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RESUMO
O receptor 1 do TNF-a est4 relacionado na literatura com uma atuagdo paradoxal na
carcinogénese prostatica: apoptose/morte e proliferacao/sobrevivéncia celular. Em vista
disso, ¢ importante tentar esclarecer por meio de um modelo knockout de TNFR-1
como ¢ o seu real efeito nesse tipo de cancer, sendo esse o objetivo desse estudo. Para
isso, foi realizada a indugdo da carcinogé€nese prostitica em camundongos C57bl/6
selvagens (SM) e knockout (KO) com o carcinégeno N-nitroso-N-metilureia (MNU) em
uma dose Unica seguido de doses semanais por seis meses de testosterona em oleo
mineral como veiculo. O grupo controle recebeu apenas doses semanais de o6leo
mineral. Como resultado dessa inducdo, os grupos desenvolveram diversos tipos de
lesdes, sendo que o grupo controle apresentou apenas lesdes benignas, enquanto o grupo
tratado apresentou benignas e malignas. Estas Ultimas foram mais incidentes nos
animais SM do que nos KO, sugerindo que hd wuma relagio de
proliferacao/sobrevivéncia quando o TNF-a se liga ao seu receptor 1. Tal resultado vai
de encontro com os achados em relacao a proliferagao celular que foi maior nos animais
SM do que nos animais KO. Em relagdo ao compartimento estromal, notamos que nao
ha alteracdo de colageno entre os grupos, entretanto ha um aumento de fibronectina nos
camundongos KO, seja do grupo controle seja do grupo carcinogénese. Esses dados
indicam baixa remodelagdo estromal nesse grupo o que justifica a menor incidéncia de
cancer nos knockout. Assim, esclarecendo o paradoxo investigado, concluimos que ao
se ligar ao seu receptor 1, a citocina TNF-a age promovendo a proliferacdo e
sobrevivéncia celular e a deposi¢do de fibronectina, eventos que podem estimular a

progressao do cancer de prostata em camundongos.

Palavras chave: TNFR-1. Carcinogénese prostata.



ABSTRACT
In the literature, TNF-a receptor 1 is related with a paradoxical action in prostate
carcinogenesis: apoptosis/death or cell proliferation/survival. Therefore, it is important
to clarify its real effect on this type of cancer by using an TNFR-1 knockout model,
which was the purpose of this study. In this regard, the induction of prostatic
carcinogenesis in mice C57bl/6 wild type (SM) and TNFR-1 knockout (KO) was
performed with the carcinogen N-nitroso-N-methylurea (MNU) in a single dose
followed by weekly doses of testosterone for six months, using mineral oil as a vehicle.
The control group received only weekly doses of mineral oil. As a result of this
induction, mice developed several types of lesions, where the control group presented
only benign lesions, while MNU treated group presented benign and malignant lesions.
Malignant lesions were more incidental in SM animals than in KO ones, suggesting that
there is a proliferation/survival relationship when TNF-a binds to its receptor 1. This is
consistent with the findings regarding cell proliferation that was higher in SM than in
KO animals. In relation to the prostate stromal compartment, we found that there was
no collagen alteration between the evaluated groups, however, there was an increase in
fibronectin distribution in KO mice, in both the control and the carcinogenesis group.
These data indicate a low stromal remodeling process in this group, which justifies the
lower incidence of knockout cancer. Therefore, when it binds to its receptor 1, the
cytokine TNF-a acts to promote cell proliferation and survival and the expression of

fibronectin, activities which can favour prostate cancer progression in mice.

Key words: TNFR-1. Prostate carcinogenesis.
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1. INTRODUCAO

Caracteristicas da prostata

A prostata ¢ uma glandula genital acessoria do sistema reprodutor masculino,
responsavel por produzir um fluido fundamental para a eficacia dos espermatozoides na
fecundacdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). A prostata humana tem um formato
conico e rodeia a uretra proximal a medida que cresce da bexiga, sendo classicamente
caracterizada como “em forma de noz”. E uma glandula exécrina do sistema reprodutor
masculino composta de elementos estromais e glandulares, extremamente conectados e
cercados de uma pseudocapsula. Esta, internamente, ¢ formada por uma musculatura
lisa e, externamente, por colageno (LEE; AKIN-OLUGBADE; KIRSCHENBAUM,
2011; McNEAL et al, 1986; McNEAL, 1972). Anatomicamente a prostata humana ¢
dividida em 3 zonas: central, de transi¢ao e periférica. Elas se diferenciam por serem,
durante a formagdo embriologica, originadas de locais distintos e terem seu aspecto
histologico, anatomico, fungdes bioldgicas e susceptibilidade a disturbios patologicos

diferentes (McNEAL, 1988) (Figural).

A T zP

Figura 1 - Divisdo anatdmica da prostata humana e de camundongos. A- Prostata humana: ZC —
Zona Central; ZT — Zona de Transi¢do; ZP — Zona Periférica; DE — Ducto Ejaculatorio; UP —
Uretra Prostatica. B- Prostata de camundongo: BE — Bexiga; U — Uretra; DD — Ducto
Deferente; VS — Vesicula Seminal; LV — Lobo Ventral; LDL — Lobo Dorsolateral; LA — Lobo
Anterior (glandula coaguladora). Adaptado de: Pathology outlines
<http://www.pathologyoutlines.com/topic/prostatehistology.html> Acesso em 01 dez 2017 (A);
SUGIMURA; CUNHA; DONJACOUR, et al., 1986 (B).

Ja a prostata de roedores ¢ organizada em 4 estruturas lobulares distintas,

denominadas: ventral, anterior, dorsal e lateral; sendo que, normalmente, essas tltimas


http://www.pathologyoutlines.com/topic/prostatehistology.html
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duas sdo coletivamente denominadas dorsolateral. Cada lobo possui fungdes
histologicas e fisioldgicas especificas. O lobo dorsolateral de roedores ¢ o que mais se
assemelha a regido periférica da prostata humana, sendo esta a de incidéncia mais
comum de cancer de prostata (McNEAL, 1969; CUNHA; RICKE, 2011). Apesar das
diferencas anatomicas observadas entre as estruturas prostaticas de humanos e
camundongos, as semelhancas na funcionalidade e histologia corroboram com a
utilizagdo de modelos geneticamente modificados de roedores para estudar as
modificagdes no Cancer de Prostata (SHAPPELL et al, 2004).

Histologicamente, a prostata ¢ caracterizada por ser um conjunto de glandulas
tubulo-alveolares, formado de um epitélio secretor envolto de um estroma,. O epitélio
secretor das unidades glandulares apresentam células luminais, células basais, células de
amplificacdo transitéria (“transit-amplifying cells”) e células neuroenddcrinas
(TUXHORN et al, 2001; AUMULLER; SEITZ, 1990). As células luminais sdo
responsaveis pela secre¢dao do liquido prostatico, tendo, portanto, em sua constitui¢ao
abundancia de reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi. Ja as células
intermediarias ¢ de amplificacdo transitoria atuam auxiliando na proliferacdo e
diferencia¢do das células luminais. Por fim, na funcdo de renovacdo epitelial agem as
células basais e tronco (AUMULLER, 1983) (Figura 2). O estroma que envolve as
glandulas é composto pela lamina basal, capilares sanguineos, fibroblastos, células
musculares lisas, células do tecido conjuntivo, terminagdes nervosas, vasos linfaticos.
Sabe-se que o complexo estromal age gerando sinalizagdes bioldgicas que promovem
alteragdes e agdes nas células epiteliais, sendo assim, compreensivel que essa interacao
epitélio-estroma seja caracterizada como uma unidade funcional da glandula

(TUXHORN et al, 2001; AUMULLER; SEITZ, 1990) (Figura 3).
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Figura 2 — Células epiteliais do tecido prostatico. I- estroma fibromuscular II- células luminais III-

células basais. Adaptado de Pathology outlines
<http://www.pathologyoutlines.com/topic/prostatehistology.html>.
Serotoning
Bombensing
Somatostatina P
1M fostalase dcia
Calcitoring
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. .
®
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"\ lArama(ase
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Figura 3 — Interagdes epitélio-estroma prostatico. FGF-f — fator de crescimento P; DHT -

diidrotestosterona; NO — o6xido nitrico, FGF — fator de crescimento fibroblastico; PSA — antigeno
prostatico especifico; 1 — célula basal; II — célula em divisdo. Adaptado de TOBOGA; VILMAIOR;

GOES, 2009.
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De acordo com Isaacs e Coffey (1989), tanto para um desenvolvimento normal
da préstata quanto para o seu funcionamento, sdo necessarios hormoénios androgénios,
principalmente a Testosterona em sua forma hidroxilada (diidrotestosterona — DHT).
Estes atuam diretamente e indiretamente nesse tecido promovendo diferenciagdo e
proliferagdo das células epiteliais. Essa atuacdo direta se dd por meio dos receptores
androgénicos (AR) especificos presentes nessa glandula, pelo qual a DHT tem uma alta
afinidade. Ja a atuacdo indireta relaciona-se com estimulo a secrecao de fatores de
crescimento, como: epidermal, de queratindciots, de fibroblastos e o tipo insulina que
agem tanto no epitélio quanto no estroma (GRIFFITHS; DENNIS, 1997). Outros tipos
de hormonios também participam do controle dessas fungdes, como os estrogénios que
colaboram com a proliferagdo das células em consonancia com os androgénios. Quando
ndo had um equilibrio entre esses hormdnios, podem surgir as neoplasias e a inflamagao
prostatica (KOIVISTO, 1997; TOBOGA; VILAMAIOR; GOES, 2009; TUXHORN et
al., 2002).

Cancer de prostata

O cancer de prostata ¢ uma enfermidade que apresenta um risco estimado de 600
mil novos casos no Brasil entre 2016-2017. Além disso, a excecdo do cancer de pele
nao melanoma, o cancer de prostata sera um dos mais frequentes perfazendo 28,6% (61
mil casos) de todos os novos casos em homens e o mais incidente em todas as regides
do pais (INCA, 2015). Ademais, ¢ considerado um problema de satide publica por
alguns pesquisadores, ja que tem grande relevancia em relagdo a morbimortalidade de
homens em todo o mundo (GOMES, 2008). Dessa forma, ¢ preciso que as causas dessa
doenca sejam mais estudadas e esclarecidas, de forma que as medidas de prevengado e

tratamento tornem-se cada vez mais eficazes.
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. 63,77 - 109,59
B 5730-63,76
. 36,01-57,29
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Figura 4 — Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de neoplasia maligna da
prostata por 100 mil homens, estimadas para o ano de 2016 por cada Unidade da Federagao.
INCA, 2015. Disponivel em: <http://www.inca.gov.br/estimativa/2016/estimativa-2016-
v1l.pdf> Acesso em 01 dezembro de 2017.

Sabe-se que as neoplasias sdo resultados de um ineficaz funcionamento de
alguns genes e isso pode ser causado por heranca (cancer hereditario), fatores
carcinogénicos (cancer esporadico) ou mecanismos epigenéticos. No caso da prostata,
algumas regides cromossomais ja foram mapeadas por serem, frequentemente,
desativadas: genes supressores tumorais; € outras ativadas: oncogenes (DONG, 2001).

Além disso, a maior parte dos carcinomas, assim como o de prdstata, estd
relacionada com algum tipo de reagdo no compartimento estromal do tecido. Essa
reagdo caracteriza-se por uma alteracdo no fenotipo das células, na matriz extracelular e
na proliferacdo estromal. Isso ocorre como um mecanismo de remodelacdo tecidual,
com a inten¢do de manter a homeostase do local. No caso do cancer, essa remodelagao
ocorre induzida pela quebra do equilibrio tecidual em funcdo das células epiteliais
carcinogénicas (ROWLEY, 1999). Virios estudos, dentre eles o de Tuxhorn e
colaboradores (2002), mostram que essa alteracdo no estroma prostatico serve de base
para o crescimento, progressdo, sobrevivéncia, proliferacdo e invasdo das células do
cancer. E o microambiente, o qual apresenta miofibroblastos que sintetizam colageno I,
colageno II, fibronectina, tenascina e versican que proporcionam um ambiente favoravel

ao crescimento e progressao do cancer de prostata.



15

Nesse contexto de remodelacao tecidual, quando observamos a matriz
extracelular destacam-se 2 componentes que foram de interesse para esse estudo:
colageno e fibronectina. O primeiro, segundo Iwasaki e colaboradores (2012) é o
alicerce extracelular para todos os seres multicelulares, atuando em fungdes estruturais e
morfogénicas essenciais na matriz ¢ membrana basal de diversos tecidos. A
fibronectina, por sua vez, ¢ uma glicoproteina adesiva, tendo um papel na adesdo,
diferenciagdo e migragdo celular (ARMSTRONG, 2000).

Viérios trabalhos como os de Li e outros (2010), Koening e outros (2006) e
Kakkad e outros (2012) mostram, em uma diversidade de tumores, a relagdao das fibras
colagenas com diminuida adesdo celular e progressdo tumoral, até mesmo em situagdo
de metastase. Esse papel na progressao tumoral também ¢é apontado em trabalhos sobre
a fibronectina e o cancer, sendo associada a migragao celular e maior movimentagdo de
células tumorais, que favorecem a metastase, quando sua deposi¢do na célula diminui
(MOHRI, 1996; KOSMEHL et al., 1999).

Atualmente, sabe-se que essa neoplasia esta relacionada com diversos fatores de
risco como: envelhecimento, historico familiar, descendéncia e o ambiente (modo de
vida) (SFANOS; DE MARZO, 2011). De acordo com Sethi e colaboradores (2012), os
caminhos moleculares por meio dos quais os fatores de risco levam ao cancer ficam

cada vez mais claros e demonstram que um processo inflamatorio ¢ comum a todos eles.

Inflamagoes prostaticas e sua relagdo com o cdncer

Rudolf Virchow observou em 1863, que os arredores de um tecido cronicamente
inflamado promove um ambiente celular propicio para o desenvolvimento de tumores
(ARGGARWAL; VIJAYALEKSHMI; SUNG, 2009). A partir disso, a relacdo entre
inflamacdes e tumores foi melhor estudada. O mecanismo para o desenvolvimento de
cancer, quando hé inflamacdo cronica, estd relacionado com a presenca de varios
mediadores pré-inflamatorios como: citocina, quimiocinas, oncogenes, além da ativacao
de fatores de transcricdo como o NF-kB (fator nuclear kB) (SETHI et al., 2012). Esses
servem de mediadores imediatos para a resposta ao estresse oxidativo induzido pelo
processo inflamatério. Eles agem em conjunto com uma inducdo de COX-2 e iNOS
(6xido nitrico sintase), uma exagerada expressdo de citocinas inflamatorias,
interleucinas, quimiocinas e alteragdes na expressao de especificos microRNAs

(REUTER, 2010).
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Os mecanismos relacionados a inflamagao podem levar a um prejuizo dos
tecidos vizinhos e saudaveis, tanto de células epiteliais, quanto estromais. Se essa
situacdo ¢ continua por um longo periodo de tempo pode levar a carcinogénese
(FEDERICO et al., 2007). Entretanto, ainda ndo se sabe ao certo qual ¢ o papel de cada
um desses mediadores pro-inflamatérios no crescimento e sobrevivéncia dos tumores,
angiogénese, invasao tecidual e metastase (HOUGHTON; UCHI; WOLCHOK, 2005).
Corroborando a ligacdo entre inflamagdo e cancer de prostata, De Marzo e outros
(2007), mostram que na Atrofia Inflamatoria Proliferativa (PIA), lesdo prostatica
atrofica focal, existem células com muita capacidade para se dividir, mas que nao
conseguem se diferenciar e secretar. Além disso, percebe-se que a PIA tem uma
capacidade de originar neoplasia intraepitelial (PIN) e o cancer prostatico, ja que nela
sdo encontradas vias moleculares, alteradas igualmente, em todas essas doencas. E nesse
sentido, que muitos estudos como o de Narayanan e outros (2009), vém buscando
descobrir como drogas anti-inflamatorias e antioxidantes podem ser uma eficaz forma
de tratamento para reduzir o desenvolvimento de tumores prostaticos € mesmo preveni-

los.

Fator de Necrose Tumoral Alfa como um precursor do cancer de prostata

Quando o fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) foi descoberto em 1975 pelo
Dr. Lloyd Old e posteriormente clonado em 1984, via-se nessa molécula um poder de
impedir a progressdo de alguns tipos de cancer, visto que tinha a habilidade de matar
c€lulas cancerigenas em tecidos de roedores (CARSWELL et al., 1975; PENNICA et
al.,, 1984; GAUR; AGGARWAL, 2003). Entretanto, estudos mais profundos sobre a
atividade dessas citocinas revelaram uma contraditdria fungdo de promover o cancer, ja
que participa dos processos inflamatdrios (LIN; KARIN, 2007).

O TNF ¢ uma das mais importantes citocinas pleiotropicas que participa de
respostas inflamatoérias e imunoldgicas. Nos ultimos anos, descobriu-se um numero
crescente de tipos de moléculas pertencentes a superfamilia TNF, que, atualmente, tem
19 membros, cada um deles com um receptor correspondente especifico para iniciar
suas respectivas fungdes celulares. Essa citocina ¢ sintetizada por uma proteina
precursora, composta de 233 aminoacidos que ¢ clivada por uma metaloproteinase
especifica chamada TACE (TNF-a converting enzyme), que leva a formag¢dao de um
composto monomérico soltivel com 157 aminoécidos nao-glicosilados (BLACK et al.,

1997). Além disso, o TNF ¢ produzido por macréfagos ativados e pode também ser
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secretado por outros tipos celulares como células T, queratinocitos e células de alguns
tipos de carcinomas (BRINKMAN et al., 1997).

O TNF pode interagir com dois tipos de receptores: TNRF1 e o TNRF2 e com
cada um deles o processo molecular desencadeado ¢ diferente (McDERMOTT, 2001).

O TNF-a pode ter um efeito pro-inflamatorio, quando, via TNFR1, ativa o fator
nuclear kB (NF-kB) e induz a expressdo de genes relacionados com a inflamagao,
supressao da apoptose, sobrevivéncia, proliferacdo, carcinogénese, angiogénese e
metastase (KIM, KELLY, 2011). Ao mesmo tempo, outros estudos mostram que
dependendo das condi¢des celulares em que se encontra e qual dos dois tipos de
receptores foi ativado, essa citocina pode estimular a apoptose, através da participagdo
de mitocdndrias e liberagdo de citocromo c, ativando caspase-9 e caspase-3 e, por fim, a
morte da célula (ASHKENAZI; DIXIT, 1998). E essa propriedade de induzir a apoptose
que fez com que se acreditasse no poder anti-tumoral do TNF-a. Entretanto, ainda nao
se sabe com total clareza quais sdo os caminhos moleculares que levam o TNF-a a
participar ora como um agente cancerigeno e ora como um agente anti-neoplasico.

Embora o TNFR2 seja mais restritamente expresso pelas células inflamatorias, a
maior parte das células humanas expressam o TNFR-1, sendo um receptor muito
estudado devido ao papel paradoxal que desempenha, ja que tem essa associagdo tanto
aos eventos de morte celular, como também de ativacdo das vias de proliferagcdo e
crescimento celular (ASHKENAZI et al., 1998; CHEN; GOEDDEL, 2002). No que
tange ao mecanismo de acdo desse receptor, sabe-se que tanto a sinalizagdo para
apoptose quanto para sobrevivéncia celular sdo ativadas ao mesmo tempo e a resposta
celular ¢ estabelecida pelo somatdrio de todos os sinais, originando uma atividade de
acordo com o sinal que prevalecer (GAUR; AGGARWALL, 2003).

Por conseguinte, com base na ambiguidade da resposta celular frente ao estimulo
desencadeado por TNFR1, o presente trabalho se encaixa em um eixo de pesquisas que
buscam encontrar as respostas para essas duvidas, que ainda permeiam o TNF-a. Elas
sdo fundamentais para que terapias contra o cancer prostatico sejam mais efetivas e,
também, as propostas de prevencdo consigam ser mais direcionadas. Além de poder

melhorar o entendimento sobre a relacdo existente entre a carcinogénese e inflamagdes.

Inducdo da carcinogénese
Como ¢ dificil realizar tais experimentos de carcinogénese em humanos, tanto

por motivos éticos, como pelo fato de que, quando descoberto clinicamente, em sua
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maioria, esse cancer ja passou por um logo periodo de laténcia e a lesdo maligna ¢
resultante de um longo periodo de progressdo, o que dificulta o estudo do seu
desenvolvimento e progressdao nos momentos inicias (LEITZMANN; ROHRMANN,
2012; ABATE-SHEN; SHEN, 2002).

Em vista dessa dificuldade com amostras humanas, modelos de camundongos
foram elaborados para os estudos do ambiente do cancer de prdstata: xenograficos,
geneticamente modificados (transgénicos) e os modelos knockout tradicionais e
condicionais (VALKENBURG; WILLIAM, 2011).

A literatura descreve varios agentes para a inducdo de tumores com uso de
agentes quimicos, dentre eles destaca-se a o agente metilante: N-nitroso-N-metiluréia
(MNU), seguido de tratamento com testosterona. O poder carcinogénico dessa
combinagcdo ja foi relatado e mostrou-se muito eficaz em ratos e gerbilos,
desenvolvendo tumores com muitas caracteristicas comuns com 0s canceres prostaticos
humanos: metastase, perceptivel mudanga no grau de diferenciacdo histologica,
aumento da fosfatase acida sérica, longo periodo de laténcia e influéncia dos hormdnios
estrogenos (GONCALVES et al., 2010). O uso de testosterona nesse modelo de inducao
justifica-se pelo fato de j& ser bem estabelecido na literatura que uma ablagdo hormonal
de androgenos ¢ um tratamento eficaz em varios casos para o cancer de prdstata, em um
primeiro momento. Esses estudos apontam para o fato de que, em seu inicio, a
carcinogénese prostatica tem uma dependéncia androgénica bem significativa
(TAPLIN; BALK, 2004). Assim, a testosterona no protocolo teria o papel de
potencializar a proliferagdo celular pos mutacdes génicas causadas pelo MNU.

Embora esse protocolo de indugdo ja seja sabidamente eficaz nesses modelos
animais acima citados, em camundongo ainda ndo foi comprovado. Apenas um estudo
cita esse tipo de inducdo de carcinogénese em camundongos e foi realizado por um
periodo de inducao de 7 meses (GONCALVES et al., 2010; GONCALVES et al., 2013;
SHARMILA et al., 2014; PEIXOTO et al., 2015; TAYLOR et al, 2010). A importancia
de se testar a eficiéncia da inducdo da caricinogénese em camundongo se justifica pelo
fato desse animal ser o unico usado para o desenvolvimento de knockouts. Dessa forma,
¢ de extrema relevancia cientifica o uso de um modelo de indu¢do de mais curto prazo

como o proposto pelo trabalho e que possa ser usado com eficiéncia em camundongos.



19

2. OBJETIVOS

Geral
Esse trabalho foi uma frente de investigagdo de um grande projeto de estudo da
carcinogénese prostatica, do qual objetivou investigar um efeito protetor ou estimulador

do TNF-a na carcinogénese da préstata de camundongos knockout para o receptor 1 do

TNF-a.

Especificos

- Avaliar se os camundongos TNFR1" apresentam maior ou menor incidéncia
tumoral

- Determinar a frequéncia de proliferacao celular na prostata desses animais apos
a carcinogénese

- Quantificar elementos estromais prostaticos relacionados a carcinogénese, tais

como deposi¢do de colageno e fibronectina
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3. MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental e indu¢do da carcinogénese

Foram utilizados camundongos C57Bl/6, sendo 24 selvagens e 26 knockout para
TNFR1, machos adultos, com 60 dias de idade. Todos os animais utilizados no presente
projeto foram mantidos no Centro de Bioterismo da Universidade Federal de
Uberlandia, em condigdes controladas de temperatura e luminosidade, com ragdo e agua
ad libitum. Os protocolos foram aprovados pela Comissdo de Etica na Utilizagdo de
Animais da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU; processo n® 009/14).

A inducdo da carcinogénese quimica consistiu na administragdo de N-metil-N-
nitrosouréia (MNU) seguida de estimulo androgénico por testosterona. Para isso, os
animais selvagens (SMT; n=16) e knockout (KOT; n=20) foram mantidos em
experimentacao por 6 meses. Os grupos CT e KO receberam dose tnica intra-peritonial
do cancerigeno MNU (Sigma 40mg/Kg de peso do animal). A droga foi previamente
diluida em solucdo salina 0,9%, sendo administrada imediatamente apds o seu preparo.
Ap6s essa inducdo, os animais foram tratados semanalmente com inje¢do subcutanea de
propionato de testosterona (Deposteron) diluida em 6leo mineral (veiculo) (2mg/Kg de
peso do animal) durante 6 meses como parte final do protocolo de inducdo de
carcinogénese. Uma parte de animais selvagens (SM; n=8) e knockout (KO; n=6) foi
considerada grupo controle e ndo passou pelo processo de caricnogénese, recebendo
apenas o veiculo semanalmente pelo periodo experimental. Depois do sacrificio, os
animais foram pesados e em seguida foi realizada a retirada dos complexos prostaticos,

que também foram pesados.

Analise morfologica

Os lobos prostaticos foram removidos e fixados por imersio em Metacarn
(Metanol, Acido Acético e Cloroformio, 6:3:1). Apods fixagdo por 3 horas, os
fragmentos foram lavados em agua, desidratados em etanol, clarificados em xilol e,
entdo, incluidos em Paraplast. Os cortes foram feitos de forma seriada e tinham 4um,
utilizou-se micrétomo rotativo automatico (Leica) e corados pelos seguintes métodos:

. Coloragdo pela hematoxilina-eosina (HE) — Para estudos morfoldgicos

gerais da prostata;
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. Coloragdo pelo método do Picrossirius-hematoxilina — Para estudo das
fibras colagenas no estroma;

As laminas foram analisadas e fotomicrografadas em fotomicroscopio Zeiss-
Jenaval, acoplado em Sistema de aquisi¢ao e de Imagens.

As lesdes benignas e malignas detectadas na prostata foram classificadas de
acordo com o sistema proposto por Shappel et al. (2004) de classificagdo

histopatologica para prostata de roedores, com teste cego por 3 avaliadores.

Analises imunohistoquimicas

Ensaios imunohistoquimicos foram aplicados nas prostatas dos camundongos
para detectar a presenca e quantidade de células proliferativas (PCNA) e também
aquelas para o elemento estromal fibronectina. Para isso, os cortes foram imersos em
tampao citrato pH 6,0 e aquecidos a 98°C por 15 minutos para a recuperagdo antigénica.
O bloqueio da atividade de peroxidase endogena foi efetuado tratando-se os cortes com
H>0; 3% em metanol por 20 minutos. A seguir, o bloqueio de interagdes protéicas
inespecificas foi realizado através de albumina bovina 4% em PBS e soro normal de
cavalo. Assim, encubaram-se os cortes nos anticorpos primarios por “overnight” a 4°C,
segundo recomendacao do fabricante. Apds serem lavados em PBS os cortes passaram
pela incubacdo com sistema de deteccao polimero (Biocare) por 1 hora em temperatura
ambiente. A revelagdo foi feita com diaminobenzidina- DAB, com tempo padronizado

para cada anticorpo estudado e a contra-colora¢do em hematoxilina de Harris.

Quantificagdo dos elementos estromais

Foram determinadas as fragcdes volumétricas das fibras estromais da prostata
ventral tais como colageno e também da glicoproteina fibronectina. Essa analise
esterologica foi efetuada com base em cortes histologicos em parafina submetidos a
coloragdo pelo Picrosirius-hematoxilina ou imunohistoquimica no caso da fibronectina,
utilizando-se cortes histologicos de pelo menos dois fragmentos prostaticos diferentes
por animal. De cada corte foram digitalizados mais de 20 campos microscopicos
contiguos, no aumento de 40X e a porcentagem de cada componente tecidual em cada

campo foi determinada usando a ferramenta limite de threshold do software Image J.
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Andlise estatistica

Os dados numéricos de toda a investigacao foram avaliados estatisticamente por
teste ANOVA seguido de testes de multiplas comparagdes entre grupos que foram
escolhidos de acordo com a variagdo de cada parametro, com o uso do programa

Statistica 6.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).
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4. RESULTADOS

Andlises biométricas

A avaliagdo biométrica mostrou que, em relagdo ao peso prostatico, no grupo
selvagem (SM) nao houve diferenca expressiva entre os animais controles e os tratados
com o carcinogeno. No grupo knockout (KO) essa diferenga também nao foi
significativa e, 0 mesmo ocorreu para o peso corporal. Ademais, a0 comparar os grupos
selvagem e knockout, o primeiro apresentou menor peso prostatico, porém maior peso
corporal do que o segundo grupo, sendo essas diferencas entre os grupos significativas

(Tabela 1).

Tabela 1 — Média do peso corporal e peso do complexo prostatico de camundongos

selvagens (SM) e TNFR1 knockout (KO) dos grupos controle e tratado para

carcinogénese.
Grupo Peso (g) Controles Carcinogénese
SM Peso prostatico 0,12+0,010 0,16+0,004*
Peso corporal 34,1+0,7437 33,5+0,4749
KO Peso prostatico 0,12+0,009 0,17+0,006*
Peso Corporal 28,2+1,636* 30,1+0,8051

Teste ANOVA seguido de teste de Tukey-Kramer com p<0,05 indicando diferenca

significativa entre os grupos (*).

Analise histologica

A andlise histologica foi realizada nos cortes seriados abrangendo todo o
complexo da prostata, de acordo com a Figura 5. Esse complexo ¢ constituido por:
vesiculas seminais (VS), lobos dorso-laterais (LDL), anterior (LA), ventral (LV), uretra
(U) e os ductos ejaculatorios (DE). Embora todos os lobos foram analisados, as lesdes
se deram de forma mais expressiva na regido dorsolateral, o que mostra a eficacia do
modelo de indugdo, além das lesdes ocorrerem no lobo que tem mais relagdo com os
adenocarcinomas prostaticos de humanos. E observado que as porgdes dorso-laterais e
ventrais apresentam diferencas. As primeiras mostram-se menos volumosas quando
comparadas com as segundas e, ainda, tém epitélio mais basédfilo e secre¢do mais

espessa. A regido ventral caracteriza-se por ter dcinos com o lumen dilatado, poucas
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pregas epiteliais e secre¢ao mais fluida, esta singularidade a diferencia das porgdes
laterais que sdo mais pregueadas e com lumen acinar reduzido (Figura 5).

Os detalhes do lobo dorsolateral podem ser observados nas Figuras 6 e 7
respectivamente. Os animais knockout ndo exibem diferenga histologica quando
comparados aos seus pares selvagens (Figuras 6 A-D e 7A-D). Mesmo apds tratamento
com indutor da carcinogénese, com excecdo das lesdes benignas e malignas inerentes do
tratamento, as regides normais da glandula ndo apresentam alteracdes estruturais em
nenhum dos grupos (Figuras 6 E-H e 7 E-H), exibindo o tipico arranjo acinar com
epitélio simples com areas de maior pregueacdes, entremeadas com estroma de tecido

conjuntivo frouxo, rico em vasos sanguineos (Figuras 6 ¢ 7).
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Figura 5 — Fotomicrografia de corte histologico da regido mediana do complexo prostatico de
camundongo C57bl/6, mostrando os lobos tipicos envolvendo a uretra. LDL — lobo dorso-lateral; VS —
vesicula seminal; DE — ducto ejaculatorio; U — uretra; LV — lobo ventral; LA — lobo anterior. Coloragao:
Hematoxilina-eosina. Analise em Scanner de laminas histologicas com objetiva de 5X. Barra de escala:

A - 10um.
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Figura 6 — Fotomicrografias da prostata dorso-lateral de camundongos selvagem (SM) e TNFRI1-
knockout (KO) dos grupos controles (SM e KO) e tratados com o carcinégeno (SMT e KOT). As imagens

mostram as caracteristicas histologicas gerais dessa por¢do da prostata, coradas em hematoxilina-eosina,
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em aumentos de 10X e 40X. Barra de escala: A-50um B-350pum; C-50pm; D-350pum; E-50pum; F-350um,;
G-50pm; H-350pum.

Analises Histopatologicas

Em relagdo aos achados das analises histopatologicas, tanto os animais controles
selvagens, quanto os TNFR1-knockout, ndo apresentaram lesdes malignas. Ja, entre os
animais em que a carcinogénese foi induzida foram encontradas injarias teciduais
benignas, pré-malignas e malignas. As primeiras incluem hiperplasia e fibroadenoma, ja
as pré-malignas encontradas foram neoplasias intraepiteliais prostatica (NIP) e, por fim,
as malignas caracterizaram-se como adenocarcinomas. Os animais selvagens tratados
com 0 agente cancerigeno manifestaram mais adenocarcinomas e maior incidéncia do
que os knockout tratados (Tabela 2). Ja em relagdo a NIP, os animais TNFR1-knockout
apresentaram maiores valores tanto para incidéncia quanto para frequéncia em relagdo

aos animais selvagens (Tabela 2).

Tabela 2 — Porcentagens de incidéncia e frequéncia dos varios tipos de lesdes
encontradas nos animais selvagens (SM) e TNFR 1-knockout (KO) ap6s a inducao da

carcinogénese (T).

Grupo Tipo de Hiperplasia  Fibroadenoma NIP Adenocarcinoma
lesao
SMT Incidéncia 61% 23% 69% 61%
Frequéncia 30% 8% 16% 32%
KOT Incidéncia 53% 20% 87% 20%*
Frequéncia 23% 8% 57%%* 14%

Teste de Fisher com p<0,05 indicando diferenca significativa entre os grupos (*).

Andlise de proliferagdo celular

A Figura 7 representa a andlise imunohistoquimica para PCNA da regido
dorsolateral da prostata. As fotomicrografias mostram uma notavel reducao de células
em proliferagdo nos grupos TNFR1 KO em relagdo aos selvagens, com ou sem a
inducdo da carcinogénese.

A contagem de células PCNA-positivas confirma as diferengas significativas
notadas na analise histologica entre os grupos selvagem (SM) e TNFR1 knockout (KO).

No grupo controle, a prostata dorso-lateral do grupo KO apresenta, aproximadamente,
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quatro vezes menos células proliferativas do que os SM (Tabela 3). Mesmo apos
carcinogénese, esse padrao de reducdo de proliferacio celular se repete nos animais KO,

na proéstata dorsolateral, onde a redugdo ¢ ainda intensa. (Tabela 3).

Tabela 3 — Médias e desvio padrao das contagens de células PCNA-positivas e
sua freqiiéncia relativa (% em relacdo ao total de células contadas) na regido
dorsolateral da préstata de camundongos selvagens (SM) e TNFR 1-knockout (KO)

controles e apds carcinogénese quimica.

Dorso-lateral

Controles Carcinogénese
Grupo SM KO SM KO
Células 0,83+1,37 0,344+0,73* 0,718+1,11 0,249+0,60*
positivas
Frequéncia 0,45+0,75 0,24+0,60* 0,437+0,72 0,148+0,40%*

Teste de Mann-Whitney com p<0,05 indicando diferenca significativa entre os grupos

(*).
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Dorso — Lateral

Figura 7 — Fotomicrografias de imunohistoquimica para PCNA na prostata dorsolateral do grupo
selvagem (SM) e TNFR1-knockout (KO), controles (SM e KO) e tratados com o carcinégeno (SMT e
KOT). As imagens mostram a presenga de células proliferativas marcadas em marrom (setas) no epitélio
acinar da prostata. Nota-se maior quantidade destas nos animais selvagens tanto no grupo controle (A - D)

como no grupo da indugdo da carcinogénese (E - H). Barra de escala: 200pum.
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Andlise da distribuic¢do de coldgeno e fibronectina
A quantificacdo da distribui¢do de colageno ndo sofreu modificacdo entre os

grupos estudados, ou seja, ndo ha diferenga significativa entre os grupos (Figura 8).

Dorso-lateral

Figura 8 — Fotomicrografias da prostata dorsolateral do grupo selvag-em (SM) e TNFR I -knockout (KO),
controles (SM e KO) e tratados com o carcindgeno (SMT e KOT) coradas com Picrosririus-Hematoxilina.
A até H- As imagens mostram a presenga de colageno no estroma e ao redor de acinos prostaticos, sem

grandes diferengas entre os grupos. Barra de escala: 200pum
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Ja, em relagdo a fibronectina, observou-se que os animais knockout tratados com
0 agente carcindgeno apresentaram quantidade significativamente maior de fibronectina
do que os animais selvagens também tratados, Os animais controles apresentaram
também maior quantia de fibronectina nos knockout do que nos selvagens, entretanto

esses dados ndo tiveram diferencga significativa (Figura 9).
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Figura 9 — Fotomicrografias de imunohistoquimica para fibronectina da prostata dorsolateral do grupo
selvagem (SM) e TNFR1-knockout (KO), controles (SM e KO) e tratados com o carcinégeno (SMT e
KOT). A até H- As imagens mostram a presenga de fibronectina no estroma prostatico. Nota-se maior
quantidade destas nos animais TRFR1-knockout tanto no grupo controle (A - D) como no grupo da

indugdo da carcinogénese (E - H). Barra de escala: 200pm.
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5. DISCUSSAO

Viérios novos modelos animais de cancer de préstata estdo sendo desenvolvidos
com caracteristicas peculiares que podem ser relevantes a aspectos especificos do
processo carcinogénico ou a subtipos de cancer de prostata apresentando deficiéncias
moleculares Unicas ou propriedades bioldgicas particulares (LUCIA, 1998; BOSLAND,
1992; BOSLAND, 1999). O modelo de inducdo do cancer de prostata para roedores
usado em nosso trabalho, pelo uso da droga N-methyl-N-Nitrosourea (NMU) associado
a aplicacdao de testosterona, foi desenvolvido por Bosland (1992) e usado em varios
estudos atuais como os de Silveira e outros (2015) e Peixoto e colaboradores (2015).
Assim, como o que foi encontrado por Bosland (1992), em nosso trabalho esse modelo
de indugdo também ocasionou tumores nas regides dorsolateral e anterior da prostata,
que sdo partes, normalmente consideradas homologas a prostata de humanos e sdo mais
susceptiveis ao cancer. Dessa forma, o uso desse modelo de indugao foi pensado por sua
relevancia anatomica e fisioldgica para avaliagdes e hipotetizagdes dos possiveis
mecanismos envolvendo a carcinogénese prostatica (MCCORMICK et al., 1998;
MCCORMICK et al., 1999).

Ainda, sobre o modelo de inducdo, vale ressaltar que foi apropriado para o nosso
estudo, pois foram desenvolvidas tanto lesdes benignas como pré-malignas e malignas.
As do tipo benignas encontradas foram: hiperplasia e fibroadenoma; as do tipo pré-
malignas: neoplasia intraepitelial prostitica e, por fim, as malignas como:
adenocarcinoma. A hiperplasia ¢ classificada por Shappel e outros (2004) como sendo
tanto epitelial como estromal e estas areas sofrem um aumento celular ndo neoplésico,
mas geralmente a conformacgdo das células ¢ proxima das do epitélio normal. A
neoplasia intraepitelial prostatica (NIP) ¢ determinada quando ha uma proliferagdo
atipica das células epiteliais e estas apresentam atipia nuclear (alargamento nuclear,
irregularidade da membrana nuclear, hipercromasia, aglomera¢do da cromatina,
nucléolos proeminentes ou uma mistura dessas transformagdes). Além disso, para ser
caracterizado como NIP a lesdo precisa ser focal e apresentar uma progressao tanto com
aumento da extensdo do envolvimento tecidual, quanto aumento das atipias nucleares,
ou ambos. O adenocarcinoma, por sua vez, ¢ uma neoplasia maligna invasiva, podendo
ser bem diferenciado, moderadamente diferenciado e pobremente diferenciado. Por

fim, o fibroadenoma, segundo Kuijper e outros (2001), melhor relatado em cancer de
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mama, ¢ um tumor com componentes epitelial e estromal com algumas alteragdes
teciduais.

Frente a isso, nota-se, em nosso estudo, um fator protetor nos animais TNFR1
knockout em relacao a incidéncia e frequéncia de adenocarcinomas, o que sugere que a
via do TNF-0, desencadeada por seu receptor tipo 1, pode ter relacdo com a progressao
maligna do cancer prostatico. Isso, porque em ambos 0s grupos estiveram presentes as
injurias benignas e pré-malignas, entretanto as malignas, apesar de também terem se
desenvolvido nos dois grupos, ocorreram com incidéncia e frequéncia
significativamente com menor nos camundongos TNFR1 knockout. Estudos recentes,
em tipos celulares distintos tais como, hepatdcitos, células mamarias, células linfaticas e
renais, encontraram esse mesmo efeito do TNF-a observado em nossa investigacao
(Bigatto et al., 2015; Cao et al. 2015; Katanov et al., 2015; Mikami et al. 2015).
Ademais, os achados de Popivanova e colaboradores (2008) confirmam que bloqueando
o TNF-a ocorre uma diminui¢do da carcinogénese coloretal associada a inflamagao.
Michalak e colaboradores (2004) encontraram uma ligacdo positiva entre os niveis
elevados de TNF-o no soro com cancer de prostata metastatico. Esses dados da
literatura, em associacdo com os nossos achados, apontam o papel promotor da via de
sinalizagdo do TNF-a no cancer.

Apos a caracterizagdo das lesdes nos grupos que passaram pela inducdo da
carcinogénese, os resultados de incidéncia de adenocarcinoma significativamente menor
nos animais knockout nos chamou a atencdo para uma investigagdo mais profunda dos
mecanismos que pudessem proteger tais animais. Nesse sentido, a andlise de célula em
proliferagdo mostrou que a ocorréncia de menor quantidade dessas células nos TNFR1-
knockout do que os animais selvagens, tanto controles como nos que passaram pela
carcinogénese. Dessa forma, esse resultado justificam nossos achados de que os animais
TNFR 1-knockout apresentam menos adenocarcinoma do que os selvagens, protegendo-
os da carcinogénese. J4 ¢ bem descrito na literatura que o TNF-a tem papel na morte
celular ativando caspases apds ligacio em TNFRI1, como também pode estimular a
proliferagdo e sobrevivéncia celular, através da ativacdo de NF-kB como afirma
Balkwill (2009). A preponderancia de uma via sobre a outra varia nos diferentes
tecidos, podendo estimular ou inibir os variados tipos de cancer. Dessa forma, nossos
dados sugerem que no caso da prostata o TNF-a estd relacionado as vias de proliferagao
e sobrevivéncia celular e mostra que seu efeito protetor em TNFR1 knockout muito

provavelmente estd relacionado com a via da proliferacdo e ndo com a da apoptose.
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Trabalhos como o de Oshima e colaboradores (2014) encontraram esse mesmo efeito de
reducdo, ou até mesmo supressdo da proliferacdo, ao bloquear o gene do TNF-a.

O estroma prostatico tem papel fundamental na manutencdo da secrecdo e
diferenciagdo da glandula, através da interagdo epitélio-mesenquimal, bem como nos
processos de iniciacdo e progressao do cancer, através da sua remodelacdo (Cunha
2008). Desse modo, para nos aprofundarmos na busca dos elementos que pudessem
proteger os animais knockouts do desenvolvimento de adenocarcinoma, além da
proliferacdo celular, foram analisados também importantes moléculas estromais como a
fibronectina e o coldgeno na préstata. A primeira apresentou um aumento significativo
nos TNFR1-knockout, enquanto o segundo ndo apresentou diferenga notavel entre os
grupos. Barron ¢ Rowley (2012) sugerem que a biologia da remodela¢ao estromal é
fundamental para promover diversas doencas que acometem a prostata, e todas elas tém,
em comum, o que se chama de estroma reativo ¢ inflamagdo. No cancer de prostata, a
presenca de células desdiferenciadas ¢ uma caracteristica comum no estroma reativo
que acompanha as células tumorais e os eventos da carcinogénese (TUXHORN et al.,
2002). Esse estroma reativo caracteriza-se pela presenca de fibroblastos ativados e
miofibroblastos responsaveis por secretar elementos da matriz que estimulam a invasdo
tumoral, tais como colageno, fibronectina, tenascina, todos associados com grande
expressao de metaloproteinases, que sao moléculas que clivam os elementos estromais
(LEIMGRUBER et al., 2011). Frente a isso, nossos resultados parecem caminhar para
uma direg¢do oposta a esse remodelamento, ja que ndo parece ocorrer uma modificagdo
estromal entre os grupos de animais em relagdo ao colageno e fibronectina. Como os
TNFR 1-knockout tiveram menos lesdes malignas era esperado uma menor quantidade
desses componentes estromais nesse grupo, embasando a ideia de que essas moléculas
sdo muito sinalizadoras para o cancer e que, portanto, deveriam estar em quantidades
menores nos animais que apresentaram menos cancer. Entretanto, € preciso destacar que
existem outros fatores importantes envolvidos no remodelamento da matriz celular,
como as metaloproteinases. O fato da frequéncia dessas moléculas ndo ter mudado entre
0s grupos, mostra claramente que ndo ha intensa atividade de metaloproteinase em
quantidade suficiente para que ocorra a remodelacdo estromal. Isso indica um efeito
protetor no grupo TNFR1-knockout, j4 que certos elementos da matriz, apos a sua
clivagem, liberam sinalizacdo para proliferagdo, angiogénese e migragao celular. Além

disso, sugere-se que a via do TNF-a pode ter relagdes com alteragdes estromais, ainda
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nao elucidadas, que culminem para uma manutencdo de um ambiente estromal que

favorece o aparecimento de lesdes benignas e pré-malignas.
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6. CONCLUSOES

A presente investigacdo mostrou que o modelo de inducdo com o MNU e
testosterona foi eficiente, pois os animais tratados apresentaram diversos tipos de lesdes
benignas e malignas na prostata dorso-lateral. Ainda, fica evidente a relag¢ao positiva da
via do TNF-a / TNFR1 na progressao maligna do cancer de prostata, uma vez que os
camundongos TNFR1-knockout apresentaram menor incidéncia de adenocarcinoma.
Tal prote¢do ao desenvolvimento de adenocarcinoma ¢ decorrente da menor
proliferagcdo celular associado a auséncia de remodelagdo estromal. Assim, na prostata,
o TNF-a age na sua via desencadeada por TNFR1 através de mecanismos que ativam a
proliferacdo e sobrevivéncia celular e ndo através da apoptose, estimulando o
desenvolvimento maligno na prostata. Nesse sentido, estratégias de inibi¢do dessa via

de forma especifica podem ser consideradas como ferramentas importantes para o

tratamento do cancer de prostata.
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8. ANEXO
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