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RESUMO

Tendo em vista a problematica mundial com relacao a degradacao dos materiais
plasticos e sua dispersdo no meio ambiente, e diante de estudo realizado anteriormente
onde se observou alteracdes histopatologicas e bioquimicas na prdstata de animais
expostos ao DBP (Di-N-Butil-ftalato) no periodo perinatal, este estudo teve por objetivo
avaliar o potencial carcinogénico do DBP administrado desde o periodo fetal e apos
iniciagdo pelo MNU em um modelo de carcinogénese prostatica. Ratas prenhes foram
divididas em 4 grupos experimentais: 2 tratados: n=16/grupo (TDBP100 e TDBP500) e
2 controles: n=8/grupo (CN e CMNU). O grupo TDBP100 foi exposto ao DBP (100
mg/kg) e o TDBP500 a 500 mg/kg do 15°. dia de gestagdo (DG15) até a 21°. dia pds-
natal (DPN21), enquanto que os animais controle receberam o veiculo. Apds o
desmame, os machos foram separados e os grupos tratados e CMNU receberam dose
unica de MNU (50 mg/Kg, i.p.) na 6*. semana pos-natal. Metade dos animais tratados
(n=8/grupo) continuaram recebendo o DBP (DBP100+ ¢ DBP500+) apds o desmame
em doses semanais até o dia do sacrificio (DPN180), enquanto os demais foram
mantidos pelo mesmo periodo sem tratamento (DBP100- e DBP500-).Apds a aplicacao
do MNU, os animais foram submetidos a inje¢des semanais de Cipionato de
Testosterona (promotor) 2mg/aplicacdo. No dia do sacrificio, o sangue foi coletado, os
orgaos reprodutores foram pesados e fragmentos do lobo ventral da prostata foram
processados para inclusdo em resina e Paraplast para as andlises estruturais; e
imunocitoquimicas para a deteccdo de AR e ER. Fragmentos de prostata ventral foram
congelados e estocados a -80°C e apds extragdo das proteinas, estas foram destinadas a
reagdo de Western Blot para avaliar a expressdo das mesmas proteinas. Houve
diminui¢do na distancia anogenital nos animais DBP500 no DPN1 quando comparado
com o grupo controle apontando para o efeito efetivo do DBP sobre o desenvolvimento
do aparelho urogenital. Nao houve diferenca estatistica entre o peso corporal dos
animais ou entre o peso absoluto da préstata na data do sacrificio. Quanto a analise
estereologica dos componentes teciduais nos diferentes grupos experimentais, houve
aumento do compartimento epitelial nos grupos DBP100- ¢ DBP500- em relacdo CN e
diminui¢do do compartimento luminal no grupo DBP500- em relagdo ao grupo CN e ao
grupo DBP100-. Ao observar a incidéncia de lesdes prostaticas através da andlise
histopatologica percebe-se que houve aumento na incidéncia de inflamagdo e

hiperplasia/displasia nos grupos tratados com DBP, principalmente na préstata dorso-



lateral. A ocorréncia de PIA (Proliferative Inflammatory Atrophy) e adenocarcinoma
microinvasivo foram mais frequentes nos animais do grupo TDBP500. Interessante
ressaltar que entre os animais tratados apenas durante a gestacdo (TDBP100- e
TDBP500-) e os suplementados depois da amamentagao (TDBP100+ ¢ TDBP500+) ndo
houve diferenca na frequéncia de adenocarcinoma microinvasivo entre os grupos de
mesma dose. A imunorreatividade para o AR foi predominantemente nuclear e pareceu
mais intensa nos grupos DBP100- e 100+, quando comparado aos demais grupos. E a
imunomarcagao para o ERa apareceu nas células estromais dos grupos experimentais.
Quando olhado para os resultados para a expressdo das proteinas estudadas pelo
Western Blotting verifica-se que houve um aumento da expressdo de AR nos grupos
DBP100- e 100+, corroborando com as andlises da imunohistoquimica. Porém, a
expressdao do ERa foi maior nos grupos DBP500+/- em relacdo ao grupo CN. Diante
dos resultados obtidos nesse estudo podemos concluir que a exposi¢ao perinatal ao DBP
¢ capaz por si de ocasionar alteragdes teciduais e moleculares na prostata de ratos
adultos expostos a pequenas e altas doses, e que a suplementagdo pos-natal deste

composto nao modificou o padrao observado nesses animais.



INTRODUCAO
A estrutura da prostata

Dentre as estruturas acessorias do aparelho reprodutor masculino, a prostata
apresenta-se como a glandula mais volumosa e a de maior expressividade funcional
(Netter, 1965). A prostata secreta um liquido fino de aspecto leitoso que aumenta o
volume do s€men. A secregdo prostatica apresenta propriedades importantes para que a
fertilizacdo tenha éxito; colaborando com a neutralizacdo do meio e contribuindo
sobremaneira para o aumento da motilidade e fertilidade dos espermatozoides (Guyton,

2006).

Histologicamente, a prostata constitui-se de glandulas tubulo-alveolares. O
epitélio secretor que reveste os alvéolos assenta-se numa membrana basal que repousa
sobre um estroma conjuntivo, contendo fibras musculares lisas que circundam os alvéolos
e ductos, e inimeros vasos. No estroma podem ser encontradas terminagdes nervosas de
varios tipos, freqlientemente entre as células musculares lisas (Ichihara et al., 1978) e
associadas ao epitélio (PRICE, 1963). No homem, as unidades glandulares dispoem-se
em trés camadas de forma concéntrica ao redor da uretra prostatica, onde se abrem os
ductos individuais. Perifericamente, uma fina capsula fibromuscular rica em células
musculares lisas envolve a prostata, enviando septos que penetram na glandula (Junqueira
& Carneiro, 2008).

Na maioria dos roedores, a glandula prostatica apresenta-se como uma estrutura
complexa composta de trés lobos distintos, designados pela localizacdo que cada um deles
ocupa em relagdo a uretra. Assim, sdo identificados o lobo ventral, no istmo da bexiga, e
os lobos dorsal e lateral que circundam dorsolateralmente, a uretra, a base da bexiga, a
vesicula seminal e as glandulas coaguladoras (Price, 1963; Jesik et al., 1982; Sugimura et
al.,1986). Assim como nas zonas da prostata humana, estes lobos diferem no que diz
respeito a sua topografia, ao seu tamanho, a sua composi¢ao celular e sua organizagao
estrutural, as suas secre¢des € aos respectivos processos secretorios (Jesik et al., 1982;
Aumuller & SITZ, 1990; Colombel & Buttyan, 1995).

O epitélio das unidades secretoras e seus ductos sdo constituidos de células
geralmente cilindricas e altas - as células epiteliais luminais — e entre as bases destas
podem estar distribuidas células menores, achatadas ou arredondadas — as células

epiteliais basais (Ichihara et al., 1978).
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Na porcao conjuntiva da prostata podem ser observados células musculares lisas,
fibroblastos, macrofagos fixos e células endoteliais dos vasos, cada qual com seu
importante e especifico papel na viabilidade e fungdo secretora do tecido como um todo
(Franks, 1967 apud Prings et al., 1991). O termo estroma ¢ empregado para designar, no
adulto, o tecido conjuntivo frouxo associado ao epitélio, correspondendo ao componente
“ndo epitelial” de um 6rgdo. A manutenc¢do da diferenciagdo epitelial na prostata adulta
parece ser dependente de interagdes entre estroma e epitélio, sendo que a ativacdo de
fatores de crescimento no estroma prostatico pode ser responsavel pelo aparecimento da

hiperplasia benigna de prostata (Cunha et al., 1983).

Fisiologia e Consideracées Experimentais

Em todas as espécies de mamiferos, o desenvolvimento e o crescimento da
prostata comecam ainda na vida fetal e completam-se durante a maturidade sexual. Em
humanos, o seio urogenital surge aproximadamente por volta da sétima semana de
desenvolvimento intra-uterino e permanece indiferenciado até a décima ou décima
segunda semana, quando entdo se inicia a morfogénese prostatica, através e dependente
dos andrégenos produzidos pelos testiculos fetais. A formagdo da prdstata em
camundongos comeca por volta do décimo sétimo dia de gestagdo e, em ratos, no

décimo oitavo dia (Thomson, 2001).

Em roedores, a maioria dos ductos prostaticos ndo ¢ ramificada ao nascimento.
Porém, na fase neonatal, como os ductos se alongam em dire¢ao ao mesénquima, eles se
bifurcam. E este o processo de ramificagio que, em ratos e camundongos, origina a
subdivisdo caracteristica da prostata destes animais em prostata dorso-lateral, prostata
ventral e préstata anterior. Apds o nascimento sdo descritos picos de proliferagao
epitelial na segunda e sexta semanas pds-natal e picos de crescimento glandular com
formagdo de lume na segunda semana (Vilamaior et al.,, 2006), vide esquema 1.
Portanto, esse periodo torna-se importante em estudos do desenvolvimento e da

influéncia de agentes epigenéticos sobre a glandula.
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Esquema 1: Representagdo esquematica dos eventos morfoldgicos observados durantes as doze semanas

iniciais do desenvolvimento pos-natal da prostata de ratos (Vilamaior et al.,20006).

A estimulagdo por androgenos ¢ absolutamente necessdria para o
desenvolvimento da prdstata, assim como para as demais estruturas sexuais masculinas
(Cunha et al., 1987). A morfogénese prostitica ¢ dependente da producdo de
andrégenos pelos testiculos do feto (Pointis et al., 1980). O desenvolvimento da prostata
nao ¢ determinado pelo sexo genético, mas sim pela exposi¢ao aos androgenos, tendo
sido demonstrado que o seio urogenital (UGS) de fémea ou macho pode formar tecido
prostatico funcional, caso eles sejam estimulados por androgenos no periodo adequado

(Takeda et al., 1986).

O brotamento prostatico € iniciado pela a¢cdo androgénica pré-natal (Timms et
al., 1994). As subsequentes morfogéneses ductal, canalizagdo e citodiferenciagao
epitelial também precisam de estimulagdo androgénica e estdo associados a um aumento
perinatal transitdrio na concentragdo de testosterona (Donjacour et al., 1988; Vilamaior

et al., 2006).

A diferenciacdo do epitélio prostatico ocorre paralelamente a maturacdo do
estroma prostatico. Androgenos atuam sobre receptores de androégeno (AR) no
mesénquima urogenital (UGM) para induzir a proliferacao epitelial, ramificagdo ductal e
citodiferenciacdo nos subtipos celulares: basal e luminal (Cunha et al., 1987; 1992). Por
sua vez, o epitélio prostatico em desenvolvimento direciona os padrdes de diferenciagdo

do musculo liso prostatico (Hayward et al., 1998). Nem o epitélio prostatico, nem o
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musculo liso da prostata, sao capazes de se desenvolver na auséncia do outro tecido
(Hayward e Cunha, 2000).

Sabe-se que os andrégenos tém papel central na biologia da prostata, mas os
estrogenos exercem fungdes importantes na homeostasia da glandula, sendo que o
equilibrio entre esses dois hormodnios ¢ essencial para as atividades de crescimento,
proliferacdo e secre¢do na glandula (Scarano et al., 2008).

Os efeitos androgénicos em células prostaticas-alvo resultam da interacdo do
hormoénio com o AR, sendo a producao de androgenos regulada pelo eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal (Cunha et al., 2001). O principal androgeno circulante ¢ a testosterona
e as células de Leydig sdo responsaveis pela produgdo de 95% desse esteroide e a adrenal,
de 5% (Hsing et al.,, 2002). Na prostata, o horménio dihidrotestosterona (DHT) ¢ o
androgeno predominante, formado a partir da testosterona por acdo da enzima Sa-
redutase. A testosterona e a DHT se ligam ao mesmo tipo de receptor — o AR, porém
possuem afinidades de ligagdo e distintas fungdes fisiologicas. A testosterona regula a
diferenciacdo sexual, além de manter as func¢des sexuais e a libido, ja a DHT tem papel
fundamental durante a virilizagao puberal, além de ser responsavel pela funcionalidade da
prostata do individuo adulto (Soronen et al., 2004).

O papel do AR vem sendo amplamente estudado, pois parte dos tumores
prostaticos respondem ao tratamento anti-androgénico de forma satisfatoria, no entanto
grupos de células ndo respondem aos bloqueios e continuam a proliferar-se originando os
tumores prostaticos independentes de androgeno. Mecanismos de resposta dependentes
do AR e independentes de andrdgenos t€m sido observados de modo especial, j& que
algumas substancias podem agir como promotoras de proliferacdo e/ou inibidoras de
apoptose pela ativagdo de vias de ativagdo do AR que ndo dependem dos andrdgenos
(Feldman & Feldman, 2001). As principais vias correspondem a via de ativagdo
“promiscua”, onde o receptor responde a ativagao por moléculas que interagem com 0s
seu sitios de ligacdo, promovendo a fosforilagdo do AR e a ativagdo de vias efetoras; e os
receptores denominados “outlaw” ou “bandidos™ que sdo ativados por vias independentes
da interacdo do androgeno, ou outra molécula, nos seu sitios de liga¢do, envolvendo a
ativacdo de receptores de proteinas quinases estimulados por fatores de crescimento. Os
principais fatores envolvidos nessa via sdo o IGF-1 (Fator de crescimento ligado a
insulina), o KGF (Fator de crescimento de queratinocitos) e o EGF (Fator de crescimento

epidermal) (Feldman & Feldman, 2001).
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Sabe-se que agentes toxicologicos de desregulacdo enddcrina podem ter efeitos
antagonicos dependendo das doses as quais o individuo esta exposto. Altas doses de DES
(dietilestilbestrol) durante a gestacdo podem culminar na inibi¢ao do desenvolvimento dos
ductos prostaticos, no entanto, baixas doses podem estimular a proliferacdo e o
desenvolvimento prostatico, como comprovado em fetos expostos ao DES onde se
observou aumento na taxa de proliferacdo e de células basais nos acinos prostaticos
(Timms et al., 2005).

Nas tultimas décadas, epidemiologistas e pesquisadores t€ém concentrado esforcos
para explicar como os varios fatores responsaveis pelas doengas que acometem a prostata
somam-se € contribuem para a génese ¢ o desenvolvimento de patogenias mais severas
nesta glandula (Hsing & Devesa, 2001). Sabe-se que o ambiente e a dieta sdo provaveis
responsaveis em induzir significativas mudancgas na concentra¢do e no metabolismo dos
hormonios esteroides sexuais, o que pode contribuir para o desenvolvimento do cancer de
prostata. Com base nisso, os hormonios e as vias de interacdo hormonio-célula podem ser
considerados intermediadores dos fatores exdgenos, como o ambiente ou a nutri¢do, € 0s
alvos moleculares do processo de iniciagdo, promogao e progressdo do cancer (Curruba,
2006).

Com o aumento significativo das neoplasias no perfil de mortalidade mundial,
vem crescendo o interesse médico-cientifico acerca dos diferentes tipos de canceres,
dentre eles, o cancer de prostata (CaP), que € a segunda causa de dbitos por cancer entre
homens. Em 2006, estimou-se a ocorréncia de aproximadamente 47.000 novos casos de
CaP no Brasil (http://www.inca.gov.br). O aumento observado nas taxas de incidéncia
de CaP nos ultimos anos pode ser parcialmente justificado pelo progressivo aumento da
eficdcia investigativa dos métodos diagndsticos, pela melhoria na qualidade dos
programas de rastreamento e sistemas de informagdo do pais, e pelo aumento na
expectativa de vida da populagdo mundial, uma vez que apos os 50 anos, a incidéncia e
a mortalidade devido ao CaP aumentam exponencialmente (Balducci & Lyman, 1997,

Hsing and Chokkalingam, 2006).

Na prostata, as lesdes epiteliais pré-malignas sdo comumente apontadas como
precursores dos carcinomas (Bostwick, 1996; Brawer, 2005). A PIN, sigla em inglés
para Neoplasia Intraepitelial ¢ caracterizada como uma lesdo epitelial proliferativa

prostatica, que potencialmente pode progredir para um carcinoma (Brawer, 2005).


http://www.inca.gov.br/

14

Atualmente, a PIN ¢ classificada em dois graus, de acordo com as alteragdes celulares
observadas nestas lesdes. Na LGPIN, sigla em inglés para a PIN de baixo grau, tanto a
atipia celular como as alteragdes estromais sdo menos acentuadas e facilmente
confundidas com areas de tecido normal. Na HGPIN, sigla em inglés para PIN de alto
grau, as células epiteliais adquirem um fenotipo parecido com as do carcinoma invasivo,
evidenciado pela atipia celular, aumento do volume nuclear e principalmente do
nucléolo (Brawer, 2005). Neste sentido, Calvo et al., (2002) identificaram mais de 400
genes alterados tanto no HGPIN com no carcinoma invasivo, corroborando a hipotese
de que a HGPIN representa um estagio intermedidrio entre lesdo pré-maligna e o

carcinoma invasivo.
Os Ftalatos

Os ftalatos sao ésteres utilizados na fabricagdo de plasticos transparentes
empregados em industrias e sdo amplamente encontrados como substancias
contaminantes no meio ambiente (Programa Internacional em Seguranga Quimica
[IPCS], 1992, 1997). Os ftalatos sdo aditivos quimicos que, adicionados ao PVC,
conferem-lhe maleabilidade. O PVC maleavel é utilizado na fabricacdo de bolsas de
sangue, de soro e de solucdes intravenosas, cateteres, mascaras para inalacdo de
oxigénio, luvas, tubos, dentre outros produtos médico-hospitalares, além de serem
utilizados na fabricacdo de embalagens plasticas maledveis de uso comercial como

mamadeiras, brinquedos, garrafas de refrigerante e outros.

Os ftalatos constituem um grupo de contaminantes que, a principio, tem baixa
toxicidade em pequenas dosagens e necessitariam de altas doses para promover efeitos
adversos em roedores (Foster, 2006). Examinando metaboélitos urindrios de ftalato,
Blount et al. (2000) relataram que, de forma geral, a populacdo estd exposta a altos

niveis de di-nbutil-ftalato (DBP) comparado a outros ftalatos.

Foram considerados agentes anti-androgénicos e estdo associados a diminuigdo
na produgdo intratesticular de testosterona, o que os diferenciam de outros agentes como
a flutamida, que estdo envolvidos no bloqueio de receptores androgénicos (Foster et al.,
2004). O mecanismo pelo qual o DBP causa reducdo nos niveis de testosterona parece
estar envolvido com a diminui¢do na produgdo de andrégenos pelas células de Leydig

fetais (Lambright et al., 2003) e pode ter efeito potencial no processo de diferenciagdo
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dos ductos mesonéfricos, além de alterar o balango hormonal indispenséavel para o

desenvolvimento normal dos orgaos e glandulas sexuais andrégeno-dependentes.

No entanto, Ren-Shan et al. (2007) demonstrou que o DEHP
(Diethylhexylphthalate) possui uma acdo bifésica sobre a funcdo das células de Leydig,
onde baixas doses (até 100 mg/Kg) promovem aumento na produgdo de testosterona e
adiantam a puberdade em animais expostos durante a lactacdo. Em contrapartida, ¢ de
acordo com a maior parte dos dados da literatura, altas doses desse ftalato tem efeito

anti-androgénico e atrasa a entrada dos animais na puberdade.

Dados resultantes de experimento realizado em nosso pds-doutoramento
mostraram que o ftalato (DBP) na dose de 100 mg/Kg (dose relativamente baixa)
promoveu alteragdes na estrutura da glandula prostatica em animais adultos submetidos
a exposicdo durante o periodo intra-uterino e lactacdo. Além disso, nossos resultados
mostraram aumento na expressao de AR na préstata, presenca de focos inflamatérios
cronicos disseminados na prostata ventral, aumento na atividade de metaloproteinases,

displasias epiteliais e atipias reativas inflamatdrias (Scarano et al., 2009).

Tendo em vista a caracteristica “plastificante” desse agente quimico, a ampla
utiliza¢do destes em manufaturados plasticos, a exposi¢ao diaria da populagdo humana e
animal a estes compostos, fazem-se indispensaveis estudos de cunho experimental, onde
os delineamentos possam mimetizar situacdes cotidianas de exposi¢do. Apesar de varios
trabalhos utilizarem esses agentes plastificadores, pouquissimos trabalhos se preocupam
em avaliar o potencial citotoxico e carcinogénico dessas substincias na prostata, bem

como as vias de interferéncia destes na homeostasia da glandula.
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OBJETIVOS

1) Avaliar o imprinting gestacional do DBP, sobre a prostata de animais adultos;

2) Avaliar se a exposicao a diferentes doses de DBP, durante o periodo gestacional e
apds a amamentacdo aumenta a susceptibilidade a lesdes prostaticas em animais adultos

iniciados com MNU;

3) Avaliar se a exposicdo gestacional e apos a amamentacdo ao DBP altera os padrdes
de imunolocalizacdo e expressao dos receptores de androgeno (AR) e de estrogeno alfa

(ERa) nesse modelo experimental.
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MATERIAL E METODOS

Delineamento Experimental e Obtencio de ratas prenhes

Machos adultos (n=16) (90 dias de idade, pesando aproximadamente 300g) e
fémeas adultas (n=32) (60 dias de idade, pesando aproximadamente 200g), da linhagem
Wistar, provenientes do Biotério Central da UNESP foram mantidos em condig¢des
controladas de luminosidade (12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e temperatura (média
de 23°C) recebendo agua e racdo para roedores a vontade. Acasalamentos foram
realizados durante o periodo escuro do ciclo, colocando-se duas fémeas na caixa do
macho, e o dia zero de prenhez (DGO0) determinado pela presenca de espermatozoides
em esfregacos vaginais de fémeas em estro. As ratas prenhes ou lactentes, mantidas em
gaiolas individuais, foram pesadas em dias alternados para permitir o calculo do volume
de ftalato a ser administrado e a investigacao de sinais clinicos de toxicidade. Apos o
nascimento, o numero de filhotes por ninhada fora reduzido para oito, preferencialmente
do sexo masculino, e ninhadas com nimero de filhotes inferior a sete foram descartadas,

ou seja, procedeu-se a eutanasia das maes e filhotes.

Os procedimentos experimentais foram de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) ¢ foram aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA)
— Protocolo 202/2010.

Os residuos quimicos gerados pelos laboratorios do Departamento de Morfologia
do Instituto de Biociéncias/UNESP, Botucatu, foram segregados, acondicionados e
transportados adequadamente para o Entreposto de Residuos Quimicos do Campus de
Botucatu- UNESP, de acordo com o Plano de Gerenciamento de Residuos Analiticos

(PGRA), identificado por AMBICAMP PGRA no. AMB-A 014-0108-00399.
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Tratamento

As fémeas prenhes foram divididas em 4 grupos experimentais assim
denominados: CN (controle negativo); CMNU (controle MNU); TDBP100 (tratado com
DBP-100 mg/kg e MNU); TDBP500 (tratado com DBP-500 mg/kg e MNU). Cerca de 6
fémeas foram utilizadas para cada grupo experimental. As fémeas do grupo TDBP100 e
TDBP500 receberam doses diarias de Di-n-butyl phthalate-DBP (Supelco, Bellenfonte,
PA, USA) (100 e 500 mg/Kg — gavage, respectivamente) do 15° dia de prenhez (DG 15)
ao final da lactagdo (DPN 21), coincidente com o periodo fetal e perinatal do
desenvolvimento da prostata, enquanto que as fémeas dos grupos CN e CMNU
receberam o veiculo (6leo vegetal). Ap6s o desmame, os machos foram separados e os
grupos TDBP100 (n=20), TDBP500 (n=20) e CMNU (n=10) receberam dose tnica de
MNU (N-Metil-N-Nitrosuréia- 50 mg/Kg, v.i.p.) na sexta semana pds-natal, periodo
que, segundo a literatura, coincide com o segundo pico de proliferacao epitelial na
morfogénese prostatica em ratos. Metade dos animais dos grupos tratados (TDBP100 e
TDBP500), n=10/grupo, continuou recebendo o DBP apdés o MNU em doses semanais
até o dia do sacrificio, enquanto os demais foram mantidos pelo mesmo periodo sem
tratamento, visando avaliar apenas o efeito do DBP no periodo critico de organogénese
prostatica. Apos a aplicacdo do MNU, os animais foram submetidos a injegdes semanais
de Cipionato de Testosterona (Deposteron®, EMS, Brasil), 2mg/aplicagdao
(v.subcutanea), visando a expansdo dos clones celulares potencialmente mutados. Os
animais foram eutanasiados por volta do 180°. dia pos-natal por decapitacao para coleta

de sangue e dos orgados reprodutores.

Sacrificio dos machos e Coleta de materiais

O sacrificio dos animais foi realizado no 180°. dia pds-natal. A eutanasia fora
realizada por decapitagdo, procedendo-se a coleta do sangue dos vasos cervicais
rompidos em tubo seco para dosagens hormonais. O testiculo e epididimo direitos de
cada rato, juntamente com a prostata ventral foram retirados e pesados em balanca
analitica de precisdo. As prostatas foram fragmentadas, sendo esses fragmentos
destinados posteriormente a fixagao (analise histopatoldgica, e imunohistoquimica e

MET) e congelamento (-80°C).
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Dosagem Hormonal Sérica

Apbs a decapitagdo, foi coletado o sangue em tubos coOnicos de 15 ml.
Centrifugou-se o material a 3.000 r.p.m. por 15 minutos, o soro foi separado e
congelado para posterior andlise. A andlise sérica para a dosagem de testosterona foi
realizada por radioimunoensaio no Laboratério de Endocrinologia, do Departamento de
Morfologia, Estomatologia e Fisiologia da Faculdade de Odontologia da USP/Ribeirdo
Preto, com a colaboracao da Profa. Dra. Janete A. Anselmo-Franci. O limite de detecgao

foi de 0.064 ng/mL, com um erro intra-ensaio de 4%.

Processamento Histologico

Os fragmentos de prostata ventral e dorso-lateral removidos foram fixados por
imersdao em metacarn por 3 horas, desidratados em etanol, clarificados em xilol e, entdo,
incluido em Paraplast. Cortes de 5 pm foram feitos em micrétomo rotativo, coletados
em laminas silanizadas e armazenados.

Apds microtomia, os cortes foram submetidos a seguinte coloragao:

Hematoxilina-Eosina (HE) : para estudo morfologico e morfométrico de ordem

geral, andlises dos tipos de lesdo e frequéncias dessas lesdes;
Impregnagdo pela prata para reticulina : para evidenciar fibras reticulares segundo

(Gomori, 1937).

As laminas foram analisadas e os campos microscopicos digitalizados utilizando

um sistema analisador de imagens (Image Pro-Plus) acoplado a fotomicroscopio Leica.

Analise Morfométrico-Estereologica

Foi realizada a andlise morfométrico-estereoldgica segundo Weibel, (1963), na
qual se utilizou um sistema teste de linhas e pontos em um graticulado com 120 pontos e
60 linhas. Assim, se obteve a propor¢do ocupada para cada grupo, para os seguintes

componentes prostaticos: limen, epitélio e estroma.
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Analise Histopatologica: Estimativa da Frequéncia de Lesoes

Os cortes histologicos das prostatas ventral e dorso-lateral coradas pela
Hematoxilina e Eosina foram submetidas a analise de frequéncia das seguintes lesdes:
Inflamagdo, Atipia Inflamatoria Reativa, PIA (Proliferative Inflammatory Atrophy),
PIN (Prostatic Intraepithelial Neoplasia), Hiperplasia/Displasia e Adenocarcinoma
Microinvasivo. Essa andlise foi realizada conjuntamente com o orientador do projeto, e
confirmada por um patologista veterinario, onde as laminas foram pré-identificadas para
uma andlise do tipo “cega”. Considerou-se positiva para a identificacdo de determinada
lesdo a presenga desta no corte histolégico. Foram analisadas 8 laminas por grupo

experimental (1 lamina/animal).

Analise Imunoistoquimica

Fragmentos da préstata ventral dos animais foram incluidos em Paraplast
conforme descrito anteriormente. Os cortes provenientes do material fixado em
Methacarn, foram submetidos a recuperagdo antigénica em ambiente imido a 100°C em
tampao Citrato 0,1M por 30-45 minutos. Apds a lavagem em tampao submeteu-se os
cortes ao bloqueio da Peroxidase Endogena em Peroxido de Hidrogénio e Metanol, e ao
bloqueio de Proteinas Inespecificas (BSA 3% ou Background Sniper — Biocare ®,
USA). Apds esses procedimentos se realizou as reagdes imunohistoquimicas para a
identificacdo de:

- AR — (N-20: sc-816 Santa Cruz Biotechnology Inc., USA)
- ERa - Estrogen Receptor (ab80922 Abcam Inc. Cambridge, MA, USA)
Apo6s a incubacdo com os anticorpos primarios, foi utilizado o kit Mach 4

Polymer (BioCare- USA) e a reagdo revelada com DAB.

Immunoblotting (Western Blot)

As amostras da prostata foram mantidas a -80°C apds o sacrificio até o inicio das
analises. O tecido fora homogeneizado a 4°C em tampao Tris-HCl 50 mmol/L pH 7,6
contendo 5 mmol/L EDTA, 0,25% de Triton X-100, 0,1M NaCl, 250 mmol/L sacarose
e inibidores de proteases em homogeneizador do tipo Tureaux em 3 ciclos de 5

segundos. O homogeneizado foi centrifugado a 12.000g por 15 minutos e o
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sobrenadante coletado. A quantificacdo das proteinas foi realizada em placas de ELISA
com 96 pocos e leitura em leitor de ELISA. As aliquotas (70-150 pg de proteina)
tratadas com solugdo tampao para corrida de gel (Laemli sample buffer — Bio-rad) e -
mercaptoetanol a 95°C por 1 minuto. Em seguida, as proteinas foram separadas em
SDS-PAGE e apos a eletroforese, transferidas para a membrana de nitrocelulose. Os
procedimentos de bloqueio, lavagem e incubacdo com os anticorpos primarios e
secundarios foram realizados no Snapld, Millipore®. A ligagdo inespecifica de
proteinas sera bloqueada através da exposicdo das membranas em BSA a 5% em
tampao TBST, em temperatura ambiente. As membranas foram subsequentemente
incubadas com os anticorpos primarios: AR (N-20: sc-816 Santa Cruz Biotechnology
Inc), IGF1-R (Ab39398 Abcam Inc. Cambridge, MA 02139) e¢ Estrogen Receptor
(Ab80922 Abcam Inc. Cambridge, MA 02139), em BSA 1% diluido em PBST por 10
minutos, e a seguir lavadas em PBST 3 vezes. Apos lavagem, as membranas foram
incubadas em anticorpo secundario especifico diluido BSA 1% por 10 minutos, e
posteriormente lavadas por 3x com PBST. Os componentes imunorreativos foram
revelados a partir de substratos colorimétricos (DAB) ou quimioluminescentes (ECL).
As bandas obtidas foram submetidas a analise semiquantitativa por densitometria dptica
(Software Scion for Windows ®) e os resultados foram comparados entre os grupos.
Para a comparagdo entre os grupos, foram utilizados 3 “pools” de amostras por grupo
experimental (3 individuos/pool) para cada marcador, normalizados pela B-actina. As
bandas dos “pools” foram comparadas entre os grupos e as bandas representativas de

cada grupo estdo sumarizadas nos resultados.

Analise Estatistica dos Dados

Os dados dos niveis hormonais séricos, indice de proliferacdo celular e
densidade oOptica das bandas provenientes do Western Blot foram comparados entre os
grupos experimentais pelo teste de Kruskal-Wallis. A diferenca estatistica entre os

parametros fora considerada para valores de p< 0,05.
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RESULTADOS

Distancia Anogenital (DAG)
Foi observada uma diminui¢ao na distdncia anogenital nos animais DBP100 e
DBP500, sendo que somente nos animais DBP500 essa diferenca foi
significativa em relacdo aos animais controle (Fig.1). Essa diferenga aponta para
o efeito efetivo do DBP sobre o desenvolvimento do aparelho urogenital e

concorda com os dados da literatura que serdao abordados na Discussao.

Distancia Anogenital
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Fig. 1: Distancia anogenital dos animais experimentais antes da iniciacdo pelo MNU.

Teste estatistico de Kruskal-Wallis, diferencga estatistica: *p<0,05.
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Monitoramento do Peso Corporal durante o periodo experimental
Nao houve diferenca estatistica entre o peso corporal dos animais durante o
experimento, nem antes € nem apos a iniciagdo pelo MNU, apesar de uma
tendéncia inicial para menor ganho de massa corporal nos animais tratados com

DBP (Figs. 2 ¢ 3).

Peso Corporal antes da indugéo
pelo MNU

150+
-o (Controle
_ -2 [DBP100
© 100- -+ [DBP500
;
=
o
® 50
o
0 T T
v >
2 o
S &

Dias apo6s o nascimento (DPN)

Fig. 2: Monitoramento do peso corporal dos animais experimentais antes da iniciagdo

pelo MNU. Nao houve diferencga estatistica entre os grupos experimentais.
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Peso Corporal apos a indugao
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Fig. 3: Monitoramento do peso corporal dos animais experimentais apds a iniciagao

pelo MNU. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos experimentais.



25

Peso corporal e da prostata na data do sacrificio

Nao houve diferenca estatistica entre o peso corporal dos animais ou entre o
peso absoluto da prostata na data do sacrificio, no 180° dia pds-natal, apesar de um
menor peso corporal nos animais dos grupos 100+, 100- e 500- e de um menor peso da

prostata nos animais dos grupos CMNU+, 100+, 500- e 500+ (Figs. 4 ¢ 5).
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Fig. 4: Peso corporal dos animais na data do sacrificio. Nao houve diferenca estatistica

entre os grupos experimentais.
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Fig. 5: Peso absoluto da prostata no DPN180. Nao houve diferenga estatistica entre os

grupos experimentais.
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Niveis séricos de testosterona
Nao foi observada diferenca estatistica entre os niveis séricos de testosterona nos
grupos experimentais no DPN180 (Fig.6), apesar de ter havido uma tendéncia na

elevacao dos niveis de testosterona nos animais do grupo DBP100+.

Testosterona sérica

Grupos Experimentais

Fig. 6: Niveis séricos de testosterona no DPN180. Nao houve diferenga estatistica entre

0S grupos experimentais.
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Analise Estereolégica dos componentes prostaticos

A anadlise estereoldgica dos componentes teciduais da prostata ventral dos
diferentes grupos experimentais mostrou um aumento do compartimento epitelial nos
grupos DBP100- ¢ DBP500- em relagdo ao controle negativo (CN) e diminui¢do no
grupo DBP500+ em relagdo aos grupos DBP100- e DBP500- (Fig. 7). Com relagdo ao
compartimento estromal, foi observado aumento nos grupos DBP500- e DBP500+ em
relagdo ao grupo DBP100- (Fig. 8). Ademais, o compartimento luminal diminuiu no

grupo DBP500- em relagao ao grupo CN e ao grupo DBP100- (Fig. 9).
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Figura 7: Propor¢dao relativa do componente epitelial segundo analise
estereologica. Teste estatistico de Kruskal-Wallis. Diferenga estatisticamente
significativa: *=diferenca em relagdo ao grupo CN; a= diferenca em relacdo ao grupo

DBP100-; b= diferenca em relacdo ao grupo DBP500-; p<0,05.
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Figura 8: Proporcdo relativa do componente estromal segundo anélise
estereologica. Teste estatistico de Kruskal-Wallis. Diferenca estatisticamente

significativa: a= diferenca em relagdo ao grupo DBP100-; p<0,05.
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Figura 9: Propor¢do relativa do componente luminal segundo andlise
estereologica. Teste estatistico de Kruskal-Wallis. Diferenga estatisticamente
significativa: *=diferenca em relacdo ao grupo CN; a= diferenca em relacdo ao grupo
DBP100-; p<0,05.
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Houve aumento na incidéncia de inflamagdo e hiperplasia/displasia nos grupos

tratados com DBP, principalmente na prostata dorso-lateral. A ocorréncia de PIA

(Proliferative Inflammatory Atrophy) e adenocarcinoma microinvasivo foram mais

frequentes nos animais do grupo TDBP500 (Figs. 10d e 10b). Interessante ressaltar que

entre os animais tratados apenas durante a gestacao (TDBP100- ¢ TDBP500-) e os

suplementados depois da amamentagdao (TDBP100+ e TDBP500+) ndo houve diferenca

na frequéncia de adenocarcinoma microinvasivo entre os grupos de mesma dose (tabela

1). A figura 10 representa algumas das lesdes observadas e descritas na tabela abaixo.

Tabela 1. Frequéncia das lesdes histopatologicas nos lobos ventral e dorso-

lateral dos grupos experimentais.

Inflamacdo Atipia PIA PIN Hiperplasia/ Adenocarcinoma
reativa Displasia Microinvasivo
inflamatéria
CN
PV 0(8)/0 0(8)/-0 0(8)/0 0(8)/0 0(8)/0 0(8)/0
PDL 1(8)/12.5% 0(8)/0 0(8)/0 0(8)/0 2(8)/ 25% 0(8)/0
CMNU

PV 0(8)/0 0(8)/0 0(8)/0 0(8)/0 1(8)/12.5% 0(8)/0

PDL 3(8)/37.5% 1(8)/12.5%  1(8)/12.5% 1(8)/12.5% 6(8)/75% 1(8)/12.5%
TDBP100-

PV 2(8)/25% 1(8)/12.5% 0(8)/0 1(8)/12.5%  3(8)/37.5% 0(8)/0

PDL 4(8)/50% 2(8)/25% 0(8)/0 2(8)/25% 8(8)/100% 1(8)/12.5%
TDBP100+

PV 2(8)/25% 1(8)/12.5% 0(8)/0 0(8)/0 3(8)/37.5% 0(8)/0

PDL 3(8)/37.5% 0(8)/0 1(8)/12.5% 3(8)/37.5%  5(8)/62.5% 1(8)/12.5%
TDBP500-

PV 0(8)/0 0(8)/0 0(8)/0 0(8)/0 2(8)/25% 0(8)/0

PDL 6(8)/75% 2(8)/25% 2(8)/25%  2(8)125% 6(8)/75% 2(8)/25%
TDBP500+

PV 2(8)/25% 2(8)/25% 18)/112.5% 1(8)/12.5%  2(8)/25% 0(8)/0

PDL 4(8)/50% 1(8)/12.5% 2(8)/25%  2(8)/25% 7(8)/87.5% 2(8)/25%
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Figura 10: Cortes histologicos corados pela hematoxilina-eosina representando

algumas das lesdes observadas e quantificadas na tabela 1 nos diferentes grupos. Na
figura 10a, foi apontado uma Neoplasia Intraepitelial Prostatica (NIP) do tipo papilifera;
em 10b foi apontado um adenocarcinoma microinvasivo (AdMI) com formagao de
microdcinos, infiltracdo leucocitaria e atipia epitelial diferenciada; em 10c, presenca de
microacinos (MA) com regides hiperplasicas; em 10d presenca de inflamagdo (Inf)

proximo a um acino com atipia reativa e PIA (atrofia inflamatdria proliferativa).
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Citoquimica e Imunoistoquimica
As andlises citoquimicas para a marcagdo das fibras reticulares pela técnica de
reticulina ndo apresentou diferengas na distribui¢do, espessura e arranjo entre os grupos

experimentais, como pode ser evidenciado de forma representativa na figura 11.

Figura 11: Cortes histologicos da prostata ventral de animais do grupo CN (a);

CMNU (b); DBP100- (c), DBP500- (d); corados pela reticulina de Gomori. As setas

apontam para a marcagao das fibras reticulares (marron escuro).

As figuras 12 e 13 representam a imunomarcacdo para AR e ERao,
respectivamente. A imunorreatividade para o AR foi predominantemente nuclear e
pareceu mais intensa nos grupos DBP100- e DBP100+ (12c e 12d), quando comparado
aos demais grupos (Figs. 12a, b, e, f). A figura 13 mostra de forma representativa a

imunomarcagdo para o ERo em células estromais dos grupos experimentais.
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Figura 12: Cortes histologicos da prostata ventral de animais experimentais
submetidos a imunoistoquimica para o AR (receptor de androgeno). As setas apontam

para as marcagdes positivas.
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Figura 13: Cortes histologicos da prostata ventral de animais dos grupos CN (a),
CMNU (b); DBP100- (c); DBP100+ (d) e DBP500- (e); submetidos a imunoistoquimica

para o ERa. As setas apontam para células estromais marcadas para o receptor.



34

Western Blotting

Os resultados para a expressdo das proteinas estudadas pelo Western
Blotting mostraram que houve aumento da expressdo de AR nos grupos
TDBP100- e TDBP100+ (Figs.: 14 e 15). A expressao do ERa foi maior nos
grupos DBP500+/- em relagdo ao grupo CN (Figs. 14 ¢ 16).

CN CMNU 100- 100+ 500- 500+

AR IR 110 kD

ERa R R 65 kDa
BAc 42 kDa

Figura 14: Anélise por Western Blot das proteinas AR e ERa na prostata ventral
de ratos dos grupos experimentais. Cada banda representa um pool de 3 amostras de um
mesmo grupo, normalizadas pela B-actina e submetidas a leitura de densidade optica

para a comparagao entre 0s grupos.
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Figura 15: Expressao relativa de AR (IOD — densidade oOptica integrada) da
prostata ventral normalizada pela B-actina. Houve aumento da expressdo de AR nos
grupos DBP100-/+ em relagdo ao controle CN. Teste estatistico de Kruskal-Wallis,

diferenca estatistica: *p<0,05. Valor expresso pela mediana.
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Figura 16: Expressao relativa de ERa (IOD — densidade optica integrada) da
prostata ventral normalizada pela B-actina. Houve aumento na expressao de ERa nos
grupos DBP500-/+ em relacdo ao CN. Teste estatistico de Kruskal-Wallis, diferenca

estatistica: *p<0,05. Valor expresso pela mediana.
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DISCUSSAO

O di-n-butil-ftalato (DBP) ¢ utilizado como plastificante e na fabricagdo de
iniimeros produtos de consumo incluindo cosméticos, adesivos, brinquedos e tintas. Por
causa desta ampla utilizagdo hd um potencial didrio de exposi¢do humana a este
quimico na populacdo em geral (Lehmann et al. 2004). Estima-se que esta exposi¢ao
esteja entre 0,84 a 113 pg/Kg/dia (Blount et al., 2000; Kohn et al., 2000).

A maioria dos estudos em roedores verte para utilizacdo de doses altas de
ftalatos - > 500mg/kg de DBP- (Mylchreest et al., 1998; Fisher et al., 2003; Jiang et al.,
2007), onde os efeitos parecem ser mais pronunciados, principalmente em nivel
testicular e de malformagdes associadas ao desenvolvimento do sistema genital
masculino, inclusive o epididimo (Foster et al., 2001; Jarfelt et al., 2005). Com o intuito
de observar os possiveis efeitos carcinogénicos do DBP sobre a prostata de ratos, e mais
ainda, se a exposicdo pds-natal potencializa os efeitos da administragdo perinatal e do
possivel imprinting do DBP sobre a glandula, no presente estudo utilizamos duas doses
de exposi¢do gestacional e pds-natal (100 e 500 mg/kg, por gavagem).

A distincia anogenital, a regressdo de aréolas/mamilos, a descida testicular e a
separacao prepucial em ratos machos sdo pardmetros androgeno-dependentes que
representam importantes fatores para a andlise de altera¢des na diferenciacao do sistema
reprodutor masculino, causadas por efeitos toxicos da exposi¢@o in Utero a substancias
quimicas (Korenbrot et al., 1977; US EPA, 1996; Carruthers & Foster, 2005).
Alteragdes nestes parametros podem gerar atraso ou aceleragdo na instalacdo da
puberdade, comprometimento do comportamento sexual ou na habilidade de produzir
gametas normais, entre outros (US EPA, 1996).

A redugdo da distancia anogenital tem sido observada em ratos machos expostos
ao DBP durante o periodo gestacional (Mylchreest et al., 1999, 2000; Ema et al., 2000;
Carruthers & Foster, 2005). Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que
os machos provenientes de ninhadas expostas a dose de 100mg/Kg/dia de DBP nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas na DAG. No entanto, os machos
expostos a dose de 500 mg/kg por dia de DBP tiveram redugdo na DAG.

Esses resultados estdo de acordo com Mylchreest et al. (1999) e Scarano et al.
(2009) que demonstraram que 100mg/kg/dia de DBP administrado a ratas prenhes

durante o 12° ao 21° dias de gestacdo também ndo provocou redu¢do da distidncia



37

anogenital, enquanto que Jiang et al. (2007) demonstraram redu¢cdo na DAG em doses
relativamente altas ( > 500mg/kg/dia).

No presente trabalho ndo houve alteragdo na evolugdo do peso corpéreo das
fémeas prenhes, no peso corporal ao nascer dos filhotes machos, nem na evolugao
corporal dos animais experimentais, iniciados ou ndo, at¢ o DPN180, sugerindo que o
tratamento com DBP nas doses utilizadas ndo provocou sinais de toxicidade metabolica
que poderiam ter interferido com o desenvolvimento intrauterino da prole e dos animais
experimentais no periodo pds-natal.

Segundo a literatura o tratamento de fémeas prenhes com diferentes doses do
DBP durante o periodo gestacional ndo produz efeitos significativos nos parametros
reprodutivos maternos, considerando desta forma que o DBP ndo ¢ toxico para as
progenitoras (Mylchreest et al., 1999; Zhang et al., 2004).

Esses dados corroboram com os resultados obtidos em relagao ao peso corpéreo
dos filhotes machos ao nascimento que foi semelhante entre os grupos experimentais.

Ao compararmos o peso absoluto da prostata ventral entre os grupos no
DPN180, verificamos ndo terem ocorrido alteracdes estatisticamente significantes,
mesmo considerando os diferentes protocolos experimentais. Desta forma, verificou-se
que a exposicao pos-natal ao DBP ndo influenciou no peso da glandula, sendo esse
semelhante entre os grupos expostos ou ndo no periodo pos-lactacional. Resultados
semelhantes foram encontrados por Scarano et al. (2009) que ndo verificaram alteracdo
no peso da prostata de animais adultos expostos no periodo perinatal.

A maioria dos estudos que associou a exposi¢cdo gestacional, pré-natal ou pos-
natal ao DBP, ou outros ftalatos, a toxicidade reprodutiva masculina utilizaram doses de
250, 500, 750 ou 1,000 mg/kg/d (Dibutylphthalate (DBP): Mylchreest et al., 2000;
Fisher et al., 2003; Zhang et al., 2004; Diethylhexylphthalate (DEHP): Wilson et al.,
2004; Borch et al., 2005). Em contraste com exposicao a altas doses que reduzem os
niveis de testosterona no periodo perinatal, eleva¢des no nivel de testosterona ocorreram
em ratos expostos oralmente a doses de 10 ou 100mg/kg/d DEHP por 28 dias durante a
puberdade (Akingbemi et al., 2004; Ljungvall et al., 2005; Ge et al., 2007).

De acordo com Parks et al. (2000), o efeito do ftalato na produgdo de
testosterona pelas células de Leydig parece ser transitorio e ocorre exclusivamente
durante as fases fetal e perinatal, uma vez que os niveis de testosterona nio estdao
diminuidos em animais expostos quando adultos. Por essa razao acredita-se que mesmo

que alteragdes nos niveis de testosterona tenham ocorrido nos animais tratados durante a



38

exposicao, esses niveis se normalizaram como consequéncia do experimento, se
tornando equivalentes nos grupos experimentais quando adultos, como observado pela
quantificagdo sérica dos niveis de testosterona obtida no presente estudo.

Os achados esterecoldgicas apontaram para um aumento na propor¢dao do
compartimento estromal nos animais dos grupos DBP500+/- em relagdo aos animais do
grupo DBP100-. Além disso, houve um aumento do compartimento epitelial nos grupos
DBP100- e DBP500- relacdo ao grupo CN, e diminui¢cdo do compartimento luminal no
grupo DBP500- em relagdo ao grupo CN. Tais alteragdes na propor¢do dos
componentes teciduais podem estar envolvidas com distirbios na morfogénese
prostatica ocasionados pela alteragdo dos niveis de testosterona (Parks et al., 2000, Jiang
et al., 2007). Outra questdo seria o aumento de alteragdes histopatologicas, o que altera
o ambiente tecidual, principalmente nos grupos mais afetados.

Em relacdo as lesdes histopatoldgicas encontradas ¢ importante salientar que a
inducdo de carcinogénese pelo MNU foi satisfatoria, tendo em vista que os animais
iniciados apresentaram maior incidéncia de lesdes quando comparados aos animais do
controle CN. Em estudo anterior (Scarano et al. 2009) foram observadas lesdes
proliferativas adaptativas e inflama¢do em ratos adultos (90 dias) submetidos a
exposicao perinatal (DBP - dose de 100mg/kg). Apesar do processo de indugdo
carcinogénica nao ter sido efetivo no sentido de induzir a formagdo de carcinomas de
médio e alto grau de invasibilidade e indiferenciagdo, observamos a presenga de lesdes
adaptativas, pré-malignas e carcinomas microinvasivos diferenciados. Essa
caracteristica de menor incidéncia de carcinomas apds a indug¢do pelo MNU
provavelmente se deve ao fato de que a linhagem Wistar seja menos susceptivel a
carcinogénese quimica urogenital, quando comparada as linhagens Sprague-dawley,
Fisher e Lewis (Oliveira et al. 2006).

Conforme observado anteriormente por Scarano et al. (2009), os resultados
apresentados mostraram aumento na incidéncia de focos inflamatorios, atipias epiteliais
reativas e hiperplasia/displasia nos animais tratados com DBP nas diferentes doses.
Porém, foi observado que nos animais TDBP500+ e — houve um aumento na incidéncia
de PIA e adenocarcinoma microinvasivo. Esse aumento na incidéncia de lesdes com
maior potencial de malignidade nos animais TDBP500 pode estar relacionado com um
aumento na instabilidade génica (genotoxicidade) provocada pela dose administrada

(Kleinsasser et al. 2001).
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Estudos epidemiologicos, histopatologicos e moleculares em humanos
apresentaram evidéncias de causa e efeito de inflamacdo no processo de patogénese do
cancer de prostata (De Marzo et al., 2004; Palapattu et al., 2005; De Marzo et al., 2007).
Inflamagdes cronicas como fendmeno isolado, ou secundario a processos infecciosos,
podem desempenhar papel importante na indugdo de crescimento prostatico e
progressdo de hiperplasia benigna prostatica. Em associacdo a PIA (Proliferative
Inflammatory Atrophy), a perda da fun¢do da GSTP1 e danos por estresse oxidativo, o
processo inflamatério aumenta a vulnerabilidade ao desenvolvimento de cancer (Sciarra
et al., 2009). Apesar das evidéncias mostrarem que deve existir uma associacao entre a
inflamacdo e o cancer de prostata, provavelmente a maioria dos casos de cancer
prostatico devem estar associados a fatores genéticos e epigenéticos independentes de
inflamacao.

Tendo em vista que grande parte das alteragdes epiteliais adaptativas em ambos
os grupos tratados com DBP possa estar associado ao aumento na incidéncia de
inflamacdo (Scarano et al. 2009), o aumento da ocorréncia de lesdes com potencial de
malignidade associados a inflamacdo (PIA) e adenocarcinoma microinvasivo em
individuos TDBP500 em relagdo ao grupo TDBP100 podem estar associadas a um
possivel aumento na genotoxicidade do DBP nesta dose (Kleinsasser et al. 2001).

Ainda com relag¢do a histopatologia, ¢ importante ressaltar que a incidéncia de
lesdes nos grupos expostos durante o periodo perinatal (gestacdo e amamentacdo) e os
suplementados com DBP no periodo pé6s MNU nao foram consideravelmente diferentes,
quando analisados na mesma dose. Essa constatacio nos permite inferir que a
suplementagdo pos-lactacional ndo alterou o padrao de susceptibilidade a carcinogénese
quimica estabelecida pelo MNU. Entretanto, pode-se propor que as alteracdes
observadas no DPN180 tenham sido predominantemente resultado da exposigdo
perinatal ao DBP, durante a fase de organogénese da glandula prostatica, configurando
um cendrio de imprinting caracteristico de outros desreguladores enddcrinos como o
etinilestradiol, o dietilestilbestrol e o bisfenol-A (Prins et al. 2007).

As andlises de expressdo protéica por Western Blotting apontaram para um
aumento na expressdo de AR nos grupos TDBP100+/-. De forma similar, o estudo de
Scarano et al. 2009 demonstrou aumento na expressao de AR no grupo exposto a
100mg/kg de DBP no periodo perinatal. Tendo em vista que a expressdao do receptor
androgénico pode ser dada de forma multifatorial: ligacdo da DHT e da testosterona,

estimulo da fosforilagdo pela MAPK e AKT devido a ativagdo por fatores de
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crescimento tecidual e outras vias associadas; o aumento da expressao do receptor de
androgeno nesses animais, pode refletir a mobilizagdo da via da MAPK ativando vias de
controle sobre a sobrevivéncia, proliferacdo e morte celular (Feldman & Feldman,
2001). No entanto para um melhor entendimento de como a mobilizagdo da via da
MAPK atua nesses animais, ¢ mais ainda, se existe relacdo entre a mobilizacao dessa
via e alteragdes no processo de morte celular neste modelo, se faz necessario um estudo
envolvendo proteinas pr6 e anti-apoptdticas, bem como um indice quantitativo para
avaliacdo de morte celular, propostos em outro estudo em andamento.

Os receptores de estrogenos do tipo o estdo envolvidos nos processos de
desenvolvimento, proliferacdo e manutencdo do ambiente prostatico em condi¢des
fisiologicas (Cunha et al., 2002). Além disso, a proliferacdo epitelial durante o
desenvolvimento de lesdes prostaticas parece envolver esses receptores, que através de
sinais pardcrinos controlam vias de proliferacdo e morte celular epitelial (Cunha et al.,
2002; Teixeira et al., 2012).

No nosso estudo houve um aumento na expressao de receptores ERa nos grupos
DBP500+/- em relacdo aos animais do grupo CN. Vale a pena ressaltar que a expressao
desse receptor nao foi estatisticamente menor nos outros grupos iniciados pelo MNU. O
aumento na expressdo de ERa foi associado em varios trabalhos que descreveram o
aumento na incidéncia de lesdes como: metaplasia escamosa, displasia e PIN; onde os
animais experimentais foram estimulados por hormoénios exdgenos (Risbridger et al.,
2001; Scarano et al., 2004; Scarano et al., 2008), provocando alteragdes no equilibrio
homeostatico hormonal.

Outro aspecto ¢ o de que a ativacao do receptor ERa e sua atuacdo nas vias de
sinalizagdo intracelular pode estar associada as vias de controle intrinseco de
proliferacdo e morte celular como, por exemplo, as vias MAPK, AKT e PKA (Barone et
al. 2010). Tais vias estdo sendo estudadas em outro trabalho do nosso grupo e
apontaram para um aumento na expressdo de MAPK nos animais tratados com DBP.
Por isso, a compreensdo desses mecanismos deverdo ser melhor avaliados quando os

dados de outros estudos em andamento forem completados.



41

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos nesse estudo podemos concluir que a exposi¢ao
perinatal ao DBP ¢ capaz por si de ocasionar alteragdes teciduais e moleculares na
prostata de ratos adultos expostos a pequenas e altas doses, e que a suplementagao pos-
natal deste composto ndo modificou o padrdo observado nesses animais. Porém, os
dados apontam para uma maior efetividade da exposi¢do perinatal a menor dose (100
mg/kg de DBP), o que confirmam os dados ja obtidos pelo grupo, podendo ser
considerado como fator aditivo na promog¢do da carcinogénese em ratos expostos ao

DBP durante a gestagdo e amamentacao.
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