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RESUMO

O TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina), é considerado o contaminante
ambiental com maior toxicidade na atualidade e sua agdo esta associada a interagdo com
o receptor aril-hidrocarboneto (do termo inglés, AhR), responsavel pela resposta
bioldgica do TCDD sobre as celulas. Na prostata, o0 TCDD age diretamente no UGS
inibindo o brotamento prostatico através da ativacdo das vias dependentes de AhR. O
Resveratrol destaca-se por suas propriedades anticancer, antiagregacao de plaquetas, anti-
inflamatdria e antialérgica, atuando inclusive como antagonista do AhR. O estudo teve
por objetivo avaliar o potencial quimioprotetor do Resveratrol sobre o desenvolvimento
da prostata de ratos expostos ao TCDD durante a fase inicial da morfogénese prostatica.
Para isso, ratas prenhes da linhagem Wistar foram divididas em 4 grupos experimentais:
Controle, TCDD, TCDD+Resveratrol e Resveratrol. O TCDD foi administrado em dose
Unica no 15°. dia gestacional (DG15) na dose de 1ug/kg (diluido em 6leo de milho) e o
Resveratrol foi administrado entre 0 DG10 e o dia pds-natal 21 (DPN21) na dose de
20mg/kg (diluido em etanol 8%), ambos por via oral. Machos recem-nascidos (DPN1)
foram eutanasiados para avaliacdo dos efeitos imediatos do TCDD (com ou sem a adi¢éo
do Resveratrol) sobre a morfogénese prostética inicial, através de técnicas morfologicas
e imunohistoquimicas, enquanto que, machos adultos (DPN90) foram eutanasiados para
avaliacdo dos efeitos tardios. . No DPN1, os aspectos histologicos e morfométricos
apontaram para a reducdo no nuamero de brotos prostaticos no grupo TCDD quando
comparado aos demais grupos Nesse mesmo grupo, as células epiteliais periféricas foram
menos imunorreativas para p63 comparado com o Controle e TCDD+Resveratrol. O
indice de proliferacdo celular nos brotos epiteliais e no mesénguima no grupo TCDD foi
inferior ao observado nos grupos Controle e TCDD + Resveratrol, bem como o indice de
celulas mesenquimais AR imunorreativas. A marcacdo para receptor de androgeno(AR)
foi fraca nos brotos epiteliaise intensano mesénquima circundante, em todos 0s grupos.
Da mesma forma, a marcagao para a a-actina foi menos intensa nas células mesenquimais
em diferenciacdo que circundam os brotos epiteliais no grupo TCDD. Com relagéo aos
animais adultos, as analises histolégicas revelaram que o grupo TCDD mostrou uma
estrutura glandular composta por acinos com varias pregas em seu epitélio ao lado de
acinos sem pregas, caracterizando a hiperplasia glandular fisiologica, porém essa

glandula se apresentou funcionalmente normal. J& o grupo TCDD+Resveratrol
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apresentou uma morfologia semelhante ao grupo Controle. Observou-se no grupo exposto
ao TCDD um indice de proliferacdo epitelial superior aos demais grupos, evidenciando
um processo de recuperacdo da inibicdo do desenvolvimento. Além disso, o grupo
TCDD+Res apresentou indice de proliferacdo semelhante ao grupo Controle. Com
relacdo & imunomarcagdo do AR, ndo houve diferenca entre 0s grupos experimentais.
Portanto, de acordo com os resultados obtidos, o Resveratrol foi capaz de reduzir os
efeitos inibitorios do TCDD sobre a morfogénese da prostata de ratos expostos por via
materna. Além disso, a prostata se mostrou capaz de recuperar 0s danos causados por este

téxico durante a idade.

Palavras-chave: TCDD, Resveratrol, desenvolvimento, prostata, morfogénese
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ABSTRACT

TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) is the most toxic environmental
contaminant which mechanism of action is through the interaction with the aryl
hydrocarbon receptor (AhR). In the prostate, TCDD works inhibiting the prostatic
budding and activating the AhR-dependent pathways. Resveratrol is known by your
anticancer, antiplatelet, anti-inflammatory and anti-allergic properties, besides acting as
AhR antagonist. Therefore, the current research aimed to assess the protective effect of
Resveratrol on prostate development in rats exposed to TCDD during early prostate
morphogenesis. Pregnant Wistar rars were divided in four experimental groups: Control,
TCDD. TCDD+Resveratrol and Resveratrol. TCDD (1ug/kg body weight) diluted in corn
oil was administered by gavage as a single dose on 15" gestational day (GD15) while
Resveratrol (20mg/kg body weight) was given by gavage (diluted in 8% of ethanol)
between GD10 and postnatal day 21 (PND21). Newborn males (PND1) were euthanized
to evaluate immediate effects of TCDD and Resveratrol on the initial prostatic
morphogenesis, through morphological and immunohistochemical assays, while male
rats (PND90) were euthanized for evaluation the late effects. There was decreasing of
prostatic buds number in TCDD group. In the same group, basal cells showed weak
immunoreactivity for p63 when compared to Control and TCDD+Resveratrol. TCDD
reduced the cell proliferation index in the epithelial buds and mesenchyme as well as the
number of androgen receptor (AR)-positive mesenchyme cells compared to Control and
TCDD+Resveratrol groups. It is worth mentioning that the AR immunostaining was weak
in the epithelial buds and intense in the surrounding mesenchyme in all experimental
groups. On the other hand, a-actin staining was less intense in the differentiated
mesenchymal cell that surrounded the epithelial buds in the TCDD group. Regarding to
adult animals (PND90), the histological analysis revealed in the TCDD group a glandular
structure with acini exhibiting several foldings beside acini without this alteration,
featuring as a physiological glandular hyperplasia, despite the normal function of the
gland. TCDD+Resveratrol group showed similar morphology to Control group. TCDD
groupd showed a higher proliferation index of epithelial cell than Control group, implying
in the recovery of the growth inhibition. In addition, the TCDD+Resveratrol group
showed proliferation index similar to the Control group. Similar AR immunostaining was

verified in all experimental groups. Therefore, according to the results, Resveratrol was
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able to reduce the inhibitory effects of TCDD on rat prostate morphogenesis of rats

exposed to a single maternal dose. Moreover, the prostate recovered the damage caused
by TCDD on PND90.

Keywords: TCDD, Resveratrol, development, prostate, morphogenesis.
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1. INTRODUCAO

1.1. A Morfogénese da Prostata

O crescimento e 0 desenvolvimento da prdstata tém inicio durante a vida fetal e é
completado durante a maturidade sexual. A préstata se desenvolve a partir da parte
pélvica do seio urogenital (do termo em inglés UGS), uma subdivisdo da cloaca,
encontrado na base da bexiga urinaria em desenvolvimento (Marker et al., 2003). O UGS
¢ composto por uma camada epitelial, o epitélio urogenital (do termo inglés UGE),
derivada da endoderme, a qual € circundada por uma camada mesenquimal, 0 meséquima
urogenital (do termo inglés UGM), originada do mesoderme. Nos roedores, esta estrutura
surge nos machos e nas fémeas apds 13 dias de concepcao, e ap6s 7 semanas de gestacdo
em humanos (Hamilton et al., 1959) (Figura 1). O UGS é morfologicamente
indistinguivel em machos e fémeas até o 17°-18° dia de gestacdo em ratos e camundongos,
e até a 10%-122 semana em humanos. A partir desse periodo inicia-se a morfogénese
prostatica, um processo que é iniciado e dependente de andrégenos produzidos pelos
testiculos (Marker et al., 2003).

Testiculos

¥ \

Bexiga

Ducto de Wolff o urinaria

superior

Ducto de Wolff inferior e broto
ventral

UGS dorsal >

Uretra

1mm ventral

Figura 1. Parte do trato urogenital de um embrido macho de camundongo com 16,5 dias de gestacdo. A
préstata se desenvolve a partir do UGS, o qual se localiza na base da bexiga em desenvolvimento. Neste
estdgio embrionario, o epitélio do UGS é visivel como uma dilatacdo da uretra (&rea clara com *),
circundado por um mesénquima condensado nos lados dorsal e ventral (&rea escura). Adaptado de Marker
et al., 2003.
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Embora o processo de desenvolvimento seja continuo, ele pode ser dividido em cinco
estagios: determinacéo, iniciacdo ou brotamento, ramificacéo, diferenciacdo e maturacao
(Prins & Putz, 2008) (Figura 2). A morfogénese da prostata € resultante das interacfes
entre mesénquima e epitélio, e modulada por fatores de crescimento (Cunha et al., 1995).
Acredita-se que esses fatores de crescimento sejam 0s mediadores paracrinos nessa
interacdo UGM-UGE (Cooke et al., 1991).

A fase de determinacdo ocorre antes de qualquer evidéncia de uma estrutura em
desenvolvimento e envolve a expressdo de sinais moleculares que comprometem um
grupo especifico de células do UGS para o destino de ceélulas prostaticas. O
desenvolvimento fenotipico da prostata comeca com as células epiteliais formando brotos
que penetram dentro do mesénquima circundante nas direcdes ventral, dorsal, e lateral.
(Lowsley et al., 1912; Prins et al., 1993). Antes da diferenciacdo sexual do UGS, o UGM
expressa receptores de andrégeno (AR) e, assim, adquire a capacidade de induzir a
diferenciacdo e brotamento dos lobos prostaticos (Cooke et al., 1991; Takeda et al.,
2013). Em resposta aos androgenos produzidos pelo testiculo fetal, brotos epiteliais
emergem da parede do UGS, crescendo dentro do UGM circundante em um preciso
padrdo espacial, e assim, estabelecendo em roedores as subdivisfes lobares da prdstata
em dorsolateral, ventral e anterior, onde cada uma delas possui um padréo de brotamento
ductal caracteristico (Price, 1963; Sugimura et al., 1986; Kinbara et al., 1995; Marker et
al., 2003).

Ao nascimento, os lobos ventral, dorsal e lateral dos roedores consistem,
principalmente, de brotos, ou ductos, ndo-ramificados e solidos e, posteriormente, uma
padronizacao desses brotos ocorre apos o nascimento (Prins et al., 1992). Inicialmente,
0s brotos e ductos prostaticos sdo macicos, comecando no periodo neonatal a se canalizar.
A canalizacdo ductal comeca na uretra e progride distalmente em direcdo a extremidade
dos ductos e é durante esse fendmeno que ocorre a diferenciacdo das células epiteliais
basais e secretoras (Lopes et al.,1996; Marker et al., 2003). A ramificacdo comeca quando
0s brotos epiteliais alongados entram em contado com 0 mesénguima, que se encontra na
regido periférica a0 masculo liso periuretral. Nesse momento, pontos secundérios e
terciarios de ramificacdo sdo estabelecidos com o crescimento proximo-distal (Timms et
al., 1994). O padrdo de ramificacdo € lobo-especifico, com a ramificacdo ventral
antecedendo 3-4 dias o lobo dorsolateral (Hayashi et al., 1991). A morfogénese de todo

o complexo completa-se entre os dias pos-natal 15 e 30. O crescimento final e a maturagdo
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ocorrem durante a puberdade (25-40 dias), quando os niveis de andrdgeno circulante
sobem (Prins & Putz, 2008).

Desenvolvimento
Embrionédrio
Dias do } } : } } } 4 } !
desenvolvimento -10 -5 N 5 10 15 20 25 90

Figura 2. Estagios do desenvolvimento da préstata do rato (adaptado Prins & Putz, 2008).

A diferenciacédo epitelial e mesenquimal é coordenada com o processo de ramificacéo e
ocorre da direcdo proximal a distal (Prins & Birch, 1995; Hayward et al., 1996a, 1996b).
A diferenciacdo epitelial das células progenitoras em células diferenciadas basais e
luminais na préstata de ratos ocorre com uma mudancga no padrdo das citoqueratinas
somado a alteracfes na expressao do receptor de andrégeno (AR), um marcador inicial
da diferenciacgéo epitelial (Prins & Birch, 1995; Hayward et al., 1996b). A canalizacdo
dos ductos é concomitante com a diferencia¢do das camadas basal e luminal em torno do
5° dia pos-natal, estendendo-se as extremidades aproximadamente no 12° dia p6s-natal.
Junto com a diferenciacao epitelial, 0 mesénquima prostatico sofre diferenciacdo pos-
natal. Entre os dias 3 e 5, células adjacentes aos ductos formam uma camada periductal
de células musculares lisas, enquanto as células interductais se diferenciam em
fibroblastos (Prins & Birch, 1995; Hayward et al., 1996a).

Por fim, ao final do desenvolvimento, os ductos prostaticos sao compostos por uma
parte epitelial e por outra estromal, sendo a interacdo entre esses dois compartimentos a

responsavel pelo crescimento e atividade funcional da glandula (Nemeth et al., 1996).

1.2. Regulacdo Hormonal do Desenvolvimento Prostatico

As fases de determinacdo e brotamento prostaticos no feto humano e no roedor sdo

inteiramente dependentes da acdo dos andrdgenos produzidos pelo testiculo fetal (Price,
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1936).

A acdo androgénica ¢ mediada pela interacdo com o AR nuclear, o qual ¢ um membro
de uma superfamilia de fatores de transcri¢do (Liao & Fang, 1969; Committee, 1999).
Durante o inicio do periodo perinatal, 0 AR tem uma maior expressdao nas células
mesenguimais, enquanto as células epiteliais progenitoras ndo possuem AR, ou essa
expressao é muito baixa (Shannon e Cunha, 1983; Takeda et al., 1985; Husmann et al.,
1991; Prins & Birch, 1995). Em resposta aos andrdgenos circulantes (convertidos em
diidrotestosterona - DHT — no espago intracelular), as células mesenquimais produzem
fatores de crescimento e diferencia¢do autocrinos e paracrinos, 0s quais direcionam a
proliferacdo e a diferenciacdo epitelial. Conforme as células epiteliais se diferenciam, o
AR € expresso em altos niveis. Dessa maneira, 0s andrégenos sdo responsaveis por
direcionar os fatores secretados no epitélio para fornecer sinais reciprocos para promover
a diferenciacdo do mesénquima em células musculares lisas (Prins et al., 2008) (Figura
3).
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Figura 3. Localizacdo e expressdo do receptor esteroide durante o decorrer do desenvolvimento da prdstata
do rato (Prins et al., 2008).

1.3. Estrutura e Fisiologia da Prostata

A prostata € uma glandula acessoria do sistema genital masculino, encontrada

somente em mamiferos, cuja funcdo é produzir a maior fracdo do fluido seminal,
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juntamente com a glandula seminal, promovendo a manutencdo do gradiente i6nico e pH
adequados nessa secrecdo (Marker et al., 2002; Untergasser et al., 2005).

Em humanos, a prostata tem uma morfologia compacta e sem lobos distintos, pesa
entre 30g e 509 e situa-se inferiormente a bexiga urinaria, envolvendo a parte prostatica
da uretra. Apresenta-se geralmente diferenciada em trés zonas: central, de transicéo e
periférica (McNeal, 1983, Roy-Burman et al., 2004, De Marzo et al., 2007). Em ratos e
camundongos, a glandula é composta por quatro lobos distintos: anterior ou glandula
coaguladora, dorsal, lateral e ventral (Shirai et al., 2000). Os lobos dispdem-se ao redor
da bexiga, exibindo particularidades quanto a ramificacdo de ductos e producdo de

secrecdes proteicas (Sugimura et al., 1986) (Figura 4).
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Figura 4. Comparacéo esquematica da anatomia da prdstata humana com a prostata do roedor (adaptado
de Abate-Shen & Shen, 2002).

Ductos prostaticos de um mesmo lobo mostram heterogeneidade regional quanto ao
tipo celular, sintese e secre¢é@o proteica e resposta a androgenos (Banerjee et al., 1998).
Devido as diferengas morfogenéticas lobo-especificas, a morfologia final de cada lobo é
distinta. Histologicamente, a prostata anterior apresenta inimeras dobras epiteliais, 0s
lobos dorsal e lateral exibem dobras no epitélio e a prostata ventral apresenta epitélio
continuo, contendo o minimo de dobras (Marker et al., 2003). Estudos comparativos do
desenvolvimento da préstata em roedores e humanos demonstraram que a morfogénese
ocorre de maneira analoga em ambos os modelos (Timms et al., 1994). Os componentes
glandulares de natureza epitelial e os ndo-glandulares, de natureza estromal, apresentam
caracteristicas comuns nos diferentes animais, independente do aspecto macroscopico da
glandula, o que favorece estudos referentes a homologia morfofuncional entre as

diferentes espécies (Price, 1963; Karr et al., 1995). Os tipos de populacdes celulares sdo
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similares e, provavelmente, desempenham as mesmas funcgdes fisiologicas, porém a
distribuicdo relativa dessas populacGes varia entre as espécies (Imamov et al., 2004).

De acordo com Peehl e colaboradores (2005) o epitélio prostatico é composto por
cinco tipos celulares com suas respectivas fungdes (Figura 5). Células epiteliais
secretoras, que revestem o limen dos acinos prostaticos, expressam altos niveis de ARs
e sdo responsaveis pela producéo e secrecdo do liquido prostatico; celulas epiteliais
basais, as quais formam uma monocamada sobre a membrana basal, envolvendo o epitélio
prostatico e constituem a principal populacdo de células proliferativas do epitélio da
prostata; células neuroenddcrinas, que aparecem em menor quantidade e secretam uma
variedade de fatores de crescimento que, possivelmente, afetam o desenvolvimento e a
manutencdo do tecido prostatico; stem cells que mesmo raras parecem localizar-se na
camada de células basais; e, por udltimo, células transitorias, as quais expressam
caracteristicas entre as células basais e secretoras e podem ser células progenitoras ainda

ndo diferenciadas.

 Células
musculares lisas

Células
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(stem cells)

{ Lamina basal |

Figura 5. Diagrama de um corte transversal de um ducto prostatico, indicando os tipos celulares que estdo

presentes nos ductos prostaticos (adaptado Marker et al., 2003).

Entremeando as por¢des glandulares h&d um estroma conjuntivo ricamente
vascularizado, com células musculares lisas dispostas concentricamente aos acinos e
entremeadas as camadas de colageno, bem como poucas fibras elasticas (Carvalho &
Line, 1996). As células musculares lisas exercem papel contratil durante a ejaculacéo e,
juntamente com os fibroblastos, sdo responsaveis pela sintese dos componentes da matriz
extracelular. Entre os elementos estruturais que integram a matriz destacam-se as fibras

colagenas, reticulares e elasticas, as quais conferem resisténcia mecanica e flexibilidade
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ao tecido, servindo como substrato para a ancoragem e migracgéo celular (Tuxhorn et al.,
2001; Vilamaior et al., 2005). As células estromais sdo responsaveis por direcionar 0s
processos de desenvolvimento, manutencdo e diferenciacdo do epitélio, fornecendo
nutrientes e fatores de crescimento (Berry et al., 2008).

Os andr6genos sdo necessarios para o crescimento e as atividades normais da prostata
humana. A producéo dos androgenos € regulada pelo eixo hipotalamo-hipéfise-gonada
(Debes & Tindall, 2002), com mais de 95% da testosterona produzida pelas células de
Leydig nos testiculos, e 5% pelas glandulas adrenais (Hsing et al., 2002). Na prostata, a
testosterona livre é convertida em um androgeno mais potente (cerca de 3 a 10 vezes), a
diidrotestosterona (DHT), pela agdo da enzima So-redutase do tipo I, a qual é mais
especifica para células epiteliais da préstata (Taplin & Ho, 2001). Tanto a testosterona,
quanto a DHT podem se ligar ao AR e migrar para o nlcleo das células epiteliais. A
principal funcdo do AR é induzir o crescimento das estruturas urogenitais (Debes &
Tindall, 2002). A privacdo de andrdgeno leva a perda da funcdo secretora e reducdo do
tamanho da prostata em adultos. Essa regressdo é causada pela ocorréncia de apoptose na
prostata, e € mais extensa em regides distais dos ductos prostaticos, os quais podem ser

completamente eliminados em roedores (Sugimura et al., 1986).

1.4. As Dioxinas e o Receptor Aril-hidrocarboneto

Dioxinas sdo contaminantes exclusivamente produzidos por processos industriais,
incluindo a incineracédo (Olie, 1980), branqueamento de papel e celulose, e producao de
alguns pesticidas, herbicidas e fungicidas (Gilpin et al., 2003). Dioxinas e compostos
semelhantes formam um grande grupo de substancias que sdo estruturalmente
relacionadas e biologicamente persistentes, capazes de induzir um grande espectro de
respostas e possuem um mecanismo de acdo em comum (Van den Berg et al., 1998). Esse
grupo inclui os dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDDs), dibenzofuranos (PCDFs),
bifenilos policlorados (PCBs) e compostos relacionados (Czuczwa et al., 1984; Schecter
et al., 1988; Ferrario & Byrne, 2000).

Sua estrutura quimica consiste em dois anéis de benzeno conectados por dois atomos
de oxigénio e contém de quatro a oito cloros. As dioxinas toxicas e os PCDFs possuem
cloros nas posicgdes 2, 3, 7 e 8. PCDDs, PCDFs, e alguns PCBs foram atribuidos a dioxinas
com fatores tdxicos de equivaléncia (TEFs) baseados na sua poténcia relativa em relagdo



Dissertagdo de Mestrado - Livia Teresa Ribeiro da Silveira

a dioxina mais toxica, o 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), a qual € atribuida
um TEF de 1 (Van den Berg et al., 1998) (Figura 6).
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Figura 6. Estrutura quimica de algumas dioxinas (Schecter et al., 2006).

As dioxinas sdo substancias lipofilicas e sdo capazes de resistirem a degradacédo
ambiental. Um total de 75 congéneres de dioxinas e 135 congéneres de furano compdem
a complexa mistura de dioxinas, dos quais 7 e 10 congéneres sdo, respectivamente,
capazes de se ligar e ativar o receptor aril-hidrocarboneto (AhR) (Van den Berg et al.
2006). Dos 209 congéneres de bifenilos policlorados (PCB), doze tém o potencial de
ativar o AhR (Van den Berg et al. 2006).

A exposicdo humana as dioxinas ocorre através do consumo de alimentos
contaminados, especialmente os ricos em gordura, como leite, queijo, carne, peixes e 0
leite materno (Foster et al. 2010).

A meia-vida desses compostos em roedores é em torno de 2-4 semanas (Rose et al.,
1976; Olie, 1980), mas em humanos é estimada em 7-11 anos, embora haja uma ampla
variacdo individual (Pirkle et al., 1989). Estudos sobre a farmacocinética das dioxinas
demonstraram que a sua meia-vida é dose-dependente, sendo a eliminagdo mais rapida a
altas concentracfes, e também varia com a composicdo corporal, em que a grande
quantidade de gordura corporea leva ao aumento da persisténcia (Emond et al., 2005;
Aylward et al., 2005).

As dioxinas exercem seus efeitos através da ligacdo de alta afinidade com o AhR.

Esse receptor € um fator de transcricdo, pertencente a familia basic helix-loop-helix
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(bHLH) PER-ARNT-SIM (PAS) de proteinas dependentes de ligante envolvido na
regulacdo da expressdo de um grande nimero de genes. Membros da familia PAS séo
conhecidos por serem ‘“sensores bioldgicos”, onde a ligacdo do AhR com substancias
toxicas a ele, induz ou reprime a transcri¢ao de varios genes e resultam em uma cascata
de respostas toxicas (Carlson et al., 2002). A ativacdo do AhR também interage com
outras proteinas regulatorias como quinases especificas, proteinas de controle do ciclo
celular, e outras proteinas envolvidas no processo de apoptose (Puga et al., 2005). Estudos
recentes com células e camundongos transgénicos com AhR ativos ou camundongos nos
quais a atividade do AhR foi blogueada, sugerem que esse receptor € uma proteina-chave
na regulacao do desenvolvimento e da homeostase (Andersson et al., 2002, 2003).

Estudos em animais mostram que o TCDD é considerado o contaminante ambiental
com maior toxicidade e, dessa forma, também apresenta efeitos consideraveis para a
salde humana (Denison et al., 2003; Schecter et al., 2006). De acordo com Schrenk
(2006), o TCDD nédo se comporta como um carcindgeno completo, pois ele altera a
sinalizagdo celular envolvendo mudangas pronunciadas no padrdo de fosforilagéo,
regulando o crescimento e apoptose. Dessa forma, 0 TCDD se liga ao fator de transcricao
AhR, o qual esta ligado no citoplasma através de duas proteinas “ Heat Shock” (HSP) de
90kDa, uma co-chaperona p23 e uma proteina de interagdo (XAP2). O complexo ligante-
AhR é transportado para o nucleo, onde o complexo se dissocia e 0 AhR se dimeriza com
translocador nuclear de AhR (ARNT) junto com um co-regulador para melhorar a
transcricao génica de elementos de resposta a dioxina (DRE) (Roman et al., 1998; Carlson
et al., 2002; Gasiewicz et al., 2003) (Figura 7).
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Figura 7. Via de sinalizagdo do AhR (Mimura et al., 2003).

O TCDD é considerado um agonista do AhR suspeito de ser responsavel por
numerosas doengas em humanos, como canceres, imunossupressao, aterosclerose,
osteoporose, doencas na pele e problemas no sistema genital (Mimura et al., 2003).

Varios mecanismos sdo propostos para explicar a toxicidade do TCDD e seus
congéneres (Safe et al., 1990). O maior efeito bioquimico do TCDD mostrou ser a
inducéo do citocromo P-450, associados com monooxigenases e proteinas relacionadas
(Poland & Kimbrough, 1984). Recentemente, 0 AhR mediou os sistemas da xantina
oxidase e da xantina desidrogenase, relacionando-se com estresse oxidativo em ratos
tratados com TCDD (Sugihara et al., 2001). Estudos anteriores mostraram que a
administracdo aguda de doses Unicas de TCDD para animais de laboratério induz a
producdo de espécies reativas de oxigénio (Bagchi et al., 1993; Alsharif et al., 1994),
peroxidacdo lipidica (Stohs et al., 1990) e danos ao DNA (Wahba et al., 1988). Além
disso, ha pronunciadas diferencas na sensibilidade que as espécies animais possuem em
relagdo ao TCDD, sendo que as DLso variam de 1ug/kg na cobaia, >5000ug/kg em
hamster, 200ug/kg em camundongos e 30ug/kg nos ratos (McConnell, 1985).

1.5. O Sistema Genital Masculinoe o TCDD

A exposicdo in utero a uma Unica dose de TCDD resultou em feminilizagdo da prole

masculina incluindo diminuicéo da distancia anogenital, retardo da descida dos testiculos,
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diminuigdo do peso do parénquima testicular, reducéo na espermatogénese e das reservas
de espermatozoides no epididimo, diminuicdo da resposta a estimulacdo androgénica na
prostata de adultos e diminuicéo do peso das glandulas acessérias (Mably et al., 1992a,
b, c; Peterson et al., 1993; Gray et al., 1995). Além disso, o estudo de lkeda e
colaboradores (2005) relataram uma redugdo no peso da prdstata ventral de ratos
Holtzman expostos ao TCDD no periodo uterino e durante a amamentacdo (ratas
receberam uma dose antes do acasalamento —400ng/kg - e posteriormente doses semanais
durante o acasalamento, gestacdo e a lactacdo — 80ng/kg). No trabalho de Wilker e
colaboradores (1996), trés doses de TCDD foram administradas uma Unica vez em ratas
Sprague-Dawley prenhes (0.5, 1.0 ou 2.0ug/kg corporal, no DG15), no qual foi
constatado que houve uma reducdo no peso da prostata além de diminuicdo no peso da
vesicula seminal, do epididimo e do parénquima testicular, principalmente nas maiores
doses de TCDD.

Com relacdo a prostata, 0 AhR media efeitos inibitérios do TCDD no crescimento
dessa glandula e também modula o seu desenvolvimento normal. Evidéncias em
camundongos “knockout” para AhR mostraram que esses animais tiveram um lobo
dorsolateral menor, apesar de histologicamente normal (Fritz et al., 2007). O
desenvolvimento dos lobos ventral e dorsolateral da préstata de camundongos € inibido
de maneira lobo-dependente pelas exposices ao TCDD nos periodos uterino e na
amamentacdo. Esta resposta resulta da inibicdo lobo-especifica da formacao de brotos
epiteliais no periodo pré-natal dos primordios da prostata e morfogénese de ramificacdo
ductal no periodo pés-natal (Ko et al., 2002; Lin et al., 2003).

De acordo com Roman et al. (1998), embora o TCDD ndo seja capaz de interferir na
manutencdo da atividade secretoria da préstata, induzida por andrégenos, nos adultos, é
possivel que ele seja capaz de interferir no inicio dessa atividade (citodiferenciacdo
funcional das células epiteliais) no desenvolvimento da prostata. Atrasos na diferenciacédo
celular, induzido pelo TCDD, provavelmente ndo sdo resultados da competicdo com
androgenos para ligacdo ao receptor de andrégeno (AR) prostatico, pois nem a
testosterona e nem a diidrotestosterona (DHT) séo capazes de deslocar o TCDD do AhR
(Poland et al., 1976; Okey et al., 1979; Furuhashi et al., 1986). Além disso, 0 TCDD néao
é capaz de deslocar glicocorticdides, estradiol, ou progesterona de seus respectivos
receptores (Neal et al., 1979; Furuhashi et al., 1986; Romkes et al., 1987; Romkes &
Safe, 1988).
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ExposicOes uterina e lactacional ao TCDD resultaram em lesdes pré-neoplasicas na
prostata de camundongos senescentes da linhagem C57BL/6J, os quais ndo sao
naturalmente suscetiveis ao cancer de prostata (Fritz et al., 2005). Dessa maneira, a
possibilidade da ativacdo do AhR pelo TCDD pode aumentar o risco de cancer de
préstata, particularmente em humanos e animais modelos suscetiveis a carcinogénese
prostatica (Fritz et al., 2007).

1.6. O TCDD e o Desenvolvimento da Prostata

O desenvolvimento da prostata comeca no periodo pré-natal quando androgenos
fetais se ligam a seus receptores (AR) no mesénquima do seio urogenital (UGM) para
estimular a formacdo de ductos prostaticos, ou brotos, no epitélio do seio urogenital
(UGE). Brotos prostaticos sdo formados em estagios sequenciais (Thomsen et al., 2008).
O primeiro estagio € o estagio de especificacdo, em que sinais moleculares especificam
onde os brotos se formarao na superficie do UGS. Brotos sao direcionados ao longo de
trés eixos assimétricos: dorsoventral, cranio-caudal e médio-lateral. O segundo estagio da
formacéo dos brotos é o estagio de inicio, onde os primeiros brotos se projetam sobre a
superficie do UGE (Vezina et al., 2008). O estagio de inicio dos brotos é seguido por um
estagio final do desenvolvimento dos brotos, o alongamento, em que 0s brotos se
estendem distalmente para 0 UGM. Muitos brotos alongados ramificam-se, canalizam-
se, e, finalmente, se desenvolvem em uma rede ductal na prostata madura, que consiste
em lobos: ventral, dorsal, lateral e anterior (Shirai et al., 2000) (Figura 4).

Em camundongos da linhagem C57BL/6J, o TCDD (5ug/kg em uma dose materna
no DG13,5) alterou o inicio do brotamento prostatico por todo o UGS, evitando a
formacdo de brotos ventrais e, diminuindo o nimero de brotos dorsolaterais (Lin et al.,
2003). Além disso, o TCDD agiu diretamente no UGS inibindo o brotamento prostatico
(Lin et al., 2004) ativando vias dependentes de AhR (Lin et al., 2003). Embora o
brotamento prostatico necessite de ARs funcionais no UGM (Cunha & Lung, 1978), o
dano ao brotamento ventral e dorsolateral devido ao TCDD ndo foi causado pela reducéo
da testosterona fetal ou pelo prejuizo da atividade transcricional do AR (Ko et al., 2004;
Lin et al., 2003). Na figura 8, observam-se os estagios de desenvolvimento dos brotos
para os diferentes lobos prostéticos, e mostra ainda o periodo no qual o TCDD tem um

efeito mais sensivel em cada lobo.
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ESTAGIOS DA FORMAGAO DOS BROTOS PROSTATICOS EM CAMUNDONGOS C578BL/6)
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Figura 8. Momento de trés estagios da formacdo dos brotos prostaticos: especificacdo, inicio e
alongamento para cada lobo da prdéstata. Periodos aproximados do desenvolvimento embrionario quando
os brotos prostaticos séo especificados, iniciados e alongados em fetos machos de camundongos C57BL/6J
sao ilustrados para o lobo anterior, lobo dorsolateral, e lobo ventral. A “janela de maior sensibilidade” na
inibicdo da especificacdo dorsolateral e ventral pelo TCDD ¢ denotada por flechas (adaptado de Vezina et
al., 2008).

As superficies ventral e lateral do UGS de fetos de camundongos expostos ao TCDD
sdo desprovidas de saliéncias epiteliais, mostrando que o TCDD interfere com o
brotamento prostatico por agir principalmente no estagio de alongamento (Lin et al.,
2003). No entanto néo se sabe se 0 TCDD inibe o brotamento por bloquear a especificacao
dos brotos, o inicio da formacéo dos brotos, ou ambos os estagios. O efeito inibitdrio mais
drastico do TCDD na formacdo de brotos € no UGS ventral, onde nenhum broto foi
observado apds exposicdo gestacional ao TCDD (Lin et al., 2003). A formacéo de brotos
prostaticos ventrais & mais suscetivel ao TCDD devido a sinalizagcdo do AhR ser mais

abundante na regido ventral do UGS (Vezina et al., 2008).

1.7. O Resveratrol

O Resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno) € um polifenol natural que pode ser
encontrado em ao menos 72 espécies de plantas (distribuidos em 32 géneros e 12 familias)
(Dercks et al., 1989), como amendoins, cranberries, mirtilos, e sobretudo nas uvas e no
vinho tinto. Sua quantidade € relativamente mais alta na uva, onde sua concentracdo na
casca atinge de 50 a 100mg por grama de uva fresca, e sua concentra¢do no vinho tinto é
de 1,5 a 3mg/litro (Jeandet et al., 1991). Quantidades consideraveis também s&o
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encontradas nos vinhos rose e branco (Romero-Perez et al., 1996). Sua sintese é regulada
pela presenca de fatores estressores, como a contaminacao por fungos e a radiacéo ultra-
violeta. Nas plantas, ele atua como fitoalexinas, mostrando uma capacidade de inibir o
desenvolvimento de certas infecgdes por fungos.

Resveratrol foi primeiramente isolado em 1940, como um ingrediente das raizes do
heléboro-branco (Veratrum grandiflorum O. Loes) e, desde entdo, foi identificado em
extratos de mais de 70 espécies de plantas (Takaoka, 1940; Aggaswal et al., 2004 e 2006;
Baur et al., 2006).

Antes de 1992, ndo houve nenhum interesse no Resveratrol sobre a perspectiva da
bioguimica dos mamiferos ou na ciéncia clinica, mas naquele ano, Siemann & Creasy
relataram a presenca de trans-Resveratrol no vinho. Sua estrutura quimica consiste na
unido de dois anéis fenolicos unidos por uma ligagcao dupla de estireno, formando o 3,5,4’-
trihidroxiestilbeno. Essa ligacao dupla é a responsavel pelas formas isoméricas cis e trans
do Resveratrol (Aggarwal et al., 2004) (Figura 9). O estudo de Cal et al (2003) deu
atencdo ao fato de que o Resveratrol também € um constituinte da medicina oriental, por
beneficiar pessoas com uma variedade de doencas, incluindo aquelas que afetam o figado,
a pele, o coracéo, a circulacdo e o metabolismo de lipideos. (Nonomura et al., 1963; Kubo
etal., 1981).

Suas propriedades estdo sendo estudadas in vitro, valendo destacar propriedades
antitumoral, antiagregacéo de plaquetas, anti-inflamatdria e antialérgica (Gambini et al.,
2013). Alem disso, destaca-se sua potente atividade antioxidante, estrogénica e com
atividade antagonista ao AhR (Casper et al., 1999), visto que sua estrutura quimica €é

semelhante ao TCDD, um agonista desse receptor (Figura 9).

trans-resveratrol cis-resveratrol

Figura 9. Estruturas cis e trans do Resveratrol (Gambini et al., 2013).
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Apesar dos seus efeitos terapéuticos, o Resveratrol possui propriedades
farmacocinéticas que ndo sdo favoraveis, uma vez que este composto apresenta baixa
biodisponibilidade, sendo extensivamente e rapidamente metabolizado e excretado
(Wenzel et al., 2005).

Além disso, 0 Resveratrol estda mostrando efeitos benéficos em modelos
experimentais de cancer, tais como células HL-60, Hepa 1c1c7, BP'C1 (Jang et al., 1997),
onde suas atividades antitumorais sdo mediadas através da modulacdo de vaérias
moléculas de sinalizacdo celular, que regulam a progressédo do ciclo celular, inflamacao,
proliferacdo, apoptose, invasao, metastase, e angiogénese das células tumorais (Aggarwal
et al., 2004 e 2006; Harikumar et al., 2008; Shakibaei et al., 2009). Foi destacado que o
Resveratrol pode sensibilizar células resistentes aos agentes quimioterapicos através da
superacdo de um ou mais mecanismos de quimioresisténcia. Em algumas células
tumorais, entretanto, o Resveratrol mostrou agir como um quimioprotetor (Gupta et al.,
2011).

O estudo de Clifford e colaboradores mostrou que a suplementacdo com vinho
tinto inibiu a formacdo de tumor em camundongos. Varios relatos sugerem que o
Resveratrol pode mediar esse efeito protetor do consumo moderado de vinho. De fato, ele
mostrou inibir eventos celulares associados com iniciacdo, promocao e progressao
tumoral (Jang et al., 1997). Resveratrol inibe a formacdo de radicais livres e possui
atividade antimutagénica (Jang et al., 1997; Uenobe et al., 1997). Ele também possui um
efeito anti-inflamatorio devido, principalmente, a sua habilidade de inibir funcGes da

ciclooxigenase e hidroperoxidase (Jang et al., 1997; Subbaramaiah et al., 1998).

1.8. Justificativa

Diante desse cenario, o presente estudo se justifica no sentido de ampliar os
conhecimentos sobre os efeitos quimioprotetores do Resveratrol em um modelo de
exposicdo gestacional ao TCDD, tendo em vista que ambos competem pelo mesmo
receptor e teriam efeitos antagonicos, o que teoricamente poderia diminuir os efeitos

nocivos do TCDD para a diferenciagdo e o desenvolvimento da prostata
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2. OBJETIVO

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a atividade quimioprotetora do Resveratrol
sobre o desenvolvimento da prostata de ratos expostos ao TCDD durante a fase inicial da

morfogénese prostatica.

1. Auvaliar se o resveratrol foi capaz de alterar o efeito da exposi¢do gestacional ao
TCDD pela via do receptor Aril-hidrocarboneto;

2. Avaliar os efeitos imediatos e tardios da exposicdo gestacional ao TCDD e ao

Resveratrol através de parametros morfoldgicos;

3. Analisar o processo de proliferacdo celular, e diferenciacdo epitelial através da

frequéncia das células epiteliais basais;

4. Examinar a expressdo dos receptores hormonais envolvidos com o0

desenvolvimento e manutencédo da prostata.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais e Ambiente de Experimentacéo

Ratos machos e fémeas da linhagem Wistar foram adquiridos do Biotério Central
(Botucatu-SP) e mantidos no biotério do Departamento de Morfologia — UNESP. Os
animais foram distribuidos em quatro fémeas por caixa e dois machos por caixa até
atingirem a idade reprodutiva As caixas utilizadas em todo o experimento sdo de
polipropileno com as medidas de 41 x 34 x 16 cm, com tampa de ago inox na forma de
grade, e forradas com maravalha branca de pinho autoclavada, sendo as trocas das gaiolas
e da maravalha realizadas trés vezes por semana.

Durante toda a fase de experimentacdo foram controladas as condi¢cdes ambientais
do biotério como: temperatura (22 + 2°C), umidade relativa do ar (55 + 10%), periodo de
luz (12 horas claro/12 horas escuro) e exaustdo do ar continua. Todos o0s animais
receberam racdo comercial (NUVILAB CR1 — NUVITAL, PR) e agua filtrada em
bebedouros de vidro com tampa de borracha e bico metalico, com capacidade para 500
ml. A &gua e a racdo foram fornecidas ad libitum. Os procedimentos de manuseio,
administracdo de drogas, anestesia e sacrificio dos animais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu
(protocolo numero 477-CEUA).

3.2. Delineamento Experimental

Apos o periodo de aclimatacdo duas fémeas sexualmente virgens foram colocadas
com um macho por gaiola durante 12 horas (periodo de escuro). A presenca de esperma
no esfregacgo vaginal e da citologia vaginal positiva da fase de estro foram considerados
como indicadores do dia gestacional 0 (DG0). As fémeas consideradas prenhes foram
mantidas individualmente nas caixas.

Em seguida, foram constituidos 4 grupos experimentais: Controle (Veiculos: 6leo de
milho e etanol 8%); TCDD; TCDD+Res: TCDD + Resveratrol; Res: Resveratrol. As
ratas prenhes foram expostas ao TCDD por via oral na dose de 1,0ug/kg de peso corpéreo
diluido em oleo de milho, ou volume equivalente do veiculo (6leo de milho) no dia
gestacional 15 (DG15) (Bjerke & Peterson, 1994; Roman et al., 1995 e 1998; Wilker et
al., 1996; Simaneinen et al., 2004; Vezina et al., 2008). Adicionalmente, o Resveratrol
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foi diluido em etanol 8%, (datasheet Sigma-Aldrich Co. LLC; Chan et al., 2000) e
administrado do DG10 ao dia pos-natal 21 (DPN21), através de gavagem na dose de
20mg/kg de peso corporeo (Juan et al., 2005), enquanto que os grupos Controle e Res
receberam 0 mesmo volume do veiculo (Figura 10). Durante todo o periodo experimental
0s animais receberam racdo basal e agua ad libitum. O TCDD e o Resveratrol foram
adquiridos em altos graus de pureza da Sigma-Aldrich Co. LLC (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA).

No dia do nascimento a prole foi pesada e a distancia anogenital foi verificada para a
separacao de machos e fémeas. As ninhadas foram reduzidas privilegiando-se a propor¢édo
de 4 machos e 4 fémeas/ninhada. Foram selecionados 2 machos/ninhada de cada grupo
experimental, os quais foram avaliados em dois momentos: no DPN1 para a avaliagdo
dos efeitos imediatos, e no DPN90 para a avaliacédo dos efeitos tardios.

Os machos recém-nascidos (DPN1) foram decapitados (n=2/ninhada) e o broto
prostatico (regido pélvica da uretra) de cada um foi coletado e destinado as rotinas
histotécnicas para a avaliagdo morfoldgica e imuno-histoquimica dos efeitos imediatos
do TCDD (com ou sem a adi¢cdo do Resveratrol) sobre o desenvolvimento e morfogénese
prostatica pré-natal. No DPN90, machos provenientes das mesmas ninhadas
(n=2/ninhada) tiveram a privacdo de consciéncia em camara de CO> e eutanasiados por
decapitagdo. O sangue foi coletado pelo rompimento dos vasos cervicais para dosagens
hormonais de testosterona. O complexo prostatico foi removido, a préstata ventral foi
pesada e os hemilobos ventrais direitos fixados e destinados as rotinas morfoldgicas e
imunohistoguimicas. Ja os hemilobos ventrais esquerdos foram congelados a -80° C para

as analises moleculares.
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Figura 10. Esquema do delineamento experimental.

3.3. Dosagem Hormonal Sérica

No DPN1 e no DPN90, ap0s a decapitacéo, o sangue foi coletado em tubos eppendorf
de 1,5 mL sem aditivo. Em seguida, o sangue foi centrifugado a 3.000 rpm, a 4°C por 20

minutos, para obtencao do soro.

O soro foi separado e congelado para posterior analise. A dosagem de testosterona
foi realizada no Laboratério de Endocrinologia da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo
Preto/SP - USP, por radioimunoensaio de duplo-anticorpo utilizando o kit Coat-A-
Count® (Diagnostics Products Corporation, Los Angeles, CA, USA). As variaces intra

e inter-ensaio foram de 1,75% e 20%, respectivamente.

3.4. Microscopia de Luz

Os fragmentos do seio urogenital e da préstata ventral removidos foram fixados por
imersdo em methacarn (Putchler et al, 1970) por 3 horas e incluidas em Paraplast®. Cortes
de 5 um foram produzidos em micrétomo rotativo, coletados em laminas silanizadas e

armazenados até o momento de uso.
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Apds microtomia, os cortes do material incluido em Paraplast®, foram submetidos a

coloracdo por Hematoxilina-Eosina (HE) para estudo morfolégico.

As laminas foram analisadas e os campos microscépicos digitalizados utilizando um
sistema analisador de imagens (Axio-Vision) acoplado a fotomicroscopio Zeiss
AxiolLabAl.

3.5.  Andlise Imuno-histoquimica

Fragmentos do seio urogenital (DPN1) e da prostata ventral (DPN90) foram
incluidos em Paraplast® conforme descrito anteriormente. Os cortes histolégicos foram
submetidos a recuperac¢ado antigénica em ambiente imido a 100°C em tampéo Tris-EDTA
(pH9,0) por 30-45 minutos. Ap6s a lavagem em agua destilada os cortes foram
submetidos ao bloqueio da peroxidase endégena em peroxido de hidrogénio e metanol e
ao bloqueio de proteinas inespecificas (BSA 3% + 1% de soro de cabra ndo imunogénico).

Apds o blogueio, os anticorpos primarios foram diluidos em BSA a 1% na concentragédo

recomendada pelo fabricante para os seguintes anticorpos:

Santa Cruz Receptor de
AR sc-816 ) ; Nuclear
Biotechnology Androgeno
Célulaem
Ki-67 ab16667 Abcam Inc. ) Nuclear
Proliferacao
Millipore .
P63 Clone 4A4 ) Célula Basal Nuclear
Corporation
) Célula _ .
a-actina ab6594 Abcam Inc ) Citoplasmatico
Muscular Lisa
Receptor Aril- ) )
AhR Ab84833 Abcam Inc Citoplasmatico

hidrocarboneto

Em seguida, apés a incubacdo com os anticorpos primarios durante periodo overnight,
os cortes histologicos foram incubados com o anticorpo secundario diluido em BSA a 1%
na concentragdo recomendada pelo fabricante, por duas horas, em estufa a 36°C.



Dissertagdo de Mestrado - Livia Teresa Ribeiro da Silveira

Posteriormente, os cortes foram revelados com solucdo de diaminobezidina (DAB), e

contra-corados com hematoxilina.

3.6. Determinacéo do Indice de Células Mesenquimais AR Positivas

O indice de células mesenquimais AR-positivas no DPN1 foi determinado
dividindo-se o numero de células AR-positivas pelo nimero total de células analisadas e,
em seguida, esse valor foi multiplicado por 100 para cada animal nos diferentes
tratamentos. O n utilizado para anélise deste pardmetro foi de 5 campos histoldgicos por

animal em 5 animais/grupo experimental provenientes de diferentes ninhadas.

3.7. Determinacao do indice de proliferagéo celular

O indice de células epiteliais dos brotos prostaticos, do mesénquima prostatico e
das células epiteliais prostaticas dos animais de DPN90 Ki-67 positivas (em proliferacdo
celular) foi determinado dividindo-se o nimero de células Ki-67 positivas pelo numero
de células analisadas e, finalmente, o valor multiplicado por 100 para cada animal nos
diferentes tratamentos. O n utilizado para analise deste parametro foi de 5 campos
histoldgicos por animal em 5 animais/grupo experimental provenientes de diferentes

ninhadas.

3.8. Analise estatistica dos dados

Os dados quantitativos foram comparados entre 0s grupos experimentais pela
analise de variancia segundo ANOVA, e posteriormente, submetidos ao teste estatistico
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. A diferenca estatistica entre os parametros sera

considerada para valores onde p< 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Parametros Gestacionais e Lactacionais

O ganho de peso das mées durante a gestacdo foi similar entre os grupos
experimentais, assim como 0 seu peso no 20° dia de gestacdo. Além disso, ndo houve

diferenga significante nos consumos de &gua e racao oferecidos as maes (Tabela 1).

Ap0s o nascimento, a media de filhotes por ninhada e a relacdo macho/fémea foi
examinada. No entanto, ambos os parametros ndo foram afetados nos grupos

experimentais (Tabela 1).

Tabela 1 — Dados quantitativos dos diferentes grupos experimentais no periodo gestacional.

Grupo/Tratamento
G1 G2 G3 G4
Parametros Controle ("=6)  TCDD (n=10) TCDD+Res (n=10)  Res (n=7)
Ganho de peso (g) 99,99+1,66 116,01+1,07 113,87+1,07 111,82+1,52
Peso no 20° DG (g) 335,86+1,83 362,86+1,90 363,53+1,90 365,10+1,91
Animais por ninhada (n) 11,3+0,34 11,43+0,48 11,17+0,56 11,7+0,34
Relacdo macho/fémea (n) 1,79+0,22 0,85+0,09 1,0+0,10 0,89+0,13
Consumo de agua/dia (mL) 88,82+1,57 88,26+0,94 101,25+1,01 97,99+1,41
Consumo de ragéo/dia (g) 47,57+1,50 51,76+0,72 51,79+0,72 51,80+1,03

Dados expressos pela Média + Erro Padrao da Média. DG: Dia Gestacional

Durante o periodo de lactacdo, o consumo de agua e racdo pelas maes também foi
avaliado. Entretanto, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos nesses

dois parametros (Figura 11).
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Figura 11. Consumo de agua e ragdo no periodo lactacional. Dados expressos pela Média + Erro Padrdo

da Média.

4.2. DiaPdés-Natal 1 (DPN1)

4.2.1. Parametros Biométricos

Parametros biométricos de toda a ninhada foram avaliados no DPN1. Em relagéo ao
peso corpéreo dos machos e fémeas no DPN1, houve semelhanca entre 0s grupos
experimentais (Tabela 2). Além disso, ndo houve diferenca significativa na distancia

anogenital entre os grupos experimentais (Tabela 2).

Tabela 2— Dados quantitativos dos diferentes grupos experimentais no DPNL1.

Grupo/Tratamento
. Gl G2 G3 G4
Parametros

Controle TCDD TCDD + Res Res
Peso dos machos (g) 6,90+0,37 6,73+0,21 6,87+0,13 7,46+0,24
Peso das fémeas (g) 6,486+0,32 6,30+0,20 6,00+0,00 6,83+0,21
DAG dos machos (mm) 4,34+0,04 4,23+0,06 4,27+0,13 4,28+0,08
DAG das fémeas (mm) 2,35+0,05 2,28+0,06 2,30+0,30 2,33+0,11

Dados expressos pela Média + Erro Padrdo da Média. DPN: dia pos-natal. DAG: distancia anogenital.
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4.2.2. Dosagem de Testosterona Serica

Com relacdo a dosagem hormonal de testosterona sérica realizada nos animais de
DPNL1, a estatistica ndo mostrou diferenca significativa entre 0s grupos experimentais
(Figura 12).

Dosagem de Testosterona - DPN1
1.0

0.8+

0.6

0.4+ J_

-

ng/ml

0.2-
0.0 : .
< Q ] S
QOV &00 XQ{O Q{o
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& P

Grupos Experimentais

Figura 12. Dosagem hormonal de testosterona sérica nos animais de DPN1. Dados expressos em Médiat

Erro Padrdo da Média.

4.2.3. Andlise Histologica do Seio Urogenital

A regido ventral do seio urogenital foi constituida por brotos prostaticos, ou corddes
celulares macicos com caracteristica epitelial, que se diferenciardo nos ductos e nos
acinos prostaticos no decorrer do desenvolvimento da préstata. Como ilustrado na Figura
13, os brotos prostaticos formaram-se ao redor da porcéo inicial da uretra em todos 0s
grupos experimentais. Além disso, observou-se que esses brotos se desenvolveram dentro
de um mesénquima rico em células e pobre em matriz extracelular. Esses brotos ou
corddes prostaticos se desenvolveram em sentido distal para formacéo dos futuros lobos
prostaticos. A contagem dos brotos epiteliais mostrou uma reducao no nimero de brotos
no grupo TCDD quando comparado ao Controle (Figura 13). Além disso, 0 grupo
TCDD+Res revelou um nimero de brotos semelhante ao grupo Controle. Esse dado

também pode ser observado atraves dos cortes histologicos corados com Hematoxilina-
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Eosina, onde o grupo TCDD mostrou menos brotos formados em relagdo ao grupo

Controle, e o grupo TCDD+Res apresentou uma morfologia semelhante ao grupo

Controle.

NUumero de brotos prostaticos
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Figura 13. Contagem dos brotos prostaticos nos animais de DPN1. Dados expressos em Médiat Erro
Padrdo da Média. O asterisco (*) significa diferenca em relacdo ao grupo Controle e letras diferentes

significam diferencas entre os grupos (p<0,05).
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Figura 13. Cortes histolégicos da regido pélvica da uretra dos animais experimentais no DPN1
(brotos prostaticos) corados com hematoxilina-eosina (n=8). A e B pertencem ao grupo Controle, C
e D ao grupo TCDD, E e F ao grupo TCDD+Res e G e H ao grupo Res.*: brotos prostaticos; Ur:
uretra proximal; mes: mesénquima. Figuras A, C, E e G estdo em aumento de 50x, e as Figuras B,

D, F e H estdo em aumento de 400x.
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4.2.4. Anélises Imuno-histoquimicas

4.24.1. Células basais progenitoras — P63

Com relacdo a imunomarcacdo de células basais progenitoras, observou-se que
essa marcacao foi localizada na periferia dos brotos prostaticos de todos os grupos
experimentais (Figura 15a-c). Os animais do grupo TCDD (Figura 15b) apresentaram
uma reducdo na intensidade de marcagdo em células positivas, quando comparado aos
animais Controle (Figura 15a) e TCDD+Res (Figura 15c).
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Figura 15. Cortes histoldgicos da regido pélvica da uretra dos animais experimentais no DPN1 (brotos
prostaticos) apos reagdes de imuno-histoquimica para P63 Fig. A: Controle; fig. B: TCDD; fig. C:
TCDD+Res; fig. D: Res *: brotos prostaticos; Ur: uretra proximal; mes: mesénquima; seta: marcacao

positiva. Aumento de 400x.
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4.2.4.2. Receptor de Androgeno Mesenquimal

A imunomarcagdo para 0 AR mostrou-se intensa e frequente no mesénquima
circundante (Figuras 16). Importante notar que a marcacao para AR foi fraca nos brotos
epiteliais prostaticos. Além disso, a imunomarcacdo para 0 AR no grupo exposto ao

TCDD foi menor quando comparada com os demais grupos experimentais em termos de

nucleos marcados. (Figuras 16 e 17).
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Figura 16. Cortes histolégicos da regido pélvica da uretra dos animais experimentais no DPN1 (brotos
prostaticos) apds reacdes de imuno-histoquimica para Receptor de Andrégeno (AR) (n=3). Fig. A: Controle;
fig. B: TCDD; fig. C: TCDD+Res; fig. D: Res *: brotos prostaticos; Ur: uretra proximal; mes: mesénquima;

seta: marcacdo positiva. Aumento de 400x.
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Figura 17. Contagem das células mesenquimais dos animais de DPN1. Dados expressos em Média+ Erro

Padréo da Média. O asterisco (*) significa diferenca significativa em relagdo ao Controle (*p<0,05).

4.2.4.3. Diferenciacdo em células musculares lisas

Na imunomarcacdo para a-actina pode-se observar que o grupo exposto ao TCDD
(Figura 18b) mostrou imunorreatividade pontual ao redor dos brotos, quando comparado
ao grupo Controle (Figuras 18a). Além disso, o grupo TCDD+Res (Figura 18c) mostrou
uma marcacao mais intensa e homogeénea para a-actina, evidenciando uma fina camada de
celulas mesenquimais se diferenciando em musculo liso ao redor dos brotos, o que o
assemelhou ao grupo Controle. Enquanto isso, no grupo que sO recebeu o Resveratrol
(Figuras 18d) foi observado que houve uma forte marcacdo para essa proteina e uma
camada bem espessa e organizada de células mesenquimais que ja expressam a a-actina,
evidenciando uma maior diferenciacdo do meséngquima em células musculares lisas ao

redor dos brotos prostaticos.
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Figura 18. Cortes histolégicos da regido pélvica da uretra dos animais experimentais no DPN1 (brotos
prostaticos) apds reacdo de imuno-histoquimica para alfa-actina (n=3). Fig. A: Controle; fig. B: TCDD; fig. C:

TCDD+Res; fig. D: Res. *: brotos prostaticos; més: mesénquima; seta: marcacdo positiva. Aumento de 400x.

4.2.4.4.  Indice de proliferacdo mesenquimal e nos brotos prostaticos

No que diz respeito a marcagdo para Ki67 nos mesénquima periductal, o indice de
proliferagdo mostrou que o grupo TCDD teve menos nlcleos marcados quando
comparado com o grupo Controle (Figuras 19 e 20). Isso se reflete no indice de
proliferacdo nos brotos prostaticos, onde o grupo TCDD teve um menor indice quando
comparado com o grupo Controle. Além disso, houve uma tendéncia a reducéo no indice
de proliferacdo nos brotos prostaticos no grupo exposto ao TCDD em rela¢do ao grupo
TCDD+Res (Figuras 20 e 21). Em ambos os parametros, o grupo TCDD+Res se
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assemelhou ao grupo Controle em termos de nlcleos marcados (Figuras 19, 20 e 21) e

ndo houve diferenca entre os grupos Controle e Res (Figura 17).

indice de proliferacdo mesenquimal - DPN1
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Figura 19. Dados expressos pela Média + EPM do indice epitelial de proliferagdo celular no mesénquima

prostatico dos grupos experimentais no DPN1. O asterisco (*) significa diferenca significativa em relagéo
ao Controle (*p<0,05).
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Figura 20. Dados expressos pela Média £ EPM do indice epitelial de proliferagdo celular nos brotos
prostaticos dos grupos experimentais no DPN1. O asterisco (*) significa diferenca significativa em relagdo
ao Controle (*p<0,05).
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II TCOD

Figura 21. Cortes histolégicos da regido pélvica da uretra dos animais experimentais no DPN1 (brotos
prostaticos) apds reacdo de imuno-histoquimica para Ki67 (n=5). Fig. A: Controle; fig. B: TCDD; fig. C:
TCDD+Res; fig. D: Res. *: brotos prostéticos; Ur: uretra proximal, mes: mesénquima; seta: marcacdo

positiva. Aumento de 400x

4.2.45. Expressdo do Receptor Aril-hidrocarboneto

A imunomarcacao citoplasmatica para o AhR foi localizada no epitélio dos brotos
prostaticos e ausente no mesénquima periuretral dos quatro grupos experimentais 9Figura
22). Com relacéo a intensidade dessa marcagao, o grupo exposto ao TCDD mostrou uma
maior intensidade de marcacdo citoplasmatica, evidenciando uma maior expressdo do
AhR nesse grupo (Figura 22b), quando comparado aos demais grupos experimentais.
Além disso, o grupo TCDD+Res (Figura 22¢) mostrou uma menor intensidade quando
comparado ao grupo que recebeu TCDD, porém um pouco mais intensa quando
comparado ao grupo Controle. J& 0 grupo que recebeu somente o Resveratrol mostrou
uma marcacao bem leve no citoplasma das células dos brotos prostaticos.
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Figura 22. Cortes histolégicos da regido pélvica da uretra dos animais experimentais no DPN1 (brotos
prostaticos) ap0s reagao de imuno-histoquimica para AhR (n=3). Fig. A: Controle; fig. B: TCDD; fig. C:

TCDD+Res; fig. D: Res. *: brotos prostaticos; Ur: uretra proximal; mes: mesénquima. Aumento de 400x.

4.3. Dia Pés-Natal 90 (DPN90)

4.3.1. Parametros Biométricos e Hormonal

No DPN90, o peso corporeo dos machos foi mensurado, e pdde-se observar que o
grupo exposto a uma dose Unica de TCDD teve um peso corpdreo maior quando
comparado com os demais grupos experimentais (Tabela 3). No entanto, nem 0 peso
absoluto e nem o peso relativo do lobo ventral da prostata foram alterados pela exposicédo
ao TCDD, ou seja, ndo houve diferenca estatistica significativa entre 0s grupos

experimentais (Tabela 3).
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Com relacédo a dosagem de testosterona sérica realizada nesses animais, os dados

mostraram que nao houve diferenca entre os grupos experimentais (Tabela 3).

Tabela 3: Dados quantitativos dos diferentes grupos experimentais no DPN90

Grupo/Tratamento
G1 G2 G3 G4
Parametros Controle TCDD TCDD + RES RES
(n=6) (n=10) (n=10) (n=7)
PARAMETROS BIOMETRICOS
Peso dos machos (g) 361,47+6,12 406,07+6,98"  391,73+8,95 391,39+9,03
Peso da Proéstata Ventral (g) 0,38+0,03 0,37+£0,01 0,37+£0,01 0,44+0,03
Peso Relativo da Prostata Ventral (mg/g) 1,06+0,08 0,91+0,03 0,96+0,04 1,14+0,06
PARAMETROS HORMONAIS
Testosterona Sérica (ng/mL) 1,92+0,37 2,09+0,72 2,58+0,75 1,60+0,60

Valores em média + erro padrdo da média. DPN: dia pds-natal.

Valores com * diferem do grupo Controle (p<0,05).

4.3.2. Anélise Morfologica e Estereologia da Prostata Ventral

No que diz respeito a morfologia do lobo ventral da prostata, todos os grupos
experimentais apresentaram uma regularidade na arquitetura glandular, com a presenca
de &cinos compostos por um epitélio continuo variando de colunar simples a um epitélio
simples mais baixo, sustentado por um estroma fibromuscular (Figura 23a, c, d). No
entanto, no grupo exposto ao TCDD houve uma predominancia de acinos pregueados
localizados na periferia, caracterizando uma hiperplasia epitelial, além desses acinos

serem menores quando comparados com 0s demais grupos experimentais (Figura 23b).

A analise estereoldgica da prostata ventral dos animais de DPN90 nédo revelou
nenhuma diferenca nos compartimentos epitelial, luminal e estromal entre os grupos

experimentais (Tabela 4)
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Tabela 4: Dados quantitativos dos diferentes grupos experimentais no DPN90

Grupo/Tratamento
G1 G2 G3 G4
Parametros Estereoldgicos Controle TCDD TCDD + RES RES
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Compartimento Luminal (%) 54,78+4,65 58,7135 57,35+1,82 62,52+2,60
Compartimento Estromal (%) 20,85+3,5 17,96+1,43 22,01+0,66 16,04+1,38
Compartimento Epitelial (%) 24,35+2,89  23,30+2,33 20,64+1,59 21,60+1,36

Valores em média * erro padrdo da média.

4.3.3. Analises Imuno-histoquimicas

4.3.3.1. Indice de Proliferacéo Epitelial

A imuno-histoquimica para Ki-67 revelou uma quantidade significativamente
maior de células em proliferacdo no epitélio prostatico dos animais pertencentes ao grupo
TCDD, revelando um maior indice de proliferacdo epitelial, quando comparado com o

grupo Controle (Figuras 24 e 25). Ja os demais grupos ndo diferiram entre si.

indice de Proliferacdo Epitelial - DPN90
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Figura 24. Dados expressos pela Média £ EPM do indice epitelial de proliferacdo celular no epitélio do

lobo ventral da préstata dos grupos experimentais no DPN1. (*p<0,05).
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Figura 26. Cortes histoldgicos do lobo ventral da prostata dos animais experimentais no DPN90 submetidos a técnica de
imuno-histoquimica para o Ki-67 (n=5). Fig. A pertence ao grupo Controle; fig. B, ao grupo TCDD; fig. C, ao grupo

TCDD+Res; fig. D, ao grupo Res. ep: epitélio; lu: lumen; estr: estroma; seta: marcacdo positiva. Aumento de 400x.
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4.3.3.2.  Imuno-histoquimica para AR Epitelial

A imuno-histoquimica para AR nos animais de 90 dias ndo revelou nenhuma
diferenca de intensidade entre os quatro grupos experimentais em termos de nucleos

epiteliais marcados (Figura 26).
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Figura 26. Cortes histoldgicos do lobo ventral da prostata dos animais experimentais no DPN90 submetidos a técnica de
imuno-histoquimica para 0 AR (n=3). Fig. A pertence ao grupo Controle; fig. B, ao grupo TCDD; fig. C, ao grupo
TCDD+Res; fig. D, ao grupo Res. ep: epitélio; lu: lumen; estr: estroma; seta: marcagdo positiva. Aumento de 400x.
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5. DISCUSSAO

O TCDD é o composto mais potente dos dibenzo-p-dioxinas policloradas e
dibenzofuranos (PCDD/PCDF). Estes poluentes ambientais persistentes sdo formados
como subprodutos nocivos de processos quimicos, térmicos ou técnicos. Os seres
humanos sdo expostos as dioxinas, principalmente através dos alimentos (peixes
gordurosos, carne e produtos lacteos), uma vez que as dioxinas sdo soltveis em gordura,
estaveis e acumulativas na cadeia alimentar. As dioxinas diferem em seus potenciais
toxicos, mas compartilham uma semelhanca estrutural bem como um modo de acdo
comum. A exposicao a elas pode causar uma variedade de efeitos adversos, incluindo
cancer, defeitos de desenvolvimento, imunotoxicidade, distdrbios enddcrinos, e hipo ou
hipertrofia de tecidos-alvo (Pohjanvirta & Tuomisto, 1994; Lindén et al., 2010).

O desenvolvimento, crescimento e funcdo da préstata sdo eventos dependentes de
andrdgenos, o qual atua sinergicamente com outros hormonios, como a prolactina e o
estrogeno (Prins et al., 2001). Nos roedores, o desenvolvimento prostatico tem inicio no
fim do periodo intrauterino, seguido por uma extensiva ramificacdo e diferenciacédo
celular durante o periodo neonatal (Prins & Birch, 1995). Embora o TCDD né&o diminua
os niveis de andrdgeno circulante (Chen et al., 1993; Roman et al., 1995), é possivel que
0 TCDD interfira com a producéo ou liberagdo dos sinais estromais que estimulam o

brotamento, a proliferacao, e/ou a citodiferenciacédo celular.

Atualmente, ndo ha estudos que correlacionem tratamentos para prevenir e/ou
reverter os efeitos toxicos do TCDD e seus congéneres. Entretanto, devido aos seus
efeitos toxicos serem mediados pelo AhR , o consenso geral € bloquear as interacoes
TCDD-AhRR, o0 que seria a maneira mais eficaz de inibir a toxicidade do TCDD. Dessa
maneira, 0 Resveratrol € um composto polifenélico presente em plantas, incluindo: uvas,
vinho tinto, nozes, berries, e outros alimentos. Possui propriedades anti-inflamatérias,
antioxidantes e anticancer, podendo atuar como um antagonista do AhR e inibir as a¢oes
do TCDD (de la Lastra et al., 2005; Donnelly et al., 2004; Liu et al., 2003; Falchetti et
al., 2001; Fremont et al., 2000). Recentemente, o resveratrol mostrou atenuar os efeitos
toxicos induzidos pelo TCDD em varios 6rgaos in vivo e em camundongos adultos (Ishida
etal., 2009).

Em muitos modelos experimentais, a administracdo do TCDD pode causar

reducdo da ingestdo de racdo, o que pode resultar em caquexia em doses letais
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(Pohjanvirta & Tuomisto, 1990a). Apesar da anorexia ser uma das respostas ao TCDD,
existe uma grande variabilidade entre as espécies animais e as linhagens. Além disso, a
exposicdo ao TCDD nédo afeta somente o consumo de racdo, mas também provoca
alteracdes no comportamento alimentar (Pohjanvirta & Tuomisto, 1990a; Tuomisto et al.,
2000; Lensu et al., 2011b, 2011c), apesar de serem pequenas em ratos adultos expostos a
uma dose aguda de TCDD (Sirkka et al., 1992). Conforme observado em nossos
resultados, ndo houve alteracdo da evolucdo do peso corpOreo nas mées e nas respectivas
ninhadas masculina e feminina. Além disso, a ingestdo de &gua e racdo ndo mostrou
diferenca entre 0s quatro grupos experimentais. Essa auséncia de efeitos sobre a ingestdo
de alimentos, nesses casos, pode ser devido a linhagem utilizada neste estudo, ratos
Wistar, os quais podem ser mais resistentes as acoes do TCDD. Esse preceito é verdadeiro
para estudos envolvendo carcinogénese quimica, onde a linhagem Wistar mostra-se mais

resistente a indugdo tumoral no trato urogenital (Oliveira et al. 2006).

Com relacdo a distancia anogenital, o TCDD foi responsavel pela reducdo dessa
medida na ninhada de ratas Sprague-Dawley expostas a 1ug/kg corpéreo no DG15
(Mably et al., 1991; Wilker et al.,1996). No entanto, nossos resultados ndo mostraram
diferencas na distancia anogenital dos machos e fémeas. Semelhante ao discutido para o

peso dos animais, a auséncia de significancia na DAG seja devido a linhagem utilizada.

Nossos resultados a respeito da histologia do UGS dos animais recém-nascidos
mostraram que a exposi¢do ao TCDD reduziu o nimero de brotos prostaticos emergentes
do UGS. Esse resultado concorda com o trabalho de Vezina e colaboradores (2008), onde
observou-se que a exposi¢do a uma dose unica de 5u/kg de TCDD no DG15,5 inibiu a
formacdo dos brotos epiteliais ventrais, mas restaurou a posi¢do dos brotos epiteliais
dorsais e laterais nos camundongos C57BL/6J. Apesar dos resultados serem diferentes, a
dose utilizada no trabalho citado foi 5 vezes maior do que a dose utilizada em nosso
trabalho, mostrando dessa forma, uma efetiva inibicdo na morfogénese prostatica. Roman
e colaboradores (1998) relataram que uma dose Unica de TCDD (1ug/kg) no DG15
interferiu com o crescimento inicial dos corddes epiteliais das regides dorsal, lateral e
ventral do UGS fetal, verificando um menor nimero de brotos. Importante notar que os
animais recém-nascidos pertencentes ao grupo TCDD+Res mostraram um aspecto
morfologico semelhante aos animais do grupo controle e ainda um maior nimero de

brotos prostaticos em relagdo ao grupo TCDD, mostrando que o Resveratrol
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possivelmente foi capaz de reverter, ao menos parcialmente, a inibigcdo inicial do

desenvolvimento prostatico provocada pelo TCDD.

A avaliacdo pela técnica de imuno-histoquimica mostrou que os recém-nascidos
expostos ao TCDD tiveram uma reducdo na marcacdo de células epiteliais basais e uma
tendéncia a um indice de proliferacéo celular reduzido nos brotos, junto com uma reducéo
no indice de proliferacdo mesenquimal e uma menor expressdo de AR mesenquimal, 0
qual atua como indutor do brotamento epitelial. Esses resultados sugerem que a exposi¢éo
ao TCDD resulta em uma resposta hipoplasica nos estagios iniciais do desenvolvimento
da prostata, o que também foi evidenciado por um nimero reduzido de brotos prostaticos
nesse grupo (Roman et al., 1998), além de um atraso na diferenciacéo epitelial das células.
Com relacéo a esses mesmos aspectos, o grupo TCDD+Res mostrou imunomarcagéo
semelhante ao grupo Controle. Isso evidencia uma possivel restauracdo no
desenvolvimento prostatico, o qual foi aparentemente prejudicado pela exposicdo ao
TCDD.

A morfogénese prostatica € um processo responsivo aos androgenos e dependente das
interacBes entre epitélio e mesénquima, e € modulado por fatores de crescimento
paracrinos (Cunha et al., 1995). De acordo com Chen et al. (1993) e Roman et al. (1995),
0 TCDD néo diminui os niveis de androgeno circulante, o que foi confirmado em nossos
resultados de DPN1 e DPN9O0. Por isso, é possivel que ele interfira com a producao e/ou
liberacdo dos sinais estromais que estimulam o brotamento, a proliferacdo, e/ou a
citodiferenciagdo celular (Chen et al., 1993; Roman et al., 1995). Apesar dos resultados
apresentados ndo confirmarem definitivamente alteracdo nos niveis de AR entre o0s
grupos experimentais, observou-se que menos células mesenquimais foram AR positivas
no grupo TCDD em relagéo aos demais grupos. Sendo assim, mesmo com a expressao do
AR, alguma interacéo entre as duas vias (AhR e AR), provavelmente interfere entre os
sinais paracrinos estabelecidos entre 0 mesénquima e o epitélio dos brotos prostaticos.
No entanto, 0 modo como essa interferéncia e interacdo ocorrem ainda permanece

desconhecido.

Entre os dias pds-natal 10 e 15, a diferenciacdo funcional do epitélio tem inicio e é
definida pela sintese de produtos secretérios pelas células epiteliais luminais (Prins &
Birch, 1995). Ao mesmo tempo que a diferenciacdo epitelial ocorre, 0 mesénquima
prostatico sofre diferenciacdo poés-natal. Os ductos epiteliais penetram dentro do

mesénquima, as células mesenquimais se condensam ao redor das extremidades dos



Dissertagdo de Mestrado - Livia Teresa Ribeiro da Silveira

brotos e adquirem um padréo distinto ao longo da membrana basal. Entre os dias p6s-
natal 3 e 5, as células adjacentes aos ductos formam uma camada periductal de células
musculares lisas, enquanto as células interductais se diferenciam em fibroblastos maduros
(Prins & Birch,1995; Hayward et al., 1996). Segundo Roman e colaboradores (1998), a
exposicdo uterina e lactacional ao TCDD, em ratos Holtzman, prejudicou levemente a
diferenciacéo das células mesenquimais prostaticas em células musculares lisas, o que foi
evidenciado pela reducdo da marcacdo pela a-actina nos animais de DPN1. Portanto,
nossos resultados estdo de acordo com Roman et al. (1998) e mostraram que 0 grupo
exposto ao TCDD teve um retardo na diferenciacdo do mesénquima em musculatura lisa
ao redor dos brotos prostaticos. No entanto, a suplementacdo com o Resveratrol, parece
ter contribuido para a diferenciacdo das células mesenquimais em células musculares
lisas.

Em camundongos da linhagem C57BL/6 expostos ao TCDD na dose materna de
5ug/kg no DG13, o peso da prostata dorsolateral e 0 nimero de ductos principais em
ambos os lobos foram reduzidos. Na prostata anterior, o peso foi reduzido em um grau
maior, e a expressdao de genes androgeno-dependentes foi suprimida, além de uma
ramificacdo ductal severamente inibida. A prostata ventral é o lobo no qual o peso e a
expressao génica sdo extensamente prejudicados, e sua estrutura ductal é inteiramente
ausente. Esses efeitos sdo vistos em camundongos selvagens durante o desenvolvimento
pos-natal e persistem na idade adulta, mas muitos desses efeitos sdo ausentes em
camundongos knockout para AhR (AHRKO™) (Ko et al., 2002; Lin et al., 2002a).
Consequentemente, os efeitos do TCDD dependem da presenga do AhR. Além disso, de
acordo com Roman e colaboradores (1998), a via do AhR necessita de disponibilidade do
TCDD para exercer seus efeitos toxicos. Diante disso, nossos resultados dos animais de
DPN1 mostram que o grupo TCDD apresentou uma maior marcacao citoplasmatica para
0 AhR nos brotos quando comparado aos demais grupos, mostrando que o TCDD foi
capaz de induzir uma resposta através da ativacdo do receptor aril-hidrocarboneto. Além
disso, o grupo TCDD+Res apresentou uma leve marcagéo para esse receptor, mostrando
que esse polifenol foi capaz de inibir, ao menos parcialmente, a atividade desse receptor.

Vezina e colaboradores (2008) relataram que uma dose Unica de TCDD (5ug/kg,
DGs15,5-17,5) em camundongos da linhagem C57BL/6J causou uma reducéo do peso do
lobo ventral da préstata em cerca de 50% nos animais de DPN90. Além disso, Roman e
colaboradores (1998) relataram uma reducdo no peso da préstata ventral de ratos

Holtzman expostos ao TCDD (1pg/kg no DG15) no DPN32. No entanto nossos resultados
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ndo apontam nenhuma alteracdo no peso absoluto ou peso relativo da prostata ventral,
revelando uma possivel recuperacdo da glandula frente a exposicdo ao TCDD e/ou uma
resisténcia por parte da linhagem animal utilizada no estudo.

No DPNOO, as analises histoldgicas permitiram observar que os animais pertencentes
ao grupo TCDD apresentaram uma arquitetura glandular composta por um epitélio com
muitas dobras na periferia dos alvéolos, caracterizando um padrdo de hiperplasia
glandular fisiologica. Esse tipo de hiperplasia é resultado de um tecido que sofreu atrasos
no crescimento devido a um certo estimulo inibidor e, para compensar essa perda, 0
epitélio se divide e fica mais estratificado e com inUmeras dobras, porém a atividade
glandular permanece normal (Shappell et al., 2004). Ja o grupo TCDD+Res apresentou
uma estrutura glandular mais parecida como grupo Controle, evidenciando, mais uma
vez, a possivel atividade protetora do Resveratrol sob o TCDD durante o
desenvolvimento.

Juntamente com essas observacdes, a analise do indice de proliferacdo celular nos
animais adultos (DPN90) mostrou que o grupo TCDD apresentou um maior indice de
proliferacdo epitelial, quando comparado com o grupo Controle. Provavelmente isso
também se deve ao fato da capacidade de recuperacdo que a préstata possui quando o
estimulo inibidor do desenvolvimento/crescimento € removido. Além disso, 0 grupo
TCDD+Res apresentou um indice de proliferacdo celular semelhante ao grupo Controle,
dado que comprova que o Resveratrol foi eficaz em inibir, ao menos parcialmento, 0s
efeitos toxicos do TCDD sobre a préstata. Outro fato que ilustra a recuperacao da glandula
frente a exposicdo ao TCDD é a manutencgdo da expressdo do AR epitelial, o qual néo
diferiu entre os grupos epiteliais.

A atividade protetora do Resveratrol foi evidenciada pela histologia e anélises imuno-
histoquimicas em ambas as idades dos animais. Dessa forma, pode-se concluir que a
administracao de Resveratrol foi capaz de reduzir os efeitos inibitérios do TCDD sobre o
desenvolvimento prostatico em ratos exposto a uma Unica dose de TCDD em ambiente

uterino.

Dados moleculares estdo sendo produzidos visando agregar informacg6es importantes

e melhor substanciar a discussdo dos resultados na forma final da dissertacéo.
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7. ANEXOS
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Certificado

Certificamos que o Protocolo n°® 477-CEUA, sobre
“Papel do Resveratrol sobre a modulacio do Receptor
Aril-hidrocarboneto (AhR) e o desenvolvimento da
prostata de ratos expostos a 2, 3, 7, 8-tetraclorodibenzo-p-
dioxina (TCDD) durante a gestacio”, sob a
responsabilidade de Wellerson Rodrigo Scarano, estd de
acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), em
reuniao de 05 de abril de 2013.

Botucatu, 08 de abril de 2013.

Prof* Dr* Sandra de Moraes Gimenes Bosco
Vice-Presidente da CEUA
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