., 2001). Walsh & Wilson (1976) confirmaram a
relacdo estrogenos e androgenos usando um modelo canino ¢ demonstraram que os
estrogenos podem causar o desenvolvimento de hiperplasia glandular.

Segundo Bianco et al. (2002) e Risbridger et al. (2003), estudando
experimentalmente as ac¢des de androgenos e estrogenos verificaram que as atuagdes
independentes de androgenos e estrogenos tém potencial para iniciar mudangas na prostata,
incluindo a hiperplasia e displasia, mas ndo a malignescéncia no 6rgao. Por outro lado,
como esses dois hormdnios agem em sinergismo para induzir a carcinogénese nao ¢
conhecido (Bianco et al., 2002).

A partir dos resultados obtidos concluiu-se que fatores extrinsecos como o etanol e a
nicotina, individualmente, levaram a ruptura hormonal da homeostase da glandula
prostatica, caracterizada por alteracdes nas taxas testosterona/ estrogenos e conseqiiente

modificacdo do padrdo de expressdo dos receptores androgé€nicos e estrogénicos,
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desequilibrio esse que ¢ intensificado na associagao dessas drogas. Além disso, tanto
individualmente como a associagdo dessas drogas, certamente elevam o risco de patologias

prostaticas, predispondo o 6rgdo a processos tardios de malignescéncia glandular.
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Grafico 1: Dosagens de Testosterona e Estrogenos totais no plasma sanguineo (ng/dL) de
ratos nos diferentes grupos.
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Tabela 1: Intensidade da marcagdo de acordo com a concentragdo e distribui¢do dos receptores nos
tecidos glandulares.

Grupos
Receptores - — —
Controle Alcoolista Nicotina Nicotina-Alcool
AR +++ + ++ +
ERa + +++ ++ +++

Intensa (+++), Moderada (++), Fraca (+)
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1: Lobo ventral prostatico. Imunolocaliza¢do dos receptores androgénicos.

la e 1b: Grupo Controle: Expressdo intensa dos receptores androgénicos (setas) na
membrana nuclear das células do epitélio secretor (Ep). Estroma (Es).

1c e 1d: Grupo Alcoolista: Fraca expressao dos receptores androgénicos (setas) nos
nucleos das células do epitélio secretor (Ep). Estroma (Es).

1e e 1f: Grupo Nicotina: Expressdo moderada dos receptores androgénicos (setas). Epitélio
secretor (Ep). Estroma (Es).

1g e 1h: Grupo Nicotina-Alcool: Imunorreagdo fraca dos receptores androgénicos na

membrana nuclear das células do epitélio secretor (Ep). Estroma (Es).

Figura 2: Lobo ventral prostatico. Imunolocaliza¢do dos receptores estrogénicos o.

2a e 2b: Grupo Controle: Fraca expressdo dos receptores estrogénicos o no estroma
prostatico periacinar (Es) (setas). Epitélio secretor (Ep).

2¢ e 2d: Grupo Alcoolista: Imunorreagdo intensa dos receptores estrogénicos o no estroma
glandular (Es) (setas). Epitélio secretor (Ep).

2e e 2f: Grupo Nicotina: Expressdo moderada dos receptores estrogénicos o no estroma
prostatico (Es) (setas). Epitélio secretor (Ep).

2g e 2h: Grupo Nicotina-Alcool: Intensa imunorreagio dos receptores estrogénicos o no

estroma periacinar (Es) (setas). Epitélio secretor (Ep).
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Consideragoes e Conclusoes Finais

V- CONSIDERACOES E CONCLUSOES FINAIS

Y

2)

3)

4)

S)

Os animais experimentais ingeriram quantidades adequadas de energia para o
desenvolvimento ¢ manuten¢do de suas necessidades corpdreas, mostrando que as
alteragdes ocorridas foram provenientes do consumo etilico e da administracao de

nicotina durante o periodo experimental.

O etanol isoladamente ou em associagdo a nicotina diminuiu 0s pesos corporeos,
das gonadas e as glandulas sexuais acessorias, sendo que a agdo isolada da nicotina,

embora prejudique estes, mostrou-se menos agressiva que o etanol.

O tratamento cronico de etanol e nicotina e a associagdo dessas drogas promoveram
alteragdes morfologicas marcantes nos compartimentos epitelial e estromal
prostatico. Contudo, essas alteragdes foram de menor severidade no grupo nicotina.
Certamente, tanto o etanol quanto a nicotina, bem como a associacdo dessas

prejudicaram a fertilidade masculina.

O etanol individualmente ou em associagdo a nicotina diminuiu os niveis séricos de
testosterona e elevaram os niveis séricos de estrogenos com concomitante
modificacdo do padrio de expressdo dos receptores androgénicos e estrogénicos.
Assim, concluiu-se que tais alteracdes hormonais contribuiram na ocorréncia dos

processos de atrofia epitelial e hipertrofia estromal dos animais experimentais.

A associagdo do etanol e da nicotina atua sinergicamente no desequilibrio hormonal,

comprometendo a homeostase glandular.
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6) O etanol e nicotina sao componentes efetivos no comprometimento estrutural e
hormonal da glandula prostatica, podendo acarretar a patogénese do 6rgdo, o que

sugere processos tardios de malignescéncia glandular.
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