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RESUMO

A prostata ¢ uma glandula andrégeno-dependente susceptivel a diversas alteragdes
patoldgicas durante o envelhecimento. Varios fatores ambientais, como dieta e
desreguladores endocrinos (EDC), podem alterar a homeostase hormonal e contribuir para
o surgimento das patologias prostaticas. Os ftalatos, como o di-n-butil ftalato (DBP), sdo
utilizados na fabricagdo dos mais variados produtos, como cosméticos, embalagens de
alimentos, brinquedos e materiais de constru¢do. Sua acdo como EDC tem sido
demonstrada principalmente em estudos experimentais de exposicdo gestacional em altas
doses, quando ocorre comprometimento da formacao dos 6rgaos androgeno-dependentes. O
consumo de dieta hiperlipidica, por sua vez, também afeta a homeostase dos hormdnios
esteroides, influenciando sua sintese e biodisponibilidade, podendo acarretar em sérios
problemas de fertilidade e aumentar a incidéncia de cancer de prostata na idade adulta.
Assim, esse estudo avaliou os efeitos combinados do consumo de dieta hiperlipidica e da
exposi¢do a doses baixas de DBP, desde a gestacdo até a maturidade sexual, sobre a
resposta tecidual da prostata ventral de gerbilos machos na idade adulta. Gerbilos da
Mongolia machos (4 semanas de idade), nascidos de maes alimentadas com dieta
hiperlipidica (20% de gorduras) ou balanceada (4% de gorduras), foram agrupados em
quatro grupos experimentais: grupos Controle (C), Tratado com dieta hiperlipidica (HF),
Tratado com DBP (Ph) e Tratado com dieta hiperlipidica + DBP (HFPh). O DBP
(5mg/kg/dia) foi administrado as maes prenhes ou aos filhotes na dgua de beber. Ao
completarem 14 semanas de idade, os animais foram eutanasiados, sendo a prostata ventral
processada para microscopia de luz, para andlises histopatologicas e imunocitoquimicas.
Nossos resultados revelaram aumento no peso corporal e no indice de adiposidade apenas
nos animais Ph, indicando a agdo obesogénica desse tratamento e a ineficiéncia do
tratamento com dieta hiperlipidica na indugdo da obesidade. Nao houve variagdo nos niveis
de testosterona e estradiol entre os grupos. Os animais Ph apresentaram diminui¢cdo na
frequéncia de células PCNA-positivas. Ndo foram verificadas alteragcdes histologicas
drésticas nas prostatas dos diferentes grupos, exceto pela grande incidéncia de atrofia

epitelial nos grupos experimentais (HFPh>Ph>HF). A exposicdo a dieta hiperlipidica e ao
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DBP aumentou o surgimento de lesdes prostaticas. Contudo, o consumo isolado da dieta
hiperlipidica foi responsavel pelas mais severas altera¢des, como o surgimento de lesdes
malignas. O DBP diminuiu os focos inflamatdérios presentes na prostata dos gerbilos e
protegeu essa glandula contra as alteracdes provocadas pelo consumo da dieta hiperlipidica.
Assim, nossos dados sugerem que o consumo de dieta hiperlipidica durante os periodos
gestacional e pos-natal leva a hipertrofia prostatica e favorece a instalagdo de processos
inflamatoérios e lesdes pré-malignas e malignas. Além disso, os resultados mostraram que
baixas doses de DBP possuem papel protetor na glandula prostatica de gerbilos, diminuindo

os danos causados pelo consumo da dieta hiperlipidica.

Palavras-chave: préstata, gerbilo da Mongodlia, di-n-butil ftalato, dieta hiperlipidica,

alteracdes histopatoldgicas.
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ABSTRACT

Prostate is an androgen-dependent gland susceptible to many pathological alterations
during aging. Many environmental factors, as diet and endocrine disrupting chemicals
(EDC), can alter the hormonal homeostasis and contribute to emergence of prostatic
pathologies. Phthalates, as di-n-butyl phthalate (DBP), are used in many products,
including cosmetics, food packing, toys and building materials. Its action as EDC has been
demonstrated mainly in experimental studies of gestational exposure in high-doses, when
there is the impairment of androgen-dependent organs formation. High-fat diet intake also
affects the steroids hormones homeostasis, influencing its synthesis and bioavailability, and
may cause serious problems of fertility and increased incidence of prostate cancer in
adulthood. Thus, this study investigated the combined effects of high-fat diet intake and
exposure to low doses of di-n-butyl phthalate, from gestation to sexual maturity, on the
prostate tissue response of adult gerbils. Male gerbils (4 weeks old), were born from
mothers fed with high-fat (20% fat) or balanced diet (4% fat), were divided into 4
experimental groups: Control (C), High-fat diet exposure (HF), DBP exposure (Ph) and
High-fat diet plus DBP exposure (HFPh). DBP (5 mg/kg weight body/day) was
administered to pregnant mothers or offspring in drinking water. The animals (14 weeks
old) were killed and the ventral prostates were processed to light microscopy,
histopathological and immunohistochemistry analyses. Our results revealed increase in
body weight and adiposity index only in Ph animals, indicating the obesogenic action of
this treatment and the inefficient induction of obesity by high-fat diet. There was no
variation in testosterone and estradiol levels among the groups. Ph animals showed
decrease in PCNA-positive cells frequency. There were no drastic histological alterations in
prostates from different groups, except by the increase in epithelial atrophy among
experimental groups (HFPh>Ph>HF). The high-fat diet intake and the DBP exposure
increased the emergence of prostatic lesions. However, the high-fat diet intake was
responsible for the most severe alterations, as malignant lesions. DBP decreased
inflammatory foci in gerbil prostate and protected this gland against alterations caused by

the high-fat diet. Thus, our data suggest that the high-fat diet intake during gestational and
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postnatal periods causes prostatic hypertrophy and promotes the emergence of
inflammatory processes and premalignant and malignant lesions. Furthermore, our results
show that low doses of DBP have protective role in the gerbil prostate, decreasing the

damages caused by high-fat diet intake.

Keywords: prostate, Mongolian gerbil, di-n-butyl phthalate, high-fat diet, histopathological

alterations.
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INTRODUCAO

Prostata: desenvolvimento e morfologia

A prostata € uma glandula acessoria do aparelho genital masculino de mamiferos
cujo papel estd relacionado a reprodugdo interna, visto que sua secre¢do contém substancias
que aumentam a motilidade, a sobrevivéncia e a viabilidade dos espermatozoides. Essa
glandula apresenta muitas variagdes morfoldgicas entre os marsupiais e eutérios, podendo
apresentar organizacdo compacta, multilobar ou difusa (Price, 1963; Setchell & Breed,
2006). A préstata ndo é exclusiva dos individuos do sexo masculino, sendo também
encontrada em fémeas adultas de roedores (Custddio et al., 2004; Santos & Taboga, 2006;
Fochi et al, 2008; Biancardi et al, 2010) e humanos (Zavia¢i¢ et al., 2000). As
caracteristicas da prostata feminina ndo serdo abordadas nesse estudo, mas estudos
comprovam sua capacidade secretora, responsividade hormonal e envolvimento no
surgimento de doengas (ZaviaCi¢ et al., 2000; Santos & Taboga, 2006; Custodio et al.,
2008; 2010; Fochi et al., 2008; Santos et al., 2008).

O desenvolvimento prostatico ¢ direcionado por andrégenos produzidos pelos
testiculos fetais (Marker et al., 2003; Risbridge & Taylor, 2006). A prdstata desenvolve-se
a partir de uma subdivisdo da cloaca, o seio urogenital (UGS), estrutura formada por uma
camada epitelial derivada da endoderme e circundada por uma camada mesenquimal, de
origem mesodérmica (Marker et al., 2003). O UGS ¢ encontrado na base da bexiga urinaria
em desenvolvimento (Marker et al., 2003). Em machos e fémeas de camundongos, o UGS
surge apos o 13° dia pds-concep¢do e permanece morfologicamente indistinguivel até o
17,5° dia (Hamilton et al., 1959; Marker et al., 2003). Em humanos, a formag¢ao do UGS
tem inicio na sétima semana de gestacdo, permanecendo indiferenciado até a 10%-12%
semana de gestacdo, quando se inicia a morfogénese prostatica (Hamilton et al., 1959;
Marker et al., 2003).

A morfogénese ductal da prostata inicia-se com o crescimento de brotos epiteliais
solidos em direcdo ao mesénquima circundante, a partir do epitélio do seio urogenital
(UGE; Marker et al., 2003). Em roedores, a maioria dos ductos prostaticos ndo ¢ ramificada

ao nascimento. Contudo, durante o periodo neonatal, & medida que esses ductos crescem



em dire¢do ao mesénquima, eles bifurcam-se em ramos laterais, dando origem aos trés
pares de lobos que se mantém individualizados no adulto, resultando na préstata multilobar
ou complexo prostatico (Marker et al., 2003).

Histologicamente, os lobos prostéaticos sdo compostos de unidades tubulo-alveolares
envoltas por uma capsula fibroelastica rica em musculo liso (Abrahamsohn, 2008). Seu
epitélio € composto por células basais, secretoras e neuroendocrinas (Peehl, 1996; Feldman
& Feldman, 2001). O estroma prostatico representa um compartimento tecidual complexo.
E composto por fibroblastos e células musculares lisas (cml) imersos em uma matriz
extracelular (MEC) contendo fibras colagenas e eldsticas, que fornecem resisténcia
mecanica e flexibilidade ao tecido, e proteoglicanos, dentre outras moléculas, que se
associam a fatores de crescimento, moléculas reguladoras e enzimas remodeladoras
(Tuxhorn et al., 2001). Nesse compartimento hd ainda macrdofagos teciduais, células

endoteliais vasculares e células do sistema imune (Tuxhorn et al., 2001; 2002).

A prostata do gerbilo da Mongolia

O roedor Meriones unguiculatus (Muridae, Gerbilinae), conhecido como gerbilo ou
esquilo da Mongélia (Fig. 1a), tem sido amplamente utilizado como modelo experimental
em diversas dreas de pesquisa e ¢ considerado um excelente modelo para o estudo de
questdes relacionadas ao sistema genital masculino (Pinheiro et al., 2003; Segatelli et al.,
2004; Beu et al., 2009; Saltzman et al., 2009; Taboga et al., 2009; Juana et al., 2010; Pinto
et al., 2010a; b).

O complexo prostatico desse roedor tem sido foco de estudos do nosso grupo de
pesquisa desde 2002. Devido a compacidade e aparente fusdo de seus lobos, caracteristicas
ausentes no rato e no camundongo, o complexo prostatico do gerbilo foi interpretado como
exibindo maior semelhanga anatomica com a prdstata humana (Corradi et al., 2004).
Porém, Rochel et al. (2007) demonstraram que cada lobo da prostata do gerbilo ¢
delimitado por uma delicada cépsula de células mesoteliais, ndo se observando, dessa
maneira, a completa fusdo dos lobos como € notado em humanos (Fig. 1b-c). A Figura 1b-c
ilustra a organiza¢do multilobar da prostata de gerbilos machos, composta por quatro pares

de lobos, classificados de acordo com sua posicdo anatdémica, em dorsais, dorsolaterais,



ventrais e anteriores ou glandulas coaguladoras (Pegorin de Campos et al., 2006; Rochel et
al., 2007). Nos animais adultos, os lobos ou prostata ventral apresentam acinos com epitélio
cilindrico simples e altamente secretorio, imersos em um estroma com tecido conjuntivo
vascularizado, com poucas fibras colagenas e elasticas e cml bem compactadas ao redor dos
acinos, muito semelhante ao observado na préstata humana (Pegorin de Campos et al.,

2006).

Figura 1. Gerbilo da Mongodlia (a) e vistas lateral (b) e dorsal (¢) do complexo prostatico do gerbilo
adulto. BL, bexiga urinaria; CG, glandula coaguladora; DL, lobo dorsal; DLL, lobo dorsolateral; SV,

vesicula seminal; VL, lobo ventral; UR, uretra pélvica e musculo uretral (retirado de Rochel et al., 2007).

Apesar das suas particularidades morfologicas, a prostata dos gerbilos comporta-se
de modo semelhante a prdstata humana frente a castragdo cirargica ou quimica, em especial
no que se refere ao lobo ventral, mais sensivel a supressdo androgénica (Corradi et al.,
2004; Goes et al., 2007; Oliveira et al., 2007). Outra vantagem desse modelo animal para os
estudos da prdstata é a maior incidéncia de lesdes patologicas espontaneas decorrentes do
envelhecimento em comparagdo com outros roedores de laboratdrio (Pegorin de Campos et
al., 2006). Essa caracteristica o tem tornado um modelo mais aplicdvel para estudos de

carcinogénese experimental (Gongalves et al., 2010; 2013).

A prostata e os hormonios esteroides sexuais
Os andrdgenos sdo cruciais ndo apenas para o desenvolvimento e a diferenciagdo da
prostata durante o desenvolvimento embriondrio, mas também para sua manutengio e

homeostasia durante a vida adulta (Huynh et al., 2001; Thomson, 2001; Prins & Putz,



2008). A testosterona (T) é o principal andrégeno circulante, sendo sintetizada em grande
parte (95%) pelas células de Leydig e em menor propor¢do (5%) pela glandula adrenal
(Hsing et al., 2002; Luu-The & Labrie, 2010). A forma de maior a¢do na prostata € a di-
hidrotestosterona (DHT), andrégeno mais potente formado a partir da redugdo da T pela
enzima So-redutase (5a-r; Feldman & Feldman, 2001; Steers, 2001; McPherson et al.,
2008). Os efeitos androgénicos em células prostaticas-alvo resultam da interagdo do
horménio com receptores especificos (receptores de andréogenos — AR) pertencentes a
familia de receptores nucleares (Cunha et al., 2001).

Além dos androgenos, os estrégenos também possuem papel fundamental no
desenvolvimento normal da prdstata e na sua diferenciacdo (Marker et al., 2003; Hérkonen
& Mikeld, 2004; McPherson et al., 2008). O principal estrogeno, o 17B-estradiol, ¢
sintetizado a partir da aromatizag¢do da T pela enzima aromatase (aro). Este processo ocorre
preferencialmente no tecido adiposo, porém o 17B-estradiol também € sintetizado em
tecidos como o figado, a prdstata, os ossos, o cérebro e os testiculos (Ekman, 2000;
Hérkonen & Mikeld, 2004; Matsumoto & Bremner, 2011).

Os estrogenos agem via dois tipos de receptores especificos (McPherson et al.,
2007). Na préstata, o receptor de estrégeno tipo a (ERa) localiza-se principalmente no
estroma, enquanto o receptor de estrogeno tipo B (ERP) esta presente no epitélio e também
no compartimento estromal (Weihua et al., 2001; Carruba, 2007; Rochel-Maia et al., 2013).
O ERa possui papel proliferativo, carcinogénico e inflamatério, estimulando o
desenvolvimento de lesdes; o ERP possui papel oposto, ou seja, ele exerce papel protetor na
glandula prostatica, sendo antiproliferativo, anti-inflamatério e anticarcinogénico
(Risbridger et al., 2007). O aumento nos niveis de estrogenos pode suprimir a sintese de T,
privando a prostata de estimulagdo androgénica e induzindo a atrofia e regressdo desta
glandula (McPherson et al., 2008).

Alta incidéncia de alteracdes patologicas nessa glandula, como prostatite,
hiperplasia prostatica benigna (HPB) e adenocarcinoma, sdo descritas para a populagdo
humana, principalmente durante o envelhecimento, tendo seus efeitos refletidos na
qualidade de vida do individuo (Kim, 2011). Varios fatores ambientais, incluindo a dieta,

podem alterar significativamente os niveis e o metabolismo dos hormoénios esteroides,



contribuindo eventualmente para o desenvolvimento dessas doencas (Strom et al., 2005;
Carruba, 2006; Chan et al., 2006; Prins, 2008). Em fun¢do disso, a prostata é um drgao

bastante susceptivel a agdo de desreguladores endocrinos.

Desreguladores endocrinos

Desreguladores endocrinos (EDC) sdo substancias capazes de interferir em
diferentes etapas do metabolismo ou a¢do hormonal, tais como sintese, liberacdo,
transporte, eliminagdo, ligacdo e ativacdo de vias intracelulares (Olujimi et al., 2010; Schug
et al, 2011). A interferéncia em alguma dessas etapas pode desregular processos
dependentes de hormonios e comprometer o desenvolvimento, a homeostase e a fungdo de
varios orgdos (Kavlock et al., 1996; Santamarta, 2001; Loureiro, 2002; Queiroz &
Waissmann, 2006; Bila & Dezotti, 2007; Schug et al., 2011). Os EDC agem pela ativagao
de diferentes tipos de receptores (receptores de hormodnios esteroides nucleares € ndo
nucleares, receptores ndo esteroides e receptores Orfaos) e de vias enzimaticas envolvidas
na biossintese e/ou metabolismo de esteroides (Diamanti-Kandarakis et al., 2009). Outros
mecanismos de acdo dos EDC pouco conhecidos incluem efeitos diretos nos genes (Moral
et al., 2008) e seu impacto epigenético (Anway & Skinner, 2008). Esses efeitos sdo
particularmente problematicos, uma vez que alteragdes no programa genético durante os
estagios iniciais de desenvolvimento podem resultar em sérios efeitos posteriormente
(Schug et al., 2011).

Os EDC abrangem um amplo espectro de substancias naturais ou sintéticas,
geralmente encontradas em baixas concentragdes no meio ambiente (de pg/L a ng/L; Bila
& Dezotti, 2007). Entre os EDC naturais, destacam-se os estrogénios naturais € o0s
fitoestrogénios; entre os sintéticos, diferentes farmacos, pesticidas, bisfenol A e ftalatos
(Loureiro, 2002; Bila & Dezotti, 2007). Tem havido um interesse crescente nas ultimas
décadas nos prejuizos a saiide humana e animal causados pela exposi¢do aos EDC. A esse
respeito tém sido levantadas as seguintes questdes: 1) se tais substancias sdo capazes de
produzir efeitos toxicos em baixas concentragdes; ii) quais substancias estdo associadas aos
efeitos toxicos a baixas concentracdes; iii) se os EDC estdo presentes em concentragdes

ambientalmente relevantes que possam ser uma ameaca a saude de humanos e animais; e



1v) se existe uma concentragdo limiar abaixo da qual os EDC podem ser considerados como

seguros (Bila & Dezotti; 2007).

Di-n-butil ftalato (DBP)

Os ésteres de acidos ftalicos, mais comumente denominados ftalatos, sdo
substancias organicas derivadas do composto dacido 1,2-benzeno dicarboxilico, e
geralmente apresentam baixa toxicidade (Loureiro, 2002; Foster, 2006). Alguns exemplos
dessa categoria de EDC (Fig. 2) sdo dimetil ftalato (DMP), di-n-butil ftalato (DBP), di-(2-
etil-exil) ftalato (DEHP), butil benzil ftalato (BBP) e dietil ftalato (DEP). Estruturalmente,
os ftalatos apresentam dois grupos éster ligados a um anel benzeno. As configuragdes meta
e para sao conhecidas, respectivamente, como isoftalatos e teraftalatos. A configuracao
orto, contudo, ¢ conhecida genericamente como éster de ftalato, ou apenas ftalato (Kluwe,
1982). Os ftalatos sdo metabolizados a monoésteres por enzimas presentes em diversos

tecidos do organismo, como no figado (Fig. 3; Tanaka et al., 1978; Kluwe, 1982).
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Figura 2. Estrutura quimica de alguns ftalatos (retirado e modificado de Olujimi et al., 2010).



Os ftalatos sdo utilizados como ingredientes na fabricagcdo de diversos produtos.
Fazem parte da composi¢do de cosméticos e produtos de higiene pessoal, tais como
hidratantes, esmaltes, shampoos e protetores solares (Environmental Working Group, 2000;
Loureiro, 2002; Koniecki et al., 2011). Também s3o encontrados em equipamentos
médicos, embalagens de produtos alimenticios, brinquedos infantis e materiais de
construcio (Environmental Working Group, 2000; Bila & Dezotti, 2007). Os ftalatos ainda
sdo usados em tintas industriais, corantes, pisos vinilicos, lubrificantes e também como
plastificantes, principalmente na producdo de PVC, a fim de conceder maior flexibilidade
ao produto (Mylchreest et al., 2000; Loureiro, 2002; Bila & Dezotti, 2007; Wittassek et al.,
2011). As principais fontes de exposicdo humana aos ftalatos sdo a ingestdo de alimentos e
liquidos que tenham tido contado com plastico, tintas e outros constituintes das suas
embalagens (Blount et al., 2000; Mylchreest et al., 2000; Loureiro, 2002), bem como a
inalacdo e o contato dérmico. A exposi¢cdo aos ftalatos também pode ocorrer através da rota
intravenosa (Blount et al., 2000). Esses compostos quimicos sdo langados no ambiente a
partir de despejos domésticos e industriais, efluentes aquosos e emissdes atmosféricas

(Loureiro, 2002).
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Figura 3. Estrutura quimica genérica de ésteres de ftalatos e seu metabolito (retirado e modificado de Hauser

& Calafat, 2005).

Além de serem encontrados em amostras de urina humana (Blount et al., 2000;
Koch at el., 2003; 2007; Kondo et al., 2010; Frederiksen et al., 2011), estudos revelaram a

presenca de metabdlitos de ftalatos no leite materno (Mortensen et al., 2005; Main et al,,



2006), no fluido amniotico (Silva et al., 2004; Calafat et al., 2006) e também em alimentos,
como paes, frutas, carnes e vegetais (Bradley et al., 2013).

A determinag@o de um panorama universal para a ingestdo diaria média de ftalatos é
extremamente dificil, uma vez que essa estimativa depende, dentre outros fatores, da idade,
do sexo e dos niveis de exposi¢do ambiental a que a populagdo esta sujeita. Por exemplo, na
Alemanha, estudo realizado com 85 adultos mostrou que a ingestdo média didria dos
ftalatos DEP, DBP e DEHP ¢ 2,32 pg/kg/dia, 5,22 ng/kg/dia e 10,3 pg/kg/dia,
respectivamente (Koch et al., 2003). J4 entre os japoneses, esses valores sdo menores.
Calcula-se que a ingestdo didria média seja de 0,29 pg/kg/dia para o DEP, 1,47 pg/kg/dia
para o DBP e 5,69 ng/kg/dia para o DEHP (Kondo et al., 2010). Recentemente, Frederiksen
et al. (2011) estimaram a ingestdo didria média de DEP, DBP e DEHP, dentre outros, por
criancas e adolescentes dinamarqueses. Os valores encontrados foram 1,09 pg/kg/dia
(DEP), 4,29 ng/kg/dia (DBP) e 4,04 ug/kg/dia (DEHP).

O composto DBP (Fig. 2), juntamente com o DEHP, € o principal ftalato encontrado
nos alimentos embalados em plastico, como bolos, biscoitos, gordura vegetal, salsichas e
queijos (Loureiro, 2002). Esse composto também ¢ muito usado na produgdo de repelente
de insetos, esmaltes, produtos capilares e para limpeza de pele e shampoos para bebés
(Loureiro, 2002; Koniecki et al., 2011).

O metabolismo, a absorc¢do e a excrecdo de DBP na urina e nas fezes, assim como
de outros ftalatos, sdo considerados rapidos. Em ratos Wistar machos, por exemplo, mais de
90% do DBP administrado intravenosa ou oralmente foi excretado na urina e nas fezes dos
animais dentro de 48h apos sua administragdo (Tanaka et al., 1978). Em humanos, foi
observada taxa de excrecdo renal de aproximadamente 70% do monobutil ftalato (MBP),
principal metabdlito obtido a partir da metabolizagdo do DBP (Tanaka et al, 1978;
Anderson et al., 2001).

Os efeitos prejudiciais da exposi¢do ao DBP durante a gestag@o e a lactag@o sobre o
desenvolvimento dos sistemas genitais masculino e feminino s@o bem conhecidos. O
tratamento de ratos Sprague-Dawley com diversas doses de DBP (0,5 a 750mg/kg/dia)
durante os periodos gestacional e lactacional afetou o desenvolvimento dos drgdos genitais

e das glandulas acessorias masculinas dos animais expostos a doses superiores a



100mg/kg/dia, acarretando hipoplasia do pénis, do epididimo, da prdstata e das vesiculas
seminais (Mylchreest et al., 1998; 2000). Em alguns animais esse EDC resultou em
agenesia desses Orgdos. Outras anomalias decorrentes da exposi¢do a doses elevadas ao
DBP foram hipospadia, criptorquismo, redug¢do na distdncia anogenital, diminui¢do na
producdo de espermatozoides, degeneragdo dos tubulos seminiferos e hiperplasia das
células de Leydig (Mylchreest et al., 1998; 2000; Foster, 2006).

Carruthers & Foster (2005) estudaram o periodo critico para o desenvolvimento do
trato genital masculino da exposi¢@o a intervalos curtos (dois dias) a 500mg DBP/kg/dia
durante a gestagdo de ratos Sprague-Dawley. Segundo os autores, mesmo um periodo curto
de exposi¢do ao DBP foi capaz de provocar profundas e irreversiveis anomalias no sistema
genital dos animais tratados. Para os autores desse estudo, o periodo critico no qual
ocorrem as mais severas respostas ao tratamento com DBP € entre o 16° e o 18° dias de
gestacdo (Carruthers & Foster, 2005). Esses dados, juntamente com uma série de outros
estudos experimentais com roedores, mostraram que a exposi¢do in utero ao ftalato produz
uma série de efeitos adversos na prole masculina (Mylchreest et al., 1998; 2000; Foster,
2006). O prejuizo para o desenvolvimento dos 6rgdos andrégeno-dependentes seria devido

a acdo antiandrogénica dos ftalatos (Mylchreest et al., 1998; 2000; Foster, 2006).

Dieta hiperlipidica

A obesidade ¢ um grave problema de saude publica devido a crescente incidéncia
mundial e os prejuizos resultantes para diversos sistemas organicos (Wilborn et al., 2005),
sendo o aumento do consumo de lipidios saturados um dos fatores responsaveis por esse
aumento (Lichtenstein et al., 1998). Estudos clinicos e experimentais comprovam a relacao
entre o consumo desse tipo de gordura e o surgimento de determinadas doengas, como as
cardiovasculares, por exemplo, e diferentes tipos de canceres. A dieta rica em gordura tem
sido apontada como um dos fatores envolvidos no surgimento do cancer de prostata. Assim,
a incidéncia desse tipo de cancer ¢ seis vezes maior em paises ocidentais que nos orientais,
e uma das hipdteses versa sobre a diferenca existente entre a dieta consumida (Masko et al.,
2013). Os paises ocidentais possuem uma dieta contendo elevado teor calorico, gorduras

saturadas e proteina animal, além de baixo consumo de fruta, vegetais e grdos integrais. Por



outro lado, a dieta oriental € rica em peixes, frutas, vegetais, produtos a base de soja e graos
integrais.

A influéncia da dieta no cancer de prdstata pode ser devido a dcidos graxos
particulares (Fleshner et al., 2004; Stacewicz-Sapuntzakis et al., 2008), sendo a qualidade
da gordura, mais que a quantidade, um fator chave para essa questio (Escobar et al., 2009).
Estudos apontam que dietas contendo reduzido teor lipidico, mas elevada quantidade de
acidos graxos 6mega-3, reduziriam o desenvolvimento e a progressdo de cancer prostatico,
enquanto dietas hiperlipidicas ricas em acidos graxos 6mega-6 promoveriam o crescimento
de células cancerigenas nesse orgio (Stacewicz-Sapuntzakis et al., 2008).

Estudo recente investigou a relagcdo entre a ingestdo de gorduras e a incidéncia de
cancer de prdstata em humanos. Foi observada uma associag¢do entre o consumo elevado de
gorduras saturadas e o aumento no risco de cancer de prdstata (Pelser et al., 2013). Os
autores também notaram uma tendéncia, embora ndo significativa, de diminui¢cdo no risco
de cancer de prostata com o aumento da ingestdo de gorduras monoinsaturadas (Pelser et

al., 2013).

Associagdo entre o consumo de dieta hiperlipidica e a exposi¢do ao DBP

Segundo dados da literatura, existem evidéncias de que a exposi¢do a certos EDC,
como o dietilestilbestrol, o bisfenol A e os ftalatos, esta associada com o aumento de peso
corporal (Hatch et al., 2010; Newbold, 2010; Tang-Péronard et al., 2011). Assim, alguns
EDC também possuem efeito de desregulador metabodlico, atuando como agentes
obesogénicos (Hatch et al., 2010; Schug et al., 2011; Hao et al., 2012). Em uma recente
revisdo sobre o assunto, Tang-Péronard et al. (2011) relataram que a exposi¢do a alguns
EDC pode ainda estar associada a obesidade em humanos, sugerindo que os EDC teriam
papel significativo na epidemia da obesidade atual.

Diversos estudos epidemiologicos € com animais tém demonstrado que a exposi¢do
pré-natal a baixas doses de EDC como os ftalatos estd associada com o desenvolvimento de
obesidade em fases posteriores da vida (Newbold, 2010; Tang-Péronard et al., 2011).
Acredita-se que a exposi¢do uterina a esses compostos altere o desenvolvimento normal do

tecido adiposo, em relagdo ao nimero, ao tamanho e a distribui¢do dos adipdcitos (Hatch et
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al., 2010). A exposi¢cdo aos ftalatos, assim como a outros EDC, provoca ganho de peso
corporal. Porém esse ganho de peso tende a ocorrer apenas quando ha exposi¢do a baixas
doses de ftalatos (Newbold, 2010; Tang-Péronard et al., 2011). Em exposi¢des a doses mais
elevadas, observa-se perda de peso corporal (Tang-Péronard et al., 2011).

Conforme salientado em uma revisdo sobre esse assunto (Hatch et al., 2010), alguns
dos mecanismos responsaveis pelos efeitos obesogénicos dos EDC tém sido sugeridos a
partir de estudos clinicos, mas devido a diversidade de resultados torna-se dificil esbogar

uma conclusio sobre a relagdo exposi¢do aos EDC/obesidade.
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PROBLEMATICA DO ESTUDO

Embora existam estudos acerca da influéncia da exposi¢cdo excessiva aos ftalatos
durante a gestacdo sobre o sistema genital masculino, pouco € conhecido sobre seu impacto
no desenvolvimento da prostata. A maioria dos estudos a esse respeito avalia apenas o
efeito sobre o peso dessa glandula (Sharpe et al., 1995; Christiansen et al., 2010; Scarano et
al., 2010). Recentemente, Scarano et al. (2009) observaram que a exposi¢ao de ratos Wistar
a altas doses de DBP durante a gestagdo e a lactagdo influencia os padrdes de
desenvolvimento da prostata e leva a respostas celulares adaptativas devido a
vulnerabilidade do tecido prostatico a toxicidade provocada por esse EDC. Esses autores
notaram que as alteragdes histoldgicas causadas nessa glandula, pela exposi¢cdo ao DBP,
foram acompanhadas de remodelamento da MEC e ocorréncia de focos inflamatdrios e
neoplasias intraepiteliais prostaticas (Scarano et al.,, 2009). Esses dados, bem como de
outros estudos de nosso laboratdrio, apontam a prostata como um importante indicador de
toxicidade reprodutiva (Perez et al., 2011; Biancardi et al., 2012). Contudo, os efeitos da
exposi¢do a baixas doses de DBP por periodos prolongados sobre a histofisiologia
prostatica permanecem desconhecidos. Esse ¢ um dos propdsitos do presente estudo.

E conhecido que a obesidade ou o consumo de dieta hiperlipidica durante (Escobar
et al., 2009) ou apds (Ribeiro et al., 2012a; b) a maturacdo sexual altera os processos de
proliferacdo e morte celular na prostata ventral de ratos. Contudo, os efeitos do consumo de
dieta hiperlipidica sobre a prostata do gerbilo ainda ndo foram investigados e merecem ser
esclarecidos. Sabe-se que a alimentagcdo materna inadequada durante o desenvolvimento
fetal e/ou neonatal pode levar ao desenvolvimento de individuos obesos e com sindrome
metabdlica (Mcmillen & Robinson, 2005; Plagemann, 2005). Assim, disturbios nutricionais
ou endocrinos ocorridos durante a gestacdo podem provocar alteragcdes metabodlicas,
endocrinoldgicas ou vasculares, alterando a fungdo e a estrutura de diversos Orgdos do
recém-nascido durante a vida adulta, um processo conhecido como programacdo do
desenvolvimento (Symonds & Budge, 2009). Apesar dessas evidéncias, ainda sdo escassos
os estudos sobre os efeitos gestacionais causados por alteragdes no consumo de alimentos

sobre a histofisiologia prostdtica na idade adulta (Rinaldi et al.,, 2013) e o excesso de
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gorduras ainda ndo foi examinado em gerbilos da Mongolia. Essa ¢ a segunda questdo a ser
analisada no presente estudo.

Estudos relataram os efeitos prejudiciais da exposi¢do isolada a dieta hiperlipidica
(Escobar et al., 2009; Ribeiro et al., 2012a; b; Pelser et al., 2013) e ao DBP (Scarano et al.,
2009) sobre a glandula prostatica, e também mostraram a existéncia de evidéncias
indicando que a exposi¢do a certos EDC, como os ftalatos, estd associada ao aumento do
peso corporal (Hatch et al.,, 2010; Newbold, 2010; Tang-Péronard et al., 2011). Assim,
tendo em vista que tanto o consumo de dieta hiperlipidica como a exposi¢do aos EDC
aumentam a susceptibilidade a lesdes patoldgicas na prostata na vida adulta, torna-se
relevante avaliar os efeitos e possiveis interferéncias da acdo conjunta desses dois fatores,
questdo ainda desconhecida na literatura.

Consideramos que a analise dessas trés questdes, tendo o gerbilo da Mongolia como
modelo experimental, trard novas informa¢des sobre a resposta prostatica em termos da

exposi¢do aos EDC e padrao alimentar da sociedade atual.
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OBJETIVOS

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos combinados do consumo de dieta
hiperlipidica e da exposi¢do a doses baixas do desregulador enddcrino di-n-butil ftalato
(DBP), desde a gestagdo até a maturidade sexual, sobre a resposta tecidual da prostata
ventral de gerbilos da Mongolia machos na idade adulta. A resposta prostatica frente a
essas duas condi¢Oes foi avaliada isoladamente e em conjunto, com base 1) nas alteracdes
histolégicas e incidéncia de lesdes malignas e pré-malignas, 2) na atividade de proliferacao

celular e 3) na sinalizacdo de androgenos e estrogenos na glandula.
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RESULTADOS

Os resultados obtidos a partir desse estudo serdo apresentados na forma de um

manuscrito, que se encontra em fase de elaboragao.
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Baixas doses de di-n-butil ftalato protegem a prostata do gerbilo da Mongdlia contra
desordens inflamatorias e les6es malignas induzidas pelo consumo de dieta
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Introducio

A obesidade e a exposicdo continua a desreguladores enddcrinos (EDC) sdo dois
problemas da vida moderna com repercussdes negativas sobre a saude da populagdo
mundial. EDC s3o compostos que alteram o funcionamento normal dos hormoénios por
diferentes mecanismos (Santamarta, 2001; Loureiro, 2002; Queiroz & Waissmann, 2006;
Bila & Dezotti, 2007). Eles abrangem um amplo espectro de substancias, como
fitoestrogénios, pesticidas organoclorados, bisfenol A e ftalatos (Loureiro, 2002; Bila &
Dezotti, 2007). Entre os ftalatos, o di-n-butil ftalato (DBP) é amplamente encontrado em
produtos médicos a base de PVC, de higiene pessoal, de construgdo e alimentos (Loureiro,
2002; Koniecki et al.,, 2011; Bradley et al.,, 2013) e, embora ndo seja o ftalato mais
produzido (Loureiro, 2002), seu estudo torna-se interessante devido a sua ampla utilizacio
em produtos cotidianos.

A crescente incidéncia de obesidade e sobrepeso € uma preocupagdo atual em varios
paises, tendo em vista sua associagdo com diabetes, doengas cardiovasculares e alguns tipos
de canceres e os prejuizos e gastos com saude envolvidos (Forrester, 2013). A maior
prevaléncia de pessoas obesas € com sobrepeso € atribuida ao aumento do consumo de
calorias, particularmente de dietas ricas em lipidios, associado ao estilo de vida sedentério
da populagdo atual (Stubbs & Lee, 2004; Chen et al.,, 2009). Existem evidéncias na
literatura de que a exposi¢do a certos EDC, como os ftalatos, estd associada ao aumento de
peso corporal (Hatch et al., 2010). Assim, os ftalatos seriam responsaveis por provocar
alteragdes metabodlicas no organismo, atuando como agentes obesogénicos (Hatch et al.,
2010; Schug et al., 2011; Hao et al., 2012). Entretanto, a relagdo entre exposi¢cdo aos EDC e
obesidade ainda € pouco explorada na literatura, em parte devido a dificuldade em
discriminar os varios elementos adicionais aos quais as populagdes humanas estdo expostas
juntamente com esses dois fatores. Assim, estudos experimentais poderdo trazer novas
informagdes a respeito dessa associacao.

Estudos clinicos e experimentais apontam para os efeitos negativos da obesidade e
da exposi¢do ao DBP para a reprodu¢do masculina. A obesidade induzida por dieta
hiperlipidica prejudica a qualidade do sémen (nimero, motilidade e morfologia dos

espermatozoides; Fernandez et al., 2011). Além disso, pacientes obesos apresentam maior
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taxa de infertilidade (Guzick et al, 2001; Kort et al, 2006), disfungdo erétil e
hipotestosteronemia (Chung et al., 1999; Esposito et al., 2004). A exposicdo gestacional e
perinatal a altas doses de DBP (100 a 750mg DBP/kg/dia), bem como a outros ftalatos,
prejudica o desenvolvimento dos orgdos genitais, provocando hipoplasia dos mesmos,
hipospadia, reducdo na distdncia anogenital e criptorquismo (Mylchreest et al., 1998;
2000). Também leva a diminuicdo na producdo de espermatozoides, degeneragdo dos
tubulos seminiferos e hiperplasia das células de Leydig (Mylchreest et al., 1998; 2000).

Menor atengdo tem sido dada as alteragdes prostaticas frente ao consumo de dieta
hiperlipidica e exposi¢do ao DBP, em comparagdo com os demais componentes do sistema
genital masculino. Estudos epidemioldgicos demonstram uma correlagdo positiva entre
cancer de prostata e maior consumo de lipidios saturados (Pelser et al., 2013). Além disso,
estudos com ratos indicam que o consumo de dieta hiperlipidica e/ou a obesidade
aumentam o peso prostatico e alteram algumas vias de sinalizagdo, aumentando a
proliferacdo celular na préstata e resultando em maior incidéncia de lesdes pré-malignas e
malignas (Cai et al., 2001; Escobar et al., 2009; Ribeiro et al., 2012a; b). Contudo, ainda
nao ¢ conhecida a resposta prostatica frente a oferta de dieta hiperlipidica desde a gestacao
até a idade adulta. Por sua vez, as exposicdes gestacional e lactacional de ratos Wistar a
altas doses de DBP também levam a maior susceptibilidade de inflamagdo e neoplasias
intraepiteliais prostaticas na idade adulta (Scarano et al., 2009). Considerando-se que tanto
o consumo de dieta hiperlipidica como a exposi¢do aos EDC aumentam a susceptibilidade a
lesdes patologicas na prdstata na vida adulta, é relevante avaliar quais seriam os efeitos e
possiveis interferéncias da a¢do conjunta desses dois fatores. Além disso, existe uma lacuna
na literatura a esse respeito, visto que os estudos experimentais geralmente utilizam
elevadas doses de DBP, as quais sdo menos adequadas para estabelecer comparagdes com a
exposicao humana.

O gerbilo da Mongdlia (Meriones unguiculatus, Muridae, Gerbilinae) ¢ um roedor
de laboratorio muito utilizado em pesquisas experimentais em varias areas cientificas,
inclusive em estudos reprodutivos (Pinheiro et al., 2003; Segatelli et al., 2004; Satzman et
al., 2008; Beu et al., 2009; Taboga et al., 2009; Juana et al., 2010; Pinto et al., 2010a; b;

Gongalves et al., 2013). O complexo prostatico desse roedor € bem caracterizado (Pegorin
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de Campos et al.; 2006; Rochel et al., 2007) e o lobo ventral tem se mostrado bastante
aplicavel em estudos acerca das patologias prostaticas devido a elevada incidéncia de lesoes
malignas espontaneas durante o envelhecimento (Campos et al., 2008) ou apos a indugdo de
carcinogénese por N-Metil N-Nitrosuréia (MNU; Gongalves et al., 2010; 2013), em
comparagdo com outros roedores. Portanto, o gerbilo da Mongdlia € um bom modelo para
os estudos de toxicidade prostatica e ainda inexplorado quanto aos efeitos do consumo de
DBP ¢ dieta hiperlipidica. Assim, o presente estudo avaliou os efeitos da exposi¢do
prolongada (gestacional e pds-natal) a dieta hiperlipidica e a baixas doses do desregulador
endécrino di-n-butil ftalato (DBP) sobre a resposta tecidual e incidéncia de lesdes

patologicas na prdstata ventral de gerbilos machos adultos.

Material e Métodos
Animais e delineamento experimental

Gerbilos da Mongdlia foram mantidos em caixas de polietileno, sob condigdes
controladas de luminosidade e temperatura, com racdo e agua ad [libitum, sendo esta
fornecida aos animais em garrafas de vidro. Os procedimentos de manutengdo e
experimentacio foram apreciados e aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais
(060/2012 CEUA/UNESP).

48 fémeas recém-desmamadas (4 semanas de idade) foram divididas aleatoriamente
em 2 grupos, os quais foram alimentados com ragdo balanceada ou racdo hiperlipidica
(Tab. I) por um periodo de 8 semanas. Nao houve diferenca no ganho de peso corporal das
fémeas apos esse periodo (respectivamente 33,8+5,5g e 30,845,2¢g; p=0,1186). Ao término
do tratamento com as dietas, as fémeas foram acasaladas com machos normais (12 a 14
semanas de idade). Apos a confirmagdo do acasalamento, através de esfregaco vaginal (dia
0 de gestagdo), metade das fémeas de cada grupo foi exposta ao di-n-butil ftalato (DBP;
Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA; 5mg/kg/dia na dgua de beber). As solucdes
aquosas de DBP foram preparadas trés vezes por semana e disponibilizada aos animais em
garrafas de vidro revestidas com fita adesiva Silver Tape. O consumo médio de dgua entre
as fémeas tratadas com ragdo normal e hiperlipidica foi de 14,1+4,2 mL/dia e 12,142,3

mL/dia, respectivamente.
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Os filhotes machos (n=12 animais/grupo; 1 animal/familia) com 4 semanas de idade
foram pesados e selecionados aleatoriamente para compor os seguintes grupos: Grupo
controle (C): filhos de maes alimentadas com ragdo balanceada e assim alimentados até
maturidade sexual; Grupo tratado com dieta hiperlipidica (HF): filhos de mdes alimentadas
com ragdo hiperlipidica e alimentados com a mesma racdo até a maturidade sexual; Grupo
tratado com di-n-butil ftalato (Ph): filhos de maes alimentadas com a ragdo balanceada,
alimentados com a mesma ragdo até maturidade sexual e expostos a doses baixas de DBP
na gestacdo, lactagdo até maturidade sexual; Grupo tratado com dieta hiperlipidica e di-n-
butil ftalato (HFPh): filhos de mies alimentadas com ragdo hiperlipidica, alimentados com
a mesma ragdo do desmame até a maturidade sexual e expostos concomitantemente ao DBP
desde a gestacdo até a maturidade sexual. As doses de exposicao dos filhotes ao DBP foram
as mesmas descritas para as maes.

Ao fim do experimento, os gerbilos machos com 14 semanas de idade foram
eutanasiados por inalagdo de CO,, decapitados e o sangue coletado para as dosagens
hormonais. O indice de adiposidade, expresso em porcentagem, foi estimado a partir da
soma do peso das gorduras epididimal, retroperitoneal e visceral dividido pelo peso

corporal x 100 (Taylor & Phillips, 1996; Fernandez et al., 2011).

Tabela I. Composic¢do das dietas utilizadas.

Composicao Racgao balanceada Racio hiperlipidica#
Proteinas (%) 22 20
Carboidratos (%) 48 37
Lipideos (%) 4 20
Calorias (Kcal/g) 3,16 4,8
Outros™* (%) 26 23

* Outros: vitaminas, minerais e agua.
* Padronizada pelo Laboratério Experimental da Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu

(UNESP).
Andlises séricas hormonais

Amostras de sangue foram coletadas no momento da decapita¢do, centrifugadas

(3000rpm, 20min) e estocadas a -70°C até o momento da andlise. As dosagens hormonais
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foram realizadas em duplicata com o uso de ELISA e kits de alta sensibilidade (testosterona
e 17pB-estradiol, Cayman Chemical Company, MI, EUA), seguindo as instru¢cdes dos
fabricantes. O limite de detec¢@o para a testosterona e para o 17f3-estradiol € de 6 pg/mL e
19 pg/mL, respectivamente. As leituras foram realizadas no leitor SpectraMax Plus 384

(Molecular Devices, CA, EUA), a 405 nm.

Analises histologicas

O complexo prostatico (vesicula seminal, glandula coaguladora e lobos prostaticos
dorsolateral, dorsal e ventral) foi removido, imerso em solu¢do salina e pesado.
Posteriormente, o lobo ventral foi removido, pesado e fixado por imersdo, durante 24 horas,
em formaldeido tamponado a 4% recém-preparado ou em Metacarn (60% de metanol, 30%
de cloroférmio e 10% de acido acético), durante 3 horas. Apds a fixagdo, os fragmentos
foram processados para inclusdo em parafina (Paraplast - Merck, Darmstadt, Alemanha).
Os cortes histoldgicos (4um de espessura) foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE),
para estudos morfologicos gerais da prdstata, com reticulina de Gomori, para estudos das
fibras reticulares no estroma prostatico, € com acido periodico & reativo de Schiff (PAS),
para andlise da secrecdo glicoproteica. As laminas foram analisadas e as imagens
digitalizadas em fotomicroscopio Zeiss-Jenaval, acoplado com camara digital CCD e

Sistema de aquisicdo de imagens.

Analises estereologicas e morfométricas

As andlises estereologicas foram aplicadas aos cortes histologicos corados com HE
para a determinagdo da frequéncia relativa do tecido epitelial, [imen e estroma, segundo o
método de contagem de pontos com o uso do reticulo de Weibel (Weibel, 1963). Essas
andlises foram realizadas com o software Image Pro-Plus 6.0 (Copyright© 1993-2006,
Media Cybernetics, Inc., MD, USA), a partir de 50 campos microscopicos digitalizados
aleatoriamente no aumento de 200x (n=5 animais/grupo, 10 campos/animal), sob os quais
foi aplicado um reticulo de 130 pontos. A porcentagem relativa de cada componente foi
estimada pela contagem da intersec¢do dessas por¢des teciduais nos pontos do reticulo. A

andlise morfométrica foi realizada a partir de imagens obtidas com camera BX61VS
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(Olympus Corporation, Toquio, Japao) acoplada ao scanner de laminas V5110-SHS, do
mesmo fabricante, a fim de determinar a altura das células epiteliais da préstata e a
espessura da camada muscular do acino prostatico. Para esta analise, foram utilizadas 200
medidas de cada pardmetro por grupo experimental (n=5 animais/grupo, 40
medidas/animal). Apenas regides prostaticas morfologicamente normais foram utilizadas

nessas analises.

Analises da incidéncia e multiplicidade de lesoes prostaticas

Cortes sequenciais foram corados com HE e reticulina de Gomori e digitalizados em
aumento de 400x no scanner de laminas supracitado, para andlise da incidéncia (nimero de
individuos acometidos) e multiplicidade de lesdes (numero de focos de cada tipo de lesdo).
O corte todo foi examinado e as lesdes identificadas foram classificadas de acordo com o
sistema de classificagc@o histopatoldgica para prostata de roedores proposto por Shappell et
al. (2004) em atrofia epitelial (altura epitelial < 4pum), neoplasia intraepitelial prostatica
(PIN), carcinoma microinvasivo e desordens inflamatoérias (inflamagdo intraluminal e
periductal). Além das caracteristicas histologicas, a caracterizacdo do carcinoma
microinvasivo foi confirmada pela auséncia ou fragmentacdo das fibras reticulares na base

do epitélio acinar, analisadas nos sequenciais corados com reticulina de Gomori.

Imunocitoquimica

Os anticorpos primarios usados no presente estudo foram: AR (rabbit polyclonal, N-
20, diluicdo 1:75, sc-816, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA), PCNA (mouse
monoclonal, PC10, diluicdo 1:100, sc-56, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA) e p63
(mouse monoclonal, 4A4, dilui¢do 1:100, sc-8431, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA).
Para essa andlise, cortes histologicos fixados em formaldeido tamponado a 4% ou em
metacarn foram desparafinizados, reidratados através de gradiente de dalcoois e a
recuperacdo antigénica foi realizada com tampao citrato pH 6, a 93°C, por 20-45min. A
peroxidase enddgena foi bloqueada com H>O; 3% em metanol por 20min, e o bloqueio de
proteinas inespecificas foi feito com leite desnatado 5% (30-60min) ou background sniper

(10min; Biocare Medical, Concord, CA, EUA). Os cortes foram incubados com anticorpos
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primarios diluidos em BSA 1%, overnight a 4°C ou por lh a 37°C. Os cortes foram
incubados com anticorpo secunddrio apropriado e, posteriormente, com avidina/biotina
(ABC Staining Systems, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA), polimero Dako
(EnVision™, Dual Link System-HRP, Dako, CA, USA) ou ADVANCE™ HRP Link e
ADVANCE™ HRP Enzyme (Dako, CA, USA). A revelagio foi feita com 3,3’-
diaminobenzidina (DAB) e a contracoloracdo com hematoxilina de Harris. Os controles

negativos foram obtidos pela omissdo do anticorpo primario.

Imunofluorescéncia

Apos passarem pelos procedimentos descritos acima, os cortes histologicos foram
incubados com anticorpo primario em BSA 1% (a-actina; mouse monoclonal, 1A4,
diluicao 1:100, sc-32251, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA) overnight a 4°C.
Posteriormente, os cortes foram incubados com o anticorpo secundario goat anti-mouse
IgG-FITC (1:200; sc-2010, fluorescein conjugated, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA)
por 2h em temperatura ambiente. Os nucleos foram corados com DAPI blue (UltraCruz™
Mounting Medium: sc-24941 for fluorescence with DAPI, Santa Cruz Biotechnology, CA,
EUA).

Determinacdo do indice de proliferacdo celular e células AR e p63-positivas

O namero de células AR, PCNA e p63-positivas na prdstata ventral dos gerbilos foi
estimado em cinco animais, para os quais foram selecionados aleatoriamente cinco campos
microscopicos em aumento de 400x, totalizando 25 campos microscopicos por grupo. Para
esses campos foi determinada a porcentagem de nicleos marcados em relagdo ao total de

nucleos e calculado os valores médios por animal.

Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software GraphPad Prism 5.0
(Copyright© 1992-2007, GraphPad Software, Inc., CA, EUA). Os resultados quantitativos
foram comprovados por meio dos testes estatisticos paramétricos (ANOVA) e ndo

paramétricos (Kruskal-Wallis). p < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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Resultados
Analises biométricas

A exposicdo isolada a dieta hiperlipidica ou ao DBP, durante a gesta¢do ¢ a
lactacdo, ndo alterou o peso corporal dos filhotes a0 desmame, mas levou a um aumento de
31% quando em associagdo (Tab. I). A exposicdo gestacional e pos-natal isolada ou
conjunta a esses fatores aumentou discretamente a média do peso corporal na idade adulta;
sendo esse aumento estatisticamente significante apenas para o grupo sujeito ao DBP (Tab.
I). Esse grupo apresentou indice de adiposidade aproximadamente 35% superior em relagdo
ao grupo C (Fig. 1).

O peso umido do complexo prostatico aumentou em todos os grupos experimentais,
enquanto o peso relativo aumentou (~ 44%) apenas no grupo HFPh (Tab. I). Tanto o peso
umido do lobo ventral como o relativo aumentou em todos os grupos, sendo esse aumento
estatisticamente diferente do controle apenas nos grupos alimentados com a dieta

hiperlipidica (Tab. I).

Aspectos histopatologicos

Nao foram observadas alteragdes histoldgicas drasticas na prdstata ventral dos
gerbilos da Mongdlia adultos apds a exposicao a dieta hiperlipidica, ao DBP ou a ambos;
todos os grupos apresentaram caracteristicas de glandula madura, com &cinos amplos e
epitélio diferenciado (Fig. 2a-b, e-f, i-j, m-n). Entretanto, todos os grupos experimentais
exibiram maior frequéncia de perfis acinares com atrofia epitelial (Fig. 4a-c), conforme
confirmado pelas andlises estereoldogicas e morfométricas (Tab. II) e pela andlise da
incidéncia e multiplicidade de lesdes (Fig. 6). A atrofia epitelial foi acompanhada de
aumento do lumen acinar (Fig. 2e, i, m; Tab. II) e maior intensidade de coloracdo da
secre¢do pelo PAS, em especial nos grupos Ph e HFPh (Fig. 2j, n). Independentemente da
dieta, o tratamento dos animais com DBP levou a uma diminui¢do no volume do
compartimento estromal (Tab. II). Também se notou, para todos os grupos experimentais,
uma reducdo de aproximadamente 14 a 19% na espessura da camada subepitelial de células

musculares lisas, em comparagdo com o grupo C (Fig. 2d, h, 1, p; Tab. II). Conforme o
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esperado, uma espessa camada de fibras reticulares foi observada logo abaixo da membrana
basal em disposi¢do continua ao redor do 4cino prostaticos de todos os animais, em regides
histologicamente normais (Fig. 2c, g, k, 0).

A incidéncia geral de lesdes patologicas foi de 33, 50, 58 e 67% para os grupos C,
Ph, HF e HFPh, respectivamente (Fig. 6). Portanto, mesmo sem ter levado a obesidade, a
exposicdo isolada a dieta hiperlipidica aumentou em 76% a ocorréncia de lesdes
patoldgicas na prdstata ventral, sendo esse aumento de 103% quando combinado com o
DBP. Contudo, ao discriminar os tipos ¢ a frequéncia das lesdes, verificou-se que apenas a
dieta hiperlipidica isolada levou ao surgimento de lesdes malignas (Fig. 6), como
carcinoma microinvasivo (Fig. 3). Essa dieta também aumentou a frequéncia de lesdes pré-
malignas e inflamatdrias, em comparagdo com o grupo C (Fig. 5c, f). Os focos de lesdes
malignas identificados pelo aspecto histopatologico foram confirmados pelo rompimento
da membrana basal (Fig. 3c-d, f). Essas regides também exibiram desorganizagdo da
camada muscular subepitelial (Fig. 3a-b, €). A exposicao a baixas doses de DBP diminuiu a
incidéncia de desordens inflamatdérias e aumentou a incidéncia de PIN, em comparacdo
com o grupo C (Fig. 5b, e; 6). O grupo exposto concomitantemente a dieta hiperlipidica e
ao DBP também exibiu menor incidéncia de desordens inflamatdrias em comparag¢do com o
grupo HF (Fig. 5a, d; 6). Os dados de multiplicidade indicaram que, além da incidéncia, a
dieta hiperlipidica isoladamente aumentou o nimero de focos de lesdes teciduais, enquanto

sua associagdo com o DBP reduziu os mesmos (Fig. 6).

Analises sorologicas

Nao foram encontradas diferencgas estatisticamente significativas na mediana dos
niveis séricos de testosterona (Fig. 7a) e estradiol (Fig. 7b) entre os grupos. Contudo, os
valores numéricos do primeiro foram mais altos para os animais do grupo HFPh, e os do

segundo foram mais baixos para os do grupo Ph.
Imunocitoquimica (AR, PCNA e p63)

O aparente aumento das células AR-positivas verificado pela imunocitoquimica e

andlise quantitativa para os animais tratados apenas com a dieta hiperlipidica, em
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comparagdo com o controle, ndo foi estatisticamente significativo (Fig. 7a, d, n). Verificou-
se uma tendéncia na diminui¢do de células AR-positivas tanto no epitélio como no estroma
prostatico dos animais Ph e HFPh em relagdo ao controle e diminuicdo de
aproximadamente 29% em relagdo ao grupo HF (Fig. 7a, h, k, n).

A média da frequéncia de células PCNA-positivas no epitélio e no estroma
prostaticos foi maior no grupo tratado apenas com dieta hiperlipidica, em compara¢do com
os demais grupos (Fig. 7b, e-f, i, 1). Porém, esse aumento foi significativo apenas em
comparagdo com o grupo tratado com DBP, o qual mostrou baixa frequéncia de células
PCNA-positivas em relagdo aos demais grupos (Fig. 70).

Houve diminui¢do de células p63-positivas, embora ndo significativa, em todos os
grupos experimentais (Fig. 7c, g, j, m). Essa células diminuiram 23, 17 ¢ 29% nos animais

HF, Ph e HFPh, respectivamente (Fig. 7p).

Discussao

Esse estudo mostra que a exposicdo prolongada a dieta hiperlipidica ou a baixas
doses do desregulador enddcrino di-n-butil ftalato (DBP) ndo afeta drasticamente o
desenvolvimento e a histologia da prostata de gerbilos da Mongdlia machos, exceto pela
maior incidéncia de atrofia epitelial. Porém, essa exposicao torna a glandula prostatica mais
susceptivel ao desenvolvimento de lesdes patologicas no inicio da idade adulta. Assim, a
exposi¢ao desse roedor ao DBP aumentou a incidéncia de PIN na préstata. Por sua vez, o
consumo prolongado de alto teor lipidico aumentou as desordens inflamatodrias e lesdes pré-
malignas e malignas, levando a uma incidéncia de 42% de carcinoma microinvasivo ja no
inicio da idade adulta.

O consumo cinco vezes maior de lipidios desde a vida intra-uterina até a idade
adulta (14 semanas) ndo foi capaz de induzir obesidade no gerbilo, conforme demonstrado
pela variagdo no peso corporal e no indice de adiposidade. Estudo recente confirma ser
necessario um periodo de pelo menos 15 semanas de consumo da dieta para a indugdo da
obesidade em ratos Wistar adultos (Ribeiro et al.,, 2012b), conforme estabelecido na
padronizagdo desse modelo de obesidade (Nascimento et al., 2008). Embora a condi¢do de

obesidade ndo tenha sido alcangada nesse estudo, os dados aqui obtidos sdo preocupantes,
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pois sugerem que, para esse roedor, o consumo de dieta hiperlipidica em proporgdes
semelhantes a que estd submetida grande parte da populagdo mundial pode acarretar sérios
prejuizos para a saude prostética, independentemente da condi¢do de obesidade.

Diferentemente do consumo de dieta hiperlipidica, a administracdo isolada de
baixas doses DBP aos gerbilos, desde a gestagdo até a idade adulta, aumentou tanto o peso
corporal como o indice de adiposidade, corroborando a ideia de que os ftalatos possam
atuar como agentes obesogénicos (Hatch et al., 2010; Schug et al., 2011; Hao et al., 2012).
O aumento na adiposidade induzido pela exposi¢cdo a baixas doses de DBP pode ser devido
a alteragdes no numero, tamanho e distribuicdo dos adipdcitos ocorridas durante o
desenvolvimento do tecido adiposo (Hatch et al., 2010), que refletiram no acumulo de
gordura nas regides epididimal, retroperitoneal e visceral desses animais. Também ¢
possivel que esse ftalato, mesmo em baixas doses, tenha interferido em outros componentes
das vias de sinalizacdo hipotalamo-hipofise e glandulas enddcrinas relacionados com o
controle da adiposidade, como a leptina (Moschos et al., 2002).

A maior oferta de lipidios nos periodos gestacional e pos-natal aumentou o peso do
complexo prostatico e do lobo ventral na idade adulta. Portanto, nossos achados indicam
que o excesso de lipidios ¢ um importante fator indutor de hipertrofia prostatica,
independentemente dos demais fatores encontrados no quadro de obesidade (Cai et al.,
2001; Xie et al., 2007; Escobar et al., 2009; Kim et al., 2011; Ribeiro et al., 2012a; b). O
aumento da prostata ventral ndo foi acompanhado de alteragcdo nos niveis de proliferagdo
celular e na propor¢do dos compartimentos teciduais da glandula na idade adulta, exceto
por aumento do componente luminal. Assim, € possivel que a hipertrofia observada seja um
reflexo de alteragdes ocorridas durante o desenvolvimento fetal ou puberal da prostata e a
distarbios na proliferacdo celular nessas fases.

Sabe-se que a obesidade pela agdo da leptina pode ativar vias prd-inflamatorias
locais por meio da expressdo das citocinas como o fator de necrose tumoral tipo o (TNF-)
e interleucina 1 (Moschos et al., 2002; Shoelson et al., 2007; Lubrano et al., 2013; Masko et
al., 2013). Dados recentes indicam que a obesidade induzida a ratos adultos pela dieta
hiperlipidica aumenta as desordens inflamatorias na prdstata (Ribeiro et al., 2012a). Nossos

dados também revelam o aumento da incidéncia e do numero de focos inflamatdrios para a
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prostata dos gerbilos expostos a dieta hiperlipidica, mesmo sem inducdo da obesidade.
Assim, esses dados indicam que os lipidios por si favorecem a inflamagao prostatica.

As desordens inflamatorias sdo apontadas como importante indutor das doengas
prostaticas, estando envolvidas nos passos iniciais da carcinogénese nessa glandula (De
Marzo et al., 2007; Bernoulli et al., 2008). Assim, diversos autores sugerem que as
desordens inflamatdrias precederiam o aparecimento de lesdes pré-malignas, assim como
estas surgiriam anteriormente as lesdes malignas (Borowsky et al., 2006; Bernoulli et al.,
2008). Interessantemente, nossos resultados reiteram essa ideia, visto que o aumento de
inflamac3o prostatica observado apos o consumo de dieta hiperlipidica foi acompanhado de
alta incidéncia de carcinoma microinvasivo. A analise da expressdo dos mediadores pro-
inflamatérios como TNF-a e interleucinas-1 na glandula serdo realizadas para validar essa
ideia.

Diversos estudos relatam o risco aumentado de desenvolvimento de lesdes
prostaticas em individuos e animais obesos e/ou que ingeriram grande quantidade de
lipideos (Calle & Kaaks, 2004; Facina et al., 2012; Ribeiro et al., 2012a). Ribeiro et al.
(2012a) verificaram que a obesidade induzida por dieta hiperlipidica reduz os niveis de
testosterona circulantes e a expressdo de AR na prostata de ratos. Entretanto, esse modelo
de obesidade envolve outras alteragdes metabolicas como a resisténcia a insulina e
hiperglicemia, sendo também encontrados efeitos na expressdao de ER[, PI3K e FGF-2
(Ribeiro et al., 2012a; b). As caracteristicas de resisténcia a insulina ndo foram investigadas
nesse estudo, mas ndo foram observadas alteracdes nos niveis de esteroides sexuais ou no
numero de células AR-positivas.

O gerbilo da Mongodlia possui elevada pré-disposicdo a desenvolver lesdes
prostaticas espontaneas durante o processo de envelhecimento, como PIN, carcinoma
microinvasivo e adenocarcinoma (Zanetoni, 2002; Pegorin de Campos et el., 2006; Campos
et al., 2008), o que em parte € atribuido ao desbalanco hormonal que acomete os individuos
com a senilidade (Zanetoni, 2002). O aumento marcante de PIN e de carcinoma
microinvasivo detectado para os gerbilos expostos a dieta hiperlipidica, cujos esteroides
sexuais ndo foram alterados, trazem novas evidéncias para o papel dos lipidios no

favorecimento as lesdes malignas na prostata. A alta incidéncia de lesdes patoldgicas
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também nos permite sugerir que o elevado teor lipidico na alimentacdo durante periodos
criticos para o desenvolvimento e maturacdo prostatica leva a reprogramagdo da glandula e
provoca seu envelhecimento precoce.

A exposi¢do a baixas doses de DBP aumentou a incidéncia de PIN. Entretanto,
independentemente da dieta, esse tratamento resultou em menor incidéncia e frequéncia de
focos inflamatorios, sugerindo um papel protetor do DBP contra as desordens inflamatorias
na prostata para esse modelo experimental. Esse efeito anti-inflamatdrio foi acompanhado
de reducdo nos niveis de proliferagdo celular. Efeito oposto foi observado por Scarano et al.
(2009), que notaram aumento nas desordens inflamatdrias apds a administracdo de altas
doses desse ftalato (100mg DBP/kg/dia) a ratos Wistar durante a gestagdo e a lactagdo.
Esses autores sugerem que o DBP em doses altas exer¢a um papel citotoxico direto ou
indireto, desencadeando respostas inflamatorias ndo-bacterianas que poderiam influenciar a
patogénese das desordens adaptativas e pré-neoplasicas na prdstata do rato. A exposicdo a
compostos estrogénicos, assim como a castra¢do, também aumenta a incidéncia de
inflamag@o na prostata de ratos (Naslund et al., 1988; Stoker et al., 1999), indicando que o
estrogeno ou o aumento na relagdo estrégeno/testosterona funciona como agentes
inflamatdrios na glandula prostatica. Com base nessas evidéncias, e nas respostas teciduais
aqui observadas, tais como a diminui¢do da proliferagdo celular, € possivel sugerir que, em
baixas doses, esse desregulador enddcrino tenha interferido nas vias de sinalizagdo do
estrogeno. Embora os resultados obtidos até o momento ndo nos permitam esclarecer por
quais mecanismos isso ocorreu, trés possibilidades serdo testadas futuramente: se o DBP 1)
desequilibra a expressdo de ERo/ERJ, ii) tem uma acdo agonista sobre o ER[} ou iii)
inativa e bloqueia o ERa.. Destacamos ainda que a baixa dose de DBP utilizada no presente
estudo ndo foi suficiente para produzir um efeito antiandrogénico, como anteriormente
descrito para exposi¢des em altas doses (Mylchreest et al., 1998; Ema, 2002; Gray Jr. et al,,
2006; Aoki et al., 2011).

Sendo assim, os dados aqui apresentados mostram que o consumo continuado de
dieta hiperlipidica por gerbilos da Mongodlia, desde a gestagdo até a idade adulta, leva a
hipertrofia prostdtica e favorece a instalagio de processos inflamatdrios e lesdes pré-

malignas e malignas, resultando em um status de envelhecimento precoce. Baixas doses de
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DBP nesses periodos, quando administradas isoladamente, induzem a obesidade. A
exposicdo continuada a baixas doses desse ftalato também possui efeito anti-inflamatorio e
antiproliferativo sobre a prostata na idade adulta. Além disso, observou que a exposi¢do a
baixas doses de DBP reverte os danos causados pelo consumo de elevado teor lipidico,

protegendo o tecido prostatico contra 0s mesmos.
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Tabela I. Pardmetros biométricos de gerbilos controle (C), tratados com dieta hiperlipidica (HF), tratados com DBP (Ph) e

tratados com dieta hiperlipidica + DBP (HFPh).

Parametros biométricos n=12 Grupos experimentais

C HF Ph HFPh
Peso corporal 4s (g) 19,4+3,9* 19,5+4,3" 18,3+3,4° 25,445,6"
Peso corporal 14s (g) 59,9+5,7° 61,5+4,9*° 64,8+6,9° 64,3+4,8"°
Peso do complexo prostatico (mg) 331,8+136,4° 423,1+117,2° 443,7+135,1°  505,6£70°
Peso relativo do complexo prostatico (x107) 5,5+2° 6,8+1,6™° 6,8+1,7*° 7,9+1°
Peso da prostata ventral (mg) 9,445,2° 13+4,5° 12,343,6*° 14,743,5
Peso relativo da prostata ventral (x10™) 1,5+0,8" 2,1+0,7° 1,9+0,5*° 2,3+0,5°

Valores expressos em médiat+desvio padrao.

Os superindices " indicam diferenga significante entre os grupos (p<0,05).
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Tabela II. Parametros estereoldogicos e morfométricos de gerbilos machos dos grupos Controle (C), Tratado com dieta

hiperlipidica (HF), Tratado com DBP (Ph) e Tratado com dieta hiperlipidica + DBP (HFPh).

Parametros estereologicos e morfométricos

Grupos experimentais

Estereologia (%) *
Epitélio

Estroma

Limen
Morfometria (um)*
Altura do epitélio

Espessura de cml

C HF Ph HFPh
19,647 14,5+7,3 16,1+6,3 1649,2
51,9+14,8°  50.2+13,9°  32,4+13,2° 38,3+15°
28,5+13,3"  35,4+15,5*°  51,5£15,6° 45,7419
12,5+2,9° 11,143,6¢ 10,7+3,6° 11,6+4,1%¢
7,443 2% 6,4+3° 6+2,7° 6,1+2,6°

* 50 campos por grupo experimental (n=5 animais/grupo, 10 campos /animal).

#1200 medidas por grupo experimental (n=5 animais/grupo, 40 medidas/animal).

Valores expressos em médiat+desvio padrao.

Os superindices “° indicam diferenga significante entre os grupos (p<0,05).



LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. indice de adiposidade dos gerbilos controle (C), tratados com dieta hiperlipidica
(HF), tratados com DBP (Ph) e tratados com dieta hiperlipidica + DBP (HFPh). Estéo
representados os valores individuais de 12 animais de cada grupo experimental (circulos) e
o valor mediano por grupo (linha). Dentro de cada grupo, alguns animais exibiram o
mesmo indice de adiposidade (4 para C; 3 para HF; 2 para Ph e HFPh). * representa

diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p<0,05).

Figura 2. Cortes histologicos da prostata ventral de gerbilos controle (C; a-d), tratados com
dieta hiperlipidica (HF; e-h), tratados com DBP (Ph; i-l) e tratados com dieta hiperlipidica
+ DBP (HFPh; m-p). A andlise panoramica permite observar o aumento no volume luminal
prostatico (lu) nos animais HF (*), Ph e HFPh (**) em relagdo aos animais C
(Ph~HFPh>HF>C; a, e, i, m). A prdstata dos animais Ph e HFPh apresentou maior
intensidade de secrecdo PAS-positiva (b, f, j, m). Observou-se, em todos os grupos
estudados, integridade da membrana basal (cabeca de seta), assim como fibras reticulares
dispostas concentricamente ao acino (¢, g, Kk, 0). A imunofluorescéncia para alfa-actina
revelou células musculares lisas (smc) organizadas concentricamente ao redor dos acinos
prostaticos dos animais dos grupos C, HF, Ph e HFPh (d, h, 1, p, respectivamente). Epitélio
(ep), compartimento estromal (s). Barras: a, e, i, m: 100um; h, I, p: 50um; c¢-d, g, k, o:

20um; b, £, j, n: 10pum.

Figura 3. Carcinomas microinvasivos encontrados na prostata ventral de gerbilos tratados
com dieta hiperlipidica (HF). Note o rompimento da camada de fibras reticulares
localizadas abaixo da membrana basal (setas grossas), assim como da camada de células

musculares lisas (setas finas). Barras: e: 100um; a-¢, f: 50pum; d: 10pm.

Figura 4. Atrofia epitelial prostatica (setas duplas) encontrada na prostata ventral dos

animais tratados com dieta hiperlipidica (HF; a), tratados com DBP (Ph; b) e tratados com
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dieta hiperlipidica + DBP (HFPh; ¢). Epitélio (ep), células musculares lisas (smc). Barras:
a: 50um; b-c: 20pm.

Figura 5. Alteracdes pré-malignas encontradas na préstata ventral dos animais tratados
com dieta hiperlipidica (HF; ¢, f), tratados com DBP (Ph; b, e) e tratados com dieta
hiperlipidica + DBP (HFPh; a, d). Observa-se a presenca de células epiteliais
morfologicamente alteradas, possuindo nicleo com tamanho alterado e nucléolo evidente
(setas finas), além de figuras mitdticas (cabega de seta) e células no inicio do processo de
divisdo celular (seta grossa). Em algumas regides, ha formac¢ao de microacinos (). Nota-se
a presenca de grande quantidade de células inflamatorias (*) no limen de alguns &cinos
prostaticos (b-c). Epitélio (ep), células musculares lisas (smc), neoplasia intraepitelial

prostatica (PIN). Barras: a, ¢: 50um; b, d, f: 20um; e, insets: 10um.

Figura 6. Incidéncia e multiplicidade de lesdes encontradas nos animais dos diferentes
grupos experimentais. Grupos Controle (C), Tratado com dieta hiperlipidica (HF), Tratado
com DBP (Ph) e Tratado com dieta hiperlipidica + DBP (HFPh). Os dados de
multiplicidade correspondem a variacdo do numero de focos de lesdes encontrados em cada

grupo. n=12 animais/grupo.

Figura 7. Niveis séricos de testosterona (a) e estradiol (b) dos gerbilos controle (C),
tratados com dieta hiperlipidica (HF), tratados com DBP (Ph) e tratados com dieta
hiperlipidica + DBP (HFPh). Estdo representados os valores individuais dos animais de

cada grupo experimental (circulos) e o valor mediano por grupo (linha). n=9 animais/grupo.

Figura 8. Imunocitoquimica para AR (a, d, h, k, n), PCNA (b, e-f, i, I, 0) e p63 (¢, g, j, m,
p) na prdstata ventral de gerbilos. As setas duplas e as cabecas de setas indicam células
epiteliais e estromais imunorreativas, respectivamente. As setas simples indicam células
epiteliais ndo marcadas. Barras: a-e, g-m: 20pm; f: 10um. Os valores representam
médiaterro padrio. *° representam diferencas significantes entre os grupos. p<0,05 ¢ n=5

animais/grupo.
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CONCLUSOES GERAIS

O estudo experimental de exposi¢do continua dos gerbilos da Mongoélia desde a
gestacdo até a idade adulta a baixas doses do desregulador endo6crino di-n-butil ftalato

(DBP), a dieta hiperlipidica ou a ambos resultou nas seguintes conclusdes:

1. A exposi¢do prolongada a elevado teor lipidico, ao DBP ou a ambos ndo afeta
drasticamente a histologia prostatica na idade adulta, exceto pela maior incidéncia de
atrofia epitelial. Aparentemente a exposi¢ao aos lipidios ¢ ao DBP atua sinergicamente na

inducdo dessa atrofia.

2. A exposicdo prolongada a elevado teor lipidico ou ao DBP aumenta a susceptibilidade

ao surgimento de lesdes prostaticas na idade adulta.

3. A exposicdo gestacional e pos-natal a elevado teor lipidico altera a programagdo do
desenvolvimento prostatico e funciona como fator promotor para o surgimento de

inflamagao e lesdes malignas na prostata.

4. A exposicdo gestacional e pds-natal isolada a baixas doses de DBP diminui os focos

inflamatdrios na prostata adulta.
5. A exposicdo gestacional e pds-natal a baixas doses de DBP protege a prdstata ventral

contra as lesdes malignas e as desordens inflamatorias induzidas pelo consumo de dieta

hiperlipidica.
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