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RESUMO

A prostata é uma glandula anexa do sistema reprodutor masculino que tem despertado
grande interesse na 4rea biomédica devido as intmeras patologias que a acometem. Frente ao
desbalanco hormonal, ocasionado principalmente pelo processo de senescéncia, o tecido
prostitico desenvolve dentre outras doengas, a hiperplasia benigna prostitica (BPH),
metaplastas do epitélio, prostatites e o cincer prostitico. O estrogeno parece ter papel
fundamental na génese da hiperplasia benigna prostitica e do cincer da préstata, porém, os
aspectos que envolvem a relagio estroma-epitélio ndo sio completamente esclarecidos. O
objetivo do presente estudo fol avaliar os efeitos da administragiio crénica do estradiol sobre
os componentes epitehal e estromal da prostata de cobaias machos Casia porcelius a0 longo do
desenvolvimento pds-natal, utilizando técnicas histolégicas, histoquimicas e ultra-estruturas.
Foram utilizados 10 animais de cada idade: pré-pibere, pubere, pos-piibere ¢ adultos, sendo
que 5 foram destinados ao grupo controle e 5 ao grupo tratado, que recebeu injecio
subcutinea semanal de Benzoato de Estradiol durante 4 semanas. Ap6s o tratamento as
prostatas foram fixadas e incluidas para 2 microscopia de luz e microscopia eletrdnica de
transmiss3o. Foram fertos testes histoquimicos para fibras coligenas (Tricrémico de Masson,
Picrossirius-Hematoxilina), fibras eldsticas (Resorcina Fucsina de Weigert) e fibras reticulares
(Reticulina de G6mori), além das coloragBes usuais pela Hematoxilina-eosina e pelo Azul de
Toluidina. Para a caracterizacio quantitativa dos componentes prostiticos foi realizada uma
andlise morfométrica-estereoldgica, sendo que os dados obtidos foram comparados aplicando-
se o Teste T (ps0.05). Na microscopia eletrdnica de transmissio foram feitos procedimentos
rotineiros para a caracterizagio ultra-estrutural de elementos epiteliais € do estroma prostatico.
A anilise histopatolégica do material revelou regides onde hi ocorréncia da Neoplasia
Intraepitelial Prostitica (PIN) caracteristica do padrio epitelial denominado cribriforme. Além
disso, nota-se nos animais experimentais, um estreitamento da regiio clara supranuclear,
descrita como sendo a regido do complexo de Golgi. Observa-se perda da polaridade celular,

nucleos de diversas formas e tamanhos, em diferentes alturas e com padrdes de distribuicio



cromatinica trregular. Tais alteracSes foram encontradas, principalmente, nos animais puberes,
pos-puberes e adultos. A andlise histoquimica , juntamente com a anilise morformnétrica-
estereoldgica, revelaram nos animais tratados hiperplasia estrornal com aumento da camada
fibromuscular que circunda os 4cinos glandulares nas idades pré-pibere, pés-piibere e adulta.
Além disso, observou-se um aumento na quantidade dos elementos fibrilares da matriz
estromal, como o coligeno, as fibras reticulares e as fibras do sisterna eldstico, entremeando
células musculares lisas que se arranjam, as vezes, de forma ndo concéntrica. A ultra-estrutura
mostrou que nos ammais tratados ocorre um certo desarranjo no sistema de membranas
internas nas celulas epiteliais que assumern fenétipos variados, hipertrofia de células basais,
presenca de feixes fibrilares colagénicos espessos e de fibras do sistema elistico em maior
quantidade quando comparado aos animais do grupo controle, além de reforcar os achados
histologicos como o padrio epitelial cribriforme e a hiperplasia estromal. Estes dados sugerem
que o estrogeno pode provocar modificagdes celulares e teciduais em qualquer etapa do
desenvolvimento, principalmente nas fases em que os niveis de testosterona estio aumentados

(ap6s a puberdade), e com isso provocar alteragbes fisiopatolégicas relevantes para o

funcionamento da glindula prostitica.
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ABSTRACT
e . A L

The prostate is an attached gland of the male reproductive systemn that has developed
great interest in the biomedical area because to the innumerable pathologies that attacks it.
Front to hormonal disorder, caused mainly for the aging, the prostatic tissue develops amongst
other diseases, the benign prostatic hyperplasia (BPH), metaplasias of the epithelium,
prostatitis and the prostate cancer. The estrogen hormone seems to have essential role in
genests of the benign prostatic hyperplasia and prostate cancer however the aspects that
involve the stroma-epithelium relation completely are not clarified. The objective of the
present study was to evaluate the effect of the chronic administration of estrogen on epithelial
and stromal components of the male Guinea pig prostate to long of development, being used
the hystological and structural techniques. For this experiment were utilized 10 animals of each
age: pre-puberal age, puberal age, post-puberal age and adult age, which 5 animals were
destined to control group whereas 5 animals were destined to treated group that received
weekly subcutaneous injections of Benzoate of estradiol during 4 weeks. After the treatment
the prostates were fixed and embedded for light and transmission electron MICrOSCopy.
Histochemical tests were carried out for collagen fibers (Masson’s trichrome, Picrossirius
Hematoxyhn), elastic fibers (Weigert’s Resorcin Fuesin) and reticular fibers (Goméri’s
reticulin), as well as the usual staining methods with Hematoxilin-eosin and Toluidine blue. To
quanttative characterization of the prostatic components were carried out using the
morphometric-stereological analyze, where the data were compared using statistical test T
(p<0.05). At the transmission electron microscopy the routine procedures were followed for
the ultrastructural characterization of the epithelium and prostatic stroma elements. The
hystopatological analysis of the material disclosed regions where it has occurrence of Prostatic
Intraepithelial Neoplasia (PIN), characteristic of the cribriform epithelial pattern. Moreover, it
is noticed in the experimental animals, 2 narrowing of the clear up-nuclear region, described as
being the region of the Golgi complex. One observes loss of the cellular polarity, nuclei of

diverse forms, sizes, in different heights and with pattern of irregular chromatin distribution.
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Such alterations had been found, mainly, in the puberal , post-puberal and adult animals. Theg
hystochemical analysis, together with the morphometric-stereological analysis, had disclosed in
the treated animals stromal hyperplasia with increased to the layer to fibromuscular that
surrounds the glandular acini in the pre-puberal, post-puberal and adult ages. Moreover, there
were an increased in the amount of the fibrlar elements from the stromal matrix, as the
collagen and reticular fibers and the elastic system fibers, intermixing smooth muscular cells
that if they arrange, sometimes, of disorganized form. The structural analysis showed that in
the treated animals occurs 2 certain disarrangement in the system of internal membranes in the
epithelial cells that assume varied phenotypes, hypertrophy of basal cells, presence of thick
collagen fibers and the elastic system fibers in bigger amount than control group, besides
strengthening the hysthologic findings as the cribriform epithelial pattern and the stromal
hyperplasia. These data suggest that estrogen can provoke cellular and tecidual modifications in
any stage of the development, mainly in the phases where the testosterone levels are increased

(after the puberty), and with this to cause important physiopathological alterations for the
functioning of the prostate gland.
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INTRODUCAO

W

Aspectos (erais

Dentre as estruturas acessorias do sistema reprodutor masculino, a prostata apresenta-
se como 2 glandula mais volumosa e a de maior expressividade funcional (NETTER, 1965). A
préstata secreta um liquido fino de aspecto leitoso que aumenta o volume do sémen. A
secredo prostitica apresenta propriedades importantes para que a fertllizacio tenha éxito;
colaborando com a neutralizacio do meio ¢ contribuindo sobremaneira para o aumento da
motilidade e fertilidade dos espermatozdides (PRICE, 1963; GUYTON, 1994).

Histologicamente, 2 prostata constitui-se de glindulas tibulo-alveolares. O epitélio
secretor que reveste os alvéolos assenta-se numa membrana basal que repousa sobre um
estroma conjuntivo, contendo fibras musculares lisas que circundam os alvéolos e ductos, e
intimeros vasos. No estroma podem ser encontradas terminacdes nervosas de varios tipos,
freqientemnente entre as células musculares lisas (ICHIHARA o @/, 1978) e associadas ao
epitelio (PRICE, 1963). No homem, as unidades glandulares dispdem-se em trés camadas de
forma concéntrica a0 redor da uretra prostitica, onde se abrem os ductos individuais.
Perifericamente, umna fina cdpsula fibromuscular rica em células musculares lisas envolve a
prostata, enviando septos que penetram na glindula JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

Na matoria dos roedores, a glandula prostitica apresenta-se como uma estrutura
complexa composta de trés lobos distintos, designados pela localizacio que cada um deles
ocupa em relagdo 4 uretra. Assim, sio identificados o lobo ventral anterior 3 base da bexiga e
os lobos dorsal e lateral que circundam, dorsolateralmente, 2 uretra, a base da bexiga, a vesicula
seminal e as glindulas coaguladoras (PRICE, 1963; JESIK e o/, 1982; SUGIMURA ¢ 2£,1986).
Assim como nas zonas da prostata humana, estes lobos diferem no que diz respeito i sua
topografta, a0 seu tamanho, 3 sua composicio celular e sua organizacio estrutural, 3s suas

secregdes € 20S respetivos processos secretérios (JESIK e 4, 1982; AUMULLER & SITZ,
1990; COLOMBEL & BUTTYAN, 1995).
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Em cobatas (Caida porvellus), o complexo prostatico é dividido em lobos lateral, dorsal e
a glandula de coagulagio que estd posicionada ventralmente. Ao contrario do que acontece em
ratos e camundongos, onde a préstata ventral é bastante evidente, em cobaias esta nio se
encontra presente (WONG & TSE, 1981). A arquitetura glandular do lobo lateral de cobaias ¢
homoélogo ao lobo ventral de camundongos e, o lobo dorsal corresponde a0 lobo dorsolateral
de camundongos e ratos (ZHAO et al., 1993).

O epitélio das unidades secretoras e seus ductos siio constituidos de céhulas geralmente
cilindricas e altas - as células epiteliais luminais — e entre as bases destas podem estar
distribuidas células menores, achatadas ou arredondadas — as células epiteliats  basais
(ICHIHARA ef 4, 1978).

Sdo identificados nos lobos lateral e dorsal da préstata de cobaias machos trés tipos de
dcinos secretores. No primeiro tipo aparecem pregas epiteliais constituidas predominantemente
de células colunares altas. O citoplasma aparece altamente baséfilo especialmente na regifio
central, proxima do nicleo e uma zona clara € evidenciada supranuclearmente na regiio do
Aparelho de Golgi. O segundo tipo de 4cino é largo, mas as células epiteliais sio baixas e a
mucosa n3o forma pregas. Observam-se também regiGes mais claras correspondentes 2 regido
do aparelho de Golgi e o nicleo ocupa grande porgio citoplasmatica. O terceiro tipo engloba
formas acinares transicionais entre os dois tipos supradescritos (WONG & TSE, 1981).

As células epiteliais dos ductos apresentam caracteristicas ultraestruturais diferenciadas
das células eprteliais acinares, cujo aparato secretor é bem desenvolvido, sugerindo que as
células do ducto ndo sdo ativas na secregio como sio as acinares (ICHIHARA et al,, 1978).

Na porgdo conjuntiva da prostata podem ser observados células musculares lisas,
fibroblastos, macrofagos fixos e células endolteliais dos vasos, cada qual com seu importante e
especifico papel na wviabilidade e funcio secretora do tecido como um todo (FRANKS, 1967
apud PRINGS et al,, 1991). O termo estroma é empregado para designar, no adulto, o tecido
conjuntivo frouxo associado ao epitélio, correspondendo a0 componente “nio epitelial” de um
orgio. O estroma no adulto € equivalente a0 mesénquima, o qual é definido como tecido
conjuntivo frouxo embriondrio (CUNHA et al., 1985 e 1996). A manutencio da diferenciagio
epitelial na prostata adulta parece ser dependente de interacSes entre estroma e epitélio, sendo
que a atvagio de fatores de crescimento no estroma prostatico, pode ser responsivel pelo

aparecimento da hiperplasia benigna de préstata (CUNHA et al,, 1983).
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A anatomia comparada de alguns mamiferos permitin a descricio macro e
microscopica deste Orgio, ja na década de 60, em animais como rato, coelho, camundongo,
macaco € cio (PRICE, 1963). Mais recentemente, por interesse médico-veterindrio e
econdmico, esta caracterizacio estendeu-se a animais de maior porte, como o bifalo, do qual
foram estudadas a histologia, a ultraestrutura e 2 histoquimica da préstata (ABOU-ELMAGD
& WROBEL, 1989). Os estudos da estrutura da préstata da cobaia s3o mais recentes, podendo
ser reterenciados os trabalhos de WONG & TSE, 1981, que realizaram um estudo histolégico
e ultraestrutural do complexo prostitico da cobaia e, ZHAO et al,, 1993, que através de um
processo de microdissecgio e digestio enzimdtica estudaram a morfogénese e o
desenvolvimento dos ductos do complexo prostitico nesta espécie.

Devido a grande importancia da préstata para o funcionamento do aparelho
reprodutor dos mamiferos machos, muitos trabalhos sobre efeitos experimentais vém sendo

desenvolvidos.
Desenvolvimento e fisiologia da préstata

O crescimento normal , a diferenciagio e a manutengio da integridade funcional
(secretora) e estrutural da prostata e dos demais 6rgios acessérios do sisterna reprodutor
masculino sdo dependentes de niveis constantes de andrégenos circulantes e ocorrem através
de interacdes reciprocas entre o estroma € o epitélio (PRICE, 1963; AUMULLER & SEITZ,
1990; ROSAI etal, 1996; HAYWARD et al., 1997; THOMSON et al., 1997).

Durante 2 vida fetal, existe um periodo em que a dependéncia de andrégenos é
absoluta, sendo que sua remogio neste periodo suprime a formagio da prostata (WELLS ef 2/,
1954). Enwretanto, o inicio do desenvolvimento pés-natal da prostata parece nio ser
estritamente dependente de horménios, ou é minimamente dependente deles; o crescimento e
a ramificagdo dos sistemas de ductos prosseguem nos primeiros 15 dias, mesmo apos a
castragdo neonatal (DONJACOUR & CUNHA, 1988).

O estagio adulto ¢ um periodo em que o androgeno mantém a morfologia e a fungio
no tecido prostatico, havendo uma taxa de proliferacio extremamente baixa, que se equilibra

com a morte celular (CUNHA et al,, 1996).
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As necessidades de se estudar as respostas deste érgio aos horménios, sob vadas
condicdes, deve-se ac fato de ser a glindula prostatica, em humanos, o sitio de um grande
ntmero de doencas relacionadas 4 idade, sendo que as de maior importincia médica sio o
cancer prostatico e a hiperplasia nodular, esta Glima conhecida também como BPH (benign
prostatic hyperplasia). Os horménios, entre outros fatores, exercem papel na etiologia destas
lesBes. Além disso, estas lesSes, malignas ou ndo, podem ser tratadas por estratégras de
remogio de androgenos (PRICE, 1963; COLOMBEL & BUTTYAN, 1995; DROLLER, 1997;
RAUCH et al,, 1997) e/ou utilizagio de componentes estrogénicos (ISAACS & COFFEY,
1989).

As doengas benignas da prostata humana sio de etiologia bastante complexa ¢
compreendem modificacBes histopatolégicas como hiperplasia glandular e estromal, atrofia
glandular, fibrose e processos inflamatérios (prostatites). Devido 4 complexidade da BPH,
estudos visando esclarecer o0s processos etioldgicos e patogénicos sdo de sumna importincia.

A maior dificuldade em realizar tais estudos estd no ndmero limitado de modelos
animais que mostram alteragdes histopatolégicas semelhantes 3s humanas. Rotinetramente, o
cdo € relatado como um dos poucos animais nio-primatas que desenvolvem espontaneamente
hiperplasia prostatica com o avangar da idade cronolégica (MOORE et al., 1979). No entanto,
HORSFALL et al,, (1994), através de estudos correlacionando as alteracBes prostaticas com a
idade, entre cobatas machos Cariz porcellus e o homem, propuseram ser essa um bom modelo
para os estudos relacionados com o desenvolvimento prostitico, principalmente do estroma,
com relagdo 2 alteragdes de cunho histopatoldgico.

O estrégeno pode ter um papel complementar como fator predisposicional para
desencadear 2 BPH e/ou o cincer prostatico. A agio desse horménio poderia envolver
indugio de mudangas permanentes ou transformacio maligna progressiva em células
prostaticas durante o desenvolvimento do animal (SANTTI et al., 1994).

Em ratos, o tratamento neonatal com 17 Beta-estradiol induz alteracdes metaplasicas
irreversiveis no epitélio das regides periuretrais da glandula de coagulagio, ductos ejaculatérios,
e regides da parede dorsal da uretra (ARAI et al,, 1977). Em adicdo 4 metaplasia escamosa, a
exposi¢do 20 estradiol resulta na redugdo do tamanho dos érgios reprodutores masculinos e

causa persistentes mudangas no volume relativo dos componentes do tecido prostatico
(PYLKKANEN et al., 1991).
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A exposi¢io a estrégenos durante 2 idade adulta induz mudancas na prostata de varias
espécies. A regido periuretral posterior da prostata mostrou responder ao tratamento com
estrogenos durante a idade adulta, com crescimento fibromuscular ¢/ou indugo de tumores
benignos, acompanhados por hiperplasia epitelial e metaplasia.

Ja o tratamento cronico com estradiol e testosterona propiciaram o aparecimento de
carcinomas na prostata dorsal de ratos da variedade Noble. Lesdes hiperplasicas e displasicas
nos ductos dos lobos dorsolateral da préstata, parecem ser precursores potenciais desses
carcinormas (McNEAL et al., 1988).

Em um estudo ultraestrutural, TAM & WONG (1991) demonstraram os efeitos do
tratamento de oestradiol sobre a prostata lateral de cobaias machos. Neste estudo observou-se
aumento no numero de pequenos granulos altamente elétron-densos, corpos multivesiculares ¢
espagos intercelulares. Observou-se também um aparente aumento no volume da lmina
propria e no nimero de células estromais, além de um aumento na densidade de fibras
coligenas no estroma, em 2 e 4 semanas apds administracio de oestradiol em animais adultos.

Ha evidéncias de que muitos processos bioldgicos no tecido epitelial prostitico sio
controlados por andrégenos e estrégenos através da producio de fatores estimulatérios e
inibitorios pelo estroma e pelo tecido epitelial adjacente (CUNHA e & 1987; PRINS &
BIRCH, 1995).

Estudos epidemiolégicos provém dados sugerindo que a incidéncia de cincer é maior
em homens com altas taxas de fator I de crescimento ligado a insulina (IGF-I) arculante
(CHAN e af, 1998; WOLK e @/, 1998). O IGF-I mostrou ser um agente ant-apoptotico e atua
como um fator mitogénico na glindula prostatica. A persistente expressio de IGF-I no epitélio
basal da prostata de camundongos levou ao aparecimento de neoplasia nesse tecido (DI
GIOVANINI ¢ & 2000).

HUYNTH e colaboradores (2001) sugerem que na prostata, a expressio de receptores
de IGF-I € dependente de estrégeno, enquanto a expressio do IGF-I é dependente de
androgeno. A expressdo de receptores para IGF-I mostrou ter um importante papel na
apoptose, na metastase de células prostaticas (BURFEIND e al, 1996) e na tumorigénese (DI
GIOVANINI et 4, 2000).

Apesar de virios estudos relatarem alteracdes fisiopatolbgicas relevantes frente ao

tratamento experimental com estrégenos (sozinho), ou em combinagio com outros
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horménios, faz-se necessirio o melhor entendimento das relacdes entre o estroma e o epitélio

prostatico, principalmente na tentativa de explicar o rearranjo tecidual e fibrilar perante esse

horménio em diferentes estigios de desenvolvimento.
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OBJETIVO

M

Tendo em vista a escassez de dados sobre a composicio do estroma prostitico, tanto
dos componentes celulares quanto dos componetes fibrilares € os seus provaveis papéis
regulatorios na biologia prostatica e, acreditando ser a cobaia um bom modelo experimental
para o estudo dos aspectos que envolvem a relagio estroma-epitélio, o presente estudo teve
por objetivo a analise morfoldgica e ultra-estrutural da préstata lateral de cobaias machos em
diferentes fases do desenvolvimento pés-natal, visando observar as modificacbes provocadas

pela administra¢io experimental do estradiol nos componentes epitelial e estromal.
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M

ARTICOS

M

O presente trabalho gerou 2 artigos que deverio, apés vertidos para o inglés, ser submetidos 2

periddicos internacionais.

Artigo 1: EFEITO DO ESTRADIOL SOBRE O ESTROMA PROSTATICO DA
COBAIA Cavia porcellus EM DIFERENTES IDADES

Artigo 22 MODIFICACOES DO EPITELIO GLANDULAR PROSTATICO DA
COBAIA Caviza porcellus FRENTE A ADMINISTRACAO DO ESTRADIOL AO
LONGO DO DESENVOLVIMENTO POS-NATAL
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RESUMO

O estrégeno parece ter papel fundamental no crescimento fibromuscular que
caracteriza 2 hiperplasia benigna prostitica (BPH) e, est4 associado a produgdo de fatores de
crescimento pelas células musculares lisas e fibroblastos que expressam receptores para este
horménio. O presente trabatho caracterizou os efeitos da administracio crénica do Estradiol
sobre os componentes celulares e fibrilares do estroma prostitico da cobata. Foram utilizados
10 animais de cada 1dade: pré-ptbere, pibere, pés-pubere e adulta, sendo que, aleatoriamente 5
foram destinados a0 grupo controle e 5 20 grupo tratado, que recebeu injecdo subcutinea
sernanal de Benzoato de Estradiol. Apds o tratamento, os 6rgdos foram coletados, fixados e
processados para as microscopias de luz ¢ eletrdnica de transmissio. Os testes histoquimicos e
morfométricos revelaram aumento do esttoma fbromuscular que crcunda os 4cinos
prostiticos nos animais tratados. Observou-se a presenca de feixes espessos de coligeno
adjacentes ao epitélio glandular e circundando as células musculares lisas, além de fibras do
sistema elastico distribuidas em certa abundéncia na limina propria, mostrando um arranjo
diferente do padrio de distribuicio encontrado no grupo controle. Essas alteracdes foram
observadas em todas as idades, exceto na idade puberal onde, segundo a literatura, ocorre
menor expressdo de receptores para o estrégeno no estroma. Tais alteragdes confirmam o fato
de que o estrégeno pode ser o responsivel pelo crescimento fibromuscular que ocorre na
Hiperplasia Benigna Prostitica, e que as células estromais estio susceptiveis a agio deste

horménio, praticamente, durante todo o desenvolvimento pés-natal.

INTRODUCAO

O estrégeno tém sido implicado na génese da hiperplasia benigna prostitica (BPH) e
do chncer prostatico. O aparecimento da BPH em homens mais velhos est4 associado com um

aumento na concentragic plasmdtica de estrégeno em relacio 20s niveis androgénicos
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(WALSH, 1984). Além disso, a hiperplasia prosttica inicia-se pelo componente fibrormuscular
do estroma (ROHR & BARTSCH, 1980); que é considerado o principal sitio da agdo do
estrogeno na prostata (MAWHIMMEY & NEUBAUER, 1979).

Tendo em vista a potencial importincia do estroma prostatico no desenvolvimento da
BPH, varios estudos tem tentado definir os fatores envolvidos na regulacio do crescimento
celular neste compartimento (CHANG & CHUNG, 1989; LEVINE, 1992).

A maior dificuldade em realizar tais estudos estd no nfimero limitado de modelos
animais que mostram alteragGes histopatolégicas semelhantes 3s humanas. Rotineiramente, o
cdo € relatado como um dos poucos animais nio-primatas que desenvolvern espontaneamente
hiperplasia prostitica com o avancar da idade cronologica MOORE ¢ 4/, 1979). No entanto,
HORSFALL e al, (1994), através de estudos correlacionando as alteracbes prostiticas com a
idade, entre cobaias machos Cavia porcellus ¢ o homem, propuseram ser essa umn bom modelo
para os estudos relacionados com o desenvolvimento prostatico, principalmente do estroma,
com relagdo a alteracSes de cunho histopatolégico.

Alguns estudos tem descrito alteragdes histolégicas como displasia e metaplasia epitelial
¢ hipertrofia estromal na glindula prostitica apés prologados tratamentos hormonais com
testosterona em combinagéio com estrégenos, principalmente na idade adulta (LANE, 1997).

O presente estudo foi delineado para exarninar os efeitos do estradiol sobre 2 estrutura
do estroma fibromuscular da cobaia em diferentes idades, visando identificar em cada idade o

comportamento das células musculares lisas ¢ das fibras da matriz extracelular frente

administra¢io exdgena do horménio feminino.

MATERIAL E METODOS
Animais
Para a realizagio do trabatho, foram utilizados 10 cobaias machos Carig Porcellus de

cada idade: fase pré-ptbere (10 dias apés o nascimento), fase pubere (20 dias apés o

nascimento), pos-pubere (80 dias apds o nascimento), e adulta (120 dias apos o nascimento),
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HORSFALL. ¢ al, (1994); provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Estadual
Paulista, Campus de Botucatu (SP).

Os animats em cada idade, depois de acondicionados ern gaiolas no biotério do
Departamento de Biologia, IBILCE/UNESP, foram dividos aleatotiamente: 5 animais para ©
grupo controle e 5 para o grupo tratado. O grupo tratado recebeu injecio subcutinea semanal
de Benzoato de Estradiol (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri) diluido em éleo de
Girassol (25mg/ml) na dose de 0,4ml/semana/animal durante quatro semanas, enquanto os
animais do grupo controle receberam injecio subcutinea semanal do veiculo farmacoldgico
(Oleo de Girassol — 0,4ml/semana/animal), TAM & WONG (1991). Os animais da idade pré-
pubere receberam dose Gnica do horménio aos 10 dias de vida, tendo em vista o periodo de
desmame e a fragilidade do animal recém-nato.

Apds 15 (fase pré-pibere), 50 (fase piibere), 110 (fase pés-pubere) e 150 (fase adulta)
dias (pds-nascimento), os animais de ambos os grupos foram levemente anestesiados com éter

etilico e mortos por deslocamento cervical

Microscopia de luz

As prdstatas removidas foram fixadas por imersio em Kamovisky modificado (solucio
de paraformaldeido a 2% e de glutaraldeido a 2% em tampdo fosfato Sérensen, pH 7.2 ~
0,1M) (GLAUERT, 1975), lavadas em 4gua, desidratadas em etanol, clarficadas em dleo de
cedro e, entio, incluidas em Paraplast e seccionadas 2 5 pim em micrétomo rotativo manual.

Parte do material fixado em Karnovisky, foi incluido em historresina Leica-historesin
embbeding kit e seccionado a 2-3 pm em micrétomo rotativo manual. Esse material
processado para historresina foi corado pela Hematoxilina-eosina. Além desta coloragio, feita
para o estudo morfoldgico geral da préstata, os cortes histolégicos forarn corados pelo Azul de
Toluidina 0,025% em tampdo Mcllvaine pH 4,0 (MELLO & VIDAIL, 1980) e pela Resorcina
Fucsina de Weigert modificado, com oxidagio prévia pelo 4cido peracético (GOLDFISCHER
et al, 1983).

Os cortes histologicos de préstatas obtidos a partir da inclusio em Paraplast foram

corados, segundo BEHMER 7 al (1976), pelo Tricrémico de Masson e pela Reticulina de
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Go6mori. , além da coloragio pelo método do Picrossirius Hematoxilina (JUNQUEIRA et 4,
1979). A documentagio fotogrifica foi realizada em fotomicroscopio Zeiss-Jenamed

utilizando filmes Kodacolor 35mm, ASA 100.

»

Microscopia Eletrénica de Transmissio

Os fragmentos de prostata foram fixados com glutaraldeido 3% em tampio Millonig
pH 7,3 acrescido de 4cido tinico a 0,25%, durante 15 horas, 2 temperatura ambiente. Apds a
lavagem em tamp@o, os fragmentos foram pés-fixados em solugio 2 1% de tetréxido de ésmio
em tampdo Millonig pH 7.3, durante 1 hora, 2 temperatura ambiente. Depois de lavados
brevemente em solugio tampio, os fragmentos foram desidratados em acetona e incluidos em
araldite (COTTA-PEREIRA ez al, 1976).

Os cortes ultra-finos, de aproximadamente 200 nm de espessura, foram obtidos em
ultra-micrétomo automitico, com navalha de diamante. Estes cortes foram contrastados pelo
acetato de uranila a 2%, por 30 minutos (WATSON, 1958) ¢ pelo citrato de chumbo a 2% por
2 minutos (VENABLE & COGGESHALL, 1965, modificado}. As telas foram analisadas em
microscopio eletrdnico Zeiss — EM910 no Laboratério de Microscopia e Microanilise do

Departarnento de Biologia — UNESP, Sio José do Rio Preto-SP.
Andlise morfométrico-estereolégica

Utllizando um sistema analisador de imagens (Image Pro-Plus) foram capturadas
imagens de 30 campos histoldgicos de cada grupo experimental (em cada idade). Foram
avaliadas 5 laminas por grupo experimental (uma por animal), onde foram coletadas 6 1magens
de cada uma delas. As imagens capturadas foram submetidas 2 anilise morfométrico-
estereolégica segundo WEIBEL, (1979), na qual se utiliza um sistema teste de linhas e pontos
em umn graticulado com 120 pontos e 60 linhas. Assim, obteve-se 2 proporgio ocupada em 30
campos histolégicos para cada grupo, para os seguintes componentes: lume do 4cino, epitélio
glandular, estroma muscular, estroma ndo-muscular (inter-acinar e sub-epitelial).

As propor¢Ses obtidas em porcentagem foram submetidas ao Teste T Student, e foram

consideradas significativas as diferencas onde p<0.05.
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RESULTADOS

A prostata lateral da cobaia foi caracterizada come uma glandula tibulo-acinar
composta, onde os 4cinos glandulares apresentam-se circundados por tecido conjuntivo ¢ uma
carnada conceéntrica de fibras musculares lisas.

Adjacente 20 epitélio observou-se um eixo conjuntivo vascularizado que sustenta os
acinos prostaticos. Nos animais piberes esse feixe é bem visivel e conta com razodvel
quantidade de tecido conjuntivo e vasos sangiiineos (figura 3a).

Circundando 2 mucosa glandular observou-se uma camada muscular relativamente
espessa e concentricamente organizada (Figuras 1a, 3a, 5a, 7a).

Com o avangar da idade, houve aumento no difmetro dos 4cinos e tibulos da prostata
nesta espécie. Em animais do grupo controle observou-se que o aumento no didmetro huminal
dos dcinos promoveu um estreitamento do feixe conjuntivo e também dos feixes de
musculatura lisa que os circundam (Tabela 1).

Através de reacdes histoquimicas, observou-se que o estroma de animais em condi¢bes
hormonais normais € escasso em fibras coligenas e elsticas, entretanto, aquelas que estdo
presentes s3o relativamente finas e curtas {Figuras 1b, 1d, 3b, 3d, 5b, 5d, 7b e 7e). Ultra-
estruturalmente as fibras coligenas se arranjam adjacentes ao epitélio e entre as células
estrommais, em alguns locais formando feixes, no entanto, na maioria das vezes, estio dispersas
pelo estroma. Ja as fibras elisticas foram raramente observadas no estroma prostatico de
antrmais do grupo controle (Figuras 9, 10, e 11). Ademais, as fibras reticulares dispuseram-se
em uma ou duas camadas de fibras mais delgadas e distendidas abaixo do epitélio glandular
(Figuras 1c, 3¢, 5¢, 7d).

No grupo tratado, principalmente nas idades pré-pibere, pos-ptbere e adulta,
observou-se um aparente aumento na quantidade e na espessura das fibras colagenas (Figuras
2b, 6b, 6c, 8b, 8c, 12 ¢ 13) e eldsticas (2d, 6e, 8e, 12 e 13) que compdem a por¢io fibrlar do
eixo conjuntivo onde repousam os 4cinos prostiticos. Acompanhando as pregas do epitélio
glandular, fibras coligenas espessas e continuas foram observadas no feixe conjuntivo

adjacente a0 epitélio como indicado nas figuras 6b e 8c.
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Apbs o tratamento as fibras  reticulares adjacentes ao epitélio tornaram-se
aparentemente mais espessas e onduladas, principalmente nas fases pré-pibere, pés-pibere e
adulta (Figuras 2¢, 6d, 8d). Além do arranjo supradescrito, as fibras reticulares se dispdem de
forma circular e concéntrica acompanhando as fibras musculares lisas que circundam os 4cinos
prostaticos em ambos 0s grupos experimentas.

Além do aumento fibrilar no compartimento estromal, houve um aumento na
espessura dos feixes musculares lisos nos animais tratados conforme sumarizado na tabela 1 e
observado nas figuras 2a, 6a e 8a. Observa-se ainda, a presenca de feizes de colageno
entremeando as células musculares lisas, que se arranjam, s vezes, de forma ndo concéntrica

(Figuras 6c, 8b e 14), mostrando um arranjo diferente do encontrado no grupo controle

(Figura 7c).

DISCUSSAQ

O estrogeno tem sido implicado na patogénese da hiperplasia benigna prostitica e da
neoplasia e parece ter importincia no metabolismo dos andrdgenos, estimulando o
crescimento do estroma prostitico e interferindo na via hipotalimica-hipofisaria-gonadal como
ja descrito anteriormente por THOMPSON ez 2/, 1979.

Os resultados mostraram aumento do componente muscular do estroma prostitico nas
idades pré-pubere, pos-pibere e adulta, bem como aumento na densidade fibrilar estromal
frente ao hormonio estrogénico, caracterizando a hipertrofia estromal.

HORSFALL e colaboradores {1994), identificaram um aumento na capacidade sintética
das células musculares lisas em humanos e em cobaias de idade avancada, onde sio
constatados matores niveis de estrégenos e declinio nos niveis séricos de testosterona.

No caso do tratamento com estrogenos, varios s3o os relatos de aumento
fibromuscular no estroma prostitico in vivo (TAM & WONG, 1991; NEUBAUER e o/,
1981; RHODES & &/, 2000) e in vitro (RICCIARDELLI ¢ a, 1994).

DROLLER (1997 1dentificou receptores para estrgenos em fibroblastos. Segundo
esse autor, o estrogeno induz os fibroblastos estromais 2 expressarem receptores para o fator
de crescimento epidermal (EGF-R), receptores para fator de crescimento de fibroblastos

(FGF-R), além de aumentar o nivel de receptores para androgenos. Tal estimulo parece ser



27

responsével pelo aumento na sintese de fibras da matriz extracelular e da hipertrofia das células
musculares lisas.

Em cobaias, 2 administragio de estradiol em animais adultos recém-castrados provoca
um sigrnificante aumento de fibras coligenas (MARIOTTI & MARHINNEY, 1982). Em
animais ntactos, o estrogeno induz hipertrofia no estroma fibromuscular segundo descrito por
THOMPSON ez al., 1979.

A distribui¢io do coligeno em feixes espessos no estroma prostatico leva a crer que as
microfibrilas tenham papel estrutural, estabelecendo uma malha flexivel que garante 2
integridade do tecido quando sob deformag¢do causada por contragio e pela expansio das
células musculares lisas apés o tratamento com o estradiol. Arranjo semelhante foi observado
por ZAIA et al., 1996 durante processo de atrofia induzido em glandulas submandibulares de
camundongos ¢ por VILAMATOR, 1998, na prostata ventral de ratos apds orquiectomia.

As fibras elasticas s3o encontradas em tecidos sujeitos 2 movimentos de distencio e
relaxamento repetitivos ou estiramento e encurtamento passivos, dotando estes tecidos de
flexibilidade e extensibilidade elstica (CLEARY & GIBSON, 1996). Devido 2 hipertrofia
estromal observada nos animais tratados com estradiol, compreende-se o aumento na
distribuicio de fibras do sistema elastico pelo estroma, visando provavelmente, dar suporte a
expansio tecidual que ocorre apds o tratamento.

A maioria dos receptores de estrogeno estio presentes no estroma, enquanto que na
porgdo epitelial predominam receptores androgénicos (TILLEY ¢ /, 1985). Esta diferenca na
distribuigdo de receptores para o estrégeno sugere que o estroma fibromuscular deve ser mais
sensivel a este hormdnio. Dados mais recentes, no entanto, mostram que o epitélic pode,
assim como © estroma, desenvolver-se pelo estimulo estrogénico, apresentando lesdes
displasicas intraepiteliais, principalmente apés a puberdade (SCARANO & TABOGA, 2002,
fMANUSCLItO em preparo).

Neste estudo observou-se que os animais na idade ptibere nio foram tio sensiveis 20
tratamento como os animais de outras idades. Tal achado pode se basear no fato de que,
durante a puberdade 2 expressiao de receptores estromais para o estrogeno na prostata diminui

em funcio do aumento sérico dos niveis de testosterona (TTLLEY ef 2/, 1987).
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A agdo do estrogeno sobre o estroma nas diferentes idades estudadas, infere que o
crescimento  fibromuscular  observado em animais experimentais, em condicbes de
suplementacio estrogénica, independe, pelo menos em parte, dos niveis androgénicos.

A caracterizacdo dos efeitos do tratamento ¢rdnico com Benzoato de Estradiol sobre a
prostata de cobaias machos em diferentes fases, mostrou modificacdes provocadas pelo
horménio em questio sobre os componentes do estroma fibromuscular prostatico, de modo
que o prosseguimento deste estudo parece ser fundamental para a melhor compreensio dos

fendmenos patologicos que envolvern o horménio estrogénico nesta glindula.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figuras la-d - Cortes histolégicos de fragmentos da préstata lateral de cobaias do grupo
controle, idade pré-pibere. (a) - Visio geral de um 4cino prostatico mostrando 2 camada
muscular (m) que circunda o 4cino glandular e a camada conjuntiva (cabega de seta) abaixo do
epitého (e} pouco visivel. Hematoxilina-Fosina em historresina. 232%. (b) — Detalhe da
transi¢do estroma-epitélio onde observa-se fibras coldgenas (cabega de seta) entre o epitélio
glandular e o feixe de fibras musculares lisas. Picrossirius-Hematoxilina em paraplast. 725X {c)
- Detalhe da transicio estroma-epitélio onde estd evidenciada uma camada delgada de fibras
reticulares (cabega de seta) logo abaixo do epitélio e em disposicio circular acompanhando os
feixes de musculatura que envolvem os dcinos. Reticulina de Gémar em paraplast. 580X. (d) -
Detathe da transicio estroma-epitélio onde observa-se, raramente, a presenca de fibras elasticas

(cabega de seta) na ldmina propria. Resorcina-Fucsina em historresina. 580%.

Figuras 2a-d — Cortes histoldgicos de fragmentos da préstata lateral de cobaias do grupo
tratado, idade pré-pibere. (a) - Visio geral de um 4cino prostitico mostrando a camada
muscular (m) que circunda ¢ 4cino glandular 2 camada conjuntiva vascular (cabeca de seta)
abaixo do epitélio (¢) bem visivel. Hematoxilina-Fosina em historresina, 232X, (b) — Detalthe
de uma prega epitelial onde nota-se a presenca de fibras espessas de colageno (seta) na limina
propria. Picrossirius-Hematoxilina em paraplast. 580X. (c) - Detaihe da transicio estroma-
epitélio onde estio evidenciadas as fibras reticulares logo abaixo do epitélio (cabega de seta)
acompanhando o delineamento da limina basal e fibras se arranjando ao redor das células
musculares lisas. Reticulina de Géméri em paraplast. 580X. (d) - Detalhe da transicio estroma-
epitélio onde observa-se um aumento da limina prépria e em consequéncia das fibras eldsticas

(cabega de seta). Resorcina-Fucsina em historresina. 580X,

Figuras 3a-d — Cortes histolégicos de fragmentos da prostata lateral de cobaias do grupo
controle, idade pubere. (a) - Visio geral de um 4cino prostitico mostrando a organizacio do
epiteho (e}, da camada muscular (m) que circunda o 4cino e da camada conjuntiva vascular

(cabeca de seta). Hematoxilina-Eosina em historresing. 232X, (b) — Detalhe da transicio
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estroma-epitélio onde observa-se fibras coligenas delgadas {seta) abaixo do epitélio ¢ entre as
células musculares lisas. Picrossinus-Hematoxilina em paraplast. 725X. (¢} — Detathe da
transi¢do estroma-epitélio onde estio evidenciadas fibras reticulares mais espessas logo abaixo
do epitélio ({cabeca de seta) e fibras mais delgadas dispostas entre as células da camada
muscular. Reticulina de G6mén em paraplast. 580X. (d) - Detalhe da transicio estroma-
epitélio onde observa-se poucas fibras elisticas (cabeca de seta) distribuidas pela limina

prépria. Resorcina-Fucsina em historresina. 580X,

Figuras 4a-d — Cortes histolégicos de fragmentos da prostata lateral de cobaias do grupo
tratado, idade pubere. (a) - Visio geral de um 4cino prostatico mostrando a camada muscular
(m) que circunda o 4cino e a camada conjuntiva vascular (cabega de seta) abaixo do epitélio (e).
Hematoxilina-Eosina em historresina. 116X. (b) — Detalhe de pregas epiteliais na transicio
epitélio-estroma onde nota-se a presenca de fibras de colageno (seta) mais espessas na limina
propria. Picrossitius-Hematoxilina em paraplast. 725X. (c) - Detalhe da transi¢iio estroma-
epitélio onde estio evidenciadas as fibras reticulares que cincundam as células estromais e
camadas mais espessas abaixo do (cabega de seta). Reticulina de Gomory em paraplast. 290X.
(d) - Detalhe da transigio estroma-epitélio onde observa-se um aparente aumento na marcacio

de fibras do sistema elistico (cabega de seta). Resorcina-Fucsina em historresina. 464X,

Figuras 5a-d — Cortes histolégicos de fragmentos da préstata lateral de cobaias do grupo
controle, idade pos-puibere. (a) - Visio geral de um 4cino prostatico mostrando a camada
muscular (m) que circunda o 4cino e a carada conjuntiva abaixo do eprtélio (e). Hematoxilina-
Eosina em historresina. 91X. (b) — Detalhe da transicio estroma-epitélio onde observa-se
fibras coligenas bem delgadas (cabeca de seta) entre o epitélio glandular e o feixe muscular.
Picrossirius-Hematoxilina em paraplast. 464X. (¢) ~ Detalhe da transicio estroma-epitélio
onde estio evidenciadas fibras reticulares mais espessas logo abaixo do epitélio (cabeca de
seta) e fibras mais delgadas dispostas entre as células da camada muscular. Reticulina de
Gomory em paraplast. 580X. (d) - Detalhe da transicio estroma-epitélio onde observa-se,

raramente, a presenca de fibras eldsticas na delgada limina prépria. Resorcina-Fucsina em
historresina. 464X.
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Figuras 6a-e — Cortes histolégicos de fragmentos da prostata lateral de cobaias do grupo
tratado, idade pés pubere. (a) - Visio geral de um 4cino prostatico mostrando a camada
muscular (seta) que circunda o cino glandular mais espessa € a camada conjuntiva vascular
(cabega de seta) abarxo do epitélio {e) bem visivel. Hematoxilina-Eosina em historresina. 91X,
(b) — Detalhe de uma prega epitelial onde nota-se a presenca de fibras espessas de colageno
(seta) na lamina propria. Picrossirius-Hematoxilina em paraplast.  725X. {c} ~ Detalhe da
lamina propria mostrando o aumento de fibras coldgenas (azul) € a presenga de células
musculares lisas (smc) que se entremeiam entre essas fibras. Tricrdmico de Masson em
paraplast. 580X. (d) - Detalhe da transicio estroma-epitélio onde estio evidenciadas as fibras
reticulares logo abaixo do epitélio (cabeca de seta) acompanhando o delineamento da limina
basal. Reticulina de Gomory em paraplast. 725X. (e) - Detalhe da transigdo estroma-epitélio
onde observa-se um aumento da lamina prépria e na densidade das fibras eldsticas (cabega de

seta). Resorcmna-Fucsina em historresina. 580X,

Figuras 7a-e — Cortes histolégicos de fragmentos da prostata lateral de cobaias do grupo
controle, idade adulta. (a) - Visdo geral de um 4cino prostatico mostrando a camada muscular
(m) delgada que circunda o 4cino glandular e a camada conjuntiva pouco visivel abaixo do
epitélio (e). Hematoxilina-Fosina em historresina. 145X. (b) — Detalhe da transicdo estroma-
epitélio onde observase fibras coligenas bem delgadas (cabeca de seta). Picrossirius-
Hematoxiltna em paraplast. 725X. (c) ~ Detalhe de um acino prostatico mostrando a intima
relagio entre o epitélio e a camada concéntrica de fibras musculares lisas (vermelho) com
poucas fibras coligenas (azul) entre eles. Tricrdmico de Masson em paraplast. 464X, (d) —
Detalhe de um 4cino prostitico onde estio evidenciadas as fibras reticulares (cabeca de seta)
logo abaixo e em disposigio circular acompanhando os feixes de musculatura que envolvem os
4cinos. Reticulina de Gomory em paraplast. 290X. (e) - Detalhe da transicio estroma-epitélio
onde observa-se a presenca de poucas fibras elisticas (cabeca de seta) na lamina propria

delgada. Resorcma-Fucsina em historresina. 464X,

Figuras 8a-e — Cortes histologicos de fragmentos da préstata de cobaias do grupo tratado,
idade adulta. (a) - Visdo geral de um 4cino prostitico mostrando a camada muscular espessa

(seta) em meio as fibras estromais (cabega de seta). Hematoxilina-Eosina em historresina.



181X. (b) — Visdo de um icino prostitico onde observa-se as fibras colagenas (azul) logo
abaixo do epitélio e em meic a camada muscular (vermelho). Tricrdmico de Masson em
paraplast. Aumento: 145X. () - Detalhe de uma prega epitetial na transicio epitélio-estroma
onde nota-se a presenca de fibras espessas de coldgeno (seta). Picrossirius-Hematoxilina em
paraplast. 580X. (d) - Detalhe da transicio estroma-epitélio onde estio evidenciadas as fibras
reticulares logo abamxo do epitélio (cabega de seta) as fibras que se arranjam 20 redor das
células musculares lisas. Reticulina de Gomory em paraplast. 725X. (e) - Detalhe da transicio
estroma-epitélio onde observa-se um aumento na densidade de fibras {cabeca de seta) do

sistema eldstico na ldmina prépria da ldmina propria. Resorcina-Fucsina em historresina.
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Figuras 9-14 — Cortes ultra-finos de prostatas de cobaias observados 2 microscopia eletrénica
de transmissdo. Nas figuras 9, 10 e 11 sfio observados detalhes do estroma fibromuscular de
animais controle ptibere, pés-pibere e adulto, respectivamente, mostrando as fibras colagenas
(cabeca de seta) adjacentes a limina basal (bm) e entremeando-se entre as células musculares
lisas (smc) e fibroblastos (f). Notar em 10 e 11 a presenca de células basais (bc). 7.913X. Na
figura 12 observa-se em detalhe o estroma fibromuscular de um animal pbs-pubere tratado
mostrando os feixes colagenos (co) distribuidos entre os fibroblastos (f) e as células musculares
lisas (smc). Ha presenca de feixes eldsticos (el) distribuidos com certa abundéncia sob o epitélio
glandular {(ep) e entre as células do estroma. 20.000X. A figura 13 mostra a transigio epitélio-
estroma de um animal adulto tratado, onde ha abundancia de feixes colagenos (co} abaixo do
epitélio (ep) acompanhando o delineamento da limina basal (cabega de seta) e entre as células
estromais. Nota-se a presenca de células musculares lisas (smc) e fibras do sisterna elastico (eh
espalhadas no estroma conjuntivo. 10.200X. 14 — Detalhe do estroma fibromuscular de um
animal pos-pibere tratado onde observa-se abundéncia de feixes de coldgeno (co) intercalados

entre as células musculares lisas (seta) sob a limina basal (cabeca de seta) do epitélio glandular
prostatico {ep). 12.930X.
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TABELA 1 — Frequéndia relativa dos componentes prostiticos (%) obtida  partir de anilise
morfométrico-estereoldgica de cobaias em diferentes idades.

Ephitelium Non-muscular  Muscular stroma Lumen of the
stroma acini

Pre-puberal age C-23.3142.69 C-38.0342.68* C-253142.11* C-13.3643.77
T-21.1943.11 T-21.6443.83 T-403742.72 T-16.80+4.29
Puberal age C-2020+191 C-264143.73 C-385542.84 C-14.84+195
T-29274361 T-27.58%5.72 T-24354352 T-18.8113.14
Post-puberal age C-17.38+1.91* C-14.87+1.93* C-252643.05% C-40.46+397*
T-3036+1.83 T-27.184222 T-27283423 T-17213257
Adult age C-184612.29* C-22214339* C-2826+297+* C-30.77+2.99*
T-2523+3.01  T-272843.96 T-30494239 T-17.00+2.38

Test T Student: *p<0.05, **p<0.01
C= Control Group; T= Estrogen Treated Group -
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RESUMO

A prostata é uma glindula acesséria do sisterna reprodutor dos mamiferos com grande
volume e alta importancia funcional. Muitos trabalhos inferem que, em adigio aos andrdgenos,
os estrogenos podem estar associados com a hiperplasia benigna prostitica e o cincer
prostatico, mas nio existem evidéncias conclusivas sobre o papel dos estrogenos no tecido
prostitico normal e neoplisico. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
administragio cronica de Benzoato de Estradiol sobre a prostata lateral de cobaias nas fases
pré-pubere, ptibere, pbs-piibere e adulta, com enfoque as modificagbes provocadas por este
horménio sobre o epitélio glandular. Foram utilizados 10 animais de cada idade, sendo que,
aleatortamente 5 foram destinados ao grupo controle e 5 a0 grupo expenimental, que recebeu
injegdo subcutinea semanal de Benzoato de Estradiol. ApOs o tratamento os érgios foram
coletados, fixados e processados para o estudo em microscopias de luz e eletrbnica de
transmissdo. A andlise histopatolégica do material revelou regides onde hi ocorréncia da
Neoplasia Intraepitelial Prostitica (NIP). Apés andlise ultra-estrutural, foi observada dilatagio
das membranas internas, heterogeneidade nos tipos celulares, hipertrofia de células basais e
diminui¢o aparente das organelas citoplasmdticas em algumas células da NIP nos animais
experimentais. Observou-se ainda, perda da polaridade celular, nticleos de diversas formas,
tamanhos, em diferentes alturas e com padrbes de distrbuicio cromatinica irregular. Tais
alteragbes foram encontradas principalmente nos animais puberes, pos-plberes e adultos
frente a administracio crénica do estradiol. Tais dados reforcam os JA existentes no

entendimento do papel do estrégeno na etiologia das doencas prostiticas.

INTRODUCAO

A diferenciagio e fungio das céhulas prostiticas tém sido tradicionalmente,
considerados processos exclusivamente dependente de androgeno. No entanto vérios estudos
revelam o papel do estrégeno como agente proliferativo capaz de provocar metaplasias
epiteliais (PILKKANEM, 1993), lesdes hiperplasicas e displdsicas (McNEAL, 1988) e
adenocarcinomatosas (LEAV ¢ 4/ 1988).
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Ha evidéncias de que muitos processos bioldgicos no tecido epitelial prostitico sio

controlados por andrGgenos e estrogenos através da producio de fatores estimulatérios e

.....

BIRCH, 1995).

Os receptores de estrogeno B estio presentes nas células epiteliais basais e acinares
(DROLLER, 1997). O estrogeno induz os fibroblastos estromais a expressarem receptores
para o fator de crescimento epidermal (EGF-R), além de aumentar o nivel de receptores de
andrégenos ¢ esttmular as células basais a produzirem fatores de crescimento que atuam nas
células epitelrais (DROLLER, 1997).

Em ratos, o tratamento neonatal com 17 Beta-estradiol induz alterag@es metaplasicas
irreversiveis no epitelio das regiSes periuretrais da glindula de coagulacio, dos ductos
ejaculatorios, ¢ de regiSes da parede dorsal da uretra (ARAI et al, 1977). Em adicio 2
metaplasia escamosa, a exposi¢io a0 estradiol resulta na reducio do tamanho dos orgios
reprodutores masculinos e causa persistentes mudangas no volume relativo dos componentes
do tecido prostitico (PYLKKANEN et al., 1993).

Muitos trabalhos tem tentado esclarecer o papel do estrégeno sobre o tecido epitelial
normal e neopldsico, no entanto, os resultados ainda s3o controversos. Por 1550, O presente
estudo pretende avaliar o papel do horménio estrogénico sobre o epitélio glandular prostitico
em cobaias intactas tratadas com Benzoato de Estradiol em diferentes fases do

desenvolvimento pds-natal.

MATERIAL E METODOS

Animais

Para 2 realizagio do trabatho, foram utilizados 10 cobaias machos (Cawiz Poreellus) de
cada idade: fase pré-pibere (10 dias apés o nascimento), fase pibere (20 dias apds o
nascimento), pos-pibere (80 dias apés o nascimento), e adulta (120 dias ap0Os © nascimento),
HORSFALL ef @, (1994); provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Fstadual
Paulista, Campus de Botucatu (SP).



Os animais em cada idade, depois de acondicionados em gaiolas no biotério do
Departamento de Biologia, IBILCE/UNESP, foram dividos aleatoriamente: 5 animais para o
grupo controle e 5 para o grupo tratado. O grupo tratado recebeu inje¢io subcutinea semanal
de Benzoato de Estradiol (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missourr) diluido em dleo de
Girassol (25mg/ml) na dose de 0,4ml/semana/animal durante quatro semanas, enquanto oOs
animats do grupo controle receberam injecio subcutinea semanal do veiculo farmacoldgico
(Oleo de Girassol — 0,4ml/semana/ animal), TAM & WONG (1991). Os animais da idade pré-
pubere receberam dose Gnica do horménio aos 10 dias de vida, tendo em vista o periodo de
desmame e a fragilidade do animal recém-nato.

Apbs 15 (fase pré-pibere), 50 (fase puibere), 110 (tase pos-pubere) e 150 (fase adulta)
dias (pOs-nascimento), os animais de ambos os grupos foram levemente anestesiados com éter

etilico e mortos por deslocamento cervical.

Microscopia de luz

As prostatas removidas foram fixadas por imersio em Kamowisky modificado (solugio
de paraformaldeido a 2% e de glutaraldeido a 2% em tampio fosfato Sérensen, pH 7,2 —
0,1M) (GLAUERT, 1975), lavadas em 4gua, desidratadas em etanol, incluidas em historresina
Leica-historesin embbeding kit e seccionado a 2-3 m em micrétomo rotativo manual. Esse
material processado para historresina foi corado pela Hematoxilina-eosina. Além desta
coloragio, feita para o estudo morfolégico geral da préstata, os cortes histolégicos foram
corados pelo Azul de Toluidina 0,025% em tampio Mcllvaine pH 4,0 (MELLO & VIDAL,
1980).

Microscopia Eletrnica de Transmissio

Os fragmentos de préstata foram fixados com glutaraldeido 3% em tampéo Millonig
pH 7,3 acresaido de 4cido tanico a 0,25%, durante 15 horas, 3 temperatura ambiente. Apbs a
lavagem em tampdo, os fragmentos foram pés-fixados em solucio 2 1% de tetréxido de dsmio

em tampio Millonig pH 7,3, durante 1 hora, 4 temperatura ambiente. Depois de lavados
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brevemente em solugio tampfo, os fragmentos foram desidratados em acetona e incluidos em
araldite (COTTA-PEREIRA ¢ al, 1976).

Os cortes ultra-finos, de aproximadamente 200 nm de espessura, foram obtidos em
ultra-microtomo automatico, com navalha de diamante. Estes cortes foram contrastados pelo
acetato de uramila a 2%, por 30 minutos (WATSON, 1958) e pelo citrato de chumbo a 2% por
2 minutos (VENABLE E COGGESHALL, 1965, MODIFICADQ). As telas foram analisadas
em microscopio eletrdnico Zeiss — EM910 no Laboratério de Microscopia e Microanlise do

Departamento de Biologia — UNESP, Sio José do Rio Preto-SP.

RESULTADOS

As analises estruturais e ultra-estruturais obtidas 4 partir do tratamento com Estradiol
na cobaia mostraram padrSes epiteliais, normais e alterados, comuns para a2 maiona das idades
estudadas. Portanto, os resultados aqui apresentados serdo descritos de forma geral,
preocupando-se, no entanto, com particularidades encontradas em fases distintas.

O epitélio normal encontrado nos animais controles e em algumas regides do epitélio
glandular dos animais tratados sfio constituidos de células geralmente cilindricas e altas,
variando de acordo com a regido prostatica e a idade do animal, podendo assumir caracteristica
de cubicas ou pseudo-estratificadas (Figuras 1a, 2a, 3a, 4a, 5 e 10). Observou-se ainda, a
presenga das células basais em contato intimo com a membrana basal (Figura 5).

As células epiteliais apresentam o complexo de Golgi bastante proeminente que
localiza-se entre o micleo, de localizagio basal, e a borda luminal, em uma 4rea que aparece
pouco corada 2 microscopia de luz (Figuras 1a, 2a, 3a e 4a )-

Em meio ao epitélio glandular, nos animais adultos controle, foram identificadas
populacdes celulares com fendtipo sintético, identificadas como claras e escuras (Figuras 4b e
11). Estas células apresentaram grinulos de extrusio na superficie, caracteristicos de secrecio
do tipo apdcrina e, por vezes merderina.

Os nucleos se dispdem preferencialmente de forma polarizada na regifo basal das
células, e na maioria dos casos t€m a forma ovalada apresentando um aspecto regular de

distribuicio dos elementos cromatinicos (Figuras 2a, 3a e 4a).
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Em linhas gerais, nos animais tratados com Benzoato de estradiol observou-se
modificagSes na estrutura epitelial como aumento na densidade populacional de células com
padrbes de estratificacio identificados como ondulado e cribriforme, heterogeneidade nos
padrbes celulares (displasia) (Figuras 2b, 3b, 4c, 4d, 12 e 16), alongamento citoplasmatico
(Figura 14), alteraco no tamanho e forma dos nicleos (Figuras 1b, 8, 12 ¢ 16), perda da
polaridade basal e proeminéncia dos nucléolos (Figuras 2b, 3b e 12). Essas modificacies
caracterizamn, em linhas gerais, a chamada Neoplasia Intraepitelial Prostitica {NIP). Apesar de
apresentarem processos hiperplisicos e displisicos, notou-se a integridade das membranas
basais e das jungdes celulares laterais descaracterizando um processo neoplisico invasivo e
maligno (Figuras 12 ¢ 14).

Além das alteracBes descritas, o epitého glandular dos animais tratados apresentou
hipertrofia de células basais (Figuras 6 e 13), dilatacio das membranas internas (Figuras 6, 8, 9,
12, 13, 14 e 16} e processos apoptéticos em melo 2 hiperplasia epitelial (Figuras 2b e 15). As
modificagbes eprteliats descritas foram, sem divida, mais severas nos animais experimentais

apos a puberdade.
DISCUSSAO

Os resultados apresentados mostram as alteracdes morfologicas no epitélio prostitico
provocadas pela administragdo experimental do Benzoato de estradiol, preocupando-se em
avaliar os efeitos morfolégicos tecidual e celular. No entanto, a discussio se baseia em dados
fisiopatologicos com enfoque endocrinolégico (hormonal), os quais ddo importante suporte
bibliografico para os achados estruturais aqui avaliados, sem no entanto, fazer parte dos
objetivos do presente estudo.

O tratamento crbnico com o estradiol propiciou o aparecimento focal de leses
intraepiteliais. Estas alteragBes no componente epitelial foram descritas anteriormente em
humanos, como sendo a neoplasia intraepitelial prostitica (SHIBATA et al, 1996) e, em
animais experimentais estrogeneizados (PYLKKANEN, 1993).

A agdo do estrogeno na préstata, principalmente no epitélio, pode ser mediado
indiretamente pelo aumento da concentragio de prolactina no sangue. Estudos realizados na

prostata lateral de ratos mostraram que o estrogeno estimula a secrecdo de prolactina pela
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hipofise (NEIL et al, 1971). Alguns pesquisadores demonstraram que 2 elevagio sérica de
prolactina promove um efeito trofico na préstata lateral de ratos aumentando a conversio de
diidrotestosterona no tecido (SCHACHT et al,, 1992).

THOMPSON e colaboradores (1979) demonstraram que o efeito estimulatério do
estrégeno sobre o epitélio da vesicula seminal de ratos foi anulado na auséncia da prolactina.
Em acréscimo, o acimulo de fluido como é observado em algumas espécies de ratos apos o
tratamento com estrogenos € parcialmente suprimido apés a administracio de um agente
inibidor da prolactina (CORRALES et al., 1981).

LANE e colaboradores (1997) demonstraram que a hiperprolactinemia provocada
pelo aumento no nivel sérico de estrégenos tem um papel importante na indugio de
hiperplasia e displasia epitelial na préstata lateral e dorsal de ratos.

No entanto, estudos recentes demonstram que as células epiteliais basais e secretoras
possuem receptores para o estrogeno. Segundo DROLLER (1997), o estrégeno é capaz de
induzir os fibroblastos estromais a expressarem receptores para fatores de crescimento
epidermal, aumentar o nivel de receptores androgénicos e estimular as células epiteliais basais
da prostata a produzir fatores de crescimento que atuam nas células epiteliais luminais. Fstes
dados justificam, em parte, a hipertrofia nas células epiteliais basais e luminais observada em
nosso trabalho.

O aparecimento de carcinomas em humanos, segundo dados epidemiolégicos, ests
associado a altas taxas séricas de fator de crescimento I ligado a insulina (IGF-T) (CHAN er 4/,
1998). O IGF-1 mostrou ser um agente anti-apoptético e mitogénico na glindula prostitica. A
persistente expressio de IGF-T no epitélio basal da préstata de camundongos levou 2o
aparecimento de neoplasia nesse tecido (DIGIOVANINT ef 2/ 2000).

Tanto no cancer prostitico como na hiperplasia benigna prostitica observa-se a
expressdo de receptores para IGF-I. Segundo COHEN e colaboradores {1994), as células
estromais produzem IGF-I em resposta aos androgénios, que atua via autdcrina nas células
estromais, ou via paricrina estimulando a proliferacio epitelial. A expressio de receptores para
IGF-I mostrou ser importante no processo apoptético, na metistase de céhalas prostaticas
(BURFEIND e 4/, 1996) e na génese tumoral (DIGIOVANINI e 4/ 2000). Esse fato pode
justificar, dentre outros, o processo apoptético observado na NIP, além do aumento dos

processos apoptoticos na hiperplasia nodular prostitica (TABOGA, 1999).
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Em estudo recente, HUYNH e colaboradores (2001) sugerem que, na prostata, a
expressdo de receptores para IGF-1 ¢ dependente de estrégeno, enquanto a expressio de IGF-
I é dependente de andrégeno.

Tal resultado demonstra o porqué dos tratamentos combinados de estrogeno e
testosterona serem mais efetivos em provocar lesGes de natureza pré-maligna (PYLKKANEN
¢ af, 1993) e maligna (BOSLAND e a/, 1995) ¢, justificam também, porque observarmnos mais
freqientemente as lesdes intraepiteliais apds a puberdade, onde os niveis de testosterona
podem potencializar 2 agdo do estrégeno no epitélio glandular.

Foi observada dilatacio das membranas internas das células epitehais de padrio
cribriforme e de células nio estratificadas de animais tratados. Devido 3 hipertrofia e a
displasia epitelial , ndo foi possivel identificar 2 origem das membranas dilatadas, no entanto,
entende-se que esse processo é produto do desbalanco metabélico provocado pelo processo
de hipertrofia, onde ocorre sintese de componentes para o crescimento cehular
(MONTENEGRO & FRANCO, 1995). Além disso, sabe-se que as endomembranas,
principalmente o reticulo endoplasmético liso, sio recrutadas durante os Processos
metabdlicos que envolvem sintese e processamento de esterbides e lipidios (CARVALHO &
RECCO-PIMENTEL, 2001).

Nos animais tratados, principalmente, nas idades pos-pibere e adulta notamos nicleos
com fenGtipos itregulares, por vezes com aparéncia bizarra, em grande quantidade no epitélio
glandular.

Efeitos semelhantes a estes foram detectados em ratos castrados, apos administracio
de testosterona. ECHEVERRIA e colaboradores (1993) demonstraram que existe uma
expressio superestimada de proteinas de matriz nuclear, o que proporciona alteracdes
fenotipicas nos nicleos.

Os resultados obtidos aqui, demonstram que o estrOgeno € um importante agente
indutor de modificacbes no epitélio glandular principalmente ap6s a puberdade, tendo um

papel relevante na génese das lesdes proliferativas intraepiteliais, da displasia e da hipertrofia

epitelial.
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LEGENDAS

Figuras 1A e B — Cortes histolégicos de fragmentos da préstata lateral de cobaias da idade
pré-pibere incluidos em historresina. (A) — Detalhe do epitéhio glandular (ep) de animal do
grupo controle mostrando um arranjo colunar alto, com ntcleos ovalados e a regtio do Golgi
(cabeca de seta) mais clara. O epitélio nessa fase encontra-se praticamente apoiado sobre a
camada muscular {smc). Azul de toluidina. 725X. (B) — Detalhe do epitélio de um animal do
grupo tratado mostrando um arranjo colunar baixo, com micleos arredondados e com padrio
de distribui¢do cromatinica irregular (seta). Logo abaixo do epitélio observa-se a presenca do

estroma fibromuscular (st}. Azul de toluidina. 725X.

Figuras 2A. e B - Cortes histologicos de fragmentos da préstata lateral de cobaias da idade
pubere. (A) - Detalhe do epitélio glandular de um animal controle mostrando um arranjo
colunar baixo e 2 regido bem evidente do Golgi (cabeca de seta). O epitéhio forma pregas onde
se insere um feixe conjuntivo vascular (seta) circundado por uma camada concéntrica de
células musculares lisas (smc). Hematoxilina-eosina. 580X, (B) — Detalhe do epitélio glandular
de um animal tratado mostrando um padrio de estratificaciio identificado como crbriforme
das neoplasias intraepiteliais focais (nip) observadas apds o tratamento. Em destaque, células
em apoptose (cabega de seta), células hipertréficas de citoplasma claro (seta) e o estroma

fibromuscular (st} subjacente ao epitélio. Hematoxilina-eosina. 464X,

Figuras 3A e B - Cortes histolégicos de fragmentos da prostata lateral de cobaias da idade
pés-pibere. (A) — Detalhe do epitélio glandular {ep) de um animal controle mostrando o
arranjo colunar e a 4rea clara definida como a drea do Golgi (cabega de seta). Hematoxilina-
eosina. 464X. (B) — Detalhe do epitélio glandular de um animal tratado mostrando o arranjo
cpitelial de uma neoplasia intraepitelial prostitica focal (nip), onde observa-se nucleos
proeminentes (seta) com padrio de distribuicio cromatinica irregular, supostamente

apoptoticos e o estroma de sustentacio (st) logo abaixo. Hematoxilina-eosina. 580X.

Figuras 4A a D - Cortes histolégicos de fragmentos da prostata lateral de cobaias da idade

adulta. (A) — Detalhe do epitélio glandular de umn animal controle mostrando o arranjo colunar



e a drea clara definida como 2 drea do Golgi (cabeca de seta). Notar que o epitélio esta
praticamente sobre a camada de células musculares lisas (smc). Hematoxilina-eosina. 580X, (B)
— Detalhe de um 4cino prostatico de um animal controle mostrando diferentes fendtipos
celulares, as células claras (¢) e as células escuras (d). Observar 2 presenca de granulos de
extrusio (cabeca de seta) partindo desse epitélio secretor. Hematoxilina-eosina. 290X, ©) —~
Detalhe do epitého prostitico de um animal tratado mostrando o padrio crbriforme {cr) de
estratificagdo. Notar a distribuicio das 4reas claras nas células epitehars (cabeca de seta). Azul
de toludina. 725X, (D} — Detalhe do epitélio prostitico de um animal tratado mostrando uma

regido de neoplasia intraepitelial prostitica (nip). Hematoxilina-eosina. 580X.

FIGURAS 5-16 — Cortes ultra-finos de prostatas observados 3 microscopia eletrénica de
transmissdo. 5 — Epitélio glandular normal de um animal pubere controle mostrando parte de
uma célula basal (bc) disposta sobre a lAmina basal (cabeca de seta) e o epitélio secretor
suprajacente onde pode-se observar a presenca do Complexo de Golgi (g). Notar a presenga
de desmossomos (d) evidenciando a adesio celular. 6.969%X. 6 — Epitého glandular de animal
pubere tratado onde nota-se a dilatacio das membranas internas {cabega de seta) e hipertrofia
da célula basal (bc). 6.969X. 7 — Detalhe de uma célula epttelial acinar de um animal pds-
pubere tratado onde observa-se um alargamento das cisternas do Complexo de Golgl (gc)
acima do nucleo (nu). 10.075X. 8 — Detalhe do epitéhio glandular de um animal pés-pibere
tratado onde observa-se a dilatagio das membranas internas (cabega de seta) e niicleos de
diferentes formas. Notar a transicio de uma célula alterada para uma célula normal (seta).
5.390X. 9 ~ Detalhe do epitélio glandular de um anirnal pré-pibere tratado, mostrando a
transi¢io do epitélio normal para o alterado (seta) onde observa-se a dilatacio das membranas
interna (cabega de seta). Observar os diferentes fendtipos nucleares e a presenca de células
basais (bc). 4.676X. 10 — Epitélio glandular normal de um animal adulto controle. Observar o
arranjo do reticulo endoplasmitico granular ou tugoso (rer) ao redor do micleo e o complexo
de Golgi (g)- 7.800X. 11 — Epitélio glandular de um animal adulto tratado mostrando dois tpos
de células secretoras, a célula “clara” (¢) e a célula “escura” (d). 7.800X. 12 — Visio geral do
epitélio glandular de um animal pabere tratado onde h4 2 ocorréncia de N eoplasia Intraepitelial

Prostitica (nip). Observa-se a heterogeneidade no padrio de eletrodensidade dos tipos



celulares, a forma e o tamanho dos nicleos e o padrio de distribuicio cromatinica. H4
ocorréncia de dilatacio nas membranas internas e a presenca de células musculares lisas (smc) e
vasos sanguineos (v) abaixo da limina basal (bl ). 1.300X. 13 — Epitélio glandular de um animal
pabere tratado onde observa-se hipertrofia de células basais (bc) e a dilatacio das membranas
nternas (cabega de seta). 1.700X. 14 — Detalhe de uma célula epitelial de um animal pés-
pubere tratado onde nota-se a dilatacio das membranas internas {cabega de seta) e a presenca
de juncBes de aderéncia (*). Notar a heterogeneidade celular. 4.732X. 15 — Detalhe de ntcleos
de células epiteliais glandulares de um animal pés-piibere tratado onde observa-se padrdes de
distribuicio cromatinica irregulares e células em processo de apoptose (seta} ¢ corpos
apoptoticos {cabeca de seta). 7.800X. 16 — Detalhe do padrio cribriforme de estratificacio
epitelial de uma neoplasia intraepitelial (nip) de um animal adulto tratado onde nota-se
heterogeneidade celular, micleos de diferentes tamanhos, em diferentes alturas e com padrdes
de distribuicio cromatinica irregt‘ﬂares. Observa-se também a dilatacio das membranas
internas (cabega de seta), uma célula hipertréfica clara com poucas organelas (* ) e presenca da

Jamina basal (bl ) sobre o estroma fibromuscular (st). 3.841X.
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CONCLUSOES CERAIS

1 — A administracio crénica do Benzoato de estradiol promove alteragdes histopatoldgicas na

prostata das cobaias nas diferentes idades do desenvolvimento pés-natal.

2 — O padrio de distribuigio e a densidade das fibras e das células musculares lisas do estroma

sdo alterados, bem como a proporcio dos componentes prostiticos frente ao tratamento,

principalmente nas idades pos-pibere e adulta.

3 — Alteragdes epiteliais pré-neoplasicas e displésicas sdo incrementadas em todas as idades do

desenvolvimento pos-natal quando da administracio experimental do estradiol.

4 — As alteracGes ultra-estruturais observadas sob o efeito crdnico do Benzoato de Estradiol
sdo principalmente relacionadas aos fenétipos nucleares, distribuicio das endomembranas e

aumento na quantidade de coligeno e elastina entre as fibras musculares e as demais células do

tecido conjuntivo.
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