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RESUMO

A prostata ndo € um Orgdo exclusivo do sistema reprodutor masculino, estando
presente em fémeas de diversas espécies de roedores e também na espécie humana. A
prostata feminina tem sido considerada homdloga a préstata ventral masculina, sendo
composta por um pequeno conjunto de glandulas e ductos entremeados a um estroma
fibromuscular. Em fémeas adultas de gerbilos da Mongdlia (Meriones unguiculatus) a
préstata apresenta uma localiza¢do parauretral, mostrando intimo contato com a parede da
uretra proximal e mediana. Em machos, a atuacdo dos reguladores hormonais,
principalmente andrégenos e estrogenos, que influenciam a fisiologia prostatica sdo
bastante conhecidos. Em fémeas, no entanto, os fatores que influenciam a atividade
prostatica sdo pouco conhecidos, embora jd se saiba que as alteragcdes hormonais comuns a
senescéncia estejam associadas 2 instalagio de lesdes prostaticas. E sabido também que as
oscilagdes hormonais que ocorrem durante o ciclo reprodutivo das fémeas influenciam a
morfofisiologia de vérios 6rgdos do sistema reprodutor. Embora se saiba que a prostata
feminina seja um O6rgdo funcional e sensivel a acdo de hormodnios esterdides, ndo é
conhecido, até o momento, se as oscilagdes hormonais que ocorrem durante o ciclo
reprodutivo podem alterar a biologia desta glandula. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar os aspectos morfofuncionais da prostata feminina durante o ciclo estral de gerbilos
da Mongodlia, o qual é constituido por quatro fases distintas, a saber: proestro, estro, diestro
I e diestro II. Para isso, foram empregadas andlises morfolégicas, morfométrico-
esteroldgicas, soroldgicas, imunocitoquimicas e enzimaticas. Os resultados obtidos com
este estudo demonstraram que as oscilacdes hormonais que ocorrem durante o ciclo estral
alteram a estrutura e funcionalidade da préstata feminina do gerbilo. Estas alteracdes
compreendem um crescente desenvolvimento prostitico e aumento da atividade secretdria,
em relacdo a secrecdo do antigeno prostitico especifico (PSA) e as glicoproteinas PAS
positivas, durante as fases de proestro e estro, € uma gradual diminuicdo da atividade
secretdria e do desenvolvimento glandular nas fases de diestro I e II. O mesmo ocorreu com
a atividade fosfatdsica dcida prostatica presente em todo o ciclo, a qual mostrou uma menor

freqiiéncia de dcinos com auséncia de marcacio na fase estro e uma maior freqii€ncia nas



fases subseqiientes (diestro I e II). Acredita-se, com base nos dados coletados, que estas
oscilagdes ciclicas na morfofisiologia prostética sejam determinadas pelos picos hormonais
de estrégeno no diestro II e pelos altos niveis de progesterona no estro, os quais interagem

com os niveis constantes de andrégenos durante todo o ciclo estral.



ABSTRACT

The prostate is not an exclusive organ of the male reproduction system, found in
females of several rodents’ species and also in humans. The female prostate has been
considered homologue to the male ventral prostate and it is formed by a small cluster of
glands and ducts inserted into a fiber muscular stroma. In adult female Mongolian gerbils
(Meriones unguiculatus), the prostate presents a paraurethral location, showing close
contact with the wall of urethra in its proximal and median regions. In males, the hormone
action, mainly androgens and estrogens that influence the prostate physiology are well
known. In females, however, the factors that influence the prostate activity are little know,
although it is known that the hormonal changes, common to senescence, are associated with
the genesis of prostate lesions. It is also known that hormonal oscillations that occur during
the female’s reproductive cycle influence the morphophysiology of several organs of the
reproductive system. Although the female prostate is a functional organ and sensitive to the
action of steroid hormones, it is not known, until now, if hormonal oscillations that occur
during the reproductive cycle can alter the biology of this gland. Thus, the aim of this work
was to evaluate the morphofunctional aspects of the female prostate during the Mongolian
gerbil estrous cycle, which consists of four distinct phases, considering proestrus, estrus,
diestrus I and diestrus II. For this, were employed morphological, morphometric-
stereological, serological, and enzyme immunocytochemistry analysis. The data showed
that hormonal oscillations during the estrous cycle alter the structure and function of the
gerbil female prostate. These changes include an increased prostate development and an
increased secretory activity, in relation to the secretion of prostate specific antigen (PSA)
and PAS positive glycoproteins, during the estrus and proestrus stages, and a gradual
reduction in secretory activity and of the glandular development in the diestrus I and II
stages. The same occurred with prostatic acid phosphatase activity, present throughout the
cycle, which showed a lower frequency of acini with lack of marking in estrus phase and a
higher frequency in subsequent phases (diestrus I and II). It is believed, based on collected

data, that these morphophysiological cyclical changes in prostate are determined by
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hormonal peak of estrogen in diestrus II and the high levels of progesterone in estrus, which

interact with the constant levels of androgens throughout the estrous cycle.
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INTRODUCAO

1. Desenvolvimento embriondrio da glandula prostdtica

O sistema urogenital em desenvolvimento contém estruturas epiteliais de origem
mesodérmicas (ductos mesonéfricos ou de Wolf e ductos paramesonéfricos ou de Miiller) e
endodérmicas (seio urogenital - UGS) que estdo associadas ao tecido conjuntivo
indiferenciado do embrido, o mesénquima (Cunha et al., 2002; Marker et al., 2003; Staack
et al., 2003).

Os estigios iniciais de desenvolvimento gonadal sdao idénticos em embrides
masculinos e femininos, sendo esta fase denominada como estdgio indiferenciado ou
ambissexual da diferenciacao sexual. Em camundongos, as gonadas masculinas e femininas
passam a ser distinguiveis morfologicamente apenas aos 13 dias de gestacdo (Staack et al.,
2003).

Em machos de camundongos, apdés o 13° dia de gestacio as células
mesenquimatosas do rudimento gonadal se agregam e se condensam em corddes epiteliais
que se tornam os tibulos seminiferos. A partir do 14° dia de gestacdo, as células de Leydig
dos testiculos fetais diferenciam-se e passam a secretar testosterona (Pointis et al., 1980). A
testosterona evita a morte celular programada do ducto mesonéfrico, estimulando o seu
desenvolvimento para formar o epididimo, ducto deferente, vesicula seminal e ductos
eferentes. Paralelamente, as células de Sertoli iniciam a produ¢do da substancia inibidora
Miileriana (MIS), que provoca a regressao do ducto paramesonéfrico.

Em fémeas, os ovdrios fetais sdo relativamente inativos na func¢do enddcrina, nao
sendo requeridos para o desenvolvimento embriondrio do trato urogenital feminino. Na
auséncia de estimulos androgénicos, o ducto mesonéfrico regride e, na auséncia de MIS, o
ducto paramesonéfrico se desenvolve, originando os ovidutos, cornos uterinos, canal
cervical e por¢do superior da vagina (Staack et al., 2003).

A prostata desenvolve-se a partir do UGS, que é um tubo endodérmico derivado do
intestino primitivo e que termina na cloaca. O septo uroretal divide a cloaca em UGS

ventralmente € em canais retal e anal dorsalmente. A subdivisdo da cloaca ocorre de
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maneira que os ductos de mesonéfricos e paramesonéfricos terminam no UGS.
Posteriormente, o UGS é subdividido em vesicula urindria e em UGS definitivo. Em
camundongos, os dois derivados do UGS sao claramente demarcados entre o 13° e 14° dias
de gestacdo (Staack et al., 2003).

O UGS € composto por uma camada epitelial (UGE) derivada da endoderme, que é
circundada por uma camada mesenquimal (UGM) originada da mesoderme. Esta estrutura é
encontrada na base da vesicula urindria em desenvolvimento e surge nos machos e nas
fémeas apds 13 dias de concepgdo nos camundongos e ratos, € apds 7 semanas de gestacdao
em humanos. O UGS € morfologicamente indistinguivel em machos e fémeas até o 17°-18°
dia de gestacdo em camundongos e até a 10°-12° semanas em humanos. A partir desse
periodo, inicia-se a morfogénese prostdtica, um processo que € iniciado e dependente de
andrégenos (Marker et al., 2003).

Em machos, o evento inicial da morfogénese prostitica € o crescimento de brotos
epiteliais solidos do epitélio do seio urogenital (UGE) em direcdo ao mesénquima
circundante do seio urogenital (UGM). Em roedores, a maioria dos ductos prostdticos ndo é
ramificada ao nascimento. Entretanto, no periodo neonatal, conforme esses corddes
crescem invadindo o UGM, eles comecam a bifurcar-se em ramos laterais, originando trés
lobos prostaticos distintos: o lobo ventral, o lobo dorsolateral e a glandula coaguladora ou
lobo anterior (Marker et al., 2003). Simultaneamente ao processo de morfogénese de
ramificacdo ductal, ocorre a canalizacao ductal (formagdo do limen) e a citodiferenciacao
epitelial e estromal (Wang et al., 2001).

Sendo a morfogénese prostatica dependente de hormonios esterdides, os androgenos
sd0 necessdrios para iniciar o desenvolvimento prostatico, para continuar o seu crescimento
embriondrio e neonatal e, posteriormente, para iniciar a atividade secretdria prostitica na
puberdade (Isaacs et al., 1994). No entanto, a agdo androgénica ndo € exercida diretamente
sobre as células epiteliais. Sob a influéncia de andrégenos, as células mesenquimais
produzem e secretam fatores pardcrinos especificos que ditam o crescimento e
diferenciag¢do da glandula prostdtica. Assim, com a diferenciacdo das células epiteliais, 0s
niveis de receptores androgénicos (AR) aumentam e a expressdo de receptores estrogénicos

epiteliais (ERP) e estromais (ERa) € induzida.
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Interagdes epitélio-mesenquimais desempenham um papel chave no direcionamento
do crescimento e do desenvolvimento da préstata, sendo que a sinalizagdo parédcrina do
mesénquima para o epitélio é essencial para a embriogé€nese prostitica. Desse modo, a acio
de andrégenos sobre as células mesenquimais resulta em fatores paracrinos especificos que
atuam sobre as células epiteliais induzindo a sua proliferacdo (Thomson et al., 2001). Por
outro lado, também existe uma sinaliza¢do pardcrina do epitélio para o mesénquima. Esta
sinalizacdo regula a diferenciacdo do mesénquima que circunda os brotos em formacao em
um estroma composto por células musculares lisas e fibroblastos (Hayward et al., 1996).
Assim, durante a morfogénese prostitica, o AR € necessdrio no mesénquima e nao no
epitélio, sendo que sua expressao precede o surgimento dos brotos prostaticos. Nas células
epiteliais, a funcdo do AR se restringe a regulacdo de proteinas secretdrias e, talvez, a
diferenciagdo celular (Donjacour e Cunha, 1993).

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

A diferenciacdo de parte do mesénquima do UGS em musculo liso € crucial para a
morfogénese prostitica em machos e fémeas, pois € este evento que regula a sinalizagao
parécrina entre o epitélio € o mesénquima (Thomson et al., 2002).

Durante a diferenciagdo do mesénquima, os andrégenos regulam a espessura € a
continuidade da camada de musculo liso formada, de modo que a auséncia de andrégenos
em embrides femininos ocasiona a forma¢do de uma camada muscular espessa e continua.
Esta camada separa o VMP do epitélio uretral, impedindo que os brotos epiteliais
prostéticos que estdo emergindo da uretra entrem em contato direto com o VMP. Desse
modo, a espessa camada de musculo liso impede a interacio do VMP com os brotos
prostaticos em formacdo, bloqueando a comunicacdo pardcrina entre o epitélio e o

mesénquima (Thomson et al., 2002). Em machos, na presenga de androgenos, a formacao
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do musculo liso € inibida ou atrasada e os brotos prostaticos emergem da uretra e podem
penetrar no VMP. Assim, a interacdo pardcrina epitélio-mesénquima é estabelecida,
ocasionando a ramificacdo e expansio da prostata ventral. O modelo ilustrativo da indugdo
prostatica em machos e fémeas foi proposto por Thomson e colaboradores e pode ser

observado na figura 1.

—= T >
macho

Figura 1. Modelo descritivo da indu¢do da prostata ventral em embrides femininos e masculinos de ratos. Do
lado esquerdo pode-se observar o VMP (verde) durante os estdgios iniciais de indugdo prostdtica (17-18 dias de
gestagdo). Observe que a camada de miisculo liso (azul) é descontinua e permite a sinalizagdo entre o VMP e o
epitélio uretral (vermelho). Do lado direito pode-se observar a morfogénese prostdtica em machos e fémeas (a
partir de 21,5 dias de gestagcdo). Em fémeas, a auséncia de testosterona permite que o miisculo liso forme uma
camada espessa e continua, impedindo a sinalizacdo pardcrina entre os brotos prostdticos em crescimento
(vermelho) e o VMP. Em machos, a testosterona induz a formagdo de uma camada muscular delgada e
descontinua que permite a interagcdo epitélio-mesenquimal. Os brotos que emergem do epitélio uretral
(vermelho) invadem o VMP. Neonatalmente, esses brotos sofrem bifurcacdes laterais dentro do VMP,
originando a prostata ventral (Santos e Taboga, 2006, modificado de Thomson et al., 2002).

A formacgdo de brotos prostdticos € um processo constitutivo de machos e fémeas,
porém a ramificacdo e expansao desses brotos sdo reguladas por andrégenos. Em fémeas, o
isolamento entre 0 VMP e o epitélio uretral, que € provocado pela camada de misculo liso,
impede a formag¢do de uma glandula prostitica desenvolvida e lobulada. Desse modo, o
reduzido tecido prostatico observado em fémeas de varias espécies € originario do UGS que
nao sofreu estimulo androgénico. No entanto, embora a prdstata feminina adulta seja menor
que a masculina (cerca de 15% a 25% do tamanho da préstata ventral masculina), ela
apresenta um epitélio secretor diferenciado e funcional (Zaviacic et al., 2000a; Santos et al.,

2003; Custddio et al., 2004). Como a prostata de fémeas cresce e desenvolve-se em um
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ambiente com baixos niveis de andrégenos (apenas 5% do total de precursores
androgénicos produzidos no organismo masculino), acredita-se que outros fatores além
desses hormonios possam atuar no desenvolvimento e manutencdo da funcdo dessa
glandula em adultos (Timms et al., 1999).

Dentre os fatores pardcrinos que atuam sobre a morfogénese prostdtica, pode-se
citar os fatores de transcri¢do da familia homeobox NKx3.1, Hoxa-13, Hoxb-13 e Hoxd-13,
os fatores da familia FGF (FGF-7 e -10) (Huang et al., 2004), a glicoproteina Sonic
hedgehog (Shh), o receptor para Shh, patch (ptc), os fatores de transcricao da familia Gli e
BMP-4 (Pu et al., 2004). O gene NKx3.1 € expresso no epitélio do seio urogenital (UGE)
antes do inicio do brotamento prostitico e parece desempenhar um papel na diferenciacao
epitelial e determinacdo prostética (Bieberich et al., 1996). Hoxa-13, Hoxb-13 e Hoxd-13
sao expressos no mesénquima do seio urogenital, estando envolvidos no desenvolvimento
prostatico. Estes fatores sdo expressos em altos niveis durante a vida fetal, porém seus
niveis declinam apds o nascimento. FGF-10 e FGF-7 sdo produzidos pelas células do
mesénquima do seio urogenital e interagem com o mesmo receptor (FGFR2iiib), que €
expresso pelas células do epitélio do seio urogenital. Em conjunto, esses fatores apresentam
papel critico no direcionamento da expansao e ramificagao dos brotos prostaticos (Huang et
al., 2004). A glicoproteina Shh é secretada pelas células do epitélio do seio urogenital na
interface mesenquimal da préstata em desenvolvimento, ativando o seu receptor patch
(ptc), que € expresso nas células mesenquimais. A ligagao Shh-ptc desencadeia uma cascata
de sinais moleculares que resulta no aumento dos niveis de fatores de transcricao Gli que,
por sua vez, mediam os efeitos de Shh. Em vertebrados, sdo conhecidos trés tipos de
transcritos Gli (Gli-1, -2, -3) que sdo redundantes e compartilham a mesma funcao.

Acredita-se que o gene Shh esteja envolvido na inicia¢do do brotamento e expansao
prostdtica. Além disso, Shh parece regular muitos outros genes envolvidos no
desenvolvimento prostatico, incluindo Hoxa-13, Hoxd-13 e NKx3.1 (Pu et al., 2004). As
proteinas morfogenéticas BMP-4 sdao membros da familia TGF-f e, em geral, agem
inibindo a proliferacao durante o desenvolvimento prostatico. Na prdstata de camundongos,
o RNAm para BMP-4 esta localizado no mesénquima, sendo que seus niveis declinam no

periodo pds-natal. Na figura 2, propdem-se um modelo pelo qual esses fatores paracrinos
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atuam em conjunto para dirigir a morfogé€nese prostética de roedores no periodo pds-natal

(Huang et al., 2004).

2. Prostata feminina: historico e aspectos morfofisiologicos

O desenvolvimento de uma préstata em mamiferos do sexo feminino tem sido
reportado desde o século XVII, quando Reinier de Graaf (1641-1673) usou este termo para
descrever um conjunto de glandulas localizadas em torno da uretra, as quais considerou
homologas a prostata masculina (de Graaf, 1672). Outro nome importante no que se diz
respeito aos conhecimentos primordiais sobre a préstata feminina foi o do ginecologista
americano Alexander J. C. Skene (1838-1900). Ele redescreveu, dois séculos depois de
Graaf, a préstata feminina como sendo formada por dois ductos parauretrais principais que
se abrem em orificios em ambos os lados da uretra, e que s@o desprovidos de funcao
secretdria (Skene, 1880). Desde entdo este conjunto passou a ser chamado de “glandulas
parauretrais de Skene” e, por um longo tempo, esta glandula foi considerada como um
orgao vestigial, sem nenhuma importancia bioldgica para o organismo feminino (Zaviacic€ e
Ablin, 2000).

No entanto, a partir de 1950 novas pesquisas retomaram a discussao a respeito da
prostata feminina, principalmente com relagdo ao papel bioldgico que este 6rgao poderia
desempenhar no organismo da mulher (Huffman, 1948, 1951; McCrea, 1952; Tepper et al.,
1984; Wernet et al., 1992; Zaviaci¢, 1993; Zaviaci¢ et al., 1993; 1997a; b; 2000a; b). Destes
trabalhos, destacam-se os de ZaviaCi¢ e colaboradores que juntos editaram um livro que
descreve amplamente a prostata feminina humana, abordando principalmente seus aspectos
estruturais e funcionais, bem como suas implicagdes sexoldgicas (Zaviacic, 1999).

ZaviaCi¢ apresenta a prOstata feminina humana como um conjunto parauretral de
numerosas glandulas e ductos que estdo inseridas em um estroma fibromuscular (Zaviacic¢
et al., 2000a). As glandulas sdo revestidas por um epitélio secretor maduro e diferenciado,
que apresenta dois tipos principais de células: as basais, que sdo células fonte responsaveis
pela manuten¢do da populacdo de células prostdticas, e as secretoras ou luminais que

produzem continuamente o liquido prostético (Zaviacic et al., 2000b). As células luminais
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sd30 as mais numerosas e expressam o antigeno especifico da prostata (PSA) e a fosfatase
acida prostética (PAP), dois importantes marcadores prostaticos (Zaviacic et al., 1993).

O exato papel biolégico que a prostata desempenha no organismo feminino ainda
nao foi totalmente esclarecido. Estudos bioquimicos demonstraram que o liquido prostético
liberado durante a ejaculacdo feminina apresenta a mesma constituicdo quimica do liquido
prostatico masculino. Dentre os componentes do ejaculado feminino humano, os mais
abundantes sdo o PSA, PSAP, zinco e frutose (Zaviaci¢, 1993; 1999). Evidéncias indicam
que a frutose produzida por esta glandula escoa em pequenas quantidades da uretra para a
vagina, desempenhando importante papel para a reproducdo. Assim, como a frutose € a
principal fonte de energia para os espermatozdides, a fémea também garante o sucesso da
fertilizacdo dos ovdcitos. Além disso, estudos recentes confirmaram a detec¢io de niveis de
PSA no soro e na urina de mulheres (Zaviaci¢ e Ablin, 2000; Schmidt et al., 2001). Estes
trabalhos indicaram que a prostata € a principal produtora de PSA nas fémeas, embora
existam outras fontes extraprostaticas para sua expressao (Diamandis e Yu, 1997; Yu e
Berkel, 1999; Galadari et al., 2004; Kocak, 2004; Sauter et al., 2004).

Em relacdo a sua importancia sobre o comportamento sexual feminino alguns
trabalhos t€m associado a prostata feminina ao ponto de Grifenberg (ponto-G), ressaltando
a importancia do estimulo deste ponto para que o fendomeno de ejaculacdo feminina
aconteca (Schubach, 2002). Pela definicdo de Grifenberg, o ponto-G se refere a uma “drea”
ou “zona” ricamente inervada presente na parede antero-superior da vagina, através da qual
a prostata feminina pode ser acessada (Gréfenberg, 1950). No entanto, artigos polémicos
defendem que a prostata feminina e o ponto G sdo as mesmas estruturas (Addiego et al.,
1981; Hines, 2001).

A morfologia da préstata feminina, tanto humana quanto de roedores, j4 foi descrita
por varios pesquisadores (Shehata, 1980; Gross and Didio, 1987; Zaviaci¢, 1999; Flamini et
al., 2002; Santos et al.,, 2003). No entanto, nenhum desses trabalhos investigou
efetivamente os mecanismos que regem o funcionamento da glandula prostatica feminina.

A freqiiéncia de desenvolvimento de uma glandula prostética funcional em fémeas
¢ muito elevada. Na espécie humana, cerca de 90% das mulheres desenvolvem um tecido

prostdtico maduro e ativo nos processos de secrecdo (Zaviacic et al., 2000b). Em fémeas de
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roedores, a morfogénese prostitica parece ser influenciada pela posicao intrauterina dos
animais durante a gestacao (Clark et al., 1991; Timms et al., 1999).

Experimentos com material humano sdo muito limitados, pois a préstata feminina s6
pode ser obtida a partir de necrdpsias de mulheres que sofreram morte cerebral (Zaviacic,
2000a). Assim, torna-se necessdria a ado¢do de modelos experimentais que apresentem
uma glandula prostatica semelhante a da mulher, a fim de se extrapolar os dados para a
espécie humana.

A adocdo do gerbilo da Mongoélia (Meriones unguiculatus, Gerbilinae, Muridae),
(figura 3), como modelo experimental tem trazido resultados muito satisfatérios, uma vez
que a prostata feminina deste roedor apresenta grande homologia com a préstata feminina
humana (figura 4) e com a proéstata ventral do gerbilo macho (Taboga et al., 2001). Além
disso, a ocorréncia de prdstata em fémeas desses animais € muito elevada, sendo que cerca

de 80% das fémeas apresentam uma glandula prostatica bem desenvolvida e ativa nos

processos de secre¢do (Santos et al., 2003).

Figura 3. Gerbilo da Mongdlia
(Meriones unguiculatus)
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Anatomicamente, a prostata feminina do gerbilo é composta por um conjunto de
glandulas e ductos que se concentram em ambos os lados da uretra mediana. Os ductos
estdo inseridos na musculatura envolvente da uretra, e se abrem em vdrios pontos da luz
uretral (Santos et al., 2003).

A por¢do secretora da prostata de fémeas adultas do gerbilo é revestida por um
epitélio que varia de cubico simples a colunar pseudoestratificado. As células epiteliais sdo
de dois tipos: as basais, que formam uma camada descontinua de células-fonte para a
manuten¢do do crescimento prostético, € as secretoras que apresentam um citoplasma rico
em organelas envolvidas nos processos de sintese e secre¢do de glicoproteinas (figura 4)
(Santos et al, 2003). As glandulas e os ductos prostaticos estdo associados a um estroma
fibromuscular composto por células musculares lisas e fibroblastos, fibras de coldgeno e

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

Figura 4. Aspectos ultra-estruturais da prostata feminina do gerbilo (A — Santos et al., 2003) e humana (B - Zaviacic et al.,
2000a). A prostata feminina adulta do gerbilo apresenta grande semelhanca com a humana. Os mesmos tipos epiteliais sdo
observados em ambas as espécies. O compartimento estromal da prostata feminina do gerbilo é denso, sendo composto por
células musculares lisas (SMC) e fibroblastos (Fb), além de muitas fibras de coldgeno (CO) e eldsticas (El) A — 1: célula
secretora apocrina; 2A: célula secretora merdcrina clara; 2B célula secretora merdcrina tipica; 3: célula intermedidria; 4:
célula basal. B — SC: célula secretora; BC: célula basal; ICI e IC2 células intermedidrias. B: “blebs” apicais; Bl: ldmina
basal; BM: membrana basal; C: capilar; D: desmossomos G: complexo de Golgi; LY: lisossomos, LD: goticula lipidica; M:
mitocondrias;, MV: microvilosidades; N: niicleo;, NU: nucléolo; P: protuberdncia do citoplasma apical; RER: reticulo
endoplasmdtico rugoso; SV: vesiculas de secre¢do; ZA: zonula de aderéncia; ZO: zénula de oclusdo.
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As caracteristicas morfofuncionais da préstata feminina adulta normal do gerbilo
demonstram que esta glandula € madura e fisiologicamente ativa, embora a producdo de
andrégenos no organismo feminino seja muito reduzida (Santos et al., 2003). Desse modo,
acredita-se que outros fatores como, por exemplo, os estrogenos, influenciem a fisiologia
prostatica. Assim, torna-se fundamental compreender os fatores que regulam a
diferenciagdo, crescimento e secrecao da prostata feminina, uma vez que alteragdes nestes
fatores podem levar a instalacdo de lesdes malignas.

Desta maneira, torna-se invidvel considerar a prdstata feminina como um O6rgdo
vestigial e insignificante. Embora a prdstata feminina seja menos desenvolvida que a
masculina, ela é um 6rgdo ativo nos processos de secrecdo e merece os cuidados que
qualquer outro 6rgdo do organismo feminino, uma vez que alteracdes em sua fisiologia
podem comprometer a saiude e a qualidade de vida das mulheres. Assim, sdo necessarios
estudos que permitam o melhor entendimento dos processos que mantém a homeostase
dessa glandula, visto que pouco se sabe a respeito dos eventos fisioldgicos que mantém a

funcionalidade da préstata feminina tanto em condi¢des normais quanto em patoldgicas.

3. Regulacdo hormonal da glandula prostdtica

Os fatores que regulam o desenvolvimento e atividade da prdstata feminina sdo
pouco conhecidos, embora se saiba que a glindula prostética seja classicamente dependente
de andrégenos durante toda a sua fase de desenvolvimento. Muitos estudos tém sugerido
que os hormonios esterdides também desempenham um importante papel na manutengao da
fisiologia prostatica (Zaviacic et al., 2000a, b; Santos et al., 2003).

Assim como a préstata de machos pds-puberes, a prostata feminina do gerbilo
adulto pode ser considerada como um 6rgdo maduro, uma vez que apresenta um epitélio
glandular diferenciado. No entanto, ela € menos desenvolvida que a prdstata masculina,
devido aos baixos niveis androgé€nicos presentes no organismo feminino (Zaviacic et al.,

2000b).

No organismo feminino existe uma baixa concentracdo de testosterona

circulante, que € produzida pelos ovarios e pela glandula adrenal (Staub e Beer, 1997). A
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glandula adrenal secreta primariamente os precursores androgénicos, como por exemplo, o
sulfato de diidroepiandrosterona (DHEA-S), a diidroepiandrosterona (DHEA) e a
androstenediona, que s3o convertidos pelos tecidos periféricos em suas formas
fisiologicamente ativas. Os andrégenos secretados pelos ovarios sdo a androstenediona, a
DHEA e a testosterona. Comparados a glandula adrenal, os ovérios produzem
aproximadamente 25% do total de testosterona circulante no organismo de fémeas em idade
reprodutiva. Na espécie humana, com a conversdo dos precursores androgénicos em
testosterona, a producao didria desse hormonio em mulheres adultas pode chegar a 0,35mg.
Isso demonstra que os niveis de testosterona circulante no organismo feminino s@o muito
inferiores aos apresentados pelo organismo masculino, que sdo de aproximadamente
7mg/dia (Staub e Beer, 1997). Embora o nivel de testosterona circulante em fémeas seja
menor que nos machos, no tecido prostitico a sua concentracdo € igual a de machos,
indicando que o desenvolvimento prostitico em fémeas é amplamente dependente de

andrégenos.

Receptores para testosterona tém sido identificados nos ovdrios, ovidutos e utero,
indicando que os andrégenos exercem um significativo papel na regulacio e
desenvolvimento do aparelho reprodutor feminino (Staub e Beer, 1997). Estudos
imunocitoquimicos demonstraram que o0s receptores para andrégenos também estdo
presentes na prostata feminina humana, podendo estar relacionados com a manutencio da

estrutura desta glandula no organismo feminino (Wernet, 1992).

Tratamentos experimentais em gerbilos fémeas adultas com cipionato de
testosterona, durante 21 dias, mostraram que este hormodnio também exerce um papel
importante na regulacdo prostitica da fémea. Inicialmente, a administracdo de T
desencadeia um maior crescimento glandular resultante da intensa proliferacio celular, com
um posterior aumento da drea luminal devido ao aumento da atividade secretora, podendo
desencadear o aparecimento de neoplasias intra-epiteliais com arranjo pseudocribiforme
(Santos et al., 2003, 2006; Leite et al., 2004). Indicando que a administracdo de T pode

causar alteracdes importantes na prostata de gerbilos fémeas.
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Embora a prostata seja um tecido andrégeno-dependente, a sua fisiologia e patologia
também € influenciada pelo E2. Ambos os receptores de estrogeno (ERa e ERp), sdo
expressos no estroma e no epitélio, respectivamente. Atualmente, muitos trabalhos tém
investigado a influéncia do estrégeno sobre o metabolismo da préstata de machos (Timms
et al., 1999; Hirkonen & Mikeld, 2004; Garcia-Florez et al., 2005; Risbridger et al., 2003;
Scarano et al., 2003, 2006), uma vez que este hormonio estd envolvido na modulacdo dos

efeitos dos andrégenos, na proliferacao glandular e na etiologia de doengas prostaticas.

Pelo fato dos niveis séricos de estrégeno serem elevados nas fémeas, acredita-se que
este hormdnio possa agir diretamente na manutencio e fisiologia da préstata feminina
(Santos e Taboga, 2006). Em mulheres no estagio pds-menopausa, quando os Ovarios
diminuem a producdo de estrogeno, existe uma grande probabilidade de ocorrer o
desenvolvimento de lesdes prostaticas malignas ou pré-malignas (Sloboda et al., 1998). Em
tratamentos com as drogas antiestrogénicas letrozol e tamoxifeno foi observado que estas
causam importantes alteracdes na fisiologia prostitica de fémeas de gerbilo (Santos et al.,
2008). O tratamendo com estas drogas desencadeou processos de hiperplasia e hipertrofia
glandular, neoplasias intra-eipiteliais com arranjo pseudocribformes e vacuolizacdo das
células prostaticas, fatos estes que acarretaram diminuicdo acentuada da atividade

glandular.

4. Ciclo Estral de roedores

O termo “estro” foi utilizado pela primeira vez por Heape (1900) como uma
adaptacdo latina para a palavra grega oistros, tendo o significado de excitacdo, ou frenesi
com o intuito de descrever o “periodo especial no qual ocorre o desejo sexual da fémea”
(Freeman, 1994). Ele também utilizou os termos: anestro, periodo de auséncia de
procriagcdo, no qual os 6rgdos reprodutivos estdo quiescentes; proestro, no qual acontece a
excitacdo sexual do animal; metaestro, na auséncia de fecundagdo, na qual cessam as
alteracdes do trato reprodutor ocorridas no estro; e diestro, no qual o trato reprodutor

prepara-se para receber o ovicito (Westwood, 2008).
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Em ratos a ciclagem ocorre imediatamente apds a abertura do orificio vaginal, o
qual acontece por volta dos dias 32 e 36 pds-natal. Esses animais apresentam inicialmente
ciclos irregulares antes de se estabilizarem em um padrdo recorrente de ciclos ovulatérios,

cada um com durac¢ao de 4 ou 5 dias (Goldman et al., 1985).

A avaliacdo das mudancas ocorridas na estrutura das células epiteliais da vagina
vem sendo empregada hd bastante tempo como o melhor método para documentar o ciclo
reprodutivo de roedores de laboratdrio, por ser relativamente pouco invasivo, servindo
também como um indicador do estado funcional do eixo hipotalamico-pituitdrio-ovariano.
A aparéncia dessas células estd tipicamente correlacionada com o estado da mucosa
vaginal, dtero, e ovérios e estd ligado as alteracdes nas concentracdes circulantes dos
esterdides sexuais e gonadotrofinas (Goldman et al., 2007). Em ratos com ciclo padrado de 4
dias, o proestro € identificado pela presenca de grupos de células epiteliais circulares e
nucleadas, as quais freqiientemente apresentam um aspecto granuloso sob o microscopio.
Esta fase perdura por 1 dia sendo seguido do estro, rotineiramente identificado pela
presenca de um grande nimero de células cornificadas (ou queratinizadas). A
predominancia de células cornificadas perdura por 1 dia ou 2 dias, naqueles animais com
ciclo de 4 dias ou 5 dias respectivamente. Metaestro é o termo usado para descrever o
periodo transicional durante o periodo inicial do primeiro dia do diestro (diestro I), sendo
que o esfregaco € constituido de uma combinacdo de leucdcito, células cornificadas e
células circulares. O segundo dia do diestro (diestro II) pode apresentar massas pequenas de
células nucleadas, as quais anunciam a fase seguinte (proestro). Alguns ratos com ciclo

estral de 5 dias pode exibir trés dias consecutivos de diestro (Goldman et al., 2007).

Martson e Chang (1965) reportaram que o ciclo estral dos gerbilos da Mongélia
(Meriones unguiculatus) pode variar de 4 a 7 dias. Em contraste, Barfield e Beeman (1968)
demonstraram que o ciclo varia de 4 a 6 dias. Nishino e Totsukawa (1996) observaram que
em torno de 67,9% das fémeas analisadas apresentavam um ciclo com duracdo de 4-6 dias,
sendo entdo confirmado que este periodo € mais comum para esta espécie de roedor. Estes
autores dividiram o ciclo estral do gerbilo em 5 estdgios, através da analise do esfregaco

vaginal (figura 5). O estdgio I — proestro — é marcado quase totalmente pela presenca, no
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esfregaco vaginal, de células epiteliais nucleadas; o estagio Il — estro (espalhado) —
caracterizado por células cornificadas espalhadas; estdgio IIl — estro (aglomerado) —
caracterizado por aglomeracoes de células cornificadas; estagio 1V — metaestro — formado
quase inteiramente por leucdcitos, um pouco de células queratinizadas e infiltragao de
células epiteliais; e por fim o estagio V — diestro — o esfragaco vaginal é formado quase
totalmente por leucdcitos, ocasionalmente € observado muco, geralmente hd poucas células.
De acordo com a morfologia das células presentes no esfregaco vaginal, os estagios II e III
podem ser reunidos em apenas um, sendo chamado “estro” e o estdgio IV e V podem

também ser chamados de diestro I e diestro II, respectivamente.

Figura 5. Esfregaco vaginal de gerbilo da
mongolia (Meriones unguiculatus) durante o
ciclo estral. (A) estdgio 1 — proestro; (B)
estagio Il — estro (espalhado); (C) estdgio
Il estro (aglomerado); (D) estdgio IV —
metaestro;, (E) estdgio V - diestro.
(modificado de Nishino et al., 1996).

Diferentemente dos machos, as fémeas adultas de mamiferos t€ém a manutencao de
suas atividades sexuais e reprodutivas controladas de maneira ciclica, principalmente
através dos hormonios esterdides estrogeno (E2) e progesterona (P4). Em fémeas de
roedores o ciclo estral, de forma semelhante ao ciclo menstrual em humanos, é

caracterizado por oscilacdes ciclicas dos hormodnios estrogeno, progesterona, hormonio
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foliculo estimulante (FSH) e hormodnio luteinizante (LH). Assim, o organismo feminino
estd fortemente sujeito as oscilacdes hormonais decorrentes do seu ciclo reprodutivo
normal, as quais influenciam a morfofisiologia de varios 6rgdos do sistema reprodutor.
Embora se saiba que a préstata feminina é um 6rgdo funcional e sensivel a acdo de
hormoénios esterdides, ndo é conhecido, até o momento, se essas oscilacdes hormonais que
ocorrem durante o ciclo reprodutivo podem alterar a biologia desta glandula. Desta forma,
sdo de extrema importancia estudos que visem analisar as possiveis influéncias exercidas

pelo ciclo reprodutivo feminino sobre a morfofisiologia da glandula prostética.
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OBJETIVO

O presente estudo investigou as modificagdes estruturais e da atividade secretora
das células prostaticas, ocorridas nas fémeas adultas (90 dias de idade) do gerbilo Meriones
unguiculatus durante todas as fases do ciclo estral (proestro, estro, diestro I e diestro II).

Desta forma, este trabalho teve como proposta:

1. A avaliacdo, por métodos histoquimicos, do padrio de secrecdo da préstata
feminina ao longo do ciclo estral, procurando estabelecer relacdes com os niveis
séricos hormonais femininos.

2. A andlise, por imunohistoquimica, das diferencas na expressio dos receptores
androgénicos AR e das serinoproteinases tipo-PSA.

3. A avaliagdo das variacdes na expressao da atividade da fosfatase dcida prostatica,
no epitélio secretor, ao longo do ciclo estral.

4. Efetuar a reconstrucdo tridimensional da glandula prostitica, a partir de cortes

histolégicos seriados, nas diferentes fases do ciclo estral.
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ARTIGO 1

Hormonal oscillations during the estrous cycle influence the morphophysiology of the

Gerbil (Meriones unguiculatus) female prostate (Skene paraurethral glands).

As oscilacoes hormonais durante o ciclo estral infuenciam a morfofisiologia da prostata

feminina (glandula parauretral de Skene) do Gerbilo (Meriones unguiculatus).

Trabalho publicado na Biology of Reproduction

28



!

?2

BIOLOGY OF REPRODUCTION 79, 000-000 (2008)
Published online before print 6 August 2008.
DOI 10.1095/biolreprod.108.070540

Hormonal Oscillations During the Estrous Cycle Influence the Morphophysiology of
the Gerbil (Meriones unguiculatus) Female Prostate (Skene Paraurethral Glands)'

Ricardo A. Fochi,* Ana P.S. Perez,* Carlos V. Bianchi,® Sabrina S. Rochel,* Rejane M. Gées,’
Patricia S.L. Vilamaior,® Sebastido R. Taboga,>> and Fernanda C.A. Santos®”

Department of Cell Biology,” Institute of Biology, State University of Campinas (UNICAMP), Sdo Paulo 13084-864, Brazil
Department of Biology,” Institute of Biosciences, Humanitites, and Fxact Sciences (IBILCE), Sdo Paulo State University

(UNESP), Sdo Paulo 15054-000, Brazil

Biological Sciences and Veterinary Medicine School,® Rio Preto Universitary Center (UNIRP), Sdo Paulo, Brazil

ABSTRACT

The hormonal oscillations that occur during the female
reproductive cycle influence the morphophysiology of several
organs of the reproductive system. The female prostate is a
functional organ sensitive to the action of steroidal hormones,
but it is not known whether the hormonal oscillations that occur
during the reproductive cycle can alter the biology of this gland.
Thus, the present work aims to evaluate the morphofunctional
aspects of the female prostate during the gerbil estrous cycle.
For this purpose, morphological, morphometric-stereological,
serological, and immunocytochemical analyses were carried
out. The results of the present study show that the hormonal
oscillations that occurred during the estrous cycle altered both
the structure and functionality of the gerbil female prostate.
These alterations include increased prostatic growth and
augmented secretory activity during the proestrus and estrus
phases and a gradual decrease of the secretory activity and
glandular development in the diestrus I and Il phases. These
cyclical oscillations appear to be determined by the hormonal
peaks of estrogen in diestrus Il and by the high levels of
progesterone during estrus, since the androgen levels remained
constant throughout the estrous cycle.

estrous cycle, female prostate, morphology, progesterone,
prostate, steroid hormones

INTRODUCTION

The female prostate, also called Skene paraurethral glands
in women or simply paraurethral glands in other mammals, is
an accessory gland found in the female genital system, and it
has been described as morphofunctionally similar to the male
prostate gland and with a histological pattern distinct from
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other accessory reproductive glands, such as paraurethral and/
or bulbourethral glands in males [1-8]. In addition, the
embryonic development of both the male and female prostate
is homolog, arising from the urogenital sinus, whereas the
secretory maturity of the female prostate has been assumed to
precede the male gland secretory development considering
several phases of the postnatal period [5].

In Mongolian gerbil females, the occurrence of a morpho-
functionally developed prostate is greater compared with other
rodents, which makes this species a very good model for
studies of this gland. Thus, the female prostate of this current
experimental model is characterized by a set of acini and ducts
that open into the urethra [6, 7]. These acini are lined with a
differentiated secretory epithelium active in the production of a
glycoproteinic prostatic-specific antigen (PSA)-positive fluid
[6]. Although there are several studies that evaluated the
morphology of the female prostate in humans and rodents [8],
little is known about the factors that regulate the prostatic
morphophysiology.

Experimental studies involving the administration of
androgens [6, 9] and anti-estrogenic agents [10] in the gerbil
female prostate showed that this gland expresses androgenic
and estrogenic receptors, and that it is sensitive to alterations in
the serum levels of these hormones.

The female organism is naturally subjected to hormonal
oscillations that occur during the reproductive cycle. It is well
known that these changes affect the structure of several organs
in the reproductive system [11, 12]. However, no research has
yet evaluated whether the hormonal alterations during the
reproductive cycle can influence the biology of the female
prostate gland. This question is fundamentally important to
understanding prostatic morphophysiology, especially because
disruption of the ovarian cyclicity during aging can be related
to the installation of several prostatic disorders in women [13,
14]. Hence, the present work aimed to evaluate the morpho-
functional aspects of female prostate considering the estrous
cycle of the Mongolian gerbil once the histological and
histochemical parameters have been described neglecting these
cyclic phases.

MATERIALS AND METHODS

Animals and Experimental Design

Forty 3-mo-old female gerbils (Meriones unguiculatus, Gerbillinae:
Muridae) were employed in this study. The animals were maintained under
conventional conditions of temperature and humidity (25°C, 40%—70% relative
humidity, 12L:12D), with free access to chow and water. Daily vaginal smears
were collected at 1000 h for 12 consecutive days to determine estrous cycle
phases. Females with regular cycles of 4 to 6 days were divided into four
groups: proestrus, estrus, diestrus I, and diestrus II (n = 10 animals per group)
[12]. After being anesthetized by CO, inhalation, the animals were weighed
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TABLE 1. Body and UPT weights, and relative UPT weight of adult gerbil females during all the phases of the estrous cycle (n = 10 animals/group).
Groups

Parameter Proestrus Estrus Diestrus | Diestrus Il

Body weight 61.9 = 10.8 60.9 * 9.2 57.8 £ 9.9 55.8 * 8.6

UPT weight 0.11 = 0.04° 0.10 = 0.02° 0.08 = 0.03" 0.09 = 0.02*"

UPT relative weight* 0.0018 = 0.0007%

0.0016 = 0.0003°

0.0014 *+ 0.0004" 0.0015 *+ 0.0006*"

*The relative UPT weight corresponds to the ratio between the UPT weight and the body weight.
b Different superscripts letters indicate significant differences between the phases of the estrous cycle (P < 0.05).

and immediately decapitated. Blood samples were collected for serological
analysis. The tissues (urethra plus prostatic tissue [UPT]) were dissected out,
weighed, and fixed according to different protocols, as specified below. The
urethra plus adjacent tissues were dissected out using an Olympus SD-ILK
stereoscopic microscope (Olympus Optical Co. Ltd.) to remove the adipose
tissue and isolate the prostatic tissue plus the associated urethral segment. The
separation of these components was performed by sectioning them at the base
of bladder to obtain a block containing the entire UPT. Animal handling and
experiments were performed according to the ethics guidelines of the Sdo Paulo
State University, following the Guide for Care and Use of Laboratory Animals
(National Institutes of Health).

Serological Analysis

Circulating serum estradiol (E,), progesterone (Pr), testosterone, and PSA
levels were determined by immunochemical assays. The PSA levels were
evaluated indirectly because it is well known that rats and mice do not express
PSA [15]. A previous work using the gerbil model described this analysis
considering a PSA-like protein or a kallikrein family serinoprotein that shows
cross-reactivity with the antibodies employed in the present work [6, 10]. After
the animal’s decapitation, 10 samples were collected from each experimental
group, and the serum was separated by centrifugation (3000 rpm) and stored at
—20°C for subsequent hormone assay. Measurements were performed by
chemiluminescence immunoassay in the automatic analyzer Vitros-ECi
(Johnson & Johnson, Rochester, NY). The sensitivity was 0.1-3814 pg/ml
for E,, 0.1-150 ng/ml for testosterone, 0.15-60 ng/ml for Pr, and 0.1-100 ng/
ml for human PSA. For testosterone, estradiol, and human PSA, the respective
intraassay variations were 1%, 1.1%, and 0.97%, whereas the interassay
variations were 2.1%, 1.5%, and 1.75%.

Structural Analysis

The urethra and adhering tissues were fixed by immersion for 24 h in
Karnovsky solution (5% paraformaldehyde, 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M
phosphate buffer, pH 7.2) or in 4% paraformaldehyde. After fixation, the
tissues were washed under running tap water, dehydrated in an ethanol series,
cleared in xylene, embedded in paraffin (Histosec; Merck, Darmstadt,
Germany) or glycol methacrylate resin (Historesin embedding kit; Leica,
Nussloch, Germany), and cut into 3-pm sections with an automatic rotatory
microtome (RM2155; Leica). Sections were stained with hematoxylin-eosin for
general morphological analysis [19]. Neutral carbohydrates were identified by
the periodic acid-Schiff (PAS) test [19]. The specimens were analyzed with a
Zeiss-Jenaval (Jena, Germany) or Olympus BX60 (Hamburg, Germany) light
microscope, and the images were digitized using the software Image-Pro Plus
version 4.5 for Windows (Media Cybernetics).

Immunocytochemistry

Sections of 4% paraformaldehyde-fixed female prostates were subjected to
immunocytochemistry for the detection of androgen receptor (AR) and PSA, as
described previously in protocols applied to the prostate [6, 17]. Primary
antibodies for AR (rabbit polyclonal immunoglobulin G [IgG], N-20) and PSA
(mouse monoclonal IgG, A67-B/E3; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA) were employed at a dilution of 1:100. Peroxidase-conjugated specific
antibodies (Santa Cruz Biotechnology) and 3,3’-diaminobenzidine were used as
secondary antibodies and peroxidase substrate, respectively. Sections were
counterstained with Harris hematoxylin.

Morphometric and Stereological Analysis

Random prostatic fields from hematoxylin-eosin sections were analyzed by
Image-Pro Plus version 4.5 for Windows. The stereological analyses were

carried out using Weibel multipurpose graticulate with 130 points and 60 test
lines [18] to compare the relative proportion (relative volume) of each prostatic
tissue component (epithelium, lumen, muscular stroma, and nonmuscular
stroma) as described by Huttunen et al. [19] for prostatic tissue. Thirty
microscopic fields were chosen at random. In summary, the relative values
were determined by counting the coincident points of the test grid and dividing
them by the total number of points. Absolute volumes could not be determined
because it was not possible to separate the female prostate from adhering tissue
and determine its weight.

The number of acinar profiles per prostate was estimated by counting of
acini number present in the most central region of the prostates examined at
each stage of the estrous cycle. The number of secretory, clear, and basal
epithelial cells per acinus was counted, and the individual contribution of each
cell type is expressed as a percentage. This count was based on the evaluation
of 30 acini per group. Morphometric analysis also included the determination of
epithelial cell thickness, smooth muscle cell and collagen layer thickness,
nucleus:cytoplasm ratio, nuclear area (um?), and nuclear perimeter (um). We
employed 200 measurements per group for these parameters.

Statistical Analysis

All of the statistical tests were performed with Statistica 6.0 software
(StarSoft Inc., Tulsa, OK). The quantitative results are expressed as mean *
standard error, and the analysis of variance and Tukey honest significance
difference tests were applied, with P < 0.05 considered statistically significant.

RESULTS
Biometric Analysis

The statistical analyses of the gerbil adult female weights
(Table 1) indicate an absence of significant differences in the
body weight among the phases of the estrous cycle. However,
the absolute weight of the UPT and its relative weight were
significantly higher (P < 0.05) during proestrus and estrus.

Hormonal Serum Dosage

The serum levels of E,, Pr, testosterone, and PSA in all
estrous cycle phases are shown in Figure 1. Serum E, levels
(Fig. 1a) remained constant through proestrus (23.6 = 4.9 pg/
ml), estrus (31 = 26.1 pg/ml), and diestrus I (27.6 = 16.4 pg/
ml) before reaching their maximum concentration peak during
the diestrus II phase (116.2 = 63.5 pg/ml; P < 0.05). The
progesterone levels (Fig. 1b) were significantly higher during
the estrus phase (89.7 = 38.8 ng/ml), and they remained low
(6-13 ng/ml) during the other phases. The serum testosterone
concentration (Fig. 1c) remained low through all phases of the
estrous cycle, and it did not surpass the average of 0.5-0.8 ng/
ml. The PSA levels (Fig. 1d) were similar during the phases of
proestrus (0.15 = 0.1 ng/ml), diestrus I (0.11 £ 0.05 ng/ml),
and diestrus II (0.16 = 0.05 ng/ml), but they were significantly
(P < 0.05) higher during estrus (0.4 = 0.2 ng/ml).

Number of Acinar Profiles per Sectional Area

The number of profiles of acini per sectional area varied
significantly (P < 0.05) throughout the estrous cycle (Fig. 2).
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FIG. 1. Serum levels of estrogen (E2; a), progesterone (Pr; b), testosterone
(T; ¢), and protein reactive to the antigen specific to the prostate (PSA; d)
during all the phases of the estral cycle (n= 10 samples/group). The values
mentioned correspond to the average and to the standard deviation.
Different lowercase letters (a, b) represent significant differences between
the analyzed groups (P < 0.05).

During proestrus, it was possible to observe, on average, 16.3
=+ 7.9 acinar profiles per sectional area, and in estrus there was
a decrease in these acini to 11.4 * 4.0. In diestrus I, it was
possible to observe 14.4 * 4.7 acinar profiles, and by the end
of the cycle (diestrus II) the number of these profiles had
peaked at 23.4 £ 5.6.
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FIG. 2. Number of acini profiles per sectional area of the female prostate
during all phases of the estral cycle (n =30 sections per group). The values
mentioned correspond to the average and to the standard deviation,
respectively. Different lowercase letters (a, b, c) represent significant
differences between the analyzed groups (P < 0.05).

Morphological and Morphometric Aspects

The structural characteristics of the gerbil female prostate
(Fig. 3 and Table 2) varied according to the phase of the estrous
cycle.

In proestrus, the gland (Fig. 3, a—c) was characterized by
acini with ample lumen and columnar epithelium (12.9 = 4.0
pm) surrounded by a continuous layer of smooth muscle cells
(7.1 = 2.9 pm). During estrus (Fig. 3, d—f), there was an
expansion of acini reaching a greater secretory epithelium
thickness (16.1 = 5.1 pm) in comparison to the other phases.
Additionally, in estrus the smooth muscle cell layer became
thicker (9.4 = 3.1 um), whereas the periacinar stroma became
denser in cells and fibers. These data are pointed in Table 2 and
were statistically significant according to Tukey test (P <
0.05).

The female prostates in diestrus I (Fig. 3, g-i) presented
small acini lined with cubic epithelium (9.4 * 3.3 pum). The
surrounding muscle layer became thinner (5.9 * 2.4 pm), and
the stroma appeared more developed. In diestrus II (Fig. 3, j-1),
the prostatic acini showed a regressive aspect, with cellular
“debris” occupying the interior of their lumens (Fig. 3j).
However, the secretory epithelium compartment became folded
and significantly thicker (13.4 * 4.6 pm) compared with
diestrus I, presenting columnar cells similar to those observed
in proestrus (Table 2).

Stereology

Throughout the estrous cycle, relative volumes of female
prostate tissue compartments (Table 2) presented significant
oscillations (P < 0.05). The epithelial compartment remained
constant (26%—-30%) in proestrus, estrus, and diestrus II, but
presented a considerable decrease in diestrus I (18.3% =
6.7%). The lumen presented higher development during estrus
(38% = 15.5%) and shrank in diestrus II (14.5% = 6.3%). The
volume of muscular stroma remained constant in proestrus,
estrus, and diestrus I (14%—-19%), but grew during diestrus II
(26.8% = 12.2%). The volume of nonmuscular stroma was
higher in diestrus I (38.2% = 15.3%) and remained constant
(24%-31%) during the rest of the cycle.

31

27



ESTROUS CYCLE AND FEMALE PROSTATE GLAND

)
]
=
7]
@
2
o

Diestrus|

Dlestrusrll )

Frequency of Female Prostate Cell Types During
the Estrous Cycle

The dark (Table 2) or typical secretory cells were the
dominant cell type during all estrous cycle phases, amounting
to about 75%-80% of the female prostatic cells. A minor
proportion of this cell type was observed during diestrus II,
which was a phase characterized by a greater expression of
basal and ciliated cells. The proportion of clear cells remained
low throughout the cycle, and they did not exceed 1.3%.
Proliferating cells were also rare, and the smaller mitotic
figures were observed in estrus, but they did not surpass 0.2%
* 0.02%.

FIG. 3. Histological sections of the gerbil
female prostate during all phases of the
estral cycle. Staining: hematoxylin-eosin.
Ample lumens (L) and fully developed
epithelia (Ep) can be observed during
proestrus (a—c) and estrus (d—f). Diestrus |
(g-i) is characterized by the decrease of
both the lumen volume and the epithelium
height. Cell “debris” (*) is observed in the
lumen of the glands during the diestrus Il (j—
1) phase. Observe the epithelial folding in
the diestrus Il phase. Arrows show ciliated
cells. smc, Smooth muscle cell; s, stroma; b,
basal cell; ¢, clear secretory cell. Bars = 20
um (c, f, i, 1), 50 um (b, e, h, k), and 200 um
@@ d g j.

Karyometry

The karyometric analysis of the gerbil female prostate
(Table 2) shows that there were slight nuclear alterations during
the estrous cycle (P < 0.05). These changes include a slight
rise in the nuclear area during estrus and a decrease in nuclear
perimeter during diestrus phases I and II. Diestrus I showed a
greater nuclear:cytoplasmic area ratio.

Secretory Activity of the Female Prostate

Figure 4 shows the glycoproteinic (PAS-positive) secretion
pattern and the expression of the serineprotease reactive to
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TABLE 2. Descriptive statistics of stereology, frequency of epithelial cells, and morphometry and kariometry of the adult gerbil female prostate in
different phases of the estrous cycle.*
Groups
Parameter Proestrus Estrus Diestrus | Diestrus Il
Stereology (%)
Epithelium 29.2 7.0 25.9 * 9.5% 18.3 * 6.7° 28.3 + 5.7%
Lumen 211 = 11.72 38.0 + 15.5° 29.1 £ 15.9% 14.5 = 6.3¢
Muscular stroma 19.6 = 5.1° 13.9 + 3.8% 14.4 = 8.2° 26.8 = 12.2°
Nonmuscular stroma ' 30.1 = 12.9° 22.2 + 13.3° 382 = 15.3° 30.4 = 9.6"
Frequency of epithelial cell types (%)*
Secretory cells 80.3 * 6.8° 81.3 + 7.8° 77.9 + 5.9 74.1 + 7.4°
Clear secretory cells 0.7 0.3 0.2 = 0.1 1.2 £ 0.4 1.3 0.5
Basal cells 17.7 = 6.4° 17.7 + 7.7° 19.3 = 5.4° 222 * 6.7
Ciliated cells 0.2 = 0.2° 0 0.3 = 0.2° 0.9 +0.2°
Proliferative cells 1.1 = 0.5° 02 +02° 1.3 = 0.5° 1.5 = 0.5°
Morphometry (thickness [um])§
Secretory cell 12.9 + 4.0 16.1 * 5.1° 9.4 + 3.3° 13.4 + 4.6
Smooth muscle layer 7.1 * 2.9 9.4 *3.1° 5.9 + 2.4° 9.1 +3.5°
Karyometry®
Nuclear area (um?) 14.5 = 3.5% 15.9 + 3.3° 13.6 = 3.8% 13.8 = 3.1¢
Nuclear perimeter (um) 152 + 3.2° 15.8 + 1.7° 14.7 = 2.0° 14.7 + 1.7°
Nucleus/cytoplasm ratio 0.20 * 0.03° 0.22 * 0.04° 0.29 + 0.07° 0.22 *+ 0.05°

* Values are mean = SD.

T'n =30 areas in 5 animals/group.

'n = 30 acini/group.

5 n =200 measurements in 5 animals/group.

abe Different superscripts letters indicate significant differences between the phases of the estrous cycle (P < 0.05).

human anti-PSA antibody. In proestrus (Fig. 4, a and b) and in
estrus (Figs. 43,f) it was possible to observe a great amount of
PSA-positive secretion in the glandular lumen and in the
cytoplasm of some dark secretory cells. Clear secretory cells
are PSA negative. Glycoproteinic secretion decreased consid-
erably during diestrus I and II, since it was observed in small
amounts in the lumen and in the apical portion of the secretory
cells.

The human anti-PSA antibody-reactive serineprotease was
expressed in large amounts in the glandular lumen and in the
apical portion of the secretory epithelial cells during the
proestrus phase (Fig. 4, ¢ and d). During the estrus (Fig. 4, g
and h), diestrus I (Fig. 4, k and 1), and diestrus II (Fig. 4, o and
p) phases, PSA staining was observed in the supranuclear
cytoplasm of isolated clusters of secretory epithelial cells.

Expression of ARs

Immunocytochemical analyses showed that ARs are
expressed during all estrous cycle phases (Fig. 5). In the
epithelium, AR expression occurs in the basal, proliferative,
ciliated, and dark secretory cells. The clear secretory cells do
not express AR (Fig. 5a). In the stroma, ARs are expressed by
fibroblasts and smooth muscle cells.

The AR expression pattern is similar during the proestrus,
diestrus I, and diestrus II phases, in which the occurrence of
this receptor is greatest in the epithelial compartment (Fig. 5, a,
b, e-h). During the estrus phase, AR expression is highest in
the stromal compartment (Fig. 5, ¢ and d).

DISCUSSION

The results obtained from the present study indicate that the
gerbil female prostate activity presents cyclical dynamics
during the estrous cycle. These dynamics include increasing
prostatic growth and a rise in secretory activity during the
proestrus and estrus phases, as well as a gradual diminishment
of secretory activity and a decline in glandular development
during diestrus phases I and II. These cyclical oscillations

appear to be determined by the E, and Pr hormonal peaks,
since the serum testosterone levels remained constant through-
out the estrous cycles of these animals.

In female Wistar rats (with a 4-day estrous cycle) and mice
(with a 6- to 7-day estrous cycle), the estrous cycle is
characterized by the occurrence of an E, peak followed by a Pr
peak, both during proestrus. In humans (28-day menstrual
cycle), the E, cycle occurs by the end of the follicular phase,
and the progesterone peak occurs in the middle/end of the
luteal phase of the menstrual cycle [20]. However, the serum
hormonal profile of female gerbils, whose estrous cycle varies
from 4 to 6 days, differed from the one observed in humans,
rats, and mice, in that the gerbil Pr peak occurred during estrus
and the E, peak during diestrus II.

By the end of the estrus (diestrus II) cycle, the female
prostate presented a regressive aspect, with a large number of
small acini containing little interior secretion. The secretory
epithelium was moderately tall. Due to the greater occurrence
of basal and ciliated cells, the proportion of secretory cells
during this phase was the smallest of the entire estrous cycle.

The natural occurrence of ciliated cells in the gerbil female
prostate was described in previous studies [9]. The role that
these cells play in the female prostate remains unknown but,
based on the hormonal results obtained in the present work, it is
clear that their expression is influenced by the balance between
the E, and Pr levels. Studies that evaluate the effects of
hormonal oscillation during the reproductive cycle on the
ciliogenesis of uterine tube epithelium showed that the
estrogens induce cytodifferentiation and the growth of ciliated
epithelial cells [11]. Thus, the greater expression of ciliated
cells in the gerbil female prostate during diestrus II may be
associated with the E, peak that occurred during this phase.

After finishing a cycle in a state of low secretory activity,
the female prostate initiates a new estrous (proestrus) cycle
with low E, and Pr serum levels and showing high glandular
development. The prostatic acini became larger, showing wide
lumens full of PSA-positive glycoproteinic secretion.
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The next phase (estrus) was characterized by a peak of
serum progesterone levels. During this phase, the female
prostate development was maximal. The acini became less
numerous but larger and more filled with secretion. The
epithelial cells reached the maximum height and presented a
typically secretory phenotype. During this phase, the AR
expression was intense, mainly in stromal cells and epithelial
basal cells. This staining pattern was differentiated from the
other phases of the estrous cycle by more frequent and intense
staining of secretory cells and basal cells within the epithelial
compartment. Immunocytochemical studies with male rats
showed lack of AR expression in basal cells [21]. However,
male gerbils express AR-positive basal cells [22] similar to the

PSA

FIG. 4. Histological sections of the gerbil
female prostate subjected to the reaction of
PAS and the immunostaining serineprotease
reactive to the human anti-PSA antibody
(PSA). Counterstaining: Harris hematoxylin.
In the PAS reaction (a, b, e, f, i, j, m, n), a
great amount of PAS-positive secretion is
observed in the lumen (L) and in the
cytoplasm of the dark secretory cells (ar-
rows) during the proestrus (a, b) and estrus
(e, f) phases. Clear secretory cells (c) are
PAS negative. During diestrus | (i, j) and
diestrus Il (m, n), there is a small amount of
secretion in the lumen and in the apical
portion of the secretory cells (arrows). In
PSA immunostaining (c, d, g, h, k, |, o, p), it
is possible to observe secretion in the
glandular (*) lumen and in the apical
portion of the secretory cells (arrows). In
estrus (g, h), diestrus | (k, I), and diestrus Il
(0, p), the PSA staining occurs in the
supranuclear cytoplasm of isolated clusters
of secretory epithelial cells (arrows). Bars =
20 um (b, d, f, h, j, 1, n, p), 50 pm (c, g, k, o),
and 100 pum (a, e, i, m).

ones observed in females during the estrous cycle. In male
gerbils, the basal cells are associated with the maintenance and
regeneration of prostatic epithelium. These cells appear to play
the same role in the gerbil female prostate, since the estrous
cycle hormonal oscillations directly alter the proportion of cell
types in prostatic epithelium.

Another remarkable feature of the estrus phase was that the
serum PSA concentration reached values almost three times
higher than the values observed during the other cycle phases.
The PSA and PSA-reactive serineprotease are produced not
only by the prostatic cells but also by the breast and other
tissues in males and females [23]. This expression is stimulated
by androgens and progesterone, and it is inhibited by estrogens
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[24]. Studies on PSA expression during the human menstrual
cycle showed that the serum concentration of this serinepro-
tease is highest in the middle/end of the follicular phase. This
higher serum PSA concentration was directly related to the
progesterone peak that occurs in the middle/end of the luteal
phase [25]. These results obtained with women are similar to
those obtained by the present study using female gerbils and
provide another indication of the influence that the estrous
cycle exercises on prostatic physiology. Although PSA
expression is not exclusive to prostatic tissue, its higher serum
concentration can be associated with the intense prostatic
activity that took place during estrus in the gerbils. Thus, the
greater prostatic development observed during estrus, which is
the period of sexual receptivity and ovulation, can be
associated with a higher production of the female prostatic
fluid, which will contribute to fertilization success.

Although estrus was characterized as a phase of intense
prostatic development, diestrus I represented a period of
declining glandular activity. The prostatic acini became smaller
and presented little secretion in their interior. The prostatic
epithelium became lower but intensely AR positive. The
hormonal profile during this phase was characterized by a brisk
drop of serum Pr levels, whereas the E, and testosterone levels
remained constant.

Based on the results obtained by the present study, it is
possible to conclude that the morphophysiological alterations
that occurred in the female prostate during the estrous cycle are
related to oscillations of serum E, and Pr levels and to the
interaction of both of these hormones with constant androgen
levels. The role that these estrogens play in the prostate has
been studied in male rodents, and it is related to the modulation
of androgen effects [26]. Recent studies have demonstrated the
important role of these estrogens in prostatic development and
homeostasis, and they also have proven that they present
different actions that are mediated by epithelial (ESR2, also
known as ERP) and stromal (ESRI, also known as ERa)
receptors [27]. Nevertheless, there are no studies so far that
evaluate the effect of progesterone on the female prostate or the
interaction between progesterone and estrogens in this gland.
Previous work has described that ARs are expressed predom-
inantly in the human and nonhuman primate endometrial
stroma throughout the menstrual cycle. Under normal cyclic
conditions, stromal AR levels seem to be upregulated by E,
and suppressed by Pr [28]. In this manner, more studies that
investigate the specific role that the progesterone/androgen/
estrogen interaction plays in the female prostate are necessary,
especially concerning why the imbalance among these
hormones has been associated with the installation of prostatic
disorders in aging women [13, 14, 29] and female rodents [30].
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FIG. 5. Immunocytochemical reactions to AR. Counterstaining: Harris
hematoxylin. During the proestrus (a, b), diestrus | (e, f), and diestrus Il (g,
h) phases, the AR expression is higher in the ephithelium, whereas during
the estrus phase (c, d), its expression is more evident in the stromal
compartment. Arrows show basal cells. EP, Epithelium; s, stroma; c, clear
secretory cells. Bars =20 um (b, d, f, h) and 50 um (a, c, e, g).
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ARTIGO 2

3D evaluation of the glandular structure and acid phosphatase activity in the
secretory epithelium of the Mongolian gerbil (Meriones unguiculatus) female prostate

during estrous cycle

Avaliagdo tridimensional da estrutura glandular e atividade fosfatdsica dcida no epitélio
secretor da prostata feminina do gerbilo da Mongdlia (Meriones unguiculatus) durante

ciclo estral

Trabalho a ser submetido a revista Cell and Tissue Research
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Resumo

A prostata feminina do gerbilo (Meriones unguiculatus) € semelhante a prdstata
feminina de humanos, e embora possua um tamanho reduzido, € uma glandula funcional
com uma intensa atividade secretora. Uma forma de avaliar a sua atividade secretora €
através da observacgdo da fosfatase dcida prostatica (PAP), a qual € uma enzima catalisadora
da hidrdlise de monoésteres ortofosfato. Assim, este trabalho tem por objetivo avaliar o
perfil secretor quanto a atividade da PAP durante o ciclo estral de gerbilos, comparando-o
com o seu aspecto macroscopico observado através da reconstrucao tridimensional. Para
isso foram utilizadas técnicas enzimaticas, utilizando o fB-glicerofosfato como substrato,
para andlise da PAP bem como técnicas de reconstrucio tridimensional através de cortes
histolégicos seriados. Os dados obtidos demonstraram que a prostata de fémeas de gerbilo
possui uma intensa atividade fosfatdsica 4cida durante todo o ciclo estral.
Foi observado predominéncia de marcagdo acinar forte, com um pequeno aumento na fase
de estro bem como uma reducio de dcinos com auséncia de marcacdo. Nas fases seguintes
(diestro I e II) constatou-se uma reducdo de marcacdo acinar forte e intermedidria, assim
como um aumento de marcacdes fracas e ausentes. Quanto a reconstru¢do pdde-se observar
que a préstata feminina do gerbilo possui um comportamento bifdsico durante o ciclo estral,
apresentando 4cinos maiores com lumens amplos nas fases de proestro e estro em
contraposi¢cao aos acinos pequenos com lumens reduzidos presentes nas fases de diestro [ e
diestro II. Estas oscilacdes ciclicas parecem ser determinadas pelos picos hormonais de
estrogeno no diestro II e pelos altos niveis de progesterona no estro, uma vez que os niveis

de andrégenos permanecem constantes durante todo o ciclo estral.

Palavra-chave: préstata feminina, fosfatase dcida, reconstrugdo 3D, gerbilo, ciclo estral
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Introducao

A prostata de fémeas de gerbilos adultas possui uma localizagdo parauretral, nas
suas regioes proximal e medial, exibindo um intimo contato com a sua parede muscular.
Histologicamente, ela é formada pelas mesmas estruturas da prdstata masculina: dcinos e
ducto, os quais estdo inseridos numa matriz muasculo-fibrosa. Os seus dcinos sdo revestidos
por um epitélio secretor, o qual varia de cibico a colunar alto, formado por trés tipos
celulares: células secretoras tipicas, células secretoras claras e células basais. Embora o seu
volume seja muito reduzido em adultos, a préstata de gerbilos fémeas tém se mostrado
morfologicamente semelhante ao lobo ventral da préstata de machos. Os aspectos
histoquimicos e ultra-estruturais dessa glandula permitem afirmar que ela € funcional e
capaz de produzir secrecoes de natureza glicoprotéicas. Estudos envolvendo a
administracdo de andrégenos e de agentes antiestrogénicos em prostata de gerbilos
mostraram que esta glandula expressa receptores androgénicos (AR) e estrogénicos (ER),
sendo sensiveis as oscilagcdes dos niveis séricos destes hormonios (Santos et al., 2003,
2006, 2008).

O ciclo estral é o nome dado as mudangas fisioldgicas naturais ocorridas no
organismo feminino, induzidas pelos hormonios envolvidos na reprodu¢do, da maioria das
espécies de mamiferos, com excecdo dos humanos. Em fémeas de gerbilos este ciclo estd
dividido em quatro estdgios regulares, que sdo: proestro, estro, diestro I e diestro II
(Nishino et al., 1996). Fochi e colaboradores (2008) em estudo com gerbilos da Mongdlia
constataram que as flutuagdes hormonais, principalmente dos hormonios estrogeno e
progesterona e de suas interagdes com a testosterona, decorrentes do ciclo estral sdo
potencialmente capazes de promoverem alteracdes morfoldgicas e fisiologicas na prostata
de fémeas destes animais. Através de técnicas histoquimicas (PAS), quantitativas e
imunocitoquimicas (AR e PSA) eles demonstraram que existe um comportamento bifasico
na morfofisiologia prostitica durante o ciclo, havendo um maior desenvolvimento desta
glandula nas fases de proestro e estro, € uma regressao morfoldgica e secretora nas fases de

diestro I e diestro 1I.
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Embora este trabalho tenha demonstrado alguns aspectos da morfofisiologia
prostaticas de fémeas durante o ciclo estral, nada foi demonstrado em relacdo a atividade da
enzima fosfatase acida prostatica (PAP) e nem dos aspectos macroscOpicos da prostata
durante as fases do ciclo. A fosfatase dcida é uma enzima responsavel pela catdlise da
reacdo de hidrélise de monoésteres ortofosfato sob condigdes acidas (Suter et al., 2001).
Existem cinco classes dessa enzima presentes nos humanos: lisossomal (LAP); eritrocitica
(EAP); macrofagica (MAP); osteoclastica (OcAP) e prostatica (PAP). Quanto a PAP, o
monitoramente da sua atividade tem se mostrado muito ttil como marcador histoldgico e
sorolégico de desordens prostiticas em machos, devido a sua atividade normal também
estar alterada nestes casos (Bull et al., 2001). ZaviaCi¢ e colaboradores (1983, 1989)
mostraram que esta enzima estd presente tanto em mulheres idosas de 80 anos quanto em
meninas no periodo infantil, muito antes da puberdade. Em machos a enzima PAP ¢é
importante na hidrélise da fosforilcolina presente no plasma seminal, sendo também
considerado como um marcador do desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias
(Spring-Mills and Hafez, 1980). O seu papel na prostata de fémeas ainda ndo € totalmente
compreendido. No entanto, ndo se pode descartar que ela apresente um papel similar a do
macho, principalmente no que se diz respeito a aquisicdo das caracteristicas sexuais
secundarias (Zaviacic, 1999).

Desta maneira, este trabalho visa analisar as caracteristicas secretérias da prostata de
fémeas do gerbilo da Mongdlia, no que diz respeito a atividade da enzima PAP, observando
também o aspecto tridimensional dessa glandula nas diversas fases do ciclo estral. Para isso
foram empregadas técnicas enzimdticas e de reconstrucdo tridimensional a partir de

imagens bi-dimensionais.

Material e Métodos

Delineamento Experimental
Fémeas adultas (Meriones unguiculatus), com 90 dias de idade e com ciclo estral

regular de 4 dias foram utilizadas no presente estudo. Esses animais foram mantidos no
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Biotério do Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas
campus de Sdo José do Rio Preto - SP, sob condi¢des de luminosidade e temperatura
adequadas, e alimentag¢do e dgua ad libitum. Todos os procedimentos empregados neste
trabalho estdio de acordo com as normas internas do Comité de Etica e Bem Estar Animal
da Unesp e do COBEA.

O procedimento de ciclagem foi efetuado por andlise histologica do epitélio da
vagina. O material para andlise foi coletado por esfregaco vaginal, sempre as 10:00 horas
da manhd do dia do sacrificio. Os animais que se encontravam na fase de interesse foram
imediatamente sacrificados.

Os animais foram anestesiados com Ketamina/xilazina e entdo submetidos a
inalacdo de CO, e, depois de pesadas, foram decapitadas para a coleta do sangue para a
dosagem hormonal. As prdéstatas (removidas juntamente com a uretra) foram fixadas ou

congeladas de acordo com a metodologia adequada para cada uma das anélises.

Dosagem hormonal sérica

Os niveis plasmaticos de estradiol (E2), progesterona (Pr), testosterona (T) e
antigeno especifico prostitico (PSA - nesta dosagem o que se verificou é uma
serinoprotease reativa ao anticorpo anti-PSA humano, segundo Santos et al., 2006) foram
determinados por métodos imunoquimicos. Dez amostras de cada grupo experimental
foram centrifugadas a 3000rpm e armazenadas a -20°C para posteriores andlises. As
medidas foram realizadas em aparelho automatizado Vitros ECi-Johnson & Johnson para
andlise quimioluminescente ultra-sensivel. A sensibilidade do método foi de 0,1-150 ng/mL

para testosterona, 0,1-3.814,0 pg/mL para estradiol e 0,1-100 ng/mL para PSA humano.

Citoquimica enzimdtica - Atividade da Fosfatase dcida prostdtica

Foram utilizados cinco animais para cada fase do ciclo estral. Os complexos
prostaticos foram removidos e imediatamente imersos em nitrogénio liquido para seu
congelamento. Criocortes de 10um de espessura, obtidos em criostato Leica CM1850,
foram coletados em laminas de vidro. Para a deteccdo da atividade de fosfatase acida

prostética foi empregado o método classico de Gomori (1950) modificado por Custddio e
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colaboradores (2004). Os criocortes foram fixados em formalina-cdlcio a 10% por 5
minutos, e lavados em dgua destilada. Posteriormente, foram incubados no substrato da
enzima (p-glicerofosfato de sédio diluido em tampao acetato pH 5,0) em camera umida por
110 min a 37°C. Para a detec¢do da atividade enzimadtica foi aplicado sulfeto de amonia a
1% sobre os cortes por 3 minutos. A contra-coloracao dos cortes foi feita com metil-green
por 7 minutos € a montagem em xarope de glicerina. O controle negativo foi obtido pela
auséncia do substrato no decorrer da reacdo.

Quatro graus de atividade de fosfatase acida foram estabelecidos para acinos
individuais (forte, intermedidrio, fraco e ausente) e a freqii€ncia relativa dessas diferentes
categorias foi determinada usando 6 campos por lamina, totalizando 30 4reas por fase do

ciclo estral.

Reconstrugdo tridimensional

Para a reconstrucdo tridimensional foi utilizado um animal para cada fase do ciclo
estral. As prostatas coletadas foram fixadas por imersdo em fixador Karnovisky (tampao
fosfato Sorensén 0,1M, pH 7,2, contendo 2% paraformoldeido e 2,5% glutaraldeido)
durante 24 horas. Em seguida, o material foi desidratado em uma série crescente de etanol,
diafanizado em xilol e incluidos em historesina (Historesin embedding Kit — Leica). Cortes
transversais seriados de 3um foram produzidos em micrétomo rotativo sendo
posteriormente corados com Hematoxilina & Eosina.

O programa utilizado para o processamento, alinhamento e reconstru¢ao 3D, das
varias imagens obtidas dos cortes seriados foi o Reconstruct (Fiala JC, 2005). Para
obtencdo do modelo 3D apds o alinhamento correto das imagens, a uretra, ductos e alvéolos
prostaticos foram isolados em cada imagem e tracados manualmente através do programa.
O software utilizado para renderizacdo final da imagem 3D foi o Blender 2.46 (Blender
Foundation, Copyright © 2001, 2008 by NaN Technologies BV, Amsterdam).

As digitalizagdes das imagens histolégicas, bem como suas avalia¢des, foram feitas
em microscopio Olympus BX-60 acoplado a camera digital e ao sistema analisador de

Imagens — Image Pro-plus 6.0 (Copyright® 1993-2006 Média Cybernetics, Inc.).
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Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados no software Statistica 6.0 (Copyright©StarSoft,
Inc. 1984-1996, Tulsa, OK, USA). Os testes de hipoteses utilizados para comprovar a
significancia dos resultados, expressos como média + erro padrdo, foram a andlise de
variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para comparagdes multiplas, com nivel de

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

Resultados

Dosagem hormonal sérica

Os niveis séricos de E2, Pr, T e PSA em todas as fases do ciclo estral estdao
apresentados na Tabela 1. Os niveis séricos de E2 mantiveram-se constantes nas fases de
proestro, estro e diestro I, alcangando um pico maximo de concentracdo na fase de diestro
II. Os niveis de progesterona foram significativamente mais elevados na fase de estro, e
mantiveram-se baixos nas demais fases. A concentra¢do de T no soro foi baixa em todas as
fases do ciclo estral, ndo ultrapassando a média de 0,5 — 0,8 ng/ml. Os niveis de PSA foram
semelhantes nas fases de proestro, diestro I e diestro II, sendo significativamente (p <0,05)

mais elevados no estro.

Citoquimica enzimdtica - Atividade da Fosfatase dcida prostdtica

A marcacdo citoquimica para fosfatase acida prostitica (PAP) foi observada em
todas as fases do ciclo estral do gerbilo (figura 1).

Houve diferentes padrées de marcagdo nas quatro fases, com 4cinos apresentando
marcacOes fortes, intermedidrias, fracas e alguns ausentes. Nas diferentes fases, a PAP se
mostrou presente tanto na regido supranuclear das células epiteliais, quanto ocupando todo
o citoplasma dessas células (figura 1b). Os 4cinos, com atividade fosfatdsica &cida,
considerados fortes possuiam marcacdes ao longo de todo citoplasma acinar (figuras
la,b,e,h,k), os intermedidrios apresentavam interrup¢des com auséncia de marcagdo ao

longo de seu epitélio (figura 1g), os 4cinos fracos apresentavam marcacdes dispersas ao
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longo do seu epitélio (figuras 1d,k,n) e os ausentes ndo possuiam PAP (figura 1j,n). No
diestro Il pdde-se constatar também a presenca de marcacdes no interior do limen de
alguns écinos (fig. 11).

A andlise quantitativa ilustrada na figura 2 demonstrou que em todas as fases houve
a predominancia de marcac¢do forte em relagdo as marcacdes intermedidria, fraca e ausente.
Embora ndo tenham sido constatadas diferencas estatisticamente significativas das
marcacdes ao longo do ciclo estral, pode-se observar, morfologicamente, que nas fases de
diestro I e II havia uma menor quantidade de dcinos com marcagdo intermedidria € uma
maior frequéncia de dcinos com auséncia de marcacio (figura 2). E importante ressaltar,
também, que em estro foi observado a menor propor¢cdo de &cinos com auséncia de
marcacdo enquanto que em diestro II a maior proporcio de acinos com auséncia de

marcac¢do para PAP.

Estrutura 3D

A reconstru¢do 3D da préstata feminina durante o ciclo estral pode ser observada
nas figuras 3 e 4. Em todas as fases a prdstata apresenta um conjunto de ductos inseridos ao
longo da parede da uretra mediana proximal, perfazendo em média um total de 1,7 mm de
comprimento. Os dcinos sdo alinhados paralelamente a uretra, mostrando tamanhos e
espessuras variadas, sendo que no gerbilo da Mongolia os mesmos podem estar presentes
tanto bilateralmente quanto unilateralmente. Ambos os conjuntos, ductos e alvéolos, se
comunicam em algumas regides da uretra (figuras 3 e 4). Nas fases de proestro (figura 4A)
e estro (figura 4B), os alvéolos apresentam dimensdes maiores em relagdo as fases de
diestro I (figura 4C) e II (figura 4D). No material utilizado para a reconstrucio
tridimensional da fase diestro II foi encontrado somente glandula prostitica unilateral
(figuras 3D e 4D). Ainda nesta fase, é possivel observar a presenga de ductos isolados, os
quais nfo se comunicam com os dcinos prostiticos. E importante ressaltar que a grande
maioria dos complexos prostéticos estudados, que eram bilaterais, apresentava uma maior
quantidade de 4cinos prostaticos do lado direito do animal, sendo que aqueles que eram

unilaterais possuiam apenas os 4cinos do lado direito do animal (figura 4).
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Discussao

Os resultados demonstraram que a prdstata feminina do gerbilo da Mongdlia
apresenta um estado ativo em todo o ciclo estral. Este dado € importante, pois € a primeira
vez que se demonstra atividade da fosfatase acida na prostata durante o ciclo estral. O
padrdo elevado da marcacdo para PAP, observado durante o ciclo, corrobora com dados
anteriormente apresentados, tanto para fémeas da mesma espécie (Custodio et al. 2004)
quanto para a prostata de humanos (Zaviacic et al. 1985, 1999). A mesma localiza¢do da
atividade da PAP na regido supranuclear das células epiteliais secretoras, assim como todo
o citoplasma, ja havia sido mostrada em outros estudos (Satoh et al. 2001; Custddio et al.
2004).

Embora existam duas formas bioquimicamente distintas de fosfatase dcida
prostatica, uma intracelular e outra secretada no interior do limen (Veeramini et al. 2005),
a presenca desta segunda forma nao pode ser evidenciada ao longo do ciclo, provavelmente
devido ao tratamento do tecido para a técnica citoquimica, assim como a sua hidrélise
proteolitica no fluido prostatico. A reacdo positiva, observada no limen de alguns 4cinos
em diestro II deve-se a presenca de “debris” celulares, provenientes das células secretoras
epiteliais, comumente observados neste periodo do ciclo (Fochi et al., 2008). A formacao
desses “debris” celulares, os quais sdo destacamentos de células secretoras do epitélio da
préstata, € provavelmente um mecanismo que a glandula prostatica possui para reduzir o
tamanho dos seus 4cinos em resposta aos estimulos atuantes no ciclo estral.

As oscilagdes regulares na atividade da PAP, observadas ao longo do ciclo estral do
gerbilo da Mongdlia, podem ser entendidas correlacionando-se o seu padrido de expressao
aos niveis séricos constantes de testosterona, ji que a sua expressdao € influenciada
positivamente pelos niveis androgénicos (Tenniswood et al., 1976 e 1978; Oliveira et al.,
2006, Fochi et al. 2008). Embora a concentracdo de testosterona tenha sido baixa em todo
ciclo, a expressdo de receptores androgénicos (AR) é constante (Fochi et al., 2008), sendo
sua quantidade, provavelmente, suficiente para a manutenc¢ao do alto grau de marcagdo para
PAP (Granadian et al., 1997). Embora o papel do estrégeno na morfologia prostatica seja

bastante conhecido (Risbridger et al., 2005; Santos et al., 2008), a sua influéncia sobre a
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atividade fosfatdsica dcida ndo € totalmente compreendida. Dulifiska e colaboradores
(2002), utilizando cultura celular de células da prostata, observaram que a adi¢do de
estrogeno no meio de cultura destas células resulta em um aumento na expressao da PAP,
sendo intensificado quando somado a 5-a-dihidrotestosterona. A predominancia de
marcacdo forte para PAP, assim como a presenca de uma menor freqiiéncia de 4cinos com
auséncia de marcacdo na fase de estro, coincide com as caracteristicas morfoldgicas deste
periodo e do seu anterior, 0s quais mostraram um maior desenvolvimento prostético (Fochi
et al., 2008), demonstrado também pela reconstru¢do 3D. Paralelamente as alteragcdes
morfolégicas, a expressdo de PAP manteve-se intensa no decorrer do ciclo, mesmo nas
fases em que se constatou uma regressao morfoldgica da glandula prostética, diestro I e II
(Fochi et al., 2008), observada também pela reconstru¢cdo 3D, a qual possivelmente seja a
responsavel pela maior quantidade de dcinos com auséncia de marcacdo observada neste
periodo. Como relatado anteriormente, os picos de progesterona em estro e de estradiol em
diestro II podem estar relacionados com as modificagdes na morfologia prostitica no
decorrer do ciclo (Fochi et al., 2008), observada também na reconstru¢do tridimensional, na
qual em estro evidencia-se uma regido acinar mais ampla em relacdo ao distro II.

Através dos resultados obtidos € razodvel concluir que as interacdes hormonais,
principalmente entre estrégeno, progesterona e testosterona, comuns ao ciclo menstrual da
mulher bem como ao ciclo estral de roedores, tem bastante influéncia na morfofisiologia
prostdtica. Embora a influéncia que o estrégeno exerce sobre os andrégenos, modulando os
seus efeitos (Prins e Korach, 2008), seja bastante estudada, o papel da progesterona nestas
interacdes, e por conseqiiéncia no comportamento morfolégico e secretor da prostata, €
pouco conhecida. Desta maneira, sdo de extrema importancia estudos que visem entender
as interacdes entre esses trés principais hormonios, os quais resultardao na maior compressao
das desordens prostaticas ocorridas durante o envelhecimento da mulher e de fémeas de

roedores.
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Legenda das Figuras

Figura 1 - Criocortes da prdstata feminina do gerbilo, nas quatro fases do ciclo estral,
submetidos a reacdo para fosfatase 4cida prostitica. Contracoloracdo: Metil-Green. Em
todas as fases houve uma predominincia de marcacido forte (F), sendo poucas vezes
observado auséncia (A) de reatividade. Foram constatados alguns dcinos com marcagao
intermedidria (I) e fraca (Fr) entremeados aos dcinos com forte reatividade. No diestro II foi
evidenciada presenca de reatividade nos “debris” celulares (seta) presentes nos lumens de
alguns dcinos. A marcagdo para esta enzima foi encontrada no dpice das células secretoras
(cabeca de seta) ou ocupando todo o citoplasma (seta dupla). A auséncia de marcaciao nos
acinos prostaticos das laminas do controle negativo (*) confirmou a funcionalidade da

técnica.

Figura 2 - Percentual dos diferentes padrdes da atividade da fosfatase dcida prostitica nas
fases de proestro, estro, diestro I e diestro II. Os valores correspondem a média + o erro
padrao da média. Observar que durante todo o ciclo existe predominancia de marcacdo
acinar forte para a fosfatase acida, mostrando que a glandula prostatica € ativa durante todo
o ciclo. Observar também que em estro encontra-se a menor freqiiéncia de dcinos com
auséncia de marcagdo, enquanto que em diestro Il encontra-se a maior freqiiéncia de 4cinos

com auséncia de marcagao e uma freqii€éncia baixa de 4cinos com marcacao intermedidria.

Figura 3 — Reconstru¢cdo Tridimensional da préstata de gerbilo fémea adulta (Meriones
unguiculatus) durante o ciclo estral — visdo longitudinal. (A) e (B) visdo longitudinal da
prostata feminina do gerbilo nas fases de proestro e estro, respectivamente; (C) e (D) visdo
longitudinal da préstata feminina do gerbilo nas fases de diestro 1 e diestro II,
respectivamente. As setas mostram os ductos prostiticos (azul) inseridos na parede da
uretra (amarelo), os quais se comunicam com a glandula prostdtica (cabeca de seta) em
algumas regides. A estrutura em vermelho representa o epitélio da uretra. Na fase diestro II,
embora a glandula prostdtica esteja representada unilateralmente, € comum, também, a

presenca de prostata bilateral. Observar nessa mesma fase a presenca de ductos isolados
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(seta larga), os quais ndo se comunicam com regides acinares, evidenciando uma possivel
tentativa de desenvolvimento da glandula prostética nesta regido. Todas as barras de escala

representam 800 um; Cr = regido cranial e Ca = regido caudal.

Figura 4 — Reconstru¢cdo Tridimensional da préstata de gerbilo fémea adulta (Meriones
unguiculatus) durante o ciclo estral — visdo transversal. (A) e (B) visdo transversal da
prostata feminina do gerbilo nas fases de proestro e estro, respectivamente; (C) e (D) visdo
transversal da prostata feminina do gerbilo nas fases de diestro I e diestro II,
respectivamente. As setas mostram os ductos prostdticos (azul) inseridos na parede da
uretra (amarelo), os quais se comunicam com a glandula prostdtica (cabeca de seta) em
algumas regides. A estrutura em vermelho representa o epitélio da uretra. Observar que em
estro a glandula prostdtica apresenta acinos mais amplos, e desta forma mais volumosos
que nas demais fases do ciclo estral, sendo que em diestro I observa-se uma regressao da
glandula com um pequeno aumento na fase subseqiiente. Todas as barras de escala

representam 800 um; D = lado direito do animal e E = lado esquerdo do animal.
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Tabela I - Niveis séricos de estrégeno, progesterona, testosterona e proteina reativa ao

antigeno especifico da préstata (PSA) em todas as fases do ciclo estral (n = 10 amostras por

grupo). Os valores mencionados correspondem a média e ao desvio padrdo. (a,b)

representam diferencas significativas entre os grupos analisados (p <0,05).

FASES DO CICLO ESTRAL
Proestro Estro Diestro 1 Diestro 11
Estradiol 55 00, 4930 31.0042606° 27.60+ 1644 11620 + 63,54
(pg/ml)
Progesterona 5\, ¢o6t  §972+3881"  6.62+7.81° 10,13 +7.33°
(ng/ml)
Testosterona 55, ) 0,74 + 0,13 0,58 + 0,09 0,62 0,32
(ng/ml)
PSA 0,16 +0,10°  037+021° 0.11 + 0,05 0,16 + 0,05°
(ng/ml)
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CONCLUSOES GERAIS

1.

As oscilagdes hormonais decorrentes do ciclo estral do gerbilo desencadearam
modificagdes morfolégicas na glandula prostitica. Nas fases de proestro e estro os
acinos prostdticos apresentaram um epitélio secretor mais alto, constituidos por células
colunares, e um limen mais amplo e com maior quantidade de secrecdo. Nas demais
fases do ciclo, diestro I e diestro II, os acinos se mostraram menores € menos
desenvolvidos, com um epitélio secretor de revestimento mais baixo, constituido por
células cubicas, e um limen menor e com pouca secre¢do. O aspecto regredido mais
intenso foi observado na fase de diestro II, na qual foi possivel observar pregueamentos

dos 4cinos prostaticos e presenga de “debris” celulares no interior do limen.

Em todas as fases do ciclo estral foi observada a presenca de atividade fosfatdsica dcida
prostatica (PAP). Durante todo o ciclo houve predominancia de marcagdo acinar forte
para esta enzima, constatando-se uma menor propor¢cdo de 4cinos com auséncia de
marcacdo na fase estro, havendo também uma menor propor¢do de &cinos com
marcacao intermedidria e uma maior quantidade de dcinos com auséncia de marcagao

nas fases de diestro I e 1.

A reconstru¢do tridimensional demonstrou que a préstata feminina possui uma
localizag@o parauretral, com seus ductos inseridos na musculatura da uretra, os quais se
conectam com o0s 4cinos em algumas regides. A sua estrutura sofre modificacdes
durante o ciclo estral, havendo um maior desenvolvimento desta glandula nas fases de
proestro e estro (principalmente), nas quais os seus 4cinos se mostraram maiores € com

limen mais amplo em relacdo as fases diestro I e II.

A préstata feminina do gerbilo mostrou ser influenciada pelo ciclo estral, possuindo
um comportamento bifasico durante o ciclo, com um maior desenvolvimento secretério
e morfoldgico nas fases de proestro e estro e uma regressao nas fases diestro I e diestro

I, nas quais os 4cinos sao menores € o epitélio € formado por células cubicas.

58



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Addiego F, Belzer EG, Comolli J, Moger W, Perry JD, Whipple B. 1981. Female
ejaculation: a case study. J Sex Res, 17:1-13.

Bancroft JD, Gamble M. 2002. Theory and practice of histological techniques. 5th ed. New
York: Churchill Livingstone.

Barfield MA, Beeman EA. 1968. The oestrous cycle in the Mongolian gerbil, Meriones
unguiculatus. J Reprod Fertil, 17(2):247-51.

Bieberich CJ, Fujita K, He WW, Jay G. 1996. Prostate-specific and androgen-dependent
expression of a novel homeobox gene. J Biol Chem, 271:31779-31782.

Cordeiro RS, Scarano WR, Campos SGP, Santos FCA, Vilamaior PSL, Gées RM, Taboga
SR. 2008. Androgen receptor in the Mongolian gerbil ventral prostate: evaluation
during different phases of postnatal development and following androgen blockage.
Micron, In press.

Custédio AMG, Gées RM, Taboga SR. 2004. Acid phosphatase activity in gerbil prostate:
comparative study in male and female during postnatal development. Cell Biology
International, 28: 335-344.

Custédio AMG, Santos FCA, Campos SGP, Vilamaior PSL, Gées RM, Taboga SR. 2008.
Aging effects on the Mongolian gerbil female prostate (Skene’s paraurethral glands):
structural, ultrastructural, quantitative, and hormonal evaluations. Anat Rec, In press.

de Graaf R. 1672. De mulierum organis generationi inservientibus. Tractatus novus
demonstrans tani homines et animdlia caetera omnia, quac vivipara dicuntut, haud
minus quam vivipara ab ovo origenem ducere. Leyden, 66p.

Diamandis EP, Yu H. 1997. Nonprostatic sources of prostate-specific antigen. Urol Clin
North Am, 24(2):275-282.

Duliniska J, Laidler P, Labedz M. 2002. Comparative analysis of prostatic acid phosphatase
and prostate-specific antigen mRNA levels in hyperplastic prostate stimulated with

steroid hormones and growth factors. Acta Biochim Pol, 49(2): 357-368.

59



Fiala JC (2005) Reconstruct: a free editor for serial section microscopy. J Microscopy
218:52-61.

Flamini MA, Barbeito CG, Gimeno EJ, Portiansky EL. 2002. Morphological
characterization of the female prostate (Skene’s gland or paraurethral gland) of
Lagostomus maximus maximus. Annals Anat, 184:341-345.

Fochi RA, Perez APS, Bianchi CV, Rochel SS, Gées RM, Vilamaior PSL, Taboga SR,
Santos FCA. 2008. Hormonal oscillations during the estrous cycle influence the
morphophysiology of the gerbil (Meriones unguiculatus) female prostate (Skene’s
paraurethral glands). Biol Reprod, 79(6):1084-91.

Galadari 1, Al-Mazroei M, Alkaabi J. 2004. Prostatic-specific antigen and idiopathic
hirsutism in females. Int J Dermatol, 43:275-277.

Goldberg JM, Friedman CI. 1995. Effect of hormonal manipulation on human fallopian
tubal epithelium in vitro. J Assist Reprod Genet, 12:132-135.

Goldman JM,Walker RF, Cooper RL. 1985. Aging in the rat hypothalamicpituitary-
ovarian axis: The involvement of biogenic amines in the loss of reproductive
cyclicity. In: Parvez H, Parvez S, Gupta D, editors. Neuroendocrinology of hormone-
transmitter interaction. Utrecht: V.N.U. Science Press. p 127-152.

Goldman JM, Murr AS, Cooper RL. 2007. The rodent estrous cycle: characterization of
vaginal cytology and its utility in toxicological studies. Birth Defects Res B Dev
Reprod Toxicol, 80(2):84-97.

Grifenberg E. 1950. The role of the urethra in female orgasm. Int J Sexol, 3:145-148.

Granadian R, Lewis JG, Chisholm GD. 1997. Androgen concentration in prostate and
serum of the male and female Praomys (Mastomys) Natalensys. Invest Urol, 15:212-
214.

Gross SA, Didio LJA. 1987 Comparative morphology of the prostate in adult male and
female of Praomys (mastomys) natalensis studies with electron microscopy. J
Submicros Cytol, 19 (1): 77-84.

Heape, W. (1900). The “sexual season” of mammals and the relation of the “pro-oestrum”

to menstruation. Q J Microsc Sci 44, 1-70.

60



Hines TM. 2001. The G-spot: A modern gynecologic myth. Am J Obstet Gynecol, 185(2):
359-362.

Huang L, Pu Y, Alam S, Birch L, Prins GS. 2004. Estrogenic regulation of signaling
pathways and homeobox genes during rat prostate development. J Androl, 25: 330-
337.

Huffman JW. 1948. The detailed anatomy of the paraurethral ducts in the adult human
female. Am J Obstet Gynecol, 55:86-101.

Huttunen E, Romppanen T, Helminen HJ. 1981. A histoquantitative study on the effects of
castration on the rat ventral prostate lobe. J Anatomy, 3: 357-370.

Kato H, Kobayashi S, Islam AM, Nishizawa O. 2005. Female para-urethral
adenocarcinoma: histological and immunohistochemical study. Int J Urol, 12:117-
119.

Kocak M. 2004. Serum levels of prostate-specific antigen and androgens after nasal
administration of gonadotropin releasing hormone-agonist in hirsute women. Gynecol
Endocrinol, 18(4):179-185.

McCrea LE. 1952. Malignancy of the female urethra. Urol Surv, 2:85-149.

Nishino N, Totsukawa K. 1996. Study on the estrous cycle in the Mongolian gerbil
(Meriones unguiculatus). Exp Anim, 45(3):283-288.

Oliveira SM, Leite Vilamaior PS, Corradi LS, Gées RM, Taboga SR. 2006. Cellular and
extracellular behavior in the gerbil (Meriones unguiculatus) ventral prostate following
different types of castration and the consequences of testosterone replacement. Cell
Biol Int, 31(3):235-245.

Olsson AY, Lilja H, Lundwall A. 2004. Taxon-specific evolution of glandular kallikrein
genes and identification of a progenitor of prostate-specific antigen. Genomics,
84:147-156.

Prins GS, Birch L. 1993. Immunocytochemical analysis of androgen receptor along the
ducts of the separate rat prostate lobes after androgen withdrawal and replacement.
Endocrinology, 130:3066-3073.

Prins GS, Korach KS. 2008. The role of estrogens and estrogen receptors in normal prostate

growth and disease. Steroids, 73:233-244.

61



Pu Y, Huang L, Prins GS. 2004. Sonic hedgehog-patched Gli signaling in the developing

rat prostate gland: lobe-specific suppression by neonatal estrogens reduces ductal growth
and branching. Dev Biol, 273:257-275.

Risbridger GP, Almahbobi GA, Taylor RA. 2005. Early prostate development and its
association with late-life prostate disease. Cell Tissue Res, 322: 173-181.

Santos FCA, Carvalho HF, Gées RM, Taboga SR. 2003. Structure, histochemistry and
ultrastructure of the epithelium and stroma in the gerbil (Meriones unguiculatus)
female prostate. Tissue & Cell, 35: 447-457.

Santos FCA, Leite RP, Custédio AMG, Carvalho KP, Monteiro-Leal LH, Santos AB, Gées
RM, Carvalho HF, Taboga SR. 2006. Testosterone stimulates growth and secretory
activity of the adult female prostate of the gerbil (Meriones unguiculatus). Biol
Reprod, 75(3): 370-3709.

Santos FCA, Taboga SR. 2006. Female prostate: a review about the biological
repercussions of this gland in humans and rodents. Anim Reprod, 3(1):3-18.

Santos FCA, Falleiros-Jr LR, Vilamaior PSL, Taboga SR. 2007. Experimental endocrine
therapies promote epithelial cytodifferentiation and ciliogenesis in the gerbil female
prostate. Cell Tissue Res, 328:617-624.

Santos FCA, Custédio AMG, Campos SGP, Vilamaior PSL, Gées RM, Taboga SR. 2008.
Anti-estrogen therapies affect tissue homeostasis of the gerbil female prostate and
ovaries (Meriones unguiculatus). Biol Reprod, In press.

Satoh H, Mori K, Furuhama k. 2001. Morphological and Immunohistochemical
characteristics of the Heterogeneous Prostate-Like Glands (Paraurethral Gland) Seen
in Female Brown-Norway Rats. Toxicol Pathol, 29:237-241.

Sauter ER, Klein G, Wagner-Mann C, Diamandis EP. 2004. Prostate-specific antigen
expression in nipple aspirate fluid is associated with advanced breast cancer. Cancer
Detection and Prevention, 28:27-31.

Schmidt S, Franke M, Lehmann J, Loch T, Stockle M, Weichert-Jacobsen K. 2001.
Prostate-specific antigen in female urine: a prospective study involving 217 women.
Urology, 57:717-720.

Schubach G. 2002. The G-spot is the female prostate. Am J Obstet Gynecol, 186(4): 850.

62



Sharifi-Aghdas F, Ghaderian N. 2004. Female paraurethral cysts: experience of 25 cases.
BJU Int, 93:353-356.

Shehata R. 1980. Female prostate and urethral glands in the home rat, Rattus
norvegicus.Acta Anat, 107:286-288.

Skene AJC. 1880. The anatomy and pathology of two important glands of the female
urethra. Amer J Obstetr Diss Women Child, 13:265-270.

Sloboda J, Zavia¢i¢ M, Jakubovsky J, Hammar E, Johnsen J. 1998. Metastasizing
adenocarcinoma of the female prostate (Skene’s paraurethr]l galnds). Histological and
immunohistochemical prostate markers studies and first ultrastructural observation.
Pathol Res Pract, 194: 129-136.

Staley K, Scharfman H. 2005. A woman’s prerogative. Nature Neuroscience, 8(6):697-698.

Tenniswood M, Bird CE, Clark AF. 1976. Acid phosphatases: androgen dependent markers
of rat prostate. Can J Biochem, 54:350-357.

Tenniswood MP, Abrahams PP, Bird CE, Clark AF. 1978. Effects of castration and
androgen replacement on acid phosphatase activity in the adult rat prostate gland. J
Endocrinol, 77:301-308.

Tepper SL, Jagirdar J, Heath D, Geller SA. 1984. Homology between the female
parauretrhal (Skenes’s) glands and the prostate. Arch Pathol Lab Med, 108(5): 423-
425.

Veeramani S, Yuan TC, Chen SJ, Lin FF, Petersen JE, Shaheduzzaman S, Srivastava S,
MacDonald RG, Lin MF. 2005. Cellular prostatic acid phosphatase: a protein tyrosine
phosphatase involved in androgen-independent proliferation of prostate cancer.
Endocr Relat Cancer, 12(4):805-22.

Vilamaior PSL, Taboga SR, Carvalho HF. 2005. Modulation of smooth muscle cell
function: Morphological evidence for a contractile to synthetic transition in the rat
ventral prostate. Cell Biol Int, 29: 809-816.

Weibel ER. 1978. Principles and methods for the morphometric study of the lung and other
organs. Lab Invest, 12: 131-155.

63



Wernet N, Albrecht M, Sesterhenn I, Goebbels R, Bonkhoff H, Seitz G, Inniger R,
Remberger K. 1992. The “female prostate”: localion, morphology,
immunohistochemical characteristics and significance. Eur Urology, 22:64-69.

Westwood FR. 2008. The female rat reproductive cycle: a practical histological guide to
staging. Toxicol Pathol, 36(3):375-84.

Yu H, Berkel H. 1999. Prostate-specific antigen (PSA) in women. J La State Med Soc,
151(14): 209-213.

Zarghami N, Grass L, Sauter ER, Diamandis EP. 1997. Prostate-specific antigen in serum
during the menstrual cycle. Clin chemistry, 43(10):1862-1867.

ZaviaCi¢ M, Brozman M, Holoman IK, Zaviacicova A, Oberucova J. 1983. ew observations
on the paraurethral (Skene's) ducts and glands in females. Bratisl Lek Listy,
79(5):533-44.

ZaviaCi¢ M. 1985. The adult human female prostate homologue and the male prostate
gland: a comparative enzyme-histochemical study. Acta Histochem;77:19-31.

Zaviacic M, Porubsky J, Vierik J, Holoman IK. 1989. Enzymes of the female prostate
during the fertile age and after menopause. Comparative histochemical study. Cesk
Gynekol, 54(10):755-60.

Zaviaci¢ M. 1993. Update on the female prostate and the phenomenon of female
ejaculation. The Journal of Sex Research, 30(2): 148-151.

Zaviaci¢ M, Sidlo J, Borovsky M. 1993. Prostate specific antigen and prostate specific acid
phosphatase in adenocarcinoma of Skene’s paraurethral glands and ducts. Virchows
Archiv A Pathol Anat, 423: 503-505.

ZaviaCi¢ M, Ruzickova M, Blazekova J, Zaviaci¢ T, Itoh Y, Okutani R, Kawai T. 1997a.
Immunohistochemical distribution of rabbit polyclonal antiurinary protein 1 antibody
in the female (Skene’s gland) and male prostate: new marker for neuroendocrine
cells? Acta Histochem, 99:267-275.

Zaviaci¢ M, Danihel L, Ruzickovda M, BlaZzekova J, Itoh Y, Okutani R, Kaway T. 1997b.
Immunohistochemical localization of human protein 1 in the female prostate (Skene’s

Gland) and the male prostate. Histochem J, 29(3):219-227.

64



ZaviaCi¢ M. 1999. The Female Prostate: From vestigial Skene’s parauretral glands and
ducts to woman’s functional prostate. 1.ed. Bratislava, Slovakia: Slovack Academic
Press, 171p.

Zaviaci¢ M, Ablin RJ. 2000. The female prostate and prostate-specific antigen.
Imunohistochemical localization, implications of this prostate marker in women and
reasons for using the term “prostate” in human female. Histol Histopathol, 15(1):131-
142.

ZaviaCi¢ M, Jakubovska V, BeloSovic¢ J, Breza J. 2000a. Ultrastrucuture of the normal adult
human female prostate gland (Skene’s gland). Anat Embriol (Berl), 201(1): 51-61.

Zaviaci¢ M, Zajickova M, Blazekova J, Dondrova L, Svetoslav S, Miroslav M, Zaviaci¢ T,
Holomédn K, Breza J. 2000b. Weight, size, macroanatomy, and histology of the
normal prostate in the adult human female: a minireview. Journal of Histotechnology,
23(1):61-69.

Zaviaci¢ M, ZaviaCi¢ T, Ablin RJ, Breza J, Holoman K. 2001. The female prostate: history,

functional morphology and sexology implications. Sexologies, 11(41):44-49.

65



Universidade Estadual Paulista

AN \4
unes p - Instituto de Biociéncias
CEEA — COMISSAO DE ETICA NA

EXPERIMENTACAO ANIMAL
Caixa Postal 510 - 18.618-000 - Botucatu, SP fone (014) 38116013 fax (01438113744

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 16/07-CEEA,
sobre “Aspectos morfofuncionais da préstata feminina do
gerbilo durante o ciclo estral”, sob a responsabilidade de
SEBASTIAO ROBERTO TABOGA, estia de acordo com
os Principios Eticos na Experimentag@o Animal adotado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e
foi aprovado “Ad referendum” da comiIssio DE ETica N4

EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA), nesta data.

Botucatu, 30 de margo de 2007.

//

| s T e ATl
Prof. Dr. MARCELO RAZERA BARUFFI __NADIA JAVENCIO COTRIM
Presidente - CEEA Sgcrétéria - CEEA

A4
\
\

66



DECLARACAOQO

Declaro para os devidos fins que o conteido de minha Tese de Mestrado intitulada
ASPECTOS MORFOFUNCIONAIS DA PROSTATA FEMININA DO GERBILO
DURANTE O CICLO ESTRAL: Estudos estruturais e caracterizagdo do perfil secretor

() nao se enquadra no Artigo 1°, § 3° da Informagdo CCPG 01/2008, referente a bioética
e biosseguranga.

( ) esta inserido no Projeto CIBio (Protocolo n° ), intitulado

( X ) tem autorizagdo da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (Protocolo n®
16/07-CEEA).

() tem autorizagio do Comité de Etica para Pesquisa com Seres Humanos (?) (Protocolo

n’ ).

TN
Kwr«/»(wa-

o: Ricardo Alexandre Fochi

Orientador: Prof. Dr. Sebastido ert \ia

Para uso da Comissdo ou Comité pertinente:

(X) Deferido () Indeferido

Qﬁ%ﬂﬂm Az u&c«f{;,m@(é@

ungdo:  Profa. Dra. MARlA A GUARALDO
Presidente
Comiss3o de Etica na Experimentacao Animal
CEEA/IB - UNICAMP

67



