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RESUMO 

O Brasil é o maior consumidor de produtos agrotóxicos no mundo. Os 
organofosforados, como o Diclorvós (DDVP), são um dos mais utilizados devido à sua 
eficiência e relativa baixa toxicidade. O DDVP pode atuar como desregulador 
endócrino, contribuindo para o desenvolvimento de lesões na próstata. O câncer de 
próstata assumiu, nestes últimos anos, o primeiro lugar em incidência de neoplasias 
nos Estados Unidos, e no Brasil estima-se 66,12 casos novos a cada 100 mil homens, 
sendo o câncer mais comum entre os homens. O processo inflamatório predispõe os 
indivíduos a vários tipos de câncer, pois induz a produção de citocinas como o TNFα 
que está envolvida no desenvolvimento do câncer de próstata. A inflamação pode ser 
ativada pelos receptores Toll-Like que pode resultar na ativação de duas vias, NFκB 
e a JNK. A via de sinalização do NFκB desempenha papel importante nas respostas 
ao câncer, inflamação, estresse e diferenciação celular. Assim, o presente estudo teve 
como objetivo avaliar a influência do praguicida Diclorvós em concentrações 
permitidas na próstata ventral de ratos em situação controle e após indução química 
por MNU (N-metil-N-nitrosureia), sobre a inflamação mediada por TLR4. Foram 
utilizados 40 ratos da linhagem Fischer 344, com idade de 90 dias. Os ratos foram 
separados em quatro grupos experimentais: Sham (G1), Sham+DDVP (G2), MNU 
(G3), MNU+DDVP (G4). Foram feitas análises histopatológica e imunohistoquímica 
da próstata ventral dos ratos. Foram encontrados três tipos de lesões na próstata 
ventral de ratos: Displasia, Neoplasia Intraepitelial Prostática (PIN) e Neoplasia 
intraepitelial de alto grau (HGPIN).O TLR4 esteve presente nas células epiteliais 
luminais da próstata ventral de todos os grupos experimentais. Nos grupos G1, G2 e 
G3 houve marcação em todo citoplasma, sendo a marcação mais intensa na região 
do aparelho de Golgi e no grupo G4 essa marcação foi moderada na região do 
aparelho de Golgi e intensa na membrana apical das células. O TNFα foi detectado 
em todo citoplasma das células epiteliais luminais da próstata ventral de todos os 
grupos experimentais destacando-se intensamente na região apical e 
moderadamente na região do aparelho de Golgi. O NFkB foi imunolocalizado em todo 
citoplasma das células epiteliais luminais da próstata ventral em todos os grupos 
experimentais, sendo mais intenso na região apical. Os grupos G1 e G2 apresentaram 
imunorreatividade intensa na região apical e somente os grupos G3 e G4 

apresentaram imunorreatividade no envoltório nuclear. Verificamos a expressão de 
NFkB no núcleo e a diminuição da expressão de TLR4 e TNFα principalmente na 
região do Golgi, bem como o aumento da expressão de TLR4 na membrana apical 
das células epiteliais luminais, que pode ser associado ao agravamento das lesões 
prostáticas, corroborando com o papel desses marcadores do processo inflamatório, 
nas etapas iniciais da carcinogênese. Assim, podemos concluir que o DDVP em 
concentrações permitidas altera a imunolocalização de marcadores moleculares da 
inflamação na próstata ventral de ratos. Além disso, o DDVP associado à indução 
química pode acentuar essas alterações dos marcadores. 

 

Palavras-Chaves: Diclorvós, inflamação, próstata, NFκB, TNFα e TLR4.  
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ABSTRACT 

Brazil is the largest consumer of pesticides in the world. Organophosphates, such as 

Diclorvos (DDVP), are among the most used because of their efficiency and relatively 

low toxicity. DDVP can act as an endocrine disrupter, contributing to the development 

of prostate lesions. In recent years, prostate cancer has been the number one cancer 

incidence in the United States, and in Brazil it is estimated 66.12 new cases per 

100,000 men, the most common cancer among men. The inflammatory process 

predisposes individuals to various types of cancer, as it induces the production of 

cytokines such as TNFα, which is involved in the development of prostate cancer. 

Inflammation can be activated by Toll-Like receptors which can result in the activation 

of two pathways, NFκB and JNK. The NFκB signaling pathway plays an important role 

in cancer responses, inflammation, stress, and cell differentiation. Thus, the present 

study aimed to evaluate the influence of the Diclorvos pesticide at permissible 

concentrations in the ventral prostate of rats under control and after chemical induction 

by MNU (N-methyl-N-nitrosourea) on TLR4-mediated inflammation. 40 rats of the 

Fischer 344 strain, aged 90 days, were used. The rats were separated into four 

experimental groups: Sham (G1), Sham + DDVP (G2), MNU (G3), MNU + DDVP (G4). 

Histopathological and immunohistochemical analyzes of the ventral prostate of rats 

were performed. Three types of lesions were found in the ventral prostate of rats: 

Dysplasia, Prostatic Intraepithelial Neoplasia (PIN) and High Grade Intraepithelial 

Neoplasia (HGPIN). TLR4 presented in luminal epithelial cells of the ventral prostate 

of all experimental groups. In groups G1, G2 and G3 there was staining throughout the 

cytoplasm, being the most intense staining in the region of the Golgi apparatus. In 

group G4 this staining was moderate in the region of the Golgi apparatus and intense 

in the apical membrane of the cells. TNFα was detected in all cytoplasms of the luminal 

epithelial cells of the ventral prostate of all experimental groups, standing out intensely 

in the apical region and moderately in the region of the Golgi apparatus. NFκB was 

immunolocalized in all cytoplasm of luminal epithelial cells of the ventral prostate in all 

experimental groups, being more intense in the apical region. Groups G1 and G2 

presented intense immunoreactivity in the apical region and only the G3 and G4 groups 

showed immunoreactivity in the nuclear envelope. We verified the expression of NFκB 

in the nucleus and decreased expression of TLR4 and TNFα mainly in the Golgi region, 

as well as the increase in TLR4 expression in the apical membrane of the luminal 

epithelial cells, which may be associated with worsening of the prostatic lesions, 

corroborating with the role of these markers of the inflammatory process, in the early 

stages of carcinogenesis. Thus, we can conclude that DDVP at permissible 

concentrations alters the immunolocalization of molecular markers of inflammation in 

the ventral prostate of rats. In addition, the DDVP associated with chemical induction 

may accentuate these marker changes 

Keyword: Dichlorvos, inflammation, prostate, NFκB, TNFα and TLR4.  



 
 

LISTA DE ABREVIAÇÕES 

DDVP  Diclorvós  

DEs  Desreguladores endócrinos  

UE  União Europeia  

INCA  Instituto Nacional do Câncer 

PDL  Próstata Dorsolateral 

PIN  Neoplasia Intraepitelial Prostática 

LGPIN  Neoplasia Intraepitelial Prostática De Baixo Grau 

HGPIN  Neoplasia Intraepitelial Prostática De Alto Grau 

PIA  Atrofia Inflamatória Proliferativa 

IL-6  Interleucina 6 

IL-8  Interleucina 8 

TNF  Fator de Necrose Tumoral 

TNFα  Fator de Necrose Tumoral Alfa 

TNFR  Receptor de Fator de Necrose Tumoral 

NFkB  Fator De Transcrição Nuclear Kappa B 

TLRs  Receptores Toll-Like  

TLR4  Receptor Toll Like 4 

LRR  Repetição Rica em Leucina  

TIR  Receptor Toll/IL-1  

PAMPs  Padrões Moleculares Associados A Patógenos 

DAMPs  Padrões Moleculares Associados A Danos Endógenos  

MyD88  Proteína Adaptadora Mielóide 88 

IRAK  Quinase Associada a IL-1R 

TRAF6  Fator 6 Associado ao TNFR 

JNK  c-Jun N-terminal kinases 

IkB  Inibidor de Kb  

IKK  IkB quinase 

IKKα   Inibidor de kB alfa 

IKKβ   Inibidor de kB beta 

IKKγ  Inibidor de kB gama 

NEMO  Modulador essencial de NFkB 

MAPK   Proteína Quinase Ativada Por Mitógeno 



 
 

MAP3K   Proteína Quinase Quinase Quinase Ativada Por Mitógeno 

MNU  N-metil-N-nitrosureia  

SBCAL  Sociedade Brasileira de Ciências em Animais de Laboratório 

CONCEA   Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal  



 
 

LISTA DE FIGURAS  

 

Figura 1 - Classificação de toxicidade segundo a Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária 14 

Figura 2 - Fórmula estrutural do praguicida diclorvós. 15 

Figura 3 - A. Vista superior da próstata humana. B. Corte transversal da próstata 

humana. 18 

Figura 4 - O lobo da próstata de um roedor adulto juntamente com um conjunto de 

secções de ductos prostáticos de cada lobo corados com hematoxilina e eosina. Cada 

lobo tem uma forma distinta e aparência histológica. 19 

Figura 5 -Três regiões prostáticas: região distal com células epiteliais colunares altas, 

região intermediária com células epiteliais colunares altas e proximal com células 

epiteliais colunares baixas ou cúbicas. 21 

Figura 6 - Ativação da via de sinalização de NF-κB, Etapa 1: ativação do complexo 

IkB quinase por diversos fatores. Etapa 2: fosforilação de IkB pelo complexo IKK e 

ligação da enzima ubiquitina E3 ligase para posterior ubiquitinação. Etapas 3 e 4: 

poliubiquitinação e degradação proteassomal do IkB. Etapa 5: livre de seu inibidor o 

NF-κB sofre translocação nuclear. Etapa 6: No núcleo NF-κB ativa transcrição de 

vários gene-alvo, incluindo genes que codificam citocinas inflamatórias e promovem a 

síntese de IkB. 27 

Figura 7 - Esquema demonstrando relação da via de sinalização do NFκB nas 

respostas ao câncer, inflamação, estresse e processos celulares fundamentais.      29  

 

 

 

  



 
 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO GERAL ......................................................................................... 13 

1.1 Agrotóxicos e DDVP ........................................................................................ 13 

1.2 Desreguladores Endocrinos ............................................................................. 15 

1.3. Próstata: relações, aspectos histológicos e sistema ductal............................. 17 

1.4. Câncer de próstata e lesões neoplásicas........................................................ 22 

1.5. Modelo de Indução Química por MNU ............................................................ 23 

1.6. Inflamação: aspectos gerais e relação com câncer de próstata...................... 24 

2. REFERÊNCIAS ..................................................................................................... 30 

3. CAPITULO 1 ......................................................................................................... 36 

RESUMO ............................................................................................................... 36 

INTRODUÇAO ....................................................................................................... 36 

MATERIAIS E MÉTODOS ..................................................................................... 38 

Modelo animal .................................................................................................... 38 

Grupos experimentais ......................................................................................... 38 

Forma de análise dos resultados ........................................................................ 40 

Análise histopatológica .................................................................................... 40 

Análise imunohistoquímica .............................................................................. 40 

RESULTADOS ....................................................................................................... 41 

Análise Histopatológica....................................................................................... 41 

TLR4 ................................................................................................................... 44 

TNFα ................................................................................................................... 44 

NFkB ................................................................................................................... 45 

DISCUSSÃO .......................................................................................................... 50 

CONCLUSÃO ........................................................................................................ 52 

REFERENCIAS...................................................................................................... 53 

LISTA DE FIGURAS .............................................................................................. 56 

4. CONCLUSÔES GERAIS ...................................................................................... 57 

5. ANEXOS ............................................................................................................... 58 



13 
 

 
 

1. INTRODUÇÃO GERAL 

1.1. Agrotóxicos e DDVP 

Segundo o Dossiê Abrasco (2015), o mercado brasileiro de agrotóxicos cresceu 

190% nos últimos dez anos, enquanto o mercado mundial cresceu 93%. O mercado 

nacional de venda de agrotóxicos movimentou 936 mil toneladas de produtos, sendo 

que 833 mil toneladas são produzidas no Brasil. Em 2010, o mercado nacional 

representou 19% do mercado global de agrotóxicos e movimentou US$ 8,5 bilhões 

em 2011. Já os Estados Unidos, foram responsáveis por 17% do mercado mundial. 

Com relação ao consumo médio do agrotóxico, também houve aumento, passou de 

10,5 litros por hectare em 2002 para 12 litros por hectare em 2011. Esse aumento 

pode estar relacionado com diversos fatores, como a crescente resistência aos 

agrotóxicos, aumento de doenças nas lavouras, diminuição dos preços e isenção de 

impostos dos agrotóxicos (Pignati & Machado, 2011). 

Conforme a Lei nº 7.802, de 11 de julho de 1989, no seu artigo 2, inciso I, 

entende-se agrotóxicos e afins como: “produtos e agentes de processos físicos, 

químicos ou biológicos, destinados ao uso nos setores de produção, no 

armazenamento e beneficiamento de produtos agrícolas, nas pastagens, na proteção 

de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de 

ambientes urbanos, hídricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composição da 

flora ou da fauna, a fim de preservá-las da ação danosa de seres vivos considerados 

nocivos; substâncias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes, 

estimuladores e inibidores de crescimento”. 

No Brasil, os agrotóxicos são classificados pela Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (Anvisa), órgão de controle do Ministério da Saúde, em quatro grupos de 

perigo para sua saúde. Essa classificação está relacionada aos efeitos à saúde 

decorrentes da exposição humana a esses agentes, feita com base na dosagem letal 

(DL50) do agrotóxico em 50% da população de animais expostos em condições de 

laboratório. São quatro as Classes Toxicológicas, identificadas por cores distintas na 

parte inferior dos rótulos das embalagens (Figura 1), para auxiliar na identificação do 

grau de periculosidade (Peres, 2003). Garcia e colaboradores (2005), em um estudo 

sobre o perfil da classificação toxicológica de 461 agrotóxicos comerciais registrados 

no período de 1990 a 2000 no Brasil, identificaram 17% deles como produtos 
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extremamente tóxicos, 20% altamente tóxicos, 30% medianamente tóxicos e 33% 

pouco tóxicos. 

 

Figura 1. Classificação de toxicidade segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária. 

(ANVISA, 2011) 

Os agrotóxicos são amplamente utilizados em áreas agrícolas, comerciais, 

industriais e domésticas. A exposição a essas substâncias pode ocorrer por meio da 

ingestão, inalação e contato dérmico (Li & Jennings, 2017). Os agrotóxicos podem ser 

classificados de acordo com o uso em: pesticidas, inseticidas, herbicidas e fungicidas, 

dentre outros. Também podem ser classificados de acordo com o grupo químico em 

organofosforados e carbamato, piretrinas e piretróides, e organoclorados (Vommaro 

et al., 2010). 

Os organosfosforados foram desenvolvidos como armas químicas de guerra e, 

desde 1944, vêm sendo os compostos inseticidas mais utilizados em nível mundial, 

em substituição aos organoclorados. Os organofosforados podem ser derivados do 

ácido fosfórico, tiofosfórico, ditiofosfórico e fosfônico (Vommaro et al., 2010), e são 

amplamente utilizados como inseticidas devido sua eficiência contra pragas, sua baixa 

bioacumulação e rápida degradação no ambiente por oxidação e hidrólise (Silva, 

2011). Alguns exemplos de organofosforados são: diazinon, DDVP, clorpirifós, 

azametifós, temefós entre outros (ENCOP, 2013). 

O Diclorvós 2-2-diclorovinil-dimetilfosfato ou DDVP (Figura 2), é um inseticida 

organofosforado, líquido de coloração âmbar, odor aromático, parcialmente solúvel 

em água e muito solúvel em hidrocarbonetos aromáticos (Oliveira & Machado, 2004).  
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Figura 2. Fórmula estrutural do praguicida Diclorvós. 

O DDVP pode ser absorvido por difusão passiva nos pulmões, no sistema 

digestório ou na pele (APVMA, 2008). Como qualquer outro componente dessa classe 

é regularmente utilizado no controle de pragas em produções agrícolas, em áreas 

comerciais, institucionais, industriais e residenciais (Gan et al., 2006) e, também, para 

tratar infecções causadas por parasitas em gado e animais domésticos (Cruz-Alcalde 

et al., 2018). Classificado como Classe II, é altamente tóxico por inalação, absorção 

cutânea e ingestão (US Public Health Service, 1995). Comparado com outros 

praguicidas, geralmente é escolhido devido a sua relação custo-eficácia e ampla gama 

de bioatividade (Zhang et al., 2007). 

O DDVP exerce os seus efeitos tóxicos por meio da inibição da 

acetilcolinesterase neural em seres humanos e animais. Em todo o sistema nervoso 

central e periférico, as sinapses colinérgicas contêm esta enzima, que é responsável 

pela hidrólise da acetilcolina liberada a partir do terminal pré-sináptico. O DDVP reage 

quimicamente com o sítio ativo da acetilcolinesterase e inibe a atividade enzimática. 

A inibição da acetilcolinesterase neural permite que a acetilcolina se acumule na 

sinapse, resultando num aumento do disparo do neurônio pós-sináptico ou no 

aumento da atividade neuroefetora (APVMA, 2008). 

1.2 . Desreguladores Endócrinos  

Muitos poluentes ambientais derivados de fontes industriais e agrícolas, 

incluindo praguicidas organofosforados são desreguladores endócrinos (DE). Os DEs 

abrangem uma grande faixa de classe de substâncias, incluindo, substâncias naturais 

e substâncias sintéticas, como os utilizados na agricultura, e hormônios sintéticos e 

naturais, como compostos farmacêuticos (17α-etinilestradiol) e estrógenos naturais 

(17β-estradiol) (Bila & Dezotti, 2007). 

Os DEs são substâncias exógenas (drogas, pesticidas, aditivos plásticos, 

poluentes orgânicos etc) que interferem na síntese, secreção, transporte, ligação a 

receptores, ação ou eliminação de hormônios naturais. A maioria destas substâncias 



16 
 

 
 

são xenoestrógenos ou antiandrógenos (Quagliariello et al., 2017). Os DEs atuam por 

meio de receptores nucleares, receptores de hormônios esteroides não nucleares, 

receptores de membrana não esteroides, via receptores órfãos, vias enzimáticas 

envolvidas na biossíntese e/ou metabolismo de esteroides, e numerosos outros 

mecanismos que convergem sobre os sistemas endócrino e reprodutivo (Kuo et al., 

2012). Também há relatos de que os DEs podem mediar ações por meio de 

neurotransmissores, receptores de hidrocarbonetos, diferentes enzimas envolvidas no 

metabolismo de esteroides e outros mecanismos relacionados a regulação endócrina 

e reprodução (Kharlyngdoh & Olsoon, 2016). 

Segundo a União Européia (UE), os DEs podem alterar a função e danificar 

diretamente um órgão endócrino, interagir com um receptor de hormônios ou alterar o 

metabolismo de um hormônio em um órgão endócrino. Eles interagem com os 

receptores mimetizando hormônios em células alvo por ativação ou repressão de 

genes (Kharlyngdoh & Olsson, 2016). O Bisfenol A, por exemplo, é um mimetizador 

de estrógeno que se liga ao receptor de estrógeno (ER) (Rouiller-Fabre et al., 2015). 

E também há o diclorvós que é um exemplo de antagonista do receptor de andrógeno 

(AR) (Mnif et al., 2011).  

A exposição aos DEs pode ocorrer por meio do contato direto ou indireto pela 

ingestão de água ou alimentos contaminados, sendo uma das maiores exposições da 

população a ingestão de alimentos contaminados. No caso dos seres humanos há a 

estimativa que mais de 90% dessas substâncias são absorvidas por ingestão (Bila & 

Dezotti, 2007). 

Os DEs podem perturbar a homeostase mantida por hormônios e resultar em 

defeitos de desenvolvimento neural e anomalias do sistema endócrino e reprodutivo. 

Os mecanismos moleculares exatos pelos quais os desreguladores endócrinos 

exercem o seu efeito não foram completamente elucidados, mas estudos têm sugerido 

que vários mecanismos estão envolvidos na ação dos desreguladores endócrinos 

(Tabb & Blumberg, 2006). 

Os DEs podem perturbar o eixo hipotálamo-hipófise-testículo afetando o sistema 

endócrino e as funções reprodutivas. Além da redução da fertilidade e da disfunção 

erétil, desenvolvimento sexual anormal, alteração nas funções da hipófise e da 

glândula tireoide, supressão imunológica e efeitos neurocomportamentais, os DEs 

podem causar câncer de testículo e de próstata (Sikka & Wang, 2008; Schug et al., 
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2011), bem como induzir alterações reprodutivas, obesidade, alterações 

comportamentais e inflamação (Soto & Sonnenschein, 2010). 

Segundo Prins (2008), há fortes evidências em modelos animais de que DEs, 

como cádmio, arsênico e Bisfenol A, podem influenciar o desenvolvimento e a 

progressão de câncer de próstata, porque podem interferir na sinalização ou 

influenciar o metabolismo de estrógeno. Donato e colaboradores (2017) relataram que 

durante o período de desenvolvimento neonatal, a exposição ao Bisfenol A, aumentou 

a suscetibilidade a lesões prostáticas em ratos, alterou o padrão fisiológico da 

morfogênese da próstata favorecendo o desenvolvimento de câncer em adultos e 

induziu a metaplasia, hiperplasia e inflamação na idade adulta. 

Mills & Yang (2003) observaram que o DDVP aumentou o risco de câncer de 

próstata em trabalhadores agrícolas na Califórnia, trabalhadores com níveis 

relativamente altos de exposição ao DDVP apresentaram risco elevado de câncer de 

próstata em comparação aos trabalhadores com níveis menores de exposição ao 

praguicida. Já Koutros e colaboradores (2008) também observaram um pequeno 

aumento no risco de câncer associado à exposição ao DDVP, entre trabalhadores 

agrícolas de Iowa e Carolina do Norte, com histórico familiar de câncer de próstata. 

1.3. Próstata: relações, aspectos histológicos e sistema ductal 

A próstata é a maior glândula acessória do sistema genital masculino (Moore, 

2011), está localizada no compartimento subperitoneal entre o diafragma pélvico e a 

cavidade peritoneal. Está posterior à sínfise púbica, anterior ao reto e inferior à bexiga 

urinária, circundando a parte proximal da uretra (Fine & Reuter, 2012). Classicamente 

descrita como em tamanho de noz, possui forma cônica (Lee et al, 2011). A próstata 

humana é composta de elementos epiteliais glandulares e estromais, bem fundidos 

dentro de uma pseudocápsula (Lee et al., 2011). A parte glandular representa cerca 

de dois terços da próstata; o outro terço é fibromuscular (Moore, 2011). 

A próstata humana adulta é uma glândula sexual compacta que não exibe os 

diferentes lobos vistos em muitos mamíferos (Timms et al., 1994). A princípio, foram 

caracterizadas três zonas glandulares na próstata humana: a central, a periférica e a 

de transição, além de uma região não glandular, chamada de estroma fibromuscular 

anterior (Figura 3). A zona central constitui quase 25% do tecido glandular da próstata, 

a zona periférica constitui 70% do tecido glandular, a zona de transição constitui 5% 
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(Lee et al., 2011). Já o estroma fibromuscular anterior representa cerca de um terço 

do tecido dentro da cápsula prostática (McNeal, 1981). 

 

Figura 3. A. Vista superior da próstata humana. B. Corte transversal da próstata humana 

(adaptado de Netter, 2014) 

Nos roedores, a próstata é formada por três lobos distintos: lobo ventral, lobo 

dorsolateral e lobo anterior ou glândula de coagulação (Figura 4) (Jesik et al., 1982). 

Devido às diferenças lobo-específicas no padrão de morfogênese ductal, a forma final 

de cada lobo é diferente (Lee et al., 1990). O lobo anterior é análogo à zona central 

da próstata humana e o lobo dorsolateral assemelha-se à zona periférica (Xue et al., 

1997; Roy-Burman et al., 2004). Apesar de não haver evidências moleculares para 

uma analogia entre o lobo ventral e regiões da próstata humana (Marker et al., 2003), 

o lobo ventral é o mais utilizado em estudos envolvendo lesões prostáticas por ser o 

mais responsivo aos andrógenos (Slayter et al., 1994). 

A 

B 
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Figura 4. O lobo da próstata de um roedor adulto juntamente com um conjunto de secções 

de ductos prostáticos de cada lobo corados com hematoxilina e eosina. Cada lobo tem uma 

forma distinta e aparência histológica (adaptado de Marker et al., 2003). 

Além disso, os lobos têm algumas características histológicas distintas (Lee et 

al., 1990). No lobo anterior da próstata de rato, cada ácino tem muitas dobras mucosas 

proeminentes compreendendo projeções ramificadas. Seu epitélio consiste de uma 

camada de células colunares com núcleos menores, redondos e localizados 

centralmente e citoplasma acidófilo. Os ácinos do lobo dorsal são estruturalmente 

semelhantes aos do lobo anterior, embora consideravelmente mais estreito, e seu 

epitélio também se assemelha ao do lobo anterior, mas os núcleos são maiores e o 

citoplasma é mais granular. O lobo lateral está localizado inferiormente à glândula de 

coagulação e à glândula seminal, ele está relacionado à próstata dorsal na região 

dorsal, por esse motivo podem ser estudados em conjunto, recebendo o nome de 
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próstata dorsolateral (PDL). Ventralmente, a próstata lateral se sobrepõe parcialmente 

a próstata ventral (Hayashi et al., 1991, Roy-Burman et al., 2004). 

Os ácinos no lobo dorsolateral possuem uma quantidade intermediária de dobra 

epitelial em comparação com o lobo ventral e o lobo anterior. O lobo dorsal possui 

epitélio colunar simples com citoplasma granular basófilo e núcleos centralmente 

posicionados. Quando comparado com o lobo ventral, tanto o tamanho dos núcleos 

quanto à altura do epitélio são levemente maiores, e seu estroma é relativamente 

denso quando comparado com os outros lobos (Roy-Burman et al., 2004). 

As células epiteliais do lobo lateral, por sua vez, podem ser mais cuboides e 

menos basófilas e as células secretoras têm núcleos menores que estão localizados 

na base. Em comparação com o lobo dorsal, seu estroma é muito mais estreito, e as 

secreções são granulosas e mais eosinófilas (Roy-Burman et al., 2004). Já no lobo 

ventral, o epitélio geralmente não se dobra, mas algumas dobras são vistas em alguns 

ácinos, que são revestidos por um epitélio colunar baixo. O pequeno núcleo está 

localizado perto da base da célula epitelial e o citoplasma aparece ligeiramente 

basófilo (Xue et al., 1997). 

O sistema ductal da próstata ventral de ratos pode ser dividido em três regiões: 

proximal, intermediária e distal, cada uma delas com características histológicas e 

funcionais diferentes (Figura 5). Na região distal as células epiteliais são colunares 

altas com alta atividade proliferativa. A região intermediária apresenta características 

intermediárias entre a região proximal e a distal e é a região responsável pela 

produção da secreção prostática, com células epiteliais colunares altas. Enquanto na 

região proximal, as células epiteliais são colunares baixas ou cúbicas com alta taxa 

de morte celular (Nemeth & Lee, 1996). 
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Figura 5. Três regiões prostáticas: região distal com células epiteliais colunares altas, região 

intermediária com células epiteliais colunares altas e proximal com células epiteliais 

colunares baixas ou cúbicas (adaptado de Nemeth & Lee, 1996). 

A distribuição relativa dos tipos celulares é diferente entre a próstata humana e 

a de roedores, mas em ambas as espécies a luz ductal é revestida por células 

epiteliais secretoras colunares altas. Essas células apresentam uma polaridade ápico-

basal e secretam proteínas e fluídos de sua superfície apical na luz prostática (Lee et 

al., 1990). Na próstata humana, as células epiteliais basais formam uma camada 

quase contínua entre as células secretoras e a membrana basal, enquanto em ratos, 

poucas células basais estão dispersas formando uma camada descontínua ao redor 

dos ductos, que formam o sistema ductal (Marker et al., 2003). 

Embora o estroma da próstata de roedores e, também, da próstata humana ser 

composto em grande maioria por células musculares lisas, o estroma contém ainda 

fibroblastos, linfócitos, células endoteliais, neuronais e vasculares. A camada de 

células musculares lisas na próstata humana é muito mais espessa do que na de 

roedores, já que a próstata humana tem uma proporção mais elevada de células 

estromais para células epiteliais (Marker et al., 2003). Nos roedores, a região distal é 

rica em fibroblastos e apresenta esparsas células musculares lisas, enquanto na 
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região proximal ocorre o contrário, ou seja, o estroma é rico em células musculares 

lisas e apresenta esparsos fibroblastos (Nemeth & Lee, 1996). 

1.4. Câncer de próstata e lesões neoplásicas 

O Instituto Nacional do Câncer – INCA, estimou a ocorrência de 600 mil novos 

casos de cânceres no Brasil para cada ano, tanto no biênio 2016-2017 (INCA, 2015) 

quanto no biênio 2018-2019 (INCA, 2017). Embora não tenha ocorrido aumento na 

estimativa de casos de cânceres, houve aumento na estimativa de novos casos de 

câncer de próstata de 61.200 para 68.220. Também houve aumento na estimativa de 

incidência de câncer de próstata de 61,82 para 66,12 casos novos a cada 100 mil 

homens. Segundo esses dados, o câncer de próstata permanece como o mais 

incidente entre os homens em todas as Regiões do Brasil, desconsiderando o câncer 

de pele não melanoma. 

Nos Estados Unidos, comparando os dados para os anos de 2017 e 2018, 

observa-se um aumento na estimativa de mortes por câncer de 600.920 para 609.640 

com consequente aumento no número de óbitos por dia de 1650 para 1700. O câncer 

de próstata é o mais incidente em homens, com estimativa de 161.360 novos casos 

em 2017 e 164.690 novos casos em 2018, o que representa 19% dos casos novos 

diagnosticados em cada ano. Na estimativa de mortes, o câncer de próstata passou 

de 3º lugar com 26.730 mortes em 2017 para 2º lugar com 29.430 mortes em 2018, o 

que representa 8% e 9% das mortes por câncer em homens, nos respectivos anos 

(Siegel et al., 2017; Siegel et al., 2018). 

O câncer de próstata parece ter origem multifatorial, e pode-se destacar como 

fatores de risco alterações de genes, dieta, idade, infecção, inflamação, bem como 

excesso de andrógenos e outros hormônios sexuais (Jemal et al., 2004; Donato et al., 

2017). 

A próstata pode apresentar diversas patologias como o adenocarcinoma 

prostático, a neoplasia intraepitelial próstatica, a atrofia prostática e a atrofia 

inflamatória proliferativa. A Neoplasia Intraepitelial Prostática (PIN) é definida como 

uma proliferação anormal com alterações nucleares nas células luminais, semelhante 

ao câncer de próstata e pode ser classificada como neoplasia intraepitelial prostática 

de baixo grau (LGPIN) ou de alto grau (HGPIN) (Haggman et al., 1997). Geralmente, 

a HGPIN é aceita como uma precursora da maioria dos adenocarcinomas invasivos 

na próstata (Haffner et al., 2016), e é caracterizada pela substituição das células 
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luminais normais por células neoplásicas, com núcleos grandes e hipercromáticos, e 

com a preservação da lâmina basal (Lee et al., 2011). 

Outra patologia descrita na próstata é a atrofia prostática, identificada como uma 

redução dos ácinos e do estroma e, também, está relacionada com o adenocarcinoma 

prostático (De Marzo et al., 1999) e quando gera um foco inflamatório, desenvolve-se 

a atrofia inflamatória proliferativa (PIA) (De Marzo et al., 2003). No trabalho de De 

Marzo e colaboradores (1999), PIA é descrita como discretos focos proliferativos no 

epitélio nos ácinos com o aspecto da atrofia simples ocorrendo associação com a 

inflamação e indicam que a PIA pode levar de forma direta ao carcinoma ou de forma 

indireta por meio do desenvolvimento do PIN. 

A progressão do câncer de próstata para um estágio metastático é um processo 

com diversas etapas envolvendo fatores de crescimento, hormônios e citocinas 

inflamatórias (Bok & Small, 2002). 

1.5. Modelo de Indução Química por MNU 

Há diversas maneiras de estudar o câncer de próstata e seu desenvolvimento, 

tanto in vitro quanto in vivo. In vivo, a indução química é a mais comum, quatro 

compostos são utilizados em estudos com modelo de carcinogênese prostática: o N-

Metil-N-Nitrosureia (MNU), o N-nitrosobis 2-oxopropil amino (BOP), o 3,2’ –dimetil-4-

amino-bifenil (DMAB) e o 2-amino-1-metil-5-fenilimidazo [4,5-b] piridina (PhIP) (Shira 

et al., 2000). 

O N-Metil-N-Nitrosureia (MNU) é um dos compostos nitrosos mais utilizados em 

ensaios de carcinogênese induzida quimicamente, tendo a capacidade de atuar como 

iniciador da carcinogênese em diversos tecidos como na mama, ovário, baço, rim e 

próstata. Pode ser administrado em água, intraperitonealmente, por vias subcutânea, 

oral, intravenosa, intragástrica, intra-uterina, intratraqueal, intravesical e intravaginal 

(Faustino-Rocha et al., 2015).  Bosland e colaboradores (1983) obtiveram hiperplasia 

inflamatória e adenocarcinomas prostáticos em ratos Wistar com administração única 

de MNU associado com doses diárias de acetato de ciproterona seguido de 

testosterona. Bosland (1992) concluiu  que o tratamento apenas com MNU causa 

baixa indicência de lesões prostáticas, assim como o tratamento isolado com 

testosterona. Mas modelos baseados em combinação de carcinógenos químicos, 

como o MNU, com posterior administração de testosterona são modelos de alta 
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incidência de carcinogenese. A testosterona aumenta a carcinogênese da próstata, 

sendo uma forte promotora de turmores na próstata de ratos. 

1.6. Inflamação: aspectos gerais e relação com câncer de próstata 

A inflamação é uma resposta imunológica às injúrias, infecção e mau 

funcionamento celular. Quando controlada, a inflamação induz o reparo tecidual, 

defesa contra patógenos, adaptação ao estresse e restauração da homeostase 

(Medzhitov, 2008). A inflamação é importante por conferir proteção imediata por meio 

da ativação das células e de produtos solúveis que constituem a resposta imune inata. 

Além disso, a inflamação cria um ambiente que inicia a resposta imune adaptativa. 

Entretanto, se não for controlada, a inflamação pode ser a principal causa de danos 

no tecido (Lodish et al., 2014). Em um estágio mais avançado de inflamação, pode 

ocorrer a metaplasia e crescimentos tumorais associados à autoimunidade e danos 

teciduais causados pelo aglomerado de células inflamatórias (Medzhitov, 2008). 

Diversos fatores podem contribuir para o desenvolvimento da inflamação na 

próstata, como as infecções bacterianas e virais, os compostos carcinogênicos na 

dieta e alterações na razão entre testosterona e estradiol (T:E) (Puhr et al., 2016). 

Sabe-se que a inflamação crônica da glândula prostática, está associada a uma 

concentração maior de citocinas, interleucinas e fatores de crescimento que 

estimulam a divisão celular com maior probabilidade de mutações e modificações 

epigenéticas (Quagliariello et al., 2017). As citocinas têm sido classificadas com base 

em suas respostas biológicas (pró ou anti-inflamatórias), de acordo com os receptores 

utilizados ou de acordo com suas estruturas tridimensionais (Nicola, 1994). 

Acredita-se que a inflamação estimule a carcinogênese, causando danos às 

células e ao genoma, promovendo a substituição celular e criando um microambiente 

tecidual rico em citocinas e fatores de crescimento que podem aumentar a replicação 

celular, angiogênese e tecidos de reparação (Cerutti & Trump, 1991; Hussain et al., 

2003). Além de dados que apontam que processos inflamatórios estão relacionados 

ao desenvolvimento do câncer na próstata (Palapattu et al., 2005). 

Segundo Mantovani e colaboradores (2004), estudos mostraram que a 

inflamação crônica predispõe indivíduos a vários tipos de câncer. Estima-se que 

infecções subjacentes e respostas inflamatórias estão ligadas de 15% a 20% a todas 

as mortes por câncer no mundo. Ho (2017) verificou que entre 35% a 100% das 

biópsias realizadas em homens com suspeita de câncer de próstata apresentaram 
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evidências histológicas de inflamação, demostrando a relação entre câncer de 

próstata e inflamação. 

Quagliariello e colaboradores (2017) relataram que a inflamação crônica 

contribui para a iniciação e progressão do câncer de próstata. Por exemplo, estudos 

de susceptibilidade genética mostraram que indivíduos com mutações específicas em 

genes que codificam proteínas com um papel fundamental na cascata de inflamação 

como IL-6, TNFα e IL-8 apresentaram maior risco de câncer de próstata em 

comparação com pacientes sem esse tipo de mutação, o que indica um papel 

essencial da inflamação na transformação maligna das células da próstata. 

Existem dois tipos de resposta inflamatória: a fase aguda e a fase crônica. Na 

fase aguda, que é caracterizada principalmente pelo inchaço, há o aumento da 

permeabilidade vascular, induzida pelas aminas vasoativas produzidas por mastócitos 

e basófilos. Além disso, há migração de leucócitos pelo exsudato para o local da 

injúria, formando o edema característico. Na fase crônica, a inflamação é de duração 

prolongada, que pode levar de semanas a meses, e tem como principais 

características, que a distinguem da fase aguda, a destruição do tecido devido aos 

produtos das células inflamatórias e a posterior reparação tecidual e angiogênese 

(Kumar et al., 2012). 

Há muitos gatilhos de inflamação crônica que aumenta o risco de desenvolver 

câncer, esses gatilhos incluem infecções microbianas, doenças autoimunes e 

condições inflamatórias de origem desconhecida, como a prostatite que está 

associada ao câncer da próstata (Mantovani et al., 2004). A inflamação crônica induz 

a produção de citocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNFα), interleucinas 

(IL) e radicais livres, que podem levar à lesão no DNA celular (Wajant et al., 2003). 

Há dois tipos de fatores de necrose tumoral (TNF), α e β, que atuam após 

ligarem-se aos seus receptores de membrana (TNFR) levando a uma série de 

respostas intracelulares, que tem como consequência a ativação do fator de 

transcrição nuclear kappa B (NFκB) (Chen & Goeddel, 2002). Dentre as principais 

funções do TNFα pode-se destacar a indução da produção de proteínas reativas da 

fase aguda pelo fígado e um efeito secundário estimulando algumas células a 

produzirem Interleucina-6 (IL-6) (Feghali & Wright, 1997). 

IL-6 e TNFα, são citocinas com propriedades biológicas múltiplas e sobrepostas, 

estão envolvidas no desenvolvimento do câncer de próstata (Shariat et al., 2001; 
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Smith et al., 2001). A IL-6 é uma citocina multifuncional produzida por diferentes tipos 

celulares como os linfócitos T e monócitos, e atua por meio de um complexo receptor 

de membrana, que é formado por receptor de IL-6 (IL-6Rα) e uma glicoproteína 130 

(gp130) (Heinrich et al., 1998). 

Além dos receptores de TNF e IL, o processo inflamatório pode ser ativado pelos 

receptores Toll-Like (TLRs). Esses são expressos em células do sistema imunológico, 

mas também são expressos em células tumorais, onde podem influenciar o 

crescimento tumoral e as respostas imunitárias do hospedeiro (Huang et al., 2005). 

Os membros da família TLR são caracterizados estruturalmente pela presença de um 

domínio de repetições de leucina (LRR) no seu domínio extracelular, e um domínio 

receptor Toll/IL-1 (TIR) no seu domínio intracelular (Takeda et al., 2003). 

Entre os TLRs, há o receptor Toll-Like 4 (TLR4) que reconhece patógenos por 

meio dos padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), como os 

lipopolissacarídeos das bactérias Gram-negativas (Zheng et al., 2004) e por meio dos 

padrões moleculares associados a danos endógenos (DAMPs), como a fibronectina 

que é liberada durante o processo inflamatório (Awasthi, 2014). Os TLRs são 

expressos tanto em células do sistema imune, quanto em células tumorais de diversos 

tecidos, como da mama, pulmão, colo e próstata, podendo influenciar as respostas 

imune e o crescimento tumoral (Huang et al., 2005).  

A via de sinalização da família TLR é homóloga à da família IL-1R. Tanto TLR 

como IL-1R interagem com uma proteína adaptadora mielóide 88 (MyD88), que tem 

um domínio TIR na sua porção C-terminal e um domínio de morte na sua porção N-

terminal, ao contrário dos TLRs que possuem um domínio transmembrana. O MyD88 

associa-se tanto com os TLRs, quanto com IL-1R, por meio da interação entre os 

respectivos domínios TIR. Após estimulação, MyD88 recruta o domínio de morte 

contendo uma serina/treonina quinase, a quinase associada a IL-1R (IRAK). IRAK é 

ativado pela fosforilação e, em seguida, associa-se com Fator 6 associado ao TNFR 

(TRAF6), levando à ativação de duas vias de sinalização distintas, c-Jun N-terminal 

kinases (JNK) e NFκB (Muzio et al., 1997; Medzhitov et al., 1998). 

A proteína NFκB faz parte de uma família de proteínas de transcrição nuclear 

compostas por cinco membros: NFκB p50 (p105/ NF-κB1), NFκB p52 (p100/NFκB2), 

p65 (RelA), RelB e c-Rel. NFκB p50 e NFκB p52 são sintetizados respectivamente 

como precursores maiores, p105 e p100, os quais são clivados no processo pós-
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traducional de DNA nas subunidades p50 e p52 (Gilmore, 1999). O NFκB é uma 

proteína citosólica, que em sua forma inativa, está ligada covalentemente ao inibidor 

de κB (IkB). Quando o NFκB é ativado, ele se dissocia do IkB e é translocado para o 

núcleo da célula (Ranjan & Baltimore, 1986). 

Segundo Baldwin Junior (2001), a ativação de NFκB está relacionada à vários 

tipos de doenças encontradas em humanos como: asma, inflamação colorretal e 

AIDS. Além disso, tem um papel central na regulação da transcrição de genes 

relacionados ao câncer, promovendo a síntese de citocinas pró-inflamatórias, 

proteínas anti-apoptóticas e reguladores de ciclo celular.  

A ativação do NFκB realizada pelas citocinas pró-inflamatórias como TNFα, 

Interleucina 1 (Il-1) e pelos receptores do tipo Toll-like é conhecida como via canônica 

ou clássica. Na via canônica, a ativação do NFκB é controlada pelo complexo IkB 

quinase (IKK), composto pelas subunidades IKKα e IKKβ e uma subunidade 

regulatória IKKγ também conhecida como NEMO (modulador essencial de NFκB) 

(Figura 6) (Israel, 2010). 

 

Figura 6: Ativação da via de sinalização de NF-κB, Etapa 1: ativação do complexo IkB 

quinase por diversos fatores. Etapa 2: fosforilação de IkB pelo complexo IKK e ligação da 

enzima ubiquitina E3 ligase para posterior ubiquitinação. Etapas 3 e 4: poliubiquitinação e 

degradação proteassomal do IkB. Etapa 5: livre de seu inibidor o NF-κB sofre translocação 

nuclear. Etapa 6: No núcleo NF-κB ativa transcrição de vários gene-alvo, incluindo genes 

que codificam citocinas inflamatórias e promovem a síntese de IkB.(Adaptado de Lodish et 

al., 2014) 
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O complexo IKK é ativado por proteínas da família das MAP quinases, em uma 

cascata de reações, cuja função é fosforilar as subunidades IKKα e IKKβ com 

propriedades catalíticas (Suh et al., 2002). Devido à alta afinidade pelo IκB, IKKα e 

IKKβ fosforilam o IκB resultando na ubiquitinação do mesmo e posterior degradação 

pelo proteassoma 26s. Livre de seu inibidor, o NFκB é translocado para o núcleo onde 

realizará a transcrição de genes específicos (Karin & Greten, 2005). 

O NFκB normalmente é regulado pelo mecanismo de retroalimentação negativa, 

pois tem a capacidade de transcrever o gene para produção de IkB, mas, em doenças 

como o adenocarcinoma prostático humano, foi relatada a ativação constante do fator, 

o que está relacionado com a progressão tumoral (Shukla et al., 2004). A ativação de 

NFκB mediada por TNFα exibe dois padrões de resposta: a primeira é de curta 

duração, caracterizada por intensa regulação por retroalimentação negativa, que logo 

inativa o NFκB. A segunda é caracterizada por longa exposição à TNFα, causando um 

padrão oscilatório de ativação e inativação de NFκB, mediada pela transcrição e 

destruição de IkB, alguns genes-alvo do processo de carcinogênese só são transcritos 

na fase oscilatória (Alberts et al., 2017). 

Nguyen e colaboradores (2014) mostraram que a ativação de NFkB tem sido 

reconhecida como o maior efetor de processos pró-inflamatórios, bem como da 

patogênese na próstata. As citocinas inflamatórias favorecem a formação de 

complexos de NFkB para sinalização anti-apoptótica em células do câncer de 

próstata. A via de sinalização do NFκB desempenha papel importante nas respostas 

ao câncer, inflamação e estresse (Pahl, 1999), além de participar de processos 

celulares fundamentais, como a apoptose, proliferação e diferenciação (Figura 7) 

(Pham et al., 2004; Luo et al., 2005). 
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Figura 7- Esquema demonstrando relação da via de sinalização do NFκB nas 

respostas ao câncer, inflamação, estresse e processos celulares fundamentais. (Adaptado 

de Pahl, 1999; Pham et al., 2004; Luo et al., 2005). 

 

Portanto, o objetivo deste trabalho é avaliar a influência do praguicida Diclorvós 

em concentrações permitidas na próstata ventral de ratos em situação controle e após 

indução química por MNU (N-metil-N-nitrosureia), sobre a inflamação mediada por 

TLR4. 
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3. CAPITULO 1 

 

DICLORVÓS PROMOVE ALTERAÇÕES NA IMUNOLOCALIZAÇÃO DE 

MEDIADORES INFLAMATÓRIOS NA PRÓSTATA VENTRAL DE RATOS 

 

RESUMO 

Objetivo: Este estudo buscou imunolocalizar marcadores moleculares envolvidos no 

processo inflamatório como o TLR4, NFκB e TNFα na próstata ventral de ratos em 
situação controle e após exposição ao DDVP associado ou não a indução química por 
MNU 
Materiais e métodos: Foram utilizados 40 ratos da linhagem Fischer 344, com idade 

de 90 dias. Os ratos foram separados aleatoriamente em quatro grupos experimentais: 
Sham (G1), Sham+DDVP (G2), MNU (G3), MNU+DDVP (G4). Para indução química, 
G3 e G4 foram inoculados com MNU a 15 mg/kg, seguido de injeções subcutâneas 
diárias de 2,5 mg/kg de cipionato de testosterona durante 20 dias. Os animais dos 
grupos G2 e G4, de 120 a 240 dias de idade receberam a dieta basal suplementada 
com 10 mg/kg de DDVP. Foram feitas análises imunohistoquímicas da próstata 
ventral. 
Resultados: Foram encontrados três tipos de lesões na próstata ventral de ratos: 

Displasia, Neoplasia Intraepitelial Prostática (PIN) e Neoplasia intraepitelial de alto 
grau (HGPIN). O TLR4 esteve presente nas células epiteliais luminais da próstata 
ventral de todos os grupos experimentais. Nos grupos G1, G2 e G3 houve marcação 
em todo citoplasma, sendo a marcação mais intensa na região do aparelho de Golgi 
e no grupo G4 essa marcação foi moderada na região do aparelho de Golgi e intensa 
na membrana apical das células. O TNFα foi detectado em todo citoplasma das 
células epiteliais luminais da próstata ventral de todos os grupos experimentais 
destacando-se intensamente na região apical e moderadamente na região do 
aparelho de Golgi. O NFkB foi imunolocalizado em todo citoplasma das células 
epiteliais luminais da próstata ventral em todos os grupos experimentais, sendo mais 
intenso na região apical. Os grupos G1 e G2 apresentaram imunorreatividade intensa 
na região apical e somente os grupos G3 e G4 apresentaram imunorreatividade no 

envoltório nuclear. 
Conclusão: Concluímos que o DDVP em concentrações permitidas altera a 
imunolocalização dos marcadores TLR4, TNFα e NFkB na próstata ventral de ratos. 
Além disso, o DDVP associado à indução química pode acentuar essas alterações 
dos marcadores. 

Palavras-chaves: Diclorvós, inflamação, próstata, TLR4, TNFα e NFkB 

INTRODUÇAO 

O mercado brasileiro de agrotóxicos cresceu 190% nos últimos dez anos, 

enquanto o mercado mundial cresceu 93%. Em 2010, o mercado nacional representou 

19% do mercado global de agrotóxicos (Dossiê Abrasco, 2015). Os organofosforados, 

como o Diclorvós (DDVP), são um dos mais utilizados devido à sua eficiência e relativa 
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baixa toxicidade (Zhang et al., 2007) e são desreguladores endócrinos (DE) (Bila & 

Dezotti, 2007).  

Os DEs podem perturbar a homeostase mantida por hormônios e resultar em 

defeitos de desenvolvimento neural e anomalias do sistema endócrino e reprodutivo 

(Tabb & Blumberg, 2006).  Os DEs podem perturbar o eixo hipotálamo-hipófise-

testículo afetando o sistema endócrino e as funções reprodutivas, e podem também, 

causar câncer de testículo e de próstata (Sikka & Wang, 2008; Schug et al., 2011), 

bem como induzir alterações reprodutivas, obesidade, alterações comportamentais e 

inflamação (Soto & Sonnenschein, 2010). 

O câncer de próstata assumiu, nestes últimos anos, o primeiro lugar em 

incidência de neoplasias nos Estados Unidos (Siegel 2018), e no Brasil estima-se 

66,12 casos novos a cada 100 mil homens, sendo o câncer mais comum entre os 

homens (INCA 2017). O câncer de próstata parece ter origem multifatorial, e pode-se 

destacar como fatores de risco alterações de genes, dieta, idade, infecção, 

inflamação, bem como excesso de andrógenos e outros hormônios sexuais (Jemal et 

al., 2004; Donato et al., 2017). Diversos fatores podem contribuir para o 

desenvolvimento da inflamação na próstata, como as infecções bacterianas e virais, 

os compostos carcinogênicos na dieta e alterações na razão entre testosterona e 

estradiol (T:E) (Puhr et al., 2016). Sabe-se que a inflamação crônica da glândula 

prostática, está associada a uma concentração maior de citocinas, interleucinas e 

fatores de crescimento que estimulam a divisão celular com maior probabilidade de 

mutações e modificações epigenéticas (Quagliariello et al., 2017). 

Acredita-se que a inflamação estimule a carcinogênese, causando danos às 

células e ao genoma, promovendo a substituição celular e criando um microambiente 

tecidual rico em citocinas e fatores de crescimento que podem aumentar a replicação 

celular, angiogênese e tecidos de reparação (Cerutti & Trump, 1991; Hussain et al., 

2003). Além de dados que apontam que processos inflamatórios estão relacionados 

ao desenvolvimento do câncer na próstata (Palapattu et al., 2005).  

 O processo inflamatório predispõe os indivíduos a vários tipos de câncer, pois 

induz a produção de citocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNFα) que está 

envolvida no desenvolvimento do câncer de próstata (Shariat et al., 2001; Smith et al., 

2001). A inflamação pode ser ativada pelos receptores Toll-Like, como o Receptor 

Toll-Like 4 (TLR4) que pode resultar na ativação de duas vias, fator de transcrição 
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nuclear kappa B (NFκB) e a c-Jun N-terminal kinases (JNK) (Muzio et al., 1997; 

Medzhitov et al., 1998). A via de sinalização do NFκB desempenha papel importante 

nas respostas ao câncer, inflamação e estresse, além de participar de processos 

celulares fundamentais, como a apoptose, proliferação e diferenciação (Pahl, 1999; 

Pham et al., 2004; Luo et al., 2005).  

Portanto, o objetivo desse estudo foi imunolocalizar marcadores moleculares 

envolvidos no processo inflamatório como TLR4, NFκB e TNFα na próstata ventral de 

ratos em situação controle e após exposição ao DDVP associado ou não a indução 

química por MNU. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Modelo animal 

No trabalho foram utilizados 40 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 Ciências, UNESP 

Câmpus de Bauru-SP, em condições ambientais controladas de temperatura 

(22±2°C), umidade relativa do ar (55±10%), ciclo de luz (12 horas claro/12 horas 

escuro) e circulação contínua de ar. Os animais receberam água e ração ad libitum.  

Grupos experimentais 

Foram formados aleatoriamente 4 grupos experimentais com 10 animais por 

grupo: G1: Controle (Sham); G2: Controle (Sham) + DDVP; G3: Indução MNU; G4: 

Indução 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 realização do procedimento cirúrgico. 

Aos 90 dias, foi realizada uma incisão suprapúbica para a inoculação de citrato 

de sódio 1M, pH 6,8 para a simulação da indução nos animais dos grupos G1 e G2 e 

de MNU na dose de 15 mg/Kg dissolvida em citrato de sódio 1M pH 6,8 para indução 

química nos animais dos grupos G3 e G4. As inoculações foram realizadas na cápsula 

da próstata ventral dos ratos. 

Após o procedimento cirúrgico os animais de todos os grupos experimentais 

receberam Paracetamol (200mg/kg) diluídos na água do bebedouro durante 5 dias 

para analgesia (80µg/mL). 
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Após a administração do MNU, os animais dos grupos G3 e G4 receberam 

injeções subcutâneas diárias de 2,5mg/Kg de Cipionato de Testosterona (Deposteron-

Novaquímica, São Paulo, Brasil) por 20 dias (FAVARO, 2014). 

A partir dos 120 dias de idade os animais dos grupos G2 e G4 receberam ração 

basal enriquecida com 10 mg/Kg de DDVP até 240 dias de idade. 

O delineamento experimental é apresentado na Figura 1.

 

Figura 1 

Os animais de todos os grupos experimentais foram pesados e submetidos à 

avaliação clínica semanal durante todo o período experimental. Qualquer alteração foi 

registrada em ficha clínica individual. Diante da detecção de morbidade, sofrimento ou 

morte eminente, o animal foi eutanasiado. 

Aos 240 dias de idade foi induzida morte dos animais por excesso de anestésicos 

via intra-peritonial (Cloridrato de Xilazina 2% e Cloridrato de cetamina 10%), seguida 

de decapitação. 
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Todos os protocolos seguiram os princípios éticos preconizados pela Sociedade 

Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL) e a regulamentação 

estabelecida pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA) (processo nº996/46/01/2013 – CEUA/FC) (Anexo 1). 

Forma de análise dos resultados 

Análise histopatológica 

Após a fixação, os tecidos foram lavados em água corrente por 24h. Em seguida, 

os fragmentos foram desidratados em uma série crescente de álcoois e incluídos em 

polímero plástico (Paraplast Plus, ST. Louis, MO, EUA). Depois, os blocos foram 

seccionados em micrótomo com espessura de 5 µm e os cortes colocados em lâminas 

histológicas silanizadas para posterior análise histopatológica e imunohistoquímica. 

Para análise histopatológica, as lâminas foram coradas com Hematoxilina-

Eosina e fotografadas em fotomicroscópio. O diagnóstico das lesões prostáticas foi 

baseado em critérios morfológicos de acordo com Apolinário (2016) e Shappell e 

colaboradores (2004). 

Análise imunohistoquímica 

 

Após a fixação, os tecidos foram lavados em água corrente por 24h. Em seguida, 

os fragmentos foram desidratados em uma série crescente de álcoois e incluídos em 

polímero plástico (Paraplast Plus, ST. Louis, MO, EUA). Depois, os blocos foram 

seccionados em micrótomo com espessura de 5 µm e os cortes colocados em lâminas 

histológicas silanizadas para posterior análise imunohistoquímica. 

Para análise imunohistoquímica, os cortes histológicos foram colocados sobre 

lâminas silanizadas. Em seguida, os cortes histológicos foram desparafinizados em 

xilol, hidratados em uma série de álcoois com concentrações decrescentes (100%, 

90% e 70%). A técnica de imunohistoquímica foi padronizada de acordo com o 

protocolo do fabricante para cada anticorpo (anti-TLR4 abbiotec 251111; Anti-TNFα 

orb129753; anti-NFkb ab7970). 

O método para a análise de imunorreatividade utilizado nesse experimento foi 

adaptado do método proposto por Apolinário (2016), a avaliação da imunorreatividade 

foi sob três aspectos: localização celular da marcação, o percentual de células 

marcadas e a intensidade de marcação.  
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A localização celular da marcação foi analisada em quatro possíveis regiões 

celulares: região apical, aparelho de Golgi, região supranuclear e núcleo. 

A Intensidade de Marcação foi classificada em marcação: leve, moderada e 

intensa. Para cada compartimento celular uma nota de 0 a 3 foi determinada baseada 

no percentual de células marcadas (PCM) e na Intensidade de Marcação (Int). 

Para o Percentual de Células Marcadas (PCM), foram adotados os seguintes 

critérios: Nota 0: nenhuma célula marcada; Nota 1: 0% < nº de células marcadas ≤ 

50%; Nota 2: 50% nº de células marcadas < 100%; Nota 3: 100% de células marcadas. 

A Intensidade de Marcação (Int) foi atribuída da seguinte forma: Nota 0: sem 

marcação; Nota 1: leve; Nota 2: moderada; Nota 3: intensa. 

A atribuição de nota para a marcação em cada possível compartimento celular 

seguiu a fórmula: Nota=(PCM)int, sendo PCM>0 e int>0. Quando não houve marcação 

(PCM=0 e int=0), não foi atribuída nota.  

RESULTADOS 

Análise Histopatológica 

Na análise histopatológica, foram encontrados dois tipos de lesões na próstata 

ventral de ratos: Displasia e Neoplasia Intraepitelial Prostática (PIN). A Displasia foi 

caracterizada como um tipo de lesão com organização anormal ou uma diferenciação 

celular desordenada, manifesta-se por variação da maturação citoplasmática 

associada a alterações nucleares. A PIN foi caracterizada pela proliferação neoplásica 

de células epiteliais atípicas, dentro de membranas basais preexistentes ou normais. 

Essa proliferação pode ser reconhecida como a estratificação de células epiteliais com 

atipia nuclear, o que conduz à aquisição de um padrão micropapilar ou crescimento 

cribiforme. (Shapell et al., 2004).  

A HGPIN caracterizou-se por proliferação focal do epitélio, com intensidade 

variável de atipias citológicas identificadas através de núcleos volumosos e nucléolos 

proeminentes. As células epiteliais basais foram caracterizadas não demonstrando 

desorganização estrutural (Apolinário, 2014). 

No grupo G1 não foi encontrada nenhuma lesão. No grupo G2, foram 

encontradas displasia e PIN, sendo mais prevalente PIN. No grupo G3, a única lesão 

encontrada foi PIN. No grupo G4, foram encontradas PIN e HGPIN (Figura 1). A 

frequência de cada tipo de lesão em cada um dos grupos experimentais encontra-se 

na tabela 1. 
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Tabela 1. Avaliação histopatológica da próstata ventral de ratos. 

 Grupos 

Lesões G1 (n=5) G2 (n=5) G3 (n=5) G4 (n=5) 

D 

PIN 

HGPIN 

- 

- 

- 

40% 

60% 

- 

- 

100% 

- 

- 

60% 

40% 
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Figura 2

A B 

C D 
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TLR4 

Nas análises de imunolocalização, detectou-se a presença de TLR4 nas células 

epiteliais luminais. Nos grupos G1, G2 e G3 houve marcação em todo citoplasma da 

célula, sendo a marcação mais intensa da região do aparelho de Golgi. Já no grupo 

G4, também, houve marcação em todo citoplasma, porém com intensidade moderada 

no aparelho de Golgi e intensa na membrana apical das células epiteliais luminais 

(Figura 2). 

A intensidade de imunorreatividade foi intensa nos grupos G1, G2 e G3 e 

moderada no G4. 

Quadro 1. Percentual de células marcadas (PCM) e intensidade de marcação (Int) para TLR4 

em cada compartimento celular para os grupos G1, G2, G3 e G4. 

 

Proteína Grupos 

Compartimentos 

Apical Golgi SN Núcleo 

PCM Int PCM Int PCM Int PCM Int 

TLR4 

G1 0 0 2 3 0 0 0 0 

G2 0 0 2 3 0 0 0 0 

G3 0 0 2 3 0 0 0 0 

G4 0 0 2 2 0 0 0 0 

 

Quadro 2. Valor da nota para marcação de TLR4 em cada compartimento celular. A 
(apical), G (aparelho de Golgi), SN (supranuclear) e N (núcleo). 
 

Grupos 
Valor da nota por compartimento 

A G SN N 

G1 0 8 0 0 

G2 0 8 0 0 

G3 0 8 0 0 

G4 0 4 0 0 

 

TNFα 

Em análises de imunolocalização foram detectadas marcações de TNFα em todo 

citoplasma das células epiteliais luminais e no estroma da próstata ventral de todos 

os grupos experimentais, destacando-se imunorreatividade intensa na região apical e 

moderada na região do aparelho de Golgi das células epiteliais luminais (Figura 3) 

Comparando a intensidade de imunorreatividade, verificamos que os grupos G1, 

G2 e G3 tiveram mesmo padrão de intensidade da imunorreatividade, sendo forte nos 

três grupos. Já o grupo G4 apresentou intensidade de imunorreatividade moderada. 
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Quadro 3. Percentual de células marcadas (PCM) e intensidade de marcação (Int) para TNFα 

em cada compartimento celular para os grupos G1, G2, G3 e G4. 

 

Proteína Grupos 

Compartimentos 

Apical Golgi SN Núcleo 

PCM Int PCM Int PCM Int PCM Int 

TNFα 

G1 3 3 3 2 0 0 0 0 

G2 3 3 3 2 0 0 0 0 

G3 3 3 3 2 0 0 0 0 

G4 2 2 2 2 0 0 0 0 

 

Quadro 4. Valor da nota para marcação de TNFα em cada compartimento celular. A 
(apical), G (aparelho de Golgi), SN (supranuclear) e N (núcleo). 

 

Grupos 
Valor da nota por compartimento 

A G SN N 

G1 27 9 0 0 

G2 27 9 0 0 

G3 27 9 0 0 

G4 4 4 0 0 

 

NFkB 

Nas análises de imunolocalização, todos os grupos experimentais apresentaram 

marcação em todo citoplasma das células epiteliais luminais e no estroma da próstata 

ventral de ratos, sendo essa marcação mais intensa na região apical das células 

epiteliais luminais (Figura 4). Além disso, nos grupos G1 e G2 nota-se a presença de 

complexos proteicos imunorreativos dispersos na célula.  

Nota-se que os grupos G1 e G2 apresentaram imunorreatividade intensa na 

região apical e somente os grupos G3 e G4 apresentaram imunorreatividade no 

núcleo e no envoltório nuclear. 

Nas análises de intensidade de imunorreatividade, os grupos experimentais G3 

e G4 apresentaram marcação fraca, enquanto o grupo G1 moderada e G2 marcação 

intensa. 
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Quadro 5. Percentual de células marcadas (PCM) e intensidade de marcação (Int) para NFkB 

em cada compartimento celular para os grupos G1, G2, G3 e G4. 

 

Proteína Grupos 

Compartimentos 

Apical Golgi SN Núcleo 

PCM Int PCM Int PCM Int PCM Int 

NFkB 

G1 2 3 0 0 0 0 0 0 

G2 2 3 0 0 0 0 0 0 

G3 1 2 0 0 0 0 1 3 

G4 1 2 0 0 0 0 1 3 

  

Quadro 6. Valor da nota para marcação de NFkB em cada compartimento celular. A 

(apical), G (aparelho de Golgi), SN (supranuclear) e N (núcleo). 
 

Grupos 
Valor da nota por compartimento 

A G SN N 

G1 8 0 0 0 

G2 8 0 0 0 

G3 1 0 0 1 

G4 1 0 0 1 
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Figura 3 



48 
 

 
 

 

Figura 4 
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Figura 5
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DISCUSSÃO 

Comparando os dados da análise histopatológica (tipo de lesão e frequência de 

cada lesão) entre os grupos, verificamos que o modelo experimental de indução de 

lesões prostáticos com MNU mostrou-se eficiente já que a frequência de lesões 

graves foi maior nos grupos G3 e G4. Também podemos notar que a ração 

enriquecida com DDVP contribuiu para o agravamento das lesões desenvolvidas na 

próstata dos ratos, visto que as lesões encontradas foram mais graves nos grupos G2 

e G4 em comparação com os grupos G1 e G3, respectivamente. 

Apesar da análise histopatológica mostrar aumento gradual das lesões, os 

animais de nenhum dos grupos experimentais apresentaram lesões invasivas como 

adenocarcinoma. Acreditamos que isso não ocorreu devido ao protocolo de indução 

química (dose única de MNU seguido por doses diárias de cipionato de testosterona 

por 20 dias), pois Apolinário (2016) em seu trabalho observou o desenvolvimento de 

adenocarcinoma prostático, porém utilizando um protocolo de indução química por um 

período maior (duas doses de MNU seguido por doses de cipionato de testosterona 

por 120 dias em dias alternados). 

Nossos resultados confirmaram a presença de TLR4 na região do aparelho de 

Golgi em todos os grupos, como descrito por Latz e colaboradores (2002), que afirma 

que o TLR4 possui uma certa mobilidade intracelular antes de ser alocado na 

membrana plasmática, tendo como local de término da síntese o aparelho de Golgi 

que irá direcionar a proteína até a membrana plasmática por transporte vesicular. No 

grupo G4 detectou-se, também, imunorreatividade para TLR4 na membrana apical, o 

que também confirma sua mobilidade. 

A imunorreatividade de TLR4 nos grupos G2 e G3 foi igual ao grupo G1. Porém, 

no grupo G4 a imunorreatividade é ligeiramente menor que no G1. Estes resultados 

estão de acordo com o relatado por Gatti e colaboradores (2009), que afirmam que 

com a progressão e aumento da agressividade da lesão, a presença do TLR4 diminui 

devido à perda de diferenciação celular. 

O grupo G4, é o único grupo que apresenta marcação intensa na membrana 

apical além da marcação no aparelho de Golgi como nos outros grupos. Nesse grupo 

também foi observado o HGPIN, o que comprova que a ração enriquecida com DDVP 

juntamente com a indução química por MNU, alterou a localização e imunorreatividade 

do TLR4. Essa alteração provavelmente está relacionada a perda de diferenciação 
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celular caracterizada em HGPIN, pois os TLRs desempenham um papel importante 

na reparação tecidual e na inflamação induzida por lesão tecidual (Galli et al., 2013). 

Por outro lado, nos grupos G2 e G3 onde foram encontradas lesões iniciais, o TLR4 

está altamente expresso na região do aparelho de Golgi, comprovando a fase de 

maturação da proteína (Uronen-Hasson et al, 2004). 

A imunorreatividade do TNFα na região apical e na região do aparelho de Golgi 

das células epiteliais luminais, sugere que o TNFα está presente na membrana apical 

devido sua estrutura transmembrana e no aparelho de Golgi onde a proteína sofre 

glicosilação o que corrobora com Silva (1991). 

Nossos resultados apontam que não houve alteração na imunorreatividade de 

TNFα nos grupos G2 e G3 em comparação com G1. Isso indica que nem o DDVP e 

nem o MNU isolados modificam a expressão de TNFα. Já no grupo G4, a 

imunorreatividade foi menor do que no G1, demonstrando que a associação entre 

DDVP e a indução química foi determinante para isso. Além disso, o fato do grupo G4 

apresentar lesões mais graves (HGPIN) pode indica que nessa fase da carcinogênese 

a expressão de TNFα não tem mais tanta importância para a progressão das lesões. 

Isso, também, corrobora com Povoa (2008), que aponta o TNFα como um citocina 

necessária nos estágios iniciais da promoção tumoral. No entanto, divergem de 

Narayanan e colaboradores (2009), detectaram nível elevado de TNFα no soro de 

ratos tratados com MNU mais testosterona, bem como, nível mais alto de TNFα nas 

células epiteliais no adenocarcinoma, porém baixo nível nas lesões de PIN.  

O NFkB apresentou imunorreatividade na região apical nos grupos G1 e G2, 

provavelmente devido sua inativação pelo complexo IkB, pois normalmente em sua 

forma inativa é encontrado no citoplasma da célula (Barnes, 1997). Nos grupos G3 e 

G4, o NFkB estava presente no núcleo e no envoltório nuclear o que pode demonstrar 

sua ativação. Isso corrobora com os dados de Ismail e colaboradores (2004), que 

observaram localização nuclear de NFkB, demostrando a ativação e evidenciando a 

translocação nuclear em metástases linfonodais do câncer de próstata, indicando a 

relação do NFkB (subunidade p65) com a progressão do câncer de próstata.  

A imunorreatividade no grupo G2 foi maior que no G1, provavelmente devido a 

diminuição da altura do epitélio provocado pela displasia, como observado 

anteriormente pelo grupo de pesquisa. Já nos grupos G3 e G4 a imunorreatividade na 

região apical das células luminais foi menor do que no G1, porém foi maior no 
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envoltório nuclear e núcleo demonstrando ativação e, consequente, translocação 

nuclear do NFkB (Seo et al, 2009). Narayanan e colaboradores (2009), observaram 

aumento de quatro vezes na expressão de NFkB no adenocarcinoma em comparação 

ao tecido não neoplásico, o que indica a relação entre o aumento da expressão de 

NFkB e o grau de estadiamento de suas lesões. Resultados preliminares, apontam 

alterações menores possivelmente porque os animais não apresentaram lesões 

malignas. 

No grupo G4, onde foi observado previamente HGPIN, apresentou translocação 

nuclear do NFkB, o que está associada a vários estágios do processo inflamatório e 

tumorigênese (Seo et al, 2009). Isso demonstra que a associação entre DDVP e 

indução química promoveu alteração na localização e expressão do NFkB nas células 

epiteliais luminais. Com relação ao grupo G2, que recebeu somente a ração 

enriquecida com DDVP, houve alteração da marcação na região apical quando 

comparado ao G1, mas essa alteração provavelmente ocorreu devido a displasia, 

caracterizada pela diminuição na altura do epitélio.Nota-se que, de maneira geral, no 

grupo G2 as lesões foram menos graves e a expressão dos marcadores moleculares 

da inflamação foram menos evidentes em comparação com o G4, indicando que o 

DDVP isolado foi menos efetivo em promover tais alterações do que quando 

associado pela indução química por MNU. Provavelmente, porque o câncer é uma 

patologia de origem multifatorial (Jemal, 2004) e, ainda, como afirma Hiatti e 

colaboradores (1994) a associação de vários fatores aumenta o risco de câncer de 

próstata. 

Em resumo, podemos verificar que a expressão de NFkB no núcleo e a 

diminuição da expressão de TLR4 e TNFα principalmente na região do Golgi, bem 

como o aumento da expressão de TLR4 na membrana apical das células epiteliais 

luminais, pode ser associado ao agravamento das lesões prostáticas, corroborando 

com o papel desses marcadores do processo inflamatório, nas etapas iniciais da 

carcinogênese. 

 

CONCLUSÃO 

Assim, podemos concluir que o DDVP em concentrações permitidas altera a 

imunolocalização de marcadores moleculares da inflamação na próstata ventral de 
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ratos. Além disso, o DDVP associado à indução química pode acentuar essas 

alterações dos marcadores. 
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4. CONCLUSÔES GERAIS 

Assim, podemos concluir que o DDVP em concentrações permitidas pode 

influenciar no desenvolvimento de lesões na próstata ventral de ratos, bem como, 

alterar a imunolocalização de marcadores moleculares da inflamação, como NFkB, 

TNFα e TLR4. Além disso, o DDVP associado à indução química pode agravar tais 

lesões e acentuar as alterações nos marcadores. 
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5. ANEXOS 

ANEXO 1 – Certificado Comissão de ética no uso de animais 

 

 

 

 


