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RESUMO 

Embora a próstata seja um órgão andrógeno-dependente, ela também sofre influência 

dos estrógenos que agem através de seus receptores específicos ERα e ERβ, sendo este 

último altamente expresso no epitélio glandular. Evidências apontam que 3β-diol, 

metabolito da diidrotestosterona (DHT), seja o ligante alternativo de ERβ, regulando a 

proliferação, apoptose e diferenciação celular. Ainda, existem relatos sobre a redução de 

ERβ no câncer de próstata, indicando seu importante papel protetor no tecido. Embora 

haja relação entre a redução de ERβ com o crescimento prostático anormal, pouco se 

sabe sobre variação idade-dependente de sua expressão. Neste contexto, a proposta 

deste trabalho foi elucidar se ocorrem alterações na expressão de ERβ com o 

envelhecimento, assim como em outros componentes da via metabólica de esteroides 

estrogênicos, como aromatase e CYP7B1 e com os níveis de estradiol e DHT na 

próstata de ratos Wistar em diferentes idades (3 a 24 meses). Investigamos também se o 

tratamento de ratos senis com 3β-diol seria capaz de reverter as alterações prostáticas 

decorrentes da idade. Com o envelhecimento foram detectadas alterações 

histopatológicas como hiperplasia, atipias nucleares e neoplasia prostática intraepitelial 

(PIN) em todos os lobos prostáticos. Na próstata ventral foram detectadas ainda áreas de 

atrofia e proliferação de arquitetura cribriforme, enquanto a próstata lateral foi 

frequentemente acometida por prostatite. Houve redução seletiva de ERβ em áreas de 

atrofia, atipia celular e PIN em animais senis, sendo que em áreas de PIN, esta redução 

foi paralela ao aumento de proliferação celular, corroborando o papel anti-proliferativo 

de ERβ. Estas alterações ocorreram em um ambiente hormonal com níveis constantes de 

estradiol e redução de DHT. Estes dados apontam que a redução local de ERβ possa 

estar associada com as condições malignas e pré-malignas na próstata. Aromatase foi 

detectada no epitélio glandular, sendo que esparsas células basais coraram mais 

intensamente para a enzima (células basais/Aro+). Em animais senis, houve aumento da 

densidade de células basais/Aro+, especialmente em áreas de proliferação cribriforme, 

PIN e prostatite, corroborando que os estrógenos possam ocasionar efeitos adversos na 

próstata com o envelhecimento, similares à estrogenização induzida. Nestas áreas houve 

ainda moderada redução da expressão de CYP7B1, reforçando um possível 

desequilíbrio hormonal local, uma vez que a disponibilidade de DHT para conversão em 

3β-diol está reduzida. O tratamento de animais senis com 3β-diol promoveu melhora 

substancial na citoarquitetura do complexo prostático, assim como promoveu aumento 
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da expressão de ERβ, redução da proliferação celular e aumento de apoptose, sem 

alterar os níveis intraprostáticos de DHT, corroborando o papel anti-proliferativo, pró-

apoptótico e pró-diferenciação de ERβ/3β-diol na próstata. Esses dados apontam que a 

exposição de animais senis a 3β-diol pode ser uma alternativa na prevenção de 

patologias prostáticas. Considerando o conjunto de resultados, podemos concluir que os 

estrógenos, 3β-diol e seus receptores, possuem importância significativa para o 

desenvolvimento e progressão de patologias prostáticas. Os resultados reforçam ainda a 

importância do estudo tecidual minucioso na próstata para melhor entendimento das 

alterações relacionadas às patologias prostáticas. 

Palavras chaves: próstata, envelhecimento, ERβ, 3β-diol, aromatase, estrógenos, 

CYP7B1, rato Wistar 
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ABSTRACT 

Although the prostate is androgen-dependent, it is also influenced by estrogens, which 

act via the estrogen receptors ERα and ERβ, the last one being highly expressed in the 

glandular epithelium. It has been shown that 3β-diol, a DHT metabolite, is the 

alternative ERβ ligand, regulating the cell proliferation, apoptosis and differentiation in 

the prostate. There is a body of evidences that ERβ is decreased in malignant prostate, 

suggesting that it plays an important role in protecting this tissue. Despite the 

relationship between reductions in ERβ and abnormal growth of the gland, few are 

known about the age-dependent variation of this receptor. Therefore, we aimed to 

investigate ERβ expression, as well as others components of the metabolic pathway of 

estrogenic steroids, such as aromatase and CYP7B1, as well as estradiol and DHT levels 

in the prostatic lobes of aging Wistar rats (3 to 24 months). We also investigated 

whether the treatment of senile rats with 3β-diol would be able to reverse the aging 

prostate changes. Histopathological alterations, including hyperplasia, intraluminal 

concretions, nuclear atypia and prostate intraepithelial neoplasias (PIN), were observed 

in the prostates of aging rats. In the ventral prostate, areas of cribriform proliferation 

and epithelial atrophy were also observed, whereas in the lateral prostate, there was 

frequent prostatitis. Immunohistochemistry revealed that the expression of ERβ was 

reduced in restricted areas related to atrophy, cellular atypia and PIN in senile animals. 

Corroborating the involvement of the receptor with anti-proliferative activity, the 

punctual reduction in ERβ paralleled the increase in cell proliferation especially in areas 

of PIN and nuclear atypies. These changes occurred in a hormonal milieu characterized 

by a constant concentration of estradiol but decreased plasmatic and tissue DHT. These 

data point out that the focal ERβ reduction may be associated with the premalignant and 

malignant conditions in the prostate. Aromatase was detected in the glandular 

epithelium, in which some sparse basal cells were found intensely stained for the 

enzyme (basal cell/Aro+). In senile animals, there were an increased in the basal 

cell/Aro+density, especially in cribriform proliferation areas, PIN and prostatitis 

corroborating that the estrogens may lead to adverse effects on the aging prostate, 

similar to those induced by estrogenization. In these areas there was also moderate 

reduction in the CYP7B1 expression, reinforcing a possible hormonal imbalance, since 

the DHT availability for conversion to 3β-diol is reduced. The treatment of senile rats 

with 3β-diol promoted substantial improvement in the cytoarchitecture of the prostate 

complex, as well as promoted increase in ERβ expression, decrease in cell proliferation 
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and increase in apoptosis without changing the intra-prostatic DHT levels, thus 

corroborating the anti-proliferative, pro-apoptotic and pro-differentiation role of 

ERβ/3β-diol in the prostate. These data point out that exposure of senile animals to 3β-

diol may be an alternative in the prevention of prostate diseases. Considering the set of 

results, it may be concluded that estrogens, 3β-diol and their receptors have significant 

importance for the development and progression of prostate diseases. The results also 

reinforce the importance of careful study in the prostate tissue to better understand the 

changes related to prostate diseases. 

Keywords: prostate, aging, ERβ, 3β-diol, aromatase, estrogens, CYP7B1, Wistar rat 
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I. REVISÃO DE LITERATURA  

 

1. CARACTERÍSTICAS GERAIS DA PRÓSTATA 

A próstata é uma das glândulas anexas ao sistema genital masculino, sendo sua 

secreção importante para a fertilização, por promover condições favoráveis para a 

sobrevivência dos espermatozoides. Localizada na cavidade pélvica, a próstata está 

posicionada abaixo do colo da bexiga, onde se dispõe ao redor da porção inicial da 

uretra, que dessa forma é denominada uretra prostática (Aumüller, 1979).  

A próstata produz e secreta um complexo proteolítico, o líquido prostático, 

caracterizado por ser uma secreção homogênea, leitosa e alcalina, com odor inerente, 

que corresponde a aproximadamente 30% do plasma seminal em humanos (Aumüller, 

1989; Kumar e Majumder, 1995). Nessa secreção, encontram-se diversas enzimas como 

fibrinolisina, coagulase, fosfatase ácida, antígeno prostático específico (PSA), além de 

lípides, citrato de cálcio, zinco, dentre outras (Aumüller, 1979; Kumar e Majumder, 

1995). A fibrinolisina, a coagulase, o PSA e outras enzimas estão envolvidas no 

processo de liquefação do sêmen e do muco cervical, facilitando o trânsito dos 

espermatozoides. Já a fosfatase ácida, através da conversão da fosforilcolina em colina, 

e os lípides, como o colesterol, são responsáveis pela nutrição dos espermatozoides. O 

citrato de cálcio é de grande importância, pois atua alcalinizando o pH vaginal, o que é 

fundamental para a sobrevivência dos gametas masculinos nas vias genitais femininas. 

Os altos níveis de zinco justificam-se pela importante função protetora, devido a sua 

ação antioxidante e antibacteriana (Aumüller, 1979; Kumar e Majumder, 1995). Em 

suma, a secreção prostática é fundamental para o sucesso reprodutivo já que promove 

algumas das condições necessárias para a manutenção dos espermatozoides. 

Durante a ejaculação, as células musculares lisas, componentes do estroma fibro-

muscular da próstata, se contraem promovendo a eliminação dos produtos secretados 

pela glândula, que serão conduzidos até a uretra. Neste momento, o líquido prostático 

irá se misturar aos espermatozoides conduzidos pelos ductos deferentes e aos produtos 

da vesícula seminal, formando assim o sêmen. 
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1.1 Aspectos Histológicos da Próstata  

O epitélio glandular da próstata é geralmente prismático, cujos componentes são 

semelhantes para as diversas espécies de animais experimentais e em humanos, estando 

bem estabelecida a presença de três tipos celulares morfofuncionalmente distintos: as 

células basais, as células secretoras ou luminais e as células neuroendócrinas 

(Abrahamsson e Sant’Agnese, 1993; Hayward et al,1996A; El-Alfy et al, 2000). Esses 

tipos celulares podem ser distinguidos baseado em sua localização, morfologia e 

características fenotípicas, como por exemplo, o perfil de citoqueratinas que estas 

células apresentam.  

As células basais são pequenas, contendo pouco citoplasma, núcleo pequeno de 

formas variadas e expressam as citoqueratinas 5 e 14 (Verhagen et al, 1992). Em 

algumas espécies de animais como ratos, camundongos, cães e macacos, estas células 

são pouco numerosas, localizadas entre as células secretoras em contato com a 

membrana basal, sem, porém, atingir a superfície luminal (El-Alfy et al, 2000; Taylor & 

Risbridger, 2008). Devido a essa característica, o epitélio glandular desses animais é 

classificado como pseudoestratificado. Embora haja esta clássica descrição de células 

basais restritas ao compartimento basal do epitélio, estudos recentes em roedores têm 

mostrado que algumas destas células exibem longas e delgadas projeções que se 

insinuam por entre as células adjacentes alcançando a superfície luminal (Shum et al, 

2008 e 2014; Kim et al, 2015). Já em humanos, as células basais são numerosas e 

formam uma camada descontínua de células que repousam sobre a membrana basal sem 

também atingirem o lúmen (El-Alfy et al, 2000). Por essa razão, a classificação do 

epitélio glandular em humanos tem sido mais controversa, sendo que alguns o 

classificam como pseudoestratificado, enquanto outros o consideram biestratificado 

colunar (El-Alfy et al, 2000). 

Algumas células basais apresentam-se relativamente indiferenciadas e são 

consideradas células-tronco (El-Alfy et al, 2000). Outras apresentam numerosas 

vesículas pinocíticas ao longo da superfície basal sugerindo envolvimento no transporte 

de material entre o epitélio e o tecido subepitelial (Ichihara et al, 1978). As células 

basais da próstata em humanos possuem características distintas das células encontradas 

em animais experimentais, como a presença de junções oclusivas entre elas, o que 

sugere que elas formem uma barreira epitelial (El-Alfy et al, 2000). Também, a 

presença de junções comunicantes entre células basais, células secretoras e entre células 
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basais e secretoras, indicam um importante papel na comunicação célula-célula. Outra 

importante característica de algumas células basais da próstata humana é que elas são 

células diferenciadas e caracterizam-se pela presença de numerosas enzimas 

esteroidogênicas, tais como 3β-hidroxiesteroide desidrogenase, 17β-hidroxiesteroide 

desidrogenase tipo 5 e 5α-redutase tipo 2 (Pelletier et al, 2001; Takase et al, 2006).  

As células luminais ou secretoras são colunares altas, com núcleo localizado no 

terço basal da célula e citoplasma basófilo, exceto na região supranuclear, o qual se cora 

fracamente. As citoquetatinas expressas pelas células luminais são as 8 e 18 (Verhagen 

et al, 1992). Estas células são altamente diferenciadas e responsáveis pela produção dos 

principais componentes do líquido prostático, possuindo abundante retículo 

endoplasmático granular, desenvolvido complexo de Golgi, além de numerosos 

grânulos de secreção apicais (Aumüller, 1979; Hayashi et al, 1991).  

As células neuroendócrinas são células regulatórias que possuem características 

neurais e endócrinas. Estas células estão dispostas isoladamente ou em pequenos grupos 

em todo tecido prostático, incluindo o epitélio glandular e regiões ductais, sendo mais 

abundantes nesta última região (Abrahamsson & Sant’Agnese, 1993; Abrahamsson, 

1999). Essas células contêm uma vasta gama de grânulos de neurosecreção de tamanhos 

e morfologias distintas que se correlacionam com o grande número de moléculas 

secretadas, sugerindo a diversidade das mesmas (Abrahamsson & Sant’Agnese, 1993; 

Abrahamsson, 1999; Komiya et al, 2009). Alguns dos produtos secretados por essas 

células, como a calcitonina e somatostatina, já foram encontrados no líquido seminal, o 

que leva a possibilidade deles regularem a função dos espermatozoides (Sjoberg et al, 

1980; Sasaki & Yoshinaga, 1989). Outras moléculas como serotonina, glucagon, 

histamina, cromogranina, sinaptofisina, enolase específica de neurônio (NSE) entre 

outras, também são produzidos por estas células (di Sant’Agnese, 1992; Abrahamsson 

& Sant’Agnese, 1993; Angelsen et al, 1997). Devido a esta vasta variedade de 

neuropeptídios e aminas biogênicas produzidos, tem sido sugerido que estas células 

participem da regulação da atividade proliferativa, diferenciação e atividade secretória 

da próstata (Abrahamsson & Sant’Agese, 1993; Sun et al, 2009). Homens de etnia 

africana, que são mais propensos a desenvolver câncer de próstata, possuem menor 

densidade de células neuroendócrinas, indicando que estas células possam exercer efeito 

protetor contra a carcinogênese prostática (Daneshmand et al, 2005). Adicionalmente, 

esta maior prevalência também se correlaciona com os menores níveis de vitamina D e 

maiores níveis de níveis estrógenos (John et al, 2005;), os quais são comuns nesta etinia. 
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Em humanos, o estroma que sustenta os ácinos é de natureza conjuntivo-muscular 

liso. Esta musculatura lisa sofre contrações durante a ejaculação, auxiliando na ejeção 

da secreção prostática no lúmen da uretra (Aumüller, 1979; Hayward et al, 1996B). Em 

roedores, o estroma interacinar é composto por tecido conjuntivo frouxo, enquanto as 

células musculares lisas se restringem a uma delgada camada de três a cinco células de 

espessura que se dispõem em torno dos adenômeros. A espessura dessa camada 

muscular aumenta progressivamente na convergência dos ductos em direção à uretra 

(Aumüller, 1979; Hayward et al, 1996B). Em ambas as espécies, o estroma contem 

ainda nervos, vasos sanguíneos e linfáticos, e células de defesa, como mastócitos 

(Hayward et al, 1996B). 

 

1.2 Próstata de roedores e de humanos 

- Roedores  

A próstata de roedores é composta por quatro lobos bilateralmente simétricos (Fig. 

1), que são denominados de acordo com sua posição quadrúpede anatomotopográfica 

relativa à uretra, como: próstata ventral (VP), próstata dorsal (DP), próstata lateral (LP) 

e próstata anterior (AP) ou glândula de coagulação (Hayashi et al, 1991; Hayward et al, 

1996A; Risbridger & Taylor, 2006). Estudos da ramificação dos ductos prostáticos 

mostram que estas glândulas possuem um comportamento de ramificações arbóreas, 

possuindo ductos terminais ou adenômeros, localizados na porção distal da glândula, 

que convergem formando ductos secundários que por sua vez, culminam para formação 

dos ductos principais. Estes ductos desembocam na uretra prostática, onde a secreção da 

glândula é lançada. O padrão de ramificação glandular é particular em cada lobo, assim 

como o padrão de expressão gênica, respostas hormonais, síntese proteica e 

consequentemente o tipo de secreção produzido (Takeda et al, 1990; Hayashi et al, 

1991; Prins et al, 1992; Berquin et al, 2005).  

A próstata ventral esta localizada imediatamente abaixo da bexiga, sendo que seus 

2 a 3 ductos principais desembocam na porção ventral da uretra (Fig.1A). Este lobo 

constitui aproximadamente metade da massa do complexo prostático, sendo o principal 

lobo utilizado como modelo experimental (Hayashi et al, 1991). O epitélio 

pseudoestratificado prismático que forma os adenômeros é pouco pregueado nesse lobo 

(Hayashi et al, 1991). 
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A próstata dorsal localiza-se abaixo das vesículas seminais e da próstata anterior, 

dispondo-se caudalmente à bexiga e posterior à uretra e à próstata lateral (Fig.1A). Ela 

possui de 5 a 6 ductos principais em cada lobo, sendo sua morfologia complexa, 

apresentando-se extensamente ramificados. Os adenômeros apresentam uma estrutura 

em forma de túbulo-alvéolo com poucas pregas do epitélio, e altura do epitélio de 

cilíndrico a cúbico, sendo mais baixo que na próstata ventral (Hayashi et al, 1991). 

A próstata lateral ocupa posição logo abaixo da vesícula seminal e da próstata 

anterior, estendendo-se parcialmente sobre a próstata ventral e por fim se juntando 

caudalmente à próstata dorsal (Fig.1A). Seus túbulo-ácinos são mais pregueados e seu 

epitélio mais baixo que o dos lobos ventrais e dorsais (Hayashi et al, 1991). 

A próstata anterior encontra-se adjacente à vesícula seminal, situando-se em sua 

concavidade medial (Fig.1A). Apresenta estrutura tubular em vez de túbulo-acinar como 

a dos outros lobos, possuindo apenas um ducto principal em cada lado, que emerge da 

porção póstero-superior da uretra. O ducto principal é formado pela convergência dos 

numerosos ductos distais ramificados. Neste lobo, a altura e o pregueamento do epitélio 

são muito variados, o que indica diferente atividade secretora ao longo da glândula 

(Hayashi et al, 1991). 

A cápsula de tecido conjuntivo que envolve os lobos prostáticos de ratos, além de 

unir os ductos de um mesmo lobo no seu interior, permite que cada lobo se mantenha 

em um compartimento separado e com forma característica (Hayashi et al, 1991). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Representação esquemática da organização da próstata de roedores (A) e da 

próstata humana (B) em torno da uretra. Adaptado de Cunha et al, 1987.  
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- Humanos  

Em humanos, a próstata é uma glândula ímpar e bem individualizada, sendo 

constituída por quatro regiões organizadas concentricamente em torno da uretra, 

denominadas: zona de transição, zona central, zona periférica e zona anterior, essa 

última sendo aglandular e de constituição puramente fibromuscular (McNeal,1988; 

Lacsko et al, 2005) (Fig. 1B). Essas zonas se distinguem não só pela organização e 

morfofisiologia, mas também pela significância patológica, uma vez que a zona de 

transição é o principal local de origem de hiperplasia prostática benigna (HPB), 

enquanto a zona periférica é o local de origem da maioria dos adenocarcinomas 

(McNeal, 1988; Shappel et al, 2004).  

A zona de transição constitui menos de 10% do volume da próstata humana normal, 

que se organiza disposta em torno da porção proximal da uretra prostática (Shappel et 

al, 2004). Seus ácinos são relativamente pequenos e arredondados, circundados por um 

estroma fibromuscular frouxamente organizado (Laczko et al, 2005). Apesar de 

corresponder a uma pequena porcentagem da glândula, a zona de transição é de grande 

importância médica, pois é a região acometida por hiperplasias benignas da próstata, 

também conhecida como HBP (McNeal, 1988; Shappel et al, 2004; Risbridger & 

Taylor, 2006). Mais raramente, a zona de transição pode ser acometida por cânceres 

(cerca de 20% das ocorrências), mas esses em geral são menos graves que aqueles que 

ocorrem na zona periférica (Shappel et al, 2004). 

A zona central constitui cerca de 20% do volume da glândula, circundando os 

ductos ejaculatórios (Shappel et al, 2004) (Fig. 1B). Caracteriza-se morfologicamente 

por ácinos grandes com superfície luminal irregular e separados por estroma contendo 

fibras musculares lisas bem compactadas que se estendem em direção à periferia dos 

ácinos (Shappel et al, 2004; Laczko et al, 2005). 

A zona periférica, maior das subdivisões anatômicas da próstata humana, envolve as 

zonas central e de transição, bem como a porção distal da uretra, constituindo cerca de 

70% do tecido glandular total (McNeal, 1988; Shappel et al, 2004) (Fig. 1B). Nesta 

região, as glândulas assemelham-se morfologicamente com as da zona de transição. A 

maioria dos adenocarcinomas de próstata surge nessa região, de forma que as amostras 

para biópsias de próstata são retiradas da mesma (McNeal, 1988; Risbridger &Taylor, 

2006).  



 

Morais-Santos, Mônica. Tese de Doutorado – Laboratório de Biologia da Reprodução, LABRE 

 

8 REVISÃO DE LITERATURA 

2. REGULAÇÃO HORMONAL DA PRÓSTATA 

A morfofisiologia da próstata é influenciada tanto por andrógenos como por 

estrógenos, hormônios esteroides provenientes da circulação sanguínea e/ou produzidos 

localmente, utilizando precursores provenientes tanto dos testículos quanto do córtex da 

glândula adrenal (Labrie et al, 2000; Risbridger et al, 2001). A biossíntese dos 

hormônios esteroides ocorre a partir do colesterol, que é transformado através de uma 

série de reações que envolvem hidroxilação, desidrogenação, oxirredução e 

aromatização, produzindo compostos hidrofóbicos biologicamente ativos, como os 

mineralocorticoides, glicocorticoides e hormônios sexuais (andrógenos, estrógenos e 

progestógenos).  

De forma resumida, o colesterol é transferido para a mitocôndria, onde ocorre a 

quebra de sua cadeia lateral, resultando na formação da pregnenolona, que se difunde 

desta organela para sofrer novas modificações no retículo endoplasmático agranular. 

Em roedores, no sentido da via esteroidogênica direcionada à formação dos hormônios 

sexuais, a pregnenolona é convertida em progesterona, que após metabolizações é 

transformada em androstenediona (Payne & Youngblood, 1995). Em outros animais 

como primatas, cães, coelhos e suínos, a pregnenolona é convertida em 

hidroxipregnenolona e desta para deidroepiandrosterona (DHEA), antes da formação de 

androstenediona (Stocco & McPhaul, 2006). Em ambos os casos, esta via dará origens 

aos hormônios sexuais de caráter androgênico e/ou estrogênico (Simpson et al, 1994; 

Carreau et al, 1999) (Fig. 2). As principais enzimas envolvidas nestas sínteses estão 

especificadas na Figura 2.  

A partir da androstenediona ocorre formação de testosterona, principal molécula 

androgênica circulante nos machos. As células de Leydig nos testículos são as 

principais responsáveis pela biossíntese de testoterona, sob o estímulo do hormônio 

luteinizante (LH), que por sua vez é produzido por células gonadotróficas da parte distal 

da adenohipófise (Sundaram & Kumar, 1996). Aproximadamente 2% da testosterona 

circulante se encontra livre no plasma, enquanto sua maior proporção está conjugada a 

proteínas séricas como a SHBG (sex hormone-binding globulin), albumina e globulina 

(Ho & Habid, 2011). A glândula adrenal, especialmente a zona reticular, também 

contribui com aproximadamente 5-10% dos andrógenos séricos, com a produção de 

androstenediona e, principalmente, DHEA (Aumüller, 1989), sob o estímulo do 

hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), também produzido pela adenohipófise. Os 
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andrógenos produzidos nas adrenais podem ser metabolizados em tecidos alvo, como a 

próstata, levando a formação de testosterona.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Representação esquemática das principais vias esteroidogênicas direcionadas 

à formação de hormônios sexuais. 3β-HSD e 17β-HSD = 3β e 17β hidroxiesteroide 

desidrogenase; DHEA = deidroepiandrosterona; DHT = diidrotestosterona; = grupo 

metil. Baseado de Bowen, 2001. 

 

Em diversos órgãos genitais, incluindo a próstata, a testosterona pode ser 

metabolizada, pela enzima 5α-redutase em diidrotestosterona (DHT), que é o principal 

andrógeno local (Fig. 2) (Russel & Wilson, 1994). Tanto a testosterona quanto a DHT 

exercem seus efeitos fisiológicos a partir da ativação de proteínas específicas, 

denominadas receptores de andrógenos (AR), os quais estão amplamente distribuídos 

por todo o sistema genital masculino, incluindo a próstata (Grossmann et al, 2001; 

Penning et al, 2007). Na ausência do ligante, o AR localiza-se no citoplasma associado 

à chaperonas, sendo que a ativação pela testosterona ou DHT promove sua dimerização 

e translocação para o núcleo, onde em conjunto com a maquinaria transcricional celular, 
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promove a regulação de genes alvos (Beato & Klug, 2000). A DHT é um andrógeno 

mais potente, apresentando afinidade até dez vezes maior aos AR, comparado ao seu 

precursor, a testosterona (Grossmann et al, 2001; Penning et al, 2007). Com essa maior 

afinidade pelo AR, a DHT é também duas a dez vezes mais potente na indução da 

atividade transcricional comparada com a testosterona (Wright et al, 1999). Durante o 

período fetal, a DHT é essencial para a diferenciação da genitália externa masculina e 

para o desenvolvimento da próstata a partir do seio urogenital, enquanto que na 

puberdade, este hormônio é fundamental para estimular o crescimento da próstata e 

induzir e manter sua atividade secretora em animais adultos (Cunha et al, 1992; Russel 

& Wilson, 1994). A dependência da próstata pelos andrógenos é facilmente 

demonstrada por experimento de castração química e/ou cirúrgica em ratos, 

procedimento que resulta em rápida involução da glândula, devido à redução dos níveis 

de andrógenos com consequente redução da ativação dos AR (Kiplesund et al, 1988; 

Prins & Birch, 1993; Oliveira et al, 2007). O mesmo ocorre quando há inibição da 

atividade da enzima 5α-redutase, onde ocorrem efeitos semelhantes aos observados na 

castração (Imperato-McGinley et al, 1992). 

Embora a próstata seja um clássico órgão andrógeno-dependente, numerosos 

estudos experimentais e epidemiológicos têm revelado a participação relevante dos 

estrógenos nos processos de diferenciação e crescimento da glândula, bem como em 

suas desordens patológicas (Prins et al, 1993; Prins et al, 2001; McPherson et al, 2007). 

O principal estrógeno obtido da metabolização da testosterona é o 17β-estradiol (E2), 

conversão essa que ocorre pela ação da enzima aromatase. 

Na via metabólica dos andrógenos na próstata, existe ainda uma rota alternativa de 

metabolismo, onde a DHT é transformada em 3β-diol (5α-androstane-3β-17β-diol), 

através da ação da enzima 3β-hidroxiesteroide desidrogenase (3β-HSD) (Steckelbroeck 

et al, 2004) (Fig. 2). O 3β-diol por sua vez é metabolizado e inativado por ação da 

enzima oxiesteroide 7α-hidroxilase (CYP7B1), que resulta na formação de compostos 

hidrossolúveis inativos que são excretados da próstata. Dentre estes compostos, 6α- e 

7α-triois somam mais de 80% dos metabolitos formados a partir de 3β-diol (Sundin et 

al, 1987).  

É importante destacar que o epitélio prostático dispõe de maquinaria enzimática 

essencial para produção dos diversos esteroides que a regulam, incluindo testosterona, 

DHT, estradiol e 3β-diol, a partir de precursores provenientes dos testículos e da adrenal 
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(Labrie, 1991; El-Alfy et al, 1999; Labrie et al, 2000). Esta condição permite que a 

próstata possua regulação hormonal autônoma, ajustando a formação e o metabolismo 

dos hormônios sexuais de acordo com seus requerimentos locais (Labrie et al, 2000). Os 

hormônios ativos produzidos localmente irão exercer seus efeitos nas próprias células 

que promoveram esta síntese e/ou em células vizinhas, de forma que dificilmente 

alcançarão o espaço extracelular e, consequentemente, a corrente sanguínea (Fig. 3). 

Este importante mecanismo que a próstata e outros tecidos possuem é conhecido como 

intracrinologia (Labrie et al, 1988).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Representação esquemática da formação intracrina dos principais hormônios 

ativos na próstata humana (DHT e 3β-diol). DHEA = deidroepiandrosterona; Andros = 

androstenediona; Testo = testosterona; DHT = diidrotestosterona; 3β e 17β-HSD = 3β e 

17β-hidroxiesteroide-desidrogenase. Adaptado e modificado de Labrie et al, 2000. 

 

Por serem temas do presente estudo, destacaremos a seguir as enzimas aromatase e 

CYP7B1, que fazem parte da maquinaria enzimática da próstata, bem como seus 

respectivos produtos (estrógenos) e alvo (3β-diol). 

 

3. A ENZIMA AROMATASE 

A síntese irreversível de estrógenos a partir de andrógenos é catalisada pela 

aromatase, enzima que pertence à superfamília do citocromo P450. Esta superfamília 

codifica várias enzimas que participam de diversos processos metabólicos vitais, dentre 

eles os dos hormônios esteroides, ácidos biliares e vitaminas, além do metabolismo de 
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drogas (Gonzalez, 1990). As enzimas P450 compartilham três características em 

comum: (1) são proteínas intrínsecas de membrana; (2) utilizam redutores de NADPH 

(e algumas vezes NADH) e átomos de oxigênio atmosférico para oxigenação de 

substratos e (3) possuem em sua porção carboxi-terminal uma região de ligação ao 

ferro, por isso, também denominadas hemeproteínas (Gonzalez, 1990). A sigla CYP (de 

cytochrome P450) normalmente é usada como prefixo da terminologia e a família, 

designada de acordo com a atividade hidroxilase na posição do carbono da molécula 

(Nebert et al, 1989; Nelson et al, 1993).  

A enzima aromatase promove a perda do grupo metil presente no carbono 19 de 

seus substratos androgênicos, o que levou a sua designação de CYP19. Esta perda 

promove uma série de reações que resulta na aromatização do anel esteroide A, 

formando o anel fenólico característico das moléculas estrogênicas (Akhtar et al, 1982; 

Simpson et al, 1992; Simpson & Davis, 2001).  

O gene CYP19, localizado no cromossomo 15 e 8 de humanos e ratos, 

respectivamente, é composto por 10 exons dos quais 9 são traduzidos (exons II a X) 

(Sebastian & Bulun, 2001). Este gene possui comprimento total de 123 kb, sendo que a 

região codificadora possui cerca de 30 kb. Os outros 93 kb restantes correspondem ao 

exon I, que possui 8 diferentes promotores (Fig. 4). Em cada tecido a tradução do gene 

inicia-se em um promotor específico do exon I, o que resulta em diferentes regiões 

5’UTR (untranslated region). Este transcrito sofre splicing em uma região em comum, 

imediatamente antes do códon de iniciação, que resulta em um transcrito final que será 

traduzido em uma mesma proteína nos diversos tecidos (Sebastian & Bulun, 2001; 

Simpson et al, 2002). Neste sentido, a regulação da expressão de CYP19 é tecido-

especifico pelo uso alternativo de múltiplos promotores, fazendo com que o mecanismo 

regulador da biossíntese de estrógenos em cada tecido seja única (Simpson et al, 2002) 

(Fig. 4). A proteína traduzida é composta de 503 aminoácidos de massa molecular de 

aproximadamente 55 kDa (Nitta et al, 1993; Levallet et al, 1998; Carreau et al, 2001), e 

possui localização citoplasmática, especificamente no retículo endoplasmático 

agranular, assim como a maioria das CYP.  
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Figure 4: Representação esquemática do gene CYP19. Exon I representado com seus 

diferentes promotores (PI.I a PII) que possuem regulação tecido-específico. Região 

5’UTG = região não codificadora. Modificado de To et al, 2014 e baseado de Simpson 

et al, 2002. 

 

Diferentes compostos estrogênicos são produzidos no organismo, sendo que a 

formação de determinada molécula esta relacionada com o substrato androgênico 

disponível no tecido para ação de aromatase. Nesse sentido, testosterona, 

androstenediona e 16α-hidroxiandrostenediona são substratos de aromatase para 

formação de 17β-estradiol (E2), estrona (E1) (Fig. 2) e estriol (E3), respectivamente 

(Means et al, 1989; Simpson et al, 1997).  

Aromatase já foi detectada em diversos tecidos como gônadas masculinas e 

femininas, cérebro, ossos, tecido adiposo, muscular e fígado fetal (Nitta et al, 1993; 

Nawata et al, 1995; Simpson et al, 1997; Wagner & Morrell, 1997; O'Donnell et al, 

2001; Carreau et al, 2002). Os estrógenos nestes locais desempenham importante papel 

na diferenciação sexual durante o desenvolvimento, na reprodução, comportamento 

sexual e processos metabólicos minerais, tais como manutenção da mineralização dos 

ossos (Carani et al, 1997; Honda et al, 1998; Simpson et al, 1999; Carreau, 2001).  O 

tecido adiposo, principalmente o abdominal, é também considerado uma importante 

fonte de estrógenos circulantes nos homens (Sundaram & Kumar, 1996) e a principal 

fonte em mulheres pós-menopausa (Simpson et al, 1997). 

No sistema genital masculino, aromatase está presente principalmente nos testículos, 

sendo que em roedores sua localização celular é idade-dependente (Papadopoulos et al, 

1986; Carreau et al, 1999). Nestes animais, a aromatase é detectada nas células de 

Sertoli de animais imaturos (Papadopoulos et al, 1986, Carreau et al, 1999, Carreau et 

al, 2002) e em células de Leydig e células espermatogênicas, incluindo os 
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espermatozoides que passam pelas vias espermáticas, em animais adultos (Nitta et al, 

1993, Janulis et al, 1996 e 1998; Levallet et al, 1998, Lambard et al, 2004). Desta 

forma, os estrógenos têm sido encontrados em concentrações relativamente altas no 

fluido testicular e no sêmen de diversas espécies animais (Hess, 2000 e 2003; Carreau & 

Hess, 2010).  

As informações sobre a enzima aromatase na próstata são bastante controversas. 

Tanto a proteína quanto o RNAm já foram detectados na hiperplasia prostática e no 

tecido maligno (Matzkin & Soloway 1992; Tsugaya et al, 1996; Hiramatsu et al, 1997; 

Ellem et at, 2004, Takase et al, 2006), assim como em linhagens de células tumorais 

prostáticas (Block et al, 1996; Ellem et al, 2004; Ho et al, 2008). Ademais, estudos mais 

antigos obtiveram sucesso em detectar atividade enzimática de aromatase em 

homogenatos prostáticos de tecido normal e hiperplásico (Stone et al, 1986; Kaburagi et 

al, 1987). Entretanto, outros estudos não foram capazes de detectar expressão e/ou 

atividade de aromatase no tecido (Smith et al, 1982; Voight et al, 1986; Brodie et al, 

1989) e em linhagens benignas (Ellem et al, 2004) e tumorais de células prostáticas 

(Negri-Cesi et al, 1998, Machioka et al, 2015).  

As diferenças sobre os dados relacionados à aromatase na próstata vão além de sua 

presença ou não no tecido. Outra disparidade acerca da expressão da enzima está 

relacionada com sua localização tecidual. Alguns estudos descrevem expressão proteica 

e de RNAm da enzima confinada ao estroma de tecido hiperplásico de humanos 

(Hiramatsu et al, 1997; Ellem et al, 2004; Ho et al, 2008) e estroma de morcegos 

(Begueline et al, 2015). Ainda, existem dados que indicam que a expressão de 

aromatase ocorre tanto no epitélio quanto no estroma em tecido normal e hiperplásico 

(Matzkin & Soloway 1992; Takase et al, 2006), enquanto que outros detectaram RNAm 

apenas no epitélio maligno (Ellem et al, 2004).  

Os dados a respeito da expressão de aromatase na próstata de roedores são bastante 

escassos, sendo que já foi detectada atividade da enzima em homogenato (Marts et al, 

1987) e expressão proteica e de RNAm especialmente no epitélio glandular (Castro et 

al, 2013).  
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4. A ENZIMA CYP7B1  

A enzima CYP7B1 também pertence à superfamília do citocromo P450, sendo 

responsável pela hidroxilação principalmente do carbono 7 do anel B de esteroides e 

oxiesteroides. O DNA complementar (DNAc) da enzima foi inicialmente isolado do 

hipocampo de ratos, sendo que seu gene CYP7B1 esta localizado no cromossomo 8 em 

humanos e no cromossomo 2 de ratos, e abrange seis exons separados por cinco introns 

(Stapleton et al, 1995). A tradução resulta em uma proteína com aproximadamente 506 

aminoácidos, com peso molecular de cerca de 58 kDa e de  localização citoplasmática 

(Wu et al, 1999; Lorbek et al, 2012).  

A expressão de CYP7B1 é detectada no fígado, coração, cérebro, intestinos e rins, 

assim como em órgãos genitais como testículos, ovários e próstata (Rose et al, 1997; 

Wu et al, 1999; Tang et al, 2006). Devido sua abrangente expressão, CYP7B1 participa 

de vários processos fisiológicos, incluindo a homeostase do colesterol; regulação do 

sistema imune; regulação da memória, cognição e comportamento sexual; além da 

regulação da sinalização endócrina e crescimento celular (Rose et al, 1997; Wu et al, 

1999; Weihua et al, 2002; Dulos et al, 2005; Tang & Norlin, 2006; Oyola et al, 2015). 

Dentre seus substratos estão a DHEA, a pregnenolona e o 3β-diol, moléculas que após 

metabolização pela CYP7B1 são inativadas. O metabolismo destes hormônios mediado 

pela CYP7B1 promove regulação na sinalização esteroidogênica, indicando que esta 

enzima tem importante papel na regulação dos níveis e efeitos de andrógenos e 

estrógenos por todo organismo (Weihua et al, 2002; Omoto et al, 2005; Tang & Norlin, 

2006; Pettersson et al, 2010; Lundqvist & Norlin, 2012).  

Diferentemente de outras enzimas citocromo P450, a CYP7B1 possui maiores níveis 

de expressão no hipocampo e na próstata do que no fígado (Rose et al, 1997), indicando 

seu importante papel nestes órgãos. Antes mesmo de sua classificação como CYP7B1 e 

de sua clonagem a partir de DNAc de hipocampo, sua atividade hidroxilase já havia 

sido detectada na próstata de roedores (Sundin et al, 1987). Dentre os substratos de 

CYP7B1 está o 3β-diol, presente em grande quantidade na próstata, sendo considerado 

o maior composto estrogênico no tecido (Weihua et al, 2002). A ação de CYP7B1 neste 

substrato resulta na formação de compostos hidrossolúveis que serão excretados da 

glândula (Sundin et al, 1987). Há ampla expressão de RNAm de CYP7B1 no epitélio 

prostático de roedores e humanos, enquanto que no estroma sua expressão é menos 

significativa (Martin et al, 2001 e 2004; Olsson et al, 2007).  
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Indícios apontam que CYP7B1 atua como um importante elemento regulador do 

crescimento prostático, fenômeno altamente regulado por fatores hormonais. Foi 

demostrado que camundongos com inativação da enzima (CYP7B1
-/-

) apresentaram 

próstata hipoproliferativa, resultante da elevação nos níveis de 3β-diol indicando os 

efeitos pró-apoptóticos deste hormônio agindo via receptor de estrógeno β (ERβ) 

(Weihua et al, 2002). Também, células prostáticas em atividade proliferativa co-

expressam elevados níveis de CYP7B1 (Weihua et al, 2002), além de sua super-

expressão estar associada com casos de adenocarcinoma (Olsson et al, 2007). Estes 

fatos reforçam o importante papel de CYP7B1 atuando como regulador das respostas 

mediadas pela via 3β-diol/ERβ, influenciando os níveis de 3β-diol. 

 

5. ESTEROIDES ESTROGÊNICOS NA PRÓSTATA  

Embora a produção local de estrógenos via aromatase ainda seja controversa, a 

próstata é um alvo de estrógenos por via direta e indireta. As ações indiretas dos 

estrógenos na próstata ocorrem afetando o eixo hipotálamo-hipófise-gônada. Os 

estrógenos exercem feedback negativo no hipotálamo, resultando na inibição da 

liberação de LH e consequentemente reduzindo os níveis de andrógenos (Jarred et al, 

2000), o que afeta a histofisiologia prostática. Adicionalmente a esta ação indireta, 

vários trabalhos demostram os efeitos diretos que os estrógenos podem promover na 

próstata, através da ativação de seus receptores específicos, os ERα (ESR1) e os ERβ 

(ESR2). Os ERα se expressam em algumas células do estroma (Kuiper et al, 1996; Makela 

et al, 2000), enquanto os ERβ se expressam intensamente no epitélio glandular, além de 

algumas células do estroma (Horvath et al, 2001; Pelletier, 2008), indicando que ambos 

compartimentos podem ser alvo desse esteroide.  

Apesar dos baixos níveis de estrógenos circulantes durante a vida adulta, existem 

dois momentos onde os homens são expostos a altos níveis de estrógenos circulantes: 

durante o desenvolvimento embrionário e durante o envelhecimento (Prins & Korach, 

2008), o que aumenta a proporção de estrógenos/andrógenos. Durante o 

desenvolvimento, ocorre uma natural exposição aos estrógenos de procedência materna, 

processo denominado de estrogenização. Esta exposição estimula proliferação celular, 

caracterizada pelo aparecimento de múltiplas camadas de células epiteliais, conhecida 

como metaplasia escamosa. Esta proliferação aberrante regride imediatamente após o 

nascimento, concomitantemente com o declínio dos níveis de estrógenos (Prins & 
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Korach, 2008). Ainda não está claro se esta estrogenização fisiológica durante o 

desenvolvimento pode estar relacionada com o aparecimento das desordens prostáticas 

durante o envelhecimento. Porém, várias evidências indicam que a exposição excessiva 

a estrógenos exógenos durante este período promove um mecanismo denominado de 

“imprinting” hormonal, o que está relacionado mais tarde na vida com as patologias 

prostáticas, incluindo inflamação crônica, neoplasia intraepitelial e aumento da 

susceptibilidade a carcinogênese (Prins et al, 2001; Prins et al, 2007; Prins & Korach, 

2008; Ellem & Risbridger, 2009).  

Durante o envelhecimento, o cenário hormonal da próstata se modifica pela segunda 

vez devido à redução dos níveis androgênicos, enquanto que os níveis de estrógenos não 

se alteram ou aumentam (Krieg et al, 1993; Banerjee et al, 2001). Essa modificação 

hormonal promove um novo aumento da proporção estrógenos/andrógenos, o que pode 

predispor ao aparecimento das afecções prostáticas comuns na velhice, especialmente a 

hiperplasia prostática benigna e os adenocarcinomas.  

A presença de altos níveis de ERβ na próstata é intrigante, considerando que a 

concentração prostática de estradiol é baixa (0.1 pmol/g) (Voigt & Bartsch, 1986), o que 

levou à especulação de que o estradiol poderia não ser a principal molécula estrogênica 

a atuar no tecido (Weihua et al, 2001). Como mencionado anteriormente, na via 

metabólica dos andrógenos existe uma via alternativa de metabolização da DHT para 

3-diol (Steckelbroeck et al, 2004) (Fig. 2). Diferente dos demais andrógenos, o 3β-diol 

não se liga aos receptores de andrógenos, mas sim aos receptores de estrógenos, 

especialmente do subtipo ERβ, que são abundantes na próstata (Kuiper et al, 1997; Pak 

et al, 2005). Ainda, a concentração prostática de 3β-diol (10 pmol/g) é cerca de 100 

vezes mais alta que a de estradiol (Voigt & Bartsch, 1986), reforçando a possibilidade 

de que esse metabólito da DHT seja o ligante alternativo de ERβ no local. 

O 3-diol possui capacidade de estimular a atividade de transcrição induzida por 

ERde forma similar ou até maior que a do ligante clássico estradiol (Pak et al, 2005; 

Sneddon et al, 2005). Ainda, diversos estudos demostram que 3-diol possui atividade 

estrogênica intrínseca, participando de várias funções biológicas (Morali et al, 1994; 

Weihua et al, 2002; Aspinall et al, 2004; Imamov et al, 2004; Sneddon et al, 2005; 

Picciarelli-Lima et al, 2006; Oliveira et al, 2007; Hiroi et al, 2013). Dentre estes papeis, 

nossa equipe mostrou que 3β-diol é o mais potente indutor da expressão de ERβ na 

próstata, enquanto DHT é mais efetivo na modulação de AR. Por outro lado, os efeitos 
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do estradiol na expressão de ERβ e AR foram inexpressivos (Oliveira et al, 2007). 

Outras evidências também sugerem que a expressão de ERβ na próstata não seja 

estrógeno-sensível (Prins et al, 2001). Outros papeis fisiológicos de 3β-diol na próstata, 

agindo via ERβ, destacam-se processos importantes como participação na modulação da 

proliferação, morte e diferenciação celular (Weihua et al, 2002; Imamov et al, 2004; 

Dondi et al, 2010; Mak et al, 2010; Dey et al, 2013; Colciago et al, 2014), bem como 

inibição da migração de células metastáticas (Guerini et al, 2005; Dondi et al, 2010), 

mantendo o fenótipo epitelial e reprimindo o caráter mesenquimal das mesmas (Mak et 

al, 2010). Ainda, um estudo comparativo entre agonistas sintéticos e 3β-diol, mostrou 

que o ligante natural de ERβ é o mais efetivo em promover atividade anti-proliferativa 

in vitro, com eficácia persistente ao longo do tempo de exposição (Colciago et al, 2014). 

 

6. RECEPTORES DE ESTRÓGENOS  

Os estrógenos agem através de ligação aos receptores de estrógenos (ER), sendo que 

até o momento são descritos dois subtipos, os ERα (ESR1) e os ERβ (ESR2) (Kuiper et 

al, 1996). Estes clássicos resceptores estão relacionados com a via de resposta 

genômica, caracterizada por regulações na transcrição gênica que pode durar de horas a 

dias. Adicionalmente, vem aumentando o número de evidências que demostram que os 

estrógenos também participam de eventos de sinalização rápida de estimulação celular 

que ocorre dentro de segundos a minutos, através de sua ligação a um receptor de 

estrógeno não genômico, pertencente à família dos receptores acoplados à proteína G, 

denominado GPR30 ou GPER-1. GPR30 está localizado predominantemente no retículo 

endoplasmático e possui alta afinidade e baixa capacidade de se ligar aos estrógenos, 

sendo estruturalmente diferente dos ERs nucleares (Revankar et al, 2005; Prossnitz et 

al, 2008; Otto et al, 2008). No presente trabalho serão destacados apenas os receptores 

clássicos da via genômica (ERα e ERβ), por serem alvos do estudo. 

Os ER clássicos são fatores de transcrição dependentes de ligantes, que pertencem à 

superfamília de receptores nucleares, que incluem os receptores de andrógenos, 

progesterona, glicocorticoides, mineralocorticoides, hormônios da tireoide, vitamina D3 

e ácido retinoico (White & Parker, 1998; Weatherman et al, 1999). Esses receptores 

quando ativados pelo hormônio específico, modulam a transcrição gênica, ao se ligarem 

em curtas sequências de DNA dos genes alvos, que no caso dos ER são denominadas 

elementos responsivos a estrógenos (ERE) (Parker et al, 1993; White & Parker, 1998).  
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Os ER foram clonados pela primeira vez em 1986, a partir de DNAc de células 

cancerígenas de mama (Green et al, 1986; Enmark & Gustafsson, 1999), mas sítios de 

ligação específicos para estrógenos já haviam sido identificados desde 1958. Dez anos 

mais tarde, em 1996, foi clonado de DNAc da próstata de rato um segundo tipo de ER, 

de forma que o primeiro receptor identificado foi renomeado ERα, e o segundo 

denominado ERβ (Kuiper et al, 1996).  

Apesar da homologia existente entre os ER, eles não são subtipos um do outro. O 

gene ESR1, codificador de ERα, está localizado no cromossomo 6 em humanos e no 

cromossomo 1 de ratos, enquanto que o gene ESR2, que codifica ERβ, está localizado 

no cromossomo 14 e 6 de humanos e ratos, respectivamente (Enmark et al, 1997; 

Matthews & Gustafsson, 2003). A transcrição destes genes origina um RNAm 

composto por nove exons, que após tradução resulta em uma proteína com cerca de 595 

aminoácidos e massa molecular de aproximadamente 66 kDa para ERα (Greene et al, 

1986), enquanto que ERβ possui 485 e 549 aminoácidos e massa molecular de cerca de 

54,2 kDa e 60-63 kDa para roedores e humanos, respectivamente (Kuiper et al, 1996; 

Mosselman et al, 1996; Enmark et al, 1997; Tremblay et al, 1997).  

A estrutura molecular proteica dos ER compreende seis domínios funcionais: 

domínio amino-terminal (NTD – regiões A/B), domínio de ligação ao DNA (DBD – 

região C), região de dobradiça (região D), domínio de ligação ao ligante (LDB – região 

E) e região F correspondente à porção carboxi-terminal da proteína (Fig. 5) 

(Weatherman et al, 1999; Beato & Klug, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Representação esquemática comparativa da estrutura proteica de ERα e ERβ. 

Domínios funcionais: A/B (NTD), C (DBD), D (região de dobradiça), E (LBD) e F. 

Modificado de Matthews and Gustafsson, 2003. 
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O domínio amino-terminal NTD (regiões A/B) é a região menos conservada entre os 

receptores nucleares em geral, apresentando apenas cerca de 24% de homologia entre 

ERα e ERβ (Fig. 5) (Pettersson & Gustafsson, 2001; Prins & Korach, 2008). Este 

domínio contém a função de ativação transcricional AF-1, responsável por ativar de 

forma específica os genes alvos das células juntamente com proteínas coativadoras e 

correpressoras da maquinaria transcricional (Beato & Klug, 2000; Pettersson & 

Gustafsson, 2001).  

O domínio DBD é a região mais conservada entre os receptores nucleares, 

apresentando mais de 98% de homologia entre ERα e ERβ (Fig. 5) (Pettersson & 

Gustafsson, 2001; Prins & Korach, 2008). Este domínio é responsável pelo 

reconhecimento de regiões especificas do DNA, chamadas de elementos responsivos a 

estrógenos (ERE), além de estar envolvido com a dimerização do receptor e da 

estabilização do complexo DNA/receptor (Weatherman et al, 1999; Beato & Klug, 

2000).  

A região de dobradiça, domínio D, confere flexibilidade ao receptor, essencial para 

os processos de dimerização e interação específica da região DBD ao DNA. Além disso, 

esta região possui o sinal de localização nuclear, juntamente com a região DBD, 

implicando na participação destes domínios na translocação do receptor para o núcleo 

(Beato & Klug, 2000).  

O domínio LBD é responsável pela interação específica entre o receptor e seu 

ligante e com as chaperonas na ausência do ligante (Beato & Klug, 2000). Após o 

acoplamento do ligante, este domínio promove mudanças conformacionais do receptor, 

ocorrendo, dissociação do complexo de chaperonas, estabilização do complexo 

receptor/ligante, dimerização, e consequentemente, aumento da afinidade pelo DNA 

(Beato e Klug, 2000). Adicionalmente, a região também está envolvida no recrutamento 

de moléculas correguladores durante a ativação transcricional (Beato & Klug, 2000; 

Pettersson & Gustafsson, 2001). Apesar da homologia de apenas 54%, os estrógenos 

endógenos (estradiol, estrona, estriol) interagem com os dois receptores ERα e ERβ, 

com similar afinidade, apesar de alguns fitoestrógenos como genisteína e cumestrol se 

ligarem aos ERβ com maior afinidade comparado ao ERα (Kuiper et al, 1998; Morito et 

al, 2001; Mahmoud et al, 2015).  
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O domínio F, localizado na extremidade carboxi-terminal da molécula, é 

relativamente pequeno comparado aos outros domínios. A baixa homologia desta região 

entre ERα e ERβ indica que este domínio esteja envolvido nas diferentes funções 

biológicas entre estes dois receptores. Estudos indicam sua participação na modulação 

da ligação do ligante, no recrutamento de proteínas correguladoras e na atividade 

transcricional do receptor (Prins & Korach, 2008; Skafar et al, 2008).  

Os ER são encontrados no compartimento nuclear tanto na ausência quanto na 

presença de ligante, ao contrário de outros receptores de esteroides, que são 

translocados para este compartimento após a ativação pelo hormônio específico (Htun et 

al, 1999). Quando não ativados pelos ligantes, os ER estão uniformemente distribuídos 

em fraca interação com a matriz nuclear, associados a um grande complexo 

multiproteico de chaperonas, impedindo sua ação (Knoblauch & Garabedian, 1999). 

Além de manter os receptores inativos, esse complexo auxilia o correto dobramento da 

molécula além de protegê-la da degradação por nucleases (Knoblauch & Garabedian, 

1999). Quando ativados pelo ligante, ocorrem mudanças conformacionais da molécula 

promovendo dissociação das chaperonas, formação de dímeros e redistribuição pontual 

pelo núcleo, aumentando sua afinidade pelos componentes da matriz nuclear e sua 

interação com moléculas coativadoras/repressoras, permitindo assim a regulação gênica 

(Htun et al, 1999; Hager et al, 2000; Stenoien et al, 2000). Apesar desta localização 

predominantemente nuclear no estado de equilíbrio, ocorre dinâmica movimentação 

nucleocitoplasmática dos ER, por um processo dependente de energia (Guiochon-

Mantel et al, 1991; Htun et al, 1999).  

Após a descoberta de ERβ, numerosas investigações vêm mostrando a existência de 

splices variantes de seu RNAm, que são eficientemente traduzidos tanto em roedores 

quanto em humanos (Petersen et al, 1998). Estas isoformas são denominadas 

cronologicamente de 1 a 5, para distinção do receptor clássico, também chamado de 

ERβ1, sendo que as descrições feitas anteriormente são referentes a ERβ1. Em roedores, 

ERβ2 foi identificado contendo inserção de 18 aminoácidos na região LBD, enquanto 

que em humano (também nomeado ERβcx) constatou-se a deleção de 61 aminoácidos 

na região carboxiterminal (Maruyama et al, 1998; Saunders et al, 2002; Scobie et al, 

2002). ERβ3 possui deleção do exon 5, onde a proteína resultante possui os domínos 

A/B, C e D e pequena parte do domínio E. As variantes de ERβ4 e ERβ5 sofrem 

deleções mais maciças resultando em uma proteína com parte da região E e a região F 
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(Scobie et al, 2002; Matthews & Gustafsson, 2003). Essas modificações da molécula, 

como esperado, resultam em proteínas funcionalmente diferentes da original (ERβ1). 

Há evidências de que essas variantes podem formar heterodímeros com ERβ1 e ERα, de 

forma a modular negativamente estes receptores (Maruyama et al, 1998; Scobie et al, 

2002). Além disso, dados na literatura apontam que ERβ 2 e 5 estão relacionados com 

mal prognóstico de câncer de próstata e também de ovário, uma vez que estas isoformas 

estão associadas com aumento da taxa de migração e invasão celular (Leung et al, 2010; 

Ciucci et al, 2014; Dey et al, 2012 e 2015). As descrições a seguir referem-se a ERβ1, 

que representaremos apenas como ERβ. 

 

7. DISTRIBUIÇÃO E FUNÇÕES DOS RECEPTORES DE ESTRÓGENOS NA 

PRÓSTATA DE ROEDORES 

Os dois subtipos de receptores de estrógenos estão presentes na próstata, porém com 

diferenças quanto à intensidade de expressão e distribuição dos mesmos (Makela et al, 

2000; Imamov et al, 2004; Prins & Korach, 2008). ERα é expresso no epitélio da 

próstata ventral de ratos recém-nascidos o que é importante para modular a morfologia 

da ramificação dos ductos prostáticos. Após as primeiras duas semanas de vida, a 

expressão de ERα é reduzida, enquanto que ERβ começa a se tornar o principal ER no 

órgão (Omoto et al, 2005). Na glândula sexualmente madura, o epitélio deixa de 

expressar ERα, que passa a se expressar apenas em algumas células do estroma, sendo 

essa expressão tão baixa que técnicas de imunohistoquímica não podem detectá-lo 

facilmente (Pelletier et al, 2000; Prins &  Korach, 2008). Ao nascimento, a expressão de 

ERβ é baixa, porém aumenta progressivamente na medida em que as células epiteliais 

se diferenciam e atinge expressão máxima na fase adulta, com cerca de 90 dias de idade 

(Prins et al, 1998), sendo intensamente expressos nas células secretoras e basais, além 

de algumas células do estroma (Saunders, 1998; Horvarth et al, 2001).  

Através de modelos experimentais, incluindo os de knockouts para ERα (αERKO) e 

para ERβ (βERKO), algumas funções mediadas por esses receptores estão sendo 

elucidadas e indicam que os mesmos tenham papeis fisiológicos distintos na próstata 

(Krege et al, 1998; Dupont et al, 2000; Chen et al, 2008). Foi atribuído papel 

proliferativo para o ERα, visto que ele é o mediador da indução de metaplasia escamosa 

em animais βERKO (que só expressam ERα), mas não em animais αERKO (que só 

expressam ERβ) (Prins et al, 2001; Risbridger et al, 2001). Essa função pode explicar 
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ainda as observações de que a exposição de ratos a estrógenos durante estágios críticos 

de desenvolvimento pode levar ao quadro de hiperplasia ou displasia prostática (Bianco 

et al, 2002). Adicionalmente, um papel pró-inflamatório também está associado a este 

receptor, visto que animais αERKO expostos a estrógeno sintético não desenvolvem 

prostatite ao passo que animais βERKO apresentam inflamação na próstata de forma 

semelhante aos animais selvagens (Prins et al, 2001).  

Já o ERβ tem propriedades anti-proliferativa, pró-apoptótica e, ainda, promove a 

diferenciação celular (Weihua et al, 2001; Weihua et al, 2002; Cheng et al, 2004; 

Imamov et al, 2004; McPherson et al, 2007; Pravettoni et al, 2007; McPherson et al, 

2010; Dey et al, 2013; Yun et al, 2015). O papel antiproliferativo de ERβ na próstata 

fica evidenciado em camundongos βERKO, os quais apresentam múltiplos e precoces 

focos de hiperplasia da próstata, sendo que por volta de 1 ano de idade cerca de 80% 

dos animais apresentam lesões hiperplásicas (Weihua et al, 2001). Esses efeitos de ERβ 

explicam o fato de que uma dieta rica em fitoestrógenos esta associada com a 

diminuição do risco de câncer de próstata. Os fitoestrógenos são compostos naturais que 

mimetizam a atividade biológica dos estrógenos, os quais possuem maior afinidade aos 

ERβ do que aos ERα (Kuiper et al, 1997; Weihua et al, 2001; Mahmoud et al, 2015).  

 

8. CÂNCER DE PRÓSTATA, ENVELHECIMENTO E ERβ 

Além de sua importância para a fertilidade, a próstata também é acometida por 

doenças proliferativas, se tornando um problema crescente na área médica, visto que 

provoca grande impacto em termos de morbidade, mortalidade, além de gerar gastos 

dispendiosos, uma vez que a taxa de envelhecimento da população vem aumentando 

significativamente. Tendo em vista este cenário, a próstata tem despertado grande 

interesse médico-científico, uma vez que a hiperplasia benigna prostática (HBP) e o 

câncer de próstata ocorrem com grande frequência em homens com idade acima de 50 

anos, sendo a HBP muitas vezes considerada como um processo fisiológico relativo à 

idade (Laczko et al, 2005; Begley et al, 2008).  

O câncer de próstata mais frequente é o que acomete as células secretoras 

glandulares, por isso também chamado de adenocarcinoma prostático. Este é o tipo de 

câncer não-cutâneo mais frequente na população masculina brasileira de todas as 

regiões do país, além de constituir a segunda maior causa de morte por câncer no pais 
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(INCA, 2014). Segundo dados do Instituto Nacional do Câncer (INCA, 2014), para o 

biênio 2014/2015, o número de novos casos de câncer de próstata estimados para o 

Brasil é de 68.800, com risco de 70,42 novos casos a cada 100 mil homens, superando a 

estimativa para o câncer de mama, que é de 57.120 novos casos, neste mesmo período. 

No mundo, essa patologia configura igualmente o segundo tipo de câncer de maior 

incidência em homens (American Cancer Society, 2013). O câncer de próstata possui 

desenvolvimento lento, levando 25 anos ou mais para se desenvolver de uma lesão focal 

para um fenótipo maligno (Prezioso et al, 2007). 

A idade é um fator de risco com significado especial para o câncer da próstata, uma 

vez que esta patologia é rara antes dos 40 anos, ao passo que a partir dos 50 anos as 

chances do surgimento da patologia aumentam rapidamente e por fim, 

aproximadamente 62% dos casos diagnosticados no mundo ocorrem a partir dos 65 

anos de idade (INCA, 2014; American Cancer Society, 2013). Adicionalmente, com o 

aumento da expectativa de vida mundial, é esperado que o número de casos novos de 

câncer de próstata aumente cerca de 60% até o ano de 2015. Este fato pode estar 

relacionado com as mudanças hormonais que ocorrem ao longo do envelhecimento, 

destacando-se a marcante redução dos níveis de testosterona e manutenção ou aumento 

dos níveis de estrógenos aumentando a proporção de estrógeno/andrógeno séricos 

(Krieg et al, 1993; Banerjee et al, 1998; Ellem &  Risbridger, 2010). Vale ressaltar que 

os níveis de estrógenos intraprostáticos, tanto absolutos quanto relativos à testosterona, 

também aumentam com a idade (Shibata et al, 2000). 

Diversas evidências demostram uma estreita relação entre o câncer de próstata e 

ERβ, uma vez que foi percebida uma tendência de diminuição da expressão deste 

receptor com o desenvolvimento do adenocarcinoma prostático em humanos e cães 

(Horvarth et al, 2001; Leav et al, 2001; Pasquali et al, 2001; Grieco et al, 2006; Yang et 

al, 2007; Asgari & Morakabati, 2011; Muthusamy et al, 2011; Daniels et al, 2014; 

Grover et al, 2015). Mais impressionante ainda é o fato de que a reintrodução de ERβ 

em células malignas promove redução da proliferação e capacidade invasiva das 

mesmas (Cheng et al, 2004; Guerini et al, 2005). Além disso, pacientes cujas células 

cancerosas ainda expressam ERβ apresentam regressão mais rápida da doença e menor 

taxa de reincidência após a cura (Horvath et al, 2001).  

É fato que os adenocarcinomas acometem mais as glândulas da zona periférica da 

próstata humana, em contraste com a zona de transição, que se relaciona mais com a 
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origem de hiperplasia benigna. Estudos indicam que a diferença na incidência de 

tumores malignos entre as zonas prostáticas envolve o grau de expressão dos receptores 

de hormônios esteroides, entre eles o ERβ (Kirschenbaum et al, 2006). Foi demonstrado 

que, nas células basais da próstata saudável a expressão de ERβ é extremamente baixa 

na zona periférica e mais intensa na zona de transição (Kirschenbaum et al, 2006). Em 

contraste com ERβ, a expressão de AR é maior na zona periférica em relação à zona de 

transição (Kirschenbaum et al, 2006), corroborando o fato de que o adenocarcinoma 

prostático é andrógeno dependente (Guerini et al, 2005). É interessante destacar que o 

ERα não apresenta diferença na expressão entre as duas zonas prostáticas analisadas, 

indicando que este receptor não exerce forte influência na carcinogênese nesse órgão 

(Kirschenbaum et al, 2006). 

A expressão diferencial de ERβ nas diferentes zonas morfológicas da próstata 

aponta para um papel protetor desse receptor na zona de transição, onde sua expressão é 

alta. Por outro lado, a mais baixa expressão de ERβ nas glândulas periféricas pode estar 

relacionada com a maior incidência de carcinoma nesta região (McNeal et al, 1988). As 

propriedades anti-proliferativa, pró-apoptótica e pró-diferenciação celular podem 

justificar esse papel anticancerígeno atribuído aos ERβ. Além disso, evidências obtidas 

a partir de transfecção viral de ERβ para células cancerosas, mostraram que a 

recuperação da expressão destes receptores induz a redução de 50% na capacidade 

invasiva das células cancerosas, assim como redução de 60% da proliferação celular e 

aumento na taxa de apoptose (Cheng et al, 2004). Juntos, esses dados sugerem que o 

ERβ pode agir como supressor de tumores na próstata. 
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II. JUSTIFICATIVA 

Apesar das evidências de que ERβ e 3-diol exercem importante papel tanto na 

fisiologia quanto nas patologias da próstata, e que existe íntima relação entre redução de 

ERβ e crescimento anormal do tecido prostático comum na velhice, pouco se sabe sobre 

a ocorrência de variação idade-dependente na expressão de ERβ e 3-diol na próstata. 

Este tem sido, portanto, foco de nossas investigações onde, inicialmente, detectamos 

que a expressão de ERβ na próstata ventral de ratos em envelhecimento (3 a 24 meses) 

sofre alteração em regiões específicas, relacionadas com distúrbios proliferativos 

intraepiteliais e atrofia epitelial, enquanto que no tecido normal sua expressão não se 

altera (Morais-Santos, 2011). Essa redução seletiva de ERβ é similar à redução 

associada ao desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais e adenocarcinomas em 

humanos e cães (Horvath et al, 2001; Pasquali et al, 2001; Grieco et al, 2006), 

apontando uma potencial desordem na via mediada por ERβ. 

É fato que a próstata ventral, apesar de ser afetada por alterações relacionadas ao 

envelhecimento, não possui homologia com nenhuma zona prostática humana. 

Diferentemente, considera-se que os lobos dorsais e laterais se assemelham com a zona 

periférica da próstata humana, local de maior incidência de câncer, enquanto que a 

próstata anterior é correspondente à zona central, que é mais resistente a carcinogênese. 

Nesse contexto, fica clara a necessidade de se investigar a expressão de ERβ nos demais 

lobos prostáticos de ratos em envelhecimento para um melhor entendimento do 

comportamento dessa importante proteína durante o envelhecimento. Ainda, uma 

investigação comparativa sobre os níveis de estradiol e 3β-diol na próstata em 

envelhecimento seria importante para esclarecer se os efeitos observados na morfologia 

da glândula e nos níveis locais de ERβ estão relacionados diretamente com o papel do 

ligante clássico estradiol, do ligante alternativo 3β-diol ou de ambos. 

Apesar da baixa expressão de ERα e de dados controversos sobre a expressão de 

aromatase na próstata sadia, evidências apontam participação destes componentes na 

carcinogênese prostática, onde os estrógenos, agindo via ERα, causam proliferação 

aberrante, inflamação e desenvolvimento de câncer (Risbridger  et al, 2007; Ellem & 

Risbridger, 2010). Nesse sentido, avaliar o comportamento de aromatase e CYP7B1 no 

complexo prostático de ratos em diferentes idades, seria complementar às investigações 

sobre ERβ, já que não existem dados na literatura que correlacionem componentes da 
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via metabólica de esteroides estrogênicos e os receptores de estrógenos ao longo do 

envelhecimento.  

Por fim, devido aos possíveis efeitos benéficos de ER e de seu ligante 3β-diol, 

hipotetizamos que a exposição dos animais à esse esteroide em um período que 

antecede as drásticas alterações morfofuncionais da próstata em idosos (18 a 24 meses 

de idade), poderia ter efeito benéfico impedindo ou amenizando as alterações 

relacionadas ao envelhecimento. Dessa forma, seria pertinente correlacionar a histologia 

e a expressão de ER no complexo prostático de ratos idosos, tratados ou não com 3β-

diol, a fim de esclarecer se este ligante alternativo seria capaz de reverter os processos 

patológicos encontrados no envelhecimento.  

Nossa meta é elucidar o papel de estrógenos e 3-diol e seus receptores na regulação 

do sistema genital masculino, visando detectar potenciais alvos para o desenvolvimento 

de ferramentas para modulação de (in)fertilidade e controle de patologias relacionadas.  
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III. OBJETIVOS 

O presente estudo tem como objetivo geral elucidar se ocorrem alterações de 

componentes relacionados à via metabólica de esteroides estrogênicos e do receptor de 

estrógeno ERβ no complexo prostático de ratos ao longo do envelhecimento, além de 

verificar se o tratamento com 3-diol poderia reverter as alterações prostáticas 

decorrentes da idade. 

 

Os objetivos específicos incluem: 

a) Verificar possíveis alterações histopatológicas nos lobos dorsolaterais e anteriores 

da próstata de ratos em envelhecimento;  

b) Avaliar se a expressão proteica de ERβ sofre alterações relacionadas com a idade 

nos lobos dorsolaterais e anteriores da próstata de ratos em envelhecimento; 

c) Caso sejam detectadas alterações na expressão proteica de ERβ, possíveis diferenças 

nos níveis de RNAm de ERβ serão avaliadas por RT-PCR; 

d) Avaliar o perfil de proliferação celular ao longo do envelhecimento, assim como 

realizar a dupla marcação de ERβ e marcador de proliferação celular; 

e) Determinar se a expressão das enzimas aromatase e CYP7B1 sofrem alterações 

relacionadas com a idade no complexo prostático de ratos; 

f) Determinar a colocalização da enzima aromatase com marcador de células basais, 

citoqueratina de alto peso molecular (CKHMH); 

g) Determinar os níveis intraprostáticos e séricos de DHT e estradiol em ratos de 

diferentes idades; 

h) Investigar se o tratamento com 3-diol será capaz de reverter as alterações 

histopatológicas no complexo prostático que aparecem a partir de 12 meses de 

idade; 

i) Caso os resultados da reposição com 3-diol sejam positivos, será feita avaliação da 

expressão de ER e o perfil de morte e proliferação celular comparando animais 

tratados e controle.  
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IV. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1. Aquisição dos Animais 

Foram utilizados ratos Wistar adultos machos, com 3, 6, 12, 18 e 24 meses de idades 

(n = 10 por idade) ou de 14 e 17 meses de idade para tratamento de ratos senis com 

hormônio 3β-diol (n= 10 por grupo). Os ratos foram adquiridos do Centro de 

Bioterismo da UFMG (CEBIO) e mantidos em estantes ventiladas no biotério do 

Departamento de Morfologia do ICB/UFMG. Os animais foram submetidos a ciclos de 

luz (12 horas de luz e 12 horas de escuro) e temperatura (22 
o
C) constantes e receberam 

água e ração peletizada ad libitum. Os procedimentos experimentais aprovados pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Animal da UFMG (processo nº. 286/2008), 

seguiram o protocolo publicado pelo CETEA/UFMG (www.ufmg.br/coep/cetea.html).  

 

2. Tratamento de ratos idosos com 3β-diol  

Com objetivo de obter a dose ideal de 3β-diol para ratos senis por período 

prolongado de tratamento, foram realizados 3 tratamentos da seguinte maneira: (1) 

Ratos com  idade inicial de 14 meses tratados com 3-diol, dissolvido em óleo de 

milho, na dose de 1 e 3 mg/Kg/dia, durante 42 dias; (2) Ratos com idade inicial de 17 

meses tratados com 3-diol, dissolvido em DMSO, na dose de 5 mg/Kg/dia, durante 42 

dias e (3) Ratos com idade de 17 meses tratados com 3-diol, dissolvido em DMSO, na 

dose de 3 mg/Kg/dia, durante um período prolongado de 60 dias. O óleo de milho foi 

substituído pelo DMSO nos dois últimos tratamentos por solubilizar o hormônio de 

maneira mais efetiva. Para todos os tratamentos a via de administração foi subcutânea e 

os animais controles receberam apenas o respectivo veículo na dose calculada para o 

hormônio. As doses e períodos de tratamento basearam-se em estudos prévios que 

mostraram efeitos no sistema genital masculino (Weihua et al, 2001; Omoto et al, 2005; 

Picciarelli-Lima et al, 2006; Oliveira et al, 2007; McPherson et al, 2010). Após o último 

dia de tratamento os animais foram anestesiados e eutanasiados. 
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3. Preparação dos tecidos 

Após atingirem as respectivas idades de interesse ou após o tratamento com 3-diol, 

os animais foram eutanasiados pela administração de anestésico em concentração letal 

(pentobarbital sódico 50mg/Kg e cloridrato de quetamina 10mg/kg i.p.), precedido de 

heparinização. Imediatamente antes da eutanásia, amostras de sangue foram coletadas 

por punção cardíaca, para estudo dos níveis hormonais. Os animais destinados aos 

estudos morfológicos e imunohistoquímicos foram perfundidos por via intra-cardíaca, 

via ventrículo esquerdo, com solução de formalina neutra tamponada. Os lobos 

prostáticos foram devidamente dissecados, pesados e destinados à inclusão em parafina.  

Para os ensaios de Western blotting, ELISA e RT-PCR, os animais foram 

perfundidos apenas com solução salina e em seguida, os órgãos de interesse dissecados, 

congelados em nitrogênio líquido e mantidos em ultrafreezer (-80°C) até o 

processamento do tecido. 

 

4. Histopatologia 

As possíveis alterações morfológicas e/ou patológicas do complexo prostático de 

ratos de diferentes idades ou seguindo o tratamento com 3β-diol foram investigadas a 

partir de preparados histológicos de rotina. Para essa finalidade, fragmentos dos 

diferentes lobos foram incluídos em resina glicolmetacrilato ou parafina para obtenção 

de secções de 3 ou 5 μm de espessura, respectivamente. As lâminas resultantes foram 

coradas com azul de toluidina-borato de sódio, PAS (ácido periódico-reativo de Schiff) 

contra-corado com hematoxilina, bem como com hematoxilina e eosina (HE). 

As descrições histopatológicas foram feitas de acordo com o Sistema de 

Classificação de Patologias Prostáticas, desenvolvido pelo Instituto Nacional do Câncer 

de Modelos Murinos para Câncer Humano (Shappel et al, 2004). 

 

5. Imunohistoquímica  

Foram investigadas por imunohistoquímica as seguintes proteínas nos respectivos 

lobos prostáticos em ratos de diferentes idades: ERβ (VP, DP e AP), Aromatase (VP, 

DP, LP e AP), CYP7B1 (VP, DP, LP e AP), citoqueratina de alto peso molecular (CK 

HMW) (VP e DP) e marcador de proliferação celular MCM7 (Minichromosome 

Maintenance 7) (VP). Parte dos resultados de proliferação celular são provenientes da 

dissertação de Júnia D. M. Cordeiro, 2014. Para os animais senis submetidos a 
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diferentes regimes de tratamento com 3β-diol foram investigados ERβ (VP, DP e AP) e 

MCM7  (VP, DP, LP e AP). 

Os fragmentos de tecido fixados em formalina e incluídos em parafina foram 

submetidos a protocolo previamente padronizado (Oliveira et al, 2007). 

Resumidamente, as secções obtidas foram desparafinizadas em xilol, hidratadas em 

séries decrescentes de etanol e incubadas em solução 0,6% de peróxido de hidrogênio em 

metanol para bloqueio da peroxidase endógena. Os tecidos foram submetidos à 

recuperação antigênica, pelo aquecimento dos cortes em forno microondas, em solução 

de tampão citrato 0,1M pH 6,0. Em seguida, os cortes foram incubados em soro normal 

de cabra 10%, por 60 min, para bloqueio das ligações inespecíficas, seguido de 

incubação com anticorpos primários overnight, especificados na Tabela 1. Para os 

controles negativos, os cortes foram incubados em ausência dos anticorpos primários. 

Após lavagens, os cortes foram incubados com anticorpos secundários biotinilados 

(Tabela 1), durante 60 min, seguido de incubação com estreptavidina conjugada com 

peroxidase (Horseradish Peroxidase Streptavidin - VectorLaboratories, EUA) para 

ERβ, ou complexo avidina-biotina-peroxidase (Avidin/Biotin blocking kit, Vector 

Laboratories - EUA) para os demais anticorpos, durante 45 min. A imunorreação foi 

visualizada utilizando-se solução de diaminobenzidina 0,05%, contendo peróxido de 

hidrogênio 0,01% em tampão Tris-HCl 0,05M, pH 7,4 e interrompida por imersão em 

água destilada. Por fim, os cortes foram contracorados em hematoxilina de Mayer, 

desidratados em série crescente de etanol, diafanizados em xilol e montados para análise. 

Os ensaios foram realizados em triplicata.  
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Tabela 1: Relação dos anticorpos usados para os ensaios de imunohistoquímica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. TUNEL  

Foram realizados ensaios de TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick End Labeling) para 

identificação de apoptose no complexo prostático de ratos Wistar senis submetidos a 

diferentes regimes de tratamento com 3β-diol. Os ensaios foram conduzidos utilizando 

kit ApopTag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore Corporation, 

EUA) e os procedimentos técnicos realizados de acordo com as instruções do fabricante 

com pequenas modificações. Resumidamente, fragmentos de 5 µm dos diferentes lobos 

prostáticos dos diferentes grupos experimentais (n = 3 por grupo), foram 

desparafinizados, hidratados e lavados em TBS. A reação imunohistoquímica foi 

precedida de recuperação antigênica dos tecidos, realizada pela incubação com 

Proteinase K (IHC SELECT® - Millipore Corporation, EUA), diluída 1:30 em Tris-

HCl. Após lavagem, foi feito bloqueio da peroxidase endógena pela incubação dos 

fragmentos em solução de TBS/peróxido de hidrogênio 3%, em câmara escura. Em 

seguida os cortes foram incubados com enzima TdT diluída em 30% de tampão de 

reação, por uma hora, a 37ºC. Os controles negativos foram incubados em tampão de 

equilíbrio em substituição a enzima TdT. Após incubação em tampão de parada, os 

tecidos foram lavados em TBS e incubados com anticorpo anti-digoxigenina conjugado 
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com peroxidase, seguido de revelação feita por adição do substrato contendo 

diaminobenzidina em tampão de diluição de DAB contendo peróxido de hidrogênio A 

reação foi interrompida após 3 minutos por imersão em água destilada. Ao final os 

cortes foram contracorados com hematoxilina de Mayer, desidratados em série 

crescente de etanol, diafanizados e montados para análise. 

 

7. Análises quantificativas 

Todos os valores obtidos das análises quantificativas foram plotados no programa 

GraphPad Prisma para construção dos gráficos. 

a. Intensidade da expressão de ERβ  

A quantificação da imunomarcação de ERβ na próstata ventral e dorsal foi feita 

segundo protocolo padronizado anteriormente (Oliveira et al, 2007). Para cada animal, 

foram adquiridas quatro fotografias de diferentes áreas da próstata no aumento de 40x. 

As imagens digitalizadas foram convertidas para escala de cinza e invertidas, e 

posteriormente exportadas para o programa Image J, para a quantificação. Em cada área 

de atrofia, hiperplasia, proliferação intraepitelial (PIN) ou epitélio normal, foi escolhido 

aleatoriamente um núcleo e dezenove núcleos consecutivos foram traçados e a 

intensidade média de pixels das áreas mensuradas, totalizando-se aproximadamente 480 

núcleos mensurados por animal.  Núcleos fora de foco não foram considerados. A área 

de background foi determinada traçando-se uma área não marcada adjacente. A 

intensidade de pixel final foi determinada subtraindo-se os valores de média de pixels 

detectados dos núcleos marcados da média de pixels da área de background. Os valores 

obtidos foram expressos em intensidade média de pixels por área nuclear. 

 

b. Contagem de células MCM7 e TUNEL positivas 

A quantificação da proliferação celular e apoptose dos animais tratados ou não com 

3β-diol, foi realizada através da contagem de células imunoreativas para MCM7 ou 

TUNEL. Com auxílio de uma gradícula acoplada ao microscópio (Nikon Eclipse E200), 

cinco áreas mais próximas à periferia do tecido foram escolhidas aleatoriamente na 

magnitude de 100x (totalizando 5 mm
2
). As células MCM7 e TUNEL positivas foram 

quantificadas, e os resultados representados como número de células positivas por mm
2
. 
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c. Morfometria do diâmetro luminal e frequência de adenomeros atróficos 

e hiperplásico 

As secções histológicas dos lobos prostáticos foram utilizadas para avaliar o 

diâmetro do lúmen dos adenômeros e a quantidade de adenômeros hiperplásicos ou 

atróficos nos animais tratados ou não com 3β-diol. Estas análises foram realizadas 

utilizando-se microscópio de luz (Nikon Eclipse E200), na magnitude de 100x. 

A medida de diâmetro foi realizada com auxílio de micrômetro acoplado à ocular do 

microscópio. Para cada animal, foi considerado o menor diâmetro de um adenômero em 

secção transversal, escolhido aleatoriamente na periferia do tecido, e outros 4 

adenômeros consecutivos foram mensurados. Estes resultados foram expressos em 

micrômetros. A quantificação de adenomeros atróficos e hiperplásicos foi também 

realizada considerando-se um adenômero aleatório na periferia do tecido, e outros 4 

adenômeros consecutivos foram verificados para determinar o aspecto dos mesmos. 

Estes resultados foram apresentados como número médio de adenômeros atróficos ou 

hiperplásicos por área. 

  

8. Imunofluorescência e microscopia confocal 

A fim de correlacionar a expressão de ERβ com o perfil de proliferação celular foi 

realizada a técnica de imunofluorescência, com o objetivo de colocalizar ERβ com 

marcador de proliferação celular Ki67. As secções da próstata ventral foram preparadas 

assim como descrito para imunohistoquímica. Após recuperação antigênica, os 

fragmentos foram permeabilizados com solução de TBS contendo triton X-100 0,5% 

(v/v) e lavadas em seguida com TBS. Os tecidos foram incubados com solução mix de 

bloqueio, contendo soro normal de cabra 5% e BSA/TBS 1% por 90 min, seguido de 

incubação overnight a 4 °C com solução mix de anticorpos primários anti-ERβ e anti-

Ki67, especificados na tabela 2. Após lavagens, as amostra foram incubadas com mix de 

anticorpos secundários (tabela 2), por 90 min, à temperatura ambiente.  

Para a colocalização da enzima aromatase e marcador de células basais, amostras da 

próstata ventral, dorsal e lateral foram submetidas aos mesmos procedimentos descritos 

anteriormente. Após bloqueio, os tecidos foram incubados overnight a 4 °C com 

solução mix de anticorpos primários anti-CKWMH e anti-Aromatase, seguido de 

incubação com mix de anticorpos secundários (tabela 2), por 90 min, à temperatura 

ambiente.  
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Para todos os ensaios, os controles negativos foram incubados na ausência de 

anticorpo primário e a marcação nuclear foi realizada com uso de 4,6-diamidino-2-

phenylindole staining (DAPI - D1306, Life Technology, Carlsbad, EUA). As lâminas 

obtidas foram montadas em glicerol contendo Tris-HCl 0,1M na proporção (9:1) e 

seladas. Os fragmentos de tecidos foram analisados utilizando-se microscópio confocal 

C2 Eclipse Ti (Nikon, Japão) com filtros específicos para detecção da fluorescência 

para FITC (verde), Cy3 (vermelho) ou DAPI (azul). As imagens adquiridas foram 

sobrepostas utilizando-se software NIS Elements (Nikon, Japão) para observação da 

colocalização e exportadas para o programa ImageJ para processamento das imagens. 

 

Tabela 2: Relação dos anticorpos usados para os ensaios de imunofluorescência. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. Western blotting  

Possíveis alterações nos níveis de expressão de ERβ e aromatase nas próstatas de 

ratos em diferentes idades e tratados com 3β-diol foram confirmadas por Western 

blotting. Amostras das próstatas congeladas (n= 5 por idade) foram maceradas em gelo 

seco e o tecido pulverizado (100 mg) foi homogeneizado em 300 µL de tampão de 

ureia, contendo Tris-HCl 20 mM pH 7,5, EDTA 0,5 mM pH 8,0 e inibidor de proteases 

(Sigma Aldrich, EUA). As proteínas extraídas foram dosadas pelo método de Bradford, 

utilizando-se albumina bovina fetal como padrão. Ao extrato total de proteínas (50 µg) 
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foi adicionado tampão de amostra contendo sódio dodecil-sulfato 1%, Tris-HCl 30 mM 

pH 6,8, 2-mercaptoetanol (1x), glicerol 12% (v/v) e azul de bromofenol 0,1%. Após 

fervura por 5 min, as amostras foram submetidas à eletroforese contínua em gel de 

poliacrilamida 10% (SDS-PAGE), juntamente com padrão de peso molecular de 

proteínas (PageRuler
TM

, Thermo Scientific – EUA), seguido de transferência para 

membrana de nitrocelulose. As membranas foram incubadas com soro normal de cabra 

10% durante 60 min, seguido de incubação com anticorpo primário anti-ERβ (NCL - 

ERβ, Leica Biosystems - Alm), diluído 1:500 em PBS e incubadas em câmara fria 

overnight sob agitação. Após lavagens em PBS-Tween 0,05%, foi feita a incubação com 

anticorpo secundário biotinilado cabra anti-camundongo (Dako - DK), diluído 1:1000 

em PBS por 60 min, seguido de incubação com complexo avida-biotina-peroxidase 

(Vector Laboratories, EUA), por 30 min.  

A detecção de aromatase foi feita apenas na próstata ventral de ratos em diferentes 

idades, onde foram obedecidos os mesmos procedimentos descritos anteriormente. Após 

bloqueio da membrana de nitrocelulose com soro normal de cabra 10%, foi realizada 

incubação overnight com anticorpo primário policlonal coelho anti-aromatase (A7981, 

Sigma, EUA), diluído 1:1000, seguido de incubação com anticorpo secundário 

biotinilado cabra anti-coelho (Dako - DK), diluído 1:1000 por 60 min, finalizando-se 

com incubação com complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories, EUA) 

por 30 min.    

Para todos os ensaios, a revelação das membranas adveio com adição de substrato 

contendo 0,1% de diaminobenzidina, 0,05% de cloronaftol e 0,04% de H2O2 em PBS e 

interrompida pela adição de água destilada após aparecimento das bandas. β-actina foi 

usada como controle interno. Para complementar os dados qualitativos, realizou-se 

estimativa quantitativa da intensidade das bandas obtidas através de imagem assistida 

por computador (Oliveira et al, 2007). 

 

10. RT-PCR  

Foi extraído da próstata ventral e dorsal (n = 5 por idade) o RNA total utilizando-se 

reagente TRIzol
® 

(Invitrogen, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. As 

amostras foram submetidas à síntese de DNAc, utilizando-se o kit Thermoscript RT-

PCR (Invitrogen, EUA). O RNA total (2,5 µg) foi incubado com Oligos(dT) por 1 hora 

a 55ºC para síntese de DNAc. As amostras foram submetidas à amplificação por PCR, 
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onde os DNAc resultantes foram adicionados a solução contendo Tris-HCl 20 mM pH 

8,4, KCl 50 mM, MgCl2 1,5 mM, dNTPs 0,4 mM, Taq-polimerase 2 U (Invitrogen, 

EUA) e 0,4 µM de cada primer senso e anti-senso para amplificação de ERβ e GAPDH. 

A sequência de nucleotídeos do primer para ER foi: senso: 5’ CTC ACG TCA GGC 

ACA TCA GT 3’; anti-senso: 5’ TGT GAG CAT TCA GCA TCT CC 3’, (NCBA 

reference sequence: NM_012754.1). A sequência de nucleotídeos do primer para 

GAPDH foi: senso: 5’ AGA CAG CCG CAT CTT CTT GT 3’; anti-senso: 5’ CTT 

GCC GTA GGT AGA GTC AT 3’, (NCBA reference sequence: NM_017008). 

As amostras foram submetidas às seguintes condições de ciclos de PCR: ciclo inicial 

de 3 minutos a 95 ºC, seguido de 21 a 30 ciclos de 1 minuto a 95 ºC, 1 minuto a 60 ºC, 1 

minuto e meio a 72 ºC com extensão final de 3 minutos a 72 ºC. 

O DNA amplificado foi submetido à eletroforese em gel de agarose (1,5 % - p/v) 

contendo brometo de etídio. Análise densiométrica das bandas resultantes da RT-PCR 

foi feita utilizando o software Scion Image Analysis (Scion Corporation, EUA).  

 

11. ELISA 

As concentrações teciduais e plasmáticas de estradiol e DHT foram mensuradas com 

o uso de kits comerciais (DRG Instruments, Alemanha), pela técnica de ELISA. 

Resumidamente, as amostras de plasma foram obtidas após centrifugação do sangue 

total (2146 g por 10 minutos) em tubos revestidos com heparina. Foram adicionados 25 

e 50 µL de plasma por poço da placa para os ensaios de estradiol e DHT, 

respectivamente, de acordo com as instruções do fabricante. Para dosagem tecidual as 

amostras de próstata ventral foram submetidas ao procedimento de enriquecimento de 

esteroides, baseado na extração de lipídeos, com o uso de éter dietílico (Hany et al, 

1999). Resumidamente, o tecido previamente pulverizado (150 mg) foi homogeneizado 

em 250 µL de PBS, e deste extrato retirado 150 µL para adição de 670 µL de éter 

dietílico. Após vigorosas homogeneizações, as amostras foram centrifugadas e 

brevemente congeladas em nitrogênio liquido para separação do pellet e sobrenadante 

de éter. O pellet foi novamente ressuspenso em éter e a etapa de extração lipídica 

repetida. Todo o montante de sobrenadante de éter foi então evaporado para o 

enriquecimento de esteroides até o volume de 13 µL, seguido de reconstituição de 50 

µL de PBS. Para a dosagem tecidual de DHT foi necessária a diluição das amostras 

(1:4) em 200 µL de PBS. O plasma destinado para dosagem de estradiol foi submetido 
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às mesmas condições de extração e enriquecimento de esteroides descritos para o 

tecido. A sensibilidade do ensaio para estradiol e DHT foi de 9,7 e 6,0 pg/mL, 

respectivamente. Todas as amostras foram mensuradas em quadruplicata em 2-3 ensaios 

independentes. 

    

12. Análise estatísticas 

Os dados referentes ao peso corporal e dos órgãos, expressão das proteínas 

investigadas e concentrações de estradiol e DHT foram analisados estatisticamente. 

Após teste de normalidade, os dados contendo mais de dois parâmetros foram 

submetidos ao teste de múltipla variância One-Way ANOVA e teste de Tukey para 

comparação post-hoc entre os grupos ou teste t para comparação entre dois parâmetros. 

Os dados que não obedeceram a uma distribuição normal foram analisados utilizando-se 

os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis e teste post-hoc Dunn para comparação 

entre dois ou mais parâmetros, respectivamente. Os dados foram expressos como média 

e as diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando p ≤ 0,05.  
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V. RESULTADOS 

 

Os resultados desta tese estão divididos em 2 capítulos, apresentados da seguinte 

maneira: 

 

 

CAPÍTULO I – Artigo publicado 

 

Changes in Estrogen Receptor ERβ (ESR2) Expression without Changes in the 

Estradiol Levels in the Prostate of Aging Rats (Anexo).  

 

 

 

CAPÍTULO II – Resultados não publicados 

 

1. Aanálise da expressão da enzima aromatase no complexo prostático de ratos em 

envelhecimento 

2. Imunolocalização da enzima CYP7B1 no complexo prostático de ratos em 

envelhecimento  

3. Tratamento de ratos senis com 3β-diol 
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CAPÍTULO I – Artigo publicado 
 

Esses resultados referem-se aos objetivos (a), (b), (c) e (e - parcial), os quais fazem 

parte do artigo publicado no periódico PlosOne - DOI:10.1371/journal.pone.0131901: 

Changes in Estrogen Receptor ERβ (ESR2) Expression without Changes in the 

Estradiol Levels in the Prostate of Aging Rats (Anexo).  

 

1. Histopatologia, expressão de ERβ, perfil de proliferação celular e perfil 

hormonal no complexo prostático de ratos em envelhecimento 

 

1.1 Peso corporal e do complexo prostático  

O peso corporal dos animais aumentou dos 3 aos 6 meses de idade e estabilizou 

desta idade em diante (12 aos 24 meses) (Tabela 3). Não houve diferenças no peso 

relativo entre os lobos prostáticos frescos e na próstata dorsal e lateral fixadas nas 

diferentes idades. A próstata ventral mostrou aumento progressivo de seu peso relativo 

dos 3 aos 12 meses de idade, apresentando uma redução significativa aos 18 meses, 

considerando-se o órgão fixado (Tabela 3). De forma similar, ocorreu aumento 

significativo da próstata lateral aos 6 e 24 meses de idade. 

 

Tablela 3: Peso corporal e relativo dos lobos prostáticos frescos e fixados. 

 

 

 

 

 

 

Resultados expressos como média + SEM. BW = peso corporal; VP = próstata ventral; 

DP = próstata dorsal; LP = próstata lateral e AP = próstata anterior. * = p ≤ 0,05 

comparado a 3 meses e ** = p ≤ 0,05 comparado a 6 meses. 
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1.2 Histopatologia do complexo prostático  

Foram detectadas alterações histológicas em todos os lobos prostáticos nas idades de 

12 a 24 meses (Fig. 6). As alterações foram heterogêneas entre os animais de uma 

mesma idade e até mesmo na glândula de um mesmo animal, onde foi possível 

identificar ácinos histologicamente normais co-localizados com aqueles alterados. As 

alterações iniciais incluem pregueamento epitelial de intensidade leve a moderada, 

característico de hiperplasia. Adicionalmente, foram observadas concreções 

intraluminais e atipias celulares tais como vacuolização do citoplasma, hipertrofia 

nuclear e proeminência do nucléolo (Fig.6).  

Dos 18 aos 24 meses as concreções prostáticas, áreas de hiperplasia e as atipias 

celulares foram mais frequentes e pronunciadas quando comparado aos 12 meses (Fig. 6 

B, I, M and Q), exceto para a próstata anterior onde as concreções intraluminais não se 

alteraram com o envelhecimento. Especialmente no lobo ventral, as áreas de 

proliferações epiteliais apresentaram-se com arquitetura cribriforme, algumas vezes 

formando adenomas (Fig. 6 C), caracterizado pelo crescimento intraluminal sem 

obstrução do adenômero. 

Na próstata ventral, a atrofia epitelial foi uma característica bastante comum nos 

animais idosos. Os ácinos atróficos são caracterizados por serem dilatados e 

apresentarem epitélio cubico baixo a pavimentoso (Fig. 6 E). Em alguns adenômeros foi 

possível identificar áreas de transformação gradativa do epitélio prismático para cúbico, 

cúbico baixo a pavimentoso. Não raramente neste lobo, áreas de atrofia epitelial 

alternavam-se com regiões glandulares sem aparentes alterações ou com áreas de 

hiperplasias.  

Nos lobos ventral e dorsal, foi possível identificar células com citoplasma repleto 

de material mucoide, que ocorriam de forma isolada ou formando pequenos grupos 

celulares, como visto na próstata ventral (Fig. 6 D), um indicativo de metaplasia 

mucoide.  

Áreas de estratificação intraepitelial com o limite da membrana basal preservado, 

características de neoplasias intraepiteliais prostáticas (PIN), foram vistas nos lobos 

ventral, dorsal e lateral (Fig. 6 F, G, J, O, S e inserto em N). No lobo dorsal a 

proliferação foi principalmente no compartimento basal (Fig. 6 J) e a identidade destas 

células foi confirmada pela positividade para CK HMW (inserto na Fig. 7 I). Na 

próstata anterior as áreas proliferativas intraepiteliais foram mais raras.  
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Ademais, foram detectados focos inflamatórios no lobo lateral dos animais senis, 

no estroma bem como invadindo o epitélio e o lúmen, alterações essas indicativas de 

prostatite (Fig. 6 N e O). Esta alteração foi menos frequente nos outros lobos. 
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Figura 6: Histopatologia do complexo prostático de ratos em diferentes idades. Próstata 

ventral (A-G); dorsal (H-K); lateral (L-O) e anterior (P-S). (A, H, L e P) Animais 

jovens apresentando histologia normal das próstatas. (B, I, M e Q) Animais senis 

apresentando aumento do pregueamento epitelial (setas pretas) em todos os lobos 

prostáticos. Em B é possível observar concreções luminais (c). (C) Proliferação epitelial 

de arquitetura cribriforme com crescimento intraluminal (*) na próstata ventral. (D) 

Metaplasia mucípara do epitélio (área delimitada). (E) Atrofia epitelial (a) e área 

contendo células com hipertrofia nuclear e nucléolos proeminentes (n). (F e G) Epitélio 

hiperproliferativo com característica de neoplasia intraepitelial prostática (PIN). Em G, 

células com evidente hipertrofia nuclear (n) na área de PIN. (J) Detalhe de proliferação 

intraepitelial na próstata dorsal vista na área delimitada da figura I. (K) Hiperplasia com 

crescimento papilar. Adjacente à lesão ocorre espessamento do estroma (**). (N) 

Próstata lateral com hiperplasia epitelial (seta) bem como infiltrado de células 

inflamatórias no epitélio glandular (área delimitada), lúmen (#) e estroma (s). (O) Área 

de PIN próxima ao infiltrado de células inflamatórias contendo plasmócitos (Pl). 

Células descamadas dentro do lúmen (sc). (R) Intenso pregueamento e vacualização no 

epitélio da próstata anterior (setas azuis). (S) Área de PIN na próstata anterior contendo 

atipias nucleares (n). Cabeça de seta = células musculares lisas periacinares; Pl = 

plasmócitos; bv = vaso sanguíneo; c =  concreções luminais; Lu = lúmen. Corado por 

H&E. 
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1.3 Imunolocalização de ERβ no complexo prostático  

Intensa positividade para ERβ foi detectada no núcleo das células secretoras e basais 

do epitélio glandular dos lobos ventral, dorsal (Fig. 7A e G) e anterior (dado não 

mostrado), além de moderada positividade citoplasmatica. As células musculares lisas 

periacinares apresentaram expressão intermitente desse receptor, enquanto algumas 

células do estroma e células endoteliais também se mostraram positivas para ERβ. A 

próstata lateral, diferentemente dos demais lobos, apresenta intensa reatividade 

citoplasmática que dificulta a visualização do núcleo celular. Vários testes de 

neutralização para bloqueio desta reatividade foram testados, mas não foi obtido 

sucesso. Dessa forma, este lobo não possui análises imunohistoquímicas. 

O padrão de expressão de ERβ não se alterou com a idade considerando-se as áreas 

de epitélio normal e as áreas de hiperplasia (Fig. 7B e H e Fig. 8A e B). Por outro lado, 

a expressão do receptor foi reduzida nas áreas de proliferação intraepitelial. Nestas áreas 

especificas, houve um padrão heterogêneo de expressão, onde foi possível identificar 

células bem coradas e células coradas fracamente ou negativas (Fig. 7C, D, I e J e Fig. 

8C e D). Adicionalmente, as células atípicas também apresentaram reduzida expressão 

de ERβ (Fig. 7E e K). 

Nas áreas de atrofia epitelial encontradas na próstata ventral, a expressão da proteína 

foi notavelmente reduzida, sendo esta redução gradativa de acordo com o grau de atrofia 

do epitélio (Fig. 7F e Fig. 8E).  
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Figura 7: Imunomarcação para ERβ na próstata ventral (A-F) e dorsal (G-K) de ratos 

em diferentes idades. (A e G) Animais jovens com intensa positividade para o receptor 

nas células epiteliais principais (p) e basais (b). Cabeça de seta preta = células 

musculares lisas periacinares. (B e H) Ratos senis apresentando pregueamento do 

epitélio com marcação normal para ERβ. (C e D) Áreas de proliferação intraepitelial na 

próstata ventral (I e J) e dorsal com redução da positividade para ERβ (*), em contraste 

com o epitélio normal (Ne). Ap = apoptose. Inserto em C e I: imunomarcação para CK 

HMW nas próstatas ventral e dorsal, respectivamente, indicando maior número de 

células basais nas áreas de PIN na próstata dorsal. (E e K) Intensa redução da 

imunomarcação de ERβ em áreas de intensa atipia celular. (F) Transição do epitélio 

normal (Ne) com positividade padrão de ERβ (setas pretas) e epitélio atrófico (Ae) com 

marcante redução da marcação para o receptor (setas azuis). (L e M) Controles 

negativos da imunomarcação para a próstata ventral e dorsal, respectivamente. Lu: 

lúmen; Barra em A e G (=B, C, E, F, H, I, J, K) = 50 µm; Barra em D = 40 µm; barra 

em M (= L) = 30 µm.  
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Figura 8: Quantificação da intensidade de imunorreação para ERβ na próstata ventral e 

dorsal de ratos em diferentes idades. (A-B) Comparado ao epitélio normal adjacente não 

houve alteração na intensidade de expressão de ERβ nas áreas de hiperplasia, enquanto 

que nas áreas de PIN (C-D) e de atrofia (E) houve marcante redução da intensidade de 

expressão de ERβ. * = p ≤ 0,05; n = 4 por grupo.   
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1.4 Western blotting  

A especificidade do anticorpo utilizado foi comprovada pela detecção de uma banda 

de 54 kDa compatível com o peso molecular descrito para ERβ em roedores (Kuiper et 

al., 1996 e 1998). No entanto, foi detectada também uma segunda banda reativa de 49 

kDa, que co-migrou com a banda principal (Fig. 9). 

A intensidade média de pixels para ERβ foi similar, em todos os lobos prostáticos 

(Fig. 9 A-H), em todas as idades, assim como comparativamente entre os diferentes 

lobos (Fig. 9 I-J). 
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Figura 9: Western blotting para o receptor ERβ na próstata de ratos em diferentes 

idades (A-H) e comparativo da expressão proteica entre os diferentes lobos prostáticos 

(I e J). (A, C, E e G) Próstata ventral, dorsal, lateral e anterior, respectivamente. (B, D, 

F e H) Representação gráfica da análise densitométrica das bandas obtidas. Os dados 

são representativos de 2-3 diferentes ensaios. (I) Comparação entre a diferença da 

expressão de ERβ entre os diferentes lobos prostáticos e (J) representação gráfica da 

análise densitométrica das bandas obtidas. β-actina foi usada como controle interno em 

todos os ensaios. VP = próstata ventral; DP = próstata dorsal; LP = próstata lateral e AP 

= próstata anterior. n = 5 por grupo para análise entre as diferentes idades para cada 

lobo prostático e n = 3 para análise comparativa entre os diferentes lobos prostáticos. 

 

 

 

1.5 RT-PCR  

Não foram detectadas alterações nos níveis de RNAm de ERβ nos lobos ventral e 

dorsal nas diferentes idades (Fig. 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Níveis de RNAm de ERβ na próstata de ratos em diferentes idades. (A e C) 

Próstatas ventral e dorsal. Gapdh foi usado como controle interno. (B e D) 

Representação gráfica da análise densitométrica das bandas obtidas. Os dados 

mostrados são representativos de 2 diferentes ensaios. n = 5 por grupo. 
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1.6 Proliferação celular  

Considerando o possível papel antiproliferativo de ERβ, foi investigado o perfil de 

proliferação celular na próstata ventral, visando obter um possível significado biológico 

da redução local de ERβ em áreas especificas com o envelhecimento. O número de 

células MCM7 positivas foi baixo nas áreas de epitélio normal em todas as idades. Com 

o envelhecimento, houve redução significativa do número de células MCM7 positivas a 

partir dos 12 meses de idade (Fig. 11A e B). Por outro lado, nas áreas restritas de 

proliferação intraepitelial (PIN), a frequência de células MCM7 positivas aumentou 

significativamente a partir dos 12 meses de idade (Fig. 11C e D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Imunohistoquímica e quantificação de células MCM7 positivas na próstata 

ventral de ratos em diferentes idades. (A) Imunopositividade de MCM7 no epitélio 

normal de ratos jovens e senis. (B) Representação gráfica da quantificação das células 

positivas no epitélio normal, mostrando redução da frequência de células positivas com 

o envelhecimento. (C) Imunopositividade de MCM7 nas áreas de PIN (setas) de 

animais idosos. (D) Representação gráfica de células MCM7 positivas mostrando 

aumento da frequência destas células nas áreas de PIN. * e # = p ≤ 0,05 comparado a 3 e 

6 meses, respectivamente. n = 5 por grupo. Cabeça de seta = células MCM7 positivas. 

Inserto: controle negativo da imunorreação. Barra = 50 µm.  
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Os dados de imunofluorescência corroboraram os achados da 

imunohistoquímica. Foram detectadas poucas células Ki67 positivas nas áreas de 

epitélio normal, enquanto que nas áreas de PIN a frequência de células positivas foi 

maior nos animais idosos. A fluorescência para ERβ foi constante no epitélio normal e 

reduzida nas áreas de atrofia (Fig. 12). Nas áreas de PIN, a positividade para ERβ foi 

heterogênea com células fluorescentes e não fluorescentes para o receptor. A 

colocalização de ERβ com Ki67 revelou que as células proliferativas possuem baixa ou 

indetectável positividade para ERβ, corroborando o papel antiproliferativo deste 

receptor. Adicionalmente, nas áreas de PIN com atipias nucleares predominantes (PIN 

2), grande parte das células foram negativas para ERβ, enquanto que as células Ki67 

positivas foram mais frequentes (Fig. 12). 
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Figura 12: Colocalização de ERβ e marcador de proliferação celular Ki67 na próstata 

ventral de ratos idosos. (A) Comparação entre epitélio normal (Ne) atrófico (Ae) e área 

de PIN. A fluorescência de ERβ nas áreas de PIN apresenta-se reduzida, especialmente 

em áreas com intensa atipia nuclear (PIN2), onde células proliferativas (cabeça de seta) 

foram frequentemente detectadas. (B) Reconstrução 3D das áreas demarcadas em A. Os 

insertos correspondem aos controles negativos dos respectivos canais. Barra = 50µm. 

Verde (Fitc): Ki67; Vermelho (Cy3): ERβ e Azul (DAPI): marcação nuclear. 

 

1.7 Níveis hormonais  

Os níveis séricos e teciduais de estradiol foram similares na próstata ventral em 

todas as idades analisadas (Fig. 13 A e B), enquanto que os níveis de DHT reduziram 

gradativamente com a idade, tanto no plasma quanto no tecido prostático (Fig. 13 C e 

D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Níveis de 17β-estradiol (E2) e diidrotestosterona (DHT) no plasma (A e C) 

e na próstata ventral (B e D) de ratos em diferentes idades. Os dados são representativos 

de 2-3 diferentes ensaios. VP = próstata ventral. * = p ≤ 0.05 em relação à idade de 3 

meses; # = p ≤ 0.05 em relação a idade de 6 meses. n = 3 por grupo. 
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CAPÍTULO II – Resultados não publicados 

 

Esses resultados referem-se aos objetivos (d), (f) e (g).  

 

1 Análise da expressão da enzima aromatase no complexo prostático de ratos em 

envelhecimento 

1.1 Imunolocalização de aromatase  

Imunorreatividade citoplasmática moderada para a enzima aromatase foi detectada 

no epitélio glandular das próstatas ventral, dorsal, lateral e anterior, tanto nas células 

secretoras quanto basais (Fig. 14). Eventualmente, algumas células com localização e 

morfologia sugestivas de células basais apresentaram-se com positividade mais intensa 

para a enzima (inserto Fig. 14 A). As células musculares lisas periacinares e da parede 

dos vasos sanguíneos, assim como algumas células do estroma e as células endoteliais, 

também apresentaram-se positivas para aromatase.  

Com o envelhecimento não foi observada alteração da expressão de aromatase em 

nenhum dos lobos prostáticos, considerando-se as áreas de epitélio normal, regiões de 

hiperplasia (Fig. 14 B, D, F e H) ou atrofia epitelial.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Imunolocalização da enzima aromatase na próstata ventral, dorsal, lateral e 

anterior de ratos em diferentes idades. (A, C, E e G) Animais jovens com intensa 

positividade do epitélio glandular. Inserto em A: representação de células basais que se 

coram mais intensamente para aromatase. (B, D, F e H) Áreas hiperplásicas em animais 

senis com mesmo padrão de imunorreatividade detectado nos animais jovens. Barra em 

G = 200 µm. Insertos em B, D, F e H: Controle negativo da imunorreação em cada lobo. 

 



 

Morais-Santos, Mônica. Tese de Doutorado – Laboratório de Biologia da Reprodução, LABRE 

 

60 Resultados – Capítulo II 

Na próstata ventral, uma das alterações detectada foi que nas áreas de proliferação 

epitelial com arquitetura cribriforme houve redução da expressão de aromatase, 

comparado ao epitélio normal adjacente, de forma proporcional à extensão da área 

alterada (Fig. 15 A e B). Além disto, uma ocorrência marcante nas próstatas ventral, 

dorsal e, especialmente na próstata lateral de animais em idades avançadas de 18-24 

meses, foi o aparecimento de frequentes células supostamente basais, apresentando 

intensa positividade para aromatase, as quais foram observadas em áreas de alterações 

teciduais, tais como proliferações epiteliais de arquitetura cribriforme (Fig. 15 B), focos 

de PIN (Fig. 15 C-E) ou áreas associadas à inflamação (Fig. 15 F-H). Essas células 

basais foram observadas em pequenos grupos, ou mesmo formando uma camada 

contínua na base do epitélio, como visto nas próstatas dorsal e lateral. Não foi incomum 

o fato de que em áreas de PIN e inflamação ocorresse espessamento do estroma 

adjacente ao adenômero afetado. A próstata lateral foi o lobo que mais apresentou 

alterações teciduais associadas ao aparecimento deste grupo de células intensamente 

positivas para aromatase. 
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Figura 15: Imunolocalização da enzima aromatase na próstata ventral, dorsal e lateral 

de ratos senis. (A) Adenômero com proliferação intraepitelial com arquitetura 

cribriforme de pequena extensão com discreta redução de positividade para aromatase 

(setas). (B) Área de proliferação intraepitelial com arquitetura cribriforme de grande 

extensão com redução mais pronunciada da positividade para aromatase. Cabeça de 

seta: Células intensamente positivas com aspecto de células basais. Inserto em B: 

Detalhe da área delimitada contendo pequeno grupo de células intensamente positivas. 

(C) Área proliferativa contendo focos de PIN no epitélio glandular e presença de células 

intensamente positivas para aromatase, formando camada contínua, como detalhado em 

D e E, respectivamente. (F) Adenômero associado a infiltrado inflamatório (*), o qual 

apresenta arquitetura tecidual afetada com perda de células luminais e grande número de 

células intensamente positivas. Em G, ampliação de parte da região delimitada em F, 

detalhando infiltrado inflamatório (*) e contraste entre área de epitélio alterado e 

epitélio normal adjacente à direita. (H) Adenômero apresentando área de epitélio 

normal (En), com positividade padrão para a enzima, em transição com epitélio alterado 

(Ea) contendo maior densidade de células intensamente positivas. Inserto em H: detalhe 

da área delimitada. # = espessamento do estroma. Barra em A (= B, C e F) = 200 µm. 

Barra em D (= E e H) = 50 µm. Barra em G = 50 µm.  

 

1.2 Detecção de aromatase por Western blotting 

A fim de quantificar a expressão da enzima aromatase nas diferentes idades, ensaio 

de Western blotting foi realizado na próstata ventral. A especificidade do anticorpo 

utilizado foi comprovada pela detecção de uma banda de aproximadamente 57 kDa, 

compatível com peso molecular  previamente descrito para aromatase em tecido de ratos 

(Nitta et al, 1993; Levallet et al, 1998; Carreau et al, 2001). Juntamente com as amostras 

de próstata ventral, foi adicionado testículo de rato como controle da técnica, uma vez 

que a detecção de aromatase é bastante controversa na literatura sobre próstata. Como 
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esperado, a banda correspondente de aromatase no testículo apresentou-se mais intensa 

(Fig. 16 A). 

A intensidade média de pixels para aromatase foi similar na próstata ventral em 

todas as idades analisadas, não apresentando diferença estatística entre os diferentes 

grupos (Fig. 16 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Western blotting para enzima Aromatase na próstata ventral de ratos em 

diferentes idades. (A) Bandas obtidas para aromatase (57 kDa) e β-actina (42 kDa) na 

próstata ventral de ratos e no testículo, usado como controle positivo do ensaio. (B) 

Representação gráfica da análise densitométrica das bandas obtidas para aromatase na 

próstata ventral. Os dados são representativos de 3 diferentes ensaios. n = 3 por grupo. 

M = meses. 
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1.3  Colocalização de células basais e aromatase  

A fim de certificar a identidade das células que se coram intensamente para enzima 

aromatase pela imunohistoquímica, investigamos por microscopia confocal a 

colocalização desta enzima com um clássico marcador de células basais, que é a 

citoqueratina de alto peso molecular (CKWMH).  

Moderada fluorescência para aromatase foi verificada no epitélio glandular dos 

lobos ventral, dorsal e lateral da próstata. Corroborando os dados de 

imunohistoquímica, foi possível identificar células com fluorescência mais intensa, em 

posição e morfologia características de células basais, em todos os lobos prostáticos 

(Fig. 17 A-C).  

A imunofluorescência para o marcador CKHMW detectou células esparsas pelo 

epitélio, com intensa fluorescência citoplasmática. Morfologicamente estas células 

apresentavam-se menos volumosas, normalmente de formato triangular, onde muitas 

vezes foi possível observar delgadas projeções citoplasmáticas em direção ao lúmen. A 

próstata lateral foi o lobo que aparentemente apresentou menor proporção de células 

basais nas áreas de epitélio normal tanto dos animais jovens quanto nos animais senis.  

As projeções citoplasmáticas das células basais neste lobo foram também menos 

aparentes (Fig. 17 C). 

A colocalização de aromatase com CKHMW revelou que as células intensamente 

fluorescentes para a enzima são de fato células basais, onde foi possível detectar a 

sobreposição dos marcadores em áreas de epitélio normal e áreas de epitélio alterado 

(Fig. 17 e 18). Mais raramente algumas células CKHMW positivas não foram tão 

intensamente fluorescentes para aromatase, especialmente na próstata lateral (Fig. 17 

C). As células basais com intensa positividade para aromatase serão mencionadas ao 

longo do texto como células basais/Aro+. 
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Figura 17: Colocalização de aromatase e células basais em áreas de epitélio normal na 

próstata ventral (A), dorsal (B) e lateral (C) de ratos Wistar. Aro: aromatase. CK: 

citoqueratina de alto peso molecular. Merge: sobreposição dos filtros verde, vermelho e 

azul (DAPI). Seta: célula basal com fluorescência para aromatase similar às células 

luminais. Insertos: controle negativo dos respectivos canais. Barra em A, B e C = 100 

µm. Verde (Fitc): aromatase; Vermelho (Cy3): CKHMW e Azul (DAPI): marcação 

nuclear. 
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De forma recorrente, foi possível verificar maior densidade de células basais/Aro+ 

em áreas de alterações teciduais, tais como focos de proliferação de arquitetura 

cribriforme (Fig. 18 A), focos de PIN (Fig. 18 B) e áreas associadas a focos 

inflamatórios (Fig. 18 C). Apesar de ser o lobo que aparenta ter uma menor densidade 

de células basais nas áreas de epitélio normal, a próstata lateral chama a atenção por 

apresentar maior proporção de grandes grupos de células basais/Aro+ em áreas alteradas 

do tecido. Como descrito anteriormente, a próstata lateral é frequentemente acometida 

por prostatite com o envelhecimento. A concentração de células basais/Aro+ ocorreu 

principalmente em áreas relacionadas com focos peri-inflamatórios, que apresentavam 

lesões sugestivas de atrofia inflamatória proliferativa (PIA, do inglês: proliferative 

inflammatory atrophy) e/ou metaplasia escamosa (Fig. 18 C).  
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Figura 18: Colocalização de aromatase e células basais em áreas afetadas pelo 

envelhecimento na próstata ventral, dorsal e lateral de ratos Wistar entre 18 e 24 meses 

de idade. (A) Região de proliferação intraepitelial de arquitetura cribriforme (PINc) na 

próstata ventral. (B) Área de PIN na próstata dorsal. (C) Região peri-inflamatória (*) 

com concomitante foco de PIA e pequeno foco de metaplasia escamosa (ME) na 

próstata lateral. Aro: aromatase. CK: citoqueratina de alto peso molecular. Merge: 

sobreposição dos filtros verde, vermelho e azul (DAPI). Cabeças de setas: indicam 

células colocalizadas com os marcadores. d: debris celulares intraluminais. #: 

espessamento do estroma. Barra em A, B e C = 50µm. Verde (Fitc): aromatase; 

Vermelho (Cy3): CKHMW e Azul (DAPI): marcação nuclear. 
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2 Imunolocalização da enzima CYP7B1 no complexo prostático de ratos em 

envelhecimento 

Intensa imunorreatividade citoplasmática foi detectada para a enzima CYP7B1 no 

epitélio glandular das próstatas ventral, dorsal, lateral e anterior (Fig. 19). As células 

musculares lisas periacinares e da parede dos vasos sanguíneos, além de algumas 

células do estroma e as células endoteliais também foram positivas para a CYP7B1, 

enquanto que as células basais foram intermitentes. Algumas células epiteliais 

cilíndricas, provavelmente as células neuroendócrinas, apresentaram-se negativas para 

essa proteína (Inserto Fig. 19 A).  

Com o envelhecimento não foi detectada alteração da expressão de CYP7B1 em 

nenhum dos lobos prostáticos, considerando-se as áreas de epitélio normal e regiões de 

hiperplasia (Fig. 19). No entanto, na próstata ventral, as áreas de proliferação epitelial 

com arquitetura cribriforme parcialmente (Fig. 19 C) ou completamente obstrutiva (Fig. 

19 D), apresentaram perceptível redução da expressão de CYP7B1, quando comparado 

a áreas de epitélio normal adjacente. As áreas epiteliais contendo células com atípias 

nucleares e algumas áreas de atrofia epitelial também apresentaram marcante redução 

da positividade para a proteína (Fig. 19 C e inserto). Na próstata lateral redução de 

CYP7B1 foi detectada em áreas proliferativas intimamente associadas a focos de 

inflamação, onde também foi possível detectar espessamento do estroma adjacente (Fig. 

19 K).  
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Figura 19: Imunolocalização da enzima CYP7B1 na próstata ventral (A-D), dorsal (E-

H), lateral (I-K) e anterior (N-P) de ratos em diferentes idades. (A, E, I e N) Animais 

jovens com intensa positividade do epitélio glandular. Inserto em A: Detalhe de célula 

cilíndrica imunonegativa. (B, F, J, O e P) Áreas hiperplásicas em animais senis com 

mesmo padrão de imunorreatividade detectado nos animais jovens. (C) Proliferação 

intraluminal cribriforme parcialmente obstrutiva (#) e área de epitélio atrófico adjacente 

(Ea) com perceptível redução de marcação, comparado ao epitélio normal (En).  Inserto 

representa proliferação intraepitelial contendo células atípicas com redução da 

positividade para a enzima. (D) Proliferação intraluminal cribriforme completamente 

obstrutiva com perceptível redução de marcação. (G) Adenômero contendo pequeno 

foco de estratificação epitelial (área delimitada) e em (H) Extensa área de estratificação 

sem alteração da intensidade de marcação para a proteína. (K) Redução da 

imunomarcação em área intimamente associada à inflamação, exibindo espessamento 

do estroma adjacente (*). (L, M, Q e R) Controles negativos da imunorreação da 

próstata ventral, dorsal, lateral e anterior, respectivamente. En = epitélio normal; Ea = 

epitélio atrófico. Barra em A (= B-P) = 150 µm. Barra em L (= M, Q e R) = 50 µm. 
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3 Tratamento de ratos senis com 3β-diol 

3.1 Peso corporal e do complexo prostático 

- Tratamento de ratos senis nas doses de 1 e 3 mg de 3β-diol durante 42 dias 

Não houve alteração do peso corporal entre os grupos controles e tratados nas doses 

de 1 e 3 mg de 3β-diol (Fig. 20 A). O tratamento com 3β-diol na dose de 1 mg/Kg 

promoveu redução do peso da próstata ventral e dorsal, enquanto que na próstata 

anterior houve redução do peso nas duas doses administradas. A próstata lateral não 

apresentou alteração de seu peso em nenhum dos tratamentos (Fig. 20 B-E).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Análise do peso corporal (A) e do complexo prostático (B-E) de ratos senis 

controles e tratados com 3β-diol nas doses de 1 e 3 mg. n = 5; * = p ≤ 0,05 em relação 

ao grupo controle.  

 

- Tratamento de ratos senis na dose de 5 mg de 3β-diol durante 42 dias 

Não houve alteração no peso corporal entre os grupos controles e tratados com dose 

de 5 mg de 3β-diol (Fig. 21 A). Em todos os lobos prostáticos foi detectado aumento 

significativo do peso absoluto das glândulas nos animais tratados. (Fig. 21 B-E).  
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Figura 21: Análise do peso corporal (A) e do complexo prostático (B-E) de ratos senis 

controles e tratados na dose de 5 mg de 3β-diol. n = 5; * = p ≤ 0,05 em relação ao grupo 

controle. 

 

 

- Tratamento de ratos senis na dose de 3 mg de 3β-diol durante 60 dias 

Assim como nos tratamentos descritos anteriormente, o peso corporal não se alterou 

com o tratamento de 3 mg de 3β-diol por um período prolongado (Fig. 22 A). Em todos 

os lobos prostáticos foi detectado aumento do peso absoluto das glândulas nos animais 

tratados (Fig. 22 B-E).  
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Figura 22: Análise do peso corporal (A) e do complexo prostático (B-E) de ratos senis 

controles e tratados na dose de 3 mg de 3β-diol por 60 dias. n = 5. * = p ≤ 0,05 em 

relação ao grupo controle.  

  

3.2 Histopatologia do complexo prostático 

O efeito do tratamento com 3β-diol na histopatologia prostática foi mais evidente na 

próstata ventral, uma vez que as alterações relacionadas ao envelhecimento foram mais 

pronunciadas neste lobo nos animais controles. Estas alterações relacionadas à 

senilidade foram similares às alterações já descritas anteriormente (Morais-Santos et al, 

2015), como a presença de concreções intraluminais, hiperplasias e atrofias epiteliais, 

atipias celulares intensas, proliferações intraepiteliais de arquitetura cibriforme 

intraluminais e adenômeros com menor e/ou ausência de secreção no interior do lúmen 

(Fig. 23 A, D e F). Todos os tratamentos realizados com 3β-diol promoveram melhora 

substancial na citoarquitetura da próstata ventral, que apresentou menor proporção de 

adenômeros com hiperplasias (redução variando de 43% a 78%) e atrofia (redução de 

40%), aparente aumento da atividade secretora da glândula, perceptível pela presença de 

adenômeros com maior diâmetro luminal (aumento variando de 52% a 103%) e repletos 

de secreção homogênea eosinofílica, além de redução de concreções intraluminais (Fig. 

23 B, C, E, G, J e L). Ressalta-se que a proporção de adenômeros atróficos não atingiu 

significância estatística devido ao amplo desvio padrão, considerando que alguns 

animais não apresentaram atrofia epitelial. Houve também menor ocorrência de atipias 

celulares, o que resultou em epitélios mais homogêneos (Fig. 24 H e I).  
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Figura 23: Histopatologia da próstata ventral de ratos senis submetidos a diferentes 

regimes de administração de 3β-diol. (A, D e F) Próstata ventral de animais controles 

apresentando áreas de hiperplasia, epitélio atrófico (Ea), concreções luminais (*) e 

secreção luminal escassa e/ou ausente. Inserto em A: área de intenso pregueamento 

epitelial. Inserto em F: adenômeros atróficos adjacentes às áreas de proliferação 

intraepitelial cribriforme intraluminal (setas). (B, C, E e G) Próstata ventral de animais 

tratados com 3β-diol, mostrando evidente melhora da histologia do tecido, tais como 

redução do pregueamento epitelial e conteúdo luminal abundante nos adenômeros. Os 

insertos representam áreas de adenômeros repletos de secreção com consequente 

compressão do epitélio. Barra em A (= B e C) = 200 µm, barra em D (= E) = 150 µm, 

barra em F (= G) = 200 µm. Corado por H&E. (H) Detalhe do aspecto histológico do 

epitélio de um animal controle, contendo abundantes vacúolos citoplasmáticos (cabeças 

de seta), nucléolos proeminentes (setas vazadas) e células com acúmulo mucoide no 

citoplasma (seta preta). (I) Detalhe do aspecto histológico de animal tratado com 3β-

diol com epitélio mais homogêneo, contendo poucas atipias celulares. (J, K e L) 

Morfometria das áreas de hiperplasia, atrofia e diâmetro luminal, respectivamente. *, # e 

+ = p ≤ 0,05 em relação ao seu respectivo grupo controle. n (morfometria) = 4-6. 
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Na próstata dorsal, embora as alterações morfológicas relacionadas à idade sejam 

menos marcantes comparadas à próstata ventral, foi possível detectar significante 

redução de 83% e 75% da frequência de adenômeros hiperplásicos nas doses de 3mg 

(42 dias) e 5mg, respectivamente, além de aparente aumento da atividade secretora da 

glândula pelo aumento do diâmetro luminal detectado em todas as doses administradas 

(aumento variando de 37% a 44%) (Fig. 24).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Histopatologia da próstata dorsal de ratos senis submetidos a diferentes 

regimes de administração de 3β-diol. (A, D e F) Próstata dorsal de animais controles 

apresentando discreta (A) e moderada hiperplasia (D e F). (B, C, E e G) Próstata dorsal 

de animais tratados com 3β-diol. Insertos representam áreas de adenômeros com pouca 

ou nenhuma hiperplasia. Barra em A (= B e C) = 200 µm, barra em D (=E) = 150 µm, 

barra em F (= G) = 200 µm. Corado por H&E. (H e I) Morfometria das áreas de 

hiperplasia e diâmetro luminal, respectivamente. *, # e + = p ≤ 0,05 em relação ao seu 

respectivo grupo controle. n (morfometria) = 4-6. 
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Na próstata lateral, as alterações morfológicas relacionadas com idade também 

foram menos marcantes comparadas à próstata ventral, o que também não impediu de 

verificar os efeitos do tratamento neste lobo. O tratamento com 3β-diol promoveu 

significativa redução de 88% das áreas de hiperplasia na dose de 5mg e aumento do 

diâmetro luminal nas doses de 5mg e 3mg por período prolongado (aumento variando 

de 44% a 88%) (Fig. 25). A exposição à dose de 5 mg foi capaz de prevenir o 

aparecimento de focos inflamatórios o que não foi impedido com a dose de 3 mg por 

período prolongado (Fig. 25 E e G).  
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Figura 25: Histopatologia da próstata lateral de ratos senis submetidos a diferentes 

regimes de administração de 3β-diol. (A, D e F) Próstata lateral de animais controles 

com características relacionadas à senilidade, como presença de pregueamento epitelial 

e células descamadas (*). Inserto em D e F representa área com foco inflamatório (i), 

contendo abundante concreção (#) e prostatite intraluminal (p). (B, C, E e G) Próstata 

lateral de animais tratados com 3β-diol. Os demais insertos representam áreas de 

adenômeros repletos de secreção e com pouco pregueamento do epitélio. Barra em A (= 

B e C) = 200 µm, barra em D (=E) = 150 µm, barra em F (= G) = 200 µm. Corado por 

H&E. (H e I) Morfometria das áreas de hiperplasia e diâmetro luminal, 

respectivamente. # e + = p ≤ 0,05 em relação ao seu respectivo grupo controle. n 

(morfometria) = 4-6. 
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3.3 Expressão de ERβ no complexo prostático  

 

a. Imunohistoquímica 

Foi detectada intensa positividade para ERβ no epitélio glandular dos lobos ventral 

dorsal (Fig. 26, 27 e 28), e anterior (dados não mostrados), além de moderada 

positividade citoplasmática em todos os tratamentos. Corroborando dados anteriores 

(Morais-Santos et al, 2015), as áreas de atrofia epitelial, apresentaram reduzida 

positividade para ERβ, quando comparado ao epitélio normal adjacente (Fig. 26 A, Fig. 

27 A e Fig. 28 A). Tanto nas áreas de epitélio normal, quanto nas áreas de atrofia 

epitelial dos diferentes grupos, foi detectado aumento significativo na expressão de ERβ 

após tratamento nas doses de 3 mg e 5 mg por 42 dias (Fig. 26A e Fig. 27 A).  

Embora não tenha sido realizada análise morfométrica para a próstata dorsal, 

aparentemente não foi observada alteração na expressão do receptor entre os grupos 

tratados. 
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Figura 26: Imunomarcação para ERβ na próstata ventral e dorsal de ratos senis tratados 

ou não com 3β-diol, nas doses de 1 e 3 mg por 42 dias. (A) Próstata ventral de animais 

controle e tratados com 3β-diol apresentando imunoreatividade característica para o 

receptor, nas áreas de epitélio normal (En) e atrófico (Ea). Representação gráfica da 

análise morfométrica da intensidade média de pixel nas áreas de epitélio normal e 

atrófico. (B) Próstata dorsal de animais controle e tratados com 3β-diol apresentando 

imunoreatividade semelhante para o receptor entre os grupos. Inserto: controle negativo 

da imunorreação. n = 4 a 5 por grupo. * = p≤ 0,05 em relação ao epitélio normal. # = p≤ 

0,05 em relação ao epitélio normal de controles. ± = p≤ 0,05 em relação ao epitélio 

atrófico de controles. 
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Figura 27: Imunomarcação para ERβ na próstata ventral e dorsal de ratos senis tratados 

ou não com 3β-diol, na dose de 5 mg por 42 dias. (A) Próstata ventral de animais 

controle e tratados com 3β-diol apresentando imunoreatividade característica para o 

receptor, nas áreas de epitélio normal (En)  e atrófico (Ea). Representação gráfica da 

análise morfométrica da intensidade média de pixel nas áreas de epitélio normal e 

atrófico. (B) Próstata dorsal de animais controle e tratados com 3β-diol apresentando 

imunoreatividade semelhante para o receptor ente os grupos. Inserto: controle negativo 

da imunorreação. n = 4 a 5 por grupo. * = p≤ 0,05 em relação ao epitélio normal. # = p≤ 

0,05 em relação ao epitélio normal de controles. ± = p≤ 0,05 em relação ao epitélio 

atrófico de controles. Barra em A e B = 150 µm. 
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Figura 28: Imunomarcação para ERβ na próstata ventral e dorsal de ratos senis tratados 

ou não com 3β-diol, na dose de 3 mg por 60 dias. (A) Próstata ventral de animais 

controle e tratados com 3β-diol apresentando imunoreatividade característica para o 

receptor, nas áreas de epitélio normal (En) e atrófico (Ea). Representação gráfica da 

análise morfométrica da intensidade média de pixel nas áreas de epitélio normal e 

atrófico. (B) Próstata dorsal de animais controle e tratados com 3β-diol apresentando 

imunoreatividade semelhante para o receptor ente os grupos. Inserto: controle negativo 

da imunorreação. n = 4 a 5 por grupo. * = p≤ 0,05 em relação ao epitélio normal. Barra 

em A e B = 150 µm. 
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b. Western blotting  

De forma reprodutível aos dados anteriores (Morais-Santos et al 2015), foi detectada 

uma banda de 54 kDa compatível com o peso molecular descrito para ERβ de ratos e 

uma segunda banda de 50 kDa, que co-migrou com a banda principal (Fig. 29). Na 

próstata ventral, a análise estatística da intensidade média de pixels das bandas detectou 

diferença significativa em ambos os tratamentos de 3 mg e também no tratamento de 

5mg comparado aos seus controles (Fig. 29 B). Na próstata dorsal, as bandas 

apresentaram-se mais homogêneas entre os grupos, não havendo diferença significativa 

entre os animais tratados e seus respectivos controles (Fig. 29 D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29: Western blotting para o receptor de estrógenos ERβ extraído da próstata 

ventral e dorsal de ratos Wistar senis de todos os tratamentos realizados com 3β-diol. (A 

e B) Banda dupla obtida no ensaio da próstata ventral e dorsal, respectivamente. (B e D) 

Representação gráfica das análises densitométricas das bandas de 54 (banda 1) e 50 

(banda 2) kDa, obtidas para próstata ventral e dorsal, respectivamente. β-actina foi 

usada como controle interno em todos os ensaios. As bandas obtidas são representativas 

de 3 diferentes ensaios. # = p < 0.05 em relação ao grupo controle. n = 3 por grupo.  
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3.4 Proliferação celular e apoptose 

Poucas células MCM7 positivas foram detectadas no epitélio prostático dos animais 

controles. As células positivas apresentaram-se distribuídas de forma esparsa pelo 

epitélio ou concentradas em pequenos grupos em focos de PIN, comumente detectadas 

em animais acima de 12 meses de idade, como anteriormente descrito (Morais-Santos et 

al, 2015). A taxa de proliferação foi significativamente reduzida após exposição ao 3β-

diol nas doses de 1 e 3 mg (42 dias) em  praticamente todos os lobos prostáticos, exceto 

na próstata dorsal na dose de 1mg, onde a redução  não alcançou signficância estatística. 

O tratamento por período prolongado promoveu redução da proliferação apenas na 

próstata ventral e anterior, enquanto que a exposição ao 3β-diol em doses elevadas 

promoveu aumento na taxa de proliferação na próstata dorsal (Fig. 30). 
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Figura 30: Taxas de proliferação celular no complexo prostático de ratos senis 

submetidos a diferentes regimes de tratamento com 3β-diol. (A) Imagens da 

imunorreatividade para MCM7 (setas) representado pela próstata ventral de animais 

submetidos às doses de 1 e 3 mg/Kg/42 dias. (B-E) Quantificação das células MCM7 

positivas na próstata ventral, dorsal, lateral e anterior, respectivamente. *, # e + = p < 

0.05 em relação ao seu respectivo grupo controle. n = 4-5 por grupo.  
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Em relação às taxas de apoptose, poucas células TUNEL positivas foram 

encontradas no epitélio prostático dos animais controles e tratados com 3-diol. 

Entretanto, houve aumento significativo no número de células TUNEL positivas em 

todos os lobos prostáticos dos animais tratados com 3β-diol na dose de 3 mg/Kg por 42 

e 60 dias. A exposição à dose mais alta do esteroide (5 mg) não promoveu alterações 

significativas de morte celular em nenhum dos lobos prostáticos. Adicionalmente, o 

tratamento na dose de 1 mg promoveu aumento significativo da taxa de apoptose na 

próstata ventral e dorsal, porém foi inefetivo em alterar estas taxas na próstata anterior e 

lateral (Fig. 31). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31: Taxas de morte celular no complexo prostático de ratos senis submetidos a 

diferentes regimes de tratamento com 3β-diol. (A-D) Quantificação dos números de 

células TUNEL positivas na próstata ventral, dorsal, lateral e anterior, respectivamente. 

*, # e + = p < 0.05 em relação ao seu respectivo grupo controle. n = 4-5 por grupo.  
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3.5 Níveis de DHT no plasma e na próstata ventral  

Foi realizada dosagem de DHT a fim de verificar se os efeitos observados do 

tratamento são de fato devido ao 3β-diol ou de uma possível retro-conversão deste 

hormônio para DHT. 

Os níveis plasmáticos de DHT aumentaram nos animais tratados com 3β-diol nas 

doses de 5 mg e 3 mg por um período prolongado (Fig. 32 A). Por outro lado, os níveis 

teciduais se mantiveram constantes nos diferentes tratamentos (Fig. 32 B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32: Níveis hormonais de diidrotestosterona (DHT) no plasma (A) e na próstata 

ventral (B) de ratos idosos tratados ou não com 3β-diol. Os dados são representativos de 

3 diferentes ensaios. * = p ≤ 0.05 em relação ao respectivo grupo controle de 

tratamento. n = 3 por grupo. 
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VI. DISCUSSÃO 

CAPÍTULO I – Artigo publicado  

Alterações na expressão do Receptor de Estrógeno ERβ (ESR2) sem alterações nos 

níveis de estradiol na próstata de ratos em envelhecimento  

Ratos Wistar em diferentes idades (3, 6, 12, 18 e 24 meses) foram utilizados para 

estudo do envelhecimento na histologia do complexo prostático, assim como no padrão 

de expressão do receptor de estrógeno ERβ, perfil de proliferação celular e expressão de 

enzimas esteroidogênicas como aromatase e CYP7B1. A partir dos 12 meses de idade 

foram observadas marcantes alterações histológicas no complexo prostático, tais como 

hiperplasia, focos de proliferação intraepitelial e atipias nucleares em todos os lobos 

prostáticos, além de atrofia do epitélio exclusivamente na próstata ventral e focos 

inflamatórios especialmente na próstata lateral. Em relação a expressão de ERβ, foi 

detectada redução de sua expressão em áreas especificas, como nos focos de 

proliferação intraepitelial, atipias celulares e atrofia do epitélio. Estes resultados 

corroboram dados acerca da redução da expressão de ERβ em áreas focais de lesões 

pré-malignas e malignas em humanos e cães, sugerindo que o silenciamento deste 

receptor pode estar diretamente relacionado com as patologias que acometem a próstata.  

Foi possível detectar alterações na estrutura glandular em todos os lobos analisados. 

Concreções intraluminais, hiperplasia do epitélio, atipias nucleares e neoplasias 

intraepiteliais foram alterações morfológicas comumente detectadas em todos os lobos. 

A próstata ventral foi o lobo mais afetado com a idade, que em adição com as alterações 

já descritas, também apresentou frequente atrofia do epitélio com concomitante 

dilatação do adenômero, o que caracteriza adenômeros císticos (Prins et al, 1998). Em 

contrapartida, a próstata anterior foi o lobo menos afetado com o envelhecimento. Estas 

alterações espontâneas com o envelhecimento vão de encontro com dados anteriores 

relativos ao envelhecimento prostático em varias linhagens de roedores e outras 

espécies de roedores (Ward et al, 1980 - ACI/Seg; Isaacs, 1984 – ratos ACI/Seg e 

Copenhagen; Banerjee et al, 1998 – Ratos Brown Norway; Lau et al, 2003 – ratos 

Noble; Campos et al, 2008 - gerbil; Bianchi-Frias et al, 2010 - camundongos C57BL/6; 

Xie et al, 2000 – ratos Noble). Juntos, estes dados apontam que o roedor pode ser um 

modelo eficaz para distúrbios espontâneos relacionados com o envelhecimento da 

próstata. 
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A imunorreatividade de ERβ vai de encontro aos dados da literatura, onde núcleos 

de células luminais e basais coram-se intensamente (Makela et al., 2000; Sar & Welsch, 

2000; Oliveira et al., 2007). Considerando as áreas de epitélio normal ou de hiperplasia, 

nenhuma diferença na intensidade de expressão do receptor foi detectada. Entretanto, 

especialmente em áreas de atipias celulares e proliferação intraepitelial, significativa 

redução de ERβ foi detectada, sobretudo nas próstatas ventral e dorsal. Adicionalmente, 

nas áreas de atrofia relativas à próstata ventral também foi possível verificar redução da 

expressão do receptor. Esses resultados se revestem de extrema importância desde que 

resultados similares são descritos em lesões prostáticas pré-malignas e malignas 

humanas e caninas (Horvath et al, 2001; Leav et al, 2001; Pasquali et al, 2001A; Asgari 

& Morakabati, 2011; Hetzl et al, 2012 e 2013; Daniels et al, 2014; Grover et al; 

Pasquali et al, 2001B; Grieco et al, 2006; Gallardo et al, 2007) . Em humanos e cães, a 

redução da expressão de ERβ esta diretamente relacionada com o grau de diferenciação 

do tumor, onde tumores em estágios menos diferenciados são mais propensos à redução 

e/ou ausência deste receptor (Leav et al., 2001; Yang et al, 2007; Asgari & Morakabati, 

2011; Hetzl et al., 2012 e 2013; Gallardo et al., 2007; Muthusamy et al, 2014). A 

ausência de ERβ em camundongos βERKO promove mais tarde na vida destes animais 

aumento de áreas de PIN (Prezioso et al, 2007). PIN representa uma lesão pré-maligna 

que pode progredir para um câncer latente e em última análise para um câncer maligno 

(Prezioso et al, 2007). Embora o câncer de próstata seja uma patologia comum em 

homens idosos, focos microscópicos de câncer e áreas de PIN podem ser detectados tão 

cedo quanto 25-30 anos de idade em homens de todos os grupos étnicos (Prezioso et al, 

2007). A semelhança do modelo de rato pode ser importante para futuras investigações 

experimentais em possíveis condutas terapêuticas para o controle do câncer de próstata. 

ERβ tem sido associado a papeis pró-apoptóticos, anti-proliferativos e pró-

diferenciação (Weihua et al, 2001 e 2002; Cheng et al, 2004; Imamov et al., 2004; 

McPherson et al, 2007 e 2010; Mak el al, 2013; Hussain et al, 2012; Colciago et al, 

2014; Yun et al, 2015). Corroborando o envolvimento do receptor com sua atividade 

anti-proliferativa, nos detectamos redução pontual de ERβ paralelo com o aumento de 

células proliferativas nas áreas de PIN e atipias nucleares. De maneira similar, outro 

trabalho verificou níveis indetectáveis de ERβ em células proliferativas na próstata 

ventral (Weihua et al, 2002). Estes dados se revestem de importância uma vez que 

alterações semelhantes tem sido descritas na próstata humana, onde ocorre marcante 

redução de expressão de ERβ em áreas de PIN e adenocarcinoma, atingindo níveis 
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indetectáveis com a progressão do tumor, embora nas áreas de hiperplasia não haja 

alteração de sua expressão (Horvath et al, 2001; Tsurusaki  et al, 2003; Leav et al, 2001; 

Pasquali et al, 2001; Yang et al, 2007; Asgari & Morakabati, 2011; Pasquali et al, 

2001B). Há evidências de que PIN e microfocos de câncer latente podem ser detectados 

em homens de 20-30 anos de idade, embora lesões cancerígenas clinicamente relevantes 

serem detectas geralmente após os 50 anos de idade (Prezioso et al, 2007; Sakr et al, 

1993). Neste sentido, estes dados reforçam a importância de ERβ como alvo potencial 

para prevenção das desordens proliferativas em fases pré-malignas. 

A redução de ERβ na próstata ocorreu em um ambiente hormonal onde os níveis de 

estradiol se mantiveram constantes no plasma e no tecido, enquanto que os níveis 

séricos e teciduais de DHT reduziram progressivamente com o envelhecimento. Este 

cenário hormonal tem sido postulado como fator de risco para alterações patológicas na 

próstata (Banerjee et al, 1998 e 2001; Ellem et al, 2010), corroborando nossos achados. 

A redução de ERβ sem alterações nos níveis locais de estradiol indica que este receptor 

não é regulado por este hormônio em questão. Adicionalmente, dados na literatura 

indicam que os estrógenos não são capazes de autorregular ERβ na próstata de ratos 

(Prins et al, 1998; Oliveira et al, 2007). Por outro lado, evidencias sugerem que estradiol 

não é o único estrógeno atuante na próstata. De fato, o esteroide estrogênico mais 

abundante na próstata é 5α-androstane, 3β,17β-diol (3β-diol), um metabolito da DHT 

que atua por mecanismos parácrinos e autócrinos (Oliveira et al, 2007). Em contraste 

com 3β-diol, estradiol possui efeitos inexpressivos nos níveis de ERβ (Oliveira et al, 

2007). Adicionalmente, a autorregulação de ERβ pelo 3β-diol tem sido descrito em 

outros órgãos (Picciarelli-Lima et al, 2006). Considerando estes fatos, é necessária 

investigação dos níveis de 3β-diol na próstata durante o envelhecimento para melhores 

esclarecimentos do ambiente hormonal que leva à alterações locais na glândula.   

As análises proteicas feitas através da técnica de Western blotting detectaram 

ocorrência de duas bandas de pesos moleculares de 54 e 49 kDa, sendo a banda de 54 

kDa compatível para o peso molecular descrito de ERβ de roedores (Kuiper et al, 1996 

e 1998; Zhou et al, 2002; Tirado et al, 2004). A detecção de dupla banda para ER 

também é descrito em outros trabalhos para outras espécies como humanos, primatas, 

camundongo, suínos e tartaruga (Leav et al, 2001; Saunders et al., 2001; Zhou et al., 

2002; Rago et al, 2007; Gist et al, 2007). O surgimento de dupla banda indica ser 

resultado da tradução de ERβ a partir de sítios de iniciação alternativos do RNAm, que 

resultam em proteínas de tamanhos diferentes, denominadas ERβ longo e curto (Leav et 
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al, 2001; Scobie et al, 2002; Gaskell et al, 2003). Enquanto ERβ longo representa a 

proteína traduzida do primeiro códon de iniciação do transcrito, ERβ curto resulta de 

tradução a partir do segundo códon de iniciação (Leav et al, 2001), promovendo assim 

banda dupla de peso molecular aproximado. Essas proteínas são funcionalmente 

similares (Leav et al, 2001; Scobie et al, 2002) e não equivalem aos diversos splices 

variantes de ERβ, que em geral possuem deleções ou inserções de aminoácidos na 

molécula final, resultando em alteração da função do receptor (Maruyama et al, 1998; 

Petersen et al, 1998; Saunders et al, 2002). Notavelmente, o perfil de expressão de 

banda dupla foi semelhante em todo o complexo prostático. 

Estes dados são inéditos e revelam alterações focais na expressão de ERβ no 

complexo prostático de ratos idosos. A redução de ERβ associada a áreas de neoplasia 

intraepitelial, atipia celular e atrofia, indica uma potencial desordem mediada via ERβ, 

corroborando dados anteriores referentes a patologias prostáticas em humanos e cães, 

onde o silenciamento deste receptor passa estar relacionado com condições pré-

malignas ou malignas na próstata. Adicionalmente, estes resultados reforçam a 

importância do estudo tecidual minucioso da expressão de ERβ na próstata para melhor 

entendimento das alterações relacionadas as patologias prostáticas.  
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CAPÍTULO II – Resultados não publicados 

1 Expressão de Aromatase 

Aromatase foi detectada no epitélio, bem como no estroma do complexo prostático 

de ratos adultos jovens a idosos, corroborando a escassa literatura sobre o tema, que 

relata atividade aromatase (Marts et al, 1987), bem como imunoexpressão 

citoplasmática no epitélio da próstata ventral (Castro et al, 2013). Em camundongos, 

baixos níveis de RNAm de aromatase foram detectados na próstata ventral (Ellen et al, 

2009), embora sem referência sobre a ocorrência de proteína. No entanto, evidências 

obtidas em camundongos geneticamente modificados pela remoção ou superexpressão 

de aromatase indicam importante participação da enzima na histofisiologia da glândula 

(McPherson et al, 2001; Ellem & Risbridger 2010). Baixa atividade aromatase foi 

também detectada em próstatas de macacos Rhesus (West et al, 1988). 

Comparativamente, a expressão desta enzima na próstata humana tem sido mais 

amplamente investigada, mas os resultados são bastante controversos, sendo que 

ausência (Smith et al, 1982; Voight et al, 1986; Brodie et al, 1989; Negri-Cesi et al, 

1998) e presença (Stone, 1986; Kaburagi, 1987; Matzkin e Soloway 1992; Block et al, 

1996; Hiramatsu et al, 1997; Tsugaya et al, 1996; Ellem et at, 2004; Takase et al, 2006; 

Ho et al, 2008; Gianfrilli et al, 2014; Machioka et al, 2015) de atividade ou expressão de 

aromatase são igualmente descritas. Estes dados divergentes têm sido atribuídos à 

heterogeneidade do tecido utilizado para estudo (saudável, hiperplásico ou maligno), 

assim como a sensibilidade da técnica empregada, sensibilidade de anticorpos e também 

o estado de conservação do tecido. Vale ressaltar que dentre os relatos de positividade 

para aromatase, raros descrevem sua presença em tecido normal (Matzkin & Soloway, 

1992), sugerindo uma correlação entre aromatase e patologias prostáticas, as quais são 

menos pronunciadas em animais experimentais. 

Embora não tenha sido detectada alteração da expressão de aromatase com o 

envelhecimento no tecido prostático normal, foram observadas mudanças pontuais na 

expressão da enzima considerando-se áreas específicas de alterações de arquitetura 

tecidual. Dessa forma, na próstata ventral, foi detectada redução da expressão de 

aromatase nas células secretoras nas áreas relacionadas com proliferação cribriforme. 

Por outro lado, o padrão de expressão de aromatase em células basais e a distribuição 

dessas células foram drasticamente alterados em áreas de crescimento cribriforme, PIN 
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e inflamação nos diferentes lobos da próstata. Nestas áreas específicas, ocorreram 

células basais intensamente positivas para aromatase, dispostas em grupos ou formando 

uma camada contínua na base do epitélio. A ocorrência de maior densidade de células 

basais no epitélio prostático é descrito em animais estrogenizados (Putz et al, 2001; 

Risbridger et al, 2001; Bianco et al, 2002), enquanto que em humanos, há relatos sobre 

hiperplasia de células basais associada à processos inflamatórios (Thorson et al, 2003). 

Porém, a positividade destas células para aromatase não é descrita em nenhum dos 

relatos. Embora o mecanismo ainda não seja claro, há evidências sobre a ação dos 

estrógenos no desenvolvimento de lesões pré-malignas e/ou malignas na próstata (Ellem 

& Risbridger, 2007; Prins et al, 2007; Hu et al, 2011). A maior frequência de células 

basais/Aro+ detectada em áreas proliferativas no presente estudo pode estimular um 

microambiente hormonal favorável para a progressão da lesão. Corroborando essa 

hipótese, foi demonstrado que animais knockout para aromatase não desenvolvem 

inflamação nem câncer de próstata, embora possam desenvolver hiperplasia e 

hipertrofia (McPherson et al, 2001; Ellem & Risbridger, 2007; Ricke et al, 2008).  

Os efeitos promovidos pelos estrógenos de forma a ocasionar alterações aberrantes e 

inflamação na próstata são mediados pelos receptores ERα e não ERβ, como 

demonstrado em animais knockouts para estes receptores. Animais βERKO após 

administração de estrógenos não desenvolvem alterações prostáticas, enquanto que os 

animais αERKO sim (Prins et al, 2001; Risbridger et al, 2001). Não foi possível 

determinar a expressão de ERα no presente estudo, entretanto, demostramos 

previamente que a expressão de ERβ esta reduzida em áreas de distúrbios proliferativos 

e atipias celulares (Morais-Santos et al, 2015). Dessa forma é possível que o aumento 

local de aromatase e consequentemente da produção de estradiol, aliado à redução de 

ERβ, possa favorecer a proliferação celular e alterações metaplásicas via ERα, como já 

demonstrado em outras circunstâncias (Nelson et al, 2014).  

Na próstata lateral chamou atenção que as alterações teciduais ocorreram 

especialmente em proximidades de infiltrados inflamatórios. Lesões sugestivas de 

atrofia proliferativa inflamatória (PIA) e metaplasia escamosa foram áreas que 

apresentaram células basais/Aro+ com maior frequência e densidade. Metaplasia 

escamosa é caracterizada pela proliferação de células basais, sendo uma resposta 

proliferativa induzida por estrógenos bem conhecida na próstata (Ellem & Risbridger, 

2010). Outras informações sobre os estrógenos na próstata é que eles podem 
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desempenhar papel crítico na predisposição à inflamação (Ellem & Risbridge, 2007; 

Ellem et al, 2009). Diversos trabalhos demonstram alterações no balanço hormonal que 

modificam a proporção andrógenos/estrógenos plasmático e intraprostático com o 

envelhecimento (Krieg et al, 1993; Banerjee et al, 1998; Shibata et al, 2000;). Esta 

mudança do cenário hormonal local comum na velhice, favorecendo a influência de 

estrógenos, pode justificar o aparecimento de inflamação na próstata, uma vez que 

andrógenos e estrógenos possuem papeis distintos, sendo os andrógenos mediadores de 

ação anti-inflamatória, enquanto que os estrógenos possuem efeitos pró-inflamatórios 

na próstata (Naslund et al, 1988). Sabe-se que a expressão de aromatase na próstata 

pode ser mediada pelo promotor PII, que é regulado por citocinas pró-inflamatórias, as 

quais possuem níveis elevados com o envelhecimento (Maggio et al, 2005; Ellem & 

Risbridger, 2009). Esses dados são indicativos de um ciclo vicioso local de inflamação, 

produção de citocinas pró-inflamatórias, superexpressão de aromatase e aumento local 

de estrógenos estimulando ainda mais o processo inflamatório. 

É bem estabelecido que a resposta hormonal seja particular em cada lobo, e a 

recorrente presença de focos inflamatórios na próstata lateral corrobora o fato deste lobo 

possuir maior sensibilidade aos estrógenos comparado aos demais (Lee et al, 1981; 

Prins & Birch, 1997; Harris et al, 2000). Estas evidências em conjunto podem justificar 

o fato da próstata lateral ter sido o lobo mais afetado por inflamação e aparecimento de 

áreas de PIA contendo células basais/Aro+, corroborando os efeitos adversos que os 

estrógenos podem ocasionar na próstata e indicando que estes efeitos podem ser 

exacerbados pelo microambiente hormonal que estas células produzem.  

 

2 Expressão de CYP7B1 

Intensa imunorreatividade para CYP7B1 foi detectada no epitélio glandular, assim 

como em algumas células do estroma, corroborando dados na literatura sobre a 

expressão desta enzima na próstata (Martin et al, 2001 e 2004; Olsson et al, 2007). A 

expressão de CYP7B1 não se alterou com o envelhecimento, exceto em áreas de 

proliferação cribriforme, atipias celulares e atrofia epitelial de ocorrência na próstata 

ventral e áreas peri-inflamatórias de ocorrência na próstata lateral. Essas mesmas 

regiões apresentaram-se menos reativas para ERβ, enquanto a expressão de aromatase 

foi aumentada em células basais locais, revelando um possível desequilíbrio hormonal 

local, uma vez que a disponibilidade de DHT para conversão em 3β-diol está reduzida. 



 

Morais-Santos, Mônica. Tese de Doutorado – Laboratório de Biologia da Reprodução, LABRE 

 

92 Discussão – Capítulo II 

Há relatos que apontam CYP7B1 como um importante elemento regulador do 

crescimento prostático, sendo que camundongos knockout para essa enzima 

apresentaram próstatas hipoproliferativas, resultante do aumento local de 3β-diol 

(Weihua et al, 2002), enquanto que sua superexpressão foi relacionada com o 

desenvolvimento de câncer (Olsson et al, 2007). Esses dados em conjunto tornam a 

interpretação dos presentes resultados mais complicada, uma vez que redução de 

CYP7B1 não era esperada em áreas de proliferação celular. É importante ressaltar que 

nas áreas de redução de CYP7B1 ocorreu também redução da expressão de aromatase 

nas células luminais, porém, houve maior frequência de células basais/Aro+. Embora 

pouco se saiba sobre a regulação hormonal dessa enzima na próstata, em linhagens de 

células prostáticas humanas LNCaP foi evidenciada supressão da enzima por DHT, 

estradiol e 3β-diol, revelando que seu mecanismo de regulação não seja simples (Tang 

& Norlin, 2006). Dessa forma, a redução de CYP7B1 nestas áreas pode ser justificada 

pelo aumento local de estradiol que as células basais/Aro+ promovem, uma vez que os 

níveis intraprostáticos de DHT estão reduzidos no envelhecimento. 

 

 

3 Tratamento de ratos senis com 3β-diol 

O tratamento com 3β-diol reverteu grandemente a histopatologia da próstata de 

animais senis, assim como também foi capaz de induzir maior expressão de ERβ, 

reduzir as taxas de proliferação e aumentar as taxas de apoptose na próstata. Esses 

dados corroboram a hipótese de que esse esteroide estrogênico pode ter efeitos 

benéficos para circunscrever as alterações prostáticas comuns na velhice.  

O peso corporal dos animais não foi afetado após tratamento com 3β-diol nas 

diferentes doses, assim como verificado em outros trabalhos que utilizaram o hormônio 

em reposição hormonal após castração (Picciarelli-Lima et al, 2006; Oliveira et al, 

2007). Por outro lado, os tratamentos com dose mais alta (5mg/Kg/42 dias) ou por 

intervalo de tempo maior (3mg/Kg/60 dias) promoveram aumento significativo do peso 

da próstata, enquanto os demais regimes de tratamento não alteraram ou até mesmo 

reduziram o peso da próstata. Outros trabalhos também demostram que a administração 

de 3β-diol é capaz de influenciar o peso da próstata em animais castrados, fazendo com 

que haja recuperação do peso da glândula para níveis de seus controles não castrados 

(Ahmad et al, 1978; Picciarelli-Lima et al, 2006; Oliveira et al, 2007). Apesar de nosso 

modelo ser de animais intactos, é bem estabelecido que com o envelhecimento ocorra 
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redução dos níveis intraprostáticos de DHT, principal andrógeno atuante no tecido, 

importante para a manutenção da histofisiologia da glândula. Apesar desta queda natural 

de DHT não afetar efetivamente o peso dos lobos prostáticos (Morais-Santos et al, 

2015), é evidente uma aparente perda da atividade secretora da glândula em animais 

senis, possivelmente pela redução dos níveis intrateciduais de DHT e consequentemente 

dos níveis de 3β-diol, o qual é considerado um fator pró-diferenciação na próstata 

(Weihua et al, 2002; Imamov et al, 2004). 

Compatível com o efeito observado no peso glandular, a administração de 3β-diol 

foi capaz de promover efeitos positivos na citoarquitetura da próstata de ratos senis, 

especialmente no lobo ventral, que é mais afetado pelo envelhecimento (Morais-Santos 

et al, 2015). Nesse sentido foi observada redução de atipias celulares e de focos de 

hiperplasia epitelial e recuperação da atividade secretora da glândula pela constante 

presença de adenômeros dilatados repletos de secreção intraluminal. Estes dados 

confirmam outros trabalhos que demostram que a administração de 3β-diol após 

castração é capaz de recuperar a histologia da próstata (Ahmad et al, 1978; Oliveira et 

al, 2007). Estes efeitos podem ser justificados pela ação observada de 3β-diol em estudo 

in vivo e in vitro, que o apontam como estimulador da diferenciação celular (Imamov et 

al, 2004), compatível o aumento da atividade secretora da glândula observada no 

presente trabalho. A estimulação da atividade secretora justifica o aumento do peso 

glandular detectado nos animais tratados, reforçando o papel pró-diferenciação de 3β-

diol.  

Os níveis prostáticos de DHT não se alteraram nas diferentes doses de 3β-diol, 

enquanto aumento significativo de DHT no plasma foi observado após tratamento com 

alta dose de 3β-diol (5mg/Kg/42 dias) ou por intervalo de tempo maior (3mg/Kg/60 

dias). Divergências quanto aos níveis circulantes e teciduais de esteroides sexuais são 

comumente descritos em relação à próstata, considerando sua potente maquinaria 

enzimática, que favorece independência dos clássicos órgãos esteroidogênicos, em um 

mecanismo conhecido como intracrinologia (Labrie et al, 2000). Nesse sentido, devido à 

rápida e irreversível metabolização de 3β-diol em triois pela elevada concentração de 

CYP7B1, há relatos que afirmam que não ocorra retroconversão local de 3β-diol para 

DHT (Sundin et al, 1987; Omoto et al, 2005; Bauman et al, 2006). Nossos resultados 

corroboram esta condição, indicando que os efeitos benéficos observados na próstata 

após tratamento com 3β-diol sejam devido sua ação direta no tecido. Apesar de não 

ocorrer retroconversão de 3β-diol em DHT na próstata, alguns trabalhos descrevem que 
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ela possa ocorrer in vitro, porém em velocidade e níveis mais baixos comparado a 

retroconversão de 3α-diol, outro metabólito de DHT (Krieg et al, 1975; Horst et al, 

1975; Foster & Cunha, 1999). Dessa forma, o aumento de DHT detectado no plasma 

pode estar relacionado com uma maior biodisponibilidade de 3β-diol no sangue 

periférico, e consequentemente maior possibilidade de retroconversão periférica, uma 

vez que sua rápida metabolização é efetiva apenas em tecidos com alta expressão de 

CYP7B1, como a próstata e o cérebro. 

Houve efeito discreto, mas significativo, na imunoexpressão de ERβ na próstata 

ventral de ratos tratados com 3β-diol em dose superior a 1 mg, que foi corroborado 

pelos dados de Western blotting. Sabe-se que 3-diol é capaz de estimular a atividade 

transcricional de ER(Pak et al, 2005; Sneddon et al, 2005), além de ser um potente 

indutor da expressão de ERβ na próstata (Oliveira et al, 2007). Os níveis intraprostáticos 

inalterados de DHT e o aumento dos níveis de ERβ detectados após tratamento com 3β-

diol reforçam seus efeitos na regulação de seu próprio receptor. 

Concomitante ao aumento da expressão de ERβ, houve de maneira geral, uma 

menor taxa de proliferação celular paralela ao aumento significativo das taxas de 

apoptose, exceto para o tratamento na dose mais elevada de 3β-diol. Efeitos 

semelhantes de 3β-diol na proliferação e morte celular é demostrado em modelos in vivo 

e in vitro. A administração deste esteroide em camundongos recém-nascidos foi eficaz 

em reduzir a proliferação celular em animais selvagens, mas não em knockout para ERβ 

(Weihua et al, 2002). Dados similares são descritos em culturas de células de câncer de 

próstata, que após incubação com 3β-diol apresentaram maiores taxas de apoptose, o 

que não se repetiu em células com ERβ silenciado (Dey et al, 2013). Ainda, estudo 

comparativo entre agonistas sintéticos (DPN e 8β-VE2) e o ligante natural de ERβ, 

demostrou que 3β-diol é mais efetivo em reduzir as taxas de proliferação in vitro, com 

eficácia persistente por longo período de exposição (Colciago et al, 2014). Estes dados 

em conjunto com os presentes resultados corroboram os efeitos anti-proliferativos e pró-

apoptóticos de 3β-diol agindo via ERβ.  

Sabe-se que os andrógenos são capazes de estimular a proliferação celular na 

próstata, o que é facilmente demostrado por castração seguida de resposição hormonal 

com DHT (Wright, et al, 1999). Neste contexto, a redução das taxas de proliferação 

detectada vai de encontro aos dados hormonais intraprostáticos de DHT, reforçando que 

não ocorra no tecido, retroconversão de 3β-diol para DHT. Por outro lado, o aumento da 

taxa de proliferação detectado com o tratamento de 5mg na próstata dorsal pode estar 
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relacionado com excesso de 3β-diol disponível no tecido, que desta forma, poderia ser 

retroconvertido para DHT, o que presume que esta dose seja elevada.   

Embora ocorra na literatura relatos sobre os importantes efeitos de 3β-diol via ERβ 

na próstata, é a primeira vez que se descreve os efeitos deste esteroide estrogênico em 

modelo de envelhecimento natural, sem qualquer indução de patologia prostática. Os 

presentes dados reforçam as evidências acerca do papel de ERβ/3β-diol na próstata, 

indicando que a reposição hormonal em animais senis com esse esteroide pode ser uma 

alternativa de prevenção de patologias prostáticas.  
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VII. RESUMO E CONCLUSÕES  

O objetivo do presente trabalho foi elucidar se ocorrem alterações na expressão do 

receptor de estrógeno ERβ de componentes relacionados à via metabólica de esteroides 

estrogênicos no complexo prostático de ratos ao longo do envelhecimento, além de 

verificar se o tratamento com 3-diol poderia reverter as alterações prostáticas 

decorrentes da idade. 

Observamos que com o envelhecimento a expressão de ERβ foi reduzida em áreas 

restritas de alterações morfológicas, incluindo atrofia epitelial, atipias celulares e áreas 

de proliferação intraepitelial, incluindo PIN, nessas últimas com concomitante aumento 

das taxas de proliferação celular, corroborando o papel anti-proliferativo de ERβ.  Estes 

achados ocorreram em um ambiente hormonal onde os níveis de DHT estão reduzidos, 

enquanto que os níveis de estradiol se mantem constantes. Ainda em áreas de 

proliferação intraepitelial e prostatite houve aumento de células basais intensamente 

positivas para a enzima aromatase corroborando que os estrógenos possam ocasionar 

efeitos adversos na próstata com o envelhecimento. Essas mesmas regiões 

apresentaram-se menos reativas para CYP7B1, indicando um possível desequilíbrio 

hormonal local, uma vez que a disponibilidade de DHT para conversão em 3β-diol está 

reduzida.  

A administração de 3β-diol em animais senis promoveu efeitos benéficos na 

próstata, como aumento da ativade secretora, menor frequência de adenômeros 

hiperplásicos, redução das áreas de atrofia e de atipias celulares, além de redução da 

proliferação celular, paralela ao aumento das taxas de apoptose e aumento da expressão 

de ERβ. Esses efeitos ocorreram sem que houvesse alterações nos níveis intra-

prostáticos de DHT, exceto quando foi usada dose alta do esteroide. Os resultados in 

vivo corroboram os efeitos anti-proliferativo, pró-apotótico e pró-diferenciação de 3β-

diol/ERβ, apontando que a exposição de animais senis a 3β-diol pode ser uma 

alternativa na prevenção de patologias prostáticas. 

Considerando o conjunto de resultados obtidos, podemos concluir que os 

estrógenos, 3β-diol e seus receptores, possuem importância significativa para o 

desenvolvimento e progressão de patologias prostáticas. Adicionalmente, as alterações 

pontuais aqui detectadas reforçam a importância do estudo tecidual minucioso na 

próstata para melhor entendimento das alterações relacionadas às patologias prostáticas.
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