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RESUMO

A préstata é uma glandula acessoria do sistema genital responsavel pela
producdo de um liquido alcalino que garante a capacitacdo e sobrevivéncia dos
espermatozdides. O seu desenvolvimento ocorre sob influéncia de um controle
androgénico e estrogénico regulado e preciso, de forma que sensiveis interferéncias
podem predispor esta glandula a desenvolver doencas como hiperplasia prostatica
benigna e cancer durante a vida adulta e senil. A exposicdo inapropriada a estr6genos
exdgenos no periodo de desenvolvimento embrionario e neonatal tem sido relacionada a
disturbios permanentes na morfofisiologia de véarios orgdos do sistema reprodutor
masculino. Estudos epidemioldgicos indicam que homens que foram expostos a
componentes estrogénicos durante o desenvolvimento intra-uterino e neonatal
apresentaram maior probabilidade de ocorréncia de infertilidade e de cancer de testiculo
e prostata. Até o momento, ndo € possivel afirmar se existem fatores intrinsecos do
desenvolvimento que podem predispor a glandula prostéatica ao desenvolvimento de
cancer com a idade. Porém, como a exposi¢cdo precoce a hormdnios esteroides € capaz
de alterar permanentemente varios 6rgdos reprodutivos, torna-se questionavel se esses
agentes também podem interferir na estrutura e fisiologia prostatica. Com base nesses
relatos, o objetivo deste estudo foi analisar morfologicamente a préstata ventral de
gerbilos adultos expostos ao ethynylestradiol (EE) durante a primeira semana de
desenvolvimento pés-natal. Para isso, foram empregados métodos morfoldgicos,
morfométricos-estereoldgicos, imunohistoquimicos e ultraestruturais. Os resultados
obtidos demonstraram que a exposic¢do pos-natal ao EE duplicou o peso do complexo
prostatico, aumentando a frequéncia relativa dos compartimentos epitelial e estromal e a

atividade secretora no lobo ventral da prostata. Todas as glandulas expostas ao EE
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apresentaram intensa remodelacdo estromal, focos de hiperplasia epitelial e de
infiltrados inflamatorios intersticiais e intraluminais. Células AR e PCNA-positivas
tornaram-se significativamente mais frequentes no epitélio e no estroma. Células ERa-
positivas, que foram restritas ao compartimento estromal em préstatas controle, foram
frequentemente observadas no epitélio prostatico dos animais tratados. O presente
estudo demonstrou que a exposicdo ao EE durante o desenvolvimento pés-natal da
préstata ventral pode causar alteracdes organizacionais na histofisiologia deste érgéo,
predispondo os individuos precocemente a lesfes prostaticas. Estes resultados sdo de
grande importancia para a saude publica, visto que o EE tem sido cada vez mais
utilizado por mulheres em todo o mundo, e que a bioacumulagdo deste quimico

ambiental tem atingido niveis cada vez mais altos nos diferentes ecossistemas.
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ABSTRACT

The prostate is an accessory gland of genital system responsible for producing
an alkaline liquid which ensures sperm survival and capacitation. Its development
occurs under the influence of an androgen and estrogen regulated and precise control, so
sensible interferences may predispose this gland to developing diseases such as benign
prostatic hyperplasia and cancer during adult and senile life. Inappropriate exposure to
exogenous estrogens in embryonic and neonatal development period has been related to
permanent disturbances in morphophysiology of various organs of the male
reproductive system. Epidemiological studies indicate that men who were exposed to
estrogenic compounds during intrauterine and neonatal development had higher
probability of infertility and testicular and prostate cancer. Until now, it is not possible
to say whether there are intrinsic factors of development that may predispose prostatic
gland to the development of cancer with age. However, as early exposure to steroid
hormones can permanently alter various reproductive organs, it is questionable whether
such agents may interfere in the prostate structure and physiology. Based on these
reports, the aim of this study was to analyze morphologically the ventral prostate of
adult gerbils exposed to ethynylestradiol (EE) during the first week of prenatal
development. To this, we employed morphological, stereological-morphometrical,
immunohistochemical and ultrastructural methods. The results showed that the postnatal
exposure to EE duplicated the prostatic complex weight, increasing the relative
frequency of epithelial and stromal compartments, besides the secretory activity of the
ventral lobe of the prostate. All glands exposed to EE showed strong stromal reshuffling

and some foci of epithelial hyperplasia and inflammatory infiltrated in both luminal and
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epithelial or stromal compartments. Cells positive for AR and PCNA increased into the
epithelial and stromal tissues. ERa-positive cells, which are normally found into stromal
compartment of intact prostates, were frequently observed in the prostatic epithelial of
treated animals. This study demonstrated that the exposure to EE during the postnatal
development causes histophysiological alterations of this gland, predisposing to the
development of prostatic lesions during life. These results are important taking account
public health, considering the EE has been largely used by women worldwide.
Moreover, the bioaccumulation of this chemical has been increased in different

ecosystems.



1. INTRODUCAO

Desenvolvimento e morfologia da prostata

A préstata € uma glandula acesséria do sistema genital de mamiferos,
responsavel pela producéo de uma importante fracdo do fluido seminal 2. O grande
interesse em se compreender a biologia desta glandula deve-se tanto ao seu fascinante
processo de desenvolvimento, quanto a alta incidéncia de doencas prostaticas, como
adenocarcinoma e a hiperplasia prostatica benigna (HPB) 2.

O céncer de prostata € a principal e mais frequente doenca neoplasica que
atinge os homens e, embora represente uma causa comum de morbidade e mortalidade,
é passivel de prevencdo e de cura . Entre os homens americanos, o cancer de prostata
€ 0 tipo mais comum de neoplasma ndo cutaneo e a segunda maior causa de mortalidade
por carcinoma. Essa malignidade tem os androgenos e o0s estrégenos diretamente
envolvidos. Porém, a patologia molecular desse problema é complexa, pois além de ser
uma doenga relacionada a idade, a fatores hereditarios e dependente de andrégenos, é
também influenciada por outros hormdnios esterdides enddgenos, fatores ambientais,
dietas e repostas imunes e inflamatérias .

Assim como a glandula seminal, a prostata € dependente de andrégenos para o
desenvolvimento e a diferenciacdo durante a embriogénese e para sua manutencao
durante a vida adulta. A acdo desses horménios é mediada via receptores hormonais
especificos . Pesquisas demonstram que na auséncia de andrégenos, hormdnios néo
androgénicos como o estradiol e a vitamina D, em combinacdo com os receptores de
horménios podem induzir a acdo androgénica. Assim, a acdao hormonal na prostata é

determinada ndo somente pela concentracdo de andrégenos, mas também por varios



outros fatores, como 0s niveis de receptores hormonais e seus co-ativadores, presenga
de fatores de crescimento, e talvez outros fatores que ainda venham a ser identificados
(8-10).

A prostata madura € uma tem organizacdo estrutural complexa, sendo
constituida por compartimentos teciduais distintos como o compartimento luminal ou
lume, o compartimento epitelial e o compartimento estromal 9.

Em todas as espécies de mamiferos, o desenvolvimento e o crescimento da
prostata comecam ainda na vida fetal e completam-se até a maturidade sexual *?. A
formacdo da proéstata inicia-se a partir de uma subdivisdo da cloaca, no seio urogenital
(UGS), o qual é uma estrutura embrionaria ambissexual, formada por uma camada
epitelial derivada do endoderma, circundada por uma camada mesenquimal, de origem
mesodérmica “®. A partir deste UGS, em ambos 0s sexos, a bexiga se desenvolve. Em
humanos, o UGS surge aproximadamente por volta da sétima semana de gestacdo e
permanece indiferenciado até a decima ou décima-segunda semana, quando, entdo, se
inicia a morfogénese prostéatica, dependente dos andrdgenos produzidos pelos testiculos
fetais ™. A formagdo da préstata em camundongos comeca por volta do décimo-sétimo
dia de gestacdo e, em ratos, no décimo-oitavo dia 4.

Embora a morfologia da prostata varie significantemente entre os mamiferos,
0s sinais indutivos provenientes do mesénquima do UGS estdo conservados entre as
diferentes linhagens de espécies 2.

A citodiferenciacao epitelial e mesénquima-estromal ocorre simultaneamente,
duas a trés semanas depois do nascimento de mamiferos roedores, como ratos e
camundongos *¥. A medida que os corddes epiteliais sélidos se canalizam, o epitélio

se reorganiza em duas populacdes distintas de células: as células epiteliais basais, que se



localizam subjacentes & membrana basal, formando uma camada descontinua de células,
e as células luminais colunares altas, que se diferenciam e delimitam o lGmen ductal
(15,16).

O estroma prostético também se diferencia em uma camada de musculo liso
que circunda as porcdes glandulares e os ductos prostaticos *"*®. Em camundongos, a
morfogénese da ramificacdo esta quase completa duas semanas depois do nascimento
(131920 " Os njveis séricos de testosterona (T) sdo baixos durante esse periodo e o
aumento do peso da prostata é discreto. Na puberdade, os niveis desse hormdnio
comecgam a elevar-se significativamente e o peso da glandula e a quantidade de DNA
aumentam mais rapido do que durante o periodo perinatal. Em camundongos, as
proteinas secretdrias prostaticas sdo primeiramente detectadas pouco antes da puberdade
(por volta de vinte dias apds o nascimento), e aumentam concomitantemente com 0s
niveis seéricos de testosterona. No periodo fetal humano hd pouquissima atividade
secretora nas ceélulas prostaticas, presumivelmente devido a acdo dos andrdgenos
testiculares fetais 2.

A interacdo parécrina entre o epitélio e o estroma ao seu redor é fundamental
durante a morfogénese prostatica e na homeostase do 6rgdo adulto de humanos e de
roedores ®2Y. As interacdes envolvidas no desenvolvimento da préstata acontecem de
maneira reciproca: 0 mesoderma, derivado do seio urogenital (UGS), induz a
diferenciacdo epitelial e, este epitélio em desenvolvimento, induz a diferenciacdo do
mesoderma em masculo liso ??. O resultado final dessa relagéo epitélio-mesénquima é
a formacdo do tecido prostatico maduro, no qual o epitélio mostra-se com células de
fendtipos diferenciados e o estroma composto, predominantemente, por células

musculares lisas (CML). Na fase adulta de um individuo, interacGes semelhantes as



acima citadas, mantém a prdstata funcionalmente ativa através da homeostase, entre
morte e proliferagdo celular, dependente de agdo androgénica *?®. Um desequilibrio na
interacdo homeostéatica entre epitélio e estroma prostaticos pode iniciar e promover
carcinogénese nesse 6rgio ¥ e durante esses processos, 0 mecanismo de estimulacéo
parécrina, principal responsavel pelo desenvolvimento e pela manutencéo da prostata,
pode alterar-se para um mecanismo autécrino estimulado por andrégenos “2.

A expressao de receptores de andrégenos (AR) no mesénquima e no UGS é um
dos fatores que possibilita o desenvolvimento das glandulas do trato genital masculino.
O mesénquima do UGS expressa altos niveis desse receptor, enquanto que no epitélio, o
mesmo € quase indetectavel durante esse mesmo periodo. A expressdo de fatores de
crescimento paracrinos no mesénquima também é responsavel pela morfogénese
glandular e pelo crescimento das células epiteliais na prostata em desenvolvimento

(15,17)

Na maturidade sexual, a préostata do camundongo € uma glandula

a @32 Nos humanos, a

multilobulada, situada ao redor da uretra, na base da bexig
prostata € uma glandula tubulo-alveolar, composta de ductos e &cinos, com atividade
secretora principalmente ligada a porcéo alveolar, porém os ductos também podem

secretar algumas substancias que compdem o contetido final da secregdo prostatica .

A prostata do gerbilo

A utilizacdo de gerbilos, roedores murideos da subfamilia Gerbillinae, é cada
vez mais frequente na pesquisa cientifica das areas de imunologia ¢"?, de fisiologia
@9 de culturas de células ®® e de morfologia ©*3%. O gerbilo da espécie Meriones

unguiculatus tem se revelado um bom modelo para o estudo da préstata ®**", pois



nesse animal, essa glandula apresenta-se anatomicamente semelhante a prostata
humana, no que se refere a compacidade e a fusdo de seus lobos, caracteristicas ausentes
no rato e no camundongo, onde os lobos ventral, dorsal e dorso-lateral séo distintos ®°.
Histologicamente, a préstata dos gerbilos jovens (45 dias) é formada por &cinos
secretores pequenos e ainda em formacdo, apresentando epitélio simples, com pequenos
dobramentos em sua extensdo. Este compartimento € delimitado por estroma ndo
muscular, de tecido conjuntivo frouxo, subjacente ao epitélio acinar e, subjacente a este,
ha uma espessa camada de CML. Nos gerbilos adultos (120 dias), a préstata apresenta
acinos com epitélio prismatico simples e altamente secretor. Entre as porcoes
glandulares, ha estroma conjuntivo vascularizado, com poucas fibras conjuntivas e
elasticas, além de CML bem compactadas, dispostas ao redor de cada acino %, Estas
caracteristicas teciduais e a disposicdo dos elementos epiteliais, estromais e musculares
s30 também muito semelhantes as encontradas na prostata humana ©2.
Fundamentando-se nas semelhancas morfofuncionais ja estabelecidas até o
momento, é possivel criar situacdes experimentais e que correlacionem com a fisiologia
humana devido a grande importancia da préstata para a homeostase e a funcionalidade
de todo o sistema genital masculino. O estabelecimento de modelos experimentais para
0 estudo das relacdes entre epitélio e 0 estroma e o conhecimento dos componentes
celulares e macromoleculares da prostata tornam-se instrumentos muito importantes
para o entendimento do desenvolvimento, da estrutura e da fisiologia dessa glandula.
Uma caracteristica importante dessa espécie como modelo experimental para o
estudo da préstata é o desenvolvimento espontaneo de lesdes, que podem também ser

influenciadas por horménios esteréides ©9.



Regulacdo hormonal da prostata

Os androgenos tém papel central na biologia da prostata, mas os estrégenos
também exercem fungdes importantes para a homeostase da glandula.

Nos mamiferos, o principal androgeno circulante do plasma é a testosterona
(T), sendo que as células de Leydig sdo responsaveis pela producdo de 95% desse
esterdide e a supra-renal, de 5% ®. Na prostata, o hormdnio DHT (Di-hidro
testosterona) é o androgeno predominante, formado a partir de T por ag¢do da enzima So-
redutase. A T e a DHT se ligam ao mesmo tipo de receptor — o AR, porém
desencadeiam distintas funcdes fisiologicas. A T regula a diferenciacdo sexual, além de
manter as fungdes sexuais e a libido, ja a DHT tem papel fundamental durante a
virilizagcdo embrionaria puberal, aléem de ser responsavel pela funcionalidade da préstata
no individuo adulto “°.

Embora a prostata seja um alvo importante dos androgenos, ela também é
considerada dependente de estrogenos, pois expressa receptores de estrogenos dos tipos
alfa (ERa) e beta (ERB) “Y.

Os estrogenos regulam o desenvolvimento e a funcdo da préstata em varios
estagios da vida do homem, através de mecanismos diretos e indiretos “>*¥. O
crescimento, a diferenciacéo e as fungdes da prostata sdo primariamente controladas por
androgenos, mas os estrégenos modulam esses efeitos de dois modos: a via mais
importante é a da regulacdo estrogénica indireta, que interfere na producdo de
androgenos por repressdo do eixo hipotalamo-hipofise-génadas. Outra via de regulacéo
indireta por estrgeno € via prolactina. Os estrégenos também tém efeitos diretos sobre
a prostata, os quais podem ser alcancados pela producédo local do horménio, através da

aromatizacdo da T, por acdo especifica da enzima aromatase “*.



Na prostata, hé receptores de estrogenos nos fibroblastos, nas células epiteliais
basais e secretoras. Tanto o estrégeno quanto a DHT sdo capazes de diminuir a taxa de
morte celular. O aumento da concentracdo sérica de estrégenos pode promover
indiretamente o crescimento prostatico, pelo aumento da produgdo de fatores de
crescimento. Os estrogenos induzem os fibroblastos prostaticos a expressarem 0s
receptores dos fatores de crescimento epidermal e o do fibroblasto, aumentam os niveis
de AR e estimulam as células epiteliais basais a produzirem fatores de crescimento que

agem nas células epiteliais “.

Influéncia dos estrégenos sobre o desenvolvimento prostatico

Embora o desenvolvimento prostatico seja dirigido por androgenos, 0sS
estrogenos também podem influenciar a morfogénese prostatica. A exposicao
inapropriada a estrogenos durante o periodo embrionario e neonatal causa disturbios
permanentes no desenvolvimento prostatico, sendo esse processo referido como
“estrogenizagdo do desenvolvimento™ ou “imprint” >4¢),

Estudos com roedores tém demonstrado que a exposicao a estrégenos durante
as duas primeiras semanas de desenvolvimento embrionario modifica o brotamento, a
ramificacdo e a diferenciacdo prostatica masculina, de modo que a natureza dessas
alteracdes é dependente da dose de hormdnio empregada “°.

Doses altas de estrogeno causam disturbios permanentes na prostata, que
incluem reducdo do crescimento, defeitos na diferenciacdo das células epiteliais,
alteracdo da funcdo secretora e reduzida resposta a andrégenos na vida adulta “7.

Inversamente, doses baixas de estrogenos tém sido associadas ao aumento do tamanho e



atividade secretoria da glandula prostéatica no individuo adulto, e ao surgimento de
doencas prostaticas em individuos senis “&49).

Os efeitos causados por ambas as doses de estrdgenos parecem ser mediados
pelo ERa, uma vez que camundongos deficientes na producdo desse receptor ndo
apresentam alteragdes de desenvolvimento quando expostos aos estrégenos “®.

Durante o desenvolvimento prostatico normal, o AR é o receptor dominante
tanto no epitélio quanto no estroma, enquanto o ERa € expresso a baixos niveis nas
células estromais préximas aos ductos prostaticos em expansdo. Com a exposicdo a
altas doses de estrogenos, os niveis de ERo aumentam, fazendo com que a morfogénese
prostatica torne-se um processo dirigido por estrégenos. Esse evento causa interrupcoes
na expressdo coordenada de genes criticos para o desenvolvimento prostatico, entre
eles, Hox13, NKx3.1, Shh, FGF-10 e BMP-4, ocasionando uma supressdao no
brotamento e na ramificagdo prostatica “®. Por outro lado, estudos com camundongos
demonstram que, em baixas doses, os estrogenos ndo s6 interagem com o ERa, mas
também atuam como agonistas do AR, aumentando sua expressdo e atividade, fato que
ocasiona 0 maior desenvolvimento prostético 3%,

Vaérios estudos envolvendo a estrogenizacdo intra-embrionaria e neonatal de
roedores foram desenvolvidos com a finalidade de avaliar o impacto que o estrogeno e
outros compostos de acdo andloga podem causar sobre os Orgdos reprodutivos de
machos e fémeas de ratos e de camundongos “**2. O foco de interesse desses
experimentos advem do fato que nas Gltimas décadas milhGes de mulheres tém exposto
seus filhos a estrogenos sintéticos durante a gestacdo ©>°”. Dentre esses compostos
sintéticos que apresentam atividade estrogénica pode-se citar o bisfenol A (BPA), o

dietilestilbestrol (DES) e o 17a-¢etinil estradiol (EE), entre tantos outros xenoestrogenos.



O EE é um estrégeno sintético que faz parte da composicdo de muitos dos
contraceptivos utilizados na atualidade e que apresenta uma agdo muito semelhante ao
DES. Nos EUA e na Europa, é estimado que 2% a 5% das 60 milhdes de mulheres que
usam contraceptivos orais engravidam acidentalmente e, desconhecendo a gravidez,
continuam o uso dos mesmos até o terceiro ou quarto més de gestacdo. Essa alta
incidéncia de fertilizacdo ocorre devido a erros na administracdo da pilula
(principalmente por esquecimento) ou, em poucos casos, a variagdes individuais na
sensibilidade aos hormonios contraceptivos. Como a exposicdo intrauterina a esse
horménio ocorre no periodo critico para o desenvolvimento dos 6rgdos sexuais, varias
anormalidades do desenvolvimento ocorrem nesse periodo, sobretudo nos orgaos que
apresentam morfogénese dependente de hormdnios esterdides “°53°°56)

Camundongos machos expostos a baixas doses EE no periodo de
desenvolvimento intrauterino apresentaram, no periodo neonatal, um crescimento
prostatico anormal “?, e quando suas préstatas foram analisadas na vida adulta, pode-se
constatar um grande desenvolvimento glandular e uma alta expressdo de AR ©®. Esses
trabalhos demonstram que os efeitos que o EE causa sobre a prostata de camundongos

machos recém-nascidos e adultos é equivalente as alterac6es glandulares causadas pelo

BPA e pelo DES.

Justificativa do estudo

A biologia prostatica é assunto de interesse de varios pesquisadores no mundo,
principalmente devido a propensdo que essa glandula apresenta para desenvolver lesdes

durante a senescéncia “?.
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Atualmente, tém-se buscado nos processos de desenvolvimento a resposta para
o0 entendimento dos mecanismos de progressdo de patologias prostaticas, visto que o
destino de suas células é determinado durante a vida embrionéria e neonatal .

Nas ultimas décadas, os seres humanos estdo cada vez mais expostos a niveis
crescentes de poluentes ambientais. Esses quimicos ambientais, também denominados
de “desreguladores” ou “disruptores” enddcrinos, estdo presentes em quantidades
significativas no solo, no ar, na 4gua e em produtos industrializados em geral ¢”. Em
contato com o organismo, essas substancias apresentam atividade hormonal, geralmente
mimetizando androgenos ou estrogenos. Por mimetizar esterdides, 0s quimicos
ambientais podem interferir diretamente com o balango hormonal sistémico, causando
alteracdes irreversiveis nos 6rgéos regulados por esses hormonios.

O processo de desenvolvimento e de diferenciacdo prostatica é regulado
principalmente por androgenos, e sensiveis alteracdes ou interferéncias nos niveis
desses hormdnios podem alterar o padrdo normal de desenvolvimento dessa glandula
(58)'

A exposicdo pré-natal e neonatal a compostos estrogénicos como o
etinilestradiol causa diversos disturbios no desenvolvimento, incluindo malformacées
graves e alteracBes na morfofisiologia dos Orgdos do sistema genital masculino e

o #7545 Essas anormalidades do desenvolvimento estdo bem descritas para

feminin
varios 6rgaos do sistema reprodutor de ratos e camundongos e, em gerbilos, estudos
realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram, recentemente, que a exposicdo
neonatal resulta, em individuos na idade adulta, em desordens benignas e pré-malignas

8 ¢ ainda, ndo se conhece os efeitos desse tipo de exposicdo na fase senil. Assim, uma

questdo ainda permanece em aberto: se as lesdes que tem inicio na fase adulta teriam ou
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ndo continuidade e se as mesmas poderiam desenvolver graus superiores de
invasividade e progressao em longo prazo.

Atualmente, ndo é possivel afirmar se existem fatores intrinsecos do
desenvolvimento que possam predispor a glandula prostética ao desenvolvimento de
cancer sob influéncia da idade. Porém, como a exposicdo neonatal a horménios
esteroides é capaz de alterar permanentemente varios 6rgdos reprodutivos, torna-se
questionavel se essas alteracdes podem desencadear lesGes prostaticas durante a vida

adulta e senil em gerbilos.

Objetivo
O objetivo deste estudo foi avaliar se a exposicdo neonatal ao desregulador
enddcrino etinilestradiol causa alteracbes morfofisiologicas na prostata de gerbilos

durante as fases adulta e senil.

2. MATERIAL E METODOS

Animais e delineamento experimental

Os gerbilos (Meriones unguiculatus) que foram empregados neste experimento
foram provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Estadual Paulista, campus
de S&o José do Rio Preto (SP) e mantidos em caixas de polietileno, com substrato de
maravalha, sob condi¢bes controladas de luminosidade e temperatura média de 23°C,
sendo fornecidas agua filtrada e ragdo “ad libitum”. Os experimentos foram realizados

segundo o protocolo da comissdo de ética para uso de animais da UNESP (Protocolo
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nimero 061/2012 - CEUA). Neste experimento, foram utilizados 10 fémeas e 10
machos de gerbilos adultos (entre trés e quatro meses de idade).

Durante a formacdo das familias, cada macho e cada fémea foram
aleatoriamente mantidos na mesma caixa para que ocorresse o acasalamento. As fémeas
gravidas foram divididas em dois grupos experimentais. Ao nascimento, os filhotes
provenientes das ninhadas formaram os seguintes grupos: Grupo Controle (C): 1 hora
apos o nascimento da ninhada, cinco fémeas lactantes receberam doses orais diarias de
100 pl de 6leo de mineral (Nujol/Mantecorp), do 1° ao 10° dia de vida dos filhotes;
Grupo etinilestradiol (EE): 1 hora ap6s 0 nascimento da ninhada, cinco fémeas lactantes
receberam doses diarias de 10 ug/kg/dia de EE (17a-ethynyl estradiol, Sigma) diluido
em 100 pl de 6leo mineral, do 1° ao 10° dia de vida dos filhotes. Este protocolo de
tratamento foi adaptado de Thayer et al. (2001) ©¥. Todos os filhotes foram
desmamados com 21 dias de idade. Os filhotes fémeas foram destinados a outro
experimento. Dois filhotes machos de cada ninhada foram obtidos aleatoriamente, de
modo que cada grupo foi composto por 10 animais, que foram submetidos a diferentes
metodologias de analise. Todos os gerbilos machos foram eutanasiados quando
completaram 120 dias de vida.

Todos os animais foram eutanasiados por inalacdo de CO,, seguida por
decaptacdo. O peso corporeo e o peso do complexo prostatico (PrC — que corresponde a
regido da uretra associada aos lobos ventral, dorsolateral e dorsal da prostata) foram
mensurados para posterior analise biométrica. O PrC foi dissecado em
estereomicroscopio (Leica, Germany) para remover o tecido adiposo e isolar o

segmento uretral associado ao tecido prostéatico.
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Processamento histoldgico e analise histoquimica

Apo6s a pesagem, os PrC coletados (oito animais por grupo) foram fixados
em paraformaldeido 4% (em tampéo fosfato Sorensen pH 7,2- 0,1M), ou em metacarn
(solucdo de metanol 60%, cloroférmio 30% e acido acético 10%), lavados em agua,
desidratados em etanol, clarificados em xilol e, entéo, incluidos em Paraplast (Histosec,
Merk) ou historesina (Leica historesin embedding kit). Os 6rgaos foram seccionados a
3-5 um e corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) e pela reticulina de Géméri. Os cortes
histolégicos foram analisados em fotomicroscopio Olympus BX60 | (Olympus, Japan),
e as imagens foram digitalizadas nos softwares DP-BSW v3.1 (Olympus, Japan) e no

sistema virtual de laminas BX 61VS (Olympus, Tokyo, Japan).

Estereologia

As andlises estereologicas foram realizadas no sistema de teste multipontos

com 130 pontos e 10 linhas ©9

para comparar a frequéncia relativa de cada
compartimento prostatico (epitélio, limem, estroma muscular e estroma ndo muscular)
como descrito por Huttunen (1981) ©%. Para isso, foram capturados 30 campos
aleatorios de cada grupo experimental (6 campos por animal; n = 5). Os valores
relativos foram determinados pela contagem dos pontos coincidentes sobre cada
compartimento em estudo, seguido da divisdo destes pelo numero total de pontos do
sistema teste. A andlise estereoldgica foi realizada no sistema analisador de imagens,

com o programa Image Pro-Plus v6.1 para Windows (Media Cybernetics Inc., Silver

Spring, MD, USA).
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Imunohistoquimica

Os cortes histoldégicos da prdstata ventral foram desparafinizados,
reidratados em série decrescente de etanol, e submetidos & recuperacéo antigénica em
tampéo citrato (pH 6,0) a 100°C por 45 minutos. Em seguida, os cortes foram lavados
em PBS por 3 vezes de 5 minutos. Para a visualizagdo dos anticorpos primarios utilizou-
se 0 kit Leica BIOSYSTEMS NovoLink Polymer Detection System (RE7150-K) que
incluiu etapas sequenciais intercaladas com etapas de lavagem (PBS 3 x 5 minutos),
como se descreve a seguir: A atividade enddgena da peroxidase foi neutralizada através
da aplicacdo de Novocastra Peroxidase Block por 10 minutos, seguiu-se a isto a
aplicacdo do Novocastra Protein Block por 5 minutos, para reduzir a ligacdo nao
especifica dos anticorpos primarios e do polimero. Subsequentemente, os cortes foram
incubados com o anticorpo primario para o receptor de andrégeno (Anti-AR, rabbit
polyclonal 1gG, N-20, Santa Cruz Biotechnology) ou receptor de estrogeno alfa (Anti-
ERa, rabbit polyclonal IgG, MC-20, Santa Cruz Biotechnology), antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA, mouse monoclonal 1gG2a, SC 56, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) ¢ a-actina de musculo liso (mouse monoclonal 1gG2a, sc-
32251, IA4, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) em uma diluicdo de 1:100 e
mantidos a 4°C overnight. No dia seguinte foi incubado com o Novocastra Post Primary
Block por 1 hora, apds este tempo foi aplicado o NovoLink Polymer por 1 hora. Depois
os cortes foram incubados com uma solucéo (1:20) de Novocastra DAB Chromogen e
NovoLink DAB Substrate Buffer, respectivamente; a reacdo produziu um precipitado de
cor castanha. Os cortes foram contrastados com Novocastra Hematoxylin, desidratadas
em series crescentes de etanol, montadas em Entellan (MERK) e avaliadas em

microscopia de luz convencional.
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Quantificacdo de células AR- e PCNA-positivas

Para a quantificacdo de células AR- e PCNA-positivas foram capturadas 30
fotomicrografias (aumento de 400x) de cada grupo experimental. Para cada imagem, foi
obtido o nimero total de células positivas e negativas por area de interesse (epitélio e
estroma). A frequéncia (%) de células AR- e PCNA-positivas foi obtida em funcdo do
namero total de células por area. Entre células positivas e negativas, foram contadas of

5.800 células para AR, e 4.600 células para PCNA.

Analise estatistica

Os testes de hipdtese utilizados para determinar a significancia estatistica
foram o teste de Man-Whitney para dados de distribuicdo ndo-paramétrica e o teste-t
para dados paramétricos. Todas as analises foram realizadas no software Statistica 6.0
(StarSoft, Inc., Tulsa).Anéalise descrita dos dados com medidas de tendéncia central e
dispersdo e testes para verificacdo da normalidade dos dados com o teste Kolmogorov
Smirnov. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05). Todos os valores foram

representados pela média * erro padrdo da média.

Analise Ultraestrutural

Os fragmentos de 0,5 mm da préstata ventral de gerbilos foram fixados em
glutaraldeido 2,5% diluido em tampdo Millonig pH 7.3 contendo acido tanico 0.25%,
durante 24 horas. Apo6s lavagem em tampdo, o material foi pos-fixado em tetréxido de
6smio 1% no mesmo tampdo, por 2 horas. Posteriormente, os fragmentos foram

desidratados em acetona e incluidos em resina Araldite ®Y. As telas de cobre contendo
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os cortes ultrafinos foram contrastadas com solu¢do de acetato de uranila a 2% (20
minutos), lavadas em agua bidestilada, mergulhadas em solucéo de citrato de chumbo a
2% (6 minutos) e lavadas novamente. A andlise ultraestrutural das glandulas prostaticas

foi realizada no microscopio eletrdnico de transmissdo Zeiss-Modelo EM 910.
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3. RESULTADOS

Biometria

N&o foi observada diferenca significativa no peso corpéreo dos animais dos
dois grupos experimentais. Contudo, o PrC e o PrC relativo tornaram-se cerca de duas

vezes maiores (p < 0.05) nos machos adultos expostos ao EE (Tabela I).

Morfologia e estereologia

Todas as prostatas ventrais dos animais submetidos ao tratamento neonatal com
EE apresentaram alteracdes morfologicas epiteliais e estromais (Fig. 1). O
compartimento epitelial tornou-se muito proliferativo, exibindo diversos focos de
crescimento hiperplasico (Fig. 1c-f). O estroma tornou-se muito celularizado e
comprometido por infiltrados inflamatorios (Fig. 1e). As fibras reticulares, que no grupo
controle eram delgadas e restritas a base do epitélio, passaram a formar redes complexas
distribuidas desde a base do epitélio até regides profundas do estroma interalveolar (Fig.
1g-h).

A analise estereologica (Tabela 1) corroborou os dados morfologicos,
demonstrando que ocorreu um aumento significativo dos compartimentos epitelial e

estromal, com consequente diminui¢do da frequéncia relativa luminal (p < 0.05).
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Andlise imunohistoquimica

AR

Células AR-positivas foram observadas no epitélio e no estroma da préstata
ventral dos grupos controle e EE (Fig. 2a-d). Contudo, ocorreu um aumento

significativo das imunomarcagdes epiteliais e estromais no grupo EE (p < 0.05; Fig. 3).

PCNA

Células PCNA-positivas foram pouco frequentes no compartimento epitelial
(5.5 £ 0.5%) e estromal (3.8 £ 0.3%) da prostata ventral de gerbilos controle (Fig. 2e,
4). Contudo, estas células tornaram-se muito frequentes no grupo EE, principalmente
em regides hiperplésicas epiteliais e estromais (Fig. 2f-h). A quantificacdo de células
PCNA-positivas demonstrou um aumento significativo das imunomarcacoes epiteliais

(43.0 + 1.8%) e estromais (28.6 + 1.4%) (Fig. 4).

ERa

Na prostata ventral de gerbilos controle os fibroblastos e as células musculares
lisas exibiram fracas marcacdes nucleares para ERa (Fig. 5a). No entanto, no grupo EE
0 padrdo de marcacdo foi bastante distinto, com marcacGes nucleares nas células

epiteliais e marcacdes citoplasmaticas e nucleares nas células estromais (Fig. 5b-d).

a-Actina
A imunomarcagdo para o-actina de musculo liso demonstrou que o tratamento
com EE ocasionou um remodelacéo das células musculares lisas ao redor dos alvéolos

prostaticos (Fig. 5e-h). Nos grupos tratados com EE pode-se observar um aparente
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aumento na espessura da camada de musculatura lisa, bem como um desarranjo e

interrupgdo da mesma em &reas de intensa proliferacédo epitelial (Fig. 5g).

Analise ultraestrutural

O tratamento com EE causou alteragdes no padrdo ultraestrutural da prostata
ventral de gerbilos (Fig. 6). O epitélio secretor, que era simples cilindrico na prostata
controle, apresentou muitas areas de estratificagcdo no grupo EE. As células epiteliais
tornaram-se menores, porém com citoplasma rico em reticulo endoplasmatico rugoso e
complexo de Golgi (Fig. 6b, c). Corpos lamelares com acumulo de ceramidas foram
frequentemente observados nas células epiteliais prostaticas. Estes corpos representam
dobras da membrana plasméatica com arranjo em espiral (Fig. 6b). No estroma, as
células musculares lisas do grupo EE exibiram um fenétipo contrétil, caracterizado pela

presenca de muitos corpos densos e vesiculas pinociticas (Fig. 6d).
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Figura 1. (a-b) Cortes histologicos da prostata ventral de gerbilos adultos controle
corados pela hematoxilina-eosina (HE). Epitélio (Ep), estroma (S), camada de células
musculares lisas (SMC). (c-f) Cortes histoldgicos da préstata ventral de gerbilos adultos
tratados com EE. Coloracdo: HE. Os alvéolos sdo revestidos por um epitélio
desenvolvido e hiperplasico (setas). No lumen, pode-se observar o acumulo de micro
calculos (*). Focos inflamatérios (In) sdo muito comuns nas glandulas expostas ao EE.
(9-h) Cortes histoldgicos da prostata ventral de gerbilos controle (g) e tratados com EE
(h). Coloragdo: reticulina de Gomori. Fibras reticulares (setas), fibras colagenas (CO).
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Figura 2. Imunohistoquimica para receptor de androgenos (AR) e para o antigeno
nuclear de proliferagdo celular (PCNA). Controle: a, e; EE: b-d, f-h. Setas indicam
marcacOes nucleares epiteliais e estromais para AR e PCNA. Células AR-positivas
foram observadas em éareas de intensa proliferagdo celular (b-d) e em regibes com
infiltrados inflamatorios (*, b-c). Células PCNA-positivas foram raras nas prostatas
ventrais de gerbilos controle (e), entretanto tornaram-se muito frequentes nos

compartimentos epiteliais e estromais do grupo EE (f-h).
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Figura 3. Frequéncia de células epiteliais e estromais AR-positivas na prostata ventral

masculina dos grupos controle e tratados com EE. Os valores foram representados pela

média = SEM. Os asteriscos representam diferencas estatisticamente significativas entre

0s grupos experimentais (p < 0,05); n =30 campos em 3 animais / grupo.
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Figura 4. Frequéncia de células epiteliais e estromais PCNA-positivas na prostata
ventral masculina dos grupos controle e tratados com EE. Os valores foram
representados pela média £ SEM. Os asteriscos representam diferencas estatisticamente

significativas entre 0s grupos experimentais (p < 0,05); n = 30 campos em 3 animais /

grupo.
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ER-a a-actin

Figura 5. Imunohistoquimica para receptor de estrogeno alfa (ERa; a-d) e para a-actina
de musculo liso (e-h). No grupo controle (a) foram observadas marcagdes para ERa no
nucleo de células estromais (setas), enquanto que as préstatas ventrais do grupo EE (b-
d) apresentaram marcagdes nucleares nas células epiteliais e estromais, além de
marcacOes citoplasmaticas nas células estromais. A imunomarcagdo para o-actina
demonstrou que as células musculares lisas do grupo controle () formam uma camada
fina e regular ao redor dos alvéolos prostaticos (setas). J& no grupo tratado com EE (f-
h), as marcacbes foram difusas e irregulares (setas), estando ausentes em regides de

intensa proliferacdo epitelial (cabeca de seta).
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Figura 6. Ultraestrutura da préstata ventral de gerbilos adultos controle (a) e
submetidos ao tratamento com EE (b-d). (a) Epitélio secretor e estroma perialveolar da
prostata ventral de gerbilos controle. Nucleo (N), reticulo endoplasmatico rugoso
(RER), vesicula de secrecdo (V), lamina basal (BL), células musculares lisas (SMC).
Aumento: 10,000x. (b) Regido proliferativa do epitélio prostatico (Ep) exibindo padrao
tipico de estratificacdo celular. Acumulo de ceramidas pode ser observado entre as
células epiteliais (setas). Aumento: 6000x. (c) Detalhe do citoplasma basal de células
epiteliais secretoras exibindo uma grande quantidade de cisternas alargadas do RER.
Complexo de Golgi (G). Aumento: 10.000x. (d) Detalhe do estroma prostéatico exibindo
SMC e fibras de colageno (CO). Corpos densos (setas), vesiculas pinociticas (cabega de
seta), mitocondrias (Mt). Aumento: 10.000x.
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Tabelas

Tabela 1. *Peso corporal, do complexo prostético (PrC) e peso relativo do PrC em machos
adultos controle e tratados com EE (n = 8/group). Peso relativo corresponde a relacdo entre
0 peso da prdstata masculina e o peso de todo o corpo. Os valores sdo médias + erro padrao.
?Dados estereoldgicos obtidos para a préstata ventral masculina durante o tratamento de EE

(média + erro padrdo; n = 30 campos em 5 animais / grupo).

Machos Adultos

Controle EE
'Biometria
Peso Corporal (g) 62,3 +£0.7 60,2 +£1,0
Peso PrC (g) 0,62 £ 0,03 1,26 £ 0,17*
Peso Relativo do PrC (x107) 1,0 + 0,03 2,08 +0,2*
*Estereologia (%)
Epitélio 12,8 +0,9 25,3 +0,9*
Ldmen 66,7+ 1,8 47,7 +1,4*
Estroma 205+14 27,0+1,1*

* Diferencas estatisticamente significativas entre o controle e tratamento EE (p < 0,05)
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5. DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que a exposi¢cdo ao EE durante a primeira semana de
desenvolvimento pds-natal casou alteragcbes morfofisioldgicas na prostata ventral de
gerbilos, que resultaram em lesdes benignas nestes animais durante a vida adulta. No
geral, as prostatas ventrais de gerbilos adultos apresentaram um aumento no peso do
PrC e PrC relativo, aumento da atividade secretdria, elevada frequéncia de células AR e
PCNA-positivas, alteracdo do padrao de imunomarcagdo para ERa e a-actina e diversos
focos de infiltrados inflamatorios associados a regides de hiperplasia epitelial.

Ja estd bem estabelecido que o EE é um potente EDC, e que tem causado
alteracdes permanentes no desenvolvimento de varios 6rgdos e sistemas “°52%9) A
natureza das desordens promovidas pelo EE esta associada ao periodo de exposicéo e,
principalmente, & dose empregada ©®®". Estudos que administraram altas doses de EE
(entre 1-10mg/kg/day) a ratos Sprague-Dawley demonstraram uma diminuicdo do
brotamento e ramificacdo ductal prostatica, além de uma menor expressdo dos AR ©*
0 Esses efeitos geralmente ocorrem por que altas doses de estrégenos exdgenos
promovem uma castracdo quimica no individuo, devido a supressao da secrecdo de
gonadotrofinas pela pituitaria. Estes eventos resultam em um decréscimo na secrecao de
androgenos testiculares, ocasionando a diminuicdo dos niveis plasmaticos de
andrégenos e consequente atrofia prostética .

Inversamente, a exposicdo a doses baixas de EE durante a morfogénese
prostatica tem sido associada ao aumento da glandula e a ocorréncia de lesdes na vida

adulta, sendo que estas alteracdes parecem ser mediadas pelos ERs “9®"). Deste modo,
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os dados obtidos com este estudo corroboram os resultados obtidos com outras espécies
de roedores que também foram expostas a baixas concentragdes de EE.

A alteragdo morfologica mais frequentemente encontrada neste estudo foi a
ocorréncia de focos de hiperplasia epitelial associados a infiltrados inflamatdrios
intraluminais e estromais. Resultados semelhantes foram observados em ratos Wistar
expostos a baixas doses de EE no periodo gestacional e pés-natal ® e em ratos Wistar
expostos perinatalmente a outros compostos com  atividade estrogénica como
metoxycholor e tamoxifen ). Embora estas lesdes observadas na préstata ventral de
gerbilos adultos sejam benignas, a alta frequéncia com que elas sdo encontradas é
preocupante, pois ao longo da vida podem predispor os individuos a lesdes mais graves.

As analises imunohistoquimicas demonstraram um aumento significativo na
frequéncia de células epiteliais e estromais AR-positivas, e uma alteracdo no padrao de
imunomarcagdo para ERa. Células ERa-positivas, que em gerbilos controle sao
observadas apenas no compartimento estromal, tornaram-se frequentes também no
compartimento epitelial. Estes resultados sugerem que as alteracdes no padrdo de
imunomarcagdo para ERa podem ter aumentado a sensibilidade da prostata ventral aos
androgenos, culminando em um alto status proliferativo desta glandula em gerbilos
adultos. Efeitos similares foram observados em outros roedores expostos nos periodos
prenatais e posnatais a baixas doses de estradiol e diethylstilbestrol, metoxycholor e
bisphenol-A €574,

Em gerbilos, estudo prévio com machos expostos durante o desenvolvimento
intrauterino ao EE demonstrou que a prostata ventral ndo apresentou alteracbes em seu
peso e imunomarcagdo para ERa, embora tenha ocorrido maior frequéncia de células

epiteliais AR-positivas e focos de metaplasia e neoplasia intraepitelial prostatica ©°.
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Deste modo, a partir dos resultados obtidos com este estudo, nds acreditamos que a
prostata ventral de gerbilos é mais susceptivel a desregulacdo endocrina por
xenobidticos como o EE durante o periodo de desenvolvimento pds-natal.
Adicionalmente, a ocorréncia de lesdes proliferativas em animais jovens-adultos pode

ser um fator de risco para a saude destes individuos durante o envelhecimento.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo indica que a exposicdo ao EE durante o desenvolvimento
pos-natal da prostata ventral pode causar alteracBes organizacionais na histofisiologia
deste 6rgdo, predispondo os individuos precocemente a lesdes prostaticas. Estes
resultados sdo de grande importancia para a satde publica, visto que o EE tem sido cada
vez mais utilizado por mulheres em todo o mundo “*’® e que a bioacumulacdo deste

EDC tem atingido niveis cada vez mais altos nos diferentes ecossistemas ©°.
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Abstract

The aim of this study was to analyze morphologically the ventral prostate of
adult gerbils exposed to ethynylestradiol (EE) during the first week of prenatal
development. For this purpose, we employed morphological, stereological-
morphometrical, immunohistochemical, and ultrastructural methods. The results
showed that the postnatal exposure to EE duplicated the prostatic complex weight,
increasing the relative frequency of epithelial and stromal compartments, in addition to
the secretory activity of the ventral lobe of the prostate. All glands exposed to EE
showed strong stromal reshuffling, and some foci of epithelial hyperplasia and
inflammatory infiltrate in both luminal and epithelial or stromal compartments. Cells
positive for anti-AR and anti-PCNA reactions increased into the epithelial and stromal
tissues. ERa-positive cells, which are normally found in the stromal compartment of
intact prostates, were frequently observed in the prostatic epithelial of treated animals.
This study demonstrated that the exposure to EE during postnatal development causes
histophysiological alterations of this gland, predisposing to the development of prostatic
lesions during life. These results are important for public health, considering that EE has
been commonly used by women worldwide. Moreover, the bioaccumulation of this

chemical has increased in different ecosystems.

Keywords: endocrine-disrupting chemicals, neonatal prostate development,

ethynylestradiol, androgen receptor.
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Introduction

Endocrine-disrupting chemicals (EDCs) belong to a category of environmental
toxicants with the potential for disturbing endocrine pathways in several organisms
(DenHond and Schoeters 2006; McLachlan et al. 2006; Caserta et al. 2008). Organs that
are hormone-dependent are particularly sensible to EDCs (Taylor et al. 2011). This way,
the exposure to EDCs during critical periods of ontogenetic development may promote
specific disorders of reproductive system organs, predisposing to diseases during adult
or elderly life (Huang et al. 2004; Nelles et al. 2011; Hu et al. 2012).

EDCs include natural products such as estrogens, androgens, and
phytoestrogens, as well as a wide variety of industrial chemicals, including synthetic
hormones, polycyclic aromatic hydrocarbons, polychloro-biphenols, dioxins, furans,
nonyphenols, besides drugs and pesticides that are released into environment (Jacobsen
et al. 2010; Luccio-Camelo and Prins 2011; Aris et al. 2014).

There are several EDCs with estrogenic potential, mimicking or blocking the
synthesis and activity of endogenous hormones (MacLachlan 2006; Vaiserman 2014).
Among them, 17a-ethynylestradiol (EE) is a synthetic estrogen that is widespread in our
environment, mainly due to its property of being resistant to degrading processes (Aris
et al. 2014). Nowadays, EE has been prescribed for contraception, treatment of
postmenopausal syndrome, therapies of hormonal replacement, prostate and breast
cancer treatment, and osteoporosis (Thayer et al. 2001; Shimomura et al. 2005; Aris et
al. 2014). Moreover, this drug has been widely employed in livestock in order to
increase productivity and for the treatment of some diseases (Bartelt-Hunt et al. 2011).

Studies related to intrauterine and neonatal development in rodents have

shown that exposure to EE during this period can cause irreversible changes of the
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prostate morphophysiology (Timms et al. 2005; Perez et al. 2011; Mandrup et al. 2013).
The nature of these changes may vary greatly and, generally, depends on the specie and
doses employed, as well as the pathway and time of exposure to the drugs (Toppari
2008). Most of the researches show that high levels of EE are related to inhibition of
prostatic growth, whereas low doses stimulate the growth and glandular function (vom
Saal et al. 1997; Taylor et al. 2011).

Gerbils (Meriones unguiculatus) have been frequently employed in studies
regarding hormonal regulation (Scarano et al. 2008; Campos et al. 2010; Fochi et al.
2013), carcinogenesis (Gongalves et al. 2013, 2014), and endocrine disruption of the
prostate (Perez et al. 2012; Biancardi et al. 2014). The results above have been
interesting, since the ventral lobe of this gland responds to these manipulations similarly
to the prostate of other rodents and of humans. However, at the present time there is no
information regarding the effects of EE during the neonatal period and its consequences
on the ventral prostate of adult gerbils. Thus, the aim of this study was to analyze the
morphology of the ventral prostate in adult gerbils exposed to EE during the first week

of postnatal development.

Material and Methods
Animals and experimental design

The animals were provided by the Sado Paulo State University (UNESP) (Séo
José do Rio Preto) and maintained in polyethylene cages under controlled conditions of
light and temperature. They were given filtered water and rodent food ad libitum.

Animal handling and experiments were performed according to the ethical guidelines of
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the UNESP (Ethical committee number 061/2012 - CEUA), following the Guide for
Care and Use of Laboratory Animals.

We used 10 adult female and 10 adult male (between 3 and 4 months old)
gerbils (Meriones unguiculatus, Muridae: Gerbillinae) for mating. We randomly
matched one male and one female to form independent families. Five pregnant females
were put into each group, and their offspring formed two experimental groups, as
follows: Control group (C): one hour after the birth of the pups, five lactating females
received daily doses of 100 pl of mineral oil (Nujol/Mantecorp) from the 1% to 10"
postnatal day of the pups. EE group: one hour after the birth of the pups, five lactating
females received daily doses of 10 ug/Kg of EE (Sigma Aldrich) diluted in 100 pul of
mineral oil from the 1% to 10" postnatal day of the pups. The protocol of EE treatment
was adapted from Thayer et al. (2001). All pups were weaned at 21 days. The female
pups were destined for other experiments. Two pups from each litter were randomly
obtained, and each group was composed of 10 animals, which were submitted to
different methodologies. All male gerbils were euthanized when they completed 120
days of life.

All animals were euthanized by CO, inhalation followed by decapitation. Body
and prostatic complex (PrC - correspondent urethral segment, ventral, dorsolateral, and
dorsal prostate lobes) were weighed. These fragments were dissected using a Leica
stereoscopic microscope (Leica, Germany) to remove adipose tissues and isolate the

urethral segment plus the associated prostatic tissue.
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Light microscopy

PrC from adult male gerbils (eight animals per group) were fixed by immersion
in 4% paraformaldehyde (buffered in 0.1 M phosphate, pH 7.2) or in Karnovsky
fixative (5%paraformaldehyde, 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2)
for 24 h. After fixation, the tissues were washed in water, dehydrated in ethanol series,
embedded in paraffin (Histosec, Merck, Darmstadt, Germany) or in glycol methacrylate
resin (Leica historesin embedding kit, Leica, Nussloch, Germany), and sectioned at 3-
5um on a Leica automatic rotatory microtome (Leica RM2155, Nussloch, Germany).
The sections were stained by hematoxylin-eosin (HE) and by G6omori’sreticulin. The
specimens were analyzed with an Olympus BX60 light microscope (Olympus, Japan),
and the images were digitalized using DP-BSW software v3.1 (Olympus, Japan) and a

virtual slide system BX 61VS (Olympus, Tokyo, Japan).

Stereology

The stereological analyses were carried out using Weibel’s multipurpose
graticulate with 130 points and 10 test lines (Weibel 1978) to compare the relative
frequency of each component of ventral prostatic tissue (epithelium, lumen, stroma), as
described by Huttunen (1981).We chose 30 microscopic fields at random from each
experimental group (six fields per animal; n = 5). Briefly, we determined the relative
values by counting the coincident points in the test grid and dividing them by the total
number of points. Stereological analysis was performed using Image-Pro Plus software

v6.1 for Windows (Media Cybernetics Inc., Silver Spring, MD, USA).
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Immunohistochemistry

Prostate sections were subjected to immunohistochemistry (n =3 animals per
group) for detection of the androgen receptor (AR), as described in protocols applied to
the prostate (Cordeiro et al. 2008), estrogen receptor-alpha (ERa), and PCNA. Primary
antibodies reactive to AR (rabbit polyclonal 1gG, N-20, sc-816, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), ERa (rabbit polyclonal 1gG, MC-20, sc-542,
Santa Cruz Biotechnology), and PCNA (mouse monoclonal 19G,,, SC 56, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) were employed at a dilution of 1:100. Polymers (Post
Primary Block and Polymer, Novocastra™, RE7260-K, Newcastle Upon Tyne, UK;
DAKO Envision™ + Dual link system-HRP, K4061; DAKO, North America, Inc.,
Carpinteria, California, USA) were used as secondary antibodies according to the
procedures described by the manufacturers. The sections were stained with
diaminobenzidine and counterstained with Harris’s hematoxylin. The histological

sections were analyzed using an Olympus BX60 light microscope (Olympus, Japan).

AR and PCNA quantification

For AR and PCNA quantification, 30 microscopic fields (magnification of
400x) were used for each experimental group (10 fields per animal; n = 3). In each field,
the total number of positive epithelial cells was obtained as a relative frequency (%) in
relation to the total number of epithelial cells of the alveoli. The same procedure was
followed for the positive stromal cells. In AR quantification, between positive and
negative cells, we counted a mean of 6,800 epithelial cells and 4,900 stromal cells for

each experimental group. Regarding PCNA quantification, we counted a mean of 5,800
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epithelial cells and 4,600 stromal cells for each experimental group. All these analyses

were performed using the image analysis system previously described.

Statistical analyses

The hypothesis tests employed to determine statistical significance were the
Man-Whitney U test for non-parametric distributions and t-test for parametric
distributions. The data were analyzed using Statistica 6.0 software (StarSoft, Inc., Tulsa,
OK, USA). The level of significance was set at 5% (P < 0.05). Values are presented as

mean = standard error of mean (SEM).

Ultrastructural analyses

The ventral prostate from adult male gerbils (two glands per group) were fixed
by immersion with 3% glutaraldehyde plus 0.25% tannic acid solution in Millonig’s
buffer, pH 7.3, containing 0.54% glucose, for 24 h (Cotta-Pereira et al. 1976). After
being washed with the same buffer, the material was post-fixed with 1% osmium
tetroxide in the same buffer for 2 h, washed again, dehydrated in a graded acetone
series, and embedded in Araldite resin. Ultrathin silver sections were cut by using a
diamond knife and contrasted with 2% alcoholic uranyl acetate and then with 2% lead
citrate in sodium hydroxide solution for 10 min. Grids were examined under a Leo-

Zeiss 906 transmission electron microscope (Zeiss, Cambridge, UK) operating at 80 kV.
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Results
Biometry

We did not observe statistically significant differences regarding the body
weight in both experimental groups. However, the PrC and relative PrC increased

approximately twofold (p < 0.05) in adult males exposed to EE (Table I).

Morphology and stereology

All treated prostates showed morphological changes in epithelial and stromal
compartments (Fig. 1). The epithelial compartment became proliferative, showing
several hyperplasic foci (Fig. 1c-f). The stromal compartments underwent an intense
increase of cells, mainly related with inflammatory cells (Fig. 1e). Reticular fibers are
thin in the control group and form a complex net which were distributed from the base
of the epithelium to deep regions of the stroma (Fig. 1c-f). Stereological analysis (Table
1) reinforced the morphological data, showing a significant increase of epithelial and

stromal compartment, in addition to a decrease of the acinar lumen (p < 0.05).

Immunohistochemical analyses
AR

AR-positive cells were observed in both epithelium and stroma of prostates in
control and EE groups (Fig. 2a-d). However, we observed a significant increase of
immunostaining in either the epithelial or stromal compartments of the EE group (p <

0.05; Fig. 3).
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PCNA

PCNA-positive cells were not numerous in either the epithelial (5.5 + 0.5%) or
the stromal (3.8 = 0.3%) compartments of the ventral prostate in control the group (Fig.
2e, 4). However, these cells became more frequent in the EE group, mainly in
hyperplasic regions (Fig. 2f-h). The quantification of PCNA-positive cells showed an

increase of epithelial (43.0 + 1.8%) and stromal (28.6 + 1.4%) immunostaining (Fig. 4).

ERa
Fibroblasts and smooth muscle cells from the prostates of the control group
showed weak immunostaining for ERa (Fig. 5a). However, these same cells showed

distinct markings for epithelial and stromal cells (Fig. 5b-d).

a-Actin

Immunostaining for smooth muscle a-actin showed that the treatment with EE
caused a reshuffling of smooth muscle cells surrounding the prostatic acini (Fig. 5e-h).
Moreover, we observed an increase of the smooth muscle layer in the EE group, as well
as a reshuffling and a lack of this layer in areas surrounding epithelial proliferative

focus (Fig. 59).

Ultrastructural analyses

The treatment with EE caused changes in the ultrastructural array of the
prostate (Fig. 6). The epithelium has shown some stratified areas in the prostate of the
EE group, showing small cells with cytoplasm rich in rough endoplasmic reticulum and

Golgi complex (Fig. 6b, c). Lamellar bodies with increase of ceramide were frequently
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observed in epithelial cells. These bodies represent infoldings of the plasma membrane
with spiral array (Fig. 6b). At stroma, smooth muscle cells of the EE group showed a
contractile phenotype, characterized by the presence of several dense bodies besides

pinocytic vesicles (Fig. 6d).

Discussion

This study demonstrated that the exposure to EE during the first week of
postnatal development leads to morphological and physiological changes in the ventral
prostate of gerbils, resulting in benign lesions during adult life. In general, the prostates
showed an increase of both PrC and relative PrC, an increase of secretory activity, high
frequency of AR and PCNA-positive cells, a changed pattern of ERa and a-actin
immunostaining, and several inflammatory foci associated with hyperplasic areas.

It is well established that EE is a potent EDC, causing permanent changes
during the development of several organs (Shimomura et al. 2005; Timms et al. 2005;
Dela Seta et al. 2006; Howdeshell et al. 2008; Aris et al. 2014). The nature of these
disorders is generally associated with the period of exposure and the dose employed
(vom Saal et al 1997; Taylor et al. 2011). Studies with high doses of EE (between 1-10
mg/kg/day) given to Sprague-Dowley rats showed a decrease in budding and ductal
branching of the prostate, as well as a lower expression of AR (lwase et al. 1995;
Kinomoto et al. 2000; Yamasaki et al. 2002). These effects generally occur because
higher levels of exogenous estrogens promote a chemical castration, due to the
suppression of gonadotropins secreted by the pituitary. These events result in a decrease
in the secretion of testis androgens, leading to a decrease of serum levels of androgens

and causing prostate atrophy (Nicholson and Ricke 2011).
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However, the exposure to low doses of EE during prostatic morphogenesis has
been associated either with an increase of the gland or the occurrence of lesions during
adult life, with these alterations mediated by ERs (Timms et al. 2005; Taylor et al.,
2011). Thus, the data of this study corroborates the results obtained with other species
of rodents exposed to low levels of EE.

The most frequent morphological alteration found in the present study was the
occurrence of epithelial hyperplasia foci associated with inflammatory infiltrate in both
lumen and stromal compartments of the prostate. Similar results were observed in
Wistar rats exposed to low doses of EE during the gestational and postnatal periods
(Mandrup et al. 2013), and in Wistar rats exposed perinatally to others compounds with
estrogenic activity such as metoxycholor and tamoxifen (Stoker et al. 1999). Although
these lesions observed in the prostate of adult gerbils are benign, the high frequency in
which they are found deserves attention, considering they can become malignant lesions
throughout the time.

The immunohistochemical analysis demonstrated a significant increase of the
frequency regarding AR-positive cells in both epithelial and stromal tissues, in addition
to a change in the reaction pattern for ERa. ERa-positive cells, which are found mainly
in the stromal compartment, in our results became frequent into epithelial compartment.

These results suggest that the changes regarding the pattern of immunostaining
for ERa increased the sensibility of the prostate regarding the androgens, leading to a
proliferative status of this gland in adult animals. Similar effects were observed in other
rodents exposed to low doses of oestradiol, diethylstilbestrol, metoxycholor, and
bisphenol-A during prenatal and postnatal periods (vom Saal et al. 1997; Welshons et

al. 1999).
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Previous studies on male gerbils have shown that exposure to EE during
intrauterine development did not change either the prostate weight or the ERa
immunostaining, although an increase of AR-positive cells was observed, besides
metaplasia and prostatic intraepithelial neoplasia foci (Perez et al., 2011). Thus, we
believe that the ventral prostate of gerbils is more susceptible to endocrine disruption
caused by xenobiotics such as EE, mainly during the postnatal development period.
Indeed, the occurrence of proliferative lesions in young and adult animals may be a risk

factor for the future health of these individuals during aging.

Conclusion

This study indicates that EE exposure during the postnatal development of the
ventral prostate promotes organizational changes in the histophysiology of this organ,
predisposing the animals, too early, to the development of prostatic lesions. These
results are important for public health, since the EE has been widely employed for
women worldwide (Timms et al. 2005; Chabbert-Buffet et al. 2013), and the

bioaccumulation has reached high levels in different ecosystems (Aris et al. 2014).
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Legends

Table 1. 'Body, prostate complex (PrC), and PrC relative weight in adult control males
and in the EE-treated males (n = 8/group). Relative weight corresponds to the ratio
between the weight of the male prostate and that of the whole body. Values are means +
standard error. “Stereological data obtained for the male ventral prostate during EE
treatment (mean £ SEM; n = 30 fields in 5 animals/group). *Statistically significant

differences between control and EE treatment (p < 0.05).

Figure 1. (a-b) Histological sections of ventral prostate in control adult gerbils stained
by HE. Epithelium (Ep), stroma (S), layer of smooth muscle cells (SMC). (c-f)
Histological sections of ventral prostate in adult gerbils treated with EE. Stain: HE. The
alveoli are surrounded by a developed and hyperplasic epithelium (arrows). Inside the
lumen, note the presence of micro calculi (*). Inflammatory foci (In) are common in
glands exposed to EE. (g-h) Histological sections of ventral prostate in control (g) and
treated groups (h). Stain: Gomori’s reticulin. Reticular fibers (arrows), collagen fibers

(CO).

Figure 2. Immunohistochemistry for AR and PCNA. Control: a,e; EE: b-d, f-h. Arrows
indicate nuclear markings into epithelial and stromal compartments for AR and PCNA-
positive cells. AR-positive cells were observed in areas with intense proliferation (b-d)
and in regions with inflammatory infiltrated (*, b-c). PCNA-positive cells were rare in
ventral prostates of control gerbils (e), becoming more frequent in epithelial and stromal

compartments of the prostates in the EE group (f-h).
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Figure 3. Frequency of AR-positive epithelial and stromal cells in the ventral prostate
of control and EE-treated males. Values are means + SEM. Asterisk represents
statistically significant differences between the experimental groups (p < 0.05); n = 30

fields in three animals/group.

Figure 4. Frequency of PCNA-positive epithelial and stromal cells in the ventral
prostate of control and EE-treated males. Values are means £ SEM. Asterisk represents
statistically significant differences between the experimental groups (p < 0.05); n = 30

fields in three animals/group.

Figure 5. Immunohistochemistry for ERa (a-d) and for smooth muscle a-actin (e-h).

In the control group (a) we observed ERa markings in the nuclei of stromal cells
(arrows), whereas the ventral prostate of the EE group (b-d) showed nuclear markings
for epithelial and stromal cells, as well as cytoplasm markings into stromal cells.
Immunostaining for smooth muscle a-actin showed a thin layer surrounding the alveoli
(arrows). On the other hand, in the EE group the markings were diffuse and irregular

(arrows), and were absent in regions of intense epithelial proliferation (arrowhead).

Figure 6. Ultrastructural aspects of ventral prostate in the control (a) and EE groups (b-
d). (a) Epithelium and perialveolar stroma of ventral prostate in control gerbils. Nucleus
(N), rough endoplasmic reticulum (RER), secretion vesicle (V), basal lamina (BL),
smooth muscle cells (SMC). Magnification: 10.000x. (b) Proliferative region of

prostatic epithelium (Ep) showing a characteristic pattern of cellular stratification.
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Aggregates of ceramide can be observed between the epithelial cells (arrows).
Magnification: 6000x. (c) Detail of basal cytoplasm of epithelial cells showing a high
amount of RER. Golgi complex (g). Magnification: 10.000x. (d) Detail of prostatic
stroma showing SMC and collagen fibers (CO). Dense bodies (arrows), pinocytic

vesicles (arrowhead), mitochondria (Mt). Magnification: 10.000x.
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TABLE |
Adult Males
Control EE
'Biometry
Body weight (g) 62.3+0.7 60.2+ 1.0
PrC weight (g) 0.62 £0.03 1.26 £ 0.17*
PrC relative weight (x10) 1.0 +£0.03 2.08 £0.2*
“Stereology (%)
Epithelium 12.8+0.9 25.3£0.9*
Lumen 66.7 £ 1.8 47.7 £ 1.4*
Stroma 205+14 27.0+1.1*
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FIGURE 1.




FIGURE 2.

69



FIGURE 3.
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FIGURE 4.
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FIGURE 5.

72



73

FIGURE 6.




9. ANEXO 1: COMITE DE ETICA

AV
A%%V UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u ne S “JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de S&o José do Rio Preto

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - IBILCE/UNESP-CSJRP

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Caracterizacéo
morfofisiolégica da préstata de gerbilos adultos e senis expostos ao
efinilestradiol no periodo neonatal” (protocolo n°. 061/2012 - CEUA), sob
responsabilidade do Professora Doutora Patricia Simone Leite Vilamanior,
estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio Animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA),
tendo sido aprovado pela ComissGo de Etica no Uso de Animais deste
Instituto, em reuni@o de 28 de marco de 2012.

CERTIFICATE

UNESP/IBILCE Ethical Committee for Animal Research (CEUA) hereby certify
that  the  scienfific investigation  entitled "Morphophysioligical
characterization of the adulis and senile gerbils prostate exposied to
ethinylestradiol at neonatal period” (protocol n°. 061/2012 - CEUA), on
Patricia Simone Leite Vilamaior responsibility, is in accordance with Ethical
Principles in Animal Research adopted by Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA) and it was approved by the Committee of this
Institute, on march, 28th, 2012.

380 José do Rio Preto, 28 de margo de 2012.

P\(?/sldenie da

Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas — STAEPE
Rua Cristovéo Colombo, 2265 - Jardim Nazareth

CEP 15054-000 S&o José do Rio Preto — SP - Brasil

Tel 17 221 2425 fax 17 221 2390 / 3221 2500

E-mail: bitonti@ibilce.unesp.br e ceua ibilce.unesp.br
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