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RESUMO

Os pesticidas organofosforados, como por exemplo o diclorvéos (DDVP), séo
amplamente utilizados na atualidade, apesar de existirem muitos estudos que
comprovem a sua atuacdo como desreguladores enddcrinos. Esses desreguladores
sdo capazes de interferir na homeostase mantida pelos hormonios e podem estar
ligados ao desenvolvimento de lesdes neoplasicas no sistema genital masculino,
como o cancer de prostata, que representa a segunda maior incidéncia de neoplasias
no sexo masculino no mundo. A progressao dessas lesdes pode se dar através do
processo de angiogénese e depende do equilibrio local nas atividades de fatores
proangiogénicos e antiangiogénicos. Um dos fatores antiangiogénicos mais bem
estudados é a endostatina, inibidor endégeno da angiogénese, enquanto que o fator
proangiogénico mais importante € o VEGF, juntamente com o seu receptor Flk-1. A
angiogénese pode ser induzida pela hipoxia que ocorre no ambiente tumoral devido a
disponibilidade limitada de oxigénio entre as células proliferativas. Assim, o presente
estudo teve como objetivo analisar a morfologia e os marcadores moleculares
envolvidos no processo de angiogénese (HIF-1a, VEGF, Flk-1 e endostatina) na
prostata de ratos para avaliar a influéncia do praguicida diclorvés, associado ou nédo a
inducdo quimica por N-metil-N-nitrosoureia (MNU). Foram utilizados 32 ratos da
linhagem Fischer 344, com idade de 90 dias. Os ratos foram separados em quatro
grupos experimentais: Controle, DDVP, MNU, MNU+DDVP. Foram feitas analises
histopatologica, morfométrico-estereolégica, imuno-histoquimica e de Western
Blotting da prostata ventral dos ratos. Verificou-se o surgimento de les6es, como
hiperplasia epitelial, atrofia, inflamacéo, atipia celular com inclusdes citoplasmaticas e
metaplasia com hiperplasia estromal. Houve aumento na incidéncia de hiperplasia
epitelial nos grupos MNU e MNU+DDVP e aumento no volume relativo do epitélio da
préstata no grupo MNU+DDVP em relacao ao grupo Controle. N&o houve diferencas
significativas entre os grupos em relacdo ao indice de densitometria Optica de
proteinas angiogénicas. Os resultados obtidos revelam que o DDVP, associado ao
MNU, promoveu o desenvolvimento de lesGes e alterou aspectos morfolégicos da
préstata ventral de ratos, mas nao alterou a expressao de marcadores moleculares de
angiogénese.

Palavras-chaves: Angiogénese. Diclorvés. Endostatina. HIF-1. Prostata. VEGF.
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ABSTRACT

Organophosphate pesticides, such as dichlorvos (DDVP), are widely used, although
there are many studies that prove their role as endocrine disrupters. These disruptors
are capable of interfering with hormone-maintained homeostasis and may be linked to
the development of neoplastic lesions in the male genital system, such as prostate
cancer, which represents the world’s second highest incidence of male neoplasia. The
progression of these lesions may occur through the angiogenesis process and
depends on the local balance in the activities of proangiogenic and antiangiogenic
factors. One of the most studied antiangiogenic factors is endostatin, an endogenous
inhibitor of angiogenesis, while the most important proangiogenic factor is VEGF, and
its receptor Flk-1. Angiogenesis may be induced by hypoxia that occurs in the tumor
environment due to limited oxygen availability among proliferating cells. Thus, the
present study aimed to evaluate the morphology and analyze the molecular markers
involved in angiogenesis process (HIF-1a, VEGF, FIk-1 and endostatin) in the prostate
of rats to assess the influence of the pesticide dichlorvos, associated or not with
chemical induction by MNU. 32 Fischer 344 rats, aged 90 days, were used. The rats
were separated into four experimental groups: Control, DDVP, MNU, MNU + DDVP.
Histopathological, morphometric-stereological, immunohistochemical and Western
Blotting analyzes of the ventral prostate of rats were performed. Lesions appeared,
such as epithelial hyperplasia, atrophy, inflammation, cell atypia with cytoplasmic
inclusions and metaplasia with stromal hyperplasia. There was an increase in the
incidence of epithelial hyperplasia in the MNU and MNU + DDVP groups and an
increase in the relative volume of the prostate epithelium in the MNU + DDVP group
compared to the Control group. There were no significant differences between the
groups regarding the optical densitometry index of angiogenic proteins. The results
obtained reveal that DDVP, associated with MNU, promoted the development of
lesions and altered morphological aspects of the ventral prostate of rats, but did not
alter the expression of molecular markers of angiogenesis.

Keywords: Angiogenesis. Dichlorvos. Endostatin. HIF-1. Prostate. VEGF.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 INTRODUCAO
Desreguladores enddcrinos e agrotoxicos

Muitos poluentes ambientais derivados de fontes industriais, agricolas e de
consumo doméstico como drogas, pesticidas, aditivos plasticos, poluentes organicos
ou, até mesmo, alguns compostos vegetais naturais, sdo substancias quimicas
exdgenas estruturalmente semelhantes a muitos horménios, que tém efeitos em
concentragcbes extremamente baixas e podem alterar a homeostase mantida pelos
horménios naturais, sendo chamados de desreguladores endocrinos (KUO et al.,
2012). Estes desreguladores sdo capazes de interferir na producao, liberacao,
transporte, ligagéo a receptores, agdo ou eliminagdo de hormoénios humanos naturais
(QUAGLIARIELLO et al., 2017). Quando interagem com 0s receptores hormonais de
estrogeno ou de androgeno, competem com 0s hormdnios préoprios do organismo,
como o estradiol e a dihidrotestosterona. Dessa forma, modificam a sua resposta
natural, mimetizando ou bloqueando a acdo do horménio (GHISELLI e JARDIM,
2007).

Muitas das anormalidades do sistema genital masculino podem ser
consequéncias da presenca aumentada dessas substancias no ambiente durante as
tltimas décadas (MAIN et al., 2010). Entre elas, a reducao da fertilidade e a disfuncéo
erétil, tumores testiculares e da prostata e desenvolvimento sexual anormal (SCHUG
et al., 2011; SIKKA e WANG, 2008).

Um exemplo muito importante de desreguladores endocrinos sao 0s
agrotoxicos, extensamente utilizados em todo o mundo e com um destaque para o
Brasil, que é o maior consumidor mundial de agrotoxicos em numeros absolutos desde
2008, segundo o Ministério do Meio Ambiente e o0 Dossié Abrasco (2015). A agricultura
brasileira usou 539,9 mil toneladas de pesticidas em 2017, de acordo com os dados
mais recentes do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (Ibama) e o consumo médio
de agrotoxicos vem aumentando em relacéo a area plantada (Dossié Abrasco 2015),
0 que gera preocupacado por conta de problemas de contaminacdo ambiental e,
consequentemente, para a saude humana, seja pela exposicdo direta de
trabalhadores aos produtos ou pela contaminagéo dos alimentos e da agua.

Quando um agrotéxico é aplicado, apresenta um grande potencial de atingir o
ar, o solo e as aguas, devido a acéo dos ventos e a agua das chuvas, que promovem

a absorcao, retencéo, deriva, volatilizagao, lavagem das folhas tratadas, escoamento
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superficial, lixiviacdo e erosdo (RATHORE e NOLLET, 2012; PIGNATI et al., 2007).
Durante o periodo em que permanecem no meio ambiente, podem sofrer
transformacdes fisicas, quimicas ou bioldgicas, alterando a sua estrutura molecular
(Dossié Abrasco, 2015), podendo gerar a formacéo de subprodutos com propriedades
distintas do produto inicial e cujos danos a saude ou ao meio ambiente ainda se
desconhece.

Além disso, também pouco se sabe sobre a exposi¢cdo multipla (combinacao
de varios agrotoxicos e outras substancias), visto que os estudos, normalmente,
analisam a exposicao a um unico principio ativo, diferindo da realidade do cotidiano
das pessoas. A pesquisa de Khayat e colaboradores (2013) sobre a exposicédo de
trabalhadores rurais a pesticidas demonstrou a importancia e a falta de estudo sobre
essa multiexposicédo. Na pesquisa, foi observado que, a longo prazo, os pesticidas
podem atuar como agentes mutagénicos. Porém, nao foi possivel determinar o efeito
de um composto especifico no genoma dos trabalhadores, pois foram expostos a
produtos distintos, mesmo que nenhum deles fosse classificado como carcinogénico
pela EPA (Environmental Protection Agency, USA).

Nos humanos, os pesticidas podem entrar no organismo através das vias
dérmicas, orais, oculares e respiratorias (KIM et al., 2016) e podem estar relacionados
a varios problemas de saude, incluindo desregulacdo hormonal, alergias,
hipersensibilidade, problemas respiratérios, doencas cardiovasculares, doencas
neurolégicas, malformacdes congénitas (KIM et al., 2016; KUMAR et al., 2010),
estresse oxidativo (RASTOGI et al., 2009), infertilidade (KOIFMAN et al., 2002), e
podem, até mesmo, causar dano no DNA, atuando como agentes mutagénicos a
longo prazo e levando a aumentos na incidéncia de cancer (KHAYAT et al., 2013; KIM
et al., 2016; KOIFMAN et al., 2002).

Pesticidas organofosforados e Diclorvos

Dentre os diversos tipos de pesticidas, os organofosforados representam um
grupo diverso de substancias quimicas extremamente toxicas e com alta taxa de
mortalidade (VANOVA et al., 2018). Sao agrotdxicos inseticidas formados por ésteres
fosforicos compostos por um atomo de fésforo pentavalente, derivado do éacido
fosforico, do acido tiofosforico ou do acido ditiofosférico (OPAS/OMS, 1996) e sao
amplamente utilizados em culturas agricolas, industrias e ambientes domésticos
devido a sua alta eficiéncia (OYA et al., 2017; SALEM et al., 2015).
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Os seus sintomas de intoxicacdo aguda incluem fraqueza, colicas abdominais,
vomitos, espasmos musculares, convulsdes e efeitos neurotdxicos retardados
(OPAS/OMS, 1996). A longo prazo, também podem causar efeitos adversos em varios
orgados de mamiferos, incluindo o figado (KALENDER et al., 2005; OGUTCU et al.,
2008), coracdo (OGUTCU et al., 2006) e rim (KALENDER et al., 2007), além de
interferirem com o sistema genital masculino (UZUNHISARCIKLI et al., 2007).

Um exemplo de pesticida organofosforado é o Diclorvos (2,2-diclorovinil dimetil
fosfato), comumente chamado de DDVP. E muito utilizado no controle de insetos em
locais agricolas, industriais, armazéns de alimentos, residéncias, no controle de
parasitas na criacdo de gado, de animais domésticos e de vetores de doencas urbanos
(OLIVEIRA e MACHADO, 2004; PATIL e GOGATE, 2014).

No ambiente, ele se degenera rapidamente por processos bidticos e abioticos
em metabodlitos, incluindo o dimetilfosfato e o dicloroacetaldeido (ATSDR, 1997). E
facilmente absorvido por inalacdo, ingestdo ou absorcdo cutanea e é metabolizado,
principalmente, no figado (APVMA, 2008). E considerado um inseticida altamente
toxico (classe toxicolégica Il) pela Anvisa (ANVISA, 2003), mas continua tendo um alto
uso devido ao seu custo-beneficio e sua eficiéncia no controle de pragas.

Os efeitos toxicoldgicos primarios do DDVP incluem a neurotoxicidade através
da inibicdo da acetilcolinesterase (AChE), enzima necesséria para a transmissao do
impulso através da sinapse colinérgica (KOBAYASHI et al., 1986). Efeitos no sistema
genital e enddcrino também foram observados, como no trabalho de Okamura et al.
(2005) gue constatou a diminuicdo na motilidade espermatica de ratos apos injecao
subcutédnea de DDVP. Dirican e colaboradores (2012) apontaram um aumento na
contagem de espermatozoides anormais e diminuigdo nos niveis de testosterona em
ratos apoés ingestdo desse pesticida, resultado que foi explicado pelos autores pela
propriedade antagbnica do diclorvds nos receptores de andrégenos (AR) e que
causou uma supressdo na secrecdo dos horménios foliculo estimulante (FSH) e
luteinizante (LH). Andersen et al. (2002) também observaram uma atividade
antiandrogénica, mesmo sendo um fraco antagonista de AR em uma linhagem celular
de cancer de mama. Diferentemente dos trabalhos citados anteriormente, Tavassoli
et al. (2007) observaram um papel agonista de AR do diclorvos na presenca de
quantidades primarias de androégeno em células cancerosas da prostata humana.

Essa diferenca contrastante de resultados foi representada na pesquisa de

Fedoruk (2005), na qual o autor relata que o pesticida exibe uma atividade antagonista
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de fraca a forte em concentracbes mais altas e atividade agonista fraca em
concentracbes mais baixas, sendo possivel que esse composto interaja com o
mecanismo de transcricdo de horménios enddgenos e de genes, aumentando a
atividade em concentragdes mais baixas, mas inibindo a ativagéo transcricional
normal em concentracdes mais altas.

Outros estudos demonstram, ainda, que o DDVP induz a citotoxicidade em
diferentes linhagens de células de mamiferos (LIN et al., 1988; PATEL et al., 2007,
YAMANO, 1996). Ele também apresenta efeitos genotdxicos ao causar danos
significativos no DNA das células através da inducéo do estresse oxidativo, como nos
exemplos de peroxidacao lipidica com geracéo de espécies reativas de oxigénio em
células do endométrio de ratos (ORAL et al., 2006), de geracao de radicais livres e
alteracdo do sistema de defesa antioxidante celular em eritrocitos humanos (EROGLU
et al.,, 2013) e de aumento do estresse oxidativo acompanhado pela disfuncdo
mitocondrial e fragmentacdo do DNA em uma linhagem celular de carcinoma do cdélon
humano (SALEM et al., 2015). Segundo esses estudos, o DDVP pode ser considerado
um agente mutagénico e carcinogénico para seres humanos. Estudos anteriores
também sugerem uma relacdo entre o pesticida e o cancer de prostata (MILLS e
YANG, 2003).

Préstata

A préstata € uma glandula acessoria do sistema genital masculino responséavel
pela secrecdo e armazenamento de proteinas e ions que compdem o liquido seminal
(HAYWARD e CUNHA, 2000), fornecendo nutricdo para 0s espermatozoides e
protegendo-os contra patégenos microbianos (SHABSIGH et al., 1999).

No humano adulto, a préstata é compacta e sem lobos distintos (CUNHA et al.,
2004). E aproximadamente do tamanho e forma de uma noz, localiza-se ao redor da
uretra e inferiormente a bexiga urinaria e esta organizada em trés regides distintas:
zona central, zona de transi¢céo e zona periférica (Figura 1) (MCNEAL, 1983; ROY-
BURMAN et al., 2004). Nos roedores, ela é constituida por quatro pares de lobos
denominados ventral, lateral, dorsal e anterior (ou glandula coaguladora) e circundam
a uretra na base da bexiga urinaria (Figura 2) (CUNHA et al., 2004; HAYASHI et al.,
1991; MARKER et al., 2003). Frequentemente, os lobos lateral e dorsal séo
considerados em conjunto, denominado Ilobo dorsolateral. Os Iobos tém

caracteristicas histolégicas distintas, com extenso dobramento epitelial na préstata
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anterior, pouco dobramento na prostata ventral, e quantidade intermediaria de
dobramento epitelial na prostata dorsolateral (MARKER et al., 2003; ROY-BURMAN

et al., 2004).

vesicula seminal
musculo

zona anterior

zona central
zona de

transicdo
ducto

ejaculatério

zona periférica

uretra

Zona periférica

Zona de transi¢ao

Zona central

Uretra prostatica

Figura 1. Representacéo esquematica das zonas da prdstata humana em corte sagital (A) e transversal
(B). Fonte: Adaptado de FRANZ et al., 2013; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008.
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anterior prostate

dorsla
prostate g~

2 mm

ventral prostate

Figura 2. Lobos da préstata de roedores. AP = prostata anterior; DLP = préstata dorsolateral; VP =
préstata ventral. Fonte: MARKER et al., 2003.

De modo geral, os lobos prostaticos sdo formados por estruturas tubulo-
alveolares, com epitélio colunar simples, um pequeno nucleo localizado perto da base
da célula epitelial e o citoplasma ligeiramente baséfilo (HAYWARD e CUNHA, 2000;
ICHIHARA et al., 1978). As células que compdem o epitélio prostatico adulto sédo as
basais, luminais secretoras, neuroendoécrinas e stem cells, que podem ser distinguidas
por seus padrdes de expressao de marcadores de diferenciagéo (Figura 3) (MARKER
et al., 2003, WANG et al., 2001). Na préstata humana, as células epiteliais basais
formam uma camada quase continua entre as células secretoras e a membrana basal,
engquanto na prostata de ratos poucas células basais estdo dispersas formando uma

camada descontinua ao redor dos ductos (MARKER et al., 2003).
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células epiteliais P células neuroendécrinas (raras)

luminais secretoras

células do musculo liso
do estroma

células epiteliais basais

lamina basal células-tronco (raras)

Figura 3. Diagrama de uma secéo transversal de um ducto prostatico de roedor com indicacdes dos
tipos de células que comp&em o epitélio dessa regido. Fonte: adaptado de MARKER et al., 2003.

O epitélio é envolto por estroma fibromuscular denso e essa camada estromal
€ muito mais espessa ha préstata humana, quando comparada com a do rato
(HAYWARD e CUNHA, 2000). Embora apresente, principalmente, musculo liso, essa
camada também contém outros componentes, como fibroblastos, linfécitos, células
neuronais, endoteliais e linfaticas, além de matriz extracelular (MARKER et al., 2003)
composta por uma rede de proteoglicanos, glicoproteinas adesivas e proteinas
fibrilares, como colageno e fibras elasticas, que proporciona resisténcia mecanica e
flexibilidade ao tecido, além de ser um reservatoério de fatores de crescimento ativos e
latentes (LIN e BISSEL, 1993; TAIPALE e KESKI-OJA, 1997; TUXHORN et al., 2001).
O epitélio e o0 estroma sdo separados pela membrana basal, uma camada fina e
continua composta por laminina, colageno tipo IV e pelo proteoglicano de heparan
sulfato (JORCYK et al., 1998).

De acordo com as caracteristicas histolégicas e funcionais da préstata normal
de rato, as células epiteliais que revestem o sistema ductal podem ser divididas em
trés regibes morfoldgica e funcionalmente distintas: proximal, intermediaria e distal em
relacdo a uretra. A regido distal é caracterizada por epitélio colunar alto, muitos
nacleos apicais e alta atividade mitética. A regido intermediaria exibe epitélio colunar
alto com nucleos localizados na base e citoplasma apical claro, caracteristico de
células ativamente secretoras. As células epiteliais da regido proximal apresentam
morfologia cuboide baixa e muitas células estdo sofrendo morte celular programada,

com corpos apoptoticos frequentemente visiveis (Figura 4) (LEE et al.,1990).
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Figura 4. Regibes da préstata de rato. Fonte: adaptado de NEMETH e LEE, 1996.

Apesar de algumas diferencas morfolégicas e histolégicas entre as prostatas
de humanos e de ratos, observacdes comparativas do desenvolvimento prostatico
demonstram que a morfogénese ocorre de maneira analoga em roedores e humanos
(MARKER et al., 2003). Dessa maneira, a prostata de roedores tem sido utilizada
como modelo bioldgico para estudos da fisiopatologia da préstata humana. Nos
estudos de carcinogénese prostética, o lobo ventral dos ratos, mesmo nado tendo
homologia com a préstata humana, é o mais utilizado por ser o0 mais responsivo aos
andrégenos (HAYASHI et al., 1991).

O crescimento normal, a diferenciacdo, a proliferacdo e a manutencdo da
funcionalidade das células prostaticas sdo dependentes de niveis constantes de
androgenos circulantes (KYPRIANOU et al.,, 1996). O eixo hipotalamo-hipoéfise-
gbnada regula a sintese de androgenos. O hipotalamo produz o hormonio liberador
de gonadotrofina (GnRH), que estimula a adeno-hipdfise a produzir o horménio

luteinizante (LH), o qual se liga a receptores nas células de Leydig dos testiculos e
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estimula essas células a produzirem testosterona e, também, uma pequena
guantidade de estradiol (SHARIFI e AUCHUS, 2012).

Muitos trabalhos sugerem que os hormdnios esteroides (androgenos e
estrogenos), quando desregulados, desempenham um papel no surgimento de lesbes
neoplasicas e desenvolvimento do cancer de prostata (STANFORD et al., 2002). O
processo de carcinogénese prostatica também pode ser iniciado por dano genético ao
epitélio do 6rgdo e pode gerar atipia nuclear, destruicdo dos limites dos tecidos,
alteracdes estromais, angiogénese e destruicdo de oOrgdos distantes pelas células
metastaticas (CUNHA et al., 2004). Além disso, a interacdo entre o microambiente
estromal e as células epiteliais € responsavel pelo controle, diferenciacéo,
manutenc¢ao e outros aspetos fisioldégicos da préstata (NEMETH e LEE, 1996). Dessa
forma, o desequilibrio nessa interacdo pode gerar a formacdo e progressdo de
neoplasias (CUNHA et al., 1992).

Céancer de préstata

No mundo, o cancer de préstata é o segundo cancer mais comum em homens.
Estima-se que 1,3 milhdo de casos de cancer de prostata foram diagnosticados
mundialmente em 2018, representando 13,5% dos canceres diagnosticados em
homens (Figura 5A) e apresentando 359.000 mortes associadas, sendo a quinta

principal causa de morte por cancer em homens (Figura 5B) (GLOBOCAN, 2018).
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Figura 5. Estimativa de casos e mortes para os 10 canceres mais comuns em 2018 para homens. Os
canceres de pele ndo-melanoma estéo incluidos na categoria “outros”. Fonte: GLOBOCAN (2018).

No Brasil, o cancer de préstata € o segundo mais comum entre os homens
(atrds apenas do cancer de pele ndo-melanoma), com uma estimativa de 65.840
novos casos em 2020 (INCA, 2020) (Figura 6).

Distribuic¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por

sexo, exceto pele nio melanoma*

Localizacao Primaria Casos % Localizacao Primaria Casos %

Prostata 65.840 29,2% Homens Mulheres ~ Mama feminina 66.280 29,7%

Colon e reto 20.520 9,1% Colon e reto 20.470 9,2%

Traqueia, brénquio e pulmao 17.760 7,.9% Colo do utero 16.590 7.4%

Estomago 13.360 5,9% Tragueia,bronguio e pulmédo ~ 12.440 5,6%

Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%

Estfago 8.690 3,9% Estémago 7.870 3,5%

Bexiga 7.590 3,4% Qvario 6.650 3,0%

Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do ttero 6.540 2,9%

Laringe 6.470 2,9% Linfoma nao Hodgkin 5.450 2,4%

Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Numeros arredondados para maltiplos de 10.

Figura 6. Estimativa da incidéncia de cancer no Brasil para o ano de 2020. Fonte: INCA (2020).
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Modelo de estudo do cancer de préstata

Para o estudo da complexidade das neoplasias, os modelos animais sdo uma
ferramenta muito importante. Através deles, € possivel demonstrar que a
carcinogénese é um processo de multiplas etapas, como a iniciacdo (fixacdo
irreversivel de uma alteracdo genética), a promocdo (expansdo da populacdo de
células tumorais) e a progressao (transicdo para um tumor maligno invasivo) (HICKS,
1980).

Alteracdes neoplasicas podem ser iniciadas através do tratamento com
carcindgenos quimicos conhecidos como, por exemplo, o N-metil-N-nitrosoureia
(MNU). Diversas linhagens de ratos séo utilizadas em ensaios de carcinogénese com
esse carcindbgeno e dentre as mais frequentes estdo Wistar, Sprague-Dawley e
Fischer 344. O uso de animais heterogénicos garante a heterogeneidade dos tumores,
enguanto animais isogénicos desenvolvem tumores idénticos no mesmo estagio de
crescimento (FAUSTINO-ROCHA et al., 2015).

O MNU é um agente alquilante que causa metilacdo persistente do DNA
(BERANEK, 1990) e sua acéo é direta, uma vez que nao requer ativacdo metabdlica
(FAUSTINO-ROCHA et al., 2015). E um composto genotdxico que pode atuar como
iniciador ou como promotor (HICKS, 1980) e induzir inimeros canceres em roedores,
como o de bexiga (HICKS e WAKEFIELD, 1972; STEINBERG et al., 1990), de tireoide
(OHSHIMA e WARD, 1984), de mama (FAUSTINO-ROCHA et al., 2015; ZARBL et al.,
1985) e de préstata (ARUNKUMAR et al., 2006; BOSLAND e PRINSEN, 1990).

A combinacdo de MNU com a administracdo de testosterona, modelo
desenvolvido por Bosland (1992), é uma ferramenta ainda mais eficiente para estudos
de carcinogénese prostatica, visto que promove alta incidéncia de lesdes proliferativas
como Hiperplasia, Displasia e Neoplasia Intraepitelial Prostatica (ARUNKUMAR et al.,
2006). Segundo Pollard e colaboradores (1989), as células tumorais iniciadas na
glandula prostéatica de ratos apenas por MNU permaneceram dormentes durante o
periodo de tempo do experimento até serem ativadas pela administracdo de
testosterona, designando assim MNU como iniciador de tumor e testosterona como
promotora de tumor (POLLARD, 1989).

Angiogénese e as proteinas envolvidas
Para que ocorra a progressdao do tumor, ele necessita do fornecimento

constante de nutrientes e oxigénio e de um meio eficaz de remover os produtos
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residuais através de uma nova vasculatura. O desenvolvimento de uma nova rede
vascular, também conhecida como angiogénese, é definida como a formacdo de
Novos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes, processo controlado por
fatores angiogénicos (CHARLESWORTH e HARRIS, 2006; PALMA et al., 2017,
VEIKKOLA e ALITALO, 1999) e que depende de varias etapas, como a degradacao
da membrana basal, proliferacdo e migracdo de células endoteliais e formacéo de
tubulos capilares (WEGIEL et al., 2010). A angiogénese € um componente importante
de processos fisioldgicos, como o desenvolvimento fetal, a cicatrizacdo de feridas e o
ciclo reprodutivo feminino, mas também € pré-requisito para o crescimento avancado
de tumores e progressdo para estado metastatico (CHARLESWORTH e HARRIS,
2006).

A regulacdo da angiogénese é complexa, pois envolve equilibrio local nas
atividades de fatores proangiogénicos e antiangiogénicos. Os tumores que se tornam
neovascularizados, frequentemente, expressam niveis aumentados de proteinas
proangiogénicas, em relacdo as antiangiogénicas (FOLKMAN, 2002). Essas proteinas
séo liberadas pelas células tumorais ou estromais e atuam nas células endoteliais
daquele microambiente, demonstrando a importancia das interagdes entre carcinoma
e estroma durante a progressao do cancer (TUXHORN et al., 2001, WEGIEL et al.,
2010).

Um dos fatores antiangiogénicos mais bem estudados é a endostatina, o
inibidor endégeno da angiogénese. E uma proteina de 20 kDa gerada pela protedlise
do dominio C-terminal do colageno XVIII, uma proteoglicana de matriz distribuida
dentro das membranas basais epiteliais e endoteliais (MURAGAKI et al., 1995).
Estudos evidenciam que a endostatina possui atividade especifica em células
endoteliais (DHANABAL et al., 1999a; O'REILLY et al., 1997), inibindo a proliferacao
dessas células, mas nao apresentando efeito sobre células tumorais ou tipos de
células néo endoteliais (DKHISSI et al., 2003) e sendo, portanto, um potente inibidor
da angiogénese. A atividade antiangiogénica da endostatina € um processo complexo
gue resulta na inibicdo da adesao, migracao e proliferacédo de células endoteliais e na
inducao de apoptose (DHANABAL et al., 1999b). Estudos anteriores in vivo, usando
endostatina recombinante ou terapia de transferéncia génica, mostraram que a
endostatina inibe o crescimento de tumores primarios ao prevenir a neovascularizacao
e o crescimento de metastases (DHANABAL et al., 1999a; O'REILLY et al., 1997).
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Uma das proteinas proangiogénicas mais potentes e bem caracterizadas é o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Esta € uma glicoproteina dimérica
de 36-46 kDa com duas subunidades idénticas ligadas por ponte dissulfeto (O'BRIEN
e HARRIS, 1995) e que tem sido implicada em varias etapas ao longo do processo de
angiogénese, como mitogénese, migracao, diferenciacéo e permeabilidade vascular,
além de atuar como fator de sobrevivéncia de células endoteliais (HICKLIN e ELLIS
2005, HROUDA et al., 2003). Produzido por uma grande variedade de tipos celulares,
o VEGF tem cinco isoformas diferentes (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e
VEGF-E) que sdo geradas por splicing alternativo de um dnico gene
(DELONGCHAMPS et al., 2006). A maioria das pesquisas tem se concentrado no
VEGF-A, que é considerado a forma mais importante nos tecidos tumorais e promove
a sobrevivéncia, proliferacao, diferenciacdo, migracao e formacao de tubo de células
endoteliais (SALVEN et al., 1998; TAKAHASHI e SHIBUYA 2005; WEGIEL et al.,
2010), além de aumentar a permeabilidade vascular (KECK et al. 1989). Na proéstata,
0 VEGF-A é expresso em células epiteliais e endoteliais (FERRER et al., 1997) e essa
expressdo é aumentada no cancer de préstata metastatico em relacdo ao tecido
normal (FERRER et al., 1997; HROUDA et al., 2003).

Existem trés receptores de tirosina quinase de VEGF, que sédo encontrados na
superficie das células endoteliais: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (Flk-1) e VEGFR-3 (Flt-
4). O VEGF-A pode se ligar aos dois primeiros (DELONGCHAMPS et al., 2006), porém
somente a ligacdo ao VEGFR-2 pode induzir proliferacdo e diferenciacdo de células
endoteliais (FERRARA, 2004). O VEGFR-2 é um receptor de 200-230 kDa
(TAKAHASHI e SHIBUYA, 2005) e principal mediador dos efeitos mitogénicos,
angiogénicos e de aumento da permeabilidade do VEGF-A. Ele é altamente expresso
em progenitores endoteliais vasculares na embriogénese. Durante 0s estégios
posteriores do desenvolvimento vascular, sua expressdo diminui, tornando-se
aumentada em condicbes de angiogénese patolégica, como em tumores
(MATSUMOTO e CLAESSON-WELSH, 2001).

A expressao de proteinas proangiogénicas pode ser induzida por varios fatores,
incluindo hipoxia, ativagdo de oncogenes, inativacdo de genes supressores de tumor,
estresse mecanico, citocinas inflamatorias (CARMELIET e JAIN, 2000) e pelas
espécies reativas de oxigénio (ARBISER, et al., 2002). No caso do VEGF, a inducéo
ocorre principalmente pela hipéxia (WEGIEL et al., 2010).
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Todos os tecidos dependem de uma entrega adequada de oxigénio e
nutrientes, mas, dentro dos tumores, essa disponibilidade € limitada pela competicao
entre células altamente proliferativas (LV et al., 2017). Quando o oxigénio nao é
suficientemente suprido, varios genes séo induzidos pelo fator de transcricéo induzivel
por hipoxia (HIF-1) e muitos desses genes sao responsaveis pela promocao de
processos como proliferacdo celular, metabolismo da glicose, regulacdo do pH e
angiogénese (CHARLESWORTH e HARRIS, 2006).

O HIF-1 & uma proteina heterodimérica composta de uma subunidade a
dependente do oxigénio (HIF-1a) e uma subunidade 8 independente de oxigénio (HIF-
18) (WANG et al., 1995; WANG e SEMENZA, 1993). Sob condi¢des normoxicas, HIF-
1a é dificilmente detectavel, pois € rapidamente degradado. A subunidade a é
submetida a prolil hidroxilacdo dependente de oxigénio e, em seguida, a proteina von
Hippel-Lindau (VHL), produto proteico do gene supressor de tumor von Hippel Lindau,
liga e ubiquitina a subunidade. O HIF-1a ubiquitinado é entao direcionado a destrui¢ao
proteassomal (JUN et al., 2017).

Sob condic¢des de hipdxia, o HIF-1a € estabilizado, permitindo que se acumule
até atingir niveis suficientes para que seja translocado para o nucleo. Apds a
translocacao, ocorre a dimerizacdo com HIF-13 e esse complexo liga-se ao promotor
de VEGF, levando ao aumento da transcricdo desse fator (ELSBERGER et al., 2011;
HICKLIN e ELLIS 2005). O HIF, portanto, induz diretamente a producdo do VEGF,
principalmente do VEGF-A (MAYNARD e OHH, 2007), nas ceélulas hipoxicas
cancerosas, e este, ao ser secretado, se liga ao seu receptor (VEGFR-2) expresso
nas células endoteliais dos vasos sanguineos vizinhos, atuando como o principal
regulador da angiogénese e induzindo subsequente ativacdo de outros fatores
proangiogénicos, como o fator de crescimento placentario (PIGF) e fator de
crescimento de fibroblastos (FGF-2) (FORSYTHE et al., 1996). Desse modo, o HIF
promove a angiogénese de maneira direta e indireta.

O HIF-1 também demonstrou regular a expressdo de genes que codificam
transportadores de glicose e enzimas glicoliticas, desviando o metabolismo energético
das células cancerosas em relagéo aos tecidos normais (HIROTA e SEMENZA, 2006).
Essas mudancas moleculares permitem que as células se adaptem ao estresse,
reduzindo o consumo de oxigénio através de uma mudanca da fosforilagéo oxidativa
para a glicolise aerobica e reduzindo a demanda de energia para processos celulares

(LV et al., 2017). Esse fenbmeno foi denominado Efeito Warburg, de acordo com seu
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descobridor. Como consequéncia, as ceélulas tumorais sédo protegidas do dano
causado pelas espécies reativas de oxigénio gerado pela cadeia transportadora de
elétrons em condicdo hipoxica (WARBURG, 1956). A analise imunohistoquimica de
bidpsias de tumores humanos revelou a superexpressdo de HIF-1a no cancer de
préstata em comparacao com o epitélio prostatico normal (TALKS et al., 2000; ZHONG
et al., 1999). Zhong e colaboradores (2004) sugerem que a regulacao positiva desse
fator € um evento precoce na carcinogénese, que ocorre antes das evidéncias
histologicas de angiogénese e invasédo celular, indicando que o HIF-1a possa ser um
biomarcador para lesbes prostaticas pré-malignas.

Os fatores proangiogénicos e antiangiogénicos e as vias de inducdo desses
fatores sdo importantes para a progressao das les6es neoplasicas e, portanto, seus

estudos auxiliam na compreensao da carcinogénese prostatica.

1.2 JUSTIFICATIVA

O Brasil € o maior consumidor mundial de agrotéxicos em nimeros absolutos
e muitas dessas substancias podem atuar como desreguladores enddcrinos,
alterando a homeostase mantida pelos hormdnios e promovendo o surgimento de
doencas no sistema genital masculino. Dentre essas doencas esta o cancer de
préstata, que representa o segundo cancer mais comum em homens no Brasil e no
mundo. Existem evidéncias de que o pesticida diclorvés atua como um desregulador
enddcrino, podendo causar ou agravar patologias prostaticas. Entdo, como 0s
desreguladores enddcrinos podem promover o desenvolvimento e progressédo de
lesbes neoplasicas e, também, como a angiogénese é um dos passos mais
importantes na progressao de um tumor, estudar a expressdo dos marcadores
moleculares de angiogénese na prostata de ratos, em um modelo de carcinogénese
experimental, torna-se essencial para a compreenséo da influéncia do diclorvos sobre

a carcinogénese nesse 0rgao.

1.3 OBJETIVOS
Objetivo Geral
Avaliar a influéncia do praguicida DDVP sobre marcadores moleculares de

angiogénese na prostata de ratos apos inducéo quimica por MNU.
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Objetivos Especificos
Classificar as lesdes prostéaticas, imunolocalizar e quantificar, por Western
Blotting, marcadores moleculares envolvidos no processo de angiogénese (VEGF,

VEGF-R, HIF-1a e endostatina) na prostata de ratos.
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2. CAPITULO 1

DICLORVOS ASSOCIADO A INDUCAO QUIMICA POR MNU PROMOVE
ALTERACOES MORFOLOGICAS, MAS NAO ALTERA A REGULACAO DA
ANGIOGENESE NA PROSTATA DE RATOS

RESUMO

Objetivo: Este estudo buscou avaliar a influéncia do praguicida DDVP sobre os
padrées morfolégicos e os marcadores moleculares de angiogénese na prostata de
ratos apos inducdo quimica por MNU.

Material e métodos: Foram utilizados 32 ratos da linhagem Fischer 344, com idade
de 90 dias. Os ratos foram separados, aleatoriamente, em quatro grupos
experimentais: Controle, DDVP, MNU, MNU+DDVP. Para inducdo quimica, os grupos
MNU e MNU+DDVP foram inoculados com MNU a 15 mg/kg, seguido de injecbes
subcutaneas diarias de 2,5 mg/kg de cipionato de testosterona durante 20 dias. Os
animais dos grupos DDVP e MNU+DDVP, de 120 a 240 dias de idade receberam a
dieta basal suplementada com 10 mg/kg de DDVP. Foram feitas andlises
histopatoldgicas, imuno-histoquimicas e de Western Blotting na préstata ventral.
Resultados: Verificou-se o surgimento de lesdes, como hiperplasia epitelial, atrofia,
inflamacéo, atipia celular com inclusdes citoplasméticas e metaplasia com hiperplasia
estromal. Houve aumento na incidéncia de hiperplasia epitelial nos grupos MNU e
MNU+DDVP e aumento no volume relativo do epitélio da prostata no grupo
MNU+DDVP. Néo houve diferencas significativas entre os grupos em relacdo ao
indice de densitometria éptica de proteinas angiogénicas.

Conclusao: O DDVP, associado ao MNU, promoveu o desenvolvimento de lesdes e
alterou aspectos morfolégicos da préstata ventral de ratos, mas ndo alterou a

expressdo de marcadores moleculares de angiogénese.

Palavras-chaves: Angiogénese. Diclorvés. Endostatina. HIF-1. Prostata. VEGF.

2.1 INTRODUCAO
O Brasil € o maior consumidor mundial de agrotdéxicos em numeros absolutos
desde 2008, segundo o Ministério do Meio Ambiente e o Dossié Abrasco (2015). A

agricultura brasileira usou 539,9 mil toneladas de pesticidas em 2017, de acordo com
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os dados mais recentes do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (Ibama), e 0 consumo
meédio de agrotoxicos vem aumentando em relacéo a area plantada (Dossié Abrasco
2015), o que gera preocupacao por conta de problemas de contaminacdo ambiental
e, consequentemente, para a saude humana.

Os pesticidas, assim como outros poluentes ambientais derivados de fontes
industriais, agricolas e de consumo doméstico sdo substancias quimicas exodgenas
estruturalmente semelhantes a muitos horménios e podem alterar a homeostase
mantida pelos horménios naturais, sendo chamados de desreguladores enddcrinos
(KUO et al., 2012). Muitas das anormalidades do sistema genital masculino podem
ser consequéncia da presenca aumentada dessas substancias no ambiente durante
as Ultimas décadas (MAIN et al., 2010).

Dentre os diversos tipos de pesticidas, os organofosforados representam um
grupo diverso de substancias quimicas extremamente toxicas e com alta taxa de
mortalidade (VANOVA et al., 2018). Um exemplo é o Diclorvos (2,2-diclorovinil dimetil
fosfato), comumente chamado de DDVP, considerado um inseticida altamente toxico
(classe toxicoldgica Il) pela Anvisa (ANVISA, 2003), mas continua tendo um alto uso
devido ao seu custo-beneficio e sua eficiéncia no controle de pragas.

Alguns autores observaram efeitos no sistema genital e endocrino causados
pelo DDVP, como a interferéncia nos receptores de androgenos (AR) (ANDERSEN et
al., 2002; DIRICAN et al., 2012; FEDORUK, 2005; TAVASSOLI et al., 2007) e acao
citotdéxica e genotdxica em diferentes linhagens de células de mamiferos (LIN et al.,
1988; ORAL et al., 2006; PATEL et al., 2007; SALEM et al., 2015; YAMANO, 1996),
podendo ser considerado um agente mutagénico e carcinogénico para seres
humanos. Estudos anteriores também sugerem uma relacdo entre o pesticida e o
cancer de préstata (MILLS e YANG, 2003).

No Brasil e no mundo, o cancer de prdostata € o segundo cancer mais comum
em homens. Estima-se que 1,3 milhdo de casos de céncer de prostata foram
diagnosticados mundialmente em 2018, representando 13,5% dos canceres
diagnosticados em homens e apresentando 359.000 mortes associadas
(GLOBOCAN, 2018; INCA, 2020).

Para a progressdo de um tumor, é necessario o fornecimento constante de
nutrientes e oxigénio e de um meio eficaz de remover os produtos residuais atraves
da formacdo de novos vasos sanguineos, processo chamado de angiogénese
(CHARLESWORTH e HARRIS, 2006; PALMA et al., 2017; VEIKKOLA e ALITALO,
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1999). A regulacdo da angiogénese envolve equilibrio local nas atividades de fatores
proangiogénicos e antiangiogénicos. Os tumores que se tornam neovascularizados,
frequentemente, expressam niveis aumentados de proteinas proangiogénicas, em
relacéo as antiangiogénicas (FOLKMAN, 2002).

A endostatina € um fator antiangiogénico com atividade especifica em células
endoteliais (DHANABAL et al., 1999a; O'REILLY et al., 1997), inibindo a proliferacao
dessas células, mas ndo apresentando efeito sobre células tumorais ou tipos de
células ndo endoteliais (DKHISSI et al., 2003) e sendo, portanto, um potente inibidor
da angiogénese.

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é uma proteina
proangiogénica, com cinco isoformas diferentes (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
D e VEGF-E), que tem sido implicada em varias etapas ao longo do processo de
angiogénese (HICKLIN e ELLIS 2005, HROUDA et al., 2003). Na prostata, o VEGF-A
€ expresso em células epiteliais e endoteliais (FERRER et al., 1997) e essa expressao
€ aumentada no cancer de prostata metastatico em relacdo ao tecido normal
(FERRER et al., 1997; HROUDA et al., 2003).

O receptor de VEGF 2 (Flk-1) é o principal mediador dos efeitos mitogénicos,
angiogénicos e de aumento da permeabilidade do VEGF-A (TAKAHASHI e SHIBUYA,
2005). Sua expressao torna-se aumentada em condi¢cdes de angiogénese patoldgica,
como em tumores (MATSUMOTO e CLAESSON-WELSH, 2001).

A expressao de proteinas proangiogénicas pode ser induzida por varios fatores,
incluindo hipéxia. Quando o oxigénio ndo é suficientemente suprido pela competicao
entre células altamente proliferativas dos tumores, varios genes séo induzidos pelo
fator de transcricdo induzivel por hipéxia (HIF-1) e muitos desses genes sdo
responsaveis pela promocédo da angiogénese (CHARLESWORTH e HARRIS, 2006).
O HIF-1a pode ser um biomarcador para lesdes prostaticas pré-malignas, pois este
€ regulado positivamente em eventos precoces da carcinogénese (ZHONG et al.,
2004).

Os fatores proangiogénicos e antiangiogénicos e as vias de inducdo desses
fatores sdo importantes para a progressao das lesdes neoplasicas e, portanto, seus
estudos auxiliam na compreensdo da carcinogénese prostatica. Dessa forma, o
objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia do praguicida DDVP sobre marcadores

moleculares de angiogénese na prostata de ratos apés inducdo quimica por MNU.
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2.2 MATERIAL E METODOS
Modelo animal

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

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

escuro) e circulacéo continua de ar.

Grupos experimentais

Foram formados, aleatoriamente, 4 grupos experimentais com 8 animais em
cada: Controle; DDVP; MNU; MNU+DDVP. Os animais de todos os grupos foram
anestesiados com Cloridrato de Xilazina 2% (50mg/kg intra-peritonial) e Cloridrato de
cetamina 10% (50mg/kg, intra-peritonial) antes da realizacdo do procedimento
cirargico (Figura 7).

Aos 90 dias de idade, foi realizada uma incisdo suprapubica para a inoculacao
de MNU ou de citrato de sédio na capsula da prostata ventral dos ratos. Nos animais
dos grupos Controle e DDVP, a inoculacéo foi de citrato de sédio 1M, pH 6,8 (diluente
do MNU) para a simulagao da indu¢do com o MNU. Nos animais dos grupos MNU e
MNU+DDVP, a inoculagéo foi de MNU na dose de 15 mg/Kg dissolvida em citrato de
sédio (1M pH 6,8) para inducao quimica. Apos o procedimento cirdrgico 0os animais
de todos 0s grupos experimentais receberam Paracetamol (200mg/kg) diluidos na
agua do bebedouro durante 5 dias para analgesia (80ug/mL).

Apo6s a administragcdo do MNU, os animais dos grupos MNU e MNU+DDVP
receberam injecdes subcutaneas diarias de 2,5mg/Kg de Cipionato de Testosterona
(Deposteron-Novaquimica, Sao Paulo, Brasil) por 20 dias (Adaptado de FAVARO,
2014).

Durante todo o experimento, os animais dos grupos Controle e MNU receberam
racao basal sem o pesticida. Os animais dos grupos DDVP e MNU+DDVP receberam
racdo basal sem o pesticida até os 120 dias de idade, periodo em que foi realizada a
inducao de lesdes (inoculacdo de MNU e administracao de Cipionato de testosterona).
A partir 120 dias de idade até o momento da eutanasia, os animais destes grupos

passaram a receber racao basal enriquecida com 10 mg/Kg de DDVP, concentragao
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correspondente ao LOAEL (lowest observed adverse effect level), de acordo com a
Environmental Protection Agency (EPA, 1998).

Todos os protocolos seguiram 0s principios éticos preconizados pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e a
regulamentacao estabelecida pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA) (Anexo 1).
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\ﬂ_!
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GRUPO MNU + DDVP P

Eutanasia Periodo sem tratamento

B Periodode Inducio Quimica
Inoculaciao MINU

[ Periodode descanso entre

Inocula¢do de Citrato de indu¢io quimica e uso da Racio

{ = = -

Sédio IM pH 6,8 Basal enriquecida com DDVP
Periodo de administracao diaria I Periodode uso de Racio Basal
de Cipionato de Testosterona enriquecida com DDVP

Figura 7. Diagrama dos Grupos Experimentais.

Coleta do material biolégico

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

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

em biofreezer a -80°C, para posterior analise de Western Blotting.
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Avaliacado dos dados biométricos

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

do 6rgédo por grupo e peso relativo (PR) entre peso da préstata e peso do animal.

Analise histopatoldgica

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

a) hiperplasia epitelial (aumento da populag&o celular com estratificagéo, sem
atipia);

b) atrofia (retracédo do epitélio com reducédo do citoplasma secretério);

c) inflamacéao focal periacinar (presenca de infiltrado de células inflamatérias);

d) atipia celular com presenca de inclusdes citoplasmaticas;

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

Foi avaliada a incidéncia das lesfes, isto €, a porcentagem de animais que
apresentaram cada tipo de lesdo histopatologica para cada grupo experimental. Para
isso, foi considerada a presenca ou auséncia de lesdo apOs andlise de cortes
histologicos de duas diferentes profundidades de tecido prostatico por animal.

Analise morfométrico-estereoldgica

Imagens das laminas coradas com Hematoxilina-eosina também foram
utilizadas para avaliacdo morfométrico-estereologica descrita por Weibel (1978)
utilizando uma grade de 168 pontos. Foram utilizados 10 campos obtidos,
aleatoriamente, com objetiva de 20x em microscépio éptico para cada animal para
essa analise. Desta forma, obteve-se o volume relativo de cada um dos

compartimentos da préstata: epitélio, limen e estroma.
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Também foi realizada a contagem de células epiteliais luminais a partir de 10
imagens aleatorias da prostata de cada animal e a distribuicdo desses valores por

uma érea de 10.000 um? da prostata.

Analise imuno-histoquimica

Para andlise imuno-histoquimica, os cortes histoldgicos também foram
desparafinizados e a técnica foi padronizada de acordo com o protocolo do fabricante
para cada anticorpo: HIF-1a (1:1000), VEGF (1:400), FIk-1 (1:400), endostatina

(1:250). O protocolo da imuno-histoquimica se encontra no Anexo 2.

Analise de Western Blotting

Para as andlises de Western Blotting, foi feita a extracdo das proteinas seguida
de quantificacdo pelo micrométodo de Bradford. Foi feita eletroforese para separacdo
das proteinas de acordo com o peso molecular e estas foram eletrotransferidos para
uma membrana imobilizadora de PVDF para incubacdo com os anticorpos primarios
e secundarios correspondentes a cada antigeno pesquisado (HIF-1a, VEGF, Flk-1,
endostatina) e a proteina usada como marcador celular endégeno (B-actina).

Apos incubacdo com o anticorpo secundario, as membranas foram lavadas e
inseridas no fotodocumentador (G:BOX, Syngene) e a reacao foi revelada utilizando
substrato quimioluminescente. A andlise dos resultados foi feita através da verificacdo
da reacdo positiva ou auséncia das bandas, seguida de fotodocumentacdo da
membrana. A intensidade da banda foi quantificada através do indice de densitometria
optica (IOD) relativo a intensidade de B-actina (marcador celular endégeno) realizado
no software GeneSys (GeneTool, Syngene). O protocolo de Western Blotting se

encontra no Anexo 3.

Anélise estatistica

Os dados de avaliagdo biométrica, a contagem de células epiteliais luminais e
os valores de densitometria Optica relativa, foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) seguida de teste de Tukey com 5% de significancia.

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

Todos os testes foram realizados através do software Prism 8.0 (GraphPad).
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2.3 RESULTADOS
Analise de dados biométricos

Na andlise do peso corporeo dos animais, peso da préstata ventral e peso
relativo, ndo houve diferencas estatisticamente significativas. Os valores de média e
desvio padréao para peso corporeo e peso da prostata ventral por grupo, assim como
peso relativo entre peso da préstata e peso do animal se encontram nas tabelas
abaixo.

Tabela 1. Média e desvio-padrao do peso corpoéreo dos animais (PC), peso da préstata ventral (PV) e
peso relativo (PR) (p > 0,05).

Controle DDVP MNU MNU+DDVP
PC 364,00 + 24,74 366,50 + 23,81 363,62 + 31,35 363,75 +12,97
PV 0,21 +0,03 0,23+ 0,05 0,27 £ 0,04 0,26 + 0,04
PR 5,79 £ 0,83 6,27 + 1,44 7,48 + 1,34 7,28 + 1,40

Nos valores de consumo médio semanal de racdo também nao foi possivel

verificar diferencas estatisticamente significativas.

Tabela 2. Média e desvio-padrao do consumo semanal de ragéo por grupo (p > 0,05).

Controle DDVP MNU MNU+DDVP
123,55+8,66 119,83+9,15 124,60+0,45 122,51 +6,27

MEDIA
CONSUMO

Analise histopatoldgica

A analise do lobo ventral do grupo Controle mostrou arquitetura glandular tipica
de uma prostata ventral adulta normal. Os acinos apresentaram epitélio simples
cilindrico baixo, com polaridade nuclear basal, e estroma fibromuscular vascularizado
(Figura 8 — A). O grupo DDVP apresentou, em grande parte, arquitetura glandular de
uma prostata ventral normal, porém com algumas regibes de acinos pregueados
(Figura 8 — B). Os animais dos grupos induzidos (MNU e MNU+DDVP) apresentaram
acinos mais pregueados, com regides de epitélio cilindrico e regides estratificadas
(Figura8 — C e D).
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Figura 8. Visdo panoramica de cortes histologicos da prostata ventral dos grupos experimentais,
corados com hematoxilina e eosina. (A) Grupo Controle. (B) Grupo DDVP. (C) Grupo MNU. (D) Grupo
MNU+DDVP. Lu = ltmen, Ep = epitélio, Es = estroma.

Foram encontradas algumas alterac6es no epitélio e estroma de todos os
grupos experimentais: hiperplasia epitelial (Figura 9 — A e B), atrofia (Figura9 — C e
D), focos inflamatorios periacinares (Figura 9 — E e F), atipia celular com presenca de
inclus@es citoplasmaticas (Figura 10 — A e B) e metaplasia com hiperplasia estromal
(Figura 10 — C a F). A incidéncia de cada tipo de lesdo para cada grupo se encontra
na tabela 3.
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Figura 9. Cortes histologicos da préstata ventral de ratos corados por hematoxilina e eosina para a
representacao da andlise histopatologica. (A e B) regides com hiperplasia epitelial. (C e D) regides com
atrofia. (E e F) regibes com inflamagao periacinar. Lu = limen, Ep = epitélio, Es = estroma, H =
hiperplasia, Af = atrofia, inf = foco inflamatério.
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Figura 10. Cortes histolégicos da préstata ventral de ratos corados por hematoxilina e eosina para a
representacao da andlise histopatologica. (A e B) setas apontam para inclus@es citoplasmaéticas. (C, D,
E e F) metaplasia com hiperplasia estromal. Lu = limen, Ep = epitélio, Es = estroma, Met = metaplasia,
(*) hiperplasia estromal.
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Tabela 3. Incidéncia das lesbes prostaticas por grupo.

Controle DDVP MNU MNU+DDVP

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

Houve diferenca estatisticamente significativa entre 0os grupos somente em
relacdo a hiperplasia epitelial. Através do grafico da Figura 11 € possivel verificar um
aumento na incidéncia de hiperplasia epitelial nos grupos induzidos (MNU e
MNU+DDVP), nos quais 100% dos animais apresentam essa lesdo, demonstrando

uma relacéo entre esse tipo de leséo e a inducao quimica.
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Figura 11. Incidéncia de hiperplasia epitelial por grupo. Analise estatistica baseada no teste de Fisher
(* p=0,0150 e ** p=0,0070).
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Analise Morfométrico-Estereoldgica

A analise dos volumes relativos do estroma, epitélio e |[imen encontrou
diferenga significativa entre os grupos, em relagéo ao epitélio. O grupo MNU+DDVP
apresenta um volume relativo do epitélio significativamente maior em relagdo ao grupo

Controle. Os dados podem ser observados na tabela 4.

Tabela 4. Média e desvio padréo dos volumes relativos (VR) do estroma, epitélio e limen da préstata.

Controle DDVP MNU MNU+DDVP

VR do epitélio (%) 20,67+2,702 25,54+503% 21,99+6,05° 29,16+8,82°
VR do ltmen (%)  63,3245,05  58,30+7,87  64,01+9,44  58,39+8,98
VR do estroma (%) 16,00£4,50 16,16+4,03 14.00+5,62 12,45+3,32

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

A contagem do numero de células epiteliais luminais por 10.000 um2 de area
para cada grupo revela diferencas significativas entre os grupos ndo induzidos
(Controle e DDVP) e os grupos induzidos por MNU (MNU e MNU+DDVP),
demonstrando que o modelo de inducao foi responséavel pelo aumento no nimero de

células nesses grupos (Figura 12).
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Figura 12. Namero de células epiteliais luminais por area (10.000 um?2). Os valores representam média
* erro padrao. Analise estatistica baseada no teste de Tukey (* p < 0,05e *** p<0.001).

Anélise imuno-histoquimica
HIF-1a

A andlise imuno-histoquimica do HIF-1a revelou uma marcacéo na regido do
Complexo de Golgi das células epiteliais luminais de todos 0s grupos experimentais
(Figura 13).
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Figura 13. Fotomicrografias da prostata ventral de rato com rea¢do imuno-histoquimica anti-HIF-1a em
objetiva de 40x. (A) Grupo Controle. (B) Grupo DDVP. (C) Grupo MNU. (D) Grupo MNU+DDVP. Lu =
Iimen, Ep = epitélio, Es = estroma. Seta sélida = marcacao na regido do complexo de Golgi de células
epiteliais luminais.

VEGF
Na andlise imuno-histoquimica do VEGF detectou-se uma marcacdo nas
células endoteliais e no citoplasma das células epiteliais luminais de todos os grupos

experimentais, principalmente na regiao apical dessas células (Figura 14).
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Figura 14. Fotomicrografias da prostata ventral de rato com reacéo imuno-histoquimica anti-VEGF em
objetiva de 40x. (A) Grupo Controle. (B) Grupo DDVP. (C) Grupo MNU. (D) Grupo MNU+DDVP. Lu =
Iimen, Ep = epitélio, Es = estroma. Seta sélida = marcag¢édo no citoplasma das células epiteliais luminais.
Seta pontilhada = marcagédo nas células endoteliais.

Flk-1

Na analise imuno-histoquimica do Flk-1 (receptor do VEGF) detectou-se uma
marcacao nas células endoteliais do estroma e no citoplasma das células epiteliais
luminais de todos 0s grupos experimentais, principalmente na regido apical dessas

células (Figura 15).
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Figura 15. Fotomicrografias da préstata ventral de rato com reacédo imuno-histoquimica anti-Flk-1 em
objetiva de 40x. (A) Grupo Controle. (B) Grupo DDVP. (C) Grupo MNU. (D) Grupo MNU+DDVP. Lu =
limen, Ep = epitélio, Es = estroma. Seta sélida = marcagéo no citoplasma de células epiteliais luminais.
Seta pontilhada = marcagao em células endoteliais.

Endostatina

Na analise imuno-histoquimica da endostatina detectou-se uma marcacao nas
células endoteliais do estroma e no citoplasma das células epiteliais luminais de todos
0S grupos experimentais, principalmente na regiao apical dessas células (Figura 16).
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Figura 16. Fotomicrografias da prostata ventral de rato com reagdo imuno-histoquimica anti-endostatina
em objetiva de 40x. (A) Grupo Controle. (B) Grupo DDVP. (C) Grupo MNU. (D) Grupo MNU+DDVP. Lu
= limen, Ep = epitélio, Es = estroma. Seta solida = marcac¢@o no citoplasma de células epiteliais
luminais. Seta pontilhada = marcacéo em células endoteliais.

Anélise de Western Blotting

Nos dados referentes aos perfis representativos de Western Blotting nas
amostras de préstata ventral observou-se uma banda de 42 kDa para 3-actina e uma
banda de 96 kDa para HIF-1a. Para VEGF, observou-se uma banda de 21 kDa, que
representa a proteina em sua forma monomérica. Para Flk-1, observou-se uma banda
de 150 kDa, que representa a proteina imatura e para a endostatina, uma banda de
22 kDa (Figura 17).
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Figura 17. Perfil representativo de Western Blotting para A = B-actina. B = HIF. C = VEGF. D = Flk-1. E
= Endostatina.

indice de densitometria 6ptica (IOD)
O indice de densitometria 6ptica (IOD) relativo a intensidade de B-actina ndo
demonstrou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos para nenhuma

das proteinas analisadas (Figura 18).
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Figura 18. indice de densitometria éptica (IOD) para HIF-1a, VEGF, Flk-1 e endostatina. Analises
estatisticas baseadas no teste de Tukey.
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2.4 DISCUSSAO

A avaliacdo dos dados biométricos como peso corporeo, peso da préstata, peso
relativo e consumo médio semanal de racdo ndo apresentou diferencas entre os
grupos experimentais, podendo estar relacionado a auséncia de lesdes graves em
todos os grupos.

O protocolo de inducdo, com inoculacdo intraprostatica de MNU e
administracé@o de testosterona por 20 dias, foi responsavel pelo surgimento de lesées
como hiperplasia, atrofia, inflamac&o e metaplasia na préstata ventral de ratos, porém
nao foi capaz de gerar lesbes malignas. Arunkumar e colaboradores (2006) e Pinho
(2019) também usaram protocolos de carcinogénese com combinacdo de MNU e
testosterona, porém obtiveram lesdes pré-malignas, como displasia e neoplasia
intraepitelial prostéatica, ou malignas, como adenocarcinoma. Essa diferenca pode ter
ocorrido devido a maior concentracdo de MNU administrada ou, no caso de Pinho
(2019), pela utilizacdo de um copolimero para liberagéo gradual do carcinégeno.

A maior incidéncia de hiperplasia epitelial ocorreu nos grupos MNU e
MNU+DDVP, com 100% dos animais apresentando essa lesdo nos grupos, sendo
possivel estabelecer uma relacédo entre a inducdo quimica e o aumento da populacéo
celular no epitélio.

A contagem de células epiteliais luminais demonstrou aumento significativo no
namero de células dos grupos induzidos em relacdo aos nao induzidos, corroborando
com os achados de incidéncia de hiperplasia epitelial. A anélise morfométrico-
estereoldgica evidenciou maior volume relativo do epitélio no grupo MNU+DDVP,
indicando que a associacdo entre MNU e DDVP foi responsavel pelo aumento no
volume desse compartimento prostatico. A inducéo quimica, bem como a associacao
entre inducao e pesticida promoveram a proliferacao celular do epitélio prostatico.

A testosterona, administrada na etapa de indu¢éo quimica, tem acédo promotora
e estd associada ao aumento da proliferacdo celular durante a fase inicial da
carcinogénese prostatica (BOSLAND e PRINSEN, 1990) e o DDVP, que €& um
desregulador enddcrino, em doses baixas, pode apresentar acdo agonista nos
receptores de andrégeno da prostata (FEDORUK, 2005). Como os andrégenos, ao se
ligarem aos receptores AR, estimulam a proliferacdo e diferenciacdo das células
epiteliais da préstata (CUNHA et. al, 1987), o DDVP pode ter alterado a regulacao

celular nesse orgéo.
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Em lesdes de neoplasia intraepitelial de alto grau ou carcinoma da prostata, foi
detectado aumento progressivo na expressao do HIF-1a em relacéo ao epitélio normal
(KIMBRO e SIMONS, 2006; MABJEESH e AMIR, 2007). No presente trabalho, nao foi
observado aumento significativo, visto que ndo foram obtidas lesdes pré-malignas e
malignas. Outra diferenca é a imunolocalizacéo desse fator de transcricdo. Mabjeesh
e Amir (2007) detectaram-no no ndcleo das células, enquanto a marcacao da proteina
no presente experimento ocorreu somente no citoplasma, na regidao do Complexo de
Golgi. Isso demonstra que a proteina ainda néo foi ativada. Ela é ativada no nucleo,
onde exerce a sua funcdo de regular a transcricdo de genes (ELSBERGER et al.,
2011).

Segundo Zhong et al. (2004), a regulacao positiva do HIF-1a ocorre no estagio
inicial da tumorigénese, em lesBes pré-malignas da prostata, antes da evidéncia
histol6gica de angiogénese ou invasdo. Esse fator poderia explicar a auséncia de
diferencas significativas na expressdo do VEGF e do Flk-1 entre os grupos
experimentais, visto que ndo houve aumento da expresséao e ativacao do HIF-1a.

A expressdao do VEGF se correlaciona com a progressao do tumor
(TAKAHASHI e SHIBUYA, 2005) e com um mau progndstico no cancer de prostata
(GEORGE et al., 2001) e a expressao do Flk-1 esta relacionada com a do VEGF, pois
a superexpressao do VEGF regula positivamente a do Flk-1 em células endoteliais
(KREMER et al., 1997; SHEN et al., 1998).

A imunolocalizacdo do VEGF em células epiteliais e endoteliais corresponde
aos achados de Ferrer et al. (1997; 1998) e Pallares et al. (2006). Da mesma forma,
a imunolocalizacdo do Flk-1 também ocorreu em células epiteliais e endoteliais,
corroborando com o encontrado em outros estudos (PALLARES et al., 2006).

A endostatina tem atuacdo direta nas células endoteliais, apresentando
marcacao nessas células, o que corrobora com os achados de Ergun e colaboradores
(2001). Segundo Sund e Kalluri (2009), essa proteina também pode ser marcada nas
laminas basais por ser um fragmento do dominio C-terminal do colageno XVIII, que
faz parte das membranas basais epiteliais e endoteliais e € nessa regido que ocorre
a protedlise do colageno, liberando a porcéo referente a endostatina (FELBOR et al.,
2000). A marcacao encontrada também nas células epiteliais luminais pode revelar a
ligagcdo do anticorpo ao fragmento ainda ligado ao colageno XVIII que estad sendo
produzido na célula.
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E esperado que a endostatina diminua com o desenvolvimento de lesdes
malignas, pois nos estagios avancados de carcinogénese ha uma diminuicdo dos
fatores antiangiogénicos ao mesmo tempo que aumentam os fatores proangiogénicos
(FOLKMAN, 2002). Apesar de ter ocorrido uma diminui¢cao no indice de densitometria
Optica da endostatina nos grupos induzidos em relacdo ao grupo Controle, essa
diferenca nao foi significativa.

O microambiente prostatico é muito importante no processo carcinogénico
(BIANCHI-FRIAS et al., 2019). A interacdo entre o microambiente estromal e as
células epiteliais € responsavel pela manutencéo dos aspectos fisioldgicos da préstata
(NEMETH e LEE, 1996) e o desequilibrio nessa interacdo pode gerar a formacéo de
neoplasias e a invasdo (CUNHA et al., 1992). Assim, o estudo de fatores envolvidos
nessa interacdo, como os fatores angiogénicos, sao importantes na compreenséao da
carcinogénese.

Devido ao fato deste experimento ter alcancado apenas uma etapa inicial de
carcinogénese, ainda ndo houve um aumento significativo nos fatores
proangiogénicos e uma diminui¢&do nos fatores antiangiogénicos.

Dessa forma, a associacdao entre o MNU e o DDVP alterou a morfologia da

préstata, mas nao alterou a expressao das proteinas angiogénicas estudadas.

2.5 CONCLUSAO
Os resultados obtidos revelam que o DDVP, associado ao MNU, promoveu o
desenvolvimento de lesdes e alterou aspectos morfolégicos da préstata ventral de

ratos, mas nao alterou a expressao de marcadores moleculares de angiogénese.
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3.2 ANEXO 2

Protocolo imuno-histoquimica

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

2. Recuperacéo do antigeno: as laminas foram imersas em solugcdo tampéo Citrato
10mM pH 6,0 e aquecidos em microondas de acordo com a proteina de interesse.

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

4. Incubacdo com anticorpo primario: as laminas foram incubadas com anticorpo
primario overnight & temperatura ambiente de acordo com a proteina de interesse.

5. As laminas foram lavadas 4 vezes em TBS por 5 minutos com agitacéo e, depois,
incubadas em Biotinylated Goat Anti-polyvalent (abcam®) durante 10 minutos a
temperatura ambiente. ApGs a incubacdo foram lavadas 4 vezes em TBS por 5
minutos com agitacao.

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

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

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

9. As laminas foram desidratadas para coloca¢éo de laminula.

Quadro 1. Solucéo tampéo e diluicdo do anticorpo primario para HIF-1a, VEGF, Flk-1 e endostatina.

Proteina Tempo de DiIui(;é(_) a,nt_icorpo Hospedeiro
microondas primario
HIF-1a (MAB5382) 5 minutos 1:1000 Camundongo
VEGF (sc-152) 5 minutos 1:400 Coelho
Flk-1 (sc-6251) 6 minutos 1:400 Camundongo
Endostatina (ab64569) 6 minutos 1:250 Camundongo
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3.3 ANEXO 3
Protocolo Western Blotting

Para as analises de Western Blotting, as amostras da prostata ventral foram
homogeneizadas em tampao de extracao RIPA (proporcao de 30 mg de tecido/100ml
de tampéo de extracdo). Os homogeneizados obtidos foram centrifugados a 4°C
14000 rpm por 20 minutos. Os sobrenadantes resultantes foram solubilizados para
quantificacdo de proteinas pelo micrométodo de Bradford.

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

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

Quadro 2. Diluigdo dos anticorpos primario e secundario para B-actina, HIF-1a, VEGF, Flk-1 e

endostatina.

Proteina D|IU|g;aQ anticorpo Anticorpo secundario
primario
B-actina (orb10033) 1:200 Anti-rabbit IgG-HRP 1:5000
HIF-1a (MAB5382) 1:500 Anti-mouse lgG-peroxidase 1:4000
VEGF (sc-152) 1:200 Anti-rabbit IgG-HRP 1:8000
Flk-1 (sc-6251) 1:500 Anti-mouse IgG-peroxidase 1:4000
Endostatina (ab64569) 1:500 Anti-mouse IgG-peroxidase 1:5000




