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RESUMO

Pesticidas organofosforados sdo muito utilizados na agricultura, mas sé@o toxicos
para muitos organismos incluindo os seres humanos, podendo atuar como
desreguladores endocrinos e como agentes mutagénicos e carcinogénicos. Um dos
efeitos desreguladores € a alteracdo do metabolismo lipidico, que estad associado
também ao desenvolvimento do cancer. Isso pode ser explicado pela necessidade
das células tumorais em utilizar acidos graxos para compor suas membranas em
construcdo. Dentre os pesticidas organofosforados esta o Diclorvos (DDVP), cujo
alto consumo e utilizacdo se baseia em sua grande eficacia e baixo custo. Neste
sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia do praguicida DDVP
sobre os marcadores moleculares do metabolismo lipidico (SREBP, SCAP, LIMP-II e
CD36) na prostata de ratos apos inducdo quimica pelo carcindgeno N-metil-N-
nitrosoureia (MNU). Foram utilizados 32 ratos da linhagem Fischer 344, com idade
de 90 dias. Os ratos foram separados em quatro grupos experimentais: Controle,
DDVP, MNU, MNU+DDVP. Foram feitas analises histopatologicas, imuno-
histoquimicas e Western Blotting na prostata ventral dos ratos. Na analise
histopatolégica, os grupos MNU e MNU+DDVP apresentaram 100% de incidéncia de
hiperplasia. Para a avaliagdo morfométrico-estereoldgica, o grupo MNU+DDVP
apresentou aumento do volume relativo de epitélio quando comparado com 0 grupo
controle. As proteinas SREBP e CD36 foram encontradas nas células epiteliais
luminais na regido do Aparelho de Golgi, a SCAP principalmente na regido apical, e,
a LIMP 1l dispersa no citoplasma como aglomerados. Quanto a quantificacdo das
proteinas, o indice de densitometria Optica para a LIMP Il no grupo MNU+DDVP foi
maior que nas demais proteinas, indicando que a associa¢cdo do DDVP ao MNU foi
capaz de promover alteracbes no metabolismo lipidico. O maior indice de
densitometria Optico para as proteinas SREBP e CD36 foi observado no grupo
MNU+DDVP. O indice de densitometria 6ptico para a SCAP foi menor nos grupos
DDVP e MNU+DDVP, ambos tratados com DDVP. Assim, podemos concluir que o
pesticida DDVP, em baixas concentracdes, associado a indu¢do quimica por MNU,
foi capaz de promover alteracbes na morfologia da préstata ventral de ratos, bem
como, no seu metabolismo lipidico.

Palavras-chaves: Diclorvés. Metabolismo lipidico. SREBP. SCAP. LIMP-II. CD36.
Cancer de prostata.
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ABSTRACT

Organophosphate pesticides are widely used in agriculture, but are toxic to many
organisms including humans, and can act as endocrine disrupters and as mutagenic
and carcinogenic agents. One of the deregulatory effects is the alteration of lipid
metabolism, which is also associated with cancer development. This may be
explained by the need for tumor cells to use fatty acids to compose their building
membranes. Among the organophosphate pesticides, Dichlorvos (DDVP) is one of
the most effective and least expensive. Therefore, the objective of the present study
was to evaluate the influence of the DDVP pesticide on the molecular markers of lipid
metabolism (SREBP, SCAP, LIMP-Il and CD36) in rat prostate after chemical
induction by the carcinogen N-methyl-N-nitrosourea (MNU). Thirty two rats from the
Fischer 344 lineage aged 90 days were used. The rats were separated into four
experimental groups: Control, DDVP, MNU and MNU + DDVP. Histopathological,
immunohistochemical and Western Blotting analyzes of the ventral prostate of rats
were performed. In the histopathological analysis, the MNU and MNU + DDVP
groups had a 100% incidence of hyperplasia. For the morphometric-stereological
evaluation, the MNU + DDVP group showed an increase in the relative volume of
epithelium when compared with the control group. The SREBP and CD36 proteins
were found in luminal epithelial cells in the Golgi Apparatus region, SCAP mainly in
the apical region, and LIMP Il dispersed in the cytoplasm as clusters. As for protein
guantification, the optical densitometry index for LIMP Il in the MNU + DDVP group
was higher than in the other proteins, indicating that the association of DDVP with
MNU was able to promote changes in lipid metabolism. The highest optical
densitometry index for the SREBP and CD36 proteins was observed in the MNU +
DDVP group. The optical densitometry index for SCAP was lower in the DDVP and
MNU + DDVP groups, both treated with DDVP. Thus, we can conclude that the
pesticide DDVP, in low concentrations, associated with chemical induction by MNU,
was able to promote changes in the morphology of the ventral prostate of rats, as
well as in their lipid metabolism.

Keywords: Dichlorvos, lipid metabolism, SREBP, SCAP, LIMP-Il and CD36, prostate
cancer.
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1. INTRODUCAO
1.1. Prostata

A prostata € uma glandula sexual acessoria do sistema genital masculino,
responsavel pela secrecdo e armazenamento de grande parte dos componentes do
liqguido seminal. Sua secrecdo tem como fungdo garantir aos espermatozoides
condicbes ideais de sobrevivéncia e viabilidade durante e apdés a ejaculacéo
(PRICE, 1963).

Os estudos de Marker e colaboradores (2003) apontam que o
desenvolvimento da préstata se inicia na vida fetal, a partir do seio urogenital, e se
completa na maturidade sexual.

Fine & Reuter (2012) fizeram estudo baseado nos trabalhos pioneiros de
McNeal (1983) sobre a anatomia da préstata e confirmaram que a prostata dos
humanos é um o6rgdo compacto, sendo formado por trés zonas glandulares
denominadas: zona central (CZ), zona periférica (PZ) e zona de transicdo (TZ) e
uma regido nao glandular, denominada de estroma fibromuscular anterior. A capsula
€ uma bainha comum de tecido fibromuscular que possui a funcao de unir as zonas
da prostata. Nos humanos, a préstata madura apresenta o tamanho aproximado de
uma noz (4 x 2,5cm e 20g) (ROY-BURMAN et al., 2004).

A morfogénese ductal da prostata de roedores da origem a trés lobos
prostéticos simétricos bilateralmente, denominados: préstata anterior (PA), préstata
dorsolateral (PDL) e préstata ventral (PV). Quando os ratos atingem a maturidade
sexual, a prostata € uma glandula multilobada e possui diferencas histolégicas e
fisiologicas dentro de cada lobo (Figura 1) (MARKER et al., 2003).
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Figura 1. Préstata de rato e seus trés lobos: PA, PDL e PV (MARKER et al., 2003).

A préstata anterior (PA) € também conhecida como glandula de coagulacgéo,
apresenta formato tubular e seus tecidos sdo adjacentes a vesicula seminal. Por
conta disso, em laminas histologicas, podem ser representadas juntas, porém, com
diferencas notaveis, a PA possui mais projecfes papilares no limen e menos
secrec¢des eosinofilicas em comparacédo a vesicula seminal. Com relacao ao epitélio,
a PA contém dobras com padrdao cribiforme e células colunares com nucleos
localizados centralmente. (ROY-BURMAN et al., 2004).

A prostata lateral esta localizada inferiormente a PA e a vesicula seminal.
Ela esta relacionada a prostata dorsal na regido dorsal, por esse motivo podem ser
estudadas em conjunto, recebendo o nome de préstata dorsolateral (PDL).
Ventralmente, a préstata lateral se sobrepbe, parcialmente, a préstata ventral
(HAYASHI et al., 1991, ROY-BURMAN et al., 2004).

A prostata lateral € dividida em dois tipos de sistemas ductais: a prostata
lateral do tipo 1 e a prostata lateral do tipo 2. A primeira (prostata lateral tipo 1)

apresenta de 5 a 7 ductos principais longos e 20 a 30 extremidades distais; os
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ductos sao revestidos por epitélio colunar simples com poucas dobras epiteliais e as
extremidades apresentam estruturas acinares preenchidas com secrecdo. A préstata
lateral do tipo 2 apresenta de 5 a 6 ductos principais curtos e 40 a 60 extremidades
distais. Assim como na prOstata lateral do tipo 1, o epitélio dos ductos é colunar
simples, porém com numero moderado de dobras epiteliais. Os ductos de ambas as
prostatas laterais (tipo 1 e 2) surgem da mesma regido da uretra e sao circundados
por estroma denso (HAYASHI et al., 1991).

A préstata dorsal esta localizada inferior e posteriormente a vesicula seminal
e a PA, e, posteriormente, a bexiga urinaria e a prostata lateral. Apresenta de 5 a 6
ductos principais que terminam em estrutura acinar, com arborizagcdo ductal
complexa. Comparando com a prostata lateral do tipo 2, as dobras epiteliais na
prostata dorsal sdo relativamente menores. Analises da prostata dorsal ao
microscépio de luz mostraram a presenca de secrecdo e detritos celulares no limen
(HAYASHI et al., 1991).

Morfologicamente, a préstata ventral de roedores € uma glandula tubulo
acinar composta por sistema ductal, envolto por estroma rico em células musculares
lisas. Este sistema ductal pode ser dividido em trés regides — proximal, intermediaria
e distal - cada uma delas com caracteristicas histolégicas e funcionais diferentes. Na
regido distal, as células epiteliais sdo colunares altas com alta atividade proliferativa,
engquanto, na regido proximal, as células epiteliais sdo cubicas com alta taxa de
morte celular. O estroma da regido distal € rico em fibroblastos e apresenta esparsas
fibras musculares lisas, enquanto na regido proximal, ocorre o contrario, ou seja, 0
estroma é rico em fibras musculares lisas e apresenta esparsos fibroblastos. A
regido intermedidria apresenta caracteristicas intermediarias entre a regido proximal
e a distal e é a regido responsavel pela producdo da secrecao prostatica (Figura 2)
(NEMETH & LEE, 1996).
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Figura 2. Trés regides do sistema ductal da prostata ventral: Proximal, Intermediéria e Distal
(NEMETH & LEE, 1996).

Estudos realizados por Roy-Burman e colaboradores (2004) relatam que
tanto a préstata humana como a prostata de ratos apresentam semelhancas quanto
a suas células epiteliais, apresentando células luminais secretoras, basais e
neuroendocrinas.

A funcao que elas desempenham é a mesma em ambas, 0 que varia € a
concentracdo e a distribuicdo dessas células entre as espécies. Em ambas
espécies, as células epiteliais luminais secretam proteinas e fluidos para o lumen.
Os ratos apresentam uma camada menor e descontinua de células basais ao redor
dos ductos prostaticos, enquanto, nos humanos, ha uma camada continua de
células basais entre as células secretoras e a lamina basal (MARKER et al., 2003).

Ha muitas semelhancas entre os tecidos da prostata humana e de ratos
guanto a embriogénese, anatomia e histologia, mas existem diferencas significativas
que devem ser levadas em consideragdo. O I6bulo anterior nos ratos (PA) é
considerado analogo a zona central (CZ) nos humanos, e o I6bulo dorsolateral (PDL)
nos ratos, analogo a zona periférica (PZ) nos humanos. A prostata ventral € o l6bulo
mais responsivo a andrégeno, enquanto a prostata dorsolateral apresenta maior
potencial de desenvolvimento de lesbes (ROY-BURMAN et al., 2004; SLAYTER et
al., 1994).
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1.2. Cancer de préstata e carcinogénese prostatica

A prostata pode apresentar diversas patologias, como a Hiperplasia
Prostatica Benigna (HPB), que € um crescimento ndo neoplasico dessa glandula
apos os 50 anos de idade, e o Cancer de Préstata ou Adenocarcinoma Prostatico,
gue € um tumor maligno, provocado pela proliferacdo anormal das células epiteliais
(ELLEM & RISBRIDGER et al., 2009).

De acordo com os dados do Observatério Global do Cancer (GCO),
mundialmente, o cancer de prostata € o segundo cancer mais prevalente em
homens. A estimativa de 2018 foi de 1.276.106 casos, ficando atras apenas do
cancer de pulméo. O céancer de prostata tornou-se nestes Ultimos anos um grande
problema de saude publica, assumindo a primeira posicdo em mortes por cancer
(21%) em homens nos Estados Unidos em 2020 (SIEGEL et al., 2020).

No Brasil, de acordo com os dados estatisticos do Instituto Nacional do
Cancer (INCA), a incidéncia do cancer de préstata também tem aumentado nos
ultimos anos. Os dados mostram 65.840 novos casos, sendo o segundo cancer mais
comum entre 0os homens, ficando atrds apenas do cancer de pele ndo melanoma. O
cancer de prostata € um tipo de cancer considerado da terceira idade, uma vez que
cerca de trés quartos dos casos no mundo ocorrem em homens a partir dos 65 anos
de idade (INCA, 2020).

A relacdo da idade com o céncer de préstata € clara, a medida que os
homens vao envelhecendo, ha um aumento consideravel do tecido adiposo (POLARI
et al., 2015). Gong e colaboradores (2014) relatam que ha fatores em comum entre
a oncogénese e a lipogénese, mostrando que a obesidade pode ser um fator de
risco para o desenvolvimento de canceres como de préstata, figado, rim, eséfago e
mama.

O processo de carcinogénese ocorre em distintas etapas: iniciacao,
promocdo e progressdo. A primeira € caracterizada pela alteracdo genética
irreversivel, a segunda pelo aumento da populacdo de células tumorais e a ultima
pela transformacao em tumor capaz de invadir outros tecidos (HICKS, 1980).

Em modelos experimentais de carcinogénese quimica, utiliza-se,
geralmente, um agente alquilante que causa metilacao persistente do DNA. Um dos

7

agentes mais utilizados € o N-metil-N-nitrosoureia (MNU), que pode atuar como

19



iniciador ou como promotor (HICKS, 1980) e induzir indmeros canceres em
roedores, entre eles o

cancer de préstata (OHSHIMA; WARD, 1984; STEINBERG, 1990; HICK;
WAKEFIELD, 1972; ZARBL et al., 1985).

Bosland (2014) realizou um estudo com ratos Wistar para verificar qual o
mecanismo de acdo do horménio testosterona no desenvolvimento do cancer de
préstata e a sua associacdo com o MNU (uma unica dose). Os resultados obtidos
mostraram que a testosterona, sem associacdo com o MNU, induziu cancer de
prostata em 10-18% nos ratos, ja no grupo em que houve associacdo (testosterona
e MNU) a porcentagem foi de 50-71%. Os ratos que receberam apenas a dose de
MNU néo tiveram cancer de prostata. Com esses resultados, Bosland inferiu que a
testosterona é um forte promotor de tumor de prostata em ratos (BOSLAND, 2014).

Estudo realizado por Peixoto e colaboradores (2015) também utilizou a
associacdo MNU e testosterona para verificar a acdo do di (N-butil) ftalato (DBP), um
plastificante comumente utilizado, no desenvolvimento da préstata de ratos. Os
resultados mostraram que, 0 grupo gue recebeu testosterona mais DBP tiveram um
aumento no compartimento epitelial, e, os grupos tratados com DBP apresentaram
aumento de metaplasia/displasia quando comparados ao grupo controle mais MNU.
Esse estudo mostra a eficiéncia do tratamento com a associagdo MNU mais
testosterona no estudo de lesbes prostaticas, além de mostrar as alteracbes que
podem ocorrer no desenvolvimento da prostata quando em contato com um
desregulador enddcrino (DBP) (PEIXOTO et al., 2015).

1.3. Desreguladores enddcrinos e agrotoxicos

Muitos poluentes ambientais derivados de fontes industriais e agricolas,
incluindo praguicidas, pesticidas, fungicidas, inseticidas, herbicidas e outros
compostos quimicos usados na industria de plastico e em produtos de consumo
doméstico sdo desreguladores enddcrinos (KUO et al., 2012).

Essas sdo substéncias quimicas naturais ou sintéticas presentes no
ambiente sdo capazes de alterar a homeostase mantida pelos hormonios, agindo
nos receptores hormonais de forma a mimetizar a agdo dos horménios, e, podendo

causar lesdes prostéticas (KUO et al., 2012).
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Por isso, as substancias téxicas podem interferir no sistema enddécrino por
influenciar a sintese de hormoénios, liberacdo, transporte, metabolismo e excrecéo
(KUO et al., 2012), além de causar disfuncédo da resposta imunologica e inflamacgéo
(CHALUBINSKI & KOWASLKI, 2006; HUANG et al., 2010; LIN et al., 2011).

Os desreguladores enddécrinos podem perturbar o eixo hipotalamo-hipofise-
testiculo, causar reducado da fertilidade e disfuncéo erétil, alteracdo nas funcdes da
glandula tireoide, além de poderem causar cancer de testiculo e de proéstata
(SCHUG et al., 2011; SIKKA & WANG, 2008).

Segundo Prins (2006), ha fortes evidéncias em modelos animais de que
desreguladores enddcrinos, como cadmio, arsénio e bisfenol A, podem influenciar o
desenvolvimento e a progressdo de cancer de préstata, porque podem interferir na
sinalizacdo ou influenciar o metabolismo de estrogeno. O DDT (Dicloro-
DifenilTricloroetano), bem como seu metabdlito (DDE), tem efeito antiandrogénico
em machos, bloqueando os receptores de androgeno (KELCE et al.,, 1995;
MATTISON et al., 1983; SIKKA & WANG, 2008; WHORTON et al., 1977).

Benedetti e colaboradores (2017) realizaram um estudo investigando
quatorze Locais Contaminados de Prioridade Nacional Italianos (NPCSs), séo locais
que possuem alguma contaminacdo com desreguladores endécrinos e esses
estavam associados ao surgimento de tumores na mama, prostata, testiculo e
tireoide. Para investigar o potencial carcinogénico dos desreguladores, o0s
pesquisadores se basearam na avaliacdo de comités cientificos internacionais. O
resultado foi que, dos quatorze NPCSs investigados, doze estavam associados a
uma taxa significativa de canceres.

Valores significativamente aumentados foram encontrados em oito NPCSs
para cancer de mama, seis para cancer de préstata, quatro para cancer de tireoide
(ambos os sexos) e dois para cancer testicular. Embora esse estudo tenha mostrado
alta incidéncia de cancer em varios NPCSs, o desenho deste estudo ndo permitiu
concluir uma ligacdo causal com contaminacdo ambiental desses desreguladores,
mas sugeriram uma continua vigilancia epidemioldgica para os locais onde houve
alta taxa de tumores (BENEDETTI et al., 2017).

Um estudo realizado por Bedia e colaboradores (2015) analisou trés
desreguladores enddcrinos, aldrin, aroclor 1254 e clorpirifés e sua influéncia no

desenvolvimento de tumores prostaticos. Os resultados obtidos foram que, a
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exposicdo aos trés desreguladores causou uma transicdo celular, de células
epiteliais para mesenquimais. Os lipidios nas células foram analisados e o resultado
mostrou que a exposicdo aos trés desreguladores causou uma modificacdo na
quantidade lipidica, o aldrin causou diminuicdo de fosfolipidios e esfingolipidos,
enquanto que o aroclor e o clorpirifés causaram aumento de certos fosfolipidios,
glicoesfingolipidos e aumento de algumas espécies de cardiolipina. A exposi¢cdo a
esses desreguladores causou aumento consideravel de triglicerideos. Os
pesquisadores concluiram que essa mudanca no padréo lipidico e via metabdlica
dos lipidios esté relacionada a aquisicdo do fenétipo maligno do tumor em células
prostéticas quando expostas a esses desreguladores enddcrinos.

Segundo a lei LEI N° 7.802, DE 11 DE JULHO DE 1989 em seu 2° artigo, 0s
agrotoxicos e afins sao “a) os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos
ou biolégicos, destinados ao uso nos setores de produgcdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas,
nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna,
a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos; b)
substancias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento.”

Os agrotoxicos podem ser classificados de acordo com a praga a ser
destruida/controlada, podendo ser dos tipos: herbicidas, inseticidas, raticidas e
fungicidas. Essas classes de agrotéxicos podem se dividir de acordo com seu
mecanismo de acdo, sendo os organofosforados e carbamatos, piretrinas e
piretroides e organoclorados (OGA, 2003).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), 6rgdo de controle do
Ministério da Saude, classifica os agrotdxicos no Brasil em quatro classes, de acordo
com sua toxicidade (Figura 3) (ANVISA, 2011).
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Figura 3. Classificacéo de toxicidade segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
(ANVISA, 2011).

O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) desde 2000 publica boletins anuais de comercializagdo de agrotoxicos no
Brasil, o gréafico abaixo mostra o consumo de agrotoxicos e afins do ano 2000 a
2017 (Figura 4). No ano de 2017 o Brasil consumiu 539.944,95 toneladas de
agrotoxicos, esse valor inclui o consumo das seguintes regides somadas: Norte,
Centro-Oeste, Nordeste, Sudeste e Sul (IBAMA, 2019).

Consumo de agrotoxicos e afins (2000 - 2017)

2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
20089
2010
2011
2012
2013
2014
2015
2016
2017

Ano

Figura 4. Consolidagcéo de dados fornecidos por empresas registradas de produtos técnicos,
agrotoxicos e afins. Conforme art 41 do decreto 4.074/2002 (IBAMA, 2019).

A Organizacéo das Nac¢Oes Unidas para a Alimentacéo e a Agricultura (FAO)
publicou um Ranking referente ao uso de defensivos agricolas por hectare cultivado
de diversos paises, o Brasil aparece em 44° posigcdo, ficando atras dos paises
baixos, Bélgica, Italia, Montenegro, Irlanda, Portugal, Suica e Eslovénia. Em 2016 o
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consumo relativo de defensivos por hectare do Brasil foi de 4,31 quilos (Figura 5).
Com relagédo ao consumo de defensivos em fun¢éo da producdo agricola de graos,
fibras, frutas, pulses, raizes e nozes, o Brasil aparece em 58° lugar, com uso de 0,28
quilos de defensivo por tonelada de produtos agricolas (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO (MAPA), 2019).

Ranking da FAO sobre uso de
defensivos por hectare cultivado

kg/ha

Paises
Baixos

Figura 5. Organizagéo das Nag¢bes Unidas para a Alimentacéo e a Agricultura (FAO),
ranking referente ao uso de defensivos agricolas por hectare cultivado, 2016 (MAPA, 2019).

Os pesticidas organofosforados sdo compostos organicos muito eficazes e,
por isso, muito utilizados, porém trazem prejuizos grandes ao meio ambiente, e a
saude de diversos organismos, incluindo os seres humanos. Um desses pesticidas
organofosforados € o diclorvés, 2,2 diclorovinil dimetilfosfato ou DDVP (Figura 6),
extensamente utilizado em muitos paises no controle agricola, doméstico, comercial
e industrial de insetos (GAN et al., 2006). Comparado com outros praguicidas,
geralmente ele é escolhido devido a sua relacédo custo eficacia e ampla gama de
bioatividade (ZHANG et al., 2007).
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Figura 6. Formula Bruta e Férmula Estrutural do Diclorvés ou DDVP
(http://portal.anvisa.gov.br/documents/111215/117782/d13.pdf/729ad702-af41-467f-a365-
713a37cacf72).

O Diclorvés € um agente mutagénico e carcinogénico para seres humanos.
O valor da concentracédo letal (CL50) mostra que o diclorvés tem toxicidade aguda
elevada (U.S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2006). Embora toxico, 0
DDVP é notavel pelo seu rapido metabolismo e excrecdo por mamiferos. E
altamente toxico por inalacdo, absorcdo cutanea e ingestdo (US PUBLIC HEALTH
SERVICE, 1995; SOMIA et al., 2012).

A exposicdo cronica ao praguicida DDVP pode causar disfuncbes hepaticas
(BINUKUMAR et al., 2010). Pletsa e colaboradores (1999) observaram a inducao de
mutacBes somaticas em camundongos, apos tratamento por via intraperitoneal e por
via oral com dose elevada de diclorvés. Chan e colaboradores (1991), em trabalho
experimental com ratos Fisher 344 e camundongos B6C3F1, verificaram que o
DDVP tem potencial carcinogénico, podendo induzir leses neoplasicas no
pancreas, estbmago e glandulas mamaéarias, além de causar leucemia.

Tavassoli e colaboradores (2007) realizaram um estudo de rastreamento
celular para verificar a influéncia do desregulador endocrino DDVP no
desenvolvimento do cancer de préstata e na atividade de receptores de andrégenos.
O resultado obtido mostrou que o DDVP é capaz de aumentar a atividade dos
receptores de andrégenos quando ha um nivel baixo desse hormdnio, promovendo,

portanto, uma desregulacéo.
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Mills e Yang (2003) conduziram um estudo de caso com trabalhadores rurais
da California que tinham contato com os pesticidas lindano e heptaclor
(organoclorados), diclorvos (organofosforado), brometo de metila (fumigantes) e
simazina (herbicida), para avaliar qual a influéncia desses compostos no
desenvolvimento de canceres. A conclusdo obtida foi que os trabalhadores que
tiveram uma alta exposicado a essas substancias desreguladoras apresentaram um
risco elevado para cancer de prostata, diferentemente dos trabalhadores que tiveram
uma exposi¢cao menor.

Os pesticidas organofosforados podem atuar como desreguladores
enddcrinos, interferindo inclusive no processo de lipogénese e, consequentemente,

no desenvolvimento de lesdes prostaticas (BEDIA et al., 2015).

1.4. Metabolismo lipidico

Lipogénese é o processo realizado pelas células para formacao de acidos
graxos, lipidios constituidos por uma cadeia de hidrocarbonetos com um grupo
carboxila terminal, podendo ser saturados ou insaturados, que apresentam,
geralmente, um numero par de carbonos. Os acidos graxos possuem funcdes de
suma importancia para o organismo, tendo o papel de armazenamento de energia,
utilizado para formacao de moléculas de sinalizacdo e na formacdo de membranas
plasmaticas, processo denominado membranogénese (CURRIE et al., 2013).

As células podem realizar o processo de lipogénese para formar acidos
graxos, como também podem adquiri-los por meio exégeno, através da alimentacao.
A maioria das células normais, mesmo aquelas que possuem alta taxa de
proliferacdo, utilizam acidos graxos exdgenos para a formagdo de novos lipidios,
enquanto as células tumorais mostram um aumento na frequéncia da lipogénese, via
enddgena, independentemente da quantidade de lipidios disponiveis através da via
exdgena. Isso ocorre devido a alta expressao de proteinas e enzimas relacionadas a

lipogénese em células tumorais (ZAIDI et al., 2013).

A figura 7 ilustra as duas vias para formacdo de um novo lipidio, a
lipogénese (via enddgena) e a via exdgena, sendo essa ultima adquirida por lipdlise
de triacilglicerdis pela enzima lipoproteina lipase (LPL), e transportada para o interior
da célula tumoral pelo receptor Cluster de Diferenciagédo CD36 (ZAIDI et al., 2013).
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Figura 7. Aquisi¢do de &cidos graxos por células tumorais, via exdégena e lipogénese. A enzima
LPL realiza a hidrélise do triacilglicerol no meio extracelular, como também pode mediar a entrada
dessa molécula por endocitose na célula tumoral (ZAIDI et al., 2013).

Nas células tumorais, a lipogénese tem sido a via mais utilizada para a
formacéo de lipidios, porém foi detectado que essas células também utilizam &cidos
graxos da via exdgena. Um estudo com cancer de mama, sarcoma e cancer de
préstata mostrou que as células tumorais expressam proteinas relacionadas com a
captacdo de acido graxo circulante (Cluster de Diferenciacdo CD36) e a enzima
lipoproteina lipase (LPL), para a formacdo de novos lipidios, ou seja, pela via
exégena (KUEMMERLE et al., 2011).

Para que a lipogénese ocorra, sdo necessarias diversas enzimas, em
destaque temos a Acetil-CoA Carboxilase (ACC) e a acido graxo sintase (FASN),
consideradas essenciais para que o processo seja realizado. Na lipogénese, o
piruvato, que € um produto da glicélise, € convertido dentro da mitocéndria a Acetil-
CoA pelo complexo Piruvato Desidrogenase. Apos a formacdo do Acetil-CoA, no
citosol, esse é carboxilado pela Acetil-CoA Carboxilase (ACC), formando o Malonil-
CoA que sera transformado em &cido palmitico e varios outros acidos graxos,
catalisado pela enzima acido graxo sintase (FASN). Esses, por sua vez, ficam
armazenados e podem servir como fonte de combustivel para as células cancerosas

em proliferacdo. A proteina-1 de ligacdo ao elemento regulador de esterol (SREBP-
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1) € um fator de transcricdo que regula os genes associados a lipogénese, FASN e
outras enzimas (Figura 8 e 9) (GUPTA et al., 2016; LOUBIERE et al., 2015).

SREBPI

/‘ miR-222 l miR-27b
. (/

. ACACA e FASN e
gy @i i —
Lipid
accumulation
Figura 8. Principais passos da lipogénese. Acetil-CoA carboxilase (ACC) carboxila Acetil-CoA
formando o Malonil-CoA, a enzima Acido Graxo Sintase (FASN) sintetiza acido palmitico e varios
outros acidos graxos a partir do Malonil-CoA. Os acidos graxos sintetizados sdo armazenados como
gotas lipidicas para poderem ser usados pelas células tumorais (O’MALLEY et al., 2017).
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Figura 9. Lipogénese. A lipogénese ocorre principalmente no citosol das células do figado. O piruvato
€ convertido em Acetil-CoA e entra na mitocondria, porém ndo consegue entrar para o ciclo de Krebs,
uma vez que esse esta inibido. O Acetil-CoA entdo combinard com o Oxaloacetato se transformando
em Citrato, este saira da mitocéndria e ir4 para o citosol, no citosol a enzima Citrato Liase quebra o
citrato e o converte novamente em Acetil-CoA, ent&o a enzima Acido Graxo Carboxilase carboxila o
Acetil-CoA em Malonil-CoA, posteriormente, a enzima Acido Graxo Sintase transforma o Malonil-CoA
em Acidos Graxos. O Acido Palmitico é o principal 4cido graxo produzido na lipogénese. A alta
concentracdo de glicose no sangue estimula o pancreas a liberar insulina e isso ativa dois fatores de
transcrigdo, o0 SREBP-1c e o ChREBP que estimulam ainda mais as enzimas: Acido Graxo
Carboxilase e Acido Graxo Sintase no processo de lipogénese (BROWNING & HORTON, 2004).

Outra forma de aquisicdo celular de lipidios € através da sintese (via
endogena) ou captacao do colesterol circulante (via exdgena) proveniente da nossa
alimentacéo. O colesterol € um tipo de lipidio composto por 27 atomos de carbono,

todos provenientes da acetil-coenzima A, bastante solivel em compostos néo
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polares, presentes nos mamiferos na composi¢cdo das membranas plasmaticas e
como precursores para a producdo de hormdénios esteroides, como também para a
formacao de sais biliares e vitamina D (BERG et al., 2004; VOET & VOET, 2011).

A sintese de colesterol pode ocorrer em todas as células nucleadas e é
dividida em quatro etapas, sendo que na primeira ha conversao da acetilcoenzima A
(acetil-coA) em mevalonato, um composto com seis carbonos (C-6), na segunda h&
adicdo de trés grupos fosfato ao mevalonato, provenientes de moléculas de ATP,
formando unidades isoprenoides ativadas, nha terceira etapa seis unidades
isoprenoides (C-5) se condensam, formando o esqualeno (C-30), por fim, a quarta
etapa ocorre ao nivel do reticulo endoplasmatico, onde o esqualeno sofre ciclizagédo
para poder formar os quatro anéis do nucleo esteroide do colesterol, nesse momento
forma-se o lanosterol, que posteriormente, sofre mais 20 reacfes sucessivas para
formar o colesterol (figura 10) (BERG et al., 2004; BOTHAM & MAYES, 2006;
MEDEIROS, 2011; NELSON & COX, 2008; VOET & VOET, 2011).

29



SINTESE DO COLESTEROL

Acetil CoA
HMG-CoA
=G
redutase
Mevalonato

5-pirofosfomevalonato

v

Isopentilpirofosfato

3, 3-dimetilpirofosfato

Y

Geranilpirofosfato

Farnesilpirofosfato

\

Esqualeno

Y

Lanosteral

Y

Colesterol

Figura 10. Sintese de colesterol
(https://sites.google.com/site/metabolismodelipidios/_/rsrc/1434935557555/6-sintese-de-
colesterol/colesterol%204.png).

Nos processos de lipogénese (via enddgena) e via exdgena para captacao
de lipidios circulantes e sintese de colesterol do metabolismo lipidico, ha diversas
proteinas envolvidas, muitas delas com funcdo de receptores, como € o0 caso da
proteina integral lisossomal de membrana tipo-2 (LIMP-II) e cluster de diferenciacéao
36 (CD36), que pertencem a familia de receptores denominada receptores
“scavenger” de classe B (FEBBRAIO et al., 2001). Os receptores de lipidios sdo
essenciais para que a célula capte e distribua o colesterol (lipidio circulante)
(SCHWENLK, 2010). Outra proteina que patrticipa da lipogénese, porém sem exercer
a funcdo de receptor, € a SCAP (proteina ativadora da clivagem de SREBP), que

possui papel importante na regulacéo do colesterol (OUYANG et al., 2018).

30



1.4.1. Proteinas de ligacdo a elementos reguladores de esterol
(SREBPs)

Segundo Horton e colaboradores (2002), as proteinas de ligacdo a
elementos reguladores de esterol (SREBPs) sdo uma familia de fatores de
transcricdo capazes de ativar genes responsaveis pela sintese e apreensdo de
acidos graxos, triglicerideos, fosfolipidios e colesterol.

As proteinas precursoras SREBPs possuem trés dominios, contendo
aproximadamente 1150 aminoacidos. O primeiro dominio dessa proteina contém
cerca de 480 aminoé&cidos, sendo o dominio responsavel pela dimerizacdo da
proteina e pela ligagdo do DNA devido a regido basic-helix-loop-helix-leucine-zipper
(bHLH-Zip). O segundo dominio é transmembranar, possuindo duas regides
hidrofébicas separadas por aproximadamente 30 aminoacidos formando uma alga
projetada no limen do Reticulo Endoplasmético (RE). O terceiro dominio apresenta
cerca de 590 aminoécidos, denominado carboxi-terminal, tera sua funcéo reguladora
ativada quando a proteina ativadora da clivagem (SCAP) se ligar a ele (HORTON et
al., 2002).

Para as SREBPs poderem chegar ao nucleo celular e ativarem o DNA para
0 inicio da transcricdo, trés proteinas sao envolvidas no processo, proteina ativadora
da clivagem SCAP, Site-1 protease (S1P) e Site-2 protease (S2P). A proteina SCAP
realiza a funcdo de detectar quando a célula necessita de esteroéis, nesse momento
seu dominio carboxiterminal se liga ao dominio carboxiterminal da proteina SREBP
(inserida no RE) recrutando-a do RE para o aparelho de Golgi, onde estardo as
demais proteinas que fardo parte da ativacao (S1P e S2P). No aparelho de Golgi a
S1P divide a alca luminal da SREBP, em seguida, a S2P cliva o dominio amino-
terminal, liberando o dominio bHLH-Zip que conseguira se deslocar até o nucleo e
para se conectar ao DNA, ativando genes alvos para transcricdo (Figura 11)
(HORTON et al., 2002).

31



Nucleus
SCAP

ER .~ bHLH 185///1/
N\ (C Cytosol BHLH -

J | L

Sterols —{

umen

Golgi .n LY | - BHLH
- Zn**

Figura 11. Representacéo da ativacdo da proteina SREBP. Quando a célula necessita de
esterdis, a proteina SCAP se desloca para o RE se ligando ao SREBP, levando-o até o aparelho de
golgi onde as demais proteinas S1P e S2P realizarédo clivagens na SREBP até liberarem o dominio

bHLH-Zip, esse migraré até o nlcleo e se conectara ao DNA, ativando genes para transcri¢éo.
Quando hd um aumento de colesterol, a proteina SCAP néo transporta mais SREBP para o aparelho
de golgi, cessando a ativac@o dos genes para transcrigdo de esterdis. (GOLDSTEIN et al., 2002).

A proteina SREBP possui trés isoformas, SREBP-1a, SREBP-1c e SREBP-
2, sendo que todas estdo presentes em células de mamiferos (BROWN &
GOLDSTEIN, 1997). Segundo Horton e colaboradores (2002), a isoforma SREBP-1c
ativa preferencialmente os genes para transcricdo da sintese de &cidos graxos (via
lipogénese) e ndo colesterol.

Ettinger e colaboradores (2004) realizaram um estudo com tumores que
desenvolvem resisténcia ao tratamento com andrégenos, formando tumores
independentes de andrégeno (IA). A hipdtese foi que as células cancerosas
desenvolvem um meio de sobrevivéncia ao tratamento, ativando a expresséo de
genes relacionados aos mecanismos de sobrevivéncia celular. Apos as analises de
tumores IA chegaram ao resultado de que as proteinas SREBP estavam super
expressadas quando comparadas com tecidos normais, uma vez que sua funcao

estd diretamente relacionada a lipogénese, puderam concluir que a lipogénese
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contribui para a sobrevivéncia das células tumorais, jA& que essas expressam

proteinas importante para esse mecanismo metabalico.

1.4.2. Proteina ativadora da clivagem de SREBP (SCAP)

A Proteina ativadora da clivagem de SREBP (SCAP) possui papel
importante na regulacdo do colesterol (OUYANG et al, 2018). Brown e
colaboradores (2017) intitularam a proteina SCAP como sendo uma proteina
primordial em um esquema de feedback denominado o caminho da SREBP.

A SCAP, localizada na membrana do reticulo endoplasmatico rugoso (RER)
possui 8 dominios transmembranares e regula a ativacdo da SREBP (BROWN,;
GOLDSTEIN, 2009). Quando os niveis de colesterol estdo baixos, a proteina SCAP
escolta o SREBP para o complexo de Golgi, onde este é clivado em sua por¢do N-
terminal e se ativa. A SREBP ativa migra para o nucleo promovendo a sintese de
colesterol ao se ligar aos genes reguladores da mesma (KRYCER et al., 2012). A
SCAP pode ser definida como um sensor de esterdis, acompanhando a proteina
SREBP para a realizacdo da sua funcdo quando ha uma queda nos niveis de
esterdis (HORTON et al., 2002).

Um dos dominios da SCAP é responsavel por detectar quando ha um
acumulo de colesterol nas células, nessa situacdo esse dominio tem sua
conformacéo alterada e o complexo SCAP/SREBP ndo mais migra para o complexo
de Golgi a partir do RER. Por consequéncia disso, a SREBP ndo tem mais contato
com as proteinas S1P ou S2P e o dominio bHLH-Zip ndo chega ao nucleo,
diminuindo a ativacdo dos genes alvo, reduzindo a formacéo dos acidos graxos e
colesterol. (BROWN & GOLDSTEIN, 1997; GOLDSTEIN et al., 2002).

E possivel observar a relacdo da proteina SCAP com o cancer através do
estudo realizado por Cheng e colaboradores (2015), por meio de analises de
Wertern Blotting constatou que a diminuicdo da expressao de SCAP reduziu a acéo
da SREBP, minimizando consideravelmente tumores em camundongos quando
comparados com 0 grupo controle, a imagem abaixo mostra um esquema do
processo de crescimento tumoral quando ha a expressdo da SCAP e,

consequentemente SREBP (Figura 12).
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Figura 12. Cascata de sinalizacdo SCAP-SREBP contribuindo para o crescimento tumoral
(CHENG et al., 2015).

1.4.3. Proteina integral lisossomal de membrana tipo-2 (LIMP-II)

A LIMP-Il é uma glicoproteina transmembrana, codificada pelo gene
SCARB2 (FUJITA et al., 1999), composta por quatro dominios, sendo dois dominios
transmembranares, um dominio luminal de 400 aminoacidos e um dominio
citoplasmatico de 20 aminoacidos (FEBBRAIO et al., 2001), que tem funcdo de
receptor para a enzima glucocerebrosidase (GCase), cuja funcdo € metabolizar
determinados lipidios, auxiliando sua passagem do reticulo endoplasmatico para os
lisossomos (RECZEK et al., 2007).

Para melhor compreensédo da ligacdo da LIMP-lIl com a enzima GCase,
Zachos e colaboradores (2012) demonstraram que a estabilidade das proteinas
LIMP-Il e GCase depende do pH dos compartimentos intracelulares. No reticulo
endoplasmatico, cujo pH é neutro (7,2) a LIMP-II fica desprotonada, permitindo a
conexdo da GCase. Uma vez que o complexo LIMP-Il e GCase chegam ao
lisossomo (organela de pH acido 4,7) a LIMP-Il sofre protonacdo, causando a
dissociacdo da GCase para o lumen do lisossomo (Figura 13) (ZACHOS et al.,
2012), para que possa realizar sua fungcdo metabolizando determinados lipidios
(RECZEK et al., 2007).
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Figura 13. Representacéo da ligacéo LIMP-Il e GCase, no reticulo endoplasmatico, cujo pH
€ neutro a LIMP-II fica desprotonada e a GCase consegue se ligar. No lisossomo a LIMP-Il sofre
protonacdo e a GCase se dissocia, ficando no limem lisossomal (ZACHOS et al., 2012).

Pussinen e colaboradores (2000) analisaram a relacdo do colesterol com a
progressao do cancer e estabeleceram uma correlacéo positiva entre a LIMP-Il e a
progressdo do cancer, uma vez que a LIMP-Il € um receptor e contribui para a

captacao do colesterol exdégeno.

1.4.4. Cluster de diferenciacao 36 (CD36)

A CD36 é uma glicoproteina transmembrana, podendo ser chamada de
glicoproteina IV, possui um grande dominio extracelular (GREENWALT et al., 1992).
Pode apresentar diversas localizacdes, como células endoteliais, células dendriticas,
adipdcitos, células musculares estriadas, células hematopoiéticas, superficie de
plaquetas e macréfagos (KNOWLES et al., 1984; OQUENDO et al., 1989). A CD36 é
um receptor para trombospondinas, que sdo moléculas encontradas em vertebrados
com a funcdo de inibir a angiogénese (ADAMS; LAWLER, 2011; BOUCK et al.,
1996), além de atuar como receptor de colageno e lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) oxidado (RAC et al., 2007).

Outra funcao importante da CD36 é que ela pode funcionar como reguladora
do processo de transporte de acidos graxos, uma vez que faz parte de uma familia
de proteinas que se ligam a eles, servindo como uma molécula de adesédo
(ABUMRAD et al., 1993).

A CD36 foi imunolocalizada em amostras de tecido de 73 pacientes, destes,
32 tinham hiperplasia prostatica benigna (HPB), 7 tinham neoplasia intra-epitelial
prostatica (NIP) e 34 cancer, ndo houve diferencas significativas na expressao da

CD36 tanto em HPB, NIP ou nos tecidos cancerosos, ou seja, essa proteina foi
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expressa em todas as lesfes prostaticas analisadas nesse estudo (VALLBO et al.,
2004).

Um estudo realizado por Hale e colaboradores (2014) demonstrou que a
proteina CD36 pode ser utilizada como biomarcador para a malignidade de
glioblastoma (GBM), analisando as células-tronco cancerosas (CSC) presentes no
glioblastoma, foi identificado que a CD36 estava expressa nas CSC, indicando que
essas células utilizam essa proteina para sua manutencdo e, conseqguentemente,
crescimento do tumor. Nesse estudo eles verificaram que a reducdo da CD36 levava
a uma perda da capacidade de iniciagdo tumoral e da auto-renovacdo. As CSCs
aumentaram quando expostas a lipoproteina de baixa densidade oxidada e foi
verificado a presenca de fosfolipidios oxidados ligantes de CD36 em GBM. Os
autores concluiram com esse estudo que a CD36 se relaciona diretamente com o

diagndstico do paciente, servindo como um biomarcador.

1.5. Metabolismo lipidico e cancer

A relacdo da obesidade e o cancer vem sendo estudada ha muitos anos. O
Grupo de Trabalho sobre Avaliacdo de Estratégias Preventivas de Cancer, da
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), em 2002, publicou um
estudo considerando dados experimentais, epidemiolégicos e clinicos com
individuos com o indice de massa corporal (IMC) normal (magros), comparados com
individuos sobrepesos e obesos, mostrando que a prevencdo contra o ganho de
peso reduz o risco do desenvolvimento de diversos tipos de céanceres, incluindo
cancer de mama (em mulheres na pds-menopausa), esodfago, rim e célon
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, LYON, 2002).

O’Malley e colaboradores (2017) sugeriram que hd um acumulo consideravel
de lipidios em tecidos tumorais, quando comparados a tecidos saudaveis. Além
disso, afirmaram que, no céancer de prostata, esses lipidios sdo de suma
importancia, uma vez que participam como fonte de energia para o crescimento
celular, como fonte para a formagéo das membranas celulares (internas e externas)
e, também, servem como precursores para a formacédo de esteroides.

Calle e colaboradores (2003) constataram um risco de morte elevado por
cancer de prostata e estbmago em homens cujo indice de massa corporal era

elevado, e em mulheres também, sendo as mortes por cancer de ovario, colo do
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utero e mama. Nos Estados Unidos, o sobrepeso tem sido associado a morte por
cancer de 20% em mulheres e 14% em homens. O estudo conclui uma forte
associacao entre o peso elevado e as taxas de morte por canceres.

Um estudo realizado por Fritz e colaboradores (2013), consistiu em
desenvolver uma terapia para o cancer, essa terapia funciona bloqueando a sintese
lipidica e, por consequéncia, fazendo com que as células acumulem intermediarios
considerados téxicos, como malonil-coenzima A (malonil-CoA). Uma vez que as
células cancerosas comecaram a ter sua sintese de lipidios comprometida,
desencadeia estresse oxidativo, levando essas células a morte.

Kobayashi e colaboradores (2008) estudaram os efeitos da gordura na dieta
de camundongos Hi-Myc relacionando com o desenvolvimento de cancer de
préostata. O grupo que recebeu a dieta com baixo teor de gordura teve 27% a menos
de camundongos que apresentaram adenocarcinoma invasivo em comparagao com
grupo que recebeu uma dieta com alto teor de gordura. Houve também uma
diferenca significativa quanto as células epiteliais das lesées nos dois grupos, sendo
gue o grupo que recebeu a dieta com baixo teor de gordura apresentou menor
quantidade de células proliferativas (21,7% versus 28,9%, P <0,05).

Ha diversos estudos que realizam a conexdo entre o metabolismo lipidico e
0 cancer de prostata, mas ainda ha muito a se entender desses processos, por
conta disso despertou-se o interesse de estudar a correlacdo do cancer com o

metabolismo lipidico e a influéncia de um pesticida nesse processo.

2. JUSTIFICATIVA

Sabendo que o0s pesticidas organofosforados podem atuar como
desreguladores enddcrinos, interferindo inclusive no processo de metabolismo
lipidico, e, conhecendo a correlacdo ja estabelecida entre a carcinogénese e a
lipogénese e, ainda, entre a desregulacéo enddcrina e a carcinogénese, despertou-
se o interesse em estudar a influéncia do pesticida DDVP sobre os marcadores
moleculares do metabolismo lipidico (SREBP, SCAP, LIMP-Il e CD36) para melhor
compreender o processo de carcinogénese prostatica neste modelo experimental de
inducéo quimica por MNU.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia do praguicida DDVP sobre os marcadores moleculares
do metabolismo lipidico na préstata de ratos, apos inducéo quimica por MNU.

3.2. Objetivos especificos
Classificar as lesfes prostaticas, imunolocalizar e quantificar os marcadores
moleculares envolvidos no metabolismo lipidico (SREBP, SCAP, LIMP-II e CD36) na

préstata ventral de ratos.
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5. CAPITULO 1

DICLORVOS ASSOCIADO A INDUCAO QUIMICA POR MNU PROMOVE
ALTERACOES NO METABOLISMO LIPIDICO NA PROSTATA VENTRAL DE
RATOS

RESUMO

Objetivo: Este estudo buscou avaliar a influéncia do praguicida DDVP sobre os
marcadores moleculares do metabolismo lipidico na prostata de ratos, apds indugéo
quimica por MNU.

Material e métodos: Foram utilizados 32 ratos da linhagem Fischer 344, com idade
de 90 dias. Os ratos foram separados aleatoriamente em quatro grupos
experimentais: Grupo Controle, Grupo DDVP, Grupo MNU e Grupo MNU+DDVP.
Para inducdo quimica, os grupos MNU e MNU+DDVP foram inoculados com MNU a
15 mg/kg, seguido de injecBes subcutaneas diarias de 2,5 mg/kg de cipionato de
testosterona durante 20 dias. Os animais dos grupos DDVP e MNU+DDVP, de 120 a
240 dias de idade receberam a dieta basal suplementada com 10 mg/kg de DDVP.
Foram feitas analises histopatoldgica, imuno-histoquimica e Western Blotting da
préstata ventral dos ratos.

Resultados: Na analise histopatolégica, os grupos MNU e MNU+DDVP
apresentaram 100% de incidéncia de hiperplasia epitelial. Para a avaliacdo
morfométrico-estereoldgica, o grupo MNU+DDVP apresentou aumento do volume
relativo de epitélio quando comparado com o grupo controle. As proteinas SREBP e
CD36 foram encontradas nas células epiteliais luminais na regido do Aparelho de
Golgi, a SCAP principalmente na regido apical, e, a LIMP Il dispersa no citoplasma
como aglomerados. Quanto a quantificacdo das proteinas, a LIMP Il apresentou
maior indice de densitometria Optica no grupo MNU+DDVP, indicando que a
associacdo do DDVP ao MNU é capaz de promover alteracdes no metabolismo
lipidico. As proteinas SREBP e CD36 tiveram maior indice de densitometria Optica
no grupo MNU+DDVP, porém, sem diferencas estatisticamente significativas entre
0s grupos. A SCAP apresentou uma diminuicdo no indice de densitometria dptica no
grupo MNU+DDVP, mas, também sem diferencas estatisticamente significativas.
Conclusao: Assim, observamos que o pesticida DDVP em baixas concentracdes
associado a inducdo quimica com MNU foi capaz de promover alteracdes
morfologicas, bem como, no metabolismo lipidico na préstata ventral de ratos.
Palavras-chaves: Diclorvos. Metabolismo lipidico. SREBP. SCAP. LIMP-Il. CD36.
Cancer de prostata.

5.1. INTRODUCAO
A prostata € uma glandula sexual acessoria do sistema genital masculino,
responsavel pela secrecdo e armazenamento de grande parte dos componentes do

liquido seminal (PRICE, 1963). Essa glandula pode apresentar algumas patologias,
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como a Hiperplasia Prostética Benigna (HPB) e o Cancer de Prostata (ELLEM &
RISBRIDGER et al., 2009). No Brasil, de acordo com os dados estatisticos do
Instituto Nacional do Cancer (INCA), a incidéncia do céancer de préstata tem
aumentado nos ultimos anos. Os dados mostram 65.840 novos casos em 2020,
sendo 0 segundo cancer mais comum entre 0os homens.

Atualmente, uma das principais causas de cancer, incluindo o cancer de
prostata, € a exposicdo a contaminantes ambientais derivados de fontes industriais e
agricolas, como os pesticidas organofosforados, que podem atuar como
desreguladores enddécrinos alterando a homeostase mantida pelos horménios (KUO
et al., 2012), bem como interferindo no metabolismo lipidico e, consequentemente,
no desenvolvimento de lesBes prostéticas (BEDIA et al., 2015).

Esses pesticidas organofosforados, apesar de trazerem grandes prejuizos
ao meio ambiente e a saude dos seres humanos, sdo extensamente utilizados,
principalmente no controle de insetos, devido ao baixo custo e alta eficacia (GAN et
al., 2006). Dentre os organofosforados, destaca-se o Diclorvés (DDVP), agente
mutagénico e carcinogénico para seres humanos, altamente toxico por inalacéo,
absorcdo cutanea e ingestdo (US PUBLIC HEALTH SERVICE, 1995; SOMIA et al.,
2012) que ja teve sua acdo como desregulador enddcrino descrita por Tavassoli e
colaboradores (2007).

Além da correlacdo j4 estabelecida entre o papel como desregulador
endocrino dos organofosforados e o cancer de prostata (MILLS & YANG, 2003),
Gong e colaboradores (2014) correlacionam a oncogénese e a lipogénese,
demostrando que a obesidade pode ser um fator de risco para o desenvolvimento de
canceres como o de prostata.

Ha diversas proteinas envolvidas no metabolismo lipidico, muitas delas com
funcdo de receptores, como a proteina integral lisossomal de membrana tipo-2
(LIMP-11) e cluster de diferenciagdo 36 (CD36), que pertencem a familia de
receptores denominada receptores “scavenger” de classe B (FEBBRAIO et al.,
2001). Os receptores de lipidios séo essenciais para que a célula capte e distribua o
colesterol (SCHWENK, 2010).

Outras proteinas que participam da lipogénese é a SCAP (proteina ativadora
da clivagem de SREBP), que possui papel importante na regulacdo do colesterol

(OUYANG et al., 2018), e, as proteinas de ligacdo a elementos reguladores de

48



esterol (SREBPs) que sdo uma familia de fatores de transcricdo capazes de ativar
genes responsaveis pela sintese e apreensdo de &cidos graxos, triglicerideos,
fosfolipidios e colesterol (HORTON et al., 2002).

O’Malley e colaboradores (2017) sugeriram que ha um acumulo consideravel
de lipidios em tecidos tumorais. Além disso, no cancer de prostata, esses lipidios
sdo de suma importancia, pois participam como fonte de energia para o crescimento
celular, para a formacédo das membranas celulares e servem como precursores para
a formacéao de esteroides.

Portanto, o objetivo desse estudo foi classificar as lesGes prostéticas,
imunolocalizar e quantificar os marcadores moleculares do metabolismo lipidico
como LIMP Il, CD36, SCAP e SREBP na prostata ventral de ratos em situacao

controle e apos exposicdo ao DDVP associado ou ndo a indugado quimica por MNU.

5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Modelo animal

Foram utilizados 32 ratos da linhagem Fischer 344 com 90 dias de idade,
obtidos no Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas
(CEMIB/UNICAMP).

Os animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de Ciéncias, UNESP
Campus de Bauru-SP, em condicbes ambientais controladas de temperatura
(22+2°C), umidade relativa do ar (55+10%), ciclo de luz (12 horas claro/12 horas

escuro) e circulacao continua de ar.

5.2.2. Grupos experimentais

Foram formados, aleatoriamente, 4 grupos experimentais com 8 animais em
cada: Grupo Controle (Sham); Grupo DDVP; Grupo MNU e Grupo MNU+DDVP. Os
animais de todos os grupos foram anestesiados com Cloridrato de Xilazina 2%
(50mg/kg intra-peritonial) e Cloridrato de cetamina 10% (50mg/kg, intra-peritonial)
antes da realizacdo do procedimento cirargico.

Aos 90 dias de idade, foi realizada uma incisdo suprapubica para a
inoculacdo de MNU ou de citrato de sodio na capsula da prostata ventral dos ratos.
Nos animais dos grupos Controle e DDVP, a inoculacdo foi de citrato de so6dio 1M,

pH 6,8 (diluente do MNU) para a simulagao da inducdo com o MNU. Nos animais
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dos grupos MNU e MNU+DDVP, a inoculagédo foi de MNU na dose de 15 mg/Kg
dissolvida em citrato de sodio (1M pH 6,8) para inducdo quimica. Ap6s o
procedimento cirdrgico os animais de todos 0s grupos experimentais receberam
Paracetamol (200mg/kg) diluidos na agua do bebedouro durante 5 dias para
analgesia (80pg/mL).

Apés a administracdo do MNU, os animais dos grupos MNU e MNU+DDVP
receberam injecdes subcutaneas diarias de 2,5mg/Kg de Cipionato de Testosterona
(Deposteron-Novaquimica, Sao Paulo, Brasil) por 20 dias (Adaptado de FAVARO,
2014).

Os animais dos grupos DDVP e MNU+DDVP receberam racdo basal até os
120 dias de idade, periodo em que foi realizada a inducéo de lesdes (inoculacédo de
MNU e administracdo de Cipionato de testosterona). A partir 120 dias de idade até o
momento da eutanasia, 0os animais destes grupos passaram a receber racdo basal
enriquecida com 10 mg/Kg de DDVP, concentracdo correspondente ao LOAEL
(lowest observed adverse effect level), de acordo com a Environmental Protection
Agency (EPA, 1998).

Todos os protocolos seguiram 0s principios éticos preconizados pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e a
regulamentagdo estabelecida pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).
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Figura 14. Diagrama dos Grupos Experimentais.

5.2.3. Coleta do material bioldgico

Quando os animais atingiram 240 dias de idade, a indugédo da morte foi feita
com aplicacdo de solucao-anestésica com Cloridrato de Xilazina 2% (50mg/kg intra-
peritonial) e Cloridrato de Cetamina 10% (50mg/kg, intra-peritonial), seguida por
decapitacdo. Apés a inducdo de morte, através de laparotomia abdomino-pélvica,
amostras da préstata ventral de todos animais foram coletadas.

O lobo direito da préstata ventral foi utilizado para a realizacdo de cortes
histol6gicos e o lobo esquerdo da préstata ventral foi colocado em criotubo e

mantido em biofreezer a -80°C, para posterior andlise de Western Blotting.

5.2.4. Avaliacdo dos dados biométricos

Ao longo do experimento, os animais foram pesados semanalmente e foi
feita uma avaliacdo da quantidade de racdo consumida por semana para calculo de
peso médio e consumo médio de racdo por grupo. No dia da coleta, a prostata
ventral de cada animal também foi pesada, para o calculo do peso médio do érgao

por grupo e peso relativo (PR) entre peso da pristata e peso do animal.
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5.2.5. Andlise histopatologica

Os cortes histologicos desparafinizados foram corados por hematoxilina e
eosina. Foi feita analise histopatolégica para classificacdo das lesdes encontradas
nos grupos experimentais com metodologia segundo Shappel et al. (2004) e
adaptacdo de Pinho (2019) para Bosland et al. (1990), Shappel et al. (2004) e
Goncalves et al. (2013). Foram consideradas as seguintes lesfes:

a) hiperplasia epitelial (aumento da populacdo celular com estratificacéo,
sem atipia);

b) atrofia (retracao do epitélio com reducéo do citoplasma secretorio);

c) inflamacdo focal periacinar (presenca de infiltrado de células
inflamataorias);

d) atipia celular com presenca de inclusdes citoplasmaticas;

e) metaplasia com hiperplasia estromal (alteracdo do padrdo do epitélio
original sem alteragao proliferativa, com aumento do estroma adjacente).

Foi avaliada a incidéncia das lesdes, isto é, a porcentagem de animais que
apresentaram cada tipo de lesdo histopatoldgica para cada grupo experimental. Para
isso, foi considerada a presenca ou auséncia de lesdo apoOs analise de cortes
histoldgicos de duas diferentes profundidades de tecido prostatico por animal.

5.2.6. Andlise morfométrico-estereoldgica

Imagens das laminas coradas com Hematoxilina-eosina também foram
utilizadas para avaliagdo morfométrico-estereoldgica descrita por Weibel (1978)
utilizando uma grade de 168 pontos. Foram utilizados 10 campos por animal obtidos
aleatoriamente com objetiva de 20x em microscopio Optico para essa analise. Desta
forma, obteve-se o volume relativo dos compartimentos da proéstata: epitélio,

estroma e [Umen.

5.2.7. Andlise imuno-histoquimica
Para analise imuno-histoquimica, os cortes histolégicos também foram
desparafinizados e a técnica foi padronizada de acordo com o protocolo do

fabricante para cada anticorpo (protocolo completo em anexo 6.1).
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5.2.8. Analise de Western Blotting

Para as analises de Western Blotting, foi feita a extracdo de proteinas a
partir das amostras do lobo esquerdo da prostata ventral, seguindo o protocolo do kit
lllustra TriplePrep (GE Healthcare). Em seguida, foi feita a quantificacdo de
proteinas pelo micrométodo de Bradford.

Para eletroforese, foram aplicados 50ug de proteinas de cada amostra em
Amersham ECL Gel e realizada corrida eletroforética a 120V por 2h para separacéo
das proteinas de acordo com o peso molecular.

ApOs a realizacao da eletroforese, os “spots” correspondentes as proteinas
foram eletrotransferidos para uma membrana imobilizadora de PVDF. Em seguida, a
membrana foi bloqueada por 1 hora e 30 minutos ECL™ Prime Western Blotting
Detection Reagent a 5% e incubada overnight a 4°C com os anticorpos primarios
(SREBP, SCAP, LIMP II, CD36 e B-actina). Em seguida, a membrana foi lavada em
tampé&o TBST (Tris 100 mM, NaCl 150 mM, Tween 1%) 5 vezes por 5 minutos com
agitacdo e incubada com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase durante
1h30 a temperatura ambiente, conforme o antigeno pesquisado. Apos a lavagem em
tampéo TBST (Tris 100 mM, NaCl 150 mM, Tween 1%) 5 vezes por 5 minutos com
agitacdo, as membranas foram lavadas e inseridas no fotodocumentador (G:BOX,
Syngene) e a reacgdo foi revelada utilizando substrato quimioluminescente para
Amersham ECL Prime (RPN2232 — GE Healthcare Life Sciences).

A analise dos resultados foi feita através da verificacdo da reacéo positiva ou
auséncia das bandas, seguido de fotodocumentacdo da membrana. A intensidade
da banda foi quantificada através do indice de densitometria éptica (IDO) relativo a
intensidade de B-actina (marcador celular endégeno) realizado no software GeneSys

(GeneTool, Syngene) (protocolo completo em anexo 6.2).

5.2.9. Andlise estatistica

Os dados de avaliacdo biométrica e os valores de densitometria Optica
relativa, foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida de teste de
Tukey com 5% de significancia.

Os valores de incidéncia de lesdes foram submetidos a teste exato de Fisher
com 5% de significancia e a analise morfométrico-estereoldgica foi submetida a teste

t com 5% de significancia.
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Todos os testes foram realizados através do software Prism 8.0 (GraphPad).

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Dados biométricos

Nas andlises dos dados biométricos ndo houve diferencas estatisticamente
significativas entre 0s grupos experimentais para os parametros peso corpéreo dos
animais, peso da proéstata ventral, peso relativo e consumo semanal de racéo (tabela
1).

Tabela 1. Média e desvio padrdo do peso corpéreo final dos animais, peso da

préstata ventral, peso relativo e consumo semanal de racao.

CONTROLE DDVP MNU MNU+DDVP
Peso corpdreo final dos
animais 364 + 24,74 366,5+23,81 363,62+ 31,35 363,75+ 12,96
Peso da prdéstata ventral
0,21 £ 0,03 0,22 £ 0,05 0,27 £ 0,04 0,26 £ 0,04
Peso relativo
5,78 £ 0,83 6,27+ 1,44 7,48 £ 1,34 7,28+ 1,40

Consumo semanal de

ragéo 124 + 10,15 119,94 +£10,01 129,91 + 10,53 127,34 + 6,44

5.3.2. Andlise histopatol6gica da préstata ventral

Na analise histopatoldgica da préstata ventral, verificamos acinos prostaticos
normais com limen amplo, com epitélio simples colunar baixo, cujos nucleos
apresentaram polaridade basal, apoiado sobre estroma fibromuscular vascularizado
periacinar/interacinar nos quatro grupos experimentais (figura 15 a e b).

Os quatro grupos experimentais apresentaram as seguintes lesdes: atipia
celular (algumas regides do epitélio apresentaram inclusGes citoplasmaticas) (figura

15 c e d), atrofia (figura 15 e e f), hiperplasia epitelial (figura 16 a e b), presenca de
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infiltrados inflamatorios (figura 16 ¢ e d) e metaplasia com hiperplasia estromal
(figura 16 e, f, geh).

Figura 15. Cortes histolégicos da prostata ventral, corados com hematoxilina-eosina. ae b
grupo Controle, ¢ e d grupo MNU (as setas indicam inclusdes citoplasméticas, que sdo alteracdes no
padrdo normal do epitélio prostatico), e e f grupo MNU (as setas indicam atrofia epitelial, que sao
alteracdes no padrdo normal do epitélio prostatico). Abreviaturas: Lu (Ilimen), Es (estroma), Ep
(epitélio), Af (atrofia).
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Figura 16. Cortes histoldgicos da prostata ventral, corados com hematoxilina-eosina. a Grupo
MNU+DDVP e b Grupo MNU, ¢ Grupo DDVP e d Grupo MNU, e e f Grupo MNU+DDVP, g e h do
Grupo DDVP. Abreviaturas: Ep (epitélio), Lu (Iumen), Es (estroma), H (hiperplasia), Inf (inflamacao
periacinar), Met (metaplasia). Os asteriscos (*) representam hiperplasia estromal.

Com a analise histopatoldgica, foi possivel avaliar a incidéncia das lesdes

prostéticas nos grupos (tabela 2).

Tabela 2. Incidéncia das lesGes prostaticas por grupo.

Lesdes Controle DDVP MNU MNU+DDVP
Hiperplasia epitelial 33,3% 25,0% 100,0% 100,0%
Inflamacéo 33,3% 12,5% 12,5% 0,0%
Atrofia 50,0% 87,5% 87,5% 50,0%
Inclusdes citoplasmaticas 16,7% 12,5% 12,5% 25,0%
Metaplasia com hiperplasia estromal 66,7% 62,5% 50,0% 62,5%

E possivel observar que os grupos MNU e MNU+DDVP tiveram 100% da
lesdo do tipo hiperplasia epitelial, sendo que o grupo que menos apresentou essa
les&o foi 0 grupo DDVP.

Quanto a inflamacéo, o grupo que mais apresentou essa leséo foi o controle,
e no grupo MNU+DDVP néo foi observado focos inflamatérios. Em relacéo a atrofia,
0s grupos controle e MNU+DDVP mostraram uma incidéncia de 50% e 0s grupos
DDVP e MNU 87,5%.

Com relacdo a atipia celular (inclusdes citoplasmaticas), o grupo que mais
apresentou foi o grupo MNU+DDVP (25%), em seguida o grupo controle (16,7%) e
os grupos DDVP e MNU obtiveram a mesma porcentagem com relacdo a essa lesao
(12,5%).

A lesdo Metaplasia com hiperplasia estromal foi mais frequente no grupo
controle (66,7%), os grupos DDVP e MNU+DDVP tiveram a mesma incidéncia
(62,5%), e, 0 grupo que menos teve esse tipo de leséo foi o grupo MNU (50%).

O grafico abaixo (figura 17) mostra a incidéncia de hiperplasia epitelial,
houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos controle e MNU,
controle e MNU+DDVP e entre os grupos DDVP e MNU, DDVP e MNU+DDVP.
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Figura 17. Incidéncia de hiperplasia entre os quatro grupos experimentais. * p=0,0150 e **

p=0,0070.

Para a avaliacdo morfométrico-estereoldgica, foi possivel observar aumento

do volume relativo de epitélio no grupo MNU+DDVP quando comparado com o

grupo controle. A tabela 3 contém a média e o desvio padréo do volume relativo do

epitélio, llmen e estroma para 0s quatro grupos experimentais.

Tabela 3. Média e o desvio padrdao do valor relativo do epitélio, limen e estroma

para 0s quatro grupos experimentais.

Controle DDVP MNU MNU+DDVP
VR do epitélio (%) 20,67+2,70° 25,544503®  21,99+6,05% 29,16+8,82"
VR do limen (%) 63,3245,05  58,30+7,87 64,01+9,44 58,39+8,98
VR do estroma (%) 16,00+4,50 16,16+4,03 14.00+5,62 12,45+3,32

*Diferentes letras significam diferenca significativa entre os grupos. P<0,05.

58



5.3.3. Andlise Imuno-histoquimica e Western Blotting da Prostata
Ventral
SREBP

A proteina SREBP foi evidenciada dispersa no citoplasma das células
epiteliais luminais, com predominancia na regido do Aparelho de Golgi, em todos os

grupos experimentais. As imagens abaixo representam sua localizacao (figura 18).

Es

Ep /
Es
Lu \

Lu

a 20 ym b 20 um

Es \

Ep
Ep Es

;e

Lu
C 20 um d 20 pm

Figura 18. Cortes histologicos da prostata ventral marcados com a proteina SREBP. a
representa o Grupo Controle, b o Grupo DDVP, ¢ o0 Grupo MNU e d o Grupo MNU+DDVP. A proteina
SREBP foi marcada predominantemente na regido do Aparelho de Golgi (setas como indicacdo do
local), mas também obtivemos marcacdes dispersas no citoplasma. Abreviaturas: Lu (Ilimen), Es
(estroma), Ep (epitélio).
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SCAP

Em todos o0s grupos experimentais,

as células epiteliais luminais

apresentaram a proteina SCAP dispersa no citoplasma, com destaque para a regiao

apical, bem como na membrana apical (figura 19).
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Figura 19. Cortes histoldgicos da préstata ventral marcados com a proteina SCAP. a representa o
Grupo Controle, b o Grupo DDVP, ¢ o Grupo MNU e d o Grupo MNU+DDVP. A proteina SCAP
apresentou marcacédo dispersa no citoplasma (setas como indicag&o do local) e algumas marcac¢fes
na regido apical, bem como na membrana apical (setas como indicac¢éo do local). Abreviaturas: Lu
(lamen), Es (estroma), Ep (epitélio).
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CD36

A proteina CD36 foi detectada predominantemente na regido do Aparelho de

Golgi das células epiteliais luminais em todos 0s grupos experimentais (figura 20).
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Figura 20. Cortes histoldgicos da prostata ventral marcados com a proteina CD36. a
representa o Grupo Controle, b o Grupo DDVP, ¢ o0 Grupo MNU e d o Grupo MNU+DDVP. A proteina
CD36 foi marcada predominantemente na regido do Aparelho de Golgi (setas como indicacdo do

local). Abreviaturas: Lu (limen), Es (estroma), Ep (epitélio).

61



LIMP 1I
A proteina LIMP Il foi expressa no citoplasma, que poderiam ser lisossomos,
também na membrana apical das células epiteliais luminais em todos os grupos

experimentais (figura 21).
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Figura 21. Cortes histologicos da préstata ventral marcados com a proteina LIMP 1l. a representa o

Grupo Controle, b o Grupo DDVP, ¢ o0 Grupo MNU e d o Grupo MNU+DDVP. A proteina LIMP Il foi

marcada como aglomerados no citoplasma (setas como indica¢do do local), e na membrana apical
(setas como indicacao do local). Abreviaturas: Lu (Ilimen), Es (estroma), Ep (epitélio).

Para as analises de Western Blotting foi estabelecido o indice de
densitometria éptica (IOD) relativo a intensidade de B-actina para todas as proteinas
em estudo.

Nos dados referentes aos perfis representativos de Western Blotting nas
amostras de prostata ventral observou-se uma banda de 42kDa para Beta-actina,
uma banda de 68kDa para SREBP, uma banda de 150kDa para SCAP, uma banda
de 88kDa para CD36 e uma banda de 72kDa para LIMP Il (figura 22).
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Figura 22. Perfil representativo de Western Blotting para Beta-actina, SREBP, SCAP, CD36
e LIMP 11.

Foi realizada analise densitométrica para cada uma das bandas das
proteinas, SREBP (68kDa), SCAP (150kDa), CD36 (88kDa) e LIMP Il (72kDa)
identificadas, a quantificacdo referente as bandas de cada proteina esta
apresentada na figura 23.

Nessa analise, verificou-se que o indice de densitometria Optica para a
SREBP aumentou gradativamente nos grupos experimentais, sendo menor no grupo
controle, aumentando no DDVP e MNU e o grupo que teve o maior indice de
densitometria Optica para essa proteina foi o grupo MNU+DDVP. Entretanto nao
houve diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos.
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A SCAP apresentou maior indice de densitometria Optica no grupo controle
em comparagdo com os demais grupos. O grupo MNU teve o segundo maior indice
e os grupos DDVP e MNU+DDVP tiveram indices parecidos da proteina em analise.
Entretanto ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos.

Assim como a proteina SREBP, a CD36 apresentou aumento gradual no
indice de densitometria Optica nos grupos, grupo controle com o menor indice,
seguido do grupo DDVP com um aumento, depois o grupo MNU com indice maior e
por fim, o grupo que teve o maior indice de densitometria 6ptica foi o grupo
MNU+DDVP. Entretanto ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre
0S grupos.

A LIMP Il apresentou maior indice de densitometria Optica no grupo
MNU+DDVP, tendo diferenca estatisticamente significativa com todos os outros

grupos.
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Figura 23. Anélise densitométrica da SREBP (68kDa), SCAP (150kDa), CD36 (88kDa) e LIMP
Il (72kDa) nas amostras de prostata ventral (50ug de proteina). Analise estatistica baseada no teste de
Tukey (controle-MNU+DDVP, DDVP-MNU+DDVP o p=0,0006, MNU-MNU+DDVP o0 p=0,0009).
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5.4. DISCUSSAO

Nos Estados Unidos, dentre os canceres, o de préstata € o segundo mais
letal (10%), tornando-se um grande problema de saude publica (SIEGEL et al.,
2020). De acordo com o INCA, no Brasil, os dados mostram 65.840 novos casos de
cancer de préstata em 2020, ficando atras apenas do cancer de pele ndo melanoma.

Nas analises histopatoldgicas, os grupos MNU e MNU+DDVP apresentaram
incidéncia de 100% para a lesdo hiperplasia epitelial. Nesses grupos foram
encontradas muitas dobras epiteliais, caracterizando aumento na proliferacao
celular, o que corrobora com os estudos de Goncalves e colaboradores (2017) que
também encontraram maior numero de células proliferativas no grupo MNU em
comparagao com o grupo controle em seu estudo.

Para a avaliacdo morfométrico-estereoldgica, foi observado maior volume
relativo de epitélio para o grupo MNU+DDVP em comparacdo com o controle,
mostrando que a associacdo MNU e DDVP podem ter contribuido para o aumento
do compartimento epitelial.

Diversos estudos tém sido realizados com cancer de prostata e a relacédo do
mesmo com o acumulo de lipidios, O’Malley e colaboradores (2017) sugeriram que
h& um acumulo consideravel de lipidios em tecidos tumorais, quando comparados a
tecidos saudaveis. Calle e colaboradores (2003) desenvolveram um estudo nos
Estados Unidos e verificaram que homens com indice de massa corporal (IMC)
elevado apresentavam maior risco de morte por cancer de prostata e estbmago,
guando comparados com homens com IMC menor.

Além da relacdo com o acumulo de gordura, o cancer de prostata também
esta diretamente relacionado aos desreguladores enddcrinos, que sdo substancias
gque podem perturbar o eixo hipotalamo-hipdfise-testiculo afetando o sistema
enddcrino e as funcbes reprodutivas, podendo causar cancer de testiculo e de
prostata (SCHUG et al., 2011; SIKKA & WANG, 2008).

Quanto a localizacdo das proteinas na prostata ventral, a SREBP
apresentou marcagao na regido do Aparelho de Golgi, corroborando com os
achados de Horton e colaboradores (2002), ao dizerem que, quando a proteina esta
nessa localizacéo € porque ja foi clivada pela SCAP para posterior migracdo para o

nucleo celular.
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Nas analises de Western Blotting para SREBP, o grupo MNU+DDVP foi o
grupo que apresentou o maior indice de densitometria Optica. Willians e
colaboradores (2013) relataram a dependéncia de SREBP para o crescimento
celular e a viabilidade de células cancerigenas, assim como nos achados de Ettinger
e colaboradores (2004) que verificaram uma maior expressao de SREBP em tecidos
tumorais do que em tecidos normais.

Em ambos os trabalhos, os tecidos tumorais mostraram alta expressao de
SREBP, uma vez que essa proteina faz parte da lipogénese, e, esse € um processo
que contribui para a sobrevivéncia das células tumorais. Entretanto, nos nossos
achados néo houve diferencas significativas entre os grupos para as andlises de
Western Blotting, esse resultado pode ser explicado pelo fato de os animais nao
terem apresentado nenhuma leséo grave ou cancer propriamente dito.

A SCAP apresentou marcacédo dispersa no citoplasma, com maior evidéncia
nas regides apicais da célula (regido apical e membrana apical), divergindo dos
achados de Brown e Goldstein (2009) que descreveram a localizacdo da SCAP
como sendo no reticulo endoplasmatico.

Nos resultados de Western Blotting, para a SCAP, o grupo controle foi o que
teve o maior indice de densitometria Optica para essa proteina, e os grupos DDVP e
MNU+DDVP foram os que tiveram indice menor. Apesar de nao haver diferencas
estatisticamente significativas, podemos inferir que a SCAP pode ter diminuido no
grupo MNU+DDVP uma vez que seu papel ja pode ter sido realizado, que, segundo
Horton e colaboradores (2002) é clivar a SREBP para que essa possa migrar para o
nacleo celular e ativar os genes responsaveis pela sintese de &cidos graxos e
colesterol, corroborando com os achados de Western Blotting para a SREBP que o
maior indice de densitometria optica foi no grupo MNU+DDVP.

A CD36 foi encontrada na regido do Aparelho de Golgi, segundo Greenwalt
e colaboradores (1992) ela é uma proteina transmembrana, responsavel pela
captacdo de colesterol e lipidios circulantes, a localizacdo dessa proteina nos
nossos achados pode indicar seu processo de maturacdo no Aparelho de Golgi,
para posterior migracao para a membrana.

Nas andlises de Western Blotting para CD36 também foi notado o maior
indice de densitometria Optica no grupo MNU+DDVP. Esse resultado corrobora com

Vallbo e colaboradores (2004), uma vez que em seu trabalho, a CD36 foi expressa
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sem diferengas estatisticamente significativas em pacientes com hiperplasia
prostatica benigna, neoplasia intra-epitelial prostatica e cancer de prostata
propriamente dito. O aumento de CD36 no grupo MNU+DDVP pode estar
relacionado com nossos achados histopatolégicos, uma vez que esse grupo foi o
que teve 100% de hiperplasia epitelial.

Quanto a LIMP II, foi localizada em aglomerados no citoplasma, que
poderiam ser lisossomos, compactuando com Zachos e colaboradores (2012) que
descreveram a localizacao desta proteina no reticulo endoplasmatico e lisossomos.

Os resultados de Western Blotting para LIMP |l apresentaram diferencas
estatisticamente significativas, o grupo MNU+DDVP foi o grupo que apresentou o
maior indice de densitometria Optica para essa proteina. A LIMP 1l foi relacionada
com a progressao do cancer através dos achados de Pussinen e colaboradores
(2000) que estabeleceram uma correlagdo positiva entre a LIMP-11l e a progresséo do
cancer, uma vez que a LIMP-Il age como receptor e contribui para a captacdo do
colesterol exdgeno.

Os achados do grupo MNU+DDVP para a LIMP Il confirmam que o pesticida
DDVP, em associacdo a inducdo quimica, agiu como desregulador enddcrino,
aumentando a expressao da LIMP II, cuja funcdo é de suma importancia para o
metabolismo lipidico e para a progressao tumoral. Esses achados compactuam com
o resultado de incidéncia de lesbes, uma vez que o grupo MNU+DDVP apresentou
100% de hiperplasia epitelial. Dessa forma, o DDVP mais a inducdo quimica

acentuou as alteracfes nas células epiteliais prostéticas.

5.5. CONCLUSAO
Assim, podemos concluir que o pesticida DDVP, em baixas concentracdes,
associado a inducdo quimica por MNU, foi capaz de promover alteracdes

morfolégicas, bem como, no metabolismo lipidico na préstata ventral de ratos.
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sciences/0024-3205?generatepdf=true

6. ANEXOS

6.1. Andlise Imuno-histoquimica

Para analise imuno-histoquimica, os cortes histolégicos foram colocados
sobre laminas silanizadas. Em seguida, o0s cortes histolégicos foram
desparafinizados em xilol, hidratados em uma série de alcoois com concentracdes
decrescentes (100%, 90% e 70%). A técnica de imuno-histoquimica foi padronizada
de acordo com o protocolo do fabricante para cada anticorpo.

1. Recuperacdo do antigeno: as laminas foram imersas em solucdo tampéao
Citrato 10mM pH 6,0 e aquecidas em microondas de acordo com a proteina de
interesse.

2. Blogueio da atividade da peroxidase enddégena: foram adicionadas gotas
suficientes de Hydrogen Peroxide Block (abcam®) para cobrir os cortes, que foram
incubados por 30 minutos. Em seguida, lavou 2 vezes em TBS (Tris Buffer Solution
— Tris 50mM NaCl 150mM Tween 0,01% pH 7,4) por 5 minutos com agitacao.

3. Blogueio de reacédo inespecifica: as laminas foram incubadas por 30
minutos a temperatura ambiente em Protein Block (abcam®) para bloquear a
coloracdo de fundo néo especifico. Em seguida, foram lavadas uma vez em TBS por
5 minutos com agitacao.

4. Incubacdo com anticorpo primario: as laminas foram incubadas com
anticorpo primario overnight a temperatura ambiente de acordo com a proteina de
interesse (quadro 2).

5. As laminas que continham as proteinas SCAP e SREBP foram lavadas 4
vezes em TBS por 5 minutos com agitacao e, depois, incubadas em Biotinylated
Goat Anti-polyvalent (abcam®) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Apos a
incubacédo foram lavadas 4 vezes em TBS por 5 minutos com agitacdo. Ja as
laminas que continham as proteinas LIMP Il e CD36 foram lavadas 4 vezes em TBS

por 5 minutos com agitacdo e, depois, incubadas em Anti-goat por uma hora a
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temperatura ambiente. Ap6s a incubacdo foram lavadas 4 vezes em TBS por 5
minutos com agitagao.

6. As laminas foram incubadas em Streptavidin Peroxidase (abcam®)
durante 10 minutos a temperatura ambiente.

7. As laminas foram lavadas 4 vezes em TBS por 5 minutos com agitagao.
Em seguida, foram incubadas em DAB Solution (abcam®) por 1 minuto. Foram
lavadas 4 vezes em TBS por 5 minutos com agitacao.

8. As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina por 2 minutos. Em
seguida, foram lavadas em 4gua corrente por 10 minutos.

9. As laminas foram desidratadas para colocacgéo de laminula.

Quadro 1. Solucdo tampéo e diluicdo do anticorpo primario para SREBP, SCAP,
LIMP 1l e CD36.

Proteina Tempo de micro- DiIuigéQ apt_icorpo Hospedeiro
ondas primario
SREBP (sc-8984) 5 minutos 1:2000 Camundongo
SCAP (bs-3862R) 5 minutos 1:500 Camundongo
LIMP 1l (sc-25869) 5 minutos 1:300 Cabra
CD36 (sc-5523) 5 minutos 1:800 Cabra

6.2. Analise de Western Blotting

Para as andlises de Western Blotting, as amostras da prostata ventral
mantidas em Biofreezer a -80°C, foram homogeneizadas em tampao de extracao
RIPA (proporcéo de 30 mg de tecido/100ml de tampé&o de extracao).

Para eletroforese, foram aplicados 50ug de proteinas de cada amostra em
Amersham ECL Gel e realizada corrida eletroforética a 120V por 2h para separacéo
das proteinas de acordo com o peso molecular.

ApOs a realizacao da eletroforese, os “spots” correspondentes as proteinas
foram eletrotransferidas para uma membrana imobilizadora de PVDF. Em seguida, a
membrana foi bloqueada por 1 hora e 30 minutos ECL™ Prime Western Blotting
Detection Reagent a 5% e incubada overnight a 4°C com o0s anticorpos primarios
(SREBP, SCAP, LIMP Il, CD36 e B-actina (quadro 2)). Em seguida, a membrana foi
lavada em tampao TBST (Tris 100 mM, NaCl 150 mM, Tween 1%) 5 vezes por 5
minutos com agitacdo e incubada com o anticorpo secundario conjugado a

peroxidase durante 1h30 a temperatura ambiente, conforme o antigeno pesquisado.
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Apos a lavagem em tampé&o TBST (Tris 100 mM, NaCl 150 mM, Tween 1%) 5 vezes
por 5 minutos com agitacdo, as membranas foram lavadas e inseridas no
fotodocumentador (G:BOX, Syngene) e a reacgao foi revelada utilizando substrato
quimioluminescente para Amersham ECL Prime (RPN2232 — GE Healthcare Life
Sciences).

A andlise dos resultados foi feita através da verificacdo da reacao positiva ou
auséncia das bandas, seguido de fotodocumentacdo da membrana. A intensidade
da banda foi quantificada através do indice de densitometria Optica (I0OD) relativo a
intensidade de B-actina (marcador celular endégeno) realizado no software GeneSys
(GeneTool, Syngene).

Quadro 2. Proteinas, diluicdo do anticorpo primario, anticorpo secundario e diluicao.

Proteinas Dilui¢éo anticorpo Anticorpo secundario e
primario diluicéo
B-actina Rabbit policonal 1:200 Anti-Rabbit HRP 1:5000
antibody — orb10033

SREBP (sc-8984) 1:1000 Anti-Rabbit 1:10000

SCAP (bs-3862R) 1:500 Anti-Rabbit HRP 1:5000
LIMP Il (sc-55570) 1:500 Anti-Mouse 1:5000
CD36 (sc-7309) 1:1000 Anti-mouse 1:10000
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