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RESUMO

O arsénio é um metaloide associado ao desenvolvimento de algumas patologias, como
doencas cardiovasculares, lesdes dérmicas e diferentes tipos de cancer. Pouco se sabe
sobre a a¢do do arsénio ou compostos de arsénio na prostata durante o periodo pré-puberal
e puberdade, estagios essenciais para a morfogénese tardia da prostata. Nesse sentido,
este estudo teve como objetivo estabelecer se a exposicdo ao arsenito de sddio (NaAsO2)
interfere na morfofisiologia da préstata ventral de ratos puberes. Para isso, 30 ratos
machos da linhagem Wistar, no dia pés-natal 23 (DPN23), foram distribuidos,
aleatoriamente, em 3 grupos experimentais (n =10/grupo). O grupo controle (Ctrl)
recebeu &gua filtrada (veiculo); o grupo Asl recebeu 0.01 mg/L de NaAsO2; e 0 grupo
As2 recebeu 10.0 mg/L de NaAsO. Todas as solucbes foram diluidas na agua do
bebedouro e estiveram disponiveis aos animais do DPN23 ao DPN53. Os hébitos
alimentares e a evolugédo do peso corporeo dos animais foram acompanhados durante todo
o0 periodo experimental. Ao final deste periodo, os animais foram pesados e, em seguida,
eutanasiados (DPN53). Coletou-se o sangue para mensurar os niveis de testosterona. O
figado, os rins e a prostata ventral (PV) foram coletados e pesados. Apenas a PV foi
dissecada e destinada as andlises histologicas (hemilobo esquerdo) e moleculares
(hemilobo direito). Os resultados dos pardmetros analisados durante o periodo
experimental revelaram que o NaAsO2 ndo foi capaz de causar toxicidade sistémica em
ambos 0s grupos expostos, bem como alteracdo nos habitos alimentares dos animais. No
entanto, a analise histolégica do estroma prostatico demonstrou alteracdo na quantidade
e distribuicdo do colageno no grupo Asl e reducdo na atividade da MMP-2 ativa. Houve
reducdo significativa na expressao do receptor de androgeno e na expressdo da prostateina
no grupo As2, assim como aumento da expressdo da caspase-3-clivada. No grupo Asl,
houve redugdo na expressdo de PCNA, provavelmente refletindo uma redugao
estatisticamente ndo significativa do AR, mas funcionalmente apta a interferir na
proliferacdo celular. Além disso, houve aumento de malondialdeido (MDA) nos grupos
tratados com NaAsO», sem aumento na atividade das enzimas antioxidantes. Sendo assim,
os resultados apontam que a exposigdo ao NaAsO, durante a maturagdo sexual,
compromete a homeostasia glandular de ratos puberes em ambas as doses avaliadas nesse
trabalho.

Palavras-Chave: Prostata, Morfogénese tardia, Puberdade, Arsenito de sddio,
Toxicologia reprodutiva.



ABSTRACT

Arsenic is an endocrine disruptor associated with the development of some pathologies
such as cardiovascular diseases, dermal lesions and different types of cancer. Little is
known about the action of arsenic or arsenic compounds in the prostate during the
prepubertal and puberty period, an essential stage for late morphogenesis of the prostate.
Therefore, this study aimed to establish whether exposure to sodium arsenite (NaAsO2)
interferes in the morphophysiology of the ventral prostate of pubertal rats. In this study,
thirty male Wistar rats, on the postnatal day 23 (PND23), were randomly distributed to 3
experimental groups (n = 10/group). The control group (Ctrl) received only saline
solution; the second group (Asl) received 0.01 mg/L of NaAsO2; and the third group
(As2) received 10.0 mg/L of NaAsO.. All solutions were diluted in drinking water and
were available to the animals from DPN23 to DPN53. The eating habits and the evolution
of the body weight of the animals were evaluated throughout the experimental period. At
the end of this period, the animals were weighed and then euthanized (DPN53). Blood
was collected to measure testosterone levels. The liver, kidneys and ventral prostate (VP)
were collected and weighed. Only VP was dissected for histological analysis (left
hemilobo) and molecular (right hemilobo). The results of the parameters analyzed during
the experimental period revealed that NaAsO, was not able to cause systemic toxicity in
both exposed groups nor changes in the eating habits of the animals. However, prostatic
stromal analysis showed alterations in the amount and distribution of collagen fibers in
the Asl group, as well as a reduction in active MMP-2 activity. There was a significant
reduction in the expression of the androgen receptor and in prostatein in the As2 group
and in the expression of caspase-3-cleaved. In the Asl group, there was a reduction of
PCNA expression, probably reflecting a statistically non-significant reduction of AR,
however functionally able to reduce cell proliferation. In addition, there was an increase
in malondialdehyde (MDA) in the groups treated with sodium arsenite, with no alteration
in the activity antioxidant enzymes. Thus, the results indicate that exposure to NaAsO»,
during sexual maturation, compromises the glandular homeostasis of pubertal rats at both
doses evaluated in this study.

Keywords: Prostate, Late morphogenesis, Puberty, Sodium arsenite, Reproductive
toxicology.
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1. INTRODUCAO

1.1. PROSTATA

A proéstata é uma glandula acessoria de suma importancia ao sistema genital
masculino, uma vez que secreta complexos proteoliticos essenciais na composic¢do do
fluido seminal, que ajudam a manter o gradiente ibnico e pH ideais para manter a
viabilidade dos espermatozoides, ao longo do percurso no sistema genital feminino [1-3].

A préstata humana corresponde a maior glandula acessoria do sistema genital
masculino, localiza-se inferiormente a bexiga urindria, envolve a parte prostatica da uretra,
apresenta morfologia compacta sem lobulacdo aparente e € diferenciada
morfologicamente, em trés zonas: central, de transi¢do e periférica [4-6] (Figura 1a). Em
roedores, a glandula é lobulada, os lobos envolvem a bexiga urinaria e também apresenta
regibes morfologicas distintas. Dessa forma, a prostata de roedores é diferenciada
morfologicamente, em préstata anterior ou glandula coaguladora, préstata ventral, prostata
dorsal e prostata lateral, sendo as duas Ultimas, frequentemente, agrupadas como
dorsolateral [7,8] (Figura 1b).

A préstata de ambas as espécies expressam semelhancas no processo de
desenvolvimento, sinalizacao, expressao génica e na responsividade hormonal, o que torna
0s ratos importantes modelos experimentais no estudo da morfogénese prostatica, bem
como nas alteragbes fisiopatolégicas da vida adulta [9]. Apesar de apresentarem
caracteristicas macroscépicas distintas (Figura la-b), a prostata de ambas as espécies
apresentam caracteristicas histoldgicas semelhantes [10], sendo constituida por ductos e
acinos revestidos internamente por epitélio, predominantemente, simples, circundados por
estroma fibromuscular [11]. Além disso, as popula¢Ges celulares sdo similares e,

provavelmente, desempenham funcGes fisioldgicas idénticas ou parecidas [1,12].
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Figura 1: Representacdo esquematica comparando a préstata humana (2) (Adaptada de Cunha et al.,
1978) e da prostata de roedores (b). (Adaptada de McNeal 1969) e reproduzida de Toivanen e Shen,
2017).

Os diferentes lobos e zonas da prdstata de roedores e humana, respectivamente,
exibem particularidades quanto ao processo de ramificagéo de ductos e secrecdo [1,13]. No
entanto, acinos prostaticos pertencentes a um mesmo lobo, apresentam heterogeneidade
regional quanto aos tipos celulares, sintese, secrecdo proteica e resposta a androgenos [14].
Quanto as diferencas histoldgicas lobo-especificas, pode-se salientar que a prdstata anterior
apresenta epitélio densamente pregueado, a prostata dorsal e lateral apresentam ductos
revestidos com células colunares baixas dispostas em um epitélio simples, que apresenta
pouco pregueamento, e a préstata ventral é composta de epitélio continuo com pouco
pregueado, contendo células que variam de cubicas a colunares [1,14].

De maneira geral, o epitélio prostatico é composto por cinco tipos celulares (Figura
2): células epiteliais secretoras, que revestem o limen dos acinos prostaticos, produzem a
secrecdo de proteinas especificas da prostata e expressam altos niveis de receptor de
androgenos (AR); células epiteliais basais, que formam interposicdo entre células luminais
sobre a membrana basal, envolvendo o epitélio e constituem a principal populacdo de
células proliferativas do epitélio da prostata; células neuroendocrinas, que secretam
horménios e neurotransmissores que, possivelmente, afetam o desenvolvimento e a
manutencdo do tecido prostatico; células-tronco (stem cells) que, mesmo raras, localizam-

se na camada de células basais; e, por altimo, células transitérias amplificadoras (néo
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apontadas na figura), que expressam caracteristicas que transitam entre as células basais e

secretoras e podem ser células progenitoras ainda ndo diferenciadas [1,15-17].

Colusa Célula luminal Céha
indeterminada neuroenddcrina

Célula basal

Membrana

Epitélio

Musculo liso

Estroma

Fibroblasto Célula Neurdnio
endotelial

Figura 2: Representagdo esquematica destacando os tipos celulares que comp&em os ductos prostaticos
(Adaptado de Toivanen e Shen, 2017).

Envolvendo as estruturas glandulares ha estroma conjuntivo vascularizado, com
células musculares lisas organizadas concentricamente aos acinos entremeados as camadas
de colageno, bem como poucas fibras conjuntivas e elasticas [8,18]. Células musculares
lisas sdo estimuladas a se contrairem durante a ejaculacdo e, em associacdo aos
fibroblastos, sintetizam componentes de matriz extracelular, onde se destacam as fibras
colagenas, reticulares e elasticas, que em conjunto, fornecem resisténcia mecanica e
flexibilidade ao tecido, atuando como substrato para ancoragem e migracdo celular
[1,19,20]. A arquitetura do microambiente estromal € extremamente importante, pois
direciona os processos de desenvolvimento e diferenciacdo do epitélio e ajuda a controlar

a homeostasia tecidual, fornecendo nutrientes e fatores de crescimento [19,21].
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