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RESUMO

A prostata feminina € uma glandula funcionalmente ativa encontrada em diversas espécies
de mamiferos, incluindo humanos e roedores. Em fémeas adultas de gerbilos, a prdstata
apresenta localiza¢do parauretral, exibindo intimo contato com a parede da uretra média e
distal. Esta glandula é homoéloga a prostata ventral de roedores machos, sendo formada por
um conjunto de glandulas e ductos inseridos em um estroma fibromuscular. O estudo da
morfofisiologia prostdtica nas fases do ciclo estral tem demonstrado que a prostata
feminina € influenciada pelas oscilacdes nos niveis séricos de estradiol e progesterona.
Assim, tornam-se necessdrios estudos que avaliem o efeito da exposi¢do ao estradiol em
longo prazo, com o objetivo de observar como este esterdide atua no desenvolvimento de
lesOes prostaticas. Além disso, de igual importancia é avaliar a interacdo dos estrogenos
com outros esterdides circulantes, a fim de se avaliar quais associa¢cdes hormonais sdao
necessdrias para manter o equilibrio homeostético da prostata feminina do gerbilo. A partir
do proposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da administracdo prolongada de
estradiol, e de estradiol + testosterona, sobre a prostata de fémeas ovariectomizadas. Para
isso, as fémeas adultas foram submetidas a intervencao cirtirgica para remog¢ao dos ovarios
e, ap6s 10 dias de recuperacdo, foram submetidas a administracdo de estradiol, e de
estradiol + testosterona. Apds trinta dias de tratamento, os animais foram sacrificados e as
glandulas prostéticas submetidas a andlises morfologicas, morfométrico-estereolégicas e
sorolégicas. Alteracdes morfoldgicas e fisiologicas foram observadas em todos os grupos
experimentais. A restricdo hormonal resultante da ovariectomia causou grande regressao
glandular e diminuicdo da atividade secretora, aspectos revertidos pela exposi¢ao dos
animais ao estrogeno isolado e conjugado a testosterona. Entretanto, esses hormonios ndao
foram capazes de reestabelecer a histoarquitetura normal do tecido. Foram observadas,
inclusive, algumas lesdes presentes principalmente nos grupos tratados, tais como
inflamacdes e neoplasias intraepiteliais. A imunorreacdo para o ER-a foi reduzida nos
nucleos do estroma prostatico apods castracdo e foi recuperado com os tratamentos. Ja a
localizacdo de ER-P no nicleo das células epiteliais mostrou-se muito semelhante em todos

os grupos. Sugere-se, ainda, uma atuacdo do estradiol na regulacdo dos niveis séricos de



prosgesterona e testosterona. Sendo assim, conclui-se que a histoarquitetura normal da
glandula nas fémeas estd relacionada ao equilibrio entre os hormdnios ovarianos e que,
dentre eles, o estradiol e a testosterona desepenham papel importante na homeostasia

prostatica desses animais.



ABSTRACT

The female prostate is a functional gland found in several mammal species, including
humans and rodents. In adult female gerbils, the prostate shows paraurethral localization,
exhibiting intimate contact with medial and distal urethra wall. This gland is homologous to
ventral prostate in male rodents, composed by a group of acini and ducts inserted into a
fibromuscular stroma. Prostate morphophysiology estudies during estrous cycle have
shown that female prostate is influenced by estradiol and progesterone serum levels
oscillations. Thus, studies which evaluate the effect of long-term exposure to estradiol
become necessary, in order to observe the way this steroid acts by on prostate lesions
development. Furthermore, it is also important to evaluate hormonal interaction among
estradiol and other serum steroids with the aim of evaluating which hormonal associations
are necessary to maintain the homeostatic balance of gerbil female prostate. Hence, this
study role was to evaluate the effect of estradiol and estradiol plus testosterone long-term
exposure on the prostate of ovariectomized females. To make it possible, adult females
underwent to surgical intervention to remove both ovaries and, after 10 days recovering,
they received estradiol or estradiol plus testosterone doses. After 30 days of treatment, the
animals were euthanized and de prostate glands were submitted to morphological,
morphometric-estereological and serological analysis. Morphological and physiological
alterations were observed in all experimental groups. Hormonal deprivation caused by
castration brought glandular atrophy and decreased secretory activity. These aspects were
reverted by animals exposure to isolated estrogen and estrogen plus testosterone
conjugation. However, these hormones were not able to reestablish the tissue normal
histoarchitecture. Some lesions were even observed mainly in tratment groups, like
inflammations and intraepithelial neoplasias. The imunoreaction for ER-o decreased in
prostate stroma nuclei after castration and was restablished with treatmens. On the other
hand, the epithelium ER- expression was similar in all groups. It also seems that there is a
role played by estradiol in testosterone and progesterone serum levels regulation. In

conclusion, normal histoarchitecture of gerbil female prostate is related to ovarian



hormones balance and estradiol and testosterone play an important role in prostatic

homeostasis in these animals.



INTRODUCAO

1. Historico

A descoberta da existéncia de uma glandula prostitica feminina ndo € recente.
Datam do século XVII as primeiras evidéncias de que a mulher apresentava glandulas
parauretrais de grande similaridade com a préstata do homem (de Graaf, 1672). Dois
séculos mais tarde, a glandula prostitica da fémea passa a ser chamada de “glandula
parauretral de Skene”, desde que este pesquisador descreveu a estrutura como ductos
parauretrais que se abriam em orificios em ambos os lados da uretra e que apresentavam
funcdo secretora pouco relevante (Skene, 1880). A partir disto, a prostata feminina passou a
ser considerada um Orgdo vestigial sem importincia bioldgica para o organismo feminino
(Zaviacic and Ablin, 2000).

Entretanto, hé cerca de sessenta anos, as ideias de que essa glandula fosse vestigial
dio lugar a estudos que indicam uma importante fung¢do da préstata feminina,
especialmente na biologia reprodutiva das f€meas (Huffman, 1948 e 1951; McCrea, 1952;
Tepper et al., 1984; Wernet et al., 1992; Zaviacic, 1993; Zaviacic et al., 1993, 1997a,
1997b, 1999, 2000a e 2000b). Além disso, € crescente o nimero de diagndsticos que
apontam para importantes doencas prostdticas, tais como prostatites, neoplasias e
carcinomas, as quais, segundo encontrado na literatura, acometem tanto individuos do sexo
masculino quanto do sexo feminino (Zaviac¢i¢, 1993; Dodson et al., 1994 e 1995; Ali et al.,
1995; Ebisuno et al., 1995; Sloboda et al., 1998; Islam et al., 2001; Sharifi-Aghdas and
Ghaderian, 2004; Kato et al., 2005; McCluggage et al., 2006; Konecki et al. 2009).

Segundo uma revisdo publicada por Santos e Taboga em 2006, € grande o
entendimento da morfologia e dos aspectos estruturais da préstata feminina, tanto em
mulheres quanto em roedores. Entretanto, apenas recentemente tem sido lancada atencao
para seus aspectos funcionais e fisiologicos. Dessa forma, este trabalho tem como objetivo
contribuir para o entendimento da morfofisiologia da préstata feminina, sobretudo no que

diz respeito ao papel dos hormonios sexuais.



2. Morfologia da proéstata feminina

Muito do que se sabe sobre a prostata feminina € oriundo de estudos feitos com
modelos experimentais, devido ao fato do material humano ser muito escasso, uma vez que
a prostata de mulheres s6 pode ser obtida através de necrdpsia frente a morte cerebral
(Zaviacic¢, 2000a). Sendo assim, o nosso grupo de pesquisa optou por adotar o gerbilo da
Mongoélia (Meriones unguiculatus, Gerbilinae, Muridae) como modelo, posto que a préstata
das fémeas dessa espécie apresenta grande homologia com a préstata da mulher e com a
prostata ventral de machos da mesma espécie (Taboga et al., 2001). Além disso, a
ocorréncia de prdstata em fémeas desses animais € muito elevada, sendo que cerca de 80%
das fémeas apresentam uma glandula prostatica bem desenvolvida e ativa nos processos de
secrecao (Santos et al., 2003).

A prostata da mulher (Figura 1A) € composta por numerosos 4cinos secretores €
ductos parauretrais inseridos em um estroma fibromuscular. Os dcinos s@o delimitados por
um epitélio diferenciado composto por dois tipos principais de células: as células basais,
com formato frequentemente piramidal e que atuam como células-tronco responsdveis pela
manutencdo da populacdo de células prostdticas; e as células secretoras ou luminais, as
quais sdo as mais numerosas, apresentam formato cubico a prismdtico, expressam o
antigeno especifico prostético e a fosfatase dcida, importantes marcadores prostéticos, e que
produzem, continuamente, o fluido prostitico langcado no lumen. Sdo encontradas, ainda,
células intermedidrias que representam a transi¢do na diferenciacdo de células basais em
células secretoras (Zaviaci¢, 1993, 2000a e 2000b). Anatomicamente, a prostata feminina
do gerbilo (Figura 1B), muito semelhante a préstata da mulher, ¢ composta por um
conjunto de glandulas e ductos que se concentram em ambos os lados da uretra média. Os
ductos estdo inseridos na musculatura envolvente da uretra, e se abrem em varios pontos da
luz uretral. As células secretoras da prostata feminina do gerbilo apresentam um citoplasma
rico em organelas envolvidas nos processos de sintese e secrecao de glicoproteinas (Santos
et al, 2003). As glandulas e os ductos prostiticos estdo associados a um estroma
fibromuscular composto por células musculares lisas e fibroblastos, fibras de coldgeno e

elésticas, e muitos vasos sangiiineos (Santos et al., 2001).



Figura 1. Aspectos ultra-estruturais da préstata feminina humana (A — Zaviaci€ et al., 2000a) e do gerbbilo (B -
Santos et al., 2003). A prostata feminina adulta do gerbilo apresenta grande semelhanca com a humana. Os
mesmos tipos epiteliais sdo observados em ambas as espécies. O compartimento estromal da préstata feminina
do gerbilo é denso, sendo composto por células musculares lisas (SMC) e fibroblastos (Fb), além de muitas
fibras de coldgeno (CO) e eldsticas (El). A — SC: célula secretora; BC: célula basal; IC1 e IC2 células
intermedidrias. B — 1: célula secretora apdcrina; 2A: célula secretora merderina clara; 2B célula secretora
merdcrina tipica; 3: célula intermediaria; 4: célula basal. B: “blebs” apicais; BM: membrana basal; C: capilar;
G: complexo de Golgi; M: mitocdndrias; RER: reticulo endoplasmadtico rugoso; SV: vesiculas de secregao.

3. Aspectos funcionais da prostata feminina

Embora ndo se achem completamente esclarecidos, atribuem-se a prostata feminina
papeis biologicamente importantes na reprodu¢do € no comportamento sexual.
Bioquimicamente, o ejaculado feminino em humanos possui grande semelhan¢a com o
liquido prostatico masculino, sendo o PSA, PSAP, zinco e a frutose os componentes mais
abundantes (Zaviacic, 1993 e 1999). A frutose presente no esperma constitui a principal
fonte de energia para os espermatozdides. A prostata feminina contrubuiria, portanto, com
o sucesso na fertilizagdo dos ovdcitos uma vez que a frutose produzida por esta glandula

escoa em pequenas quantidades da uretra para a vagina (Santos e Taboga, 2006). Além



disso, a préstata constituiria a principal fonte de producdo de PSA nas fémeas (Zaviacic and
Ablin, 2000; Schmidt et al., 2001).

Outra funcdo atribuida a prostata das fémeas, relacionada ao comportamento sexual,
€ que esta estrutura estaria envolvida com a sensibilizagdo que culmina na ejaculagcdo
feminina (Schubach, 2002). Neste sentido, a prostata feminina tem sido associada ao ponto
de Grifenberg (ponto-G), tido como uma zona muito inervada da parede antero-superior da

vagina através da qual a préstata feminina pode ser acessada (Grifenberg, 1950).

4. Controle enddcrino da prostata feminina

Os fatores que regulam o desenvolvimento e atividade da glandula prostética nas
fémeas sdo pouco conhecidos. Entretanto, sabe-se que desde o desenvolviemento
embriondrio, a formacdo da glandula € dependente de andrégenos (Thomson, 2001;
Thomson et al., 2002). Da mesma forma, sua funcionalidade tem sido relacionada com
hormdnios esterdides (Zaviacic¢ et al., 2000a e 2000b; Fochi et al., 2008).

A préstata desenvolve-se a partir do seio urogenital (UGS), que é um tubo
endodérmico derivado do intestino primitivo e que termina na cloaca (Staack et al., 2003).
O UGS é composto por uma camada epitelial (UGE) derivada da endoderme, que é
circundada por uma camada mesenquimal (UGM) originada da mesoderme. A partir da
17°-18° dia em camundongos, ou da 10?-12* semana em humanos, inicia-se a morfogénese
prostética, um processo que € iniciado por androgenos (Marker et al., 2003) e dependente
de andrégenos para continuar seu crescimento embriondrio € neonatal e, posteriormente,
para iniciar a atividade secretéria na puberdade (Isaacs ef al., 1994).

Em machos, o evento inicial da morfogénese prostética € o crescimento de brotos
epiteliais s6lidos do UGE em direcdo ao UGM circundante (Marker et al., 2003).
Interagdes epitélio-mesenquimais desempenham um papel chave no direcionamento do
crescimento e do desenvolvimento da prostata, sendo que a sinalizacdo pardcrina do
mesénquima para o epitélio é essencial para a embriogénese prostatica. Desse modo, a acao
de andrégenos sobre as células mesenquimais resulta em fatores paracrinos especificos que
atuam sobre as células epiteliais induzindo a sua proliferacdo (Thomson et al., 2001). Por

outro lado, também existe uma sinaliza¢do pardcrina do epitélio para o mesénquima. Esta
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sinalizacdo regula a diferenciacdo do mesénquima que circunda os brotos em formagdo em
um estroma composto por células musculares lisas e fibroblastos (Hayward et al., 1996).

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

A diferenciacdo de parte do mesénquima do UGS em musculo liso € crucial para a
morfogénese prostitica em machos e fémeas, pois € este evento que regula a sinalizacdo
pardcrina entre o epitélio e o mesénquima. Durante a diferenciacdo do mesénquima, os
andrégenos regulam a espessura e a continuidade da camada de musculo liso formada, de
modo que a auséncia de andrégenos em embrides femininos ocasiona a formag¢do de uma
camada muscular espessa e continua. Esta camada separa o VMP do epitélio uretral,
impedindo que os brotos epiteliais prostaticos que estdo emergindo da uretra entrem em
contato direto com o VMP. Desse modo, a espessa camada de miusculo liso impede a
interacio do VMP com os brotos prostiticos em formacgdo, bloqueando a comunicacio
paricrina entre o epitélio e o mesénquima. Em machos, na presenca de andrégenos, a
formacdo do musculo liso € inibida ou atrasada e os brotos prostaticos emergem da uretra e
podem penetrar no VMP. Assim, a interagdo paricrina epitélio-mesénquima € estabelecida,
ocasionando a ramificacdo e expansio da préstata ventral. (Thomson et al., 2002). Desse
modo, o reduzido tecido prostatico observado em fémeas de varias espécies € originario do
UGS que ndo sofreu estimulo androgénico.

No entanto, embora a préstata feminina adulta seja menor que a masculina (cerca de
15% a 25% do tamanho da préstata ventral masculina), ela apresenta um epitélio secretor
diferenciado e funcional (Zaviacic€ et al., 2000a; Santos et al., 2003; Custddio et al., 2004).
Trata-se de um 6rgao ativo nos processos de secrecdo e merece os cuidados que qualquer
outro 6rgao do organismo feminino, uma vez que alteracdes em sua fisiologia podem

comprometer a saide da mulher. Como a préstata de fémeas cresce e desenvolve-se em um
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ambiente com baixos niveis de andrégenos (apenas 5% do total de precursores
androgénicos produzidos no organismo masculino), acredita-se que outros fatores além
desses hormonios possam atuar no desenvolvimento e manuten¢do da funcdo dessa
glandula em adultos (Timms et al., 1999).

Poucos dados na literatura tratam da regulacdo enddcrina da préstata feminina. No
organismo feminino existe uma baixa concentracdo de testosterona circulante, a qual é
produzida pelos ovdérios e pela glandula adrenal. Esta pruduz precursores androgénicos
(sulfato de diidroepiandrosterona — DHEA-S, diidroepiandrosterona — DHEA, e
androstenediona) que sdo convertidos em suas formas ativas nos tecidos periféricos. Os
ovéarios secretam androstenediona, DHEA e testosterona. Além disso, receptores para
testosterona tém sido identificados nos ovarios, ovidutos e utero, indicando a importancia
desse hormonio para o desenvolvimento e regulacdo do sistema reprodutor feminino (Staub
e Beer, 1997).

Em machos adultos, os testiculos sdo responsdveis por 95% da produgdo de
testosterona contra 5% da producdo pela adrenal. Os pricipais androgenos produzidos por
essas glandulas sdo a androstenediona, diidroepiandrosterona (DHEA), androstenediol e a
propria testosterona, a qual representa a forma mais abundante de andrégenos (Coffey,
1992). Entretanto, a maior parte desses androgenos € inativa, através de sulfatacdo ou
ligacdo a protefnas, tais como a albumina, a globulina ligadora de corticosteroide ou a
globulina ligadora de hormonios sexuais (SHBP), sendo esta ultima a que apresenta maior
afinidade pela testosterona circulante (revisdo em Taplin e Ho, 2001). Nos tecidos
periféricos, esses andrégenos sdo convertidos em testosterona (Cheng et al., 1993). No caso
da prostata, através da agdo da So-redutase, a testosterona €, ainda, convertida na
diidrotestosterona (DHT), que representa o andrdogeno intracelular mais potente (Taplin e
Ho, 2001). A DHT ¢ rapidamente metabolizada a 3a,17B-androstenediol (3a-diol), que
pode ser novamente convertido a DHT ou em 3[,17B-androstenediol (3B-diol). Este é
tornado inativo e hidrossoluvel pela 3B-hidroxiesteréide desidrogenase (Labrie, 1992).
Além disso, 75 - 90% dos estrégenos extragonadais, também relacionados ao controle
enddcrino da glandula prostatica, sdo derivados dos andrégenos circulantes e sua sintese

ocorre nos tecidos periféricos através da enzima aromatase (Simpson et al., 1999). Na
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7z

prostata, € a presenga dessa enzima que garante a presenca de estrégenos dentro da
glandula (Tsugaya, 1996).

Em fémeas adultas de roedores ocorrem alteragdes hormonais ciclicas, que sao
influenciadas pelo ciclo estral do animal. Em gerbilos, o ciclo estral tem durac¢do de 4 a 6
dias, sendo dividido em proestro, estro, diestro I (metaestro) e diestro II (Nishino e
Totsukawa, 1996). Tais oscilagdes hormonais que ocorrem durante o ciclo estral de fémeas
do gerbilo influenciam profundamente a fisiologia prostitica. Segundo Fochi e
colaboradores (2008), a avaliacdo da dosagem hormonal sérica de fémeas adultas, com
coletas de amostras sanguineas sempre pela manha, demonstrou que os niveis de
testosterona se mantém constantes em todas as fases do ciclo estral. No entanto, foi
observada uma grande variacdo com relacio aos niveis séricos de estradiol e progesterona.
Um estudo realizado por Santos e Rochel-Maia (2011) mostra que os niveis de estradiol
mantiveram-se constantes nas fases de proestro, diestrol e diestro Il e tornaram-se mais
elevados no estro. Por outro lado, os niveis de progesterona se mantiveram constantes nas
fases de proestro, estro e diestro I, sendo mais elevados na fase de diestro II. Dessa forma, a
relacdo entre o ciclo estral e a histofisiologia prostatica nas fémeas de gerbilo mostrou que
essa glandula apresentou-se mais desenvolvida e com maior atividade secretéria na fase de
estro, periodo que coincide com o pico hormonal de estradiol. Inversamente, o menor
desenvolvimento e atividade glandular foram observados na fase de diestro II, periodo em
que ocorre um pico de progesterona. Assim, a oscilagdo ciclica de estradiol e progesterona
seria a responsdvel pelas alteragdes morfoldgicas ocorridas na préstata feminina do gerbilo
durante o ciclo estral, visto que os niveis séricos de testosterona se mantém constantes em
todas as fases (Fochi er al., 2008; Santos e Rochel-Maia et al., 2011).

Sendo assim, fica evidente que tanto a testosterona, quanto o estradiol e a
progesterona, sdo importantes agentes na manuten¢do da morfologia e funcdo da glandula

prostatica feminina.
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5. Importancia do presente estudo

Pelo fato da prostata feminina ser um 6rgdo ainda negligenciado clinicamente, ha
uma caréncia cientifica referindo-se as interacdes hormonais atuantes neste 6rgao. Estudos
em andamento em nosso laboratério observaram que os desniveis hormonais provocados
com o envelhecimento (Custédio et al., 2006), com a suplementacdo hormonal pela
testosterona (Santos et al., 2006; 2007) e com tratamentos por drogas anti-estrogénicas
(Santos e Taboga, 2006) comprometem a prostata feminina com as mesmas lesdes descritas
para a glandula masculina, tais como: prostatites, hiperplasias, neoplasias intra-epiteliais e
carcinomas (Santos ef al., 20006).

Sabe-se que o equilibrio entre os niveis de estrégeno e progesterona influencia
grandemente a funcdo reprodutiva da fémea e que o balanco ciclico destes hormonios
promove adaptagdes histofisioldgicas de todo o sistema genital feminino. Entretanto pouco
existe até o momento, na literatura, a respeito da préstata feminina. O monitoramento dos
niveis hormonais séricos das fémeas adultas do gerbilo durante o ciclo estral associado a
andlise morfolégica das glandulas demonstra que o estrégeno e a progesterona
desempenham um papel chave na manutengdo da préstata feminina (Fochi et al., 2008;
Santos e Rochel-Maia, 2001). Este achado € inédito, principalmente no que se refere ao
papel da progesterona, ou da interacdo estrogeno/progesterona, que € muito pouco
explorada nos estudos sobre a préstata.

Os estudos morfologicos iniciais desenvolvidos por D.A.L. Silva durante sua
iniciacdo cientifica (dados n@o publicados) demonstraram que o estradiol, sem a interacao
dos outros esterdides presentes no organismo feminino, desempenha importante papel na
recuperagdo do desenvolvimento prostatico e no restabelecimento da atividade secretora
apos a castragdo cirurgica das fémeas de gerbilo. No entanto, estes resultados também
demonstraram que o curto periodo de administracdo de estradiol ndo foi suficiente para
recuperar a arquitetura normal da préstata feminina do gerbilo, sendo que 100% das
glandulas analisadas apresentaram focos de lesdes neoplédsicas. Assim, tornou-se necessario
avaliar o efeito isolado do estradiol, com o objetivo de observar como este esteréide atua no
desenvolvimento de lesdes prostdticas. Além disso, de igual importancia foi avaliar a

interacdo dos estrogenos com os andrégenos circulantes, a fim de se verificar quais
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associacOes hormonais sdo necessdrias para manter o equilibrio homeostatico da préstata

feminina do gerbilo.
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OBJETIVO

Este estudo teve como objetivos avaliar o efeito isolado da longa exposicdo
estrogénica sobre a prostata feminina de gerbilos ovariectomizados, bem como avaliar o
efeito combinado dos estrégenos e andrégenos sobre a manutencdo da histofisiologia

prostética. Com isso pretende-se levantar dados para responder as seguintes questdes:

1. Qual € a participacdo especifica dos estrégenos na regulacdo da préstata feminina?

2. Seria o estrégeno suficiente para desencadear altera¢cdes em longo prazo na préstata
de fémeas privadas dos hormonios ovarianos? Quais seriam essas alteracoes?

3. Qual a contribuicdo dos andrégenos (em baixos niveis na fémea normal) em
associacdo com o estrogeno no surgimento de alteracdes teciduais da glandula
prostatica de fémeas ovariectomizadas?

4. Que alteracOes na expressdo de receptores de estrogeno da préstata podem ser

observadas sob influéncia dos estrogenos e andrégenos?
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Resumo

A prostata feminina é um 6rgdo diferenciado e ativo nos processos de secrecio
encontrado em muitas espécies de mamiferos, inclusive humanos e roedores. Uma
importante fun¢do da prdstata feminina tem sido relacionada, especialmente, na biologia
reprodutiva das fémeas. Embora o entendimento da morfologia da prdstata feminina, tanto
em mulheres quanto em roedores, seja amplo, apenas recentemente tem sido lancada
atengdo para seus aspectos funcionais e fisioldgicos. Os fatores que regulam o
desenvolvimento e atividade da glandula prostitica nas fémeas sdo pouco conhecidos.
Entretanto, sua funcionalidade tem sido relacionada com hormonios esterdides. Sabe-se que
o equilibrio entre os niveis de estrégeno e progesterona influencia grandemente a funcao
reprodutiva da fémea e que o balango ciclico destes hormoénios promove adaptacdes
histofisioldgicas de todo o sistema genital feminino. Entretanto pouco existe até o
momento, na literatura, a respeito da préstata feminina. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito isolado do estradiol em longo prazo e a interacdo dos
estrogenos com andrégenos, a fim de se verificar quais associacdes hormonais sao
necessdrias para manter o equilibrio homeostitico da préstata feminina do gerbilo. Para
isso, as fémeas adultas foram submetidas a intervencdo cirtirgica para remog¢ao dos ovarios
e, apés 10 dias de recuperacdo, foram submetidas a administracdo de estradiol, e de
estradiol + testosterona durante 30 dias. As glandulas prostiticas foram submetidas a
andlises morfoldgicas, morfométrico-estereoldgicas e soroldgicas. A restricdo hormonal
resultante da ovariectomia causou grande regressao glandular e diminuicdo da atividade
secretora, aspectos revertidos pela exposi¢ao dos animais ao estrégeno isolado e conjugado
a testosterona. Entretanto, esses hormoOnios ndo foram capazes de reestabelecer a
histoarquitetura normal do tecido. Foram observadas, inclusive, algumas lesdes presentes
principalmente nos grupos tratados, tais como inflamacdes e neoplasias intraepiteliais. A
imunorreacdo para o ER-a foi reduzida nos niicleos do estroma prostatico apds castracao e
foi recuperado com os tratamentos. J4 a localizacdo de ER-f no nicleo das células epiteliais
mostrou-se muito semelhante em todos os grupos. Portanto, conclui-se que o tanto o

estradiol quanto a testosterona sdo capazes de influenciar a morfologia e fisiologia
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prostatica. No entanto, a manutencdo da homeostasia da glandula depende de um fino
balanco entre esses hormodnios e, certamente, de outros hormonios ovarianos.

Palavras-chave: préstata feminina, ovariectomia, estradiol, testosterona, morfologia.

Abstract

The female prostate is a differentiated organ active in secretion processes, found in several
mammal species, including humans and rodents. This gland has been related to important
functions on females’ reproductive biology. Although much knowledge has been produced
on female prostate morphology, as well in women as in rodents, only recently it has been
explored its functional and physiological aspects. The factors which regulate prostate’s
development and activity are not well known. However, its functionality has been related to
steroid hormones. It is well established that the balance between estrogen and progesterone
influences hardly the female reproductive function and that the cyclic changes of these
hormones promotes histophysiological adaptations of the whole female genital system. In
contrast, only a few is found until now, in literature, about those adaptations in female
prostate. Thus, this study aimed to avaluate the long-term effect of isolated estradiol and of
estradiol associated to testosterone on the gerbil female prostate in order to verify which
hormonal associations are necessary to maintain its homeostasis. To make it possible, adult
females underwent surgical intervention to remove both ovaries and, after 10 days of
recovering, they received estradiol and estradiol + testosterone doses through 30 days, each
48 hours. The prostatic tissue underwent morphological, morphological-estereological and
sorological analisis. Hormonal restriction caused great gland involution and decreased
secretory activity, aspects that were reverted by exposure to estradiol and estradiol +
testosterone. However, these hormones were not able to reestablish the normal
histoarchitecture. Some lesions were even observed mainly in tratment groups, like
inflammations and intraepithelial neoplasias. The imunoreaction for ER-o decreased in
prostate stroma nuclei after castration and was restablished with treatmens. On the other

hand, the epithelium ER-B localization was similar in all groups. Therefore, we conclude
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that estradiol and testosterone are able to influence prostate’s morphology and physiology.
Although, the maintenance of gland’s homeostasis depends on a balance among these and,
certainly, other hormones.

Keywords: female prostate, ovariectomy, estardiol, testosterone, morphology.

Introducao

A prostata feminina é um 6rgao diferenciado e ativo nos processos de secrecdo. H4
cerca de sessenta anos, as ideias de que essa glandula fosse vestigial comecaram a dar lugar
a estudos que indicam uma importante funcdo da prostata feminina, especialmente na
biologia reprodutiva das fémeas (Huffman, 1948 e 1951; McCrea, 1952; Tepper et al.,
1984; Wernet et al., 1992; Zaviacic, 1993; Zaviacic et al., 1993 e 1999). Este 6rgdo tem
sido relacionado com o sucesso na fertilizacdo dos ovdcitos através do provimento de
energia atribuida a frutose (Santos e Taboga, 2006) e com o comportamento sexual
feminino, sendo associada ao ponto de Grifenberg (ponto-G), importante para o orgasmo
nas mulheres (Grifenberg, 1950). Embora o entendimento da morfologia da préstata
feminina, tanto em mulheres quanto em roedores, seja amplo, apenas recentemente tem
sido langada atencdo para seus aspectos funcionais e fisioldgicos (Santos e Taboga, 2006).

Sendo assim, esta glandula merece os cuidados dispensados a qualquer outro 6rgao
do organismo feminino, uma vez que alteracdes em sua fisiologia podem comprometer a
satide da mulher. De fato, é crescente o nimero de diagndsticos que apontam para
importantes doengas prostdticas, tais como prostatites, neoplasias e carcinomas, as quais,
segundo encontrado na literatura, acometem tanto individuos do sexo masculino quanto do
sexo feminino (Dodson et al., 1995; Sloboda et al., 1998; Islam et al., 2001; Sharifi-
Aghdas and Ghaderian, 2004; Kato et al., 2005; McCluggage et al., 2006; Konecki et. Al
2009).

Os fatores que regulam o desenvolvimento e atividade da glandula prostatica nas
fémeas sdo pouco conhecidos. Entretanto, sabe-se que desde o desenvolviemento

embriondrio, a formacdo da glandula é dependente de andrégenos (Thomson, 2001;
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Thomson et al., 2002). Da mesma forma, sua funcionalidade tem sido relacionada com
hormonios esterdides (Zaviacic et al., 2000a e 2000b; Fochi et al., 2008). Como a préstata
de fémeas cresce e desenvolve-se em um ambiente com baixos niveis de andrégenos de
principal origem atribuida as adrenais e aos ovdrios, acredita-se que outros fatores além
desses hormodnios possam atuar no desenvolvimento e manutencdo da funcdo dessa
glandula em fémeas adultas (Timms et al., 1999).

Segundo Fochi e colaboradores (2008), com dados revisados por Santos e Rochel-
Maia e colegas (2011), a avaliacdo da dosagem hormonal sérica de fémeas adultas
demonstrou que os niveis de testosterona se mantém constantes em todas as fases do ciclo
estral. No entanto, foi observada uma grande variacdo com relagdo aos niveis séricos de
estradiol e progesterona. Mudancas morfofuncionais da prdstata acompanharam essas
alteracoes: a glandula apresentou-se mais desenvolvida e com maior atividade secretdria na
fase de estro, periodo que coincide com o pico hormonal de estradiol e menos desenvolvida
e ativa na fase de diestro II, periodo em que ocorre um pico de progesterona.

Pelo fato da préstata feminina ser um 6rgao ainda negligenciado clinicamente, ha
uma caréncia cientifica referindo-se as interacdes hormonais atuantes neste 6rgao. Estudos
prévios do nosso grupo de pesquisa mostraram que as glandulas de fémeas superexpostas a
testosterona e expostas ao estradiol em curto-prazo exibem grande atividade proliferativa e
secretoria, mas de forma aberrante (Silva et al., 2009; Santos et al., 2006). Sabe-se que o
equilibrio entre os niveis de estrogeno e progesterona influencia grandemente a funcao
reprodutiva da fémea e que o balango ciclico destes hormoénios promove adaptacdes
histofisioldgicas de todo o sistema genital feminino. Dessa forma, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito isolado do estradiol em longo prazo sobre a morfofisiologia prostética
de fémeas ovariectomizadas. Além disso, de igual importincia foi avaliar a interagdo dos
estrogenos com andrégenos, a fim de se verificar quais associagdes hormonais sdo

necessdrias para manter o equilibrio homeostatico da préstata feminina do gerbilo.
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Material e Métodos

Delineamento experimental

Foram utilizadas 40 fémeas jovens adultas, com 90 dias de idade para a realizacdo
do presente estudo. Todas as fémeas foram mantidas em Biotério de manutencdo do
Departamento de Biologia (IBILCE/UNESP), sob condicdes de luminosidade e
temperatura adequadas, e alimentagdo e dgua ad libitum, de acordo com as normas internas
do Comité de Etica e Bem Estar Animal da Unesp e do COBEA. Depois de anestesiadas
pela ketamina/xilasina (1ml/Kg), 32 fémeas foram submetidas a intervencdo cirdrgica,
através da qual foram removidos os ovdrios (ovariectomia bilateral). Apds a cirurgia, as
fémeas permaneceram em recuperacio por dez dias em gaiolas de polietileno mantidas em
condi¢des de luminosidade e temperatura controladas no biotério. Decorridos os dez dias,
oito fémeas do grupo Castrado + Estradiol (Ca + E) receberam doses subcutineas de
estradiol (B-estradiol 3-benzoato — Sigma — 1mg/kg em 0,1ml de 6leo mineral Nujol®), oito
fémeas do grupo Castrado + Estradiol + Testosterona (Ca + E + T) receberam doses
subcutaneas de estradiol + cipionato de testosterona (B-estradiol 3-benzoato — Sigma —
Img/kg + Deposteron-Novartis/Sigma — Img/kg, ambos diluidos em 0,1ml de 6leo mineral
Nujol®), oito fémeas do grupo Castrado + Oleo (Ca + O) receberam doses subcutineas
(0,Iml) apenas do veiculo de diluicdo e as outras oito restantes, pertencentes ao grupo
Castrado (Ca) ndo receberam qualquer aplicacdo. A administracdo dos hormonios e do
veiculo ocorreram a cada 48 horas a partir do décimo dia até o 40° dia ap0s a intervenc¢ao
cirdrgica, sempre pela manha entre 8h e 10h (adaptado de Santos et al., 2006 e Scarano et
al., 2008). As outras oito fémeas utilizadas no estudo foram mantidas como controle (Co)
do experimento sem que passassem pela intervengdo cirdrgica nem pelas reposi¢oes
hormonais até o dia da eutanasia. Os animais de cada grupo foram eutanasiados no 131° dia
ap6s o nascimento, com exce¢do das fémeas do grupo controle que foram sacrificadas na
fase de proestro subsequente, por ser a etapa do ciclo reprodutivo do gerbilo que apresenta
maior regularidade hormonal sérica. Todos foram submetidos a inalacdo de CO; e, depois

de pesados, foram decapitados para a coleta do sangue, o qual foi submetido a dosagem
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hormonal. As préstatas (removidas juntamente com a uretra) foram devidamente pesadas e

fixadas de acordo com a metodologia adequada para cada uma das andlises.

Dosagem hormonal sérica

As amostras de sangue foram coletadas em tubos de ensaio de 4 ml com gel de
separacdo. O material foi centrifugado durante 20 minutos, a 3.000 rpm, e o soro separado e
congelado para posterior andlise. A andlise sérica foi realizada em aparelho automatizado
(VITROS ECi-Johnson & Johnson de Andlise Quimioluminescente Ultra-sensivel), com
nivel de sensibilidade de 0,1-3814 pg/ml para estradiol, 0,1-150 ng/ml para testosterona e
0,15-60 ng/ml para progesterona, em um laboratério de andlises clinicas de referéncia.
Foram feitas as seguintes dosagens: testosterona, progesterona, estrogeno. A andlise
exploratoria e estatistica dos resultados foi realizada em graficos e planilhas dos softwares
Microsoft Excel e Statistic. O teste de significancia utilizado foi o Kruskal-Wallis e Dunn,

com nivel de significancia p < 0,05.

Obtengdo de cortes histologicos

Os complexos prostéticos coletados de cinco animais por grupo experimental foram
fixados por 24 horas em imersdo no fixador Karnovski a 4%, diluido em tampao fosfato
0,2M, pH 7,2. Em seguida, o material foi desidratado em série crescente de etanol e
incluido em historesina (Historesin embedding Kik — Leica). Cortes de 3 pm foram
produzidos em micrétomo rotativo e foram coletados em laminas de vidro para as devidas
coloragdes com Hematoxilina e Eosina (HE) e Acido Periédico e Shiff (PAS). Trés
complexos em cada grupo experimental foram imersos em paraformaldeido a 4% diluido
em tampdo fosfato 0,2M, pH 7,2, durante 24 horas. Em seguida, esse material foi
desidratado em uma série crescente de etanol, diafanizado em xilol e incluidos em parafina
(Histosec - MERK). Cortes de 5 um foram produzidos em micrétomo rotativo e foram
coletados em laminas de vidro silanizadas para aplicacdo dos protocolos imuno-

histoquimicos para detec¢do da expressdo dos receptores de estrégenos ER-a e ER-f.
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Andlise morfologica

Para avaliar as diferencas morfologicas na préstata das fémeas, os cortes
histolégicos de cinco animais por grupo foram submetidos a coloragdo por Hematoxilina-
Eosina. As avaliacdes foram feitas em microscopia de luz e as imagens histoldgicas

digitalizadas com uso de microscépio Olympus BX-60 acoplado a camera digital e ao

sistema analisador de Imagens - Image-Pro-Plus ©Media Cybernetics.

Andlise da atividade secretora

Para avaliar o padrao da atividade secretora segundo a presenca de carboidratos no
fluido prostético, os cortes histologicos de cinco animais por grupo experimental foram
submetidos a coloragdo por Acido Periédico e Schiff. As avaliacdes foram feitas em
microscopia de luz e as imagens histolégicas digitalizadas com uso de microscopio
Olympus BX-60 acoplado a camera digital e ao sistema analisador de Imagens - Image-

Pro-Plus ©Media Cybernetics.

Andlise Morfométrico-estereoldgica e estatistica

A andlise estereoldgica foi realizada para a obtencdo da frequéncia relativa dos
diferentes compartimentos prostaticos (epitélio, limen, estroma muscular e estroma nao
muscular) dos grupos em estudo. Para isso, foram capturados 40 campos aleatorios
divididos entre os cinco animais de cada grupo a partir de laminas coradas pela HE, através
do Sistema Analisador de Imagens, com o programa Image—Pro-Plus (Media Cybernetics).
As medidas foram realizadas de acordo com o sistema de teste de multipontos M130
proposto por Weibel (1978). Assim, a partir dos dados obtidos para cada campo analisado,
obteve-se a frequéncia relativa (%) dos compartimentos prostaticos. Para o calculo de
frequéncia relativa dos compartimentos utilizaram-se os pontos do Sistema-teste que
coincidiam com cada compartimento e esses nimeros de pontos foram transformados em
porcentagem.

Para as andlises morfométricas, os cortes histolégicos corados pela HE foram
submetidos as andlises de altura (um) das células epiteliais secretoras e da espessura (Lm)

da camada de células musculares lisas. Além disso, foram aferidas as medidas de area
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(umz) e perimetro (um) nucleares. Nas andlises de altura, espessura, drea e perimetro,
foram coletadas 200 medidas aleatdrias divididas entre os cinco animais de cada grupo
experimental. Dessa forma, foram utilizados 25 campos em cada grupo. A andlise do
material foi realizada em fotomicroscépio Olympus BX60, e a captura das imagens para as
medidas morfométricas pelo softwere Image-Pro-Plus ©Média Cybernetics. Todas as
medidas realizadas foram feitas de maneira automatizada pelo programa devidamente
calibrado por régua micrométrica.

A andlise exploratdria e tratamento estatistico dos dados biométricos estereoldgicos
e morfométricos foram realizados em planilhas e graficos dos softweres Statistic e
Microsoft Excel. Para a comprovacio da significancia dos resultados, foram utilizados os
testes ANOVA e de Tukey para comparacdes multiplas. O nivel de significincia adotado

foi de 5% (p < 0,05).

Andlises Imuno-histoquimicas

Para avaliar o efeito dos hormodnios sobre o desenvolvimento da préstata das
fémeas, foram verificadas as possiveis alteracdes na expressiao de receptores hormonais de
estrogenos ERa (Anti-ERa, rabbit polyclonal IgG, MC-20, Santa Cruz Biotechnology) e
ERP ( Anti-Erf, rabbit polyclonal IgG, H-150, Santa Cruz Biotechnology) em células
epiteliais e estromais nas diferentes situacdes hormonais estabelecidas. Procedimentos
gerais adotados para imunocitoquimica: os cortes histoldgicos desparafinizados e
reidratados foram submetidos a recuperagdo antigénica em tampao citrato pH 6,0 a 100°C
por 45 minutos. Em seguida, os cortes foram lavados em TBS por trés vezes de cinco
minutos. O bloqueio de peroxidases enddgenas foi realizado com H,O, em etanol por 30
minutos e depois os cortes foram lavados em TBS por trés vezes de cinco minutos. Os
anticorpos primdrios para ERa e Erf3 foram utilizados em dilui¢cdes de 1:50 a 4°C overnight.
Ap6s serem lavados em TBS por trés vezes de cinco minutos, € incubados com polimero
marcado com peroxidase (Dako Envision Polimer Dual Link System HRP), os cortes foram
revelados com a diaminobendizina (DAB). A contra-coloracdo dos cortes foi feita com
hematoxilina de Harris. Em seguida, as laminas foram desidratadas em etanol, montadas

em balsamo do Canadd e avaliadas em microscopia de luz convencional.
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Resultados

Biometria

A andlise da Tabela I demonstra que ndo ocorreram alteracdes significativas na
massa corporea das fémeas de gerbilo dos diferentes grupos experimentais. Contudo, houve
uma redugdo significativa da massa do complexo prostitico (uretra + ductos e alvéolos
prostéticos) nos grupos Ca e Ca+O e um aumento apds o tratamento com estradiol e
testosterona (Ca+E+T). Os dados referentes ao peso relativo confirmam a diminuicdo da

prostata feminina nos grupos Ca e Ca+0O e do seu aumento no grupo Ca+E+T.

Sorologia

Os niveis séricos de estradiol nas fémeas controle em proestro foram 23,0 + 4,2
pg/ml (Tabela I). Estes niveis se mantiveram constantes nos grupos Ca e Ca+O, mas
toramaram-se muito elevados nos grupos Ca+E (132,3 + 7,9 pg/ml) e Ca+E+T (80,0 £ 15,0
pg/ml). Os niveis de progesterona (controle = 7,2 + 2,0 ng/ml) sofreram grande reducdo
nos grupos Ca e Ca+0O (0,5 £ 0,2 e 0,4 £ 0,3 ng/ml, respectivamente), mas se recuperaram a
um padrdo similar ao grupo controle nos tratamentos com estradiol e estradiol+testosterona.

As oscilagdes nos niveis de testosterona ndo foram significativas para os grupos estudados.

Estereologia

A frequéncia relativa dos compartimentos prostiticos nos diferentes grupos
experimentais pode ser observada na Tabela 1. Os resultados demonstram que o
compartimento epitelial alterou-se significativamente apenas no grupo Ca+E+T (33,7 £
7,5%), onde observou-se um aumento com relagdo aos demais grupos (27,3 — 30,2%). O
compartimento estromal sofreu uma reducdo significativa nos grupos Ca+0O, Ca+E e
Ca+E+T. Inversamente, a propor¢do de estroma muscular tornou-se mais elevada nestes
mesmos grupos. O compartimento luminal manteve-se constante em todos os grupos

experimentais.
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Morfometria e Cariometria

Os dados morfométricos (Tabela I) indicam que as células epiteliais secretoras
tornaram-se significativamente mais baixas nos grupos Ca e Ca+0. Contudo, nos grupos
tratados com estradiol e estradiol+testosterona estes valores foram sucessivamente mais
elevados (controle = 19,3 + 5,5 um; Ca+E =274 + 8,4 pm; Ca+E+T =329 £ 8,5 um). A
espessura da camada de células musculares lisas tornou-se reduzida no grupo Ca+O, porém
mostrou-se significativamente mais desenvolvida nos grupos Ca+E e Ca+E+T.

Os dados cariométricos (Tabela I) demonstram que a drea e o perimetro do nicleo
das células secretoras diminuem com a castracdo (grupos Ca e Ca+0), mas que tendem a se
recuperar a valores semelhantes ao do grupo controle apds o tratamento hormonal (grupos

Ca+E e Ca+E+T).

Andlise morfolégica e do perfil secretor

A proéstata de fémeas na fase de proestro é encontrada na regido parauretral como
um conjunto de ductos e alvéolos inseridos em um estroma fibromuscular e exibe intimo
contato com a parede da uretra média e distal (figura 1A). Os 4cinos sdo revestidos por um
epitelio simples que varia de ctibico a prismético e com dois tipos celulares principais: as
células basais e as células secretoras (figura 1B). Os lumens se apresentam volumosos,
repletos dos produtos de secrecao glicoproteica, e podem ser observados numerosos blebs
de secrecdo no apice das células epiteliais secretoras (figura 1C). Os acinos e ductos
prostaticos estdo associados a um estroma rico em fibras reticulares e coldgenas que
circundam a membrana basal, células musculares lisas e estriadas esqueléticas, além de
vasos sanguineos (figura 1A-C).

Nos animais do grupo Castrado, a glandula prostatica apresentou grande regressao
acinar, evidenciada pela diminui¢cdo do volume dos acinos (figura 1D). A morfologia geral
da glandula apresentou grande perda da arquitetura quando comparada com a glandula do
grupo controle. O epitélio, que antes exibia um formato regular acompanhando a
circunferéncia dos 4cinos, apresentou-se bastante pregueado. As células epiteliais tornaram-
se cubicas muito mais frequentemente em relacdo ao observado no grupo controle (figura

1E). Fica evidente pela coloracio PAS uma importante reducdo da atividade secretora
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(figura 1F). Notou-se, ainda, a presenca de “debris” celulares ocupando o interior dos
limens acinares. Resultados muito semelhantes foram notados no grupo castrado+dleo
(figura 1G-I).

A reposicdo do estradiol causou importantes mudangas no arranjo tecidual da
prostata feminina do gerbilo (figura 1J-L). As glandulas dos animais do grupo
castrado+Estradiol mostraram uma reversao no processo de regressdo acinar com lumens
apresentando-se mais volumosos e com grande densidade celular (figura 1J). A altura e o
volume das células epiteliais sofreram um aumento considerdvel em relagdo ao observado
nos animais castrados e, inclusive, em relacdo aos animais controles, passando de cubicas a
prismdticas em grande parte da superficie epitelial (figura 1K). A atividade secretora parece
ter aumentado uma vez que além das células apresentarem-se maiores e repletas de blebs,
os lumens apresentaram numerosos granulos de secrecdo (figura 1L). Resultados
semelhantes foram encontrados para as préstatas de fémeas do  grupo
Castrado+Estradiol+Testosterona, que receberam doses conjugadas dos hormonios
estradiol e testosterona apds a ovariectomia (figura 1M-O). Entretanto, nesses animais a
resposta mostrou-se mais exacerbada, com células secretoras muito altas e uma frequéncia
muito maior de arcos intraepiteliais e figuras cribiformes neoplésicas (figura 2J) .

Em todos os grupos experimentais foi observado pelo menos um tipo de lesdo,
desde pequenas desordens inflamatérias até altos graus de desordens proliferativas (figura
2). Em alguns casos, pode-se observar certo distanciamento entre a lamina basal e as

camadas musculares lisas, que em condi¢de normais, sdo estruturas adjacentes.

Andlise Imuno-histoquimica

A imunorreacdo para o ER-a foi mais evidente nos nucleos das células estromais e,
apesar de ter sido observada em todos os grupos, sua frequéncia e intensidade diminuiram
nos grupos Ca e Ca + O. No entanto, os dois tratamentos hormonais aplicados foram
capazes de tornar a marcacado muito mais evidente, sobretudo frente a maior celularidade
observada no estroma (Figura 3A-E). Eventualmente, foram observadas marcagdes em
células epiteliais. Em contrapartida, o padrdo de imunolocalizacio de ER-B nas células

epiteliais foi muito semelhante em todos os grupos experimentais (Figura 3F-O).
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Discussao

Estudos prévios t€ém demonstrado que a prdstata feminina é um 6rgdo funcional e
que o desempenho regular do seu papel na reproducdo é dependente da acdo de hormdnios
esterdides (Santos et al., 2006 e 2008). Oscilagdes naturais desses hormonios durante o
ciclo estral da fémea do gerbilo s@o acompanhadas por importantes alteracdes na estrutura e
funcionamento da glandula prostética, tanto da por¢do secretora quanto da por¢do estromal,
0 que comprova o envolvimento dos esterdides na histofisiologia prostatica feminina (Fochi
et al., 2008; Santos e Rochel-Maia et al., 2011). De fato, a privacdo dos hormonios
ovarianos causou atrofia na glandula, evidenciada pela reducdo de sua massa absoluta e
relativa e pela reducdo da altura do epitélio, da drea e perimetro nucleares e da atividade
secretora externada pela coloracdo PAS. Além disso, dados de ultra-estrutura comprovam a
reducdo da atividade secretora nestas células devido a reducdo das organelas responsdveis
por tal funcdo apds a castragdo, como o Golgi, o reticulo endoplasmaético rugoso e vesiculas
de secrecao (Fernanda Cristina Alcantara dos Santos, dados nao publicados).

A reversado de todas essas caracteristicas citadas no processo de regressdo acinar foi
observada nos grupos tratados pelo estradiol e pelo estradiol+testosterona. Respostas muito
semelhantes as encontradas no grupo tratado com estradiol isolado foram observadas em
prostatas de gerbilos machos que passaram por reposicao hormonal por estradiol apds
orquiectomia (Scarano et al. 2008). Entretanto, hd alguma diferenca entre os grupos
experimentais tratados no que diz respeito ao padrao de reestruturacdo do tecido. Embora a
maioria das respostas tenham tido aspecto semelhante (aumento da altura do epitélio, da
area e perimetro nucleares, da produc¢do de secrecao etc.), a intensidade dessas respostas foi
diferente entre esses grupos. Nos dois casos, apesar da recuperacao da atividade secretora, a
histoarquitetura normal da glandula n3o foi recuperada e ambos os tratamentos tiveram
efeito proliferativo sobre o 6rgao. Com isso, podemos afirmar que ha semelhanca entre o
papel dos hormdnios esteréides na prostata feminina e na masculina (Scarano et al., 2008,
Oliveira et al., 2006) e que o balanco entre esses hormonios, € ndo somente sua circulacao,

¢ fundamental para a manuten¢do da sua homeostasia.
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De acordo, numerosos tipos de lesdes foram observados, desde pequenos focos de
desordens inflamatérias até prostatites generalizadas e desordens proliferativas, tanto nos
animais castrados quanto, e principalmente, nos animais tratados. Apesar de 100% dos
animais tratados terem apresentado lesdes teciduais, no grupo estradiol+testosterona elas se
mostraram muito mais conspicuas e intensas. Dados de literatura corroboram que a
proliferacdo celular induzida por estradiol é aberrante (Prins & Korach 2008) e a
superexposicdo de fémeas a testosterona, que € um hormoénio envolvido na regulacdo do
crescimento, diferenciac@o e sobrevivéncia das células prostéticas, também geraram lesdes
de ordem inflamatéria e proliferativa (Santos et al. 2006). Assim, a combinacdo de doses
suprafisioldgicas desses hormonios foi igualmente inadequada para o bom funcionamento
prostatico nas fémeas estudadas, apesar de reverter a atrofia glandular.

Observaram-se, ainda, alguns eventos de metaplasia escamosa, as quais se
apresentam como lesdes comuns em glandulas expostas a altas concentracdes de estradiol,
caso do presente estudo. Este tipo de lesdo € resultante da proliferacio e da
multiestratificagdo das células epiteliais basais (Ellem & Risbridger 2009). A metaplasia
escamosa ocorre normalmente durante a vida intra-uterina de homens, enquanto o feto esta
sob grande influéncia dos niveis de estrégeno presentes no sangue da maie, mas a
ocorréncia diminui apds o nascimento, quando a concentracdo de estrégeno diminui e a de
testosterona aumenta relativamente (Prins & Korach 2008).

A incidéncia de lesOes frente ao desequilibrio hormonal reitera a importancia de se
entender a acdo dos estrogenos e andrégenos sobre a prOstata feminina, posto que as
alteracdes hormonais que acompanham o envelhecimento, o uso de substancias disruptoras
enddcrinas, de métodos contraceptivos ou terapias hormonais podem interferir na saide da
mulher. Na literatura ja sdo encontradas importantes doencas do sistema urogenital
feminino com origem na prostata, tais como cistos parauretrais, carcinomas e
adenocarcinomas (Zaviaci¢ , 1993; Dodson et al., 1994, 1995; Ali et al., 1995; Ebisuno et
al., 1995; Sloboda et al., 1998; Islam et al., 2001; Sharifi-Aghdas and Ghaderian, 2004;
Kato et al., 2005; McCluggage et al., 2006; Konecki et. Al 2009). Estudos do nosso
laboratério observaram que os desniveis hormonais provocados com o envelhecimento

(Custddio et. al., 2006), com a suplementacdo hormonal pela testosterona (Santos et al.,



31

2006; 2007) e com tratamentos por drogas anti-estrogénicas (revisados em Santos e
Taboga, 2006) comprometem a prostata feminina com as mesmas lesdes descritas para a
glandula masculina, tais como: prostatites, hiperplasias, neoplasias intra-epiteliais e
carcinomas (Santos et al., 2006).

A diminui¢do na imunorreatividade do ER-a coincidiu com a involugdo prostatica
causada pela castracdo. De fato, muitos dados na literatura relacionam a expressao macica
deste receptor com proliferagdo aberrante em machos ou seres humanos, formacdo de
neoplasias, onde geralmente aparecem super-expressos, metaplasias e avanco para doencas
prostaticas de cardter maligno (Bonkhoff e Berges, 2008; revisdo em Ellem e Risbridger,
2009). Isso explica a expressiva marcagdo observada para o ER-a nos grupos tratados com
estradiol e estradiol+testosterona, onde grande nimero de desordens foi observado, além de
uma maior celularidade tanto do epitélio quanto do estroma glandular. Em relacdo ao ER-3,
apesar de haverem evidéncias de que sua expressdo diminua com a castracdo em ratos
adultos (Oliveira et al., 2007) ou em avancados graus de neoplasias intraepiteliais
(Bonkhoff e Berges, 2008), essas caracteristicas ndo foram observadas neste estudo, posto
que em todos os grupos experimentais, o padrao de expressio se manteve semelhante.

Uma observagao importante de se ressaltar € que, mesmo apds a castracao, os niveis
séricos de estradiol, cuja principal fonte eram os ovdrios, ndo sofreram alteracdes
significantes. Esses dados nos parecem intrigantes, pois os sitios extragonadais produtores
de estrégeno no organismo feminino, tais como as células do tecido adiposo e as adrenais
apenas mantém niveis hormonais essenciais para o organismo (Siiteri & MacDonald, 1973;
Simpson et al., 1997). Uma vez que o estradiol seja um hormdnio de extrema importancia
para muitas das fungdes no organismo feminino, pode-se sugerir uma possivel
compensac¢do na producio de estrogenos extragonadais seguintes a castragdo. Em adi¢do, a
reposicao de estradiol parece alterar os niveis séricos dos outros hormonios esterdides.
Neste estudo, animais sob exposi¢ao estrogénica apds a castrac¢io cirirgica, mostraram uma
recuperacdo nos niveis séricos de progesterona e, apesar de ndo serem estatisticamente
significantes, os niveis de testosterona demosntraram uma tendéncia de aproximag¢do dos
valores encontrados no grupo controle. Estudos adicionais sdo necessdrios para se definir

de que forma essa interacdo pode ocorrer.
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Em conclusdo, os hormoénios ovarianos sdo de grande importancia para a
manutencdo da fisiologia da préstata feminina, uma vez que a ovariectomia causou
regressdo glandular e diminuicdo da atividade secretora. O estradiol isolado ou combinado
com a testosterona mostrou ter efeito proliferativo sobre o epitélio e provocou o aumento
da atividade secretora, o que prova que esses hormonios, assim como nos machos, estdo
envolvidos nos processos biolégicos que ocorrem nesse O0rgdo na fémea. Entretanto, a
exposicao apenas a estes dois hormdnios permitiu a recuperacdo da atividade secretora da
glandula, mas ndo de sua histoarquitetura normal. Além disso, o estradiol mostrou ter
algum efeito regulatério sobre os niveis de progesterona e testosterona. Dessa forma,
estudos aprofundados sobre as agdes do estrégeno na prdstata, isolado ou conjugado com
outros hormonios, podem abrir caminho para o desenvolvimento de tratamentos de

importantes doengas prostaticas.
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Legenda das Figuras

Figura 1 — Aspectos morfoldgicos e da atividade secretora em cada um dos grupos
experimentais. Coloragao H&E: A, B, D, E, G, H, J, K, M e N. Coloracdao PAS: C, F, I, L,
0. Acinos com epitélio desenvolvido podem ser observados nos gupos controle (A, B),
castrado+estradiol (J, K) e castrado+estradiol+testosterona (M, N) e com intensa atividade
secretora (C, L, O). Acinos regredidos podem ser observados nos grupos castrado (D, E) e
castrado+dleo (G, H) e com atividade secretora muito reduzida (F, I). cml: célula muscular
lisa, lu: lumen, es: estroma, ep: epitélio, cb: célula basal, cs: célula secretora, seta branca:

blebs de secrecdo; *: debris celulares.

Figura 2 — Focos de lesdes encontradas em todos os grupos experimentais. Coloracao
H&E: (A-K). Coloragao PAS: (L). (A, B) Controle. (C, D) Castrado. (E) Castrado+6leo.
(F-I) Castrado+estradiol. (J-M) Castrado+estradiol+testosterona. Na figura (L) pode ser
observada uma citodiferenciagdo andmala do grupo castrado+estradiol+testosterona. 1i:
inflamacdo, NIP: neoplasia intraepitelial prostatica, P: prostatite, ai: arco intraepitelial, M:

metaplasia escamosa.

Figura 3 — Marcacdo imuno-histoquimica dos receptores de estrdgeno nos grupos
experimentais. ERa: A — E. Marcag@o observada principalmente nas células estromais, com
reducdo de positividade nos grupos castrado e castradotestradiol. ERB: F — O. Marcacao
observada nas células epiteliais, com positividade muito semelhante entre todos os grupos.

Seta branca: nicleos de células epiteliais; seta escura: nicleos de células estromais.
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Tabela I - Estatistica descritiva da biometria, sorologia, estereologia, morfometria e cariometria da prostata
feminina do gerbilo em todos os grupos experimentais. Os valores indicados representam a média e o desvio
padrio, respectivamente. *Diferencas estatisticamente significativas p < 0,05 (ANOVA, Tukey). *Diferencas
estatisticamente significativas p < 0,05 (Kruskal-Wallis, Dunn). *>“Superindices distintos indicam diferencas
entre os grupos experimentais. Co = controle; Ca = castrado, Ca+O = castrado + 6leo; Ca+E = castrado +
estradiol; Ca+E+T= castrado + estradio + testosterona; CML = célula muscular lisa.

Grupos Experimentais

Biometria (n=10)

Corpo (g)
Complexo prostatico*

(8)

Peso relativo* (x10™)
Sorologia (n=5)

Estradiol” (pg/ml)
Progesterona” (ng/ml)
Testosterona (ng/ml)
Estereologia (n=40)

Epitélio* (%)
Estroma* (%)

CML* (%)

Lamen (%)
Morfometria (n=200)

Epitélio* (um)
CML* (um)
Cariometria (n=200)

Area* (um?)
Perimetro* (um)

Co Ca Ca+0 Ca+E Ca+E+T
59,4+43 63,4+37 57,8+55 63,9+4,9 61,8+2,0
0,055° + 0,039" + 0,034°+  0,051°+0,01 0,083+
0,02 0,01 0,006 0,02
9,4%°+3,2 6,1°+1,8 59°+1,2 7,9°+2,6 13,3°+3,3
23,0°+4,2 22,9°+3,4 156°+46 132,3°+7,9 80,0+ 15,0
7,2°+2,0 0,5°+0,2 0,4°+0,3 8,8°+2,6 7,9+2,0
0,1+0,03 0,05+0,05 004+0,03 0,12+0,1 0,13 +0,05
30,2°+59 27,8°+10,1 27,3°+89  287°+838 33,7°+7,5
34,0°+86 33,00+11,2 245°+79 22,0°+7,7 23,0°+7,8
16,2°+7,0 19,3°+7,2 251°+4,7 22,9°+8,2 21,5°+6,9
19,6+8,5 19,9+83 23,1+11,5 26,4+82 21,7+12,1
19,3°+5,5 159°+7,5 11,6°t56 27,4°t84 32,9°+8,5
145°+55 13,1°+7,4 10,7°+4,2  16,9°+7,8 17,8+ 7,7
295%°+6,5 19,1°+9,7 12,3°+6,0 24,6°+82 29,1°+6,8
20,4°+2,3 16,1°+4,3 13,1°+2,9 189°+33 20,7°+2,4
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CONCLUSOES GERAIS

1. A histoarquitetura normal da prostata feminina estd relacionada ao equilibrio entre os
hormonios produzidos pelos ovdrios. Ainda, é possivel afirmar que dentre esses hormonios,

o estradiol e a testosterona sdao fundamentais para a manutencio de sua morfologia.

2. O estradiol mostrou ter efeito proliferativo sobre as células prostiticas, bem como sua

associag@o com a testosterona.

3. A funcdo secretora da prostata feminina é dependende do equilibrio entre os hormonios

esterdides.

4. Embora ainda seja necessdrio compreender de que forma, existe uma possivel atuacao do

estradiol na regulacdo dos niveis séricos da testosterona e da progesterona
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