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RESUMO

Nos machos, a morfogénese prostatica ¢ um evento comandado por andrégenos, que agem
diretamente via fatores pardcrinos secretados pelo mesénquima. Nas fémeas, o desenvolvimento
embrioldgico da prostata parece ocorrer em niveis baixos de hormdnios esterdides, porém a
presenga desses hormonios no organismo adulto induz a diferenciacdo e atividade secretoria das
células prostaticas. A exposi¢do precoce a estrogeno no periodo de desenvolvimento embrionario
e neonatal tem sido relacionada a disturbios permanentes na morfofisiologia de vérios 6rgdos do
sistema reprodutor de ambos os sexos. Estudos epidemioldgicos indicam que homens expostos a
componentes estrogénicos durante o desenvolvimento intra-uterino apresentam maior
probabilidade de serem inférteis e de desenvolverem céancer de testiculo e prostata, enquanto as
mulheres tornam-se mais susceptiveis a desenvolver cincer de mama, Utero e vagina. Porém,
como a exposicdo precoce a hormodnios esterdides ¢ capaz de alterar permanentemente varios
orgdos reprodutivos, torna-se questionavel se esses agentes também podem interferir com a
estrutura e fisiologia da prdstata feminina. Com base nesses relatos, o objetivo deste trabalho foi
verificar o comportamento da prdstata ventral masculina e da prostata feminina de gerbilos
adultos que foram expostos ao estrogeno sintético, etinilestradiol durante o desenvolvimento pré-
natal, além de analisar a acdo pds-natal de androégenos exdgenos sobre ambas as glandulas que
foram submetidas a estrogenizacdo do desenvolvimento. Para isso, foram realizadas as analises
sorologicas para a quantificagdo dos hormonios esterdides e as prostatas de gerbilos machos e
fémeas adultos foram submetidas as andlises morfoldgicas, morfométrico-estereologica e
imunocitoquimica. Os resultados mostraram que a exposi¢do intra-uterina ao etinilestradiol

elevou os niveis séricos de estradiol em ambos os sexos durante a vida adulta, promovendo assim



alteragdes na prostata ventral masculina como neoplasia intra-epitelial prostatica (NIP) e
irregularidades no epitélio prostatico feminino, além de observar o aumento das fibras reticulares
e colagenas em ambas as glandulas. A andlise imunocitoquimica revelou aumento da
imunorreatividade de a-actina na camada muscular que envolve regides de lesdes prostaticas, € o
aumento da imunorreatividade de receptores androgenos (AR) nas prostatas de ambos os sexos.
Os animais que sofreram estrogenizacdo durante o desenvolvimento e mediante aplicacdo de
testosterona na vida pods-natal tiveram os niveis de estradiol normalizado, ainda assim
apresentaram lesOes prostaticas. Varias dessas alteracdes sdo mediadas pelo ERa que foi
constatado pela alta imunorreatividade nas prostatas tratadas de ambos os sexos. Com os dados
percebeu-se que o tratamento realizado durante o periodo pré-natal com etinilestradiol promoveu
alteracdes na prostata ventral masculina e na préstata feminina de gerbilos adultos. Porém essas
alteracdes foram mais efetivas na prostata ventral masculina, estando estas associadas aos niveis

anormais de estradiol observados nos machos adultos.
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ABSTRACT

In males, prostatic morphogenesis is an event controlled by androgens, which act directly
via paracrine factors secreted by the mesenchyme. In females, the embryological development of
the prostate appears to occur in environment low levels of steroid hormones, but the presence of
these hormones in the adult life induces differentiation and secretory activity of prostatic cells.
The early exposure to estrogen during the embryonic and neonatal development has been related
to disturbances in the permanent morphophysiology of the reproductive system of both sexes.
Epidemiological studies indicate that men exposed to estrogenic components during the pre natal
development have a higher probability to be infertile and develop and testicular and prostate
cancer, while women become more susceptible in developing breast, uterus and vagina cancer.
However, as early exposure to steroid hormones can permanently alter various reproductive
organs, it is questionable whether these agents can also interfere with the structure and
physiology of the female prostate. Based on these reports, the aim of this study was to verify the
behavior of gerbil ventral male and female prostates which were exposed to synthetic estrogen
ethinylestradiol (EE) during embryonic development, as well as analyze the postnatal action of
exogenous androgens on both glands that were submitted to estrogenization. For this were carried
out serologic analysis for the measure of steroid hormones and prostate of male and female
gerbils adults were subjected to analysis to morphological, morphometric-stereological and
immunocytochemical analysis. The results showed that EE intrauterine exposure increased the
estradiol serum levels in both sexes, thus promoting alterations in the male prostate such as
prostatic intraepithelial neoplasia (PIN) and irregularities in the female prostatic epithelium.

Additionally, it was observed an increase of reticular fibers and collagen in both glands.
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Immunocytochemical analysis revealed increased imunnoreactivity of a-actin in the muscle layer
surrounding regions of prostatic lesions, and increased imunnoreactivity of androgen receptor
(AR) in both male and female prostates. The animals that suffered development estrogenization
and with the application of testosterone in postnatal life had estradiol levels normalized, still
presented prostatic lesions. In addition, in these animals it was verified an increase in the
imunnoreactivity of estrogenic receptors (ERa). Several of these alterations are mediated by ERa
was verified by high immunoreactivity in prostates treated in both sexes. With the data we
noticed that the treatment performed during the prenatal period with ethinyl estradiol promoted
alterations in male ventral prostate and female prostate of adult gerbils. But these changes were
most effective in the male ventral prostate, these being associated with abnormal levels of

estradiol observed in adult males.
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INTRODUCAO

Desenvolvimento embrioldgico da préstata

A prostata desenvolve-se a partir do seio urogenital (UGS), que ¢ um tubo endodérmico

derivado do intestino primitivo posterior e que termina na cloaca (Timms et al, 1994).

o~

O UGS ¢ composto por uma camada epitelial (UGE) derivada da endoderme, que

o~

circundada por uma camada mesenquimal (UGM) originada da mesoderme. Esta estrutura
encontrada na base da vesicula urinaria em desenvolvimento e surge nos machos e nas fémeas
apods 13 dias de concepgao nos camundongos e ratos, € apos 7 semanas de gestacdo em humanos.
A parte pélvica do UGS ¢ morfologicamente indistinguivel em machos e fémeas até o 17°-18° dia
de gestagdo em ratos e camundongos, ¢ até¢ a 10°-12° semanas em humanos. A partir desse
periodo, inicia-se a morfogénese prostatica, um processo que ¢ iniciado e dependente de
andrégenos (Marker et al., 2003).

Em machos, o evento inicial da morfogénese prostatica é o crescimento de brotos
epiteliais solidos do epitélio do seio urogenital (UGE) em dire¢do ao mesénquima circundante do
seio urogenital (UGM). Em roedores, a maioria dos ductos prostaticos ndo ¢ ramificada ao
nascimento. Entretanto, no periodo neonatal, conforme esses corddes crescem invadindo o UGM,
eles comecam a bifurcar-se em ramos laterais, originando trés lobos prostaticos distintos: o lobo
ventral, o lobo dorsolateral e a glandula coaguladora ou lobo anterior (Marker et al., 2003).
Simultaneamente ao processo de morfogénese de ramificagdo ductal, ocorre a canalizagdo ductal

(formacao do limen) e a citodiferenciagdo epitelial e estromal (Wang et al., 2001; Vilamaior et

al., 2006).
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Sendo a morfogénese prostatica dependente de hormdnios esterdides, os androgenos sao
necessarios para o desenvolvimento prostatico embriondrio e neonatal e, posteriormente, para
iniciar a atividade secretdria prostatica na puberdade (Isaacs et al., 1994). No entanto, a agdo
androgénica ndo ¢ exercida diretamente sobre as células epiteliais no inicio da morfogénese
prostatica. Sob a influéncia de androgenos, as células mesenquimais produzem e secretam fatores
paracrinos especificos que ditam o crescimento e diferenciagdo da glandula prostatica. Assim,
com a diferenciagdo das células epiteliais, os niveis de receptores androgénicos (AR) aumentam e
a expressdo de receptores estrogénicos epiteliais (ERP) e estromais (ERa) ¢ induzida. No
desenvolvimento normal, os ERa também atuam de maneira paracrina estimulando a proliferacao
epitelial, enquanto os ERf juntamente com o AR estdo relacionados com a diferenciagdo e
atividade funcional da préstata (Omoto et al., 2005).

A acdo de andrégenos sobre as células mesenquimais resulta em fatores paracrinos
especificos que atuam sobre as células epiteliais induzindo a sua proliferagdo (Thomson et al.,
2001). Por outro lado, também existe uma sinalizagdo paracrina do epitélio para o mesénquima.
Esta sinalizacdo regula a diferenciacdo do mesénquima que circunda os brotos em formagdo em
um estroma composto por células musculares lisas e fibroblastos (Hayward et al., 1996). Assim,
durante a morfogénese prostatica, o AR ¢é necessario no mesénquima e nao no epitélio, sendo que
sua expressao precede o surgimento dos brotos prostaticos. Nas células epiteliais, a fungdo do AR
esta relacionada com a regulagdo de proteinas secretdrias e, talvez, a diferenciacdo celular.
Ademais o AR ¢ o maior regulador de fator de transcrigdo no desenvolvimento normal da
préstata e no crescimento do cancer de prostata dependente de androgeno. (Donjacour e Cunha,

1993; Feldman e Feldman 2001).
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Dentre os fatores pardcrinos que atuam sobre a morfogénese prostatica, pode-se citar os
fatores de transcri¢ao da familia homeobox NKx3.1, Hoxa-13, Hoxb-13 e Hoxd-13, os fatores da
familia FGF (FGF-7 e -10) (Huang et al., 2004), a glicoproteina Sonic hedgehog (Shh), o receptor
para Shh, patched (ptc), os fatores de transcri¢ao da familia Gli e BMP-4 (Pu et al., 2004).

Em embrides femininos de ratos e humanos, a auséncia de testosterona induz o UGS a
originar a por¢do inferior da vagina e a uretra (Shapiro et al., 2004). O UGM passa a circundar o
epitélio uretral, sendo subdividido em trés zonas: o mesénquima periuretral, a zona mesenquimal
que sofre diferenciagdo em musculo liso e a zona que contém o mesénquima denso ventral
(VMP). Esta ultima estrutura apresenta localizacdo analoga a prostata ventral masculina e
representa o mesénquima do UGS sem a invasdo do UGE (Thomson et al., 2002).

A diferenciacdo de parte do mesénquima do UGS em musculo liso é crucial para a
morfogé€nese prostatica em machos e fémeas, pois € este evento que regula a sinalizagdo
paracrina entre o epitélio e o mesénquima (Thomson et al., 2002).

Durante a diferenciagdo do mesénquima, os andrégenos regulam a espessura e a
continuidade da camada de musculo liso formada, de modo que a auséncia de androgenos em
embrides femininos ocasiona a formagdo de uma camada muscular espessa e continua. Esta
camada separa o VMP do epitélio uretral, impedindo que os brotos epiteliais prostaticos que estdo
emergindo da uretra entrem em contato direto com o VMP. Desse modo, a espessa camada de
musculo liso impede a interacdo do VMP com os brotos prostaticos em formacgao, bloqueando a
comunicagdo paracrina entre o epitélio e o0 mesénquima (Thomson et al., 2002). Em machos, na
presenca de androgenos, a formagao do musculo liso ¢ inibida ou atrasada, e os brotos prostaticos

emergem da uretra e podem penetrar no VMP. Assim, a interagdo paracrina epitélio-mesénquima
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¢ estabelecida, ocasionando a ramificagdo e expansao da prostata ventral. O modelo ilustrativo da

inducdo prostatica em machos e fémeas pode ser observado na figura 1.

Figura 1. Inducgdo da prostata ventral em embrides femininos e masculinos de ratos. Do lado esquerdo
observa-se 0 VMP (verde) durante os estagios iniciais de indugdo prostatica (17-18 dias de gestagdo). A
camada de musculo liso (azul) ¢ descontinua e permite a sinalizagdo entre o VMP e o epitélio uretral
(vermelho). Do lado direito esta representada a morfogénese prostatica em machos e fémeas (a partir de
21,5 dias de gestagdo). Em fémeas, a auséncia de testosterona (T) permite que o musculo liso forme uma
camada espessa e continua, impedindo a sinalizagdo paracrina entre os brotos prostaticos em crescimento
(vermelho) e o VMP. Em machos, a T induz a formacdo de uma camada muscular delgada e descontinua
que permite a interagdo epitélio-mesenquimal. Os brotos que emergem do epitélio uretral invadem o
VMP. Neonatalmente, esses brotos sofrem bifurcagdes laterais dentro do VMP, originando a prostata
ventral (Santos e Taboga 2006).

A formacao de brotos prostaticos ¢ um processo constitutivo de machos e fémeas, porém a
ramificagdo e expansdo desses brotos sdo reguladas por andrégenos. Em fémeas, o isolamento
entre o VMP e o epitélio uretral, que ¢ provocado pela camada de musculo liso, impede a
formag¢ao de uma glandula prostatica desenvolvida e lobulada. Desse modo, o reduzido tecido
prostatico observado em fémeas de varias espécies ¢ originario do UGS que ndo sofreu estimulo
androgénico. No entanto, embora a prdstata feminina adulta seja menor que a masculina (cerca de
15% a 25% do tamanho da préstata ventral masculina), ela apresenta um epitélio secretor

diferenciado e funcional (Zaviaci¢ et al., 2000a; Santos et al., 2003; Custodio et al., 2004). Como
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a prostata de fémeas cresce e desenvolve-se em um ambiente com baixos niveis de androégenos
(apenas 5% do total de precursores androgénicos produzidos no organismo masculino), acredita-
se que outros fatores além desses hormonios possam atuar no desenvolvimento ¢ manutengao da
funcao dessa glandula em adultos (Timms et al., 1999).

Em algumas espécies, a freqiiéncia de desenvolvimento de uma glandula prostatica
funcional em fémeas ¢ muito elevada. Na espécie humana, cerca de 90% das mulheres
desenvolvem um tecido prostatico maduro e ativo nos processos de secrecdo (Zaviaci¢ et al.,
2000b). Em roedores, a ocorréncia de prostata em fémeas € varidvel de espécie para espécie
(Mahoney e Witschi, 1947). Em ratos Wistar a freqiiéncia de prostata feminina pode variar de 1%
a 98% de acordo com a linhagem utilizada (Manhoney, 1940). Em gerbilos, o desenvolvimento
de préstata ¢ muito freqliente (89%), se assemelhando ao que ocorre na espécie humana (Santos e

Taboga, 20006).

Influéncia dos estrogenos sobre o desenvolvimento prostdtico

Embora o desenvolvimento prostatico seja dirigido por androgenos, os estrogenos também
podem influenciar a morfogénese prostatica. A exposi¢do inapropriada a estrégenos durante o
periodo embrionario e neonatal causa distirbios permanentes no desenvolvimento prostatico,
sendo esse processo referido como “estrogenizacdo do desenvolvimento™ ou imprint (Huang et
al., 2004).

Estudos com roedores tém demonstrado que a exposicdo a estrogenos durante as duas
primeiras semanas de desenvolvimento embrionario modifica o brotamento, ramificagdo e
diferenciag¢do prostatica masculina, de modo que a natureza dessas alteracdes ¢ dependente da

dose de hormdnio empregada (Prins et al., 2001).
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Doses altas de estrogeno causam distirbios permanentes na prostata, que incluem reducao
do crescimento, defeitos na diferenciacdo das células epiteliais, alteragdo da fungdo secretora e
reduzida resposta a andrégenos na vida adulta (Risbridger et al., 2005). Inversamente, doses
baixas de estrogenos tém sido associadas ao aumento do tamanho e atividade secretdria da
glandula prostatica no individuo adulto, e ao surgimento de doengas prostaticas em individuos
senis (Omoto et al., 2005; Timms et al., 2005).

Os efeitos causados por ambas as doses de estrogenos parecem ser mediados pelo ERa,
uma vez que camundongos deficientes na producdo desse receptor ndo apresentam alteragdes de
desenvolvimento quando expostos aos estrégenos (Omoto et al., 2005).

Durante o desenvolvimento prostatico normal, o AR ¢ o receptor dominante tanto no
epitélio quanto no estroma, enquanto a expressao de ERa € baixa nas células estromais proximas
aos ductos prostaticos em expansdo. Com a exposi¢do a altas doses de estrogenos, a expressao de
ERo aumenta, fazendo com que a morfogénese prostatica torne-se um processo dirigido por
estrogenos. Esse evento causa interrup¢des na expressdo coordenada de genes criticos para o
desenvolvimento prostatico, entre eles, Hox13, NKx3.1, Shh, FGF-10 ¢ BMP-4, ocasionando
uma supressdo no brotamento e ramificacdo prostatica (Huang et al., 2004). Por outro lado,
estudos com camundongos demonstram que, a baixas doses, 0s estrogenos nao so interagem com
o ERa, mas também atuam como agonistas do AR, aumentando sua expressdo e atividade, fato
que ocasiona o maior desenvolvimento prostatico (Gupta, 2000; Omoto et al., 2005).

Atualmente, varios estudos envolvendo a estrogenizagdo intra-embrionaria e neonatal de
roedores foram desenvolvidos com a finalidade de avaliar o impacto que esse hormonio pode
causar sobre os 6rgios reprodutivos de machos e fémeas de ratos e camundongos (Gupta, 2000;

Pu et al., 2004; Markey et al., 2005; Timms et al., 2005). O foco de interesse desses experimentos
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advém do fato que nas ultimas décadas milhdes de mulheres t€ém exposto seus filhos a estrégenos
sintéticos durante a gestacdo (Thayer et al., 2001; Schrager e Potter, 2004). Dentre esses
compostos sintéticos que apresentam atividade estrogénica pode-se citar o bisfenol A (BPA), o
dietilestilbestrol (DES) e o 17a etinilestradiol (EE).

O EE ¢ um estrogeno sintético que faz parte da composicdo da maioria dos
anticoncepcionais utilizados na atualidade e que apresenta uma agdo muito semelhante ao DES.
Nos EUA ¢ na Europa, ¢ estimado que 2% a 5% das 60 milhdes de mulheres que tomam
contraceptivos orais engravidam acidentalmente e, desconhecendo a gravidez, continuam o uso
dos mesmos até o terceiro ou quarto més de gestacdo. Esta alta incidéncia de fertilizagdo ocorre
devido a erros na administracdo da pilula (principalmente por esquecimento) ou, em poucos
casos, a variagdes individuais na sensibilidade aos hormdnios contraceptivos. Como a exposi¢ao
intra-uterina a esse hormonio ocorre no periodo critico para o desenvolvimento dos 6rgios
sexuais, varias anormalidades do desenvolvimento ocorrem neste periodo, sobretudo nos 6rgaos
que apresentam morfogénese dependente de hormonios esterodides (Thayer et al., 2001; Timms et
al., 2005).

A exposicdo a baixas doses de EE durante o desenvolvimento intra-uterino em
camundongos machos promove um crescimento prostatico anormal durante o periodo neonatal
(Timms et al., 2005). Além disso, quando as prostatas desses animais que foram expostos ao EE
no utero foram analisadas na vida adulta, pode-se constatar um grande desenvolvimento
glandular e uma alta expressdo de AR (Thayer et al., 2001). Estes trabalhos demonstram os
efeitos que o EE causa sobre a prostata de camundongos machos recém-nascidos e adultos ¢

equivalente as alteracdes glandulares causadas pelo BPA ¢ pelo DES.
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A formacao embriologica da prostata feminina humana e de roedores ocorre em um
ambiente com baixos niveis de hormdnios esterdides, porém a secre¢ao desses hormonios pelos
ovarios e pela glandula adrenal promove a diferenciagdo e atividade secretoria da glandula na
vida adulta (Santos et al., 2006). Portanto, é essencial que se avalie os efeitos que a exposi¢ao
materna a estrogenos sintéticos podem provocar na morfogénese prostatica, uma vez que tem
sido crescentes os relatos de desordens prostaticas na mulher, tais como hiperplasia benigna e
adenocarcinoma (Sloboda et al., 1998; Islam et al., 2001; Sharifi-Aghdas and Ghaderian, 2004;

Kato et al., 2005).

Caracteristicas morfofuncionais da préstata

A préstata € uma glandula sexual acessoéria cuja secrecdo apresenta fundamental
importancia no processo reprodutivo (Price, 1963; Marker et al., 2003). Esta glandula ndo ¢
exclusiva do organismo masculino, sendo encontrada em fémeas de diversos mamiferos,
incluindo humanos (Zaviaci¢, 1999; Zaviacic et al., 2000a) e roedores (Mahoney e Witschi, 1947,
Gross e Didio, 1987; Flamini et al., 2002; Custodio et al., 2004; Santos et al., 2006).

Na maioria dos roedores machos, a prostata se divide em trés pares de lobos: ventral,
lateral e dorsal, de acordo com a localizag@o ao redor da uretra prostatica, e um par de glandulas
coaguladoras ou prostata anterior, localizadas na face concava das vesiculas seminais (Sugimura
et al., 1986; Aumuller e Seitz, 1990). Em gerbilos adultos (Campos et al., 2006), a préstata
apresenta alvéolos com epitélio prismatico simples e altamente secretério imersos em um estroma
com tecido conjuntivo vascularizado, poucas fibras colagenas e elasticas e células musculares
lisas bem compactadas dispostas ao redor dos alvéolos, caracteristicas muito semelhantes as

encontradas na prdstata masculina humana.

20



Nas ultimas décadas, diversos trabalhos tém relatado a ocorréncia de uma glandula
prostatica bem desenvolvida em varias espécies de fémeas de roedores, como Praomys natalensis
(Smith et al., 1978; Gross and Didio, 1987), Rattus norvegicus (Shehata, 1980), Lagostomus
maximus maximus (Flamini et al., 2002), Meriones libycus (Shehata, 1974; 1975) e Meriones
unguiculatus (Santos et al., 2003; Custodio et al., 2004). Estes trabalhos demonstraram a
existéncia de grande semelhanca entre a préstata feminina de roedores e humanos (Zaviacic,
1999). Além disso, as caracteristicas morfoldgicas apresentadas por estas pesquisas indicam que
a prostata feminina dessas espécies ¢ similar a prostata ventral masculina, e que suas células
epiteliais exibem um fendtipo de células funcionalmente ativas.

A proéstata de fémeas adultas de gerbilos apresenta grande similaridade morfofuncional
com a proéstata feminina humana, apresentando localizagdo parauretral, sendo constituida por um
pequeno conjunto de ductos e alvéolos circundados por um estroma bem desenvolvido (Santos et
al., 2003). A porg¢ao alveolar ¢é revestida por células secretoras altamente sintéticas, que produzem
abundante secre¢do rica em fosfatase acida (Custodio et al., 2004) e que expressam o antigeno
especifico da prostata (PSA) (Santos et al., 20006).

Os fatores que promovem a atividade da prostata feminina do gerbilo adulto t€m sido
muito estudados em diversas pesquisas atuais (Custddio et al., 2004; Santos et al., 2006; 2007).
Os resultados obtidos com esses estudos demonstram que a fisiologia da prdstata feminina é
regulada por androgenos e estrogenos, e que desequilibrios hormonais decorrentes do
envelhecimento ou de manipulagdes hormonais intra-uterinas e/ou pods-natais podem levar a

instalacdo de desordens prostaticas (Santos e Taboga, 2006).
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OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo:
Avaliar os efeitos da exposi¢do estrogé€nica sobre os aspectos morfologicos, morfométrico
estereoldgicos e imunocitoquimicos da prostata de gerbilos machos e fémeas adultos expostos no

periodo gestacional e analisar o efeito da suplementagdo androgénica p6s-natal nesses animais.
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ARTIGO

Exposicao ao etinilestradiol durante o desenvolvimento pré-natal e a suplementacio de
andrégenos na vida pés-natal causam alteracoes morfofisiologicas na prostata de machos e

fémeas de gerbilos adultos.

Artigo submetido a revista International Journal of Experimental Pathology
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Resumo

Esteroides desempenham significativas fungdes na prostata e sdo cruciais para o
desenvolvimento e crescimento normal da glandula. Entretanto a exposi¢do a estrogenos
exogenos no periodo embriondrio e neonatal tem sido relacionada a distirbios permanentes na
morfofisiologia de varios orgdos do sistema reprodutor de ambos os sexos. O objetivo do
presente estudo foi analisar aspectos morfoldgicos e imunocitoquimicos da prostata ventral
masculina e da prostata feminina de gerbilos adultos expostos a agentes estrogénicos (EE - 17a-
etinilestradiol, Sigma) durante a fase intra-uterina e também verificar o efeito da exposigdo
androgénica pos-natal sobre as glandulas submetidas a estrogenizagdo durante o
desenvolvimento. Por meio de andlise sorologica pode-se observar o aumento dos niveis de
estradiol nos machos e nas fémeas adultos expostos ao etinilestradiol durante o desenvolvimento.
Esses altos niveis estdo relacionados com as alteragdes verificadas nas prostatas de ambos os
sexos na fase adulta, como o aumento da altura epitelial prostatica feminina e da espessura da
camada muscular em ambas as glandulas. Além disso, observou-se na prostata masculina a
presenga de neoplasias intra-epiteliais prostaticas (NIP). Nas prostatas de ambos 0s sexos
constatou-se o aumento de fibras reticulares e colagenas. Por meio da imunocitoquimica
verificou-se o aumento da imunorreatividade de a-actina de musculo liso em regides lesionadas e
a auséncia nos brotos epiteliais prostaticos. Os machos e as fémeas expostos ao etinilestradiol
durante o desenvolvimento e a testosterona durante a vida adulta tiveram os niveis de estradiol
normalizados, porém as lesdes prostaticas se mantiveram. Varias dessas alteracdes sdo mediadas
pelo ERa que foi constatado pela alta imunorreatividade nas prostatas tratadas de ambos os

sexos. Com os dados percebeu-se que o tratamento intra-uterino com etinilestradiol foi mais
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efetivo na préstata ventral masculina, estando estas modificagdes associadas aos niveis alterados

de estradiol observados nos machos adultos.

Palavra-chave: periodo pré-natal, etinilestradiol, prostata masculina, prostata feminina, gerbilo.
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Introducao

O desenvolvimento prostatico estd sob regulagdo hormonal, sendo mediado
primariamente por androgenos que coordenam o crescimento e a diferenciacdo dessa glandula.
Entretanto, o desenvolvimento prostatico ¢ sensivel a outras proteinas e hormdnios esteroides,
incluindo o estrogeno (Lasnitzki et al., 1980).

O estrogeno estd presente em homens e mulheres, na qual os niveis desse hormonio sdo
significativamente maiores na idade reprodutiva. Esse horménio € produzido principalmente nos
ovarios ¢ no cortex da adrenal (Ruggiero e Likis, 2002). Entretanto a exposi¢do a estrogeno
exogeno no periodo embriondrio e também durante o desenvolvimento neonatal tem sido
associada a disturbios permanentes na morfofisiologia de varios 6rgaos do sistema reprodutor de
ambos os sexos (Cooper et al, 1997).

Em roedores machos observou-se que a alteracdo dos niveis perinatais de estrégeno
endogeno (producgdo local excessiva ou materna) ou exdgeno (estrogeno ambiental) promoveu
disturbios no crescimento prostatico e predisposi¢des a lesdes cancerosas, um processo
denominado “estrogenizacdo do desenvolvimento” ou “imprint estrogénico” (Santti et al., 1994;
Huang et al., 2004).

O wuso de quimicos que apresentam atividades estrogénicas tem aumentado
significativamente no consumo cotidiano das pessoas. Dentre esses se destacam produtos
domésticos como pesticidas, componentes de plasticos, detergentes, e anticoncepcionais (Price et
al 1985; Korach et al 1993). Como exemplo de estrogeno sintético tem-se o etinilestradiol que ¢é
componente das pilulas anticoncepcionais. Segundo estudos algumas mulheres continuam
fazendo o uso do contraceptivo oral até que a gravidez inesperada ou ndo planejada seja

descoberta (Dickey et al, 1998; Li et al, 1995). Entdo estudos com roedores machos mostram que
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a exposicdo ao etinilestradiol durante a fase intra-uterina causa malformag¢des na uretra e
alteracdes na diferenciacdo e crescimento da préstata (Timms et al 2005).

Entretanto poucos estudos revelam as alteragdes na prostata de machos e fémeas adultos
que foram expostos a agentes estrogénicos sintéticos durante o desenvolvimento embrionario. O
objetivo do presente estudo foi investigar os aspectos morfologicos, morfométricos e
imunocitoquimicos da prostata ventral masculina e da prdstata feminina de gerbilos adultos que
foram expostos ao etinilestradiol durante a fase intra-uterina, e também verificar os efeitos
androgénicos nessas glandulas que foram expostas a “estrogenizacdo” durante o

desenvolvimento.

Material e Métodos

Animais e Delineamento Experimental

Quinze fémeas de gerbilo virgens adultas (90 a 120 dias de idade) foram mantidas com
um macho da mesma idade por quatro horas. O acasalamento foi observado pela presenca do
tampao vaginal e confirmado pela presenga de espermatozdides no esfregago vaginal (dia 0 de
gestacdo). Apds o acasalamento, estas fémeas foram divididas em trés grupos principais de cinco
animais. Todos os animais foram mantidos no biotério do Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas da UNESP, campus de Sao José do Rio Preto (SP), em caixas de polietileno, com
substrato de maravalha, em condi¢des controladas de luminosidade e temperatura média de 23°C,

sendo fornecidas agua filtrada e racdo “ad libitum” (Purina ).
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No primeiro grupo experimental (EE), as fémeas gravidas receberam por meio de gavage,
10pg/kg/dia de etinil estradiol' (EE - 17a-ethinylestradiol, Sigma) diluido em 100 ul de éleo de
milho, segundo modificacdo do método de Thayer (2001) do 17° ao 19° dia de gestacdo, periodo
no qual se inicia a morfogénese prostatica (Markey et al, 2003). O segundo grupo, sendo o grupo
controle, as fémeas gravidas receberam apenas o veiculo no mesmo volume do grupo tratado. No
terceiro grupo (EE/T), as fémeas gravidas foram expostas ao EE segundo a mesma metodologia
adotada no primeiro grupo experimental. Ao completarem 105 dias de idade, os filhotes machos e
fémeas da ninhada do terceiro grupo experimental receberam doses subcutaneas de 1mg/Kg de
cipionato de testosterona (T- Deposteron — Sigma) em 100 pl de 6leo de milho, a cada 48 horas,
durante 14 dias.

Apds o nascimento, as ninhadas dos trés grupos experimentais foram separadas em
subgrupos com 10 machos e 10 fémeas, resultando num total de seis subgrupos (cada subgrupo
continha filhotes de casais diferentes). As fémeas da ninhada do grupo controle e as do grupo EE
quando adultas (120 dias) foram cicladas antes de terem as suas prostatas analisadas. Isto ocorreu
para que as fémeas dos dois grupos fossem sacrificadas na fase proestro, sendo esta a primeira
fase do ciclo estral. Para que ndo houvesse discrepancias durante as analises dos resultados,
devido as divergéncias morfologicas e morfométricas da prdstata feminina do gerbilo nas
diferentes fases do ciclo estral (Fochi et al., 2008).

Apds o nascimento, os filhotes experimentais foram submetidos a mensuragdo da
distancia anogenital no 2° dia de vida po6s-natal (periodo neonatal), por meio de um paquimetro

King Tools Digital Caliper (0-300 mm).

'Dose equivalente ao contetido de EE presente nas pilulas anticoncepcionais ingeridas diariamente por mulheres de
até 80 kg. 29



Ao fim de cada tratamento, os animais de todos os grupos experimentais quando completaram
120 dias de vida foram anestesiados por inalagdo de CO,, pesados e, em seguida, decapitados
para a coleta de sangue, apos ruptura dos vasos cervicais, visando as analises hormonais. As
prostatas masculinas e femininas foram retiradas, sendo esta tltima removida juntamente com a

uretra (UJP). Os ovarios, testiculos e adrenais também foram coletados e pesados.

Dosagem hormonal sérica

Os niveis séricos de estradiol e testosterona foram determinados por meio de métodos
imunoquimicos. Dez amostras de sangue de cada subgrupo experimental tiveram seu soro
separado por centrifugagdo (3.000 rpm) e armazenadas a -20°C para posterior dosagem
hormonal. As medigdes foram realizadas em um analisador quimioluminescente ultra-sensivel
automatico Vitros ECI (Johnson & Johnson Orthoclinical Diagnostics, Divisdo, Rochester, NY).
A sensibilidade foi 0,1-3,814pg/ml de estradiol, 0,1-150 ng/ml, testosterona. As variagdes intra-
ensaio para estradiol e testosterona respectivos foram de 1,1% e 1%, enquanto as variagdes de

testes foram de 1,5% e 2,1%.

Histoquimica

A prostata ventral masculina e a prostata feminina juntamente com a uretra (PJU) foram
fixadas por 48h em Karnovisky (solu¢do de paraformaldeido a 5% e de glutaraldeido a 2,5%).
Ap6s a fixacdo, os tecidos foram desidratados em séries graduadas de etanol e, entdo incluidas
em resina de metacrilato de glicol (Historesin embbeding kit; Leica, Nussloch, Germany), ¢
seccionados a 3um com um microtomo rotativo automatico (RM2155; Leica). Os cortes foram

corados em Hematoxilina-Eosina (H&E) para analises morfologicas gerais, em Reticulina de
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GoOmori (GOomori 1937) para anélise das fibras reticulares e do coldgeno e realizou-se a reagao de
Feulgen (Mello e Vidal 1980) para estudo nuclear. As analises histologicas foram feitas com um
microscopio fotdnico (Zeiss-Jenaval (Jena, Germany) ou Olympus BX60) (Hamburg, Germany),
e as imagens foram digitalizadas, utilizando-se o software Image - Pro® Plus versdo 4.5 para

Windows (Media Cybernetics).

Analise Morfométrica e Estereologica

Campos aleatdrios da prostata ventral masculina e da prostata feminina de cada subgrupo
coradas com Hematoxilina - Eosina foram analisados por meio do Image -Pro® Plus versao 4.5
para Windows. As medidas estereoldgicas foram realizadas de acordo com o sistema de teste de
multipontos M130 e 10 linhas de teste proposto por Weibel (1963) para comparar a propor¢ao
relativa (volume relativo) de cada componente do tecido prostatico (epitélio, limen, estroma
muscular e estroma ndo muscular) como descrito por Huttunen e colaboradores (1981) para
tecido prostatico. Para isso foram capturados 30 campos microscopicos aleatorios de cada
subgrupo experimental. Em resumo, os valores relativos foram determinados por contagem dos
pontos coincidentes da grade de teste e dividindo-os pelo nimero total de pontos. A analise
morfométrica foi realizada para determinar a altura do epitélio e da camada muscular, além da
area (um®) e do perimetro nuclear (um) das células secretoras epiteliais. Para esta anélise

utilizou-se 200 medidas para cada subgrupo.

31



Imunocitoquimica

Prostatas masculinas e femininas dos subgrupos foram fixadas em paraformol tamponado
a 4% ou metacarn (na proporg¢ao 1:3:6 respectivamente de acido acético, cloroférmio e metanol)
e seccionadas a Sum foram sujeitas a imunocitoquimica para a detec¢do de receptores
androgenos (AR), receptores de estrogeno (ERa) e de alfa-actina de musculo liso. Anticorpos
primarios para AR (rabbit polyclonal IgG, N-20, Santa Cruz Biotechnology), ERa (rabbit
polyclonal IgG, MC-20, Santa Cruz Biotechnology) e alfa-actina de musculo liso (mouse
monoclonal IgGs,, sc-32251, 1A4, Santa Cruz Biotechnology) utilizados em uma dilui¢do de
1:100. Peroxidase (Sigma Chemical Co, Saint Louis, MO, USA) e 3,3’- diaminobendizina (DAB)
foram utilizadas como conjugado para anticorpo especifico e substrato peroxidase,

respectivamente. A contra-colorag@o dos cortes foi feita com hematoxilina de Harris.

Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados no software Statistica 6.0 (StarSoft Inc., Tulsa, OK).
Os resultados quantitativos, expressos como média + desvio padrao foram comprovados por meio
de testes de hipoteses como a andlise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para

comparagdes multiplas com P < 0.05, considerando-se a significancia estatistica.
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Resultados

Analise Biométrica

Por meio da analise biométrica, mostrada na tabela 1 ndo se observou diferenca estatistica
na distancia da medida anogenital dos grupos experimentais de machos e fémeas neonatais.

Os grupos experimentais dos machos adultos ndo apresentaram diferengas significativas
no peso corpdreo, na prostata ventral e no peso relativo da prostata ventral. Entretanto, relatou-se
uma diminui¢do do peso corpéreo das fémeas adultas do grupo EE comparado aos grupos
controle e EE/T. Ademais, verificou-se um aumento no peso da PJU no grupo EE/T comparado
aos grupos controle ¢ EE. Os dados apresentam diferencas estatisticamente significativas (Tabela
1).

Nos machos, notou-se uma diminui¢do significativa no peso do testiculo do grupo EE/T
comparado aos grupos controle ¢ EE. O peso da adrenal aumentou no grupo EE em relacdo aos
grupos controle e EE/T. Nas fémeas, ndo houve diferenca estatisticamente significativa do peso
dos ovarios entre os grupos experimentais. Enquanto isso, no peso da adrenal verificou-se um
aumento no grupo EE/T comparado aos grupos controle ¢ EE. Todos os dados apresentam

diferengas estatisticamente significativas, sendo observados na Tabela 1.

Analise Sorologica

Os niveis séricos de estradiol e testosterona dos grupos experimentais de machos e fémeas
sdo mostrados na Tabela 2. A concentracdo de estradiol no grupo EE dos machos apresentou-se
maior comparado aos grupos controle ¢ EE/T. O aumento de estradiol também foi observado no

grupo EE das fémeas comparado aos grupos controle e EE/T. Com relagdo aos niveis de
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testosterona observou-se uma elevagdo no grupo EE/T dos machos e das fémeas comparando-se

aos seus respectivos grupos controle e EE. As diferencas foram estatisticamente significativas.

Analises morfométrica, cariométrica e estereologica

Por meio de analise morfométrica (Tabela 2) verificou-se um aumento na altura do
epitélio prostatico dos machos no grupo EE/T com relagdo aos grupos controle e EE. Nas fémeas
notou-se um aumento na altura epitelial do grupo EE comparado ao grupo controle, e também um
aumento no grupo EE/T com relagdo ao grupo controle ¢ EE. Em adicional, nos grupos dos
machos e fémeas observou-se aumento da espessura da camada muscular no grupo EE de ambos
0s sexos comparados aos seus respectivos controle, ¢ também aumento do mesmo nos grupos
EE/T dos dois sexos, comparando-se aos seus respectivos grupos controle ¢ EE, sendo todos os
dados estatisticamente significativos.

A analise cariométrica das células secretoras mostrou alteragcdes nucleares entre os grupos
experimentais de machos e fémeas (Tabela 2). No grupo EE dos machos, a area nuclear diminuiu
significativamente comparada ao controle, € no grupo EE/T também diminuiu, mas comparando-
se aos grupos controle ¢ EE. Entretanto na prostata feminina notou-se um aumento na area
nuclear dos grupos EE e¢ EE/T comparado ao controle. Com relagdo ao perimetro nuclear
observou-se uma diminui¢ao no grupo EE/T comparado ao controle. Por outro lado nas fémeas a
mesma medida apresentou-se maior no grupo EE comparado ao controle, e um aumento no grupo
EE/T comparando-se aos grupos controle ¢ EE, sendo.

A estereologia, representada pelos volumes relativos dos compartimentos prostaticos dos

grupos de machos e fémeas, também foi apresentados na Tabela 2. No compartimento epitelial
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prostatico dos machos ndo se observou diferengas significativas entre os grupos experimentais.
Por outro lado, o [umen apresentou-se menor nos grupos EE e EE/T dos machos comparados ao
grupo controle. Com relagdo ao compartimento estromal verificou-se que no grupo EE/T dos
machos aumentou significativamente a propor¢do do estroma muscular comparado aos grupos
controle e EE. Porém ndo se relatou diferencas significativas no estroma ndo- muscular entre os
grupos experimentais dos machos.

Nas fémeas a propor¢do do compartimento epitelial foi maior estatisticamente no grupo
EE/T comparado aos grupos controle ¢ EE. Entretanto o limen apresentou-se maior no grupo EE
comparado aos grupos controle e EE/T. O volume do estroma muscular aumentou no grupo EE
comparado aos grupos controle e EE/T, e neste grupo houve um aumento comparado apenas ao
controle. No volume do estroma ndo-muscular da prostata feminina verificou-se uma diminui¢ao
nos grupos EE e EE/T comparada ao grupo controle. Todos os dados apresentam diferencas

estatisticamente significativas (Tabela 2).

Aspectos morfologicos

O aspecto morfolégico da préstata ventral masculina e da prostata feminina de gerbilo
adultos nos diferentes grupos experimentais estdo demonstrados nas Fig. 1 ¢ 2. As prostatas
masculina e a feminina apresentaram epitélios simples cubicos envolvidos por um estroma
fibromuscular (Fig. 1a-d).

Com a analise morfologica pode-se observar no grupo EE dos machos varios focos de
lesdes glandulares, caracterizadas como neoplasia intra-epitelial prostatica (NIP) com nucleos
atipicos (seta tracejada e seta larga) (Fig. le-f). A prostata das fémeas do grupo EE apresentou

hiperplasia epitelial com aparente aumento das células epiteliais (seta (Fig. 1g-h).
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No grupo EE/T dos machos verificou-se um epitélio mais desenvolvido comparado aos
grupos controle e EE. A presenca de neoplasias intra-epiteliais prostaticas (NIP) e epitélio
secretor com diferenciagdo mucinosa (Fig. 1i-j). O grupo EE/T das fémeas apresentou também
um epitélio mais desenvolvido do que o grupo controle ¢ EE. Além disso, relatou-se a presenca
de neoplasia intra-epitelial (NIP) e a membrana basal apresentou aspecto sinuoso (Fig. 11-n).

Nas Figuras 2a-d, observam-se os componentes da matriz extracelular da prostata ventral
masculina e a prostata feminina, evidenciando-se as fibras reticulares envolvendo a membrana
basal da prostata ventral masculina e prostata feminina, e a concentragdo de fibras coldgenas no
estroma subepitelial de ambas as glandulas.

Nos grupos tratados, verificou-se um aparente aspecto irregular nas fibras reticulares do
grupo EE dos machos comparada ao grupo controle (Fig. 2¢). As fémeas do grupo EE
apresentaram abundancia de fibras coldgenas, principalmente em regides com lesoes (Fig. 2f-g).

Com relagdo ao grupo EE/T notou-se uma aparente diminui¢do das fibras reticulares que
envolvem principalmente regides com brotamento epiteliais, caracteristica encontrada em machos
e fémeas (Fig. 2h e j). Além disso, nesse mesmo grupo das fémeas notou-se o aumento das fibras

reticulares e colagenas comparada ao grupo controle (Fig. 21).

Imunocitoquimica

alfa-actina de musculo liso

Analise imunocitoquimica mostra a expressao da alfa-actina na camada muscular lisa que
envolve todo o epitélio da prostata ventral masculina e da prostata feminina dos grupos controle

(Fig. 3a-b). Entretanto nos grupos EE e EE/T tanto de macho quanto de fémea verificou-se que
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alfa-actina ndo se expressa em regioes onde ocorre a formagdo de brotos epiteliais e proliferacdes
das células epiteliais (Fig. 3¢, d, e, g). No grupo EE/T de ambos os sexos notou-se também uma

maior expressao de a-actina nas regides com lesoes epiteliais (Fig. 3f, h).

Imunorreacgdo do AR e ERo.

Nos grupos controle, a imunorreatividade do AR foi maior nas células epiteliais da
prostata ventral masculina comparada a imunorreacdo na prostata feminina. Além disso,
observou-se a imunorreacao deste receptor no compartimento estromal de ambos os sexos (Fig.
4a-b). Nos grupos EE e EE/T de machos e fémeas verificou-se um aumento da imunorreatividade
do AR comparado com seus respectivos grupos controle (Fig. 4c-f).

A imunocitoquimica mostra que os ERas apresentam uma maior imunorreatividade nas
células estromais da fémea comparando-se com o macho (Fig. 5a-c). No grupo EE/T dos machos
observou-se imunorreagdo citoplasmatica do ERa (Fig. 5g-h) Enquanto que neste mesmo grupo
das fémeas verificou-se uma maior imunorreatividade de ERa nas células estromais e a

imunorreacao desse receptor nas células epiteliais (Fig. 5i-j).

Discussao

Os resultados apresentados nesse estudo indicam que a exposicao ao estrogeno sintético
como o EE durante a fase intra-uterina altera a morfofisiologia da prostata ventral masculina e da
prostata feminina de gerbilos na fase adulta.

A prostata masculina do gerbilo apresenta quatro pares de lobos, sendo estes o ventral,

dorsal, dorso-lateral e coaguladora, sendo os trés primeiros os mais estudados (Rochel et al.,
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2007). Durante o experimento foi analisado apenas o lobo ventral por este ser morfologicamente
similar a prostata masculina humana e a prostata feminina de gerbilos, sendo esta comparacao
utilizada em vérios estudos (Custddio et al., 2004; Santos et al., 2003).

Com a analise sorologica pode-se observar que os machos e as fémeas que receberam EE
durante a vida intra-uterina tiveram os niveis de estradiol aumentados na fase adulta. Enquanto
que os niveis de testosterona mantiveram-se inalterados. Os altos niveis de estradiol em ambos os
sexos estdo relacionados com a exposi¢do ao EE durante o desenvolvimento embrionario. O EE ¢
um composto genericamente denominado xenoestrogeno que esta associado a efeitos
reprodutivos adversos e ao desenvolvimento geral dos animais por imitar a agdo de hormoénios
estrogénicos (Davis et al., 1993; Welshons et al., 2003).

O EE ¢ um disruptor enddcrino que altera permanentemente (imprint) a fisiologia do
sistema enddcrino. Ademais, sugere-se que esse composto, assim como outros estrogenos
sintéticos, promove alteragdes nos padroes de metilacio do DNA em multiplos genes de
sinalizacdo celular da prostata (Ho et al, 2006; Timms et al, 2005; Prins et al, 2008).

Os niveis alterados de estradiol podem estar associados com as alteragdes como o
aumento do peso da glandula adrenal nos machos. Nas fémeas, estas alteragdes hormonais
promoveram a diminui¢do do peso corpdreo. A manutencdo dos altos niveis de estrogeno nessa
fase estd relacionada com a ativagdo no catabolismo de estrogeno e também pela conversao da
testosterona em estrogeno pela agao da aromatase (Santos et al, 2006).

O imprint hormonal estrogénico da prostata masculina esta relacionado com alteragdes na
regulacdo dos processos do crescimento prostatico (McPherson et al, 2008). Dados
morfométricos revelaram que a exposicdo ao EE durante o desenvolvimento promoveu

modifica¢des na fase adulta como o aumento da espessura da camada muscular lisa da préstata
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ventral masculina, além de aumentar a altura do epitélio prostatico feminino e da espessura da
camada muscular lisa, sendo este também mostrado nos dados estereologicos, assim como a
diminui¢ao do volume do estroma nao-muscular. Os altos niveis de estrogeno também reduziram
o volume do limen prostatico masculino e aumentou o limen prostatico feminino.

Dados da cariometria mostraram que o estrogeno influenciou de maneira diferente no
tamanho dos nucleos das células secretoras do epitélio prostatico de ambos os sexos. Nos
machos, a area nuclear diminuiu, estando relacionada com o fendtipo dos ntcleos atipicos
encontrados em regides com NIP (neoplasias intra-epiteliais prostaticas). Agora nas fémeas
tratadas com EE a 4rea nuclear aumentou.

Alguns estudos mostram que a estrogenizacdo neonatal em roedores causa na vida tardia
da préstata masculina processos patologicos, incluindo inflamagao e lesdes pré-malignas (Coffey,
2001; Prins et al 2001a, 2007). O presente estudo mostra que a exposicdo ao EE durante o
desenvolvimento causou lesdes na prostata masculina adulta como neoplasias intra-epiteliais
prostaticas (NIP). Ja na préstata feminina adulta constatou-se a presenca de alteragdes nao
neopléasicas como a hiperplasia epitelial. Ainda morfologicamente, observou-se que houve um
evidente aumento nas fibras reticulares e colagenas de ambas as prostatas.

O mecanismo pelo qual os quimicos estrogénicos como o EE modulam o
desenvolvimento dependente de andrégeno é desconhecido. Segundo Vom Saal e colaboradores
(1997) baixas doses de estradiol aumentam a fun¢do androgénica, estimulando a atividade dos
receptores de androgenos. Os resultados do presente estudo relataram um aumento de expressao
do AR na proéstata masculina exposta ao EE. A atividade de ligacdo do AR ¢ permanentemente

alterada por estrogenos sintéticos. Possivelmente porque esses compostos aumentam a sintese da
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proteina AR. Outra possibilidade seria o aumento do recrutamento de coativadores de AR,
resultando assim na elevagao da ligagdo do AR (Gupta, 2000).

Os grupos de machos e fémeas que foram submetidos a estrogenizacdo do
desenvolvimento, e posteriormente tratados com testosterona na vida pos-natal tiveram os niveis
de estradiol normalizados. Por outro lado os niveis de testosterona aumentaram em ambos o0s
sexos. Com isso, 0 peso dos testiculos diminuiu e o peso da PJU e da glandula adrenal das fémeas
aumentaram. Esses dados s3o um indicio de que na linha do tempo do experimento, o eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal foi afetado (Santos et al., 2006).

Apesar dos niveis de estradiol se normalizar devido a suplementacao de testosterona. De
acordo com os dados, as caracteristicas morfoldgicas e imunocitoquimicas das prostatas
masculina e feminina mantiveram-se alteradas. Primeiramente observou-se por meio de dados
morfométricos o aumento da altura do epitélio e a espessura da camada muscular lisa das
prostatas de ambos os sexos. Os dados estereoldgicos revelaram uma diminui¢do no volume do
limen prostatico masculino, além de comprovar o aumento da camada muscular lisa em ambos
0S SEXOS.

A combinagdo de androgeno e estrogeno induz a lesdes malignas € aumenta a expressao
de aromatase que pode servir para promover o desenvolvimento e/ou a progressao do cancer de
prostata em machos (Ellem et al., 2009). Os dados morfologicos revelam que os machos e as
fémeas expostos ao EE e a testosterona apresentaram neoplasias intra-epiteliais prostaticas (NIP)
Ademais a prostata das fémeas apresentaram um epitélio altamente desenvolvido.

Em condi¢cdes normais o epitélio e a camada de musculo liso da prostata adulta
apresentam um crescimento quiescente. Esse estado ¢ mantido pela interacdo homeostatica

reciproca entre o epitélio e a camada muscular (Cunha et al., 2002). Porém na presenca de
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processos patologicos como a carcinogénese ocorre uma perturbagdo nessa interacao entre o
epitélio e o musculo, no qual o epitélio ndo sinaliza adequadamente o musculo liso, e este por sua
vez comega a se desdiferenciar, aumentando o fendtipo fibroblastico e redugdo do musculo liso
em regides com adenocarcinomas prostaticos avan¢ados (Hayward et al., 1997; Wong et al.,
2002; Arnold et al., 2002). Esse fenotipo foi evidenciado através do aumento da marcacdo de a-
actina no musculo liso que envolve as prostatas de machos e fémeas que foram tratados com EE e
testosterona. Além disso, como resultado observou-se a auséncia da marcagdo da a-actina em
graves lesdes na prostata dos machos que receberam a combinagdo de tratamentos € em brotos de
ambas as glandulas expostas apenas ao estrégeno.

Em alguns roedores machos adultos o ERa ndo € expresso no epitélio da prostata ventral,
sendo detectado apenas no estroma. Entretanto o imprint hormonal alterou essa expressio e,
assim, o ERa foi expresso tanto no epitélio quanto no estroma. O ERa medeia a proliferacio
celular e quando o estroma ou o epitélio sdo expostos a estrogeno sintético podem
permanentemente modificar a razdo entre as células epiteliais e estromais (Prins et al., 2001b;
Omoto et al., 2005). Nos machos e nas fémeas que foram expostos ao EE e testosterona notou-se
um aumento da imunorreatividade do ERa no estroma e no epitélio prostatico. As NIP
observadas na préstata dos machos que receberam essa combinagdo de tratamentos podem ser
caracterizadas pela elevagdo da expressdao de ERa dentro das lesdes (Ellem et al., 2009).

Por fim pode-se dizer que a exposi¢cdo ao EE durante o desenvolvimento pré-natal
aumentou os niveis de estradiol nos machos e nas fémeas adultos. Esse aumento esta relacionado
com as alteragdes observadas na prostata de ambos os sexos. Entretanto a prostata ventral
masculina foi mais sensivel e lesionada do que a prostata feminina. Em adicional, a exposi¢ao ao

estrogeno sintético aumentou a imunorreatividade de AR nas prostatas de ambos os sexos. Assim
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pode-se dizer que o estrégeno possivelmente interfere mais no desenvolvimento da prostata
ventral masculina do que na préstata feminina. A combinacdo de estrégeno e testosterona
normalizou os niveis de estradiol, porém as prostatas continuaram lesionadas e apresentando
alteracdes morfoldgicas. Apesar dos niveis de estradiol se normalizar, possivelmente a agcdo do

imprint estrogénico permanece em ambas as glandulas.
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Legendas das Figuras

Figura 1. Analise morfologica dos grupos experimentais da prostata ventral masculina e da
prostata feminina. Colora¢do: H&E. 1(a-d) Enfoque para o limen amplo (L), epitélio simples
cubico (Ep) e o estroma muscular (EM). 1(e-f) Presenca de neoplasia intra-epitelial prostatica
(NIP) com nucleos atipicos (seta larga e seta tracejada). 1(g) Epitélio alterado (seta tracejada).
1(h) Hiperplasia epitelial com aparente aumento das células epiteliais (seta). 1(i) Enfoque para
neoplasia intra-epitelial prostatica (NIP) envolvida pelo estroma muscular. 1(j) Epitélio secretor
com diferenciacdo mucinosa (seta tracejada). 1(1) Presen¢a de neoplasia intra-epitelial (NIP) com
nucleos atipicos. 1(m) Detalhe para a membrana basal com aspecto sinuoso (pontas de setas).

1(n) Evidéncia do epitélio desenvolvido (seta).

Figura 2. Secc¢des histologicas dos grupos experimentais de machos e fémeas coradas por
Reticulina de Gomori. 2(a-d) Controle machos. Lumen (L). Detalhe para as fibras reticulares
(seta), envolvendo o epitélio (Ep). Fibras coldgenas (*). Enfoque para as fibras coldgenas no
estroma subepitelial (seta tracejada). 2(e) Lumen(L). Aspecto irregular das fibras reticulares (seta
larga). 2(f,g) Fibras colagenas em regides lesionadas (setas). Detalhe dessas fibras (seta branca).
2(h) Presenga de poucas fibras reticulares nas regides com brotamento epitelial (setas). 2(i)
Alteracdo na quantidade de fibras reticulares (seta larga) e coldgenas (seta). 2(j) Evidéncia da

reducdo na marcagao das fibras reticulares em regides de brotos epiteliais (seta tracejada).

Figura 3. Reacdo de Imunocitoquimica alfa-actina de musculo liso. Contra coloragdo:

Hematoxilina de Harris. 3(a,b) Lumen (L). Marcacdo para alfa-actina no musculo liso que
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envolve o epitélio (Ep) prostatico ventral (setas e setas tracejadas). 3(¢) EE- machos. Pouca
marcagdo de alfa-actina em regides com brotamento epitelial (setas). 3(d) Evidéncia de baixa
imunorreatividade de alfa-actina nos brotos epiteliais (seta larga). 3(e) Detalhe para a auséncia de
imunorreacao de alfa-actina (setas largas) em locais com altos graus de brotamento epiteliais (*).
3(f) Aumento da imunorreatividade em regides com lesdes epiteliais (seta). 3(g) Auséncia da
imunorreatividade (seta tracejada) em regides com brotos epiteliais (*). 3(h) Enfoque para a alta

imunorreacao de alfa-actina em locais com alteragdes epiteliais (seta).

Figura 4. Reagdo de imunocitoquimica para AR contra corado com hematoxilina de Harris. 4(a)
Imunorreagdo do AR nas células epiteliais (setas) e estromais (ponta de seta). 4(b) Baixa
imunorreatividade de AR nas células epiteliais (ponta de seta). Marcagdo no compartimento
estromal (setas tracejadas). 4(c,d) Detalhe para o aumento da imunorreatividade de AR no
epitélio da prostata ventral masculina (seta). Imunorreacdo do AR na prostata feminina (setas
tracejadas). 4(e,f) Evidéncia de alta imunorreatividade de AR nas células epiteliais da prostata

ventral masculina (seta larga) e da prostata feminina (setas).

Figura 5. Secc¢des histologicas submetidas a imunocitoquimica para ERa. Contra coloragao:
Hematoxilina de Harris. 5(a) Marcagdo do ERa nas células estromais da prostata ventral (setas).
5(b,c) Marcagao do ERa no compartimento estromal (pontas de seta). 5(d,e): EE - machos. 5(f):
EE - fémeas. 5(g,h) Detalhe para a marcagdo do ERa no citoplasma (seta). 5(i) Aumento do ERa
nas células estromais (seta larga). 5(j) Evidéncia de marcacdo do ERa nas células epiteliais (seta

tracejada).
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Tabela 1. Biometria dos grupos experimentais de machos e fémeas

Grupo Experimental
Macho
C EE EE/T
Blometria n=10
Peso Compéreo (g) 62.50+6.12 68.00 + 5.65 63.75+ 6.80
Peso da préstata ventral (g) 0.013  0.007 0.012 £ 0,004 0.013 £ 0.005
Peso relativo da préstata ventral * 0.0025 £ 0.0C06 0.0022 + 0.0003 0.0025 + 0.0008
Testiculo (g) 0.90+0.12 1.0378+ 0.11 0.81°+ 0,16
Adrenal (g) 0.033° = 0.008 0.047° + 0.005 0.040 £ 0.005
Fémea
C EE EE/T
Peso Corpéreo (g) 58.4% + 4.98 50.660 + 3.08 59.600 +2.20
Peso PJU (@) 0.065+0.019 0.046% £ 0.015 0.086° + 0.021
Peso relativo da PJU * 0.0011 =+ 0.0003 0.0009 + 0.0002 0.0014 + 0.0004
Ovirio (g) 0.022 £ 0.011 0.023 = 0.008 0.024 £ 0.005
Adrenal (g) 0.0372 £ 0.0036 0.033% £ 0.007 0.05 + 0.008

*() peso relativo da prostata e o peso relativo do PJU comrespondem respectivamente a razfio entre o peso da
préstata @ o pesc corpdreo dos machos & a rezfio enfrs o peso da PJU e o peso corpéreo das fémeas.

Valores expressos em média e desvio padriio
s | etras sobrescritas indicam as diferengas significativas entre os grupos experimentais (P < 0,05).
C, Controle; EE, tratados com etinilestradiol; EE/T, animais tratados com etinilestradiol e testosterona



Tabela 2. Descrighio estatistica da sorologia, morfometria, cariometria das células secretoras e estereologia e dos grupos experimentais de

machos e fémeas.
Grupos Experimentais
Macho Fémea

Parfimetros C EE EE/T C EE EE/T
Sorologia n=10
Estradiol (pg/ml) * 1673*+1.33  34.35*+13.53 20.86*+ 1.82 23.020+ 558 3824*+9.71 29.66 5.91
Testosterona (ngfml) * 0.74¢ £ 0.36 091*+0.33 2,33+ 093 0.46*x0.19 0.16+£0.04 283=£113
Morfometria (um) n=58

Altura Epitelial * 2280+ 464 2320°£739 31.40°+10.70 12900+ 402 2040+ 885 36.12¢+ 10.61
Espessura do SML * 15132+ 435 1701+ 6.42 19.01¢+7.15 705+ 285 16.40°+522 2340+ 731
Cariometria das células secretoras n=5
Area nuclear (pm?y* 32.19°+8.48 27.62°+10.04 2523°+8.55 14.44* £ 368 2890°+7.18 28.40°+ 877
Perimetro muclear (pm) * 2597+ 5.71 24,70+ 654 23.64°+5.50 15128 £ 2.07 23.44° £3.71 2454+ 5.50
Estereologla (%) n=5; 130 campos/grupo
Epitélio * 3835+ 1044 3825+1331 3931+ 9.21 38.97:+8.70 35.78*+ 1132 49.10°+1040
Lmen * 42932+ 1491 2670*+ 15.04 21.31*+ 14.30 16.28*+8.33 2636+ 12.04 21.56*+11.90
Estroma muscular * 19.842+ 673 17.74*= 502  23.18% 11.10 17702 £6.10  37.85°+12.63 28.40¢+11.08
Estroma néo-muscular * 1930+ 981 1730 £11.17 1784 + 11.14 27.05 £ 1086 11.97°+£35.02 14.64°x= 9.71

Valores expressos em média + desvio padréio
*a.b,c Letras sobrescritas indicam as diferengas significativas entre os grupos experimentais (P < 0,05).
C, Controle; EE, tratados com etini lestradiol; EE/T, animais tratados com etinil estradiol e testosterona
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CONCLUSOES GERAIS

A acdo do imprint estrogé€nico revelou que o estrogeno altera morfofisiologicamente tanto a
prostata ventral masculina quanto a prostata feminina na fase adulta, porém os dados revelaram
que a prostata ventral masculina ¢ a mais afetada. Assim, o estrogeno parece ser mais nocivo em
causar alteragdes prostaticas permanentes durante o desenvolvimento dos machos. Além disso,
relatou-se também que a agdo combinada entre o estrogeno ¢ a testosterona ¢ mais acentuada em
promover alteragdes em ambas as glandulas, pois apesar dos niveis de estradiol terem se

normalizado com a ac¢do da testosterona, a acao do imprint estrogénico foi permanente.

57



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Aumuller G and Seitz J. 1990. Protein secretion and secretory processes in male accessory sex

gland. International Rev Citol, 121:127-131.

Behmer AO, Tolosa EMC, Neto AGF. 1976. Manual de praticas para histologia normal e

patolégica. EDART-EDUSP, SP.329p.

Campos SGP, Zanetoni C, Goes R, Taboga SR. 2006. Biological behavior of the gerbil ventral

prostate in three phases of postnatal development. Anat Rec 288A: 723-733.

Custodio AMG, Goes RM, Taboga SR. 2004. Acid phosphatase activity in gerbil prostate:
comparative study in male and female during postnatal development. Cell Biology

International, 28:335-344.

Donjacour AA, Cunha GR. 1993. Assessment of prostatic protein secretion in tissue
recombinants made of urogenital sinus mesenchyme and urothelium from normal or androgen-

insensitive mice. Endocrinology, 131:2342-2350.

Feldman, B.J., Feldman, D., 2001. The development of androgen-independent prostate cancer.

Nat. Rev. 1, 34-45.

58



Flamini MA, Barbeito CG, Gimeno EJ, Portiansky EL. 2002. Morphological characterization
of the female prostate (Skene’s gland or paraurethral gland) of Lagostomus maximus maximus.

Annals Anat, 184:341-345.

Gross SA and Didio LJA. 1987. Comparative morphology of the prostate in adult male and
female of Praomys (mastomys) natalensis studies with electron microscopy. J. Submicros

Cytol, 19 (1): 77-84.

Gupta C. 2000. Reproductive malformation of the male offspring following maternal exposure

to estrogenic chemicals. P.S.E.B.M., 224:61-68.

Hayward SW, Baskin LS, Haughney PC, Cunha AR, Foster BA, Dahiya R, Prins GS, Cunha
GR. 1996. Epithelial development in the rat ventral prostate, anterior prostate and seminal

vesicle. Acta Anat, 155:81-93.

Huang L, Pu Y, Alam S, Birch L, Prins GS. 2004. Estrogenic regulation of signaling pathways

and homeobox genes during rat prostate development. J Androl, 25: 330-337.

Huttunen E, Romppanen T, Helminen HJ, 1981. A histoquantitative study on the effects of

castration on the rat ventral prostate lobe. J Anatomy, 3:357-370

59



Isaacs JT, Furuya Y, Berges R. 1994. The role of androgen in the regulation of ptogrammed
cell death/apoptosis in normal and malignant prostatic tissue. Seminars in Cancer Biology,

5:391-400.

Islam AHMM, Kato H, Hayama M, Kobayashi S, Ota H, Nishizawa O. 2001. Adenocarcinoma

of female paraurethral duct showing neuroendocrine differentiation. Urology, 58(6):10581v-vi.

Mahoney JJ. 1940. The embryology and postnatal development of the prostate gland in the

female rat. Anat Rec, 375-395.

Mahoney JJ and Witschi E, 1947. Genetics on the female prostate in rats. Genetics, 32: 369-

378.

Marker PC, Donjacour AA, Dahiya R, Cunha GR. 2003. Hormonal, cellular, and molecular

control of prostatic development. Developmental Biology, 253:165-174.

Markey CM, Wadia PR, Rubin BS, Sonnenschein C, Soto AM. 2005. Long-term effects of
fetal exposure to low doses of the xenoestrogen bisphenol-A in the female mouse genital tract.

Biol Reprod, 72(6):1344-1351.

Mello MLS, Vidal BC. 1980. Prdticas de biologia celular. Edgard Bliicher-Funcamp,

Campinas, 71p.

60



Omoto Y, Imamov O, Warner M, Gustafsson JA. 2005. Estrogen receptor alpha and imprinting
of the neonatal mouse ventral prostate by estrogen. Proc Natl acad Sci USA, 102(5):1484-

1489.

Prins GS, Birch L, Habermann H, Chang WY, Tebeau C, Putz O, Bieberich C. 2001. Influence

of neonatal estrogens on rat prostate development. Reprod Fertil Dev, 13:241-252.

Pu Y, Huang L, Prins GS. 2004. Sonic hedgehog-patched Gli signaling in the developing rat
prostate gland: lobe-specific suppression by neonatal estrogens reduces ductal growth and

branching. Dev Biol, 273:257-275.

Santos FCA, Carvalho HF, Goées RM, Taboga SR. 2003. Structure, histochemistry and
ultrastructure of the epithelium and stroma in the gerbil (Meriones unguiculatus) female

prostate. Tissue & Cell, 35:447-457.

Santos FCA, Corradi LS, Leite RP, Gées RM, Taboga SR. 2004. A modified method for the
selective staining of elastic system fibers in methacrylate tissue sections. Braz. J. morphol. Sci.,

21(3):135-138.

Santos FCA, Leite RP, Custodio AMG, Carvalho KP, Monteiro-Leal LH, Santos AB, Godes
RM, Carvalho HF, Taboga SR. 2006. Testosterone stimulates growth and secretory activity of

the adult female prostate of the gerbil (Meriones unguiculatus). Biol Reprod, 75:370-379.

61



Santos FCA, Taboga SR. 2006. Female prostate: a review about the biological repercussions of

this gland in humans and rodents. Anim Reprod, 3:3-18.

Santos FCA, Falleiros-Jr LR, Vilamaior PSL, Taboga SR. 2007. Experimental endocrine
therapies promote epithelial cytodifferentiation and ciliogenesis in the gerbil female prostate.

Cell Tissue Res, 328:617-624.

Shapiro E, Huang H, McFadden DE, Masch RJ, NG E, Lepor H, Wu XR. 2004. The prostatic
utricle is not a Miillerian duct remnant: immunohistochemical evidence for a distinct urogenital

sinus origin. J Urol, 172:1753-1756.

Sharifi-Aghdas F, Ghaderian N. 2004. Female paraurethral cysts: experience of 25 cases. BJU

International, 93:353-356.

Shehata R. 1974. Urethral glands in the wall of the female urethra of rats, mice and closely

related rodents. Acta Anat, 90:381-387.

Shehata R. 1975. Female prostate in Arvicantihis niloticus and Meriones lybicus. Acta Anat,

92:513-523.

Shehata R. 1980. Female prostate and urethral glands in the home rat, Rattus norvegicus. Acta

Anat, 107:286-288.

62



Sloboda J, Zavia¢ic M, Jakubovsky J, Hammar E, Johnsen J. 1998. Metastasizing
adenocarcinoma of the female prostate (Skene’s paraurethrl galnds). Histological and
immunohistochemical prostate markers studies and first ultraestructural observation. Pathol Res

Pract, 194:129-136.

Smith AF, Landon GV, Ghanadian R, Chisholm GD. 1978. The ultrastructure of the male and

female prostate of Praomys (Mastomys) natalensis. Cell Tiss Res, 190:539-552.

Sugimura Y, Cunha GR, Donjacour AA. 1986. Morphological and histological study of
castration-induced degeneration and androgen-induced regeneration in the mouse prostate. Bio/

Reprod, 34:973-983.

Thayer KA, Ruhlen RL, Howdeshell KL, Buchanan DL, Cooke PS, Preziosi D, Welshons WV,
Haseman J, vom Saal FS. 2001. Altered prostate growth and daily sperm production in male

mice exposed prenatally to subclinical doses of 17a-ethinyl oestradiol. Human Reproduction,

16(5):988-996.

Thomson AA. 2001. Role of androgens and fibroblast growth factors in prostatic development.

Reproduction, 121:187-195.

Thomson AA, Timms BG, Barton L, Cunha GR, Grace OC. 2002. The role of smooth muscle

in regulating prostatic induction. Development, 129:1905-1912.

63



Timms BG, Mohs TJ, Didio JA. 1994. Ductal budding and branching patterns in the developing

prostate. J Urol 151:1427-1432.

Timms BG, Petersen SL, Vom Saal FS. 1999. Prostate gland growth during development is
stimulated in both male and female rat fetuses by intrauterine proximity to female fetuses. J

Urology, 161:1694-1701.

Timms BG, Howdeshell KL, Barton L, Bradley S, Richter CA, vom Saal. 2005. Estrogenic
chemicals in plastic and oral contraceptives disrupt development of the fetal mouse prostate

and urethra. PNAS, 102(19):7014-7019.

Vilamaior PL, Taboga SR, Carvalho HF. 2006. Postnatal Growth of the Ventral Prostate in
Wistar Rats: A Stereological and Morphometrical Study. The Anatomical Record Part, 288:

885-892

Wang Y, Hayward S, Cao M, Thayer K, Cunha G. 2001. Cell differentiation lineage in the

prostate. Differentiation, 68:270-279.

Weibel ER. 1978. Principles and methods for the morphometric study of the lung and other

organs. Laboratory Investigation, 12:131-155.

Zaviaci¢ M. 1999. The Female Prostate: From vestigial Skene’s parauretral glands and ducts to

woman’s functional prostate. 1.ed. Bratislava, Slovakia: Slovack Academic Press, 171p.

64



ZaviaCi¢ M, Jakubovska V, BeloSovi¢ J, Breza J. 2000a. Ultrastrucuture of the normal adult

human female prostate gland (Skene’s gland). Anat Embriol (Berl), 201(1):51-61.

Zaviaci¢ M, Zajickova M, Blazekova J, Donarova L, Svetoslav S, Miroslav M, Zaviaci¢ T,

Holoman K, Breza J. 2000b. Weight, size, macroanatomy, and histology of the normal prostate

in the adult human female: a minireview. Journal of Histotechnology, 23(1):61-69.

65



ANEXO

66



ScholarOne Manuscripts Pagina 1 de 1

\ Edit Accourt | Instructions & Forms | Log Out | Get Help Now

Pathology RN
,ﬂain Menu = Author Dashboard =+ Submission Confirmation
’ You are logged in as Sebastido Taboga

Submission
Confirmation

Thank you for submitting your manuscript to International Journal of Experimental Pathology.

Manuscript ID: IJEP-2010-02-1019

Exposure to ethinylestradiol during prenatal development and postnatal
Title: supplementation with androgens cause morphophysiological alterations in the
prostate of male and female adult gerbils

Perez, Ana
Biancardi, Manoel
Authors: Gobes, Rejane
Santos, Fernanda
Taboga, Sebastido

Date Submitted: 09-Feb-2010

g Print _'_'_)] Return to Dashboard

ScholarOne Manuscripts™ v4.2.1 (patent £7,257,767 and #7,263,655). ® ScholarOne, Inc., 2009. All Rights Reserved.
ScholarOne Manuscripts is a trademark of ScholarOne, Inc. ScholarOne is a registered trademark of ScholarOne, Inc.
Ternms and Conditions of Use - ScholarOne Privacy Policy - Get Help Now

https://mc.manuscriptcentral.com/ijep 09/02/2010



