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RESUMO

O Brasil € o maior consumidor de produtos agrotéxicos no mundo. Os
organofosforados, como o Diclorvés (DDVP), sdo um dos mais utilizados devido a sua
eficiéncia e relativa baixa toxicidade. O DDVP pode atuar como desregulador
enddcrino, contribuindo para o desenvolvimento de lesdes na prostata. O cancer de
préstata assumiu, nestes Ultimos anos, o primeiro lugar em incidéncia de neoplasias
nos Estados Unidos, e no Brasil estima-se 66,12 casos novos a cada 100 mil homens,
sendo o cancer mais comum entre 0os homens. O processo inflamatorio predispde os
individuos a varios tipos de cancer, pois induz a producao de citocinas como o TNFa
gue esta envolvida no desenvolvimento do cancer de prostata. A inflamacao pode ser
ativada pelos receptores Toll-Like que pode resultar na ativagao de duas vias, NFkB
e a JNK. A via de sinalizacdo do NFkB desempenha papel importante nas respostas
ao cancer, inflamacéao, estresse e diferenciacao celular. Assim, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a influéncia do praguicida Diclorvds em concentragdes
permitidas na prostata ventral de ratos em situacao controle e apds inducédo quimica
por MNU (N-metil-N-nitrosureia), sobre a inflamacdo 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 analises histopatologica e imunohistoquimica
da proéstata ventral dos ratos. Foram encontrados trés tipos de lesdes na préstata
ventral de ratos: Displasia, Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN) e Neoplasia
intraepitelial de alto grau (HGPIN).O TLR4 esteve presente nas células epiteliais
luminais da proéstata ventral de todos os grupos experimentais. Nos grupos G1, G2 e
G3 houve marcacao em todo citoplasma, sendo a marcacdo mais intensa na regiao
do aparelho de Golgi e no grupo G4 essa marcacao foi moderada na regiao do
aparelho de Golgi e intensa na membrana apical das células. O TNFa foi detectado
em todo citoplasma das células epiteliais luminais da prostata ventral de todos os
grupos experimentais destacando-se intensamente na regido apical e
moderadamente na regido do aparelho de Golgi. O NFkB foi imunolocalizado em todo
citoplasma das células epiteliais luminais da préstata ventral em todos os grupos
experimentais, sendo mais intenso na regiao apical. Os grupos G1 e G2 apresentaram
imunorreatividade intensa na regido apical e somente os grupos G3 e G4
apresentaram imunorreatividade no envoltério nuclear. Verificamos a expressédo de
NFKkB no nucleo e a diminuicdo da expressdo de TLR4 e TNFa principalmente na
regidao do Golgi, bem como o aumento da expressdo de TLR4 na membrana apical
das células epiteliais luminais, que pode ser associado ao agravamento das lesdes
prostaticas, corroborando com o papel desses marcadores do processo inflamatério,
nas etapas iniciais da carcinogénese. Assim, podemos concluir que o DDVP em
concentragbes permitidas altera a imunolocalizacdo de marcadores moleculares da
inflamacg&o na préstata ventral de ratos. Além disso, o DDVP associado a indugéo
guimica pode acentuar essas alteracfes dos marcadores.

Palavras-Chaves: Diclorvds, inflamacgao, prostata, NFkB, TNFa 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 TNFa, 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, NFkB and JNK. The NFkB 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. TNFa 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. NFKB 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 NFkB
in the nucleus and decreased expression of TLR4 and TNFa 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, NFkB, TNFa and TLR4.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Agrotoxicos e DDVP

Segundo o Dossié Abrasco (2015), o mercado brasileiro de agrotéxicos cresceu
190% nos ultimos dez anos, enquanto o mercado mundial cresceu 93%. O mercado
nacional de venda de agrotéxicos movimentou 936 mil toneladas de produtos, sendo
gue 833 mil toneladas sdo produzidas no Brasil. Em 2010, o mercado nacional
representou 19% do mercado global de agrotéxicos e movimentou US$ 8,5 bilhdes
em 2011. Ja os Estados Unidos, foram responsaveis por 17% do mercado mundial.
Com relagcdo ao consumo médio do agrotdxico, 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 resisténcia aos
agrotoxicos, aumento de doencas nas lavouras, diminuicdo dos precos e isencéo de
impostos dos agrotoxicos (Pignati & Machado, 2011).

Conforme a Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989, no seu artigo 2, inciso I,
entende-se agrotoxicos e afins como: “produtos e agentes de processos fisicos,
guimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecao
de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicéo da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos; substancias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento”.

No Brasil, os agrotéxicos séo classificados pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa), 6rgdo de controle do Ministério da Saude, em quatro grupos de
perigo para sua saude. Essa classificacdo esta relacionada aos efeitos a saude
decorrentes da exposi¢cdo humana a esses agentes, feita com base na dosagem letal
(DL50) do agrotoxico em 50% da populacédo de animais expostos em condi¢cdes de
laboratoério. Sao quatro as Classes Toxicologicas, identificadas por cores distintas na
parte inferior dos rotulos das embalagens (Figura 1), para auxiliar na identificacdo do
grau de periculosidade (Peres, 2003). Garcia e colaboradores (2005), em um estudo
sobre o perfil da classificagcéo toxicoldgica de 461 agrotoxicos comerciais registrados

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

pouco toxicos.

CLASSIFICAGAO ANVISA DE TOXICIDADE

COR DE FAIXA NIVEL DE TOXICIDADE

4

I Vermelha Extremamente téxico

I € Amarela )( Altamente 16xico

i R Mediamente téxico
f Verde A ( Pouco téxico

=
p—s
b

*Agéncia Nacional de Viglancia Sanitaria

Figura 1. Classificacdo de toxicidade segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
(ANVISA, 2011)

Os agrotoxicos sdo amplamente utilizados em areas agricolas, comerciais,
industriais e domésticas. A exposicao a essas substancias pode ocorrer por meio da
ingestao, inalacéo e contato dérmico (Li & Jennings, 2017). Os agrotoxicos 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 quimico em
organofosforados e carbamato, piretrinas e piretroides, e organoclorados (Vommaro
et al., 2010).

Os organosfosforados foram desenvolvidos como armas quimicas de guerra e,
desde 1944, vém sendo os compostos inseticidas mais utilizados em nivel mundial,
em substituicdo aos organoclorados. Os organofosforados podem ser derivados do
acido fosforico, tiofosforico, ditiofosférico e fosfénico (Vommaro et al., 2010), e séo
amplamente utilizados como inseticidas devido sua eficiéncia contra pragas, sua baixa
bioacumulacdo e rapida degradacdo no ambiente por oxidacdo e hidrolise (Silva,
2011). Alguns exemplos de organofosforados séo: diazinon, DDVP, clorpirifos,
azametifés, temefos entre outros (ENCOP, 2013).

O Diclorvés 2-2-diclorovinil-dimetilfosfato ou DDVP (Figura 2), é um inseticida
organofosforado, liquido de coloracdo ambar, odor aromatico, parcialmente soluvel

em agua e muito sollvel em hidrocarbonetos aromaticos (Oliveira & Machado, 2004).
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Figura 2. Formula estrutural do praguicida Diclorvés.

O DDVP pode ser absorvido por difusdo passiva nos pulmdes, no sistema
digestdrio ou na pele (APVMA, 2008). Como qualquer outro componente dessa classe
€ regularmente utilizado no controle de pragas em producdes agricolas, em areas
comerciais, institucionais, industriais e residenciais (Gan et al., 2006) e, também, para
tratar infeccbes causadas por parasitas em gado e animais domeésticos (Cruz-Alcalde
et al., 2018). Classificado como Classe I, é altamente tdxico por inalacdo, absorgéao
cutanea e ingestdao (US Public Health Service, 1995). Comparado com outros
praguicidas, geralmente é escolhido devido a sua relacdo custo-eficacia e ampla gama
de bioatividade (Zhang et al., 2007).

O DDVP exerce os seus efeitos toxicos por meio da inibicdo da
acetilcolinesterase neural em seres humanos e animais. Em todo o sistema nervoso
central e periférico, as sinapses colinérgicas contém esta enzima, que € responsavel
pela hidrélise da acetilcolina liberada a partir do terminal pré-sinaptico. O DDVP reage
guimicamente com o sitio ativo da acetilcolinesterase e inibe a atividade enzimatica.
A inibicdo da acetilcolinesterase neural permite que a acetilcolina se acumule na
sinapse, resultando num aumento do disparo do neurbnio pdés-sinaptico ou no
aumento da atividade neuroefetora (APVMA, 2008).

1.2. Desreguladores Endocrinos

Muitos poluentes ambientais derivados de fontes industriais e agricolas,
incluindo praguicidas organofosforados sdo desreguladores enddocrinos (DE). Os DEs
abrangem uma grande faixa de classe de substancias, incluindo, substancias naturais
e substancias sintéticas, como os utilizados na agricultura, e horménios sintéticos e
naturais, como compostos farmacéuticos (17a-etinilestradiol) e estr6genos naturais
(17B-estradiol) (Bila & Dezotti, 2007).

Os DEs sdo substancias exdgenas (drogas, pesticidas, aditivos plasticos,
poluentes organicos etc) que interferem na sintese, secrecéo, transporte, ligagédo a

receptores, acao ou eliminacdo de horménios naturais. A maioria destas substancias
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sdo xenoestrogenos ou antiandrogenos (Quagliariello et al., 2017). Os DEs atuam por
meio de receptores nucleares, receptores de hormoénios esteroides ndo nucleares,
receptores de membrana ndo esteroides, via receptores oOrfdos, vias enzimaticas
envolvidas na biossintese e/ou metabolismo de esteroides, e numerosos outros
mecanismos que convergem sobre 0s sistemas enddcrino e reprodutivo (Kuo et al.,
2012). Também h& relatos de que os DEs podem mediar acbes por meio de
neurotransmissores, receptores de hidrocarbonetos, diferentes enzimas envolvidas no
metabolismo de esteroides e outros mecanismos relacionados a regulagdo enddcrina
e reproducédo (Kharlyngdoh & Olsoon, 2016).

Segundo a Unido Européia (UE), os DEs podem alterar a funcéo e danificar
diretamente um 6rgdo enddcrino, interagir com um receptor de hormoénios ou alterar o
metabolismo de um horménio em um 6rgdo endocrino. Eles interagem com os
receptores mimetizando horménios em células alvo por ativagcdo ou repressao de
genes (Kharlyngdoh & Olsson, 2016). O Bisfenol A, por exemplo, € um mimetizador
de estrogeno que se liga ao receptor de estrogeno (ER) (Rouiller-Fabre et al., 2015).
E também hé o diclorvos que é um exemplo de antagonista do receptor de andrégeno
(AR) (Mnif et al., 2011).

A exposicdo aos DEs pode ocorrer por meio do contato direto ou indireto pela
ingestdo de agua ou alimentos contaminados, sendo uma das maiores exposicdes da
populacdo a ingestdo de alimentos contaminados. No caso dos seres humanos ha a
estimativa que mais de 90% dessas substancias sdo absorvidas por ingestéo (Bila &
Dezotti, 2007).

Os DEs podem perturbar a homeostase mantida por horménios e resultar em
defeitos de desenvolvimento neural e anomalias do sistema endocrino e reprodutivo.
Os mecanismos moleculares exatos pelos quais os desreguladores endocrinos
exercem o seu efeito ndo foram completamente elucidados, mas estudos tém sugerido
gue varios mecanismos estdo envolvidos na acdo dos desreguladores enddcrinos
(Tabb & Blumberg, 2006).

Os DEs podem perturbar o eixo hipotalamo-hipofise-testiculo afetando o sistema
enddcrino e as funcdes reprodutivas. Além da reducao da fertilidade e da disfungéo
erétil, desenvolvimento sexual anormal, alteracdo nas fung¢Bes da hipofise e da
glandula tireoide, supressao imunoldgica e efeitos neurocomportamentais, os DEs

podem causar cancer de testiculo e de prostata (Sikka & Wang, 2008; Schug et al.,
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2011), bem como induzir alteragcdes reprodutivas, obesidade, alteracbes
comportamentais e inflamacéo (Soto & Sonnenschein, 2010).

Segundo Prins (2008), ha fortes evidéncias em modelos animais de que DEs,
como cadmio, arsénico e Bisfenol A, podem influenciar o desenvolvimento e a
progressdo de cancer de préstata, porque podem interferir na sinalizacdo ou
influenciar o metabolismo de estrégeno. Donato e colaboradores (2017) relataram que
durante o periodo de desenvolvimento neonatal, a exposicao ao Bisfenol A, aumentou
a suscetibilidade a lesGes prostaticas em ratos, alterou o padrédo fisiolégico da
morfogénese da proéstata favorecendo o desenvolvimento de cancer em adultos e
induziu a metaplasia, hiperplasia e inflamagé&o na idade adulta.

Mills & Yang (2003) observaram que o DDVP aumentou o risco de cancer de
prostata em trabalhadores agricolas na California, trabalhadores com niveis
relativamente altos de exposi¢cdo ao DDVP apresentaram risco elevado de céancer de
préstata em comparacao aos trabalhadores com niveis menores de exposicdo ao
praguicida. Ja Koutros e colaboradores (2008) também observaram um pequeno
aumento no risco de cancer associado a exposicdo ao DDVP, entre trabalhadores

agricolas de lowa e Carolina do Norte, com histérico familiar de cancer de prostata.

1.3. Préstata: relacdes, aspectos histologicos e sistema ductal

A proOstata € a maior glandula acessoria do sistema genital masculino (Moore,
2011), esta localizada no compartimento subperitoneal entre o diafragma pélvico e a
cavidade peritoneal. Esta posterior a sinfise pubica, anterior ao reto e inferior a bexiga
urinaria, circundando a parte proximal da uretra (Fine & Reuter, 2012). Classicamente
descrita como em tamanho de noz, possui forma conica (Lee et al, 2011). A préstata
humana é composta de elementos epiteliais glandulares e estromais, bem fundidos
dentro de uma pseudocapsula (Lee et al., 2011). A parte glandular representa cerca
de dois tercos da prostata; o outro terco é fiboromuscular (Moore, 2011).

A préstata humana adulta é uma glandula sexual compacta que néo exibe os
diferentes lobos vistos em muitos mamiferos (Timms et al., 1994). A principio, foram
caracterizadas trés zonas glandulares na préstata humana: a central, a periférica e a
de transicdo, além de uma regido ndo glandular, chamada de estroma fibromuscular
anterior (Figura 3). A zona central constitui quase 25% do tecido glandular da préstata,

a zona periférica constitui 70% do tecido glandular, a zona de transi¢do constitui 5%
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(Lee et al., 2011). Ja o estroma fibromuscular anterior representa cerca de um terco

do tecido dentro da capsula prostética (McNeal, 1981).
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Figura 3. A. Vista superior da préstata humana. B. Corte transversal da prostata humana
(adaptado de Netter, 2014)

Nos roedores, a prostata € formada por trés lobos distintos: lobo ventral, lobo
dorsolateral e lobo anterior ou glandula de coagulacéo (Figura 4) (Jesik et al., 1982).
Devido as diferencas lobo-especificas no padrdo de morfogénese ductal, a forma final
de cada lobo é diferente (Lee et al., 1990). O lobo anterior € analogo a zona central
da préstata humana e o lobo dorsolateral assemelha-se a zona periférica (Xue et al.,
1997; Roy-Burman et al., 2004). Apesar de nao haver evidéncias moleculares para
uma analogia entre o lobo ventral e regides da prostata humana (Marker et al., 2003),
o lobo ventral é o mais utilizado em estudos envolvendo lesbes prostaticas por ser o

mais responsivo aos androgenos (Slayter et al., 1994).
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anterior prostate

ventral prostate

Figura 4. O lobo da prostata de um roedor adulto juntamente com um conjunto de seccdes
de ductos prostéaticos de cada lobo corados com hematoxilina e eosina. Cada lobo tem uma
forma distinta e aparéncia histolégica (adaptado de Marker et al., 2003).

Além disso, os lobos tém algumas caracteristicas histologicas distintas (Lee et
al., 1990). No lobo anterior da prostata de rato, cada 4cino tem muitas dobras mucosas
proeminentes compreendendo projeces ramificadas. Seu epitélio consiste de uma
camada de células colunares com nucleos menores, redondos e localizados
centralmente e citoplasma aciddfilo. Os acinos do lobo dorsal sdo estruturalmente
semelhantes aos do lobo anterior, embora consideravelmente mais estreito, e seu
epitélio também se assemelha ao do lobo anterior, mas os ndcleos sdo maiores e o0
citoplasma € mais granular. O lobo lateral esta localizado inferiormente a glandula de
coagulacdo e a glandula seminal, ele esta relacionado a préstata dorsal na regido

dorsal, por esse motivo podem ser estudados em conjunto, recebendo o nome de
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prostata dorsolateral (PDL). Ventralmente, a prostata lateral se sobrep&e parcialmente
a préstata ventral (Hayashi et al., 1991, Roy-Burman et al., 2004).

Os acinos no lobo dorsolateral possuem uma quantidade intermediaria de dobra
epitelial em comparagédo com o lobo ventral e o lobo anterior. O lobo dorsal possui
epitélio colunar simples com citoplasma granular basofilo e nucleos centralmente
posicionados. Quando comparado com o lobo ventral, tanto o tamanho dos ndcleos
guanto a altura do epitélio sdo 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 basdfilas e as células secretoras tém nulcleos menores que estéo localizados
na base. Em comparac¢do com o lobo dorsal, seu estroma € muito mais estreito, e as
secrecOes sdo granulosas e mais eosindfilas (Roy-Burman et al., 2004). Ja no lobo
ventral, o epitélio geralmente ndo se dobra, mas algumas dobras séo vistas em alguns
acinos, que sao revestidos por um epitélio colunar baixo. O pequeno nucleo esta
localizado perto da base da célula epitelial e o citoplasma aparece ligeiramente
baséfilo (Xue et al., 1997).

O sistema ductal da prostata ventral de ratos pode ser dividido em trés regides:
proximal, intermediaria e distal, cada uma delas com caracteristicas histologicas e
funcionais diferentes (Figura 5). Na regido distal as células epiteliais sdo colunares
altas com alta atividade proliferativa. A regido intermediaria apresenta caracteristicas
intermediarias entre a regido proximal e a distal e € a regido responsavel pela
producédo da secrecao prostatica, com células epiteliais colunares altas. Enquanto na
regido proximal, as células epiteliais sdo colunares baixas ou clubicas com alta taxa
de morte celular (Nemeth & Lee, 1996).
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Figura 5. Trés regibes prostaticas: regido distal com células epiteliais colunares altas, regiédo
intermediaria com células epiteliais colunares altas e proximal com células epiteliais
colunares baixas ou cubicas (adaptado de Nemeth & Lee, 1996).

A distribuicao relativa dos tipos celulares é diferente entre a prostata 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 apico-
basal e secretam proteinas e fluidos de sua superficie apical na luz prostatica (Lee et
al., 1990). Na prostata humana, as células epiteliais basais formam uma camada
guase continua entre as células secretoras e a membrana basal, enquanto em ratos,
poucas células basais estédo dispersas formando uma camada descontinua ao redor
dos ductos, que formam o sistema ductal (Marker et al., 2003).

Embora o estroma da prostata de roedores e, também, da préstata humana ser
composto em grande maioria por células musculares lisas, o estroma contém ainda
fibroblastos, linfocitos, células endoteliais, neuronais e vasculares. A camada de
células musculares lisas na préstata humana é muito mais espessa do que na de
roedores, ja que a prostata humana tem uma propor¢cdo mais elevada de células
estromais para células epiteliais (Marker et al., 2003). Nos roedores, a regido distal &

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

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

1.4. Céncer de prostata e les6es neoplasicas

O Instituto Nacional do Cancer — INCA, estimou a ocorréncia de 600 mil novos
casos de canceres no Brasil para cada ano, tanto no biénio 2016-2017 (INCA, 2015)
guanto no biénio 2018-2019 (INCA, 2017). Embora nao tenha ocorrido aumento na
estimativa de casos de cénceres, houve aumento na estimativa de novos casos de
cancer de préstata de 61.200 para 68.220. Também houve aumento na estimativa de
incidéncia de cancer de préstata de 61,82 para 66,12 casos novos a cada 100 mil
homens. Segundo esses dados, o cancer de préstata permanece como O mais
incidente entre os homens em todas as Regides do Brasil, desconsiderando o cancer
de pele ndo melanoma.

Nos Estados Unidos, comparando os dados para os anos de 2017 e 2018,
observa-se um aumento na estimativa de mortes por cancer de 600.920 para 609.640
com consequente aumento no nimero de 6bitos por dia de 1650 para 1700. O cancer
de préstata € 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 cancer de prostata passou
de 3°lugar com 26.730 mortes em 2017 para 2° lugar com 29.430 mortes em 2018, o
que representa 8% e 9% das mortes por cancer em homens, nos respectivos anos
(Siegel et al., 2017; Siegel et al., 2018).

O céancer de prostata parece ter origem multifatorial, e pode-se destacar como
fatores de risco alteracdes de genes, dieta, idade, infeccdo, inflamacéo, bem como
excesso de andrégenos e outros horménios sexuais (Jemal et al., 2004; Donato et al.,
2017).

A préstata pode apresentar diversas patologias como o0 adenocarcinoma
prostatico, a neoplasia intraepitelial préstatica, a atrofia prostatica e a atrofia
inflamatdria proliferativa. A Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN) é definida como
uma proliferacdo anormal com alteracdes nucleares nas células luminais, semelhante
ao cancer de proéstata e pode ser classificada como neoplasia intraepitelial prostatica
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 prostata (Haffner et al., 2016), e & caracterizada pela substituicdo das células
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luminais normais por células neoplasicas, com nucleos grandes e hipercromaticos, e
com a preservacgao da lamina basal (Lee et al., 2011).

Outra patologia descrita na préstata € a atrofia prostatica, identificada como uma
reducdo dos &cinos e do estroma e, também, esté relacionada com o adenocarcinoma
prostéatico (De Marzo et al., 1999) e quando gera um foco inflamatério, desenvolve-se
a atrofia inflamatéria 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 acinos com o aspecto da atrofia simples ocorrendo associacdo com a
inflamacg&o e indicam que a PIA pode levar de forma direta ao carcinoma ou de forma
indireta por meio do desenvolvimento do PIN.

A progressao do cancer de prostata para um estagio metastatico € um processo
com diversas etapas envolvendo fatores de crescimento, horménios e citocinas
inflamatorias (Bok & Small, 2002).

1.5. Modelo de Inducdo Quimica por MNU

Ha diversas maneiras de estudar o cancer de prostata e seu desenvolvimento,
tanto in vitro quanto in vivo. In vivo, a inducdo quimica € a mais comum, quatro
compostos séo utilizados em estudos com modelo de carcinogénese prostatica: 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) € um dos compostos nitrosos mais utilizados em
ensaios de carcinogénese induzida quimicamente, tendo a capacidade de atuar como
iniciador da carcinogénese em diversos tecidos como na mama, ovario, baco, rim e
préstata. Pode ser administrado em agua, intraperitonealmente, por vias subcutanea,
oral, intravenosa, intragastrica, intra-uterina, intratraqueal, intravesical e intravaginal
(Faustino-Rocha et al., 2015). Bosland e colaboradores (1983) obtiveram hiperplasia
inflamatdria e adenocarcinomas prostaticos em ratos Wistar com administracao Unica
de MNU associado com doses diarias de acetato de ciproterona seguido de
testosterona. Bosland (1992) concluiu que o tratamento apenas com MNU causa
baixa indicéncia de lesbBes prostaticas, assim como o tratamento isolado com
testosterona. Mas modelos baseados em combinacdo de carcinGgenos quimicos,

como o MNU, com posterior administragcdo de testosterona sao modelos de alta
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incidéncia de carcinogenese. A testosterona aumenta a carcinogénese da prostata,

sendo uma forte promotora de turmores na préstata de ratos.

1.6. Inflamacdo: aspectos gerais e relacdo com cancer de prostata

A inflamacdo é uma resposta imunoldgica as injurias, infeccdo e mau
funcionamento celular. Quando controlada, a inflamag¢do induz o reparo tecidual,
defesa contra patégenos, adaptacdo ao estresse e restauracdo da homeostase
(Medzhitov, 2008). A inflamacao é importante por conferir protecao imediata por meio
da ativacao das células e de produtos sollveis que constituem a resposta imune inata.
Além disso, a inflamacédo cria um ambiente que inicia a resposta imune adaptativa.
Entretanto, se ndo for controlada, a inflamacéo pode ser a principal causa de danos
no tecido (Lodish et al., 2014). Em um estagio mais avancado de inflamacéo, pode
ocorrer a metaplasia e crescimentos tumorais associados a autoimunidade e danos
teciduais causados pelo aglomerado de células inflamatoérias (Medzhitov, 2008).

Diversos fatores podem contribuir para o desenvolvimento da inflamacéo na
préstata, como as infec¢bes bacterianas e virais, 0S compostos carcinogénicos na
dieta e alteracdes na razdo entre testosterona e estradiol (T:E) (Puhr et al., 2016).
Sabe-se que a inflamacéo cronica da glandula prostatica, esta associada a uma
concentragdo maior de citocinas, interleucinas e fatores de crescimento que
estimulam a divisdo celular com maior probabilidade de mutacdes e modificacbes
epigenéticas (Quagliariello et al., 2017). As citocinas tém sido classificadas com base
em suas respostas bioldgicas (pré ou anti-inflamatorias), de acordo com os receptores
utilizados ou de acordo com suas estruturas tridimensionais (Nicola, 1994).

Acredita-se que a inflamacdo estimule a carcinogénese, causando danos as
células e ao genoma, promovendo a substituicdo celular e criando um microambiente
tecidual rico em citocinas e fatores de crescimento que podem aumentar a replicacéo
celular, angiogénese e tecidos de reparacao (Cerutti & Trump, 1991; Hussain et al.,
2003). Além de dados que apontam que processos inflamatérios estédo relacionados
ao desenvolvimento do cancer na prostata (Palapattu et al., 2005).

Segundo Mantovani e colaboradores (2004), estudos mostraram que a
inflamacgé&o crénica predispde individuos a varios tipos de cancer. Estima-se que
infec¢Bes subjacentes e respostas inflamatorias estédo ligadas de 15% a 20% a todas
as mortes por cancer no mundo. Ho (2017) verificou que entre 35% a 100% das

biépsias realizadas em homens com suspeita de cancer de préstata apresentaram
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evidéncias histolégicas de inflamacdo, demostrando a relagdo entre cancer de
prostata e inflamacéo.

Quagliariello e colaboradores (2017) relataram que a inflamagao cronica
contribui para a iniciacao e progressao do cancer de prostata. Por exemplo, estudos
de susceptibilidade genética mostraram que individuos com mutacdes especificas em
genes que codificam proteinas com um papel fundamental na cascata de inflamacgéo
como IL-6, TNFa e IL-8 apresentaram maior risco de cancer de prostata em
comparagdo com pacientes sem esse tipo de mutacdo, o que indica um papel
essencial da inflamacéo na transformacédo maligna das células da prostata.

Existem dois tipos de resposta inflamatdéria: a fase aguda e a fase crénica. Na
fase aguda, que é caracterizada principalmente pelo inchaco, ha o aumento da
permeabilidade vascular, induzida pelas aminas vasoativas produzidas por mastocitos
e basodfilos. Além disso, ha migracdo de leucdcitos pelo exsudato para o local da
injuria, formando o edema caracteristico. Na fase cronica, a inflamacao € de duragao
prolongada, que pode levar de semanas a meses, e tem como principais
caracteristicas, que a distinguem da fase aguda, a destruicdo do tecido devido aos
produtos das células inflamatdrias e a posterior reparacéo tecidual e angiogénese
(Kumar et al., 2012).

Ha muitos gatilhos de inflamacéao crénica que aumenta o risco de desenvolver
cancer, esses gatilhos incluem infeccbes microbianas, doencas autoimunes e
condicBes inflamatorias de origem desconhecida, como a prostatite que esta
associada ao cancer da prostata (Mantovani et al., 2004). A inflamacé&o crénica induz
a producao de citocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucinas
(IL) e radicais livres, que podem levar a lesdo no DNA celular (Wajant et al., 2003).

Héa dois tipos de fatores de necrose tumoral (TNF), a e B, que atuam apds
ligarem-se aos seus receptores de membrana (TNFR) levando a uma série de
respostas intracelulares, que tem como consequéncia a ativacdo do fator de
transcricdo nuclear kappa B (NFkB) (Chen & Goeddel, 2002). Dentre as principais
funcdes do TNFa pode-se destacar a inducéo da producdo de proteinas reativas da
fase aguda pelo figado e um efeito secundario estimulando algumas células a
produzirem Interleucina-6 (IL-6) (Feghali & Wright, 1997).

IL-6 e TNFaq, sao citocinas com propriedades biolégicas multiplas e sobrepostas,

estdo envolvidas no desenvolvimento do cancer de préstata (Shariat et al., 2001;
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Smith et al., 2001). A IL-6 € uma citocina multifuncional produzida por diferentes tipos
celulares como os linfocitos T e mondcitos, e atua por meio de um complexo receptor
de membrana, que é formado por receptor de IL-6 (IL-6Ra) e uma glicoproteina 130
(gp130) (Heinrich et al., 1998).

Além dos receptores de TNF e IL, o processo inflamatério pode ser ativado pelos
receptores Toll-Like (TLRs). Esses sé@o expressos em células do sistema imunoldégico,
mas também sdo expressos em células tumorais, onde podem influenciar o
crescimento tumoral e as respostas imunitarias do hospedeiro (Huang et al., 2005).
Os membros da familia TLR s&o caracterizados estruturalmente pela presenca de um
dominio de repeti¢cdes de leucina (LRR) no seu dominio extracelular, e um dominio
receptor Toll/IL-1 (TIR) no seu dominio intracelular (Takeda et al., 2003).

Entre os TLRs, ha o receptor Toll-Like 4 (TLR4) que reconhece patdgenos por
meio dos padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS), como o0s
lipopolissacarideos das bactérias Gram-negativas (Zheng et al., 2004) e por meio dos
padrdes moleculares associados a danos endogenos (DAMPSs), como a fibronectina
gue é liberada durante o processo inflamatorio (Awasthi, 2014). Os TLRs sao
expressos tanto em células do sistema imune, quanto em células tumorais de diversos
tecidos, como da mama, pulméo, colo e prostata, podendo influenciar as respostas
imune e o crescimento tumoral (Huang et al., 2005).

A via de sinalizacdo da familia TLR € homologa a da familia IL-1R. Tanto TLR
como IL-1R interagem com uma proteina adaptadora mieldide 88 (MyD88), que tem
um dominio TIR na sua porcao C-terminal e um dominio de morte na sua por¢cao N-
terminal, ao contrario dos TLRs que possuem um dominio transmembrana. O MyD88
associa-se tanto com os TLRs, quanto com IL-1R, por meio da interacdo entre os
respectivos dominios TIR. Apés estimulacdo, MyD88 recruta o dominio de morte
contendo uma serina/treonina quinase, a quinase associada a IL-1R (IRAK). IRAK é
ativado pela fosforilacdo e, em seguida, associa-se com Fator 6 associado ao TNFR
(TRAF6), levando a ativacdo de duas vias de sinalizacéo distintas, c-Jun N-terminal
kinases (JNK) e NFkB (Muzio et al., 1997; Medzhitov et al., 1998).

A proteina NFkB faz parte de uma familia de proteinas de transcricao nuclear
compostas por cinco membros: NFkB p50 (p105/ NF-kB1), NFkB p52 (p100/NFkB2),
p65 (RelA), RelB e c-Rel. NFkB p50 e NFkB p52 sédo sintetizados respectivamente

como precursores maiores, pl05 e pl100, os quais sdo clivados no processo pos-
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traducional de DNA nas subunidades p50 e p52 (Gilmore, 1999). O NFkB é uma
proteina citosdlica, que em sua forma inativa, esta ligada covalentemente ao inibidor
de kB (IkB). Quando o NFkB é ativado, ele se dissocia do kB e € translocado para o
nucleo da célula (Ranjan & Baltimore, 1986).

Segundo Baldwin Junior (2001), a ativacao de NFkB esta relacionada a varios
tipos de doencas encontradas em humanos como: asma, inflamacdo colorretal e
AIDS. Além disso, tem um papel central na regulacdo da transcricdo de genes
relacionados ao cancer, promovendo a sintese de citocinas proé-inflamatérias,
proteinas anti-apoptoticas e reguladores de ciclo celular.

A ativacdo do NFkB realizada pelas citocinas pré-inflamatérias como TNFa,
Interleucina 1 (II-1) e pelos receptores do tipo Toll-like & conhecida como via candnica
ou classica. Na via canénica, a ativagdo do NFkB €& controlada pelo complexo kB
quinase (IKK), composto pelas subunidades IKKa e IKKB e uma subunidade
regulatoria IKKy também conhecida como NEMO (modulador essencial de NFkB)
(Figura 6) (Israel, 2010).
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Figura 6: Ativacéo da via de sinalizacdo de NF-kB, Etapa 1: ativagdo do complexo |kB
guinase por diversos fatores. Etapa 2: fosforilagéo de kB pelo complexo IKK e ligagédo da
enzima ubiquitina E3 ligase para posterior ubiquitinacdo. Etapas 3 e 4: poliubiquitinacdo e
degradagéo proteassomal do IkB. Etapa 5: livre de seu inibidor o NF-kB sofre translocagéo
nuclear. Etapa 6: No nucleo NF-kB ativa transcri¢cdo de varios gene-alvo, incluindo genes
gue codificam citocinas inflamatoérias e promovem a sintese de IkB.(Adaptado de Lodish et

al., 2014)
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O complexo IKK é ativado por proteinas da familia das MAP quinases, em uma
cascata de reacdes, cuja funcédo é fosforilar as subunidades IKKa e IKKB com
propriedades cataliticas (Suh et al., 2002). Devido a alta afinidade pelo kB, IKKa e
IKKB fosforilam o IkB resultando na ubiquitinagdo do mesmo e posterior degradacao
pelo proteassoma 26s. Livre de seu inibidor, o NFkB é translocado para o nucleo onde
realizara a transcricdo de genes especificos (Karin & Greten, 2005).

O NFkB normalmente é regulado pelo mecanismo de retroalimentagao negativa,
pois tem a capacidade de transcrever o gene para producao de IkB, mas, em doencas
como o adenocarcinoma prostatico humano, foi relatada a ativacdo constante do fator,
0 que esta relacionado com a progressao tumoral (Shukla et al., 2004). A ativacao de
NFkB mediada por TNFa exibe dois padrdes de resposta: a primeira € de curta
duracéo, caracterizada por intensa regulacao por retroalimentacéo negativa, que logo
inativa o NFkB. A segunda é caracterizada por longa exposi¢ao a TNFa, causando um
padrao oscilatério de ativagao e inativacdo de NFkB, mediada pela transcricdo e
destruicéo de IkB, alguns genes-alvo do processo de carcinogénese s6 sao transcritos
na fase oscilatéria (Alberts et al., 2017).

Nguyen e colaboradores (2014) mostraram que a ativacdo de NFkB tem sido
reconhecida como o maior efetor de processos proé-inflamatérios, bem como da
patogénese na prostata. As citocinas inflamatérias favorecem a formacdo de
complexos de NFkB para sinalizacdo anti-apoptética em células do cancer de
prostata. A via de sinalizagdo do NFkB desempenha papel importante nas respostas
ao cancer, inflamacdo e estresse (Pahl, 1999), além de participar de processos
celulares fundamentais, como a apoptose, proliferacdo e diferenciacdo (Figura 7)
(Pham et al., 2004; Luo et al., 2005).
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Figura 7- Esquema demonstrando relagdo da via de sinalizagdo do NFkB nas
respostas ao cancer, inflamacéo, 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 influéncia do praguicida Diclorvés
em concentracdes permitidas na prostata ventral de ratos em situacdo controle e apos
inducdo quimica por MNU (N-metil-N-nitrosureia), sobre a inflamacédo mediada por
TLR4.
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3. CAPITULO 1

DICLORVOS PROMOVE ALTERACOES NA IMUNOLOCALIZACAO DE
MEDIADORES INFLAMATORIOS NA PROSTATA VENTRAL DE RATOS

RESUMO

Objetivo: Este estudo buscou imunolocalizar marcadores moleculares envolvidos no
processo inflamatério como o TLR4, NFkB e TNFa na prostata ventral de ratos em
situacao controle e apds exposi¢cao ao DDVP associado ou ndo a indugao quimica 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 indugcao quimica,
G3 e G4 foram inoculados com MNU a 15 mg/kg, seguido de injecdes subcutaneas
diarias 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 analises imunohistoquimicas da prostata
ventral.

Resultados: Foram encontrados trés tipos de lesdes na prostata ventral de ratos:
Displasia, Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN) e Neoplasia intraepitelial de alto
grau (HGPIN). O TLR4 esteve presente nas células epiteliais luminais da prostata
ventral de todos os grupos experimentais. Nos grupos G1, G2 e G3 houve marcacao
em todo citoplasma, sendo a marcacdo mais intensa na regiao do aparelho de Golgi
e no grupo G4 essa marcacao foi moderada na regiao do aparelho de Golgi e intensa
na membrana apical das células. O TNFa foi detectado em todo citoplasma das
células epiteliais luminais da préstata ventral de todos 0s grupos experimentais
destacando-se intensamente na regido apical e moderadamente na regido do
aparelho de Golgi. O NFkB foi imunolocalizado em todo citoplasma das células
epiteliais luminais da prostata ventral em todos 0s grupos experimentais, sendo mais
intenso na regiao apical. Os grupos G1 e G2 apresentaram imunorreatividade intensa
na regiao apical e somente os grupos G3 e G4 apresentaram imunorreatividade no
envoltorio nuclear.

Conclusao: Concluimos que o DDVP em concentracbes permitidas altera a
imunolocalizagdo dos marcadores TLR4, TNFa e NFKB na prostata ventral de ratos.
Além disso, o DDVP associado a inducdo quimica pode acentuar essas alteracdes
dos marcadores.

Palavras-chaves: Diclorvos, inflamacgao, prostata, TLR4, TNFa e NFkB
INTRODUCAO

O mercado brasileiro de agrotéxicos cresceu 190% nos ultimos dez anos,
enquanto o mercado mundial cresceu 93%. Em 2010, o mercado nacional representou
19% do mercado global de agrotoxicos (Dossié Abrasco, 2015). Os organofosforados,

como o Diclorvos (DDVP), sdo um dos mais utilizados devido a sua eficiéncia e relativa
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baixa toxicidade (Zhang et al., 2007) e sdo desreguladores endocrinos (DE) (Bila &
Dezotti, 2007).

Os DEs podem perturbar a homeostase mantida por hormonios e resultar em
defeitos de desenvolvimento neural e anomalias do sistema endocrino e reprodutivo
(Tabb & Blumberg, 2006). Os DEs podem perturbar o eixo hipotalamo-hipofise-
testiculo afetando o sistema enddcrino e as fungdes reprodutivas, e podem também,
causar cancer de testiculo e de préstata (Sikka & Wang, 2008; Schug et al., 2011),
bem como induzir alteracdes reprodutivas, obesidade, alteracbes comportamentais e
inflamacgé&o (Soto & Sonnenschein, 2010).

O céncer de préstata assumiu, nestes Ultimos anos, o primeiro lugar em
incidéncia de neoplasias nos Estados Unidos (Siegel 2018), e no Brasil estima-se
66,12 casos novos a cada 100 mil homens, sendo o cancer mais comum entre 0s
homens (INCA 2017). O cancer de préstata parece ter origem multifatorial, e pode-se
destacar como fatores de risco alteracbes de genes, dieta, idade, infeccao,
inflamacao, bem como excesso de androgenos e outros horménios sexuais (Jemal et
al., 2004; Donato et al.,, 2017). Diversos fatores podem contribuir para o
desenvolvimento da inflamac&o na préstata, como as infec¢des bacterianas e virais,
0S compostos carcinogénicos na dieta e alteracbes na razdo entre testosterona e
estradiol (T:E) (Puhr et al., 2016). Sabe-se que a inflamac&o crénica da glandula
prostatica, estd associada a uma concentracdo maior de citocinas, interleucinas e
fatores de crescimento que estimulam a divisdo celular com maior probabilidade de
mutacdes e modificacdes epigenéticas (Quagliariello et al., 2017).

Acredita-se que a inflamacdo estimule a carcinogénese, causando danos as
células e ao genoma, promovendo a substituicdo celular e criando um microambiente
tecidual rico em citocinas e fatores de crescimento que podem aumentar a replicacéo
celular, angiogénese e tecidos de reparacao (Cerutti & Trump, 1991; Hussain et al.,
2003). Além de dados que apontam que processos inflamatoérios estao relacionados
ao desenvolvimento do cancer na prostata (Palapattu et al., 2005).

O processo inflamatério predispde os individuos a varios tipos de cancer, pois
induz a producao de citocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) que esta
envolvida no desenvolvimento do cancer de préstata (Shariat et al., 2001; Smith et al.,
2001). A inflamacéo pode ser ativada pelos receptores Toll-Like, como o Receptor

Toll-Like 4 (TLR4) que pode resultar na ativagcao de duas vias, fator de transcrigéo
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nuclear kappa B (NFkB) e a c-Jun N-terminal kinases (JNK) (Muzio et al., 1997,
Medzhitov et al., 1998). A via de sinalizacdo do NFkB desempenha papel importante
nas respostas ao cancer, inflamacdo e estresse, além de participar de processos
celulares fundamentais, como a apoptose, proliferacéo e diferenciacéo (Pahl, 1999;
Pham et al., 2004; Luo et al., 2005).

Portanto, o objetivo desse estudo foi imunolocalizar marcadores moleculares
envolvidos no processo inflamatério como TLR4, NFkB e TNFa na préstata ventral de
ratos em situacdo controle e apds exposi¢cao ao DDVP associado ou ndo a inducéo
quimica por MNU.

MATERIAIS E METODOS
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 Ciéncias, UNESP
Campus de Bauru-SP, em condi¢cbes ambientais controladas de temperatura
(22+2°C), umidade relativa do ar (55+10%), ciclo de luz (12 horas claro/12 horas

escuro) e circulacédo continua de ar. Os animais receberam agua e racao ad libitum.

Grupos experimentais

Foram formados aleatoriamente 4 grupos experimentais com 10 animais por
grupo: G1: Controle (Sham); G2: Controle (Sham) + DDVP; G3: Inducdo MNU; G4:
Inducdo MNU + DDVP. Os animais de todos os grupos foram anestesiados com
Cloridrato de Xilazina 2% (50mg/kg intra-peritonial) e Cloridrato de cetamina 10%
(50mg/kg, intra-peritonial) antes da realizacdo do procedimento cirurgico.

Aos 90 dias, foi realizada uma incisdo suprapubica para a inoculacao de citrato
de sddio 1M, pH 6,8 para a simula¢do da inducdo nos animais dos grupos Gl e G2 e
de MNU na dose de 15 mg/Kg dissolvida em citrato de sodio 1M pH 6,8 para inducao
guimica nos animais dos grupos G3 e G4. As inocula¢des foram realizadas na capsula
da prostata ventral dos ratos.

Apbs o procedimento cirdrgico os animais de todos 0s grupos experimentais
receberam Paracetamol (200mg/kg) diluidos na agua do bebedouro durante 5 dias

para analgesia (80ug/mL).
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Apéds a administragcdo do MNU, os animais dos grupos G3 e G4 receberam
injecdes subcutaneas diarias de 2,5mg/Kg de Cipionato de Testosterona (Deposteron-
Novaquimica, Sao Paulo, Brasil) por 20 dias (FAVARO, 2014).

A partir dos 120 dias de idade os animais dos grupos G2 e G4 receberam racao
basal enriquecida com 10 mg/Kg de DDVP até 240 dias de idade.

O delineamento experimental é apresentado na Figura 1.

0 90d 110d 120d 240d

ave | I | | |

! l
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l 1
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I ]
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l Eutandsia Periodo sem experimentacdo
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l Inoculagio MNU Testosterona

- Periodo de descanso entre administragdo de testosterona
e uso da Ragdo Basal enriquecida com DDVP

Inoculagdo de Citrato de Sodio 1M pH 6,8
l 3 i - Periodo de uso de Ragdao Basal enriquecida com DDVP

Figura 1

Os animais de todos 0s grupos experimentais foram pesados e submetidos a
avaliacao clinica semanal durante todo o periodo experimental. Qualquer alteracao foi
registrada em ficha clinica individual. Diante da detec¢ao 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 decapitacao.
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Todos os protocolos seguiram os principios éticos preconizados pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e a regulamentacao
estabelecida pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) (processo n°996/46/01/2013 — CEUA/FC) (Anexo 1).

Forma de analise dos resultados
Analise histopatolégica
Apos a fixagdo, os tecidos foram lavados em agua corrente por 24h. Em seguida,
os fragmentos foram desidratados em uma série crescente de alcoois e incluidos em
polimero plastico (Paraplast Plus, ST. Louis, MO, EUA). Depois, os blocos foram
seccionados em microtomo com espessura de 5 um e os cortes colocados em laminas
histoldgicas silanizadas para posterior analise histopatolégica e imunohistoquimica.
Para analise histopatolégica, as laminas foram coradas com Hematoxilina-
Eosina e fotografadas em fotomicroscépio. O diagnostico das lesdes prostaticas foi
baseado em critérios morfolégicos de acordo com Apolinario (2016) e Shappell e
colaboradores (2004).

Andlise imunohistoquimica

Apos a fixacdo, os tecidos foram lavados em agua corrente por 24h. Em seguida,
os fragmentos foram desidratados em uma série crescente de alcoois e incluidos em
polimero plastico (Paraplast Plus, ST. Louis, MO, EUA). Depois, os blocos foram
seccionados em microtomo com espessura de 5 um e os cortes colocados em laminas
histoldgicas silanizadas para posterior analise imunohistoquimica.

Para analise imunohistoquimica, os cortes histolégicos foram colocados sobre
laminas silanizadas. Em seguida, os cortes histologicos foram desparafinizados em
xilol, hidratados em uma série de alcoois com concentracdes decrescentes (100%,
90% e 70%). A técnica de imunohistoquimica foi padronizada de acordo com o
protocolo do fabricante para cada anticorpo (anti-TLR4 abbiotec 251111; Anti-TNFa
orb129753; anti-NFkb ab7970).

O método para a analise de imunorreatividade utilizado nesse experimento foi
adaptado do método proposto por Apolinario (2016), a avaliagdo da imunorreatividade
foi sob trés aspectos: localizacdo celular da marcacdo, o percentual de células

marcadas e a intensidade de marcacéo.
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A localizacdo celular da marcacgdo foi analisada em quatro possiveis regides
celulares: regido apical, aparelho de Golgi, regido supranuclear e nucleo.

A Intensidade de Marcacédo foi classificada em marcacdo: 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 Marcacgéo (Int).

Para o Percentual de Células Marcadas (PCM), foram adotados os seguintes
critérios: Nota 0: nenhuma célula marcada; Nota 1: 0% < n° de células marcadas <
50%; Nota 2: 50% n° de células marcadas < 100%; Nota 3: 100% de células marcadas.

A Intensidade de Marcacdo (Int) foi atribuida da seguinte forma: Nota 0: sem
marcacao; Nota 1: leve; Nota 2: moderada; Nota 3: intensa.

A atribuicdo de nota para a marcacdo em cada possivel compartimento celular
seguiu a féormula: Nota=(PCM)"t, sendo PCM>0 e int>0. Quando n&o houve marcagéo
(PCM=0 e int=0), nao foi atribuida nota.

RESULTADOS
Analise Histopatologica

Na andlise histopatoldgica, foram encontrados dois tipos de lesdes na prostata
ventral de ratos: Displasia e Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN). A Displasia foi
caracterizada como um tipo de lesdo com organizacdo anormal ou uma diferenciacao
celular desordenada, manifesta-se por variacdo da maturacdo citoplasmatica
associada a alteracoes nucleares. A PIN foi caracterizada pela proliferacéo neoplasica
de células epiteliais atipicas, dentro de membranas basais preexistentes ou normais.
Essa proliferacdo pode ser reconhecida como a estratificacdo de células epiteliais com
atipia nuclear, o que conduz a aquisicdo de um padrdo micropapilar ou crescimento
cribiforme. (Shapell et al., 2004).

A HGPIN caracterizou-se por proliferacdo focal do epitélio, com intensidade
variavel de atipias citologicas identificadas através de ndcleos volumosos e nucléolos
proeminentes. As células epiteliais basais foram caracterizadas ndo demonstrando
desorganizacao estrutural (Apolinario, 2014).

No grupo G1 nado foi encontrada nenhuma lesdo. No grupo G2, foram
encontradas displasia e PIN, sendo mais prevalente PIN. No grupo G3, a Unica leséo
encontrada foi PIN. No grupo G4, foram encontradas PIN e HGPIN (Figura 1). A
frequéncia de cada tipo de lesdo em cada um dos grupos experimentais encontra-se

na tabela 1.



Tabela 1. Avaliacdo histopatolégica da prostata ventral de ratos.
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Grupos
Lesdes G1 (n=5) G2 (n=5) G3 (n=5) G4 (n=5)
D - 40% - -
PIN - 60% 100% 60%
HGPIN - - - 40%




Figura 2
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TLR4

Nas andlises de imunolocalizacdo, detectou-se a presenca de TLR4 nas células
epiteliais luminais. Nos grupos G1, G2 e G3 houve marcagao em todo citoplasma da
célula, sendo a marcagdo mais intensa da regido do aparelho de Golgi. Ja no grupo
G4, também, houve marcacgédo 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 marcacao (Int) para TLR4
em cada compartimento celular para os grupos G1, G2, G3 e G4.

Compartimentos
Proteina | Grupos Apical Golgi SN Nucleo
PCM | Int |PCM | Int | PCM | Int | PCM | Int
Gl 0 0 2 3 0 0 0 0
G2 0 0 2 3 0 0 0 0
TLR4 G3 0 0 2 3 0 0 0 0
G4 0 0 2 2 0 0 0 0

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

Valor da nota por compartimento

Grupos
A G SN N
Gl 0 8 0 0
G2 0 8 0 0
G3 0 8 0 0
G4 0 4 0 0

TNFa

Em analises de imunolocalizagao foram detectadas marcagdes de TNFa em todo
citoplasma das células epiteliais luminais e no estroma da prostata ventral de todos
0S grupos experimentais, destacando-se imunorreatividade intensa na regiao apical e
moderada na regido 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 padrao de intensidade da imunorreatividade, sendo forte nos

trés grupos. Ja o grupo G4 apresentou intensidade de imunorreatividade moderada.
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Quadro 3. Percentual de células marcadas (PCM) e intensidade de marcacgao (Int) para TNFa
em cada compartimento celular para os grupos G1, G2, G3 e G4.

Compartimentos

Proteina | Grupos Apical Golgi SN Nucleo
PCM | Int |PCM | Int | PCM | Int | PCM | Int

Gl 3 3 3 2 0 0 0 0

G2 3 3 3 2 0 0 0 0

TNFe ™G3 T3 313 210 00 o0
G4 2 2 2 2 0 0 0 0

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

NFkB

Valor da nota por compartimento

Grupos
A G SN N
Gl 27 9 0 0
G2 27 9 0 0
G3 27 9 0 0
G4 4 4 0 0

Nas analises de imunolocalizacao, todos 0s grupos experimentais apresentaram

marcacao em todo citoplasma das células epiteliais luminais e no estroma da prostata

ventral de ratos, sendo essa marcacdo mais intensa na regido apical das células

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

complexos proteicos imunorreativos dispersos na célula.

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

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

nucleo e no envoltério nuclear.

Nas andlises de intensidade de imunorreatividade, os grupos experimentais G3

e G4 apresentaram marcacao fraca, enquanto o grupo G1 moderada e G2 marcacgao

intensa.



46

Quadro 5. Percentual de células marcadas (PCM) e intensidade de marcagéo (Int) para NFkB
em cada compartimento celular para os grupos G1, G2, G3 e G4.

Compartimentos

Proteina | Grupos Apical Golgi SN Nucleo
PCM| Int [PCM | Int | PCM | Int | PCM | Int

Gl 2 3 0 0 0 0 0 0

G2 2 3 0 0 0 0 0 0

NFkB G3 1 2 0 0 0 0 1 3

G4 1 2 0 0 0 0 1 3

Quadro 6. Valor da nota para marcacdo de NFkB em cada compartimento celular. A
(apical), G (aparelho de Golgi), SN (supranuclear) e N (nucleo).

Valor da nota por compartimento

Grupos
A G SN N
G1 8 0 0 0
G2 8 0 0 0
G3 1 0 0 1
G4 1 0 0 1







Figura 4
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DISCUSSAO

Comparando os dados da analise histopatoldgica (tipo de leséo e frequéncia de
cada lesao) entre os grupos, verificamos que o modelo experimental de inducao de
lesBes prostaticos com MNU mostrou-se eficiente j& que a frequéncia de lesdes
graves foi maior nos grupos G3 e G4. Também podemos notar que a ragao
enriquecida com DDVP contribuiu para o agravamento das lesdes desenvolvidas na
préstata dos ratos, visto que as les6es encontradas foram mais graves nos grupos G2
e G4 em comparagao com os grupos G1 e G3, respectivamente.

Apesar da andlise histopatolégica mostrar aumento gradual das lesbes, 0s
animais de nenhum dos grupos experimentais apresentaram lesdes invasivas como
adenocarcinoma. Acreditamos que isso nao ocorreu devido ao protocolo de inducgéo
guimica (dose unica de MNU seguido por doses diarias de cipionato de testosterona
por 20 dias), pois Apolinario (2016) em seu trabalho observou o desenvolvimento de
adenocarcinoma prostatico, porém utilizando um protocolo de indugéo quimica por um
periodo maior (duas doses de MNU seguido por doses de cipionato de testosterona
por 120 dias em dias alternados).

Nossos resultados confirmaram a presenca de TLR4 na regido do aparelho de
Golgi em todos os grupos, como descrito por Latz e colaboradores (2002), que afirma
gue o TLR4 possui uma certa mobilidade intracelular antes de ser alocado na
membrana plasmatica, tendo como local de término da sintese o aparelho de Golgi
gue ira direcionar a proteina até a membrana plasmatica por transporte vesicular. No
grupo G4 detectou-se, também, imunorreatividade para TLR4 na membrana apical, 0
gue 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
estdo de acordo com o relatado por Gatti e colaboradores (2009), que afirmam que
com a progressao e aumento da agressividade da leséo, a presenca do TLR4 diminui
devido a perda de diferenciacédo celular.

O grupo G4, € o Unico grupo que apresenta marcacao intensa na membrana
apical além da marcacao no aparelho de Golgi como nos outros grupos. Nesse grupo
também foi observado o HGPIN, o que comprova que a ragédo enriquecida com DDVP
juntamente com a indugéo quimica por MNU, alterou a localiza¢do e imunorreatividade

do TLR4. Essa alteragdo provavelmente esta relacionada a perda de diferenciacdo
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celular caracterizada em HGPIN, pois os TLRs desempenham um papel importante
na reparacao tecidual e na inflamacéo induzida por leséo tecidual (Galli et al., 2013).
Por outro lado, nos grupos G2 e G3 onde foram encontradas lesdes iniciais, o TLR4
esta altamente expresso na regido do aparelho de Golgi, comprovando a fase de
maturacado da proteina (Uronen-Hasson et al, 2004).

A imunorreatividade do TNFa na regido apical e na regido do aparelho de Golgi
das células epiteliais luminais, sugere que o TNFa esta presente na membrana apical
devido sua estrutura transmembrana e no aparelho de Golgi onde a proteina sofre
glicosilagéo o que corrobora com Silva (1991).

Nossos resultados apontam que ndo houve alteracdo na imunorreatividade de
TNFa nos grupos G2 e G3 em comparagao com G1. Isso indica que nem o DDVP e
nem o MNU isolados modificam a expressdo de TNFa. J4 no grupo G4, a
imunorreatividade foi menor do que no G1, demonstrando que a associacao entre
DDVP e a inducao quimica foi determinante para isso. Além disso, o fato do grupo G4
apresentar lesdes mais graves (HGPIN) pode indica que nessa fase da carcinogénese
a expressao de TNFa ndo tem mais tanta importancia para a progressao das lesoes.
Isso, também, corrobora com Povoa (2008), que aponta o TNFa como um citocina
necessaria nos estagios iniciais da promocédo tumoral. No entanto, divergem de
Narayanan e colaboradores (2009), detectaram nivel elevado de TNFa no soro de
ratos tratados com MNU mais testosterona, bem como, nivel mais alto de TNFa nas
células epiteliais no adenocarcinoma, porém baixo nivel nas lesdes de PIN.

O NFKB apresentou imunorreatividade na regidao apical nos grupos G1 e G2,
provavelmente devido sua inativacao pelo complexo IkB, pois normalmente em sua
forma inativa € encontrado no citoplasma da célula (Barnes, 1997). Nos grupos G3 e
G4, o NFKB estava presente no nucleo e no envoltorio nuclear o que pode demonstrar
sua ativacao. Isso corrobora com os dados de Ismail e colaboradores (2004), que
observaram localizacdo nuclear de NFkB, demostrando a ativagéo e evidenciando a
translocacdo nuclear em metéstases linfonodais do cancer de prostata, indicando a
relacdo do NFkB (subunidade p65) com a progressédo do cancer de prostata.

A imunorreatividade no grupo G2 foi maior que no G1, provavelmente devido a
diminuicdo da altura do epitélio provocado pela displasia, como observado
anteriormente pelo grupo de pesquisa. J& nos grupos G3 e G4 a imunorreatividade na

regido apical das células luminais foi menor do que no G1, porém foi maior no
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envoltério nuclear e nucleo demonstrando ativagdo e, consequente, translocacao
nuclear do NFkB (Seo et al, 2009). Narayanan e colaboradores (2009), observaram
aumento de quatro vezes na expressdo de NFkB no adenocarcinoma em comparagao
ao tecido ndo neoplasico, o que indica a relacdo entre o0 aumento da expressao de
NFkB e o grau de estadiamento de suas lesbes. Resultados preliminares, apontam
alteracoes menores possivelmente porque 0S animais nao apresentaram lesdes
malignas.

No grupo G4, onde foi observado previamente HGPIN, apresentou translocacao
nuclear do NFkB, o que esté associada a varios estagios do processo inflamatério e
tumorigénese (Seo et al, 2009). Isso demonstra que a associacado entre DDVP e
indugdo quimica promoveu alteragdo na localizacao e expressédo do NFkB nas células
epiteliais luminais. Com relacdo ao grupo G2, que recebeu somente a racao
enriquecida com DDVP, houve alteracdo da marcacdo na regido apical quando
comparado ao G1, mas essa alteracdo provavelmente ocorreu devido a displasia,
caracterizada pela diminuicdo na altura do epitélio.Nota-se que, de maneira geral, no
grupo G2 as lesbes foram menos graves e a expressao dos marcadores moleculares
da inflamacédo foram menos evidentes em comparacao com o G4, indicando que o
DDVP isolado foi menos efetivo em promover tais alteragbes do que quando
associado pela inducédo quimica por MNU. Provavelmente, porque o cancer é uma
patologia de origem multifatorial (Jemal, 2004) e, ainda, como afirma Hiatti e
colaboradores (1994) a associacdo de varios fatores aumenta o risco de cancer de
préstata.

Em resumo, podemos verificar que a expressdo de NFkB no ndcleo e a
diminuicdo da expressao de TLR4 e TNFa principalmente na regido do Golgi, bem
como o aumento da expressao de TLR4 na membrana apical das células epiteliais
luminais, pode ser associado ao agravamento das lesGes prostaticas, corroborando
com o papel desses marcadores do processo inflamatério, nas etapas iniciais da

carcinogénese.

CONCLUSAO
Assim, podemos concluir que o DDVP em concentracdes permitidas altera a

imunolocalizacdo de marcadores moleculares da inflamagédo na préstata ventral de
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ratos. Além disso, o DDVP associado a inducdo quimica pode acentuar essas
alteracdes dos marcadores.
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Figura 2 — Fotomicrografia da préstata ventral de rato corada com HE. (A) Grupo G1.
Seta solida: epitélio colunar alto normal. (B) Grupo G2. Seta sdlida: displasia. (C)
Grupo G3. Seta sdlida: padrdao micropapilar. (D) Grupo G4. Seta soélida: padrédo

micropapilar

Figura 3 — Fotomicrografia da prostata ventral de rato com reacdo imunohistoquimica
anti-TLR4. (A) Grupo G1. Seta solida: regidao do aparelho de Golgi. (B) Grupo G2. Seta
sélida: regido do aparelho de Golgi. (C) Grupo G3. Seta sélida: regido do aparelho de

Golgi. (D) Grupo G4. Seta solida: regiao do aparelho de Golgi.

Figura 4 - Fotomicrografia da préstata ventral de rato com reag¢ao imunohistoquimica
anti-TNFa. (A) Grupo G1. Seta sdlida: regido apical. Seta pontilhada: regido do
aparelho de Golgi. (B) Grupo G2. Seta sélida: regido apical. Seta pontilhada: regiao
do aparelho de Golgi. (C) Grupo G3. Seta solida: regido apical. Seta pontilhada: regido
do aparelho de Golgi. (D) Grupo G4. Seta solida: regido apical. Seta pontilhada: regiao

do aparelho de Golgi.

Figura 5 - Fotomicrografia da préstata ventral de rato com reac&o imunohistoquimica
anti-NFkB. (A) Grupo G1. Seta solida: regido apical. (B) Grupo G2. Seta sdlida: regido
apical. (C) Grupo G3. Seta pontilhada: nacleo. (D) Grupo G4. Seta pontilhada: nucleo.
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4. CONCLUSOES GERAIS

Assim, podemos concluir que o DDVP em concentracbes permitidas pode
influenciar no desenvolvimento de leses na préstata ventral de ratos, bem como,
alterar a imunolocalizacdo de marcadores moleculares da inflamagdo, como NFkB,
TNFa e TLR4. Além disso, o DDVP associado a indugdo quimica pode agravar tais

lesdes e acentuar as alteracdes nos marcadores.
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