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RESUMO

O baixo grau de eficacia das atuais terapias contra as lesdes prostaticas proliferativas
pode estar relacionado a modulacdo dos receptores de hormonios esteroides, aos mecanismos
de reparo tecidual, a angiogénese e as espécies reativas de oxigénio. A natureza multifacetada
do processo de angiogénese em neoplasias malignas sugere que a combinacdo de farmacos
antiangiogénicos com agentes que modulem espécies pro e antioxidantes pode ser mais eficaz
do que as terapias envolvendo um unico agente. Neste cenario, destaca-se o PMAPA, um
imunomodulator que abre uma nova perspectiva para o combate de alguns tipos de canceres,
incluindo o prostatico. Neste trabalho, caracterizamos e comparamos os efeitos morfoldgicos
e moleculares da terapia antiangiogénica com TNP470 associada ao imunomodulador
PMAPA no tratamento de lesdes prostaticas e buscamos estabelecer possiveis mecanismos de
acao dessas terapias envolvendo fatores indutores e reparadores de lesdo celular, receptores de
hormdnios sexuais esteroides, angiogénese ¢ enzimas antioxidantes. Dos 25 ratos machos da
linhagem Fischer 344 utilizados, 5 foram considerados controles e 20 receberam 15 mg/Kg de
MNU na capsula do lobo ventral prostatico para inducdo das lesdes prostaticas. Dos 20
animais, 5 receberam TNP470 (15mg/kg), subcutineo, 3 vezes por semana durante 30 dias, 5
receberam PMAPA (5mg/kg) pela mesma via e periodo, 5 receberam TNP470 e PMAPA e
outros 5 receberam salina. Apds o tratamento, amostras do lobo ventral prostatico de todos os
animais foram coletadas, pesadas e normalizadas pelo peso corporal de cada animal e
submetidas a analise histopatoldgica, a imunohistoquimica e ao Western Blotting. Nossos
resultados demonstraram que nosso método de inducdo quimica de lesdes prostaticas foi
eficaz na promocao de lesdes pré-malignas (PIN e PIA) e malignas (adenocarcinoma de graus
baixo, intermedidrio e alto) em animais da linhagem Fischer 344, tornando-o um modelo
adequado para ensaios de eficdcia e toxicidade de novas perspectivas terapéuticas contra o
cancer de prostata. Os farmacos PMAPA e TNP470 atuaram de modos diferentes em lesdes
pré-neopldasicas e neoplasicas e interferiram nas vias de reparo tecidual, do estresse oxidativo
e da angiogénese e também nos niveis dos receptores hormonais. O PMAPA demonstrou
significante atividade antitumoral contra o adenocarcinoma de grau intermedidrio e de alto
grau e também foi eficaz contra a atrofia inflamatoria proliferativa (PIA). A associagdo do
PMAPA com o TNP470 foi a melhor abordagem terapéutica contra a PIN e contra a PIA,
porém foi menos eficiente contra o adenocarcinoma prostatico do que a terapia apenas com
PMAPA.

Palavras-chave: carcinogénese prostatica, imunoterapia, PMAPA, TNP470 e angiogénese.



ABSTRACT

The low level of effectiveness of current therapies against proliferative prostatic
lesions may be related to the modulation of steroid hormone receptors, tissue repair
mechanisms, angiogenesis and reactive oxygen species formation. The multifaceted process
of angiogenesis in malignant tumors suggests that the combination of drugs with
antiangiogenic agents modulating pro and antioxidants species is more effective than single
agent therapies. In this scenario, we highlight PMAPA, an immunomodulator which opens a
new perspective to fight some types of cancers, including prostate cancer (PC). In the present
study, we characterized and compared the morphological and molecular effects of
antiangiogenic therapy combined with PMAPA immunotherapy in the treatment of prostatic
lesions and seek to establish possible mechanisms of action of these therapies involving
molecular factors of cell injury, sex hormone steroid receptors, angiogenesis and antioxidant
enzymes. 25 male rats Fischer 344 were used. For induction of prostatic lesions, 20 animals
received daily subcutaneous dose of 100mg/kg of testosterone cypionate and were
anesthetized for instillation of 15 mg/kg of MNU in the prostate capsule of the ventral lobe,
one every 15 days, totaling 2 doses. After the last dose of MNU, animals received
subcutaneous injections of 5 mg/kg of testosterone cypionate every other day for 120 days.
Other 5 animals were considered control. After induction, the animals were divided into 5
groups: control group: received subcutaneous injections of 5 ml/kg of 0.9% saline solution
three times a week for 30 days; MNU group received subcutaneous injections of 5 ml/kg of
0.9% saline solution three times a week for 30 days; MNU+TNP470 group: received
subcutaneous injections of 15 mg/kg of TNP470 three times a week for 30 days;
MNU+PMAPA group: received subcutaneous injections of 5 mg/kg of PMAPA three times a
week for 30 days and MNU+TNP470+PMAPA group: both treated with TNP470 and
PMAPA. After 150 days, samples of prostate ventral lobe of all animals were collected,
weighed and normalized by body weight of each animal and submitted to histopathology,
immunohistochemistry and Western Blotting. Our results demonstrated that our chemical
induction method of prostatic lesions was effective in the promotion of premalignant (PIN
and PIA) and malignant (adenocarcinoma) lesions in Fischer 344 strain, making it a suitable
model for trials of efficacy and toxicity of new therapeutic perspectives against PC. PMAPA
and TNP470’s effects were different on premalignant and malignant lesions and affected
steroid hormone receptors levels and tissue repair, oxidative stress and angiogenesis
pathways. PMAPA demonstrated significant antitumor activity against intermediate grade and
high-grade adenocarcinomas and was also effective against proliferative inflammatory
atrophy (PIA). The association of PMAPA with TNP470 was the best therapeutic approach
against PIN and PIA, but was less effective against prostate adenocarcinoma than PMAPA
alone.

Keywords: prostate cancer, immunotherapy, PMAPA, TNP470 and angiogenesis.
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1. INTRODUCAO
1.1 Prostata: morfologia e fisiologia

A prostata ¢ uma glandula acesséria do sistema genital masculino que esta presente
nas diferentes ordens de mamiferos e ¢ fundamental para o processo reprodutivo (Lin &
Bissell, 1993; Bull et al., 2001; Marker et al., 2003; Untergasser et al., 2005). A secrecao
prostatica ¢ composta por acido citrico, acido sialico, espermina, prostaglandinas, fosfatase
acida e alcalina, zinco e outros nutrientes que em conjunto, compdem o liquido seminal,
fluido que neutraliza o meio e contribui para aumentar a motilidade e a fertilidade dos
espermatozoides (Blandy & Lytton, 1986; Lin & Bissel, 1993).

Na espécie humana, a prostata se localiza ao redor da uretra e inferiormente a bexiga
urindria e pode ser dividida em trés regides clinicamente importantes: zona periférica, zona
central e zona pré-prostatica, envoltas por uma fina camada fibromuscular (Setchell &
Brooks, 1988). A proéstata de roedores € composta por trés pares de lobos: ventral, lateral e
dorsal de acordo com seu posicionamento ao redor da uretra prostatica e um par de glandulas
coaguladoras ou préstata anterior, localizadas na face concava das vesiculas seminais
(Sugimura et al., 1986; Aumiiller & Seitz, 1990; Marker et al., 2003). Os lobos prostaticos sao
morfologicamente distintos e diferem também quanto ao produto secretado e a resposta
hormonal (Costello & Franklin, 1994; Colombel & Buttyan, 1995). Embora ndo tenha
homologia direta com a prostata humana, o lobo ventral é preferencialmente utilizado em
estudos de carcinogénese prostatica devido a sua dependéncia androgénica primdria (Slayter
et al., 1994). De modo geral, os lobos prostaticos sdo formados por estruturas tubulo-
alveolares, com epitélio secretor simples envolto por componentes estromais (Niu & Xia,
2009). Entre o epitélio e o estroma, encontra-se a membrana basal, composta por laminina,
colageno tipo IV e pelo proteoglicano heparan sulfato (Knox et al., 1994; Jorcyk et al., 1998).
O epitélio prostatico ¢ constituido por duas camadas de cé€lulas, basal e luminal, nas quais se
identificam trés tipos celulares: células luminais ou secretoras, basais e neuroenddcrinas;
distintas pela expressdo de citoqueratinas e antigenos de superficie (Berry et al.,2008; Miki,
2009). O estroma prostatico ¢ constituido por fibroblastos, células musculares lisas e matriz
extracelular, associados a fatores de crescimento ativos e latentes, moléculas reguladoras e
enzimas de remodelagdo (Tuxhorn et al., 2001). A matriz extracelular (MEC) ¢ uma rede de
proteoglicanos, glicoproteinas adesivas e proteinas fibrilares, como coldgeno e fibras
elasticas, que proporcionam rigidez e flexibilidade ao tecido (Lin & Bissell, 1993; Kreis

&Vale, 1999; Tuxhorn et al., 2001). Os proteoglicanos, por sua vez, controlam a estrutura e
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permeabilidade da MEC, ligando-se a fatores de crescimento, proteases e inibidores de
proteases ¢ modulando a atividade destes (Taipale & Keski-Oja, 1997; Kreis &Vale, 1999;
Tuxhorn et al., 2001). Ainda, terminagdes nervosas, cé¢lulas imunes e vasos sanguineos
também constituem partes integrais do estroma prostatico (Tuxhorn et al., 2001). Assim, a
associagdo das células estromais e da MEC propiciam um microambiente que regula o
crescimento e a diferenciagdo das células adjacentes, mantendo a forma e a fun¢do do tecido
(Tuxhorn et al., 2001; Cornell et al., 2003).

Os androgenos regulam a morfogénese, a proliferacdo, a diferenciacdo e a manutencao
da funcionalidade das células prostaticas (Leav et al., 2001; Cunha et al., 2002; Imamov et al.,
2005). Os efeitos bioldgicos dos andrégenos ocorrem através da interagdo com os receptores
androgénicos (AR) intracelulares, o complexo receptor-hormonio ¢ translocado para o ntcleo,
onde regulard a expressdo de genes especificos (Prins et al., 1991). A testosterona e a
dihidrotestosterona (DHT) sdo os principais andrégenos responsaveis pela diferenciagdo
prostatica (Hsing, 2002, Toorians et al., 2003). A testosterona ¢ convertida em DHT pela
enzima So-redutase, que possui duas formas (I e II), sendo que a tipo II predomina nos
orgdos genitais masculinos, incluindo a prostata (Prins et al., 1991; Toorians et al., 2003).
Além disso, estudos recentes suportam a hipdtese de que as vias de sinalizagdo do AR
desempenham um papel importante no desenvolvimento e progressdo de alguns cénceres,
explicando algumas das diferencas entre os tumores masculinos e femininos (Hetge et al.,
1990; Siegel et al., 2012; Li et al., 2012).

Além dos androgenos, outros hormonios como os estrogenos atuam sinergicamente a
testosterona, influenciando tanto as fungdes normais quanto as alteragcdes patoldgicas na
prostata de humanos e roedores (Weihua et al., 2001; Cunha et al., 2002). Os estrogenos
possuem efeitos anti-androgénicos e regulam negativamente o eixo hipotalamo-hipofise-
gonada, reduzindo a produgdo de androgenos pelas células de Leydig, causando a involugdo
do epitélio prostatico e o crescimento estromal em animais adultos (Weihua et al., 2002). A
biossintese de estrogenos ocorre a partir de um substrato androgénico, através da
aromatizacao desse hormonio pela enzima aromatase (O’Donnell et al., 2001; Risbridger et
al., 2007). Os efeitos estrogénicos na prostata sao resultados da ligacao desses hormdnios com
receptores estrogénicos especificos a ¢ B (ERa, ERPB), predominantemente expressos no
estroma e no epitélio, respectivamente (Risbridger et al., 2001; Cunha et al., 2002).

Diversos experimentos demonstraram que os efeitos estrogénicos na prostata sao
produtos de um balango dinamico entre ERa ¢ ER[3 (Weihua et al., 2002). Além disso, esses

efeitos podem envolver agdes diretas, através dos receptores, como indiretas, através do eixo
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hipotalamo-hip6fise-gonada (Cunah et al., 2002). Weihua e colaboradores (2002) avaliaram
camundongos knockouts para ERP e encontraram focos de hiperplasia epitelial celular no lobo
ventral da préstata aos 5 meses de idade e o neoplasias aos 12 meses, afirmando a capacidade
antiproliferativa dos ER[3. Outro estudo destacou que o ER pode estar envolvido ndo s6 em
um processo antiproliferativo epitelial, mas também no aumento do processo apoptdtico
epitelial glandular (Imamov et al., 2004). Esta afirmagao baseou-se no fato de camundongos
Knockout para os ERP apresentarem aumento da proliferacdo epitelial e decréscimo da
apoptose (Imamov et al., 2004). Segundo Adams et al. (2002), os ERBs em conjunto com os
hormonios androgénicos podem mediar diversos efeitos sobre a proliferacdo epitelial
prostatica, promovendo a proliferacdo celular em periodos iniciais gestacionais e agindo de
forma a limitar o crescimento celular em periodos tardios da gestacdo de fetos humanos.
Ainda, diversos estudos demonstraram que o ERp é supraregulado por androgenos (Singh et

al., 2008).
1.2 Doencas prostaticas, radicais livres e enzimas antioxidantes.

A morfologia e a fisiologia da prostata t€ém sido examinadas com particular atengao as
doengas que atingem esse orgdo. Dentre elas, destacam-se a hiperplasia benigna prostatica
(HBP), o cancer prostatico (CP), a neoplasia intraepitelial (PIN), a atrofia prostatica (AP) e a
atrofia inflamatoria proliferativa (PIA) (Leav et al., 2001; De Marzo et al., 2003).

A HBP estd associada ao envelhecimento, caracterizando-se por predominante
proliferagdo estromal e, embora ocorra o aumento substancial do epitélio, a integridade
regional da glandula ¢ mantida (Droller, 1997; Krieg et al., 1993).

De acordo com Majumder et al. (2008), a PIN ¢ clinicamente apontada como uma
lesdo precursora do adenocarcinoma invasivo e¢ pode precedé-lo por até 10 anos, mas os
mecanismos moleculares que suportam essa transicdo ainda nao sdo conhecidos. Estudos
clinicos demonstraram que homens com PIN de alto grau possuem 17% a 35% de risco de
desenvolver o CP. O CP ¢ a segunda maior causa de mortes por cancer na populagdo ocidental
masculina. O CP ¢ considerado uma doenca epitelial e, frequentemente, estende-se além dos
limites normais do 6rgao (Droller, 1997; Wong et al., 2000). O desenvolvimento do CP ¢ de
natureza endocrina e a possibilidade de ocorréncia desta doenca aumenta com o
envelhecimento (Davies & Eaton, 1991).

A AP também tem sido considerada uma alteracdo prostatica precursora do
adenocarcinoma e associada a um quadro de inflamagao cronica (De Marzo et al., 2003). Em

homens senis, areas de atrofia epitelial sdo extremamente comuns na préstata (De Marzo et
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al., 2007). A AP ¢ caracterizada pela redugdo do volume de glandulas preexistentes e pode ser
dividida em dois tipos: difusa (APD) e focal (APF) (De Marzo et al., 2003). APD resulta da
diminui¢do dos androgenos circulantes e compromete a prostata de forma relativamente
uniforme. Em contraste, a APF pode ndo estar relacionada a diminui¢ao das concentragdes de
andrégenos circulantes e compromete apenas parte da glandula (De Marzo et al., 2003).

A PIA ¢ a lesdo do epitélio prostatico que ocorre simultaneamente aos diferentes graus
de inflamacao intersticial adjacente. O termo PIA foi proposto por De Marzo et al. (1999)
para designar focos de epitélio glandular proliferativo com o aspecto morfologico de atrofia
simples ou de hiperplasia po6s-atrofica, ocorrendo em associagdo a inflamagdo. Os mesmos
autores demonstraram que apesar da proliferacdo, a lesdo ndo cresce em volume devido a
possivel perda celular que compensa a proliferacao. Além disso, esses autores acreditam que o
epitélio em regeneragdo possa suprir a morte celular programada, ao menos
temporariamente, para substituir as células “perdidas”, o que embasa o conceito de que a PIA
¢ uma lesdo regenerativa. Ainda, Putzi & De Marzo (2000) postularam que a PIA possa
representar uma condi¢do precursora da PIN e/ou do CP. Segundo De Marzo et al. (2003),
todas as formas de atrofia focal da prostata sdo proliferativas e a maioria delas esta associada
a inflamacdo, de maneira que essas lesdes podem se originar em um cenario de estresse
oxidativo aumentado, possivelmente, derivado das células inflamatérias adjacentes.

A incidéncia de doengas relacionadas aos processos cancerigenos no organismo
envolvendo a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) vem merecendo especial
atenc¢do nos ultimos anos (Ichimura et al., 2004; Khandrika et al., 2009; Bayraktar et al.,
2010). EROs sao moléculas altamente instaveis e reativas que possuem um elétron ndo-
pareado no orbital mais externo (Elsbach & Weiss, 1983; Khandrika et al., 2009). Essa
configuracdo eletroquimica permite a interagdo com macromoléculas bioldgicas, podendo
causar alteragdes nos componentes celulares: proteina, DNA e lipidio (Brown-Borg et al.,
1999). Dentre as espécies radicalares causadoras de danos a célula tem-se: anion superoxido
(02-), peroxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH.) (Khandrika et al., 2009).

EROs sdo consideradas carcindgenos efetivos e que podem participar da iniciagdo,
progressdo ¢ metastase das neoplasias (Eblin et al., 2008). As EROs geradas no ambiente
intracelular podem produzir alteragdes em uma fita ou na dupla fita de DNA, oxidando as
bases pirimidicas, puricas e desoxirriboses, levando a mutagénese (Bayraktar et al., 2010). A
modificacdo em alguns genes pode ativar pré-oncogenes ou desativar genes supressores de

tumor (Shi et al., 2004; Wang et al., 2007; Badjatia et al., 2010). Além disso, grandes
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quantidades de H202 sdo produzidas e excretadas pelas células tumorais, confirmando sua
importancia na propagacao e invasdo tumorais.

O desequilibrio entre a formagdo e a remo¢ao de EROs no organismo, decorrente da
diminui¢do dos antioxidantes endégenos ou do aumento da geracao de EROs, gera um estado
pro-oxidante que favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas em macromoléculas e estruturas
celulares, podendo resultar na morte celular (Badjatia et al., 2010; Bayraktar et al., 2010).
Assim, instala-se o estresse oxidativo (EO), condi¢ao na qual ocorre um desequilibrio entre as
concentragdes de espécies pro e antioxidantes (Brown-Borg et al., 1999; Badjatia et al., 2010;
Bayraktar et al., 2010). O EO persistente em niveis subletais pode causar resisténcia a
apoptose, além de promover a proliferacao celular in vitro, com o crescimento estimulado por
superoxido e peroxido de hidrogénio (Brown & Bicknell 2001).

Os androgenos sao considerados os candidatos mais potentes na regulagdao do balango
de EROs na prostata, embora a relagdo entre o nivel androgénico e a homeostase redox ainda
ndo esteja caracterizada nessa glandula (Khandrika et al., 2009). Andrégenos em cancer de
prostata aumentam a expressao das subunidades p22 e gp91 do NOX e a produgdao de EROS
liberados por NOX1 e NOX2 (Lu et al., 2010). Contudo, Tam et al. (2003) demonstraram que
a suplementacao de androgenos reduziu o nivel de EROs por infra-regulagdo da expressao de
NOX, elevando assim o nivel de antioxidantes a normalidade.

Nas células tumorais, as EROs estimulam a produgdo de fatores angiogénicos, como a
interleucina 8 (IL8) e o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), a secrecdo de
metaloproteinase da matriz 2 (MMP2), uma gelatinase que auxilia o crescimento de vasos
sanguineos no interior do microambiente tumoral (Brown & Bicknell, 2001) e também podem
aumentar a migracdo de células tumorais, com consequente aumento do risco de invasdo e
metastase (Brown & Bicknell, 2001; Ushio-Fukai & Nakamura, 2008; Khandrika et al., 2009;
Badjatia et al., 2010).

Nos tultimos anos, a associa¢do entre o risco de CP ¢ o EO tem sido reconhecida.
Embora estudos recentes tenham indicado que o EO ¢ maior no epitélio de pacientes com CP
do que em homens sem a doenga, a associacdo do EO mediado por EROs e o risco de CP
ainda necessita de maiores investigagdes. Na literatura especializada, existem diferentes
hipoteses acerca do papel do EO no desenvolvimento do CP, tais como: insuficiéncia do
mecanismo de defesa antioxidante (devido ao EO persistente que leva a defeitos no sistema
imune inato e adquirido), muta¢des mitocondriais, inflamagao cronica, mecanismos de reparo
do DNA e apoptose defeituosos (Fleshner & Klotz, 1999). Assim, muitos dos fatores que

estdo associados ao CP, como o desbalanco dos hormdnios androgénicos e estrogénicos,
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insuficiéncia do sistema antioxidante e condig¢des pré-malignas (PIN, PIA, HBP) podem estar
relacionados ao EO (Partin et al., 1993; Sakr et al., 1993; Bostwick et al., 2000).

O organismo humano possui um sistema de defesa intrinseco contra a acdo de EROs.
Esse sistema pode ser subdividido em sistemas enzimaticos € nao-enzimaticos. Vitaminas A,
C, E e selénio estdo entre os principais antioxidantes ndo-enzimaticos do organismo (Ichimura
et al., 2004; Badjatia et al., 2010; Bayraktar et al., 2010). Dentre as enzimas antioxidantes,
destacam-se a superoxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutacao do anion superéxido
em H,0,; a catalase (CAT), que converte H,O, em oxigénio molecular e agua; e a glutationa
peroxidase (GSH-Px), que catalisa a degradacao de H,O, e hidroperéxidos e, dessa maneira
compde importantes vias detoxificadoras de EROs (Brown-Borg et al., 1999; Badjatia et al.,
2010; Bayraktar et al., 2010). Enzimas outras, “secundarias”, como a glutationa-S-transferase
(GST) e a glutationa redutase (GR) atuam conjuntamente com a GSH-Px na detoxificacdo de
EROs (Badjatia et al., 2010; Bayraktar et al., 2010).

As alteragdes no balanco entre antioxidantes e EROs implicam em lesdes de DNA
gerando processos pré-mutagénicos e podendo levar, em alguns casos, ao cancer (Ichimura et
al., 2004; Eblin et al., 2008; Badjatia et al., 2010; Bayraktar et al., 2010). Desta forma, a
quantificagdo da glutationa pode indicar uma possivel correlagdo entre a diminui¢do da
atividade de enzimas antioxidantes e o aumento nos niveis de bases de DNA lesadas devido
ao dano oxidativo (Ichimura et al., 2004; Eblin et al., 2008; Badjatia et al., 2010; Bayraktar et
al., 2010).

Apesar da relevancia clinica das enzimas antioxidantes, na literatura especializada sdo
escassos os dados sobre os perfis de expressao e regulacao dessas enzimas no CP. Battisti et
al. (2011) correlacionaram o grau Gleason e o estdgio do CP com as atividades das enzimas
SOD, CAT e GSH-Px e concluiram que a diminui¢do dos niveis séricos destas enzimas
antioxidantes ¢ considerado um importante fator de desenvolvimento e progressdo tumoral.
Polimorfismos no gene da enzima GST foram associados ao aumento do risco de
desenvolvimento do CP (Qadri et al., 2011). A superfamilia da enzima GST est4 envolvida na
biotransforma¢do de varios compostos reconhecidos como fatores de risco para o CP e o
carcinoma urotelial, tais como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e solventes
halogenados, catalisando a conjugacdo desses compostos eletrofilicos em glutationa, o que
diminui suas toxicidades e facilita suas excre¢des pelo organismo (Matic et al., 2010; Battisti
et al., 2011; Qadri et al., 2011). Contudo, nas células tumorais, a agdo das GSTs pode levar a
resisténcia de drogas antitumorais (Townsend & Tew, 2003). A GSTP, uma subclasse da

enzima GST, também estd envolvida na detoxificacdo de carcindogenos e atividade
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antioxidante (Qadri et al., 2011). Nelson et al. (2007) e Qadri et al. (2011) demonstraram que
mutagdes somaticas causam inativacdo do gene para GSTP, localizado no cromossomo
11q13, aumentando o risco para CP.

Além dos androgenos e estrogenos, o fator de transcrigao eritroide 2p45 (NF-E2),
relacionado ao fator 2 (NRF2) medeia a expressao de enzimas de protecdo através do
elemento de resposta antioxidante (ARE) no CP (Goswami et al., 2007; Yilmaz et al., 2004).
Estudos recentes demonstraram que o NRF2 e varios dos seus genes alvo foram
significantemente infra-regulados no CP e como resultado, as células prostaticas foram
expostas continuamente ao EO, com consequente progressdo para a doenga metastatica

(Baker et al., 1997; Khandrika et al., 2009).
1.3 Via de sinalizacao dos receptores Toll-like (TLR) e o Cancer.

Os receptores TLR compreendem uma familia de receptores transmembrana que
reconhecem padrdes moleculares associados a patdgenos e tém papel fundamental na
reparacdo tecidual e lesdo tecidual induzida por inflama¢do (Kumar et al. 2011; Galli et al.
2010). Os TLRs que reconhecem lipidios e proteinas ligantes (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS e
TLR6) estdo expressos na membrana plasmatica, enquanto os TLRs que detectam acidos
nucleicos virais (TLR3, TLR7 e TLR9) estdao localizados em compartimentos lisossomais
(Takeda et al., 2003; Akira & Takeda, 2004; Galli et al., 2010). A transducao de sinais dos
TLRs ocorre através de diferentes proteinas adaptadoras que desencadeiam uma cascata de
sinalizacdo envolvendo o fator de transcri¢dao nuclear kB (NFxB), proteinas-quinases ativadas
por mitégeno (MAPKS), p38, proteinas quinases c-jun-N-terminal (JNKSs), proteinas quinases
reguladoras de sinalizacdo extracelular (ERKSs) e os fatores reguladores de intérferon (IRF3,
IRF5 e IRF7) (Akira & Takeda, 2004). Muitos dos efeitos conhecidos da sinalizagdo dos
TLRs ocorrem através da translocacdo do NF«xB e subsequente producdo de moléculas
inflamatorias e moléculas para sobrevivéncia celular, como TNFa e interleucinas 1 e 6 (IL1 e
IL6) (Akira & Takeda, 2004; Galli et al., 2010). A fungdo classica dos TLRs consiste no
recrutamento de leucdcitos para os tecidos infectados com posterior indugcdo de respostas
imunes adaptativas (Akira & Takeda, 2004; Galli et al., 2010). A ativacdo dos TLRs na
superficie das células epiteliais induz a expressdo de moléculas de adesdo intercelular (ICAM)
que desempenham papel fundamental na implantacdo e adesdo de leucdcitos (Galli et al.,
2010).

Os TLRs foram, inicialmente, identificados somente em células imunes e epiteliais,

contudo estudos recentes demonstraram que estes receptores também s3o expressos em
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algumas células tumorais, sendo que essa expressao estd relacionada a carcinogénese (Rakoff-
Nahoum & Medzhitov, 2009; Galli et al., 2010). O papel dos TLRs no cancer ¢ uma questao
controversa, pois dados conflitantes apontam os TLRs como reguladores negativos e positivos
da carcinogénese. A administracdo de agonistas dos TLRs exerceu fortes -efeitos
antineoplésicos contra tumores desenvolvidos em camundongos ¢ humanos (Rakoff- Nahoum
& Medzhitov, 2009). A ativagdo dos TLRs pode causar a regressdo do tumor através do
aumento da permeabilidade vascular e por meio do recrutamento de leucocitos, os quais
determinam a lise das células tumorais pelas células natural killer (NK) e células T citotoxicas
(Rakoff-Nahoum & Medzhitov, 2009). Assim, um dos efeitos mais promissores da
estimulacdo dos TLRs por agonistas especificos na terapia do cancer ¢ a ativacao do sistema
imune adaptativo (Krieg, 2007; Paone et al., 2008; Galli et al., 2010).

Dependendo da intensidade e da natureza da resposta, a inflamagdo pode tanto
promover a carcinogénese, como exercer efeitos antitumorais (Mantovani et al., 2008; Galli et
al., 2010). Na maioria dos casos, a inflamacao associada ao cancer ¢ semelhante a inflamagao
cronica, incluindo a produgdo de fatores que estimulam o reparo tecidual, a proliferagdo e a
sobrevivéncia da célula cancerosa (Mantovani et al., 2008; Galli et al., 2010). No entanto, se a
resposta inflamatoria se desenvolve em inflamag¢ao aguda, um mecanismo efetor imunoldgico
¢ ativado com consequente regressao do tumor (Mantovani et al., 2008; Galli et al., 2010).
Considerando os diversos elementos que controlam os processos neoplasicos, um importante
papel ¢ atribuido aos membros da superfamilia das quimiocinas (Ben-Baruch, 2006).
Quimiocinas expressas pelas células tumorais e células do hospedeiro desempenham um papel
critico no desenvolvimento do tumor através da regulacao da migragao de diferentes subtipos
de leucocitos (Ben-Baruch, 2006). A proporgao relativa de cada tipo de célula de defesa no
interior do tumor, por exemplo, macrofagos, células T, células NK e células dendriticas
determina em grande parte o perfil imunolédgico local (Allavena et al., 2008). Células T CDS§ e
alguns tipos de células do sistema imunolédgico inato, como as células NK, podem inibir o
crescimento tumoral (Allavena et al., 2008; Mantovani et al., 2008; Galli et al., 2010).

Em contraste, a estimulag¢do de alguns TLRs aumenta a proliferacdo e a sobrevivéncia
tumoral, sugerindo que a estimulagdo dos TLRs favorece a carcinogénese (Jego et al., 20006).
Recentemente, a expressdao aberrante do TLR4 foi encontrada na maioria dos carcinomas
humanos, inclusive o CP (Huang et al, 2005;. Dong et al, 2002.; Brown et al., 2003; Hua et
al., 2009; Riddell et al., 2011). Estudos tém demonstrado que a expressdo aumentada do

TLR3, TLR4 e TLRO correlaciona-se com a progressao do CP (Gonzalez-Reyes et al., 2011).
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A via de sinalizagdo do NFkB desempenha um papel importante nas respostas ao
cancer, inflamacao e estresse (Pahl, 1999; Meng et al., 2010). NFxB ¢ um fator de transcri¢ao
encontrado no citoplasma ligado aos chamados inibidores de NFkB (IxB). A ativacdo do
NF«kB por fatores de crescimento e inflamatdrios ¢ mediada através das proteinas quinases
IkB, que fosforilam IkB, resultando na ubiquitinagdo IkBo e subsequente degradagdo
proteossomica  (Pahl, 1999; Pikarsky et al., 2004; Meng et al, 2010).
Consequentemente, o NFkB ¢ liberado do complexo IkB e se transloca para o nucleo, onde se
liga em sitios consenso do DNA, ativando a expressdo génica (Pahl, 1999; Pikarsky et al.,
2004). A ampla distribuicao dos sitios de ligagdo do NFkB no genoma permite a regulagao de
um vasto numero de genes e a participagdo em processos celulares fundamentais, como
apoptose, proliferagdo e diferenciacdo (Pham et al., 2004; Luo et al., 2005). O NF«kB responde
a varias moléculas, como IL1, TNFa, citocromo P450, melatonina ¢ metaloproteinases da
matriz (MMPs) (Pham et al., 2004; Luo et al., 2005) e também aos radicais livres (Gong et al.,
2001, Zhou et al., 2001). Estudos recentes demonstraram que o NFkB estd envolvido na
regulacdo de genes das enzimas antioxidantes, como a CAT e GSH-Px (Zhou et al., 2001;
Meng et al., 2010). Ainda, a desregulagdao do NF«kB esta associada a varios tipos de canceres e
o aumento da atividade do NFkPB em células tumorais resultou no aumento da glutationa

celular, o que conferiu resisténcia ao EO (Meng et al., 2010).
1.4 Regulacao da angiogénese.

Na prostata, diferentes processos bioldgicos tais como regulagdo da proliferagao e
diferenciagdo celular, atividade mitogénica, processos secretores € o crescimento tumoral sao
regulados e/ou influenciados por diferentes polipeptideos, como os fatores indutores de
hipoxia (HIF), os fatores de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e a endostatina
(Abdollahi et al., 2003; Berry et al., 2008). Sob a influéncia de andrégenos, as células
estromais produzem diversos fatores de crescimento; alguns deles, na auséncia dos
androgenos, podem ativar o AR e induzir diferentes respostas celulares (Berry et al., 2008).
Assim, células estromais em associagdo com a matriz extracelular criam um microambiente
que regula o crescimento e a diferenciacdo funcional das células adjacentes, desempenhando
cada um desses, importante papel na manutencao da forma e fungao tecidual (Cornell et al.,
2003).

O microambiente tumoral ¢ caracterizado por flutuacdo de hipdxia e privagdo de
nutrientes (Semenza, 2003; Kimbro & Simons, 2006) e para que haja crescimento e

progressao tumoral, as células cancerosas se adaptam a este ambiente e se utilizam de um
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processo fisiologico para garantir oferta suficiente de oxigénio e nutrientes e drenagem de
metabolitos: a angiogénese (Eichhorn et al., 2007). A angiogénese ¢ o processo de criacao de
novos vasos sanguineos a partir de capilares preexistentes e ¢ essencial para o crescimento
tumoral e também para processos fisiologicos normais, como crescimento, fertilidade e
cicatrizacdo (Campbell, 1997; Folkmann, 1971). A regulacdo da angiogénese ¢ multifatorial,
dependendo do balanco entre fatores indutores e inibitdrios no microambiente tecidual e de
interacdes entre células endoteliais, matriz extracelular e varios fatores soliveis (Van
Moorselaar & Voest, 2002; Liekens et al., 2001).

O fator indutor de hipéxia 1 (HIF1) & peca chave para adaptagdo a hipdxia e
angiogénese. O HIF1 é composto por um par de heterodimero, HIFla e HIF1PB. Em
normoxia, HIFla ¢ regulado apds sua transcricdo por ubiquitinagdo e interacdo com a
proteina supressora de tumor (pVHL) e entdo ¢ degradado pelo proteassomo 26S. A interagido
com pVHL ¢ mediada por proteinas contendo dominios prolil-hidroxilase (PHD) que
requerem oxigénio (O;) como cofator. Assim, os niveis de O, intracelulares sdo detectados
pelas PHDs que, por sua vez, regulam os niveis de HIF1 o (Kimbro & Simons, 2006). Quando
em hipoxia, a atividade das PHDs ¢ reduzida devido a falta de O, e os niveis de HIFla
aumentam, ele ¢ translocado para o nucleo, heterodimeriza com HIF1f3 e o complexo se liga a
elementos responsivos a hipoxia (HRE), atuando como fator de transcricdo de elementos de
resposta a hipoxia, como o VEGF (Kimbro & Simons, 2006). O aumento de HIFla foi
correlacionado com fatores diagndstico e prognostico do CP e com a presenca de metastases
osseas (Du et al., 2003). A expressao de HIF1a também foi caracterizada na PIN de alto grau
e ¢ estimulada pela testosterona (Kimbro & Simons, 2006).

O VEGF ¢ um polipeptideo ligante de heparina de 45 kDa, derivado de plaqueta que
atua como um mitogeno especifico das células endoteliais (Kamath et al., 2009; Zhu et al.,
2009). O VEGF estimula todos os aspectos da funcao endotelial como proliferagdo, migragao,
producdo de oxido nitrico e permeabilidade da camada de células endoteliais (Waltenberger,
2009). Além disso, a acdo do VEGF protege o endotélio contra a apoptose (Waltenberger,
2009). Na prostata, os miofibroblastos produzem e secretam VEGF, o qual estimula a
angiogénese tumoral e aumenta a densidade microvascular em resposta a hipoxia e HIFla
(Levine et al., 1998; Kimbro & Simons, 2006). Na HBP, a expressao de VEGF esta confinada

ao estroma, mas no CP, estroma e epitélio podem expressar VEGF (Levine et al., 1998).
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A transdugdo do sinal do VEGF ocorre através de dois receptores de tirosina quinase,
localizados na membrana da célula endotelial (VEGFR1 e VEGFR2), sendo o VEGFR2 o
principal mediador (Van de Moorselaar & Voest, 2002; Reynolds & Kyprianou, 2006).

Na auséncia de vascularizagdo, tumores soOlidos crescem somente 1-2mm,
demonstrando que o crescimento tumoral e a metastase sdo dependentes da angiogénese
(Abdollahi et al., 2003; Folkman, 2006). Como as células endoteliais sdo geneticamente
estaveis e menos propensas a mutagdes que lhes permitiriam desenvolver resisténcia aos
farmacos, inibidores da angiogénese tém sido desenvolvidos para atingir aquelas células e
bloquear a angiogénese tumoral (Abdollahi et al., 2003; Folkman, 2006). Os inibidores da
angiogénese sdo agrupados em duas classes: diretos e indiretos. Os inibidores diretos inibem a
prolifera¢do e migracdo das células endoteliais ativadas e as conduzem a apoptose (Liekens et
al., 2001; O’Reilly et ., 1997). Como exemplos de inibidores diretos, temos o TNP470, que
inibe a metionina aminopeptidase 2 (MetAP-2) e promove a parada no ciclo celular da célula
endotelial (Sin et al., 1997) e também a endostatina, um fragmento proteolitico C-terminal do
coldgeno XVIII (proteoglicano encontrado na parede de vasos e na membrana basal) que
induz apoptose tanto nas células endoteliais vasculares como nas tumorais (O'Reilly et al.
1997; Schmidt et al., 2004; Eichhorn et al., 2007). Os inibidores indiretos impedem a
producdo e liberagdo de fatores pro-angiogénicos e também podem interferir na interacao
deles com os receptores correspondentes das c€lulas endoteliais (Liekens et al., 2001; Fong et
al., 1999), como o SU5416 que inibe a fosforilacio de VEGFR2 induzida por VEGF (Fong et
al., 1999).

O TNP470 exibe um potente efeito inibitorio sobre o crescimento e migragdo da célula
endotelial in vivo e in vitro (Castronovo & Belotti, 1998; Gervaz & Fontolliet, 1998) e
também demonstrou efeito inibitério no crescimento tumoral e metdstases, uma vez que o
principal alvo desse farmaco ndo sdo as células tumorais em si, mas as células endoteliais de
vasos adjacentes ao tumor (Castronovo & Belotti, 1998; Gervaz & Fontolliet, 1998). Além
disso, o efeito antitumoral do TNP470 ¢ independente do efeito de resisténcia as drogas, fato
que representa um sério problema no tratamento de tumores por meio de drogas antitumorais
com agdes diretas sobre as células tumorais (Castronovo & Belotti, 1998; Gervaz &
Fontolliet, 1998).

A endostatina, um fragmento proteolitico C-terminal do colageno XVIII, ¢ um potente
inibidor direto endogeno da angiogénese (O'Reilly et al. 1997; Schmidt et al., 2004) que induz
a apoptose tanto nas células endoteliais vasculares como nas tumorais (O'Reilly et al. 1997;

Schmidt et al., 2004). A sintese da endostatina ocorre durante a protedlise do colageno por
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acdo das metaloproteinases, cuja atividade ¢ aumentada durante a senescéncia e no cancer
(Montico et al., 2014). Macpherson e colaboradores (2003) sugeriram que a atividade
antiproliferativa da endostatina ocorre através da sua ligacdo as moléculas da superficie

celular o que, por sua vez, leva a produgao intracelular de sinais pro-apoptoticos.
1.5 Alternativas terapéuticas contra o CP

Estima-se que em 2016, 61 mil novos pacientes receberao o diagnodstico de CP no
Brasil, sendo esta a segunda causa de morte entre os homens. Nos EUA, estatisticas apontam
que 1 em cada 6 homens tera CP, mas apenas 1 em cada 34 vai morrer devido a doenga. Em
partes, a reducdo da taxa de mortalidade se deve a campanhas de conscientizagdo que tem
levado ao diagnostico precoce da doenga.

O melhor tratamento para o CP depende de uma série de fatores como: o estagio da
doenca, a idade e a condicdo de saide do paciente e a porcentagem de eficacia de cada
tratamento. Prostatectomia, quimio e radioterapia, terapia hormonal (castracdo quimica) e
inibidores da angiogénese sdo as opg¢des mais comuns. No entanto, médico e paciente podem
optar pela ndo intervencdo e apenas acompanhar a doenga, principalmente em casos de
pacientes idosos ou com problemas de saide mais graves. (AC Camargo, “Tudo sobre Cancer

— Prostata” http://www.accamargo.org.br/tudo-sobre-o-cancer/prostata/32/).

Recentemente, o baixo grau de eficicia das terapias atuais contra as lesdes prostaticas
proliferativas tem motivado o desenvolvimento de imunoterapias, como o Sipuleucel-T. O
tratamento ¢ feito com células apresentadoras de antigeno e células dendriticas do proprio
paciente que sdo incubadas com fosfatase acida prostatica e um fator estimulante de colonias
de macrofagos para sua ativagdo. Como a maioria das células cancerosas prostaticas expressa
grande quantidade de fosfatase 4cida, as células dendriticas e apresentadoras de antigeno,
agora ativas, sao devolvidas ao paciente para combater o cancer.(Murphy et al., 1996; Bok,

2008; Anassi & Ndefo, 2011).
1.6 O modificador de resposta bioldgica: PMAPA.

O agregado polimérico anidridico fosfolinoleato-palmitoleato de amodnio € magnésio
(PMAPA) ¢ um biopolimero nao linear, com massa molecular de 320 kDa (Durdan & Nunes,
1990; Durén et al., 1997). Os principais componentes da molécula sao Mg2", NH4", fosfato,
acidos linoleico e palmitoleico e proteina. O contetido percentual de proteina estd ao redor de
0,5%, com massa molecular de 10 kDa. Os aminoacidos encontram-se distribuidos em

porcentagem da seguinte maneira: Asp 7,19%; Thr 3,56%; Ser 7,56%; Glu 8,53%; Pro 0,5%;


http://www.accamargo.org.br/tudo-sobre-o-cancer/prostata/32/
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Gly 9,69%; Ala 7,46%; Vai 1,0%; Met 4,38%, Isoleu 2,54%, Leu 3,03%, Tyr 0,5%, Phe
1,0%, His 2,83%; Lys 3,56%, Trp 1,3% e Arg 35,2% (Durdn & Nunes, 1990; Duran et al.,
1997).

O PMAPA nao demonstrou citotoxicidade ou genotoxicidade em culturas de células
V79 e linfocitos humanos, bem como se mostrou atéxico em camundongos, cdes € macacos
(Durédn et al., 1993). Estudos preliminares in vivo e in vitro indicaram que este
imunomodulador mostrou-se capaz de combater doengas infecciosas, virais e alguns tipos de
canceres (Duran et al., 1997; Justo et al., 1999). Justo e colaboradores (2003) verificaram
esplenomegalia, mielossupressdo e aumento do nimero de unidades formadoras de colonias
de granuldcito/macréfagos (CFU-GM) em camundongos portadores de tumor ascitico de
Ehrlich (TAE). Apos 7 dias de tratamento subcutaneo com PMAPA, houve redugdo de 35%
da esplenomegalia e do crescimento tumoral, estimulagdo da mielopoiese e aumento da
producdo de IL2 e interferon-gama (IFNy), com consequente aumento da atividade de células
NK (Justo et al., 2003). De acordo com estes autores, o efeito modulador do PMAPA na
resposta mielopoiética esta relacionado a sua atividade antitumoral, com um possivel
mecanismo de regulacdo na produgdo de CFU-GM e expressao de suas atividades funcionais.
Melo e colaboradores (2001) também avaliaram os efeitos do PMAPA no numero de CFU-
GM na medula 6ssea de camundongos infectados com Listeria monocytogenes e concluiram
que este imunomodulador potencializou os mecanismos imunoldgicos reguladores das células
precursoras da medula 6ssea, as quais estdo envolvidas no controle das alteragdes provocadas
pelo tumor no sistema hemolinfopoiético do hospedeiro.

Adicionalmente, demonstrou-se que o PMAPA aumenta os niveis proteicos de TLR2,
TLR4 e p53 quando administrado intravesicalmente em animais com CBNMI induzido
quimicamente, correlacionando com a regressdo tumoral (Favaro et al., 2012). Ainda,
experimentos in vitro com células HEK293 relevaram que o tratamento dessas células com
PMAPA ativou o NFkB com estimulacdo dos TLRs 2 e 4 (Favaro et al., 2012). Assim,
concluiu-se que o PMAPA atua como agonista dos TLRs 2 e 4 ¢ ativa a p53, melhorando o

estado imunoldgico no CBNMI (Favaro et al., 2012).



28

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O baixo grau de eficacia das terapias contra as lesdes prostaticas proliferativas pode
estar relacionado aos baixos efeitos dessas terapias sobre os mecanismos de reparo tecidual,
angiogénese e enzimas antioxidantes. Em muitos canceres, a natureza dos RLs que amplifica
a lesdo primaria ndo ¢ conhecida, tornando-se dificil o planejamento correto da utilizagao de
farmacos com propriedades antioxidantes que eliminem diretamente o RL, impedindo sua
reacdo com alvos celulares e assim, evitando a propagacdo das lesdes provocadas por essas
moléculas. O emprego adequado destes farmacos e das estratégias terapéuticas depende de
diversos fatores, os quais incluem o entendimento dos processos dependentes dos RLs
envolvidos no desenvolvimento de lesdes prostaticas, a identificagdo de compostos que
possam atuar como antioxidantes, bem como a sua distribui¢do na prdstata e seu mecanismo
de acgdo. Assim, o conhecimento da interagdo das diferentes modalidades terapéuticas
envolvendo a imunomodulacio e o bloqueio da angiogénese com 0s mecanismos
antioxidantes, bem como com as vias hormonais ¢ de reparo tecidual ¢ fundamental para o
entendimento dos mecanismos de desenvolvimento de lesdes prostaticas.

Assim sendo, os objetivos gerais deste estudo foram desenvolver um modelo animal
adequado da carcinogénese prostatica, caracterizar e comparar os efeitos morfoldgicos e
moleculares da terapia antiangiogénica associada a imunoterapia com PMAPA no tratamento
das lesdes prostaticas induzidas quimicamente, bem como estabelecer possiveis mecanismos
de acdo dessas terapias envolvendo fatores indutores e reparadores de lesdo celular, receptores
de hormonios sexuais esteroides, angiogénese ¢ enzimas antioxidantes. Tais objetivos gerais
serdo alcangados através dos seguintes objetivos especificos:

a) Caracterizar a histopatologia e a progressao das lesdes prostaticas induzidas quimicamente
no lobo ventral da prostata de ratos frente a terapia antiangiogénica € imunoterapia com
PMAPA;

b) Caracterizar e comparar os efeitos da terapia antiangiogénica e da imunoterapia com
PMAPA sobre os fatores indutores e reparadores de lesdo celular (TLR4, NFkB, TNFa, e
IL6) através da imunohistoquimica ¢ Western Blotting;

c¢) Caracterizar e comparar, através de imunohistoquimica e Western blotting os efeitos da
terapia antiangiogénica e imunoterapia com PMAPA sobre os receptores de hormonios

sexuais esteroides (AR, ERa e ERB);
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d) Caracterizar e comparar, por meio de imunohistoquimica e Western Blotting, o
envolvimento da terapia antiangiogénica ¢ da imunoterapia com PMAPA com as enzimas
antioxidantes (CAT, GSH-Px1, NRF2 e NOX4);

e) Caracterizar e comparar os efeitos da terapia antiangiogénica e da imunoterapia com
PMAPA sobre o balango angiogénico e antiangiogénico (HIF 1o, VEGF, Endostatina) através

da imunohistoquimica e do Western Blotting;
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais e procedimento experimental

No presente trabalho, um total de 25 ratos machos da linhagem Fischer 344 foram
utilizados. Para a indugdo das lesdes prostaticas, 20 animais receberam dose didria subcutinea
de 100 mg/Kg de Cipionato de Testosterona. Posteriormente, os animais foram anestesiados
para inoculacdo na capsula do lobo ventral prostatico de uma dose de 15 mg/Kg de N-metil-N-
nitrosouréia (MNU - diluido em tampao citrato, pH 6) a cada 15 dias, totalizando 2 doses.
Uma semana apds a administragdo da ultima dose de MNU, os animais receberam injegdes
subcutaneas de 5Smg/kg de cipionato de testosterona em dias alternados por 120 dias. O
método descrito foi aprimorado e patenteado e o pedido encontra-se registrado no INPI
(BR1020140231188). Os outros 5 animais foram considerados como controles. Apds o
periodo de 120 dias de indugdo, os animais foram subdivididos em cinco grupos (5 animais

cada) identificados na tabela abaixo:

Grupos Tratamento/dose Duragao Via
1.Controle (CT) salina 0,9% (Smg/kg)  3x/semana por 30 dias  subcutinea
2.MNU salina 0,9% (Smg/kg)  3x/semana por 30 dias  subcutinea
3.MNU+TNP470 TNP470 (15mg/kg) 3x/semana por 30 dias  subcutinea
4 MNU-+PMAPA PMAPA (5mg/kg) 3x/semana por 30 dias  subcutinea

5.MNU+TNP470  TNP470 (15mg/kg) e )
3x/semana por 30 dias  subcutinea
+PMAPA PMAPA (5mg/kg)

Todos os animais receberam agua e a mesma dieta solida ad [libitum (Nuvilab,
Colombo, Parana, Brasil) e foram alojados em caixas individuais com fundo s6lido, forradas
com maravalha, em sala com luminosidade (12h de ciclo claro e escuro) e temperatura (20 a
25°C) controladas. Apds 150 dias de tratamento, amostras do lobo ventral prostatico de todos
os animais foram coletadas, pesadas e normalizadas pelo peso corporal de cada animal e
submetidas a andalise histopatologica, a imunohistoquimica ¢ ao Western Blotting. O
protocolo experimental seguiu os principios €éticos em pesquisa animal, sendo aprovado pela

Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA)/UNICAMP com protocolo niimero 3053-1.
3.2 Analise histopatolégica

Amostras do lobo ventral prostatico de todos os animais de cada grupo experimental

(n=5) foram coletadas e fixadas em Bouin por 12h. Apoés a fixagao, os tecidos foram lavados
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em dlcool etilico a 70%, com posterior desidratagdo em uma série crescente de alcoois.
Posteriormente, os fragmentos foram diafanizados com xilol por 2 horas e inclusos em
polimeros plasticos (Paraplast Plus, ST. Louis, MO, EUA). Em seguida, os materiais foram
seccionados no micrétomo Biocut 1130 (Reichert-Jung, Munique, Alemanha) com espessura
de 5 um, corados com Hematoxilina-Eosina e fotografados no fotomicroscépio Nikon Eclipse
Ni-U (Nikon, Toquio, Japdo) equipado com camera Nikon DS-RI-1 (Nikon, Toquio, Japdo).
O diagnoéstico das lesdes prostaticas foi baseado em critérios morfoldgicos de acordo com

Shappell et al. (2004).
3.3 Imunohistoquimica

Amostras do lobo ventral prostatico de todos os animais de cada grupo experimental,
as mesmas utilizadas para as andlises histopatoldgicas, foram utilizadas para as
imunomarcagdes. A seguir, cortes com 5 um de espessura foram obtidos no microtomo
rotativo Biocut 1130 (Reichert-Jung, Munique, Alemanha) e coletados em laminas
silanizadas. A recuperacdo antigénica foi realizada por incubag¢do dos cortes em tampdo
citrato (pH 6) a 100°C em micro-ondas. O bloqueio da peroxidase endogena foi obtido com
H,0; (0,3% em metanol) com posterior incubagdo em solugdo bloqueadora com albumina
soro bovino (BSA) 3% (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) em tampao
TBS-T por 1 hora em temperatura ambiente. Posteriormente, os anticorpos primarios rabbit
polyclonal 251111 (Abbiotec, San Diego, CA, USA) para TLR4, rabbit polyclonal ab7970
(Abcam, Cambridge, MA, USA) para NFkB, rabbit polyclonal ab6671 (Abcam, Cambridge,
MA, USA) para TNFa, rabbit polyclonal 251287 (Abbiotec, San Diego, CA, USA) para IL6,
rabbit polyclonal sc-816 (N-20) (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) para
AR, rabbit monoclonal 04-227 (E115) (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA)
para ERo, rabbit polyclonal 06-629 (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) para
ERB, rabbit polyclonal orb100792 (Biorbyt LLC, Berkeley, CAL, USA) para Catalase, rabbit
polyclonal orb5344 (Biorbyt LLC, Berkeley, CAL, USA) para GSH-Px1, rabbit polyclonal
sc-722 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) para NRF2, rabbit polyclonal
orb11151 (Biorbyt LLC, Berkeley, CA, USA) para NOX4, rabbit polyclonal 251256
(Abbiotec, San Diego, CA, USA) para HIFla, mouse monoclonal sc-53462 (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) para VEGF e rabbit polyclonal 251198
(Abbiotec, San Diego, CA, USA) para Endostatina foram diluidos em BSA 1% e incubados
overnight a 4 °C. O kit MACH 4 Universal HRP-Polymer (Biocare Medical, EUA) foi usado

para deteccdo dos antigenos de acordo com as instrugdes do fabricante. Os cortes foram
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contra-corados com Hematoxilina de Harris e avaliadas no fotomicroscépio Nikon Eclipse Ni-
U (Nikon, Toquio,Japdo) equipado com camera Nikon DS-RI-1 (Nikon, Toquio, Japdo). Para
avaliar a imunorreatividade dos antigenos, foi proposto um novo método de andlise que
considera a “presenca da lesao”, a “localizacao celular” da marcacao e a “atribui¢ao da nota”.
O presente método tem como base a classificagdo do Sistema Gleason e busca atribuir um
“valor” para a imunomarcacdo do compartimento epitelial e estromal, buscando-se criar um
espectro de valores que estime a intensidade da cada marcagdo em determinado

compartimento para cada proteina (Tabela 1).

3.3 a) Presenca de Lesdo no Epitélio. Conforme a condigdo histopatologica do
compartimento epitelial, o mesmo foi dividido em dois grupos: 1) Epitélio normal: sem
atipias, sem proliferacdo celular anormal ou evidéncias de lesdes pré-neoplasicas ou
neoplésicas; 2) Epitélio com lesdo: epitélio com alguma das lesdes descritas na analise

histopatologica (AP, NIP, PIA, adenocarcinoma de graus baixo, intermediario e alto).

3.3 b) Localizacdo Celular da Marcagao. Em cada grupo citado anteriormente, a marcacao
foi analisada em trés possiveis localizagdes celulares: supranuclear, intranuclear e

citoplasmatica, sendo atribuida uma nota para cada compartimento;

3.3 ¢) Atribuicao da Nota. Para cada localiza¢do celular, uma nota, de 0 a 3, foi determinada

baseada em dois parametros:

1) Percentual de Células Marcadas (PCM): seguindo o seguinte padrdo na imagem de cada
campo no aumento de 400x:

- Nota 0: nenhuma célula marcada,;

- Nota 1: 0% < n° de células marcadas < 50%

- Nota 2: 50% < n° de células marcadas < 100%

- Nota 3: 100% de células marcadas.

2) Intensidade de Marcacao (Int): baseada no acumulo de granulos citoplasmaticos na
localizacdo celular. Para isto, tomou-se como referéncia a quantidade de citoplasma/material

nuclear visivel entre os granulos, sendo a nota atribuida da seguinte forma:

- Nota 0: sem marcagao;
- Nota 1 — leve: € possivel ver citoplasma/material nuclear claramente entre os granulos;

- Nota 2 — moderada: € possivel ver citoplasma/material nuclear, porém com predominio de
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acumulo de granulos;

- Nota 3 - intensa: a marcagao cobre todo o citoplasma/ material nuclear.

A nota final para cada marcagdo em cada possivel localizagdo celular seguira a
seguinte formula: Nota = (PCM)™ , sendo PCM>0 e int>0. Com a ressalva de que, quando

nao houver marcagao (PCM = 0 e int = 0), ndao havera sentido na atribui¢ao da nota.
3.4 Extracio de proteinas e Western Blotting

Amostras do lobo ventral prostatico de todos os animais de cada grupo experimental
(n=5) foram coletadas, congeladas e posteriormente, submetidas as andlises de Western
Blotting. As amostras prostaticas foram homogeneizadas em tampao de extracdo contendo,
Triton-x-1%, NaCl 150mM, Tris 10 mM pH 7,4, EDTA 1 mM, Hepes ImM pH 7,6, PMSF
0,2 mM e 10 pL/mL de coquetel inibidor de proteases (Sigmadldrich, St. Louis, MO, EUA).
Os extratos do lobo ventral prostatico foram obtidos por centrifuga¢do durante 20 minutos a
14000 rpm a 4°C. A determinacdo da concentragdo de proteinas foi realizada pelo método de
Bradford e as leituras feitas pelo leitor de microplaca (Multi-Mode Microplate Reader
Synergy HIM; Bio-Tek Instruments, EUA). O correspondente a 70 microgramas de proteinas
foi aplicado no gel de SDS-poliacrilamida. Apds a eletroforese, o material foi transferido
eletricamente para membranas de nitrocelulose. As membranas foram entdo bloqueadas com
BSA 3% diluido em TBS-T por 1h e incubadas com os mesmos anticorpos primarios
descritos na imunohistoquimica e nas seguintes concentragdes: TLR4 (1:250), NFkB (1:400),
TNFa (1:200), IL6 (1:100), AR (1:100), ERa (1:350), ERB (2ug/mL), Catalase (1:200), GSH-
Px1 (1:200), NRF2 (1:400), NOX4 (1:200), HIFla (1:250), VEGF (1:250) e Endostatina
(1:100). Apds lavagem com tampao TBS-T, as membranas foram incubadas por 2h com os
mesmos anticorpos primdrios utilizados na imunohistoquimica e posteriormente, com o0s
anticorpos secundarios anti-rabbit ou anti-mouse conjugados com HRP na diluicao de 1:500
em BSA 1%. Ap6s nova série de lavagens com TBS-T, a atividade peroxidasica foi revelada
com o substrato diaminobenzidina (DAB, Sigma Chemical Co., St Louis, USA). Os
experimentos foram rodados em duplicatas de dois pools, sendo o primeiro pool formado por
trés animais e o segundo, por dois. A densitometria semiquantitativa das bandas foi feita
através do software ImageJ 1.47v (National Institute of Health, USA; disponivel no sitio

http://rsb.info.nih.gov/ij/.) A proteina PB-actina foi utilizada como controle endégeno para

normaliza¢ao das leituras das intensidades das bandas.
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3.5 Analise estatistica

Os valores obtidos ap6s pesagem do lobo ventral e Western Blotting foram submetidos
ao teste de Lilliefors para normalidade. Os valores do Western Blotting foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey como post-hoc. Os valores do
peso do lobo ventral foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, com Student-Newman-

Keuls como post-hoc. Todas as andlises foram realizadas com significancia < a 5%.
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4. RESULTADOS
4.1 Razao entre o peso do lobo ventral e o peso corporal (plv/pc)

Houve aumento de 163% da razao plv/pc no grupo MNU (0,0033+0,0005) em relacdo
ao grupo controle (0,0013+£0,0002; p=0,0002). O grupo MNU+PMAPA (0,0016+0,0003)
apresentou reducdo de 54,5% desta razdo em comparagdo ao grupo MNU (p=0,01) e ela foi
semelhante aos valores dos grupos controle (0,0013+0,0002). Nao houve alteragdo
significante da razdo plv/pc nos grupos MNU+TNP470 (0,0022+0,0009) e
MNU+TNP470+PMAPA (0,0023+0,0012) em comparagdo ao grupo MNU (Figura 1).

4.2 Analise histopatolégica

O lobo ventral prostatico dos animais do grupo controle ndo apresentou lesdes
histopatologicas, sendo caracterizado por acinos de diferentes tamanhos com borda pregueada
(Figura 2). O epitélio secretor apresentou-se composto por 2 tipos celulares, uma camada de
células basais e uma camada de células colunares (ou luminais) secretoras (Figura 2a, 2b). No
estroma prostatico, foram verificadas finas fibras coldgenas, distribuidas adjacentes ao
epitélio e entremeadas as células musculares lisas (Figuras 2a, 2b).

Todos os animais do grupo MNU desenvolveram adenocarcinoma prostatico de baixo
(20%), intermediario (60%) e alto (20%) graus (Figuras 2e, 2f, 2g, 2h; Tabela 2). Lesdes pré-
neoplasicas como a neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau (HGPIN) e atrofia
inflamatoria proliferativa (PIA) ocorreram em 80% dos animais (Figuras 2c, 2d; Tabela 2). A
HGPIN caracterizou-se por proliferacdo focal do epitélio, com intensidade varidvel de atipias
citologicas identificadas através de nucleos volumosos e nucléolos proeminentes. As células
epiteliais basais foram caracterizadas ndo demonstrando desorganizagdo estrutural (Figuras
2c, 2j). A PIA, por sua vez, caracterizou-se por acinos atroficos com epitélio displasico,
apresentando mais de uma camada de células de morfologia atipica (nucleo volumoso e
nucléolo proeminente). A alteracdo epitelial foi acompanhada de infiltrado inflamatdrio
intersticial periacinar predominantemente linfocitario (Figuras 2d, 2k). As células epiteliais
basais foram caracterizadas ndo demonstrando desorganizacao estrutural (Figuras 2d, 2k).

O adenocarcinoma prostatico de baixo grau (ABG) foi constituido exclusiva ou
predominantemente por acinos neoplasicos discretos, bem-formados, que se assemelharam
aos acinos normais, porém com auséncia das células epiteliais basais. Os nucleos dos acinos
neopléasicos foram volumosos, geralmente ovalados e com nucléolos proeminentes (Figura

2e). No adenocarcinoma prostatico de grau intermediario (AGI), também houve auséncia das
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células epiteliais basais e os 4cinos neoplédsicos eram pontiagudos € comecavam a se fundir
(Figuras 2f, 2I). J4 o adenocarcinoma prostatico de alto grau (AAG) foi caracterizado por rara
formagdo acinar, com células neoplasicas dispostas em corddes ou ninhos e dispersas no
estroma (Figura 2g, 2h).

Alteragdes histopatologicas como atrofia prostatica (AP) (Figura 2i) e hiperplasia
nodular prostatica (HNP) ocorreram em 100% e 60% dos animais do grupo MNU+TNP470,
respectivamente (Tabela 2). Lesdes pré-neoplasicas como NIP e PIA ocorreram em 60% dos
animais desse grupo (Figuras 2j, 1k; Tabela 2). A lesdo neoplasica mais frequente no grupo
MNU+TNP470 foi o adenocarcinoma de grau intermediario (40%) (Figura 21; Tabela 2),
seguido dos adenocarcinomas prostaticos de baixo (20%) e alto (20%) graus (Tabela 1). Na
HNP, notamos a presenca de nddulos hiperplasicos estromato-glandulares bem delimitados,
caracterizados por acinos apresentando lado externo reto e lado interno mostrando epitélio
com papilomatose (Figura 2m). O epitélio dos acinos glandulares mostrou-se revestido por
células colunares secretoras e células basais (Figura 2m). O estroma hiperpldsico
caracterizou-se por hipercelularidade e aumento de fibras coldgenas (Figura 2m). A atrofia
prostatica apresentou acinos prostaticos com mucosa pouco pregueada (Figuras 2i, 2n). O
epitélio secretor foi constituido por células secretoras de formato cuboide, com nitida redugao
da relagdo nucleo/ citoplasma (Figuras 21, 2n), além da presenca de células basais.

O grupo MNU+PMAPA apresentou somente ABG (20%), o que representa uma
reducdo de 80% da ocorréncia de tumor (Tabela 2). Adicionalmente, a HGPIN e PIA
ocorreram em 60% e 20% dos animais, respectivamente (Tabela 2). As alteragdes
histopatologicas mais frequentes nesse grupo foram: HNP (80%) (Figura 2m; Tabela 2), AP
(80%) (Figura 2n; Tabela 2), infiltrado inflamatério (II) no estroma (60%) (Figura 20; Tabela
2) e a presenga de microacinos (60%, Tabela 2).

O grupo MNU+TNP470+PMAPA apresentou HGPIN (40%) e ndo apresentou PIA
nem AAG (Tabela 2). Além disso, 0 ABG e o AGI ocorreram em 40% dos animais,
juntamente com o microdcino, HNP e AP que ocorreram nas frequéncias de 100%, 40% e

60%, respectivamente (Tabela 2).

4.3 Imunohistoquimica
4.3.1 Fatores indutores e reparadores de lesao tecidual
TLR4
Ao analisarmos regides de epitélio normal, notamos um aumento na marcagao

citoplasmatica de TLR4 no grupo MNU (1IN, 27C) em comparagdo ao grupo controle (1IN,
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3C). O tratamento com PMAPA e com a associacdo dos farmacos nao alterou a marcagdo de
TLR4 em comparagdo ao grupo MNU enquanto o tratamento com TNP470 reduziu a
marcacao citoplasmatica (1IN, 9C) (Tabela 3). Em relagdo ao estroma, os grupos controle,
MNU e MNU+PMAPA apresentaram padroes semelhantes de marcacao (Tabela 4). No
entanto, o grupo tratado com TNP470, isolado ou em associagcdo com o PMAPA, apresentou
redugdo significante na marcacao do endotélio e das fibras de musculo liso.

Lesdes do tipo neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) do grupo tratado com PMAPA
(1IN, 27C) apresentaram aumento da marcagdo citoplasmatica de TLR4 em comparagao
aquelas do grupo MNU (1IN, 9C). O tratamento com TNP470 reduziu a marcagdo
citoplasmatica de TLR4 (1IN, 3C) em comparacdo ao grupo MNU. A associacdo dos
farmacos também reduziu a marcacdo citoplasmatica de TLR4 em comparacdo ao grupo
MNU (tabela 5, figura 3).

Lesdes do tipo atrofia inflamatoria proliferativa (PIA) do grupo tratado com PMAPA
(1IN, 9C) apresentou o mesmo padrao de marca¢do de TLR4 que aquelas do grupo MNU
(1IN, 9C). As lesdes do grupo tratado com TNP470 apresentaram redug¢do na marcagao
citoplasmatica de TLR4 (1IN, 3C) em comparacao ao grupo MNU (1IN, 9C) (tabela 5, figura
3).

Regides atroficas do grupo tratado com PMAPA, isolado ou em associagdo com
TNP470, apresentaram o mesmo padrdo de marcagdo para TLR4 (1IN, 9C). O grupo tratado
apenas com TNP-470 apresentou reducdo na marcacdo citoplasmatica (1IN, 3C) (tabela 5,
figura 3).

Com relagdo ao adenocarcinoma de baixo grau (ABG), os grupos tratados com
PMAPA e TNP470, isolados e em associacao, apresentaram o mesmo padrao de marcacgao de
TLR4 que o grupo MNU (1IN, 9C) (tabela 5, figura 4).

Considerando o adenocarcinoma de grau intermediario, o grupo tratado apenas com
TNP470 apresentou o mesmo padrao de marcacao de TLR4 que o grupo MNU (1IN, 9C). O
grupo que recebeu a associacao dos farmacos apresentou reduzida marcagdo citoplasmatica
(1IN, 4C) em comparagdo ao grupo MNU (tabela 5, figura 4).

Em relag¢do ao adenocarcinoma de alto grau, o grupo tratado com TNP470 apresentou
aumento da marcagdo citoplasmatica de TLR4 (1IN, 27C) em comparagdo ao grupo MNU

(1IN, 8C) (tabela 5, figura 4).
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NFkB

Considerando regides de epitélio normal, houve aumento da marcacdo intranuclear e
aumento da marcagao citoplasmatica de NFkB no grupo MNU (4IN, 9C) em comparagao ao
grupo controle (2IN, 3C). O grupo tratado com PMAPA apresentou marcagao intranuclear de
NFkB e mesma marca¢ao citoplasmatica (9IN, 9C) que o grupo MNU. O grupo tratado com
TNP470 apresentou 40% dos animais com marcacao 3IN, 3C e 40%, com marcagdo 9IN, 9C,
apresentando aumento da marcagdo intranuclear (ausente no grupo MNU) e com alguma
semelhanca ao grupo tratado com PMAPA. O grupo tratado com ambos os farmacos
apresentou padrao de marcagdo semelhante ao grupo MNU+TNP470 (3IN, 3C). Assim,
notamos que ambos os tratamentos induziram a transloca¢do de NFkB para o nucleo, porém o
PMAPA isolado foi mais eficaz do que em associacao ao TNP470 (tabela 3). Em relagao ao
estroma, todos os grupos apresentaram padrdes de marcacdo semelhantes entre si (tabela 4).

As lesdes do tipo PIN do grupo MNU apresentaram aumento da marcacdo intranuclear
e citoplasmatica do NFkB (8IN, 27C e 4IN, 9C) em comparacao as regides de epitélio normal
do mesmo grupo (9C). O grupo tratado cm PMAPA ndo apresentou marcagdo intranuclear de
NFkB e apresentou redu¢do da marcagdo citoplasmatica (3C) assemelhando-se a regides de
epitélio normal do grupo controle. O tratamento com TNP470 ndo alterou a marcagdo de
NFkB em comparagao ao grupo MNU. A associagao dos tratamentos nao reduziu a marcagao
intranuclear de NFkB (3IN) em comparagdo ao grupo MNU, mas reduziu a marcacao
citoplasmatica (3C) (tabela 6, figura 5).

As lesdes do tipo PIA dos grupos tratados com PMAPA ou TNP470 apresentaram
redug¢do da marcagdo intranuclear e citoplasmatica do NFkB (2IN, 3C) em comparagdo as
mesmas lesoes do grupo MNU (4IN, 9C) (tabela 6, figura 5).

As regides atroficas dos animais do grupo PMAPA e TNP470 apresentaram padrdes
idénticos de marcagao do NFkB (4IN, 9C). No entanto, a associa¢ao dos farmacos reduziu a
marcacao intranuclear sem alterar a marcagao citoplasmatica (2IN, 9C) (tabela 6, figura 5).

O ABG dos grupos tratados com PMAPA isolado e em associacdo apresentou o
mesmo padrao de marcagdo de NFkB que aquele do grupo MNU (2IN, 3C). O grupo tratado
apenas com TNP470 apresentou aumento da marcagdo intranuclear e da citoplasmatica (31N,
9C) em comparagao ao grupo MNU (tabela 6, figura 6).

Considerando o AGI, os grupos tratados com TNP470, isolado e em associagdo com o
PMAPA, apresentaram praticamente o mesmo padrdo de marca¢dao que o grupo MNU (3IN,

9C) (tabela 6, figura 6).
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Em relagdo ao AAG, o grupo tratado com TNP470 apresentou padrdes semelhantes de
marcagdo intranuclear e modesta reducdo da marcagdo citoplasmatica (3IN, 3C) em

comparag¢do a mesma lesao do grupo MNU (41N, 8C) (tabela 6, figura 6).

TNFa

As regides de epitélio normal do grupo MNU apresentaram o mesmo padrao de
marcagdo citoplasmatica do TNFa em comparaciao ao grupo MNU (27C). O epitélio normal
dos grupos tratados com P-MAPA e TNP470, isolados ou em associagdo, apresentou redu¢ao
da marcacdo citoplasmatica deste fator (9C) em comparagdo ao MNU (27C) (tabela 3). Com
relagdo aos componentes estromais, todos os grupos apresentaram os mesmos padrdes de
marcagdo para o TNFa, com excecdo do grupo MNU+PMAPA que apresentou a maior
intensidade de marcacdo estromal (tabela 4).

As lesoes do tipo PIN dos grupos tratados com o PMAPA e TNP470, isolados ou em
associacdo, apresentaram auséncia de marcagdo intranuclear e redu¢ao da marcagdo
citoplasmatica do TNFa (9C) em comparacdo a mesma lesdo do grupo MNU (8IN, 27C)
(tabela 7, figura 7).

As lesdes do tipo PIA dos grupos tratados com PMAPA ou TNP470 ndo apresentaram
marcagdo intranuclear de TNFa em comparacdo as mesmas lesdes do grupo MNU (2IN, 3C)
(tabela 7, figura 7).

As regides de atrofia epitelial dos grupos tratados apresentaram o mesmo padrdo de
marcacao do TNFa (9C) e ndo apresentaram marcacao intranuclear para este fator (tabela 7,
figura 7).

O ABG do grupo MNU apresentou marcacdo intranuclear e citoplasmatica do TNFa
(3IN, 3C). O grupo tratado com PMAPA ndo apresentou marcacao intranuclear do TNFa,
porém mostrou aumento da marcagao citoplasmatica (9C). Os grupos que receberam TNP470,
1solado ou em associacdo com o PMAPA, nao apresentaram marcacao intranuclear do TNFa
e apresentaram a mesma marcacao citoplasmatica (3C) do ABG no grupo MNU (tabela 7,
figura 8).

O AGI do grupo tratado com TNP470 apresentou modesta redu¢do da marcacao
citoplasmatica do TNFa (2IN, 3C) em comparagdo ao AGI do grupo MNU (3IN, 9C). O AGI
do grupo tratado com TNP470+PMAPA ndo apresentou marcagao intranuclear do TNFa (9C)
e apresentou a mesma marcagao citoplasmatica do grupo MNU (3IN, 9C) (tabela 7, figura 8).
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O AAG do grupo tratado com TNP470 apresentou menor intensidade de marcagao
citoplasmatica do TNFo em comparagao ao AAG do grupo MNU (3IN, 9C) (tabela 7, figura
8).

IL6

As regides de epitélio normal do grupo MNU apresentou o mesmo padrio de
marcacao citoplasmatica de IL6 que o grupo controle (9C). O grupo tratado com PMAPA
passou a apresentar marcagdo intranuclear, com reducdo da marcagdo citoplasmatica (3IN,
3C) em comparag¢do ao grupo MNU. O grupo tratado com TNP470 apresentou marcacao
intranuclear semelhante ao grupo PMAPA ¢ a mesma marcacdo citoplasmatica do grupo
MNU (4IN, 9C). O grupo tratado com a associagdo dos farmacos apresentou o mesmo padrao
de IL6 do grupo TNP470 (4IN, 9C) (tabela 3). Com relacdo a marcacdo estromal, os grupos
tratados com MNU, ndo apresentaram marcagao de IL6 nas fibras musculares lisas, sendo que
esta esteve presente no grupo controle. De modo geral, houve um aumento na marcagao
estromal de IL6 nos grupos controle e MNU+PMAPA (tabela 4).

As lesdes do tipo PIN do grupo MNU apresentaram moderada marcacao
citoplasmatica de IL6 (9C), idéntica a apresentada pelo epitélio normal do grupo MNU. O
grupo tratado com PMAPA apresentou dois padrdes de marcacao para IL6: 1) 9IN, 9C e 2)
3IN, 3C; demonstrando marcagdo intranuclear, a qual ndo foi detectada no grupo MNU. Os
grupos tratados com TNP470, isolado e em associagdo com o0 PMAPA, apresentaram auséncia
de marcacdo intranuclear e reducdo da marcacao citoplasmatica (3C) em comparagdo ao
grupo MNU (tabela 8, figura 9).

As lesdes do tipo PIA dos grupos PMAPA e TNP470 apresentaram reducdo da
marcagdo citoplasmatica (3C) de IL6 e auséncia de marcagdo intranuclear em comparacao a
mesma lesao do grupo MNU (4IN, 9C) (tabela , figura 9).

As regides de atrofia epitelial do grupo PMAPA apresentaram dois padroes de
marcacao de IL6: 1) 9IN, 9C e 2) 3IN, 3C. O grupo tratado com TNP470 (9IN, 9C)
apresentou padrao de marcacdo semelhante ao grupo PMAPA. O grupo tratado com ambos os
farmacos apresentou marcacdo semelhante ao grupo tratado apenas com PMAPA (tabela 8§,
figura 9).

O ABG do grupo PMAPA apresentou a mesma marcagao de IL6 que o grupo MNU
(3IN, 3C). Os tratamentos com TNP470, isolado ou em associacdo com o PMAPA,
apresentaram o mesmo padrdo de marcacgdo de IL6 (2IN, 3C), que por sua vez, pouco diferiu

daquele apresentado pelo grupo MNU (tabela 8, figura 10).
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Os AGI dos grupos MNU, MNU+TNP470 e MNU+TNP470+PMAPA apresentaram o
mesmo padrao de marcagdo de IL6 (2IN, 3C) (tabela 8, figura 10).

Com relagdo ao AAG, houve aumento da marcagdo intranuclear e citoplasmatica no
grupo tratado com TNP470 (4IN, 9C) em comparacao ao grupo MNU (1IN, 3C) (tabela 8,
figura 10).

4.3.2 Receptores hormonais
AR

Ao analisar regides de epitélio normal, nossos dados demonstram que a administracao
de MNU aumentou a intensidade da marcacao intranuclear do AR (27IN, 3C) em comparacao
ao grupo controle (8IN, 3C). Os grupos que receberam tratamento com PMAPA, TNP470 e
com TNP470+PMAPA apresentaram marcagdo intranuclear semelhante ao grupo controle (8
IN), porém com auséncia de marcagdo citoplasmatica (tabela 9). Quanto ao compartimento
estromal, os grupos tratados com PMAPA, TNP470 e com TNP470+PMAPA apresentaram
pouca ou nenhuma marcacdo de AR no endotélio, estando ela presente em todos os animais
controles e em 60% dos animais tratados com MNU, sugerindo uma possivel infrarregulagao
dos niveis de AR apds os tratamentos. Adicionalmente, houve pouca alteragdo nos demais
componentes analisados (tabela 10).

Analisando a imunomarcagdo de AR para lesdes do tipo PIN, notamos que os grupos
MNU+PMAPA, MNU+TNP470 e MNU+TNP470+PMAPA apresentaram os mesmos
padrdes de marcagdo intranuclear do grupo MNU (4IN e 27IN), mas com reducdao da
marcacdo citoplasmatica nos grupos que receberam PMAPA sozinho ou associado ao
TNP470 (tabela 11, figura 11).

Considerando as lesdes do tipo PIA, os tratamentos com PMAPA ou TNP470 pouco
alteraram o padrao de marcacdo intranuclear de AR em comparacdo ao grupo MNU. No
entanto, houve pequena reducdo da marcacdo citoplasmatica no grupo tratado com TNP470
(tabela 11, figura 11).

Em relagdo a AP, os grupos tratados apresentaram o mesmo padrdo de marcacao
intranuclear (8IN) e auséncia de marcagdo citoplasmatica de AR, sendo este 0 mesmo padrao
observado em regides de epitélio normal apds o tratamento (tabela 11, figura 11).

Considerando o ABG, os tratamentos com PMAPA e TNP470 aumentaram a
marcacao intranuclear de AR e reduziram a citoplasmatica (8IN, 0C) em comparagdo ao

grupo MNU (4IN, 3C) (tabela 11, figura 12).
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Considerando o AGI, ndo houve alteragdo da marca¢do de AR no grupo MNU em
compara¢cdo ao ABG do mesmo grupo (4IN, 3C). O tratamento com TNP470 manteve o
padrao de marcacao intranuclear e reduziu a marcagdo citoplasmatica de AR (4IN, 0C) em
comparagdo ao grupo MNU. O tratamento combinado aumentou a marcagdo intranuclear e
reduziu a citoplasmatica (8IN, 0C) (tabela 11, figura 12).

Considerando o adenocarcinoma de alto grau, ndo houve alteracdo da marcacao de AR
no grupo MNU em comparagao ao ABG ¢ AGI do mesmo grupo (4IN, 3C). O tratamento

com TNP470 nao alterou este padrdo de marcagdo (tabela 11, figura 12).

ERa

Regides de epitélio normal do grupo MNU apresentaram maior intensidade de
marcagdo intranuclear e citoplasmatica de ERa (4IN, 9C) em comparagdo ao grupo controle
(1IN, 2C). O tratamento com PMAPA reduziu significantemente a marcagdo intranuclear de
ERa (1IN, 3C) em comparacdo ao grupo MNU. O tratamento com TNP470 isolado
praticamente nao alterou o padrdo de marcagdo de ERa (3IN, 3C). A associacdo dos
tratamentos reduziu a marcacdo intranuclear de ERa (2IN, 3C) de modo semelhante a
administracio de PMAPA isolado (tabela 9). Com relacdo estroma, ndo houve alteracdo
significante do padrao de marcagdao de ERa entre os grupos estudados (tabela 10).

Lesdes do tipo PIN do grupo MNU (4IN, 9C) apresentaram o mesmo padrdo de
marcacao de ERa que regides de epitélio normal do mesmo grupo (4IN, 9C). Os tratamentos
com PMAPA e TNP470 isoladamente reduziram significantemente a marcacao intranuclear
de ERa (1IN, 3C) em comparagdo ao grupo MNU. A associa¢do dos fdrmacos nado alterou o
padrao de marcagdo intranuclear em comparagdao ao MNU. Assim, sugerimos que as lesdes do
tipo PIN dos grupos tratados apresentem menor capacidade proliferativa que as do grupo
MNU (tabela 12, figura 13).

Lesdes do tipo atrofia inflamatoria proliferativa (PIA) dos grupos tratados com
TNP470 ou PMAPA apresentaram o mesmo padrdo de marcagdo do grupo MNU (2IN, 3C),
ainda que a frequéncia dessas lesdes no grupo tratado com PMAPA seja bem menor em
comparagao a frequéncia no grupo MNU, reducdo esta ndo observada no grupo tratado com
TNP470. De modo intrigante, a associagdo entre os farmacos foi a melhor abordagem contra
este tipo de lesdo que ndo apareceu nos animais que receberam ambos os tratamentos (tabela
12, figura 13).

Regides atréficas dos grupos tratados com PMAPA ou TNP470 apresentaram o

mesmo padrao de marcacao de ERa (2IN, 3C), sendo estes menores que o observado para o
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epitélio normal do grupo MNU (4IN, 9C). Deste modo, sugerimos que os tratamentos tenham
reduzido a capacidade proliferativa também em condi¢des de atrofia epitelial (tabela 12,
figura 13).

O ABG dos grupos tratados apresentaram os mesmos padrdes de marcagdo de ERa
que o grupo MNU (2IN, 3C) (tabela 12, figura 14).

O AGI dos grupos tratados com TNP470 e com TNP470+PMAPA apresentaram o
mesmo padrao de marcacao intranuclear de ERa que o do grupo MNU (4IN, 9C). Ainda,
houve aumento da marcacdo intranuclear de ERa no AGI do grupo MNU (4IN, 9C) em
comparagdo ao ABG do mesmo grupo (2IN, 3C), demonstrando que o aumento de ERa
intranuclear acompanhou a progressao tumoral em nosso modelo (tabela 12, figura 14).

O AAG do grupo MNU apresentou redu¢do da marcagao intranuclear e citoplasmatica
de ERa (1IN, 1C) em comparagdo ao adenocarcinoma de grau intermediario do mesmo grupo
(4IN, 9C). O tratamento com TNP470 causou aumento da marcagdo nuclear e citoplasmatica
de ERa. Assim, demonstramos que o TNP470 pode ter efeitos diferentes em lesdes pré-

neoplésicas e neoplésicas (tabela 12, figura 14).

ERp

Regides de epitélio normal do grupo controle ¢ do grupo tratado com MNU
apresentaram padrdes semelhantes de marcagdo citoplasmatica de ERP porém, no grupo
MNU houve ligeiro aumento na intensidade da marcacao intranuclear (4IN, 9C, tabela 9). O
grupo tratado com PMAPA apresentou o mesmo padrdo de marcag¢do do grupo controle (1IN,
3C). O tratamento com TNP470 isolado ou em associagdo com PMAPA ndo alterou o padrdo
de marcacao do epitélio normal em comparagao ao grupo MNU. Assim, podemos inferir que
o ligeiro aumento de ERP no epitélio normal do grupo MNU pode ter contribuido para a
manuten¢do do fendtipo normal diante de um microambiente carcinogénico. Quanto ao
compartimento estromal, todos os grupos apresentaram padroes semelhantes de marcagao dos
componentes analisados (tabela 10).

Considerando-se lesdes do tipo PIN, o grupo tratado com PMAPA apresentou o
mesmo padrdao de marcagao observado no grupo MNU (4IN, 9C). O tratamento com TNP470
isolado causou ligeira redu¢do da marcagdo intranuclear de ER[P e manteve os niveis
citoplasmaticos idénticos ao grupo MNU. A associacao dos tratamentos reduziu ainda mais a
intensidade da marcagdo intranuclear de ER[P sem alterar o padrdo de marcacao

citoplasmatica (1IN, 9C). Diante deste cenario, podemos inferir que as lesoes do tipo PIN dos
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grupos que receberam TNP470 apresentam menor potencial antiproliferativo em comparacao
ao grupo que recebeu PMAPA, ainda que as lesdes deste apresentem o mesmo padrio de
marcacao do grupo MNU (tabela 13, figura 15).

Com relagao a lesdes do tipo PIA, os grupos que receberam TNP470 ¢ PMAPA
isoladamente apresentaram o mesmo padrdo de marcagcdo das lesdes do grupo MNU.
Entretanto, ressaltamos que a associacao dos farmacos foi mais eficaz, uma vez que esse tipo
de lesdo ndao ocorreu no grupo que recebeu ambos os tratamentos. Adicionalmente,
destacamos a significante reducdo na frequéncia de PIA no grupo tratado apenas com
PMAPA em comparacao ao grupo MNU e TNP470 (tabela 13, figura 15).

Considerando que a atrofia prostatica tenha ocorrido apenas nos grupos tratados com
PMAPA e TNP470, isoladamente ou em conjunto, e que isso possa explicar a redug¢do de
peso do lobo ventral prostatico nesses animais, achamos importante caracterizar o padrao de
marcagdo de ERP para assegurar que os tratamentos tenham interferido na capacidade
antiproliferativa do epitélio. Deste modo, verificamos que os grupos tratados apresentaram o
mesmo padrdo de marcacdo para ERP3 que por sua vez, foi semelhante ao padrao do epitélio
normal do grupo MNU (tabela 13, figura 15), indicando manutengdo da capacidade
antiproliferativa.

Com relacdo ao adenocarcinoma de baixo grau, houve reducdo da marcagdo
intranuclear e citoplasmatica de ER3 no grupo MNU (1IN, 3C) em comparagdo ao epitélio
sem lesdo do mesmo grupo (4IN, 9C). O tratamento com PMAPA ou TNP470 isoladamente,
aumentou modestamente a marcagdo intranuclear de ERf3, o que ndo foi observado com a
associagdo dos farmacos (1IN, 9C). Assim, o TNP470 e o PMAPA parecem ter aumentado a
capacidade antiproliferativa no adenocarcinoma de baixo grau em comparagdo ao grupo nao
tratado (tabela 13, figura 16).

Considerando o AGI, houve redu¢do da marcacdo intranuclear no grupo MNU em
comparacdo ao epitélio normal do mesmo grupo, padrio este que foi idéntico ao
adenocarcinoma de baixo grau (1IN, 3C). Neste caso, o tratamento com TNP470 ndo alterou a
marcacdo intranuclear de ER[, ainda que tenha aumentado a marcagdo citoplasmatica (1IN,
29C). O grupo que recebeu a associagdo dos farmacos apresentou a mesma marcagao que o
grupo MNU (1IN, 3C) (tabela 13, figura 16).

Com relagdo ao AAG, houve redugdo da marcacdo intranuclear e citoplasmatica no
grupo MNU em comparagdo ao epitélio normal do mesmo grupo, havendo modesta redugao

da marcacdo citoplasmatica em compara¢ao ao ABG e AGI (1IN, 3C). O grupo que recebeu
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TNP470 apresentou padroes de marcagdo de ERP muito semelhantes ao grupo MNU, com

discreto aumento da marcagao citoplasmatica (tabela 13, figura 16).

4.3.3 Enzimas antioxidantes e os radicais livres
Catalase

Considerando regides de epitélio normal, todos os grupos apresentaram 0 mesmo
padrao de marcacao citoplasmatica da Catalase (9C) (tabela 14). Com relagdo aos
componentes estromais, notamos que todos os grupos que receberam MNU apresentaram
marcagdo de Catalase no endotélio, nas fibras de musculo liso e nas células inflamatorias
enquanto o grupo controle ndo apresentou marcagao das fibras de musculo liso (tabela 15).

Lesdes do tipo PIN do grupo MNU apresentaram marcagdo intranuclear e
citoplasmatica de Catalase (4IN, 9C) e apresentaram o mesmo padrdo de marca¢do no grupo
tratado com TNP470 (4IN, 9C). As PIN dos grupos que receberam PMAPA isolado e em
associacdo ao TNP470 apresentaram o mesmo padrdo de marcagdo citoplasmatica (9C) e
auséncia de marcagdo intranuclear da catalase em compara¢do ao grupo MNU (tabela 16,
figura 17).

As lesdes do tipo PIA do grupo MNU apresentaram marcagdo intranuclear e
citoplasmatica da Catalase (3IN, 3C). As PIAs dos grupos tratados com PMAPA ou TNP470
apresentaram apenas marcagao citoplasmatica de Catalase (3C). Notamos ainda, que a PIA do
grupo MNU apresentou redugdo da marcacdo de Catalase citoplasmatica em comparagdo as
regides de epitélio normal do mesmo grupo (tabela 16, figura 17).

As regides atroficas dos grupos tratados apresentaram o mesmo padrdo de marcagao
da Catalase (9C) que, por sua vez, foi idéntico as regides de epitélio normal (tabela 16, figura
17).

Considerando o ABG, houve redu¢ao da marcacao intranuclear e citoplasmatica da
Catalase no grupo MNU (2IN, 3C) em comparacao a PIN do mesmo grupo (4IN, 9C). Os
ABG dos grupos tratados apresentaram a mesma marcacao citoplasmatica (3C) e auséncia de
marcagdo intranuclear da Catalase em comparacao ao grupo MNU (tabela 16, figura 18).

O AGI do grupo MNU apresentou o mesmo padrdo de marcagdo da Catalase (2IN,
3C) que o ABG do mesmo grupo (2IN, 3C). Os AGI dos grupos que receberam TNP470 nao
apresentaram marcagdo intranuclear da Catalase e mantiveram o padrao de marcacao

citoplasmatica (3C) (tabela 16, figura 18).
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O AAG do grupo MNU apresentou auséncia de marcacdo da Catalase em comparagao
ao ABG e AGI do mesmo grupo. O AAG do grupo tratado com TNP470 apresentou modesta

marcacao citoplasmatica (3C) em comparagao ao grupo MNU (tabela 16, figura 18).

GSH-Px1

As regides de epitélio normal de todos os grupos apresentaram o mesmo padrao de
marcagdo da enzima GSH-Px1 (9C) (tabela 14). Todos os grupos também apresentaram
marcagdo de todos os componentes estromais (endotélio, musculo liso e células inflamatorias)
(tabela 15).

As lesdes do tipo PIN do grupo MNU passaram a apresentar marcacao intranuclear,
com redu¢do da marcacdo citoplasmatica (2IN, 3C) em comparacdo as regides de epitélio
normal do mesmo grupo. O tratamento com PMAPA ndo alterou o padrdo de marcacdo da
GSH-Px1 na PIN em comparagdo ao grupo MNU. O tratamento com TNP470 aumentou a
marcagdo intranuclear e citoplasmatica da GSH-Px1 (4IN, 9C) em comparacdo ao grupo
MNU. A associa¢ao dos tratamentos manteve o padrao de marcagdo intranuclear € aumentou
a marcagao citoplasmatica (2IN, 9C) em comparacao ao grupo MNU (tabela 17, figura 19).

As lesoes do tipo PIA do grupo MNU apresentaram o mesmo padrao de marcacao de
GSH-Px1 que as lesdes tipo PIN do mesmo grupo (2IN, 3C). As PIAs do grupo tratado com
PMAPA ndo apresentaram marca¢do intranuclear e houve aumento da marcacdo
citoplasmatica (9C) em comparagdo as mesmas lesdes do grupo MNU. No grupo tratado com
ambos os farmacos, houve aumento da marcac¢do intranuclear e citoplasmatica de GSH-Px1
(4IN, 9C) em comparagdo ao grupo MNU (tabela 17, figura 19).

As regides atroficas dos grupos tratados apresentaram o mesmo padrdo de marcagao
de GSH-Px1 (2IN, 3C), que por sua vez foi idéntico ao padrao das lesdes PIN e PIA do grupo
MNU (tabela 17, figura 19).

O ABG do grupo MNU apresentou o mesmo padrdo de marcacdo da GSH-Px1 que as
lesdes PIN e PIA do mesmo grupo (2IN, 3C). Nenhum dos tratamentos alterou o padrdo de
marcacao da GSH-Px1 no ABG (tabela 17, figura 20).

O AGI do grupo MNU apresentou o0 mesmo padrao de marcacao de GSH-Px1 que o
ABG do mesmo grupo (2IN, 3C). Os tratamentos com TNP470, isolado ou em associagdo
com o0 PMAPA, nio alteraram esta marcacao (tabela 17, figura 20).

O AAG do grupo MNU apresentou redu¢ao da marcacao intranuclear e citoplasmatica

da GSH-Px1 (1IN, 1C) em comparacao ao ABG e AGI (2IN, 3C). O tratamento com TNP470



47

aumentou a marcagdo citoplasmatica e reduziu a marcagdo intranuclear desta enzima (3C) no

AAG em comparagao ao grupo MNU (tabela 17, figura 20).

NRF2

As regides de epitélio normal do grupo MNU apresentaram redugdo da marcacao
intranuclear de NRF2 (4IN, 9C) em comparagao as mesmas regioes do grupo controle (8IN,
9C). Nenhum dos tratamentos alterou a marcagdo deste fator em comparagdo ao grupo MNU
(tabela 14). Com relacdo aos componentes estromais, houve aumento na frequéncia da
marcagdo de NRF2 no endotélio, nas fibras de musculo liso e nas células inflamatéria do
grupo MNU em comparag@o ao controle. Os componentes estromais do grupo tratado com
PMAPA apresentaram a mesma frequéncia de marcacdo deste fator que o grupo MNU. O
tratamento com TNP470 levou a auséncia de marcagao de NRF2 nas fibras de musculo liso ¢
manteve a marcacdo dos demais componentes. A associacdo dos tratamentos levou a maior
frequéncia de marcacao de NRF2 em todos os componentes do estroma (tabela 15).

As lesoes do tipo PIN do grupo MNU apresentaram o mesmo padrdo de marcacgdo de
NRF2 que as regides de epitélio normal do mesmo grupo (4IN, 9C). Os grupos tratados com
PMAPA ou com TNP470 apresentaram redu¢do da marcagdo intranuclear e citoplasmatica
deste fator (2IN, 3C) em comparacdo as lesdes tipo PIN do grupo MNU. A associagdo dos
farmacos reduziu a marcag¢do intranuclear e ndo alterou a citoplasmatica (2IN, 9C) em
comparacao a PIN do grupo MNU (tabela 18, figura 21).

As lesoes do tipo PIA do grupo MNU apresentam a mesma marcacao das lesoes tipo
PIN (4IN, 9C). Os tratamentos com PMAPA ou com TNP470 reduziram as marcagdes
intranuclear e citoplasmatica do NRF2 (2IN, 3C) em comparacdo ao grupo MNU (4IN, 9C)
(tabela 18, figura 21).

As regides de atrofia epitelial dos grupos tratados com PMAPA e com
PMAPA+TNP470 apresentaram o mesmo padrdo de marcacdo de NRF2 (4IN, 9C) que as
regides de epitélio normal do grupo MNU. O tratamento com TNP470 reduziu a marcacao
intranuclear e citoplasmatica de NRF2 (2IN, 3C) em comparacdo a marcagdo do epitélio
normal do grupo MNU (4IN, 9C) (tabela 18, figura 21).

O ABG do grupo MNU apresentou reducdo da marcacao intranuclear e citoplasmatica
de NRF2 (2IN, 3C) em comparagdo as lesdes do tipo PIN e PIA do mesmo grupo (4IN, 9C).
Os ABGs dos grupos tratados com PMAPA ou com TNP470 apresentaram a mesma
marcacdo de NRF2 que o ABG do grupo MNU (2IN, 3C). A associagao dos farmacos fez

com que houvesse reducdo da marcacdo intranuclear e aumento da marcagdo citoplasmatica
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de NRF2 (1IN, 9C) no ABG em compara¢do a mesma lesdo do grupo MNU (2IN, 3C) (tabela
18, figura 22).

O AGI do grupo MNU apresentou o mesmo padrdo de marcagdo de NRF2 que o ABG
do mesmo grupo. O tratamento com TNP470 aumentou as marcagdes intranuclear e
citoplasmatica (4IN, 9C) em comparagdo ao grupo MNU (2IN, 3C). A associacdo dos
farmacos reduziu a marcacdo intranuclear e manteve o padrdo da marcagao citoplasmatica de
NRF2 (3C) em comparagao ao grupo MNU (tabela 18, figura 22).

O AAG do grupo MNU apresentou redugcdo das marcagdes intranuclear e
citoplasmatica de NRF2 (1IN, 1C) em comparagdo ao ABG do mesmo grupo (2IN, 3C). O
tratamento com TNP470 aumentou as marcagdes intranuclear e citoplasmatica de NRF2 (8IN,

27C) em compara¢do ao AAG do grupo MNU (tabela 18, figura 22).

NOX4

As regides de epitélio normal do grupo MNU apresentaram dois padrdes de marcacao
de NOX4: 1) 4IN, 9C e 2) 8IN, 9C, ilustrando manutencao da intensidade da marcagao
citoplasmatica (9C) e redugdo (4IN) ou manuten¢do (8IN) da marcacdo intranuclear em
comparagao ao epitélio normal do grupo controle (8IN, 9C). Os grupos tratados apresentaram
epitélio normal com pouca alteracdo do padrdo de marcagdo de NOX4 em comparagdo ao
grupo MNU, havendo maior intensidade na marcagdo intranuclear no grupo tratado com
PMAPA (8IN, 9C) do que no grupo tratado com TNP470 (4IN, 9C) (tabela 14). Todos os
grupos apresentaram a mesma frequéncia de marcagcdo dos elementos estromais, exceto o
grupo tratado com TNP470 que apresentou reducdo na frequéncia de marcacdo das fibras
musculares lisas (tabela 15).

Houve aumento da marcacao intranuclear de NOX4 (271N, 9C) nas lesoes tipo PIN do
grupo MNU em comparagao as regides de epitélio normal do mesmo grupo (4IN, 9C; 8IN,
9C). Todos os grupos tratados apresentaram redug¢do da marcagdo intranuclear de NOX4
(8IN, 9C) em comparagdo ao grupo MNU (27IN, 9C) (tabela 19, figura 23).

As lesdes do tipo PIA do grupo MNU apresentaram dois padrdes de marcagdo para
NOX4: 1) 9IN, 9C e 2) 4IN, 9C. O tratamento com PMAPA reduziu a marcacgao
citoplasmatica de NOX4 (3IN, 3C) em comparagdo ao grupo MNU. O tratamento com
TNP470 nido alterou a marcagdo de NOX4 (4IN, 9C) em comparagdo ao grupo MNU (tabela
19, figura 23).

As regides de atrofia epitelial do grupo tratado com PMAPA apresentaram dois
padrdes de marcagdo de NOX-4: 1) 4IN, 3C e 2) 8IN, 9C. O grupo tratado com TNP470
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apresentou marcagdo de NOX4 com padrao 8IN, 3C enquanto o grupo tratado com ambos o0s
farmacos apresentou 8IN, 9C (tabela 19, figura 23).

O ABG do grupo MNU apresentou reducdo da marcacao intranuclear de NOX4 e
manutengao da citoplasmatica (8IN, 9C) em comparagado as lesdes tipo PIN do mesmo grupo
(271N, 9C). O ABG do grupo tratado com PMAPA apresentou o mesmo padrdo de marcacio
de NOX4 que o ABG do grupo MNU (8IN, 9C). Os tratamentos com TNP470, isolado ou em
associagdo com PMAPA, levaram a uma redu¢do das marcagOes intranucleares ¢
citoplasmaticas de NOX4 no ABG (4IN, 3C) em comparacdo ao grupo MNU (tabela 19,
figura 24).

O AGI do grupo MNU apresentou reducdo da marcagdo intranuclear de NOX4 (41N,
9C) em comparacdo ao ABG (8IN, 9C) do mesmo grupo. Os grupos tratados com TNP470,
isolado ou em associacdo, apresentaram AGI com menor intensidade da marcagao
citoplasmatica de NOX4 (4IN, 3C) em comparagdo ao AGI do grupo MNU (4IN, 9C) (tabela
19, figura 24).

O AAG do grupo MNU apresentou reducdo de NOX4 (1IN, 1C) em comparacdo ao
ABG (8IN, 9C) e ao AGI (4IN, 9C) do mesmo grupo. O AAG do grupo tratado com TNP470
apresentou aumento das marcagdes intranuclear e citoplasmatica (4IN, 3C) em comparagao ao

AAG do grupo MNU (tabela 19, figura 24).

4.3.4 Fatores reguladores da angiogénese
HIF1a

As regioes de epitélio normal do grupo MNU apresentaram aumento da marcagao
intranuclear e citoplasmatica de HIFla (27SN e 3C) em comparacdo as mesmas regides do
grupo controle (sem marcacdo). Nao houve marcacdo de HIFlo nas regides de epitélio
normal dos grupos MNU+PMAPA e MNU+TNP470+PMAPA. O grupo tratado com TNP470
apresentou a mesma marcacao (27SN, 3C) que o grupo MNU (Tabela 20). Com relagao aos
componentes estromais, houve aumento na porcentagem de animais com marcacao de células
inflamatorias e de fibras de musculo liso no grupo MNU em comparacdo ao grupo controle e
nao houve alteracao da porcentagem de animais com marcacao do endotélio. O grupo tratado
com PMAPA apresentou reducdo na frequéncia de marcagdo do endotélio e das fibras de
musculo liso e pouca alteracdo da marcacdo das células inflamatorias em comparagdo ao
grupo MNU. Houve pouca alteracdo na frequéncia de marca¢do dos componentes estromais

do grupo tratado com TNP470 em comparacao ao grupo MNU. O grupo tratado com TNP470
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e com PMAPA apresentou redugdo da frequéncia de marcagdo do endotélio e de fibras de
musculo liso e pouca alteragdo na frequéncia de marcagdo de células inflamatorias em
comparagao ao grupo MNU (tabela 21).

Nao houve marcagdo de HIFloa nas lesdes do tipo PIN dos grupos tratados com
PMAPA em comparagdo ao grupo MNU (27SN, 9C). As lesdes do tipo PIN do grupo tratado
apenas com TNP470 apresentaram dois padroes de marcagdo mais frequentes: 1) 27SN, 3C e
2) 9C, indicando reducao das marcagdes citoplasmatica e supranuclear de HIF1a em alguns
animais em comparacao ao grupo MNU (Tabela 22, figura 25).

Houve redu¢do da marcagdo citoplasmatica e intranuclear de HIF1 o nas lesdes do tipo
PIA do grupo tratado com PMAPA (0IN, 1C) em comparagdo as mesmas lesdes do grupo
MNU (1IN, 3C e 1IN, 9C). O tratamento com TNP470 pouco alterou o padrao de marcagao
de HIF1a na PIA (9C) em comparagdo ao grupo MNU (Tabela 22, figura 25).

As regioes de AP dos grupos que receberam PMAPA ndo apresentaram marcagdo de
HIFla enquanto as do grupo tratado apenas com TNP470 apresentaram moderada marcagao
intranuclear e citoplasmatica deste fator (81N, 9C) (Tabela 22, figura 25).

O ABG do grupo MNU apresentou o mesmo padrao de marcagdo de HIFla (27SN,
9C) que a PIN do mesmo grupo (27SN, 9C). Os ABGs dos grupos tratados com PMAPA ndo
apresentaram marcagao de HIF1a. O tratamento apenas com TNP470 aumentou as marcagdes
citoplasmatica e intranuclear e reduziu a marcagdo supranuclear de HIF1a (OSN, 1IN, 27C)
no ABG em comparagao ao grupo MNU (Tabela 22, figura 26).

O AGI do grupo MNU apresentou dois padrdoes de marcacdo de HIFlo mais
frequentes: 1) 1IN, 9C e 2) 8IN, 27C. Nao houve alteracdo da marcagdo deste fator no grupo
tratado apenas com TNP470 (8IN, 27C) em comparagdo ao grupo MNU. O AGI do grupo
tratado com TNP470 e PMAPA ndo apresentou marcacdo de HIF1 o (Tabela 22, figura 26).

O AAG do grupo MNU apresentou redu¢dao de HIFla (1IN, 2C) em comparagdo ao
ABG e AGI do mesmo grupo. O AAG do grupo tratado com TNP470 apresentou aumento da
marcacao citoplasmatica (1IN, 9C) em comparagao ao grupo MNU (Tabela 22, figura 26).

VEGF

As regides de epitélio normal do grupo MNU apresentaram dois padrdes de marcacao
predominantes: 1) 27SN, 3C e 2) 3C, ilustrando manutencdo e reducdo de VEGF em
comparagdo as mesmas regioes do grupo controle (27SN, 3C). Os grupos tratados com

PMAPA e TNP470, isolados ou em conjunto, apresentaram regides normais com padrdes de
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marcagdo de VEGF semelhantes aos do grupo MNU (Tabela 20). Com relacdo aos
componentes estromais, houve aumento na frequéncia de marcagao de células inflamatorias
(100%) e reducdo na frequéncia de marcacdo do endotélio (20%) no grupo MNU em
comparag¢do ao grupo controle (40%, 60%, respectivamente). No grupo tratado com PMAPA,
houve aumento na frequéncia de marcagdo do endotélio (100%) e das fibras de musculo liso
(80%) e reducgdo na frequéncia de marcacdo das células inflamatodrias (60%) em comparagio
ao grupo MNU. Houve pouca ou nenhuma alteragdo na frequéncia de marcagdo dos
componentes estromais do grupo tratado com TNP470 em comparagdo ao grupo MNU. O
grupo que recebeu ambos os tratamentos apresentou aumento na frequéncia de marcagdo do
endotélio (60%) e das fibras de musculo liso (80%) e pouca alteracdo na frequéncia de
marcagdo das células inflamatodrias (80%) em comparagdo ao grupo MNU (Tabela 21).

As lesoes do tipo PIN do grupo MNU apresentaram dois padrdoes de marcagdes de
VEGEF: 1) 27SN, 9C e 2) 27C. O grupo tratado apenas com PMAPA também apresentou dois
padroes de marcagdo de VEGF para a PIN: 1) 9SN, 3C e 2) 9C, indicando redugdo das
marcagoes citoplasmatica e supranuclear de VEGF em comparagdo ao grupo MNU. O grupo
que recebeu apenas TNP470 também apresentou reducdo das marcagdes supranuclear e
citoplasmatica de VEGF (0SN, 3C) em comparagdo a PIN do grupo MNU. O grupo tratado
com ambos os farmacos apresentou reducdo da marcagdo supranuclear e manutengdo da
citoplasmatica (9C) em comparagdo a PIN do grupo MNU (Tabela 23, figura 27).

As lesdes do tipo PIA do grupo tratado apenas com PMAPA apresentaram 2 padrdes
de marcagdo de VEGF: 1) 27SN, 9C e 2) 3C; sugerindo aumento da marcagdo supranuclear
em alguns animais em comparacao ao grupo MNU (9C). O tratamento com TNP470 reduziu a
marcacao citoplasmatica (3C) de VEGF na PIA em compara¢do ao grupo MNU (Tabela 23,
figura 27).

As regides de AP do grupo tratado com PMAPA apresentaram moderada marcacao
intranuclear (8IN) e intensa marcagao citoplasmatica de VEGF (27C). O grupo tratado apenas
com TNP470 apresentou AP com intensa marcac¢ao supranuclear (27SN) e fraca marcagdo
citoplasmatica (3C) deste fator. A AP do grupo tratado com ambos os farmacos apresentou
intensa marcacdo supranuclear (27SN) e moderada marcacdo citoplasmatica (9C) de VEGF
(Tabela 23, figura 27).

O ABG do grupo MNU apresentou aumento das marcagdes intranuclear e
citoplasmatica de VEGF (8IN, 27C) em comparagdo a PIA (9C) do mesmo grupo. O
tratamento com PMAPA reduziu as marcagdes intranuclear e citoplasmatica de VEGF (0IN,

9C) no ABG em comparagao ao grupo MNU. O ABG do grupo tratado apenas com TNP470
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ndo apresentou marcacdo de VEGF. O ABG do grupo tratado com ambos os farmacos
apresentou dois padrdoes de marcagdo de VEGF: 1) 9C e 2) 27C, indicando redugdo da
marcacdo intranuclear e manutengdo da citoplasmatica em comparacdo ao grupo MNU
(Tabela 23, figura 28).

O AGI do grupo MNU apresentou redu¢do de VEGF (9C) em comparagdao ao ABG
do mesmo grupo (8IN, 27C). O grupo tratado com TNP470 apresentou 2 padrdes de marcagao
de VEGF para o AGI: 1) 9C e 2) 3C, indicando manuten¢do da marcacdo de VEGF em alguns
animais e modesta redu¢do em outros, em compara¢do ao grupo MNU. A associa¢do dos
farmacos aumentou as marcagdes intranuclear e citoplasmatica (1IN, 27C) de VEGF no AGI
em comparacao ao grupo MNU (Tabela 23, figura 28).

O AAG e 0 AGI do grupo MNU apresentaram o mesmo padrdo de marca¢do de VEGF
(9C), entretanto o AAG apresentou redugdo deste fator em comparacao ao ABG (8IN, 9C). O
tratamento com TNP470 reduziu a marcagdo citoplasmatica de VEGF (3C) no AAG em
comparag¢do ao grupo MNU (Tabela 23, figura 28).

Endostatina

As regides de epitélio normal do grupo MNU apresentaram dois padroes de
endostatina: 1) 9C e 2) 3C, indicando reducdo da marcacdo supranuclear e aumento da
citoplasmatica em comparag@o as mesmas regides do grupo controle (3SN). O epitélio normal
do grupo tratado com PMAPA ou com TNP470 apresentou aumento da marcagdo
supranuclear e manuten¢do da citoplasmatica (9SN, 3C) em comparagdao ao do grupo MNU
(9C, 3C). O grupo tratado com PMAPA+TNP470 (9C) apresentou o mesmo padrdo de
marcacdo de endostatina que o grupo MNU (Tabela 20). Com relagdo aos componentes
estromais, houve aumento na frequéncia de marcacao de endostatina no endotélio (100%) e
nas fibras de musculo liso (60%) do grupo MNU em comparag¢ao ao grupo controle (60% e
0%, respectivamente). O tratamento com PMAPA aumentou significantemente a frequéncia
de marcacdo de endostatina nas células inflamatorias (80%) em comparagdo ao grupo
MNU(40%). O tratamento com TNP470 pouco alterou o padrio de marcacdo dos
componentes estromais em comparagao ao grupo MNU. A associacdo de TNP470 e PMAPA
aumentou a frequéncia de marcacdo de endostatina nas células inflamatérias (100%) em
comparag¢do ao grupo MNU (40%) (Tabela 21).

As lesoes do tipo PIN do grupo MNU apresentaram 2 padrdes de marcagdao de
endostatina: 1) 9SN, 3C e 2) 27SN, 3C, indicando aumento da marcagdo supranuclear em

comparag¢do as regides de epitélio normal do mesmo grupo. O tratamento com PMAPA ou
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com TNP470 reduziu a marcagdo supranuclear de endostatina e aumentou a citoplasmatica
(OSN, 9C) em comparacdo ao grupo MNU. O tratamento com ambos os fairmacos reduziu a
marcacao supranuclear e manteve a citoplasmatica (OSN, 3C) em comparagao ao grupo MNU
(Tabela 24, figura 29).

As lesoes do tipo PIA do grupo MNU apresentaram redugdo da marcacdo
citoplasmatica de endostatina (3C) em comparagdo as regides de epitélio normal do mesmo
grupo (9C). O tratamento com PMAPA aumentou a marcagdo intranuclear e citoplasmatica
(4IN, 9C) de endostatina na PIA em comparacdo ao grupo MNU (3C). O tratamento com
TNP470 nao alterou a marcacdo de endostatina (3C) em comparagdo ao grupo MNU (Tabela
24, figura 29).

As regides de AP do grupo tratado com PMAPA apresentaram 2 padrdes de marcacao
de endostatina: 1) 9C e 2) 3C. As regides de AP do grupo tratado com TNP470 apresentaram
fraca marcacao citoplasmatica (3C) de endostatina, enquanto aquelas do grupo tratado com a
associacdo dos farmacos apresentaram intensa marcagdo citoplasmatica (27C) (Tabela 24,
figura 29).

Houve redug¢do da marcagdo supranuclear de endostatina no ABG do grupo MNU
(1SN, 3C) em comparacao a PIN do mesmo grupo. O ABG do grupo tratado apenas com
PMAPA apresentou aumento das marcagdes intranuclear e citoplasmatica de endostatina
(4IN, 9C) em comparagao ao grupo MNU. O tratamento com TNP470 também aumentou as
marcacdes intranuclear e citoplasmatica de endostatina no ABG (4IN, 9C) em comparagdo ao
ao grupo MNU. A combinagdo dos firmacos aumentou a marcacdo citoplasmatica (27C) de
endostatina no ABG em comparagao ao grupo MNU (Tabela 24, figura 30).

O AGI do grupo MNU apresentou 3 padrdes de marcagdo para a endostatina: 1) 4SN,
3C; 2) 27SN, 3C e 3) 27SN, 9C. O tratamento com TNP470 reduziu a marcacdo de
endostatina (3C) no AGI em relagdo ao grupo MNU. O tratamento com a associa¢do dos
farmacos reduziu a marcacdo supranuclear e aumentou a marcacdo citoplasmatica de
endostatina (OSN, 9C) em comparagdo ao grupo MNU (Tabela 24, figura 30).

O AAG do grupo MNU apresentou redu¢do da marcagdo supranuclear de endostatina
(OSN) em comparacdo ao ABG do mesmo grupo. O tratamento com TNP470 aumentou a
marcacao citoplasmatica de endostatina no AAG (9C) em comparagdo ao grupo MNU (3C)

(Tabela 24, figura 30).
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4.4 Western Blotting
4.4.1 Fatores indutores e reparadores de lesao tecidual
TLR4
Houve aumento significante dos niveis de TLR4 no grupo MNU em comparagdo ao
grupo controle (p<0,01). Os grupos que receberam PMAPA e TNP470, isoladamente ou em

associagdo, apresentaram niveis proteicos de TLR4 semelhantes ao grupo MNU (Figura 31).

NF«B

Houve aumento significante dos niveis proteicos de NFkB no grupo MNU em
comparagdo ao grupo controle (p<0,05). Os grupos que receberam PMAPA e TNP470,
isolado ou em associacdo, apresentaram niveis proteicos de NFkB semelhantes ao grupo

MNU (Figura 31).

TNFa

Houve aumento significante dos niveis proteicos de TNFa no grupo MNU em
comparagao ao grupo controle (p<0,01). Houve reducdo significante dos niveis de TNFa no
grupo MNU+PMAPA em comparacdo ao grupo MNU (p<0,01) e estes niveis foram
semelhantes ao grupo controle. O grupo MNU+TNP470 ndo apresentou alteracdo significante
dos niveis de TNFo em comparacao ao grupo MNU. A associacao dos tratamentos reduziu os

niveis de TNFa em comparagdo ao grupo MNU (p<0,01) (Figura 31).

IL6

Houve aumento significante dos niveis proteicos de IL6 no grupo MNU em
comparac¢do ao grupo controle (p<0,01). O grupo MNU+PMAPA apresentou maiores niveis
de IL6 em comparacdo ao grupo MNU (p<0,05) e ao grupo controle (p<0,01). O grupo
MNU+TNP470 apresentou menores niveis de IL6 em comparagdo ao grupo MNU (p<0,01),

assim como o grupo que recebeu a associagao dos farmacos (p<0,01) (Figura 31).

4.4.2 Receptores hormonais
AR

Houve aumento significante dos niveis proteicos de AR nos grupos MNU e
MNU+PMAPA em comparagdo ao grupo controle (p<0,01; p<0,01, respectivamente). Houve
redugdo significante dos niveis proteicos de AR nos grupos MNU+TNP470, MNU+PMAPA e
MNU+TNP470+PMAPA em comparacio ao grupo MNU (p< 0,01), (Figura 32).
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ERa

Nao houve diferenga significante dos niveis proteicos de ERa entre os grupos MNU e
MNU+TNP470 em comparacdo ao grupo controle. Nao observamos alteragdo dos niveis
proteicos de ERa nos grupos MNU+TNP470, MNU+PMAPA ¢ MNU+TNP470+PMAPA em
comparagdo ao grupo MNU. Adicionalmente, houve aumento dos niveis proteicos de ERa
nos grupos MNU+PMAPA e MNU+TNP470+PMAPA em relagdo ao grupo controle (p<
0,05), (Figura 32).

ERB

Nao houve alteragdo significante entre os grupos (Figura 32).

4.4.3 Enzimas antioxidantes e os radicais livres
Catalase

Houve aumento significante dos niveis proteicos de Catalase no grupo MNU em
comparag¢do ao grupo controle (p<0,01). Houve redugdo significante dos niveis de Catalase no
grupo MNU+TNP470 em comparagdo ao grupo MNU (p<0,01). Os grupos MNU+PMAPA e
MNU+TNP470+PMAPA nao apresentaram diferenca significante dos niveis de Catalase em
comparagao ao grupo MNU (Figura 33).

GSH-Px1

Os grupos CT, MNU, MNU+PMAPA e MNU+TNP470+PMAPA apresentaram niveis
semelhantes de GSH-Px1. Houve aumento significante dos niveis de GSH-Px1 no grupo

MNU+TNP470 em comparagdo aos demais grupos (p< 0,01) (Figura 33).

NRF2

Houve aumento significante dos niveis de NRF2 nos grupos MNU, MNU+TNP470,
MNU+PMAPA e MNU+TNP470+PMAPA em comparagdo ao grupo CT (p<0,01). Houve
aumento significante dos niveis de NRF2 no grupo MNU+PMAPA em comparagdo ao grupo
MNU (p<0,05). Nao houve diferenca significante nos niveis de NRF2 dos grupos
MNU+TNP470 e MNU+TNP470+PMAPA em relacdo ao grupo MNU (Figura 33).

NOX4

Houve aumento de NOX4 nos grupos MNU, MNU+TNP470, MNU+PMAPA e
MNU+TNP470+PMAPA em comparagao ao grupo CT (p<0,01). Houve redugdo dos niveis
de NOX4 nos grupos MNU+TNP470, MNU+PMAPA MNU+TNP470+PMAPA em
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comparagdo ao grupo MNU (p<0,01; p<0,05 e p<0,01, respectivamente). Adicionalmente, os
niveis proteicos de NOX4 dos grupos MNU+PMAPA e MNU+TNP470+PMAPA foram
semelhantes aos do grupo MNU+TNP470 (Figura 33).

4.4.4 Fatores reguladores da angiogénese
HIF1a

Os grupos CT, MNU, MNU+TNP470 ¢ MNU+PMAPA apresentaram niveis de
HIFla semelhantes entre si. Houve aumento significante dos niveis proteicos de HIF1a no

grupo MNU+TNP470+PMAPA em comparagdo aos demais grupos. (p<0,01), (Figura 34).

VEGF
Nao houve alteracdo significante dos niveis proteicos de VEGF entre os grupos

analisados (Figura 34).

Endostatina
Os grupos CT, MNU, MNU+PMAPA e MNU-+TNP470+PMAPA apresentaram niveis
proteicos de endostatina semelhantes. Houve aumento significante de endostatina no grupo

MNU+TNP470 em comparacdo aos demais grupos (p<0,01), (Figura 34).
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5. DISCUSSAO
5.1 Método de inducao e validacdo do modelo animal.

O cancer de prostata (CP) ¢ a doenga mais comum do trato urogenital (Schweizer &
Drake, 2014) e diversas técnicas de indugdo quimica da carcinogénese prostatica em roedores
tem sido utilizadas com o intuito de desenvolver um modelo animal que permita estudar, em
curto periodo de tempo, as etapas da carcinogénese, desde os estagios primordiais até a
doenca metastatica (Bosland et al., 1990; Schleicher et al., 1996, Gongalves et al., 2013).
Diversas linhagens de roedores, como Wistar, Sprague-Dawley, Lobund-Wistar, Fischer 344
e gerbilos da espécie Meriones unguiculatus ja foram testadas e o grande periodo de laténcia e
baixa taxa de incidéncia dos tumores sdo obstaculos a serem contornados (Pollard & Luckert,
1987; Gongalves et al., 2010; Gongalves et al., 2013; Bosland et al., 1990; Schleicher et al.,
1996).

Nossos resultados demonstram que a administragdo intraprostatica do carcinégeno N-
metil-N-nitrosouréia (MNU), acompanhada do tratamento com cipionato de testosterona para
promover a mitose das células neoplésicas e formagao dos tumores, foram capazes de induzir
lesdes prostaticas pré-malignas e malignas (adenocarcinoma prostatico) em animais da
linhagem Fisher 344. Baseamos nossa técnica de indugdo quimica da carcinogénese em
estudos anteriores realizados por Bosland et al. (1990) e adaptados por Schleicher et al.
(1996); entretanto realizamos duas modificacdes importantes: ndo induzimos o estado
quiescente da prostata com flutamida (bloqueador de receptor de androgeno) antes da
exposicao ao carcindgeno € administramos duas doses do mesmo e obtivemos uma maior
incidéncia de tumores (100%). Assim, o bloqueio dos receptores de androgeno com flutamida
parece ser menos importante do que a administracdo da segunda dose do carcindgeno para
aumentar a eficacia do método de indu¢@o. O aumento de peso visto no lobo ventral prostatico
dos animais do grupo CP ¢ compreensivel, visto as propriedades mitogénicas derivadas da
ativacdo dos receptores de androgeno pela testosterona (Grossmann et al., 2013; Glina et at.,
2010).

Outra importante diferenca técnica de nosso trabalho diz respeito a via utilizada para
administracdo do cipionato de testosterona. Schleicher et al. (1996) instalaram implantes
subcutaneos de testosterona no dorso dos animais sob anestesia e estes eram substituidos a
cada 6 semanas; e relataram perda de 10% dos animais devido a complicagdes cirirgicas e
com a anestesia, uma vez que os animais ficaram susceptiveis a overdose por anestésico apos

exposi¢ao ao MNU. Em nosso método de inducdo, ndo houve perda de animais, pois ainda
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que a administracdo subcutanea de testosterona cause estresse aos animais, ela ¢ menos
nociva que sucessivas anestesias para instalagdo dos implantes subcutaneos.

Com relagdo ao periodo de laténcia dos tumores, nosso método de indugdao da
carcinogénese foi capaz de desenvolver adenocarcinoma prostatico em apenas 20 semanas
apds a primeira exposicdo ao carcindgeno, contra 56 (Pollard et al., 1995) e 67 semanas
(Schleicher et al., 1996) de trabalhos anteriores. Assim, nossa técnica de indu¢do quimica da
carcinogénese prostatica aumentou a incidéncia do adenocarcinoma prostatico (100%) e
reduziu significantemente o periodo de laténcia dos tumores (20 semanas).

De acordo com a teoria mais aceita recentemente, o CP se desenvolve a partir da
atrofia inflamatdria proliferativa (PIA), uma condi¢do pré-maligna, caracterizada pelo
aumento da proliferacdo das células epiteliais, com a presenca de grandes infiltrados
inflamatoérios. Nesta condicao, as células epiteliais altamente proliferativas da PIA comecam a
perder a estrutura colunar e passam a exibir células de formato cuboide e os 4cinos comecam
a perder suas invaginagdes caracteristicas. Evidéncias sugerem que a PIA possa ser precursora
da neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) (Nelson et al., 2004). A PIN também ¢ uma
condi¢do pré-maligna, caracterizada por células de formato variado e aumento do nucleo das
células dos ductos e acinos. A PIN origina entdo, o CP in situ, caracterizado principalmente
pela perda da camada de células basais e da arquitetura normal da glandula. Sendo assim, a
constatacdo da ocorréncia simultinea de lesdes pré-malignas e malignas ¢ considerada um
fator importante em modelos animais para estudo da carcinogénese prostatica (Bostwick et
al., 2004; Shappell et al., 2004). Nossos resultados histopatologicos demonstraram que nosso
método de indugdo quimica da carcinogénese prostatica foi eficaz na promogao de lesdes pré-
malignas (HGPIN e PIA) e malignas (adenocarcinoma de graus baixo, intermediario e alto)
(Tabela 1) em animais da linhagem Fischer 344, tornando-o um modelo adequado para
ensaios de eficacia e toxicidade de novas perspectivas terapéuticas contra o CP e capaz de

auxiliar na priorizagdo de intervengdes para futuros estudos translacionais.
5.2 Histopatologia

Estudos anteriores demonstraram a atividade antitumoral do PMAPA em cancer de
bexiga ndo-musculo invasivo (CBNMI) (Favaro et al., 2012; Garcia et al., 2015). Nossos
dados de histopatologia demonstraram que o tratamento com PMAPA reduziu
significantemente a frequéncia de animais com PIA (20%), com AGI (0%) e com AAG (0%)
e pouco reduziu a frequéncia de HGPIN (60%) em compara¢do ao grupo MNU. Assim,
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concluimos que o PMAPA foi eficaz contra a PIA e exibiu significante atividade antitumoral
contra 0 AGl e 0 AAG.

Estudos anteriores demonstraram que o TNP470 e a fumagilina s3o capazes de inibir a
metastase € o crescimento tumoral em cancer de figado e de coélon, respectivamente (Gervaz
et al., 2000; Hou et al., 2009). Nossos dados demonstraram que o tratamento apenas com
TNP470 pouco alterou as frequéncias de HGPIN (60%), PIA (60%) ¢ AGI (40%) e nao
alterou as frequéncias do ABG (20%) e do AAG (20%) em comparacdo ao grupo MNU.
Portanto, concluimos que, em nosso modelo animal, o tratamento apenas com TNP470 foi
menos eficaz contra as lesdes prostaticas do que o tratamento apenas com PMAPA.

Recentemente, varias drogas antiangiogé€nicas visando o VEGF ou seus receptores
foram aprovadas para o tratamento de diversos tipos de canceres. No entanto, dados clinicos
sugerem que os pacientes que apresentaram melhora da oxigenacao e da perfusdo tumoral em
resposta a essas drogas, tem um melhor progndstico. Assim, alternativas terapéuticas que
controlem a hipdéxia e melhorem a perfusdo tumoral podem aumentar a eficacia da quimio e
da imunoterapia (Jain, 2014). Nesse sentido, esperavamos que o grupo tratado com PMAPA e
com TNP470, um antiangiogénico analogo da Fumagilina, apresentasse melhor recuperagao
histopatologica do que aquela obtida no grupo tratado apenas com PMAPA ou com TNP470.
Surpreendentemente, a associagdo dos farmacos reduziu a frequéncia de animais com HGPIN
(40%), PIA (0%) e AAG (0%), mas pouco reduziu a frequéncia de animais com AGI (40%) e
aumentou a de animais com ABG (40%) em compara¢do ao grupo de animais ndo tratados.
Portanto, o unico aparente sinergismo verificado com a associagdo dos tratamentos foi contra
as lesdes pré-malignas do tipo PIA e HGPIN; no que diz respeito ao adenocarcinoma, a
combinagdo do PMAPA e do TNP470 se mostrou uma alternativa terapéutica melhor do que
o tratamento apenas com TNP470, porém foi menos eficaz em comparagdo a administragao

apenas do PMAPA.

5.3 Efeitos do PMAPA e do TNP470 sobre os fatores indutores e reparadores de lesao

tecidual.

O papel dos TLRs no cancer ¢ controverso, pois varios estudos demonstraram que os
TLRs podem atuar como reguladores positivos ou negativos da carcinogénese (Galli et al.,
2010;  Matijevic &  Pavelic, 2010). Alguns autores  demostraram  que
os TLRs podem ajudar as células tumorais a escaparem do sistema imune (Huang et al.,
2005); outros mostraram que a expressao dos TLRs pelas células tumorais pode direciona-las

a apoptose ou outro tipo de morte celular (Salaun et al., 2007; Galli et al., 2010). Assim, o
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papel, aparentemente, contraditério dos TLRs pode ser esclarecido pela natureza e intensidade
da resposta inflamatdria deflagrada (Galli et al., 2010). Normalmente, a inflamagao associada
ao cancer ¢ semelhante a inflamagao cronica, incluindo a produgdo de fatores estimuladores
do reparo tecidual e da sobrevivéncia e proliferacdo de células cancerosas (Galli et al., 2010).
No entanto, caso a resposta inflamatdria seja aguda, um mecanismo efetor imunologico ¢
ativado e o tumor regride (Galli et al., 2010). Assim, compostos que atuam como agonistas
dos TLRs sao alvo de intensa investigacao para o tratamento do cancer. Um estudo realizado
por Favaro e colaboradores (2012) demonstrou a capacidade do PMAPA de ativar os
receptores TLR2 e 4.

De acordo com Quinta e colaboradores (2006), a prostata é o 6rgdo do trato genital
masculino com maior propensao a inflamagdo, entretanto ha pouca informacdo sobre a
imunobiologia da glandula. Ainda, o TLR4 ¢ o maior sensor de sinais nocivos e o gatilho
principal da resposta imune inata. Segundo estes autores, o lobo ventral da prostata de ratos
Wistar apresenta expressdo constitutiva de TLR4 nas células epiteliais e ha aumento dos
niveis deste receptor nas fibras musculares hipertroficas apds a castragdo dos animais (Quinta
et al., 2006). Utilizando um modelo animal de prostatite, 0 mesmo estudo demonstrou
aumento do contetido citoplasmatico de TLR4, demonstrando que a prostata € capaz de
reconhecer patdgenos e iniciar a resposta imune. De acordo com nossos dados, ratos da
linhagem Fischer 344 também apresentaram ativagdo constitutiva de TLR4, de NFkB, de
TNFa e de IL6; e a exposi¢do ao carcindgeno elevou a marcagdo citoplasmatica destas
proteinas no epitélio normal em relacdo ao controle, demonstrando a capacidade da prostata
de realizar uma resposta imune contra um agente inflamatorio.

A comparagdo entre as regioes de epitélio normal dos diferentes grupos nos mostra
como os diferentes tratamentos interferem no microambiente da glandula e muitas vezes
alteram o padrdo de resposta inflamatoria local, mesmo na auséncia de lesdes epiteliais. O
tratamento com PMAPA manteve os niveis citoplasmaticos epiteliais e elevou os niveis
estromais de TLR4, aumentou os niveis intranucleares epiteliais de NFkB e reduziu os niveis
citoplasmaticos epiteliais de TNFa e IL6 em comparagdo ao grupo MNU; além de elevar a
marcagdo estromal de TNFa. Esses dados demonstram que o PMAPA também ¢ capaz de
ativar a via dos receptores tipo toll na prostata, além da bexiga, como relatado anteriormente
(Favaro et al., 2012). Ainda, o aumento da marcacdo estromal para TLR4 ¢ TNFa demonstra

a mudang¢a do microambiente tumoral provocada pelo PMAPA, mesmo diante de um agente
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carcinogénico, ilustrando a dependéncia do epitélio em relagdo aos sinais recebidos do
estroma (Cunha et al., 2002).

O tratamento com TNP470 reduziu a marcacao citoplasmatica de TLR4, aumentou a
marcacao intranuclear de NFkB em 40% dos animais, reduziu a marcagao citoplasmatica de
TNFa e aumentou a marcacdo intranuclear de IL6 em comparacdo ao grupo MNU. No
entanto, ndo verificamos alteracdo no compartimento estromal. Essas alteragdes em conjunto
demonstram que o perfil da resposta inflamatoria apds o tratamento com TNP470 foi diferente
da resposta inflamatoria induzida pelo PMAPA e justifica, em partes, a ineficacia do TNP470
em conter a progressao tumoral em comparagdo ao PMAPA.

A associagdo dos farmacos pouco alterou a marcagdo de TLR4 e NFkB em
compara¢do ao MNU, embora tenha reduzido a marcagado citoplasmatica de TNFa e induzido
a marcagao intranuclear de IL6, sem promover grandes alteragdes na intensidade de marcagao
do compartimento estromal.

As lesdes do tipo neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) do grupo MNU
apresentaram reducdo da marcagdo citoplasmatica de TLR4, aumento dos niveis
intranucleares e citoplasmaticos de NFkB, aumento da marcagdo de TNFa e manutengdo da
marcacdo citoplasmatica de IL6 em comparagdo as regides de epitélio normal do mesmo
grupo. Esses dados demonstram que a redugdo citoplasmatica de TLR4, o aumento nuclear de
NFkB e TNFo foram necessarios para a proliferagdo epitelial. De acordo com a
histopatologia, o grupo tratado com TNP470+PMAPA apresentou a menor frequéncia de PIN
e nossos dados sugerem que este efeito tenha ocorrido, pois a associa¢do dos farmacos parece
ter revertido as modificagdes que ocorreram para o desenvolvimento desta lesdo, deixando o
padrao de marcagdo destas lesdes muito parecido com padrao de marcacao epitelial do grupo
controle. Portanto, no que diz respeito ao padrdo de resposta inflamatéria contra lesdes do tipo
PIN, a associacdo dos farmacos foi a melhor abordagem terapéutica, reduzindo em 50% a
frequéncia destas lesoes.

As lesdes do tipo atrofia inflamatdria proliferativa (PIA) do grupo MNU apresentaram
redugdo da marcagdo citoplasmatica de TLR4, manutencdo da marcacao de NFkB, presenca
de modesta marcagdo intranuclear de TNFa e moderada marcagdo intranuclear de IL6 em
comparagao as regides de epitélio normal do mesmo grupo. De acordo com a histopatologia, a
associacdo dos farmacos foi a melhor abordagem terapéutica contra este tipo de lesdo, seguida
pelo tratamento apenas com PMAPA. De modo geral, os grupos tratados com TNP470 e

PMAPA isolados, apresentaram padrdes semelhantes de marcacdo da via inflamatodria, com
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reducao de marcacgao intranuclear de NFkB, TNFa e IL6. Assim, somente contra lesdes do
tipo PIA, a associa¢dao dos farmacos parece ter tido um efeito sinérgico, pois culminou com o
completo desaparecimento destas lesdes apds o tratamento.

Com relagdo a atrofia prostatica nos grupos tratados, todos eles apresentaram padrdes
semelhantes de marcagao para os componentes da via do TLR4, com padrdes parecidos com
as regides de epitélio normal do grupo controle e do grupo MNU. Esses padrdes associados
aos padroes de marcagdo de AR, ERa e ERP ilustram o estado quiescente do epitélio.

Em relagdo ao adenocarcinoma de baixo grau (ABG) do grupo MNU, notamos um
padrdo de marcagdo da via do foll muito semelhante as lesdes do tipo PIA. Segundo Putzi &
De Marzo (2000), a lesdo do tipo PIA pode representar uma condigdo precursora da PIN e/ou
do cancer prostatico e no que diz respeito ao perfil inflamatdrio, nossos dados condizem com
esta afirmacdo. De acordo com a histopatologia, nenhum dos tratamentos foi totalmente eficaz
contra o ABG, o que pode ser justificado, em partes, pela semelhanga entre os perfis de
resposta inflamatoria para o ABG entre os grupos tratados e o grupo MNU.

O adenocarcinoma de grau intermediario do grupo MNU apresentou perfil
inflamatério semelhante ao ABG do mesmo grupo, demonstrando que em nosso modelo, a
progressao tumoral ndo foi acompanhada de um aumento da sinalizacao da via de TLR4. De
acordo com a histopatologia, o tratamento com PMAPA foi a melhor abordagem contra o
AGI, levando ao seu total desaparecimento. A associagdo do PMAPA com TNP470 nao foi
tdo benéfica como o tratamento apenas com PMAPA, pois assim como o tratamento apenas
com TNP470 nao alterou o perfil inflamatério do AGI em comparagdo ao grupo MNU.

O adenocarcinoma de alto grau do grupo MNU apresentou padrdes de marcacao da via
do toll semelhantes ao AGI do mesmo grupo. Segundo a histopatologia, o tratamento com
PMAPA foi a melhor a abordagem contra o AAG, pois causou a regressao tumoral, mesmo
em associacdo com o TNP470. A ineficicia do TNP470 pode ser explicada, em partes, por
nao ter alterado o perfil de resposta inflamatéria do AAG em comparagao ao grupo MNU.

De modo geral, os resultados de Western Blotting mascararam os diferentes efeitos
dos tratamentos revelados pela imunohistoquimica. Entretanto, notamos maiores niveis
proteicos de todos os componentes da via do TLR4 no grupo MNU em comparagdo ao grupo
controle. O PMAPA manteve os niveis de TLR4 e NFkB semelhantes ao grupo MNU e
reduziu os niveis de TNFa e aumentou os niveis de IL6, demonstrando que apds o tratamento
a via dos receptores fo/l se mantem ativa mas leva a um perfil diferente de resposta

inflamatoria que tende a ser mais aguda do que no grupo sem tratamento. O tratamento com
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TNP470 manteve os niveis de TLR4, NFkB e TNFa semelhantes ao grupo MNU e reduziu os
niveis de IL6. A associacdo dos fairmacos manteve os niveis proteicos de TLR4 e NFkB
semelhantes ao grupo MNU, mas reduziu os niveis proteicos de TNFa e IL6, sugerindo uma
resposta inflamatéria do tipo cronica.

Em resumo, notamos que os tratamentos com PMAPA e TNP470 atuam de modos
diferentes sobre a resposta inflamatoria em regides do epitélio com e sem lesdo e em regides
com lesdes pré-neoplasicas e neoplasicas. Ainda, a associacdo dos farmacos ¢ a melhor
alternativa para o tratamento de lesdes pré-neoplésicas (PIN e PIA), pois tende a restaurar o
padrdo de resposta inflamatdria exibido pelo epitélio do grupo controle. O PMAPA, por sua
vez, revelou-se a melhor abordagem contra o adenocarcinoma, pois reduziu significantemente
a frequéncia do AGI e do AAG e pela andlise do ABG, sugerimos que seu efeito se deva a
estimula¢dao de TLR4, com aumento de NFkB intranuclear ¢ manutencdo de altos niveis de

TNFa e IL6, ilustrando um perfil caracteristico de uma resposta inflamatodria do tipo aguda.
5.4 Efeitos do PMAPA e do TNP470 sobre os receptores hormonais.

A atividade do AR ¢ dirigida por um balango entre a fungdo de proteinas ativadoras
(como p300, Tip-60 e proteinas ativadoras de AR (ARA)) e de proteinas repressoras de AR
(como NCoR, Smad e histonas desacetilases (Sirt-1)) (Shang et al., 2002; Fu et al., 2006). A
hiperativacdo do AR ¢ o deflagrador fundamental da progressao do cancer (Chen et al., 2004)
e estudos recentes suportam a hipdtese de que as vias de sinalizagdo do AR desempenham um
papel importante no desenvolvimento e progressdo de alguns cénceres, explicando algumas
das diferencas entre os tumores masculinos e femininos (Hetge et al., 1990; Siegel et al.,
2012; Li et al., 2012; Garcia et al., 2015).

Os estrogenos também sdo hormodnios sexuais que atuam sinergicamente a
testosterona, influenciando tanto as fungdes prostaticas normais e como as alteragdes
patologicas (Weihua et al., 2001; Cunha et al., 2002) e exercem suas fungdes através do
receptores a € b (Risbridger et al., 2001; Cunha et al., 2002). Camundongos knockout para
ERB (BERKO) apresentaram focos de hiperplasia epitelial no lobo ventral da prostata aos 5
meses de idade, afirmando a capacidade antiproliferativa do ER (Weihua et al., 2002). No
entanto, aqueles animais ndo desenvolvem cancer de prostata (Imamov et al., 2004b), levando
alguns autores a propor que a perda de ERP ocorra como consequéncia da tumorigénese
causada por outros mecanismos oncogénicos, como delecdo da PTEN que por sua vez induz

BMI-1, um repressor da transcricdo de ERB (Mak et al., 2015). Concomitantemente, a
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repressao de ERP contribui para a tumorigénese porque favorece a sinalizagao HIF1/VEGF o
que sustenta a expressdo de BMI-1 por uma al¢a de retroalimentagdo positiva (Mak et al.,
2015).

Em resumo, notamos que o aumento da agressividade tumoral em nosso modelo nio
foi acompanhado pelo aumento da expressao dos receptores de andrégeno, uma vez que
tumores de diferentes graus apresentaram padroes de marcagdo idénticos. Entretanto, o
aumento de AR intranuclear parece acompanhar o aparecimento de lesdes do tipo PIN, mas
deixa de existir no adenocarcinoma. Ainda que o Western Blotting ndo discrimine os efeitos
dos tratamentos nas diferentes lesdes, notamos o aumento dos niveis proteicos de AR nos
animais tratado com MNU em compara¢do ao grupo controle (figura 26), demonstrando a
importancia do aumento da expressio de AR para a carcinogénese. Adicionalmente,
verificamos que o tratamento com PMAPA e com o TNP470, isolados ou em conjunto,
reduziram significantemente os niveis proteicos de AR em comparag¢do aos animais que nao
receberam tratamento. Nossos dados de imunohistoquimica e Western Blotting estdo de
acordo com Kido e colaboradores (2014) que relataram redugdo significante dos niveis
proteicos e da imunomarcacdo de AR ap0s tratamento com inibidores direto e indireto da
angiogénese (TNP470 e SU5416). A redugdo dos niveis de AR apds tratamento com PMAPA,
por sua vez, pode ser explicada em partes pela ativagdo de NCoR e de DACH-1. Estudos
anteriores demonstraram que o PMAPA ¢ capaz de reduzir os niveis de AR aumentando os
niveis de seu repressor NCoR (Garcia et al., 2015) e de acordo com Wu et al (2009) a ligagao
de DACH-1 a NCoR reduz a atividade do receptor de androgeno. Adicionalmente, ainda que
a administracdo do TNP470 isolado ou em conjunto com o0 MAPA tenha reduzido os niveis
de AR para valores ainda menores do que aqueles observados apds o tratamento apenas com
PMAPA, houve uma melhor recuperagdao histopatologica do grupo tratado apenas com
PMAPA. Esses dados sugerem que o tratamento de lesdes pré-neoplasicas e do
adenocarcinoma ndo se baseia apenas no controle do AR e que as alteracdes na via da
angiogénese e no padrdo de resposta inflamatoria através dos receptores tipo foll provocadas
pelo PMAPA certamente se somam as alteracdes hormonais e contribuem para uma melhor
recuperagdo histopatologica.

Com relagdo ao ERa, nossos dados nos permitem inferir que o aumento de ERa
intranuclear no epitélio normal do grupo MNU contribua para criar um ambiente favoravel ao
aparecimento de lesdes pré-neoplasicas e neopldsicas em nosso modelo de carcinogénese e

ainda que o tratamento com PMAPA isolado modificou o epitélio normal, tornando-o menos
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propenso a proliferagao. De modo geral, confirmamos a capacidade proliferativa do ERa e ele
foi importante para o desenvolvimento de lesdes do tipo PIN e para a progressao tumoral do
adenocarcinoma de baixo grau para o de grau intermediario em nosso modelo. A redu¢do da
marcacao intranuclear de ERa no epitélio normal do grupo MNU+PMAPA em comparagao
ao grupo MNU auxilia a explicar a recuperagdo histopatologica observada neste grupo. No
entanto, as alteracdes das marcagoes verificadas por imunohistoquimica nao foram detectadas
no Western Blotting, pois as diferentes alteragdes podem ter sido mascaradas pela técnica.

De modo geral, concluimos que a reducdo de ERf3 acompanhou as etapas iniciais da
carcinogénese em nosso modelo, mas ndo foi observada na progressdo tumoral. Ainda, esta
variagdo sO foi observada com a imunomarcagdo, pois ndo houve diferenca significante dos
niveis proteicos de ER} no Western Blotting. Adicionalmente, notamos que o TNP470 reduz
a marcacdo intranuclear de ERf} no epitélio normal e em lesdes pré-neopldsicas do tipo PIN
estando de acordo com os resultados anteriores (Kido et al., 2014), mas deixa de ter este efeito
em lesdes neoplasicas, provavelmente por diminuir a producdo de VEGFa, um importante

ativador de BMI-1 que bloqueia ER e favorece a carcinogénese (Mak et al., 2015).
5.5 Efeitos do PMAPA e do TNP470 sobre as enzimas antioxidantes e os radicais livres.

Battisti e colaboradores (2011) correlacionaram o grau (Gleason) e o estagio do CP
com as atividades das enzimas SOD, CAT e GSH-Px1 e concluiram que a diminui¢do dos
niveis séricos destas enzimas antioxidantes ¢ considerado um importante fator de
desenvolvimento e progressdo tumoral. Além dos androgenos e estrégenos, o fator de
transcri¢ao eritréide 2p45 (NF-E2) relacionado ao fator 2 (NRF2) ativa vias citoprotetoras em
resposta ao EO, a inflamacgdo e a apoptose, induzindo a expressao de enzimas antioxidantes e
de detoxificacdo. Em condi¢des normais, a atividade do NRF2 ¢ negativamente regulada pela
Kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP1) que se associa ao fator e encaminha-o para a
degradacao proteossomica (Kensler et al., 2007). Entretanto, na presenca de EO, KEAP-1 se
dissocia do complexo e o NRF2 ¢ estabilizado e ativado e sua nova fun¢ao ¢ aproveitada pelas
células cancerosas em beneficio proprio (Shibata et al., 2008). Estudos demonstraram que o
NRF2 e varios dos seus genes alvo foram significantemente infrarregulados no CP e como
resultado, as células prostaticas foram expostas continuamente ao EO, com consequente
progressao para a doenca metastatica (Baker et al., 1997; Khandrika et al., 2009). Entretanto,
ha relatos de que a ativagdo constitutiva de NRF2 promove a sobrevivéncia das células

cancerosas e confere resisténcia a quimio e radioterapias (Lau et al., 2008). Recentemente,
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Singh e colaboradores (2016) descobriram que a ativac¢do constitutiva de NRF2 diminui miR-
1 e miR-206, direcionando o fluxo de carbono para a via da pentose fosfato e para o ciclo do
acido tri-carboxilico, reprogramando o metabolismo da glicose e favorecendo o crescimento
tumoral.

Comparando as regides de epitélio normal do grupo MNU e do controle, notamos
reducdo da marcagdo intranuclear de NRF2, manutencdo da marcagdo citoplasmatica das
enzimas Catalase ¢ GSH-Px1 ¢ redu¢do ou manuten¢do dos niveis intranucleares de NOX4
apds exposicdo ao carcindgeno e a testosterona. Satoh e colaboradores (2013) compararam
camundongos knockouts para NRF2 com camundongos selvagens e relataram que a ativagao
transitoria de NRF2 pode ser benéfica enquanto a ativagdo persistente pode ser nociva. Deste
modo, a ativagdo de um fator de transcricdo ¢ uma “faca de dois gumes”, em que niveis
extremamente baixos ou altos de NRF2 aumentam o risco de doengas (Kensler et al., 2010).
De acordo com este paradigma, a delecdo de NRF2 aumenta a susceptibilidade a carcindgenos
e infecgOes bacterianas e virais, enquanto a superexpressao dele promove resisténcia a drogas
e proliferacdo das células cancerosas (Kensler et al., 2010). Portanto, a prevenc¢do efetiva
ocorre dentro do limite entre a dose efetiva bioldgica e a méxima dose tolerada pelo
organismo. Segundo Wang e colaboradores (2012), alguns indutores quimicos t€ém um efeito
transitorio na ativagdo da via do NRF2 e outros, como o arsénio, apresentam efeito
prolongado. Assim, a reducdo de NRF2 em regides de epitélio normal do grupo MNU em
comparagdo ao controle pode ser explicada como um mecanismo de defesa frente ao
microambiente nocivo criado pelo carcindgeno e testosterona, pois 0 NRF2 pode bloquear ou
retardar a carcinogénese em células normais ou pré-malignas, mas pode se tornar indesejavel
quando os mecanismos de defesa estdo sob controle de células malignas (Satoh et al., 2013).
Ainda, verificamos a manutenc¢do dos niveis de NRF2 em lesoes pré-malignas (PIA e PIN) e
sua reducdo conforme a progressdo da carcinogénese que culminou com um tumor de alto
grau, mas nao-resistente a terapia antitumoral. Adicionalmente, nossos dados de Western
Blotting demonstraram que todos os grupos tratados com MNU apresentaram maiores niveis
proteicos de NRF2 em comparagdo ao grupo controle, sendo que os niveis mais altos foram
apresentado pelo grupo MNU+PMAPA. Deste modo, futuros estudos avaliando os efeitos do
PMAPA e do TNP470 sobre os miR-1 e miR-206 seriam necessarios para o melhor
entendimento dos efeitos histopatoldgicos observados apos o tratamento e sua relacdo com o
NRF2.

Enzimas do tipo NOX representam a maior fonte ndo-mitocondrial de EROs ¢ a sua

superexpressao leva a producao de perdxido de hidrogénio e a senescéncia celular, bem como
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a resisténcia a apoptose € a aquisi¢cdo de fenotipo tumorigénico, o qual pode ser inibido pela
Catalase (Lambeth, 2004; Graham et al., 2010). Estudos anteriores demonstraram a
superexpressao de NOX4 em carcinomas de mama, prostata e ovario (Graham et al., 2010).
Em nosso modelo de indugao, houve aumento expressivo de NOX4 no nucleo de lesdes pré-
neoplasicas (PIA e PIN), mas este aumento ndo acompanhou a progressao tumoral. Estudos
anteriores relataram que a administragdo cronica de dihidrotestosterona em ratos induziu a
expressdo de citocinas inflamatorias na prostata (Harris et al., 2000) e que este infiltrado
inflamatorio seria a principal fonte de EROS, ocasionando lesdes oxidativas no epitélio que
seriam a causa da formacdo das lesdes do tipo PIA. Estas lesdes formariam a base para a
proliferacdo celular aumentada, levando ao aparecimento da PIN e progressivamente, ao
cancer (Ho et al., 2004). Assim, o aumento de NOX4 na PIA e na PIN (provavelmente,
agravado pela exposi¢do continua a testosterona no periodo de inducao) esta de acordo com a
literatura ¢ demonstra que a instalagdo de um quadro de injuria oxidativa no epitélio foi
necessaria para o inicio da carcinogénese, mas nao acompanhou a sua progressao até o AAG.
Ainda, sugerimos que os baixos niveis de NOX4 no AAG indique que o mecanismo de
apoptose nao foi prejudicado, pois segundo Graham e colaboradores (2010), a superexpressao
de NOX4 pode levar a resisténcia a apoptose. Nossos dados de Western Blotting também
demonstraram que os grupos tratados com MNU apresentaram maiores niveis proteicos de
NOX4 que o grupo controle e de modo geral, os tratamentos foram capazes de reduzi-los de
maneira significante.

Catalase e GSH-Px1 sdo importantes enzimas antioxidantes que contribuem para a
reducao dos niveis de H,O, ¢ a reducao dos niveis séricos dessas enzimas foi considerada um
importante fator no desenvolvimento e na progressdo tumoral (Battisti et al., 2011).
Curiosamente, as lesdes do tipo PIN e PIA do grupo MNU apresentaram aumento da
marcagdo intranuclear de Catalase e GSH-Px1 e redug¢do da marcagdo citoplasmatica,
sugerindo prejuizo do sistema antioxidante. Adicionalmente, verificamos que a progressao
tumoral em nosso modelo foi acompanhada pela reducao da marcagdo citoplasmatica dessas
enzimas, que culminou com a total auséncia de marcagcdo da Catalase no AAG do grupo
MNU. Os resultados de Western Blotting para a GSH-Px1, de modo geral, foram os mesmos
da  imunohistoquimica. Os  grupos  controle, MNU, MNU+PMAPA ¢
MNU+TNP470+PMAPA apresentaram niveis proteicos semelhantes de GSH-Px1 que por sua
vez, foram menores que o do grupo MNU+TNP470. J& com relagdo a Catalase, os grupos
MNU, MNU+PMAPA e¢ MNU+TNP470+PMAPA apresentaram niveis semelhantes desta

proteina, que por sua vez, foram maiores que os do grupo controle e MNU+TNP470.
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De acordo com a histopatologia, a associacdo do TNP470 com PMAPA foi a melhor
abordagem terapéutica contra lesdes do tipo PIN. Nossos dados sugerem que este efeito pode
ser atribuido a normaliza¢ao do padrao de marcacao citoplasmatica da GSH-Px1 e a reducao
da marcacao intranuclear de NOX4.

Considerando as lesdes do tipo PIA, a associagdo dos farmacos também foi
extremamente benéfica, seguida pelo tratamento apenas com PMAPA que nos da um pista do
que pode ter ocorrido. Nossos dados sugerem que a reducao das lesdes do tipo PIA se deva a
redu¢do da marcacao intranuclear da Catalase ¢ da GSH-Px1, aumento dos niveis
citoplasmaticos da GSH-Px1 e reducdo da marcagdo de NRF2 e NOX4.

Com relagdo ao adenocarcinoma, o PMAPA foi a melhor abordagem terapéutica, pois
reduziu a frequéncia do AGI e do AAG sem aumentar a frequéncia do ABG, sugerindo que
ele também ¢ eficaz em conter a progressdo tumoral, ainda que o ABG presente no grupo que
recebeu PMAPA apresente niveis de NOX4, NRF2, GSH-Px1 e Catalase muito semelhantes
ao ABG do grupo MNU.

5.6 Efeitos do PMAPA e do TNP470 sobre os fatores reguladores da angiogénese

Diversos modelos animais de varias linhagens de roedores foram desenvolvidos para o
melhor entendimento das etapas da carcinogénese (Bosland et al., 1990, Scheleicher et al.,
1996; Gongalves et al., 2013). O camundongo TRAMP est4 entre os mais utilizados, pois
desenvolve tumores que reproduzem muitas das caracteristicas do CP humano, apresentando
NIP aos 6 meses de idade e tumores primdrios entre 18 e 24 meses (Greenberg et al., 1995;
Gingrich et al., 1999). Dois eventos distintos da angiogénese foram descritos durante a
progressdo tumoral do CP em camundongos TRAMP: o switch de inicio e o switch de
progressao da angiogénese (Huss et al., 2001). O primeiro evento foi caracterizado pelo
aumento dos niveis de expressdo HIFla e VEGFRI e recrutamento da vascularizacdao
intraepitelial em lesdes PIN de alto grau. No segundo evento, hd queda dos niveis de HIF1a e
VEGFRI1, aumento de VEGF ¢ VEGFR2 e aumento da densidade de micro vasos epiteliais
em carcinomas pouco diferenciados (Huss et al., 2001).

Nas ultimas décadas, varios trabalhos vem relacionando a hipoxia com angiogénese,
inflamagdo, imunossupressdo, hipersensibilidade androgénica, metastase e resisténcia
apoptose, a quimio e imunoterapias (Marignol et al., 2008; Jain, 2014). Os niveis de hipdxia
regulam diretamente o HIFla que se encontra superexpresso em carcinoma prostatico

humano primario e metastatico (Zhong et al., 1999; Marignol et al., 2008). Neste trabalho,
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demonstramos que o PMAPA possui um potente efeito antitumoral contra o CP e que sua
associacdo com o TNP470 melhorou os resultados contra a PIA e PIN, mas prejudicou sua
eficacia contra o adenocarcinoma. Por um lado, pode-se argumentar que a administracdo do
PMAPA ¢ uma “faca de dois gumes” devido ao significante aumento na frequéncia de HNP
(Tabela 2). Por outro lado, acreditamos que a HNP seja um efeito colateral mais facil de se
controlar diante das alternativas terapéuticas contra o CP que normalmente levam a
prostatectomia, quimioterapia € imunossupressao.

Recentemente, estudos sugeriram que a melhora da perfusdo tumoral aliada com a
atenuacao da hipdxia poderiam melhorar a resposta a quimio e imunoterapias, uma vez que a
hipdxia e o microambiente ambiente acido reprogramam os macrofagos residentes para um
fenotipo pro-tumorigénico e imunossupressivo (Jain et al., 2014). Além disso, varios genes
que controlam o crescimento, a sobrevivéncia e a invasdao celular, como as vias
RAS/RAf/MEK e PI3K/AKT/PKB, sao induzidos pela hipdxia direta ou indiretamente
(Eliceirie et al., 1999; Alvarez-Tejado et al., 2001). Nossos dados demonstraram que a
progressao tumoral em nosso modelo foi acompanhada pelo aumento progressivo de HIF1 a
de lesdes pré-neoplasicas at¢ o AGI e que a expressdo de VEGF parece sofrer aumento no
adenocarcinoma de baixo grau, tendo comportamento semelhante ao switch de progressao da
angiogénese apresentado pelo camundongo TRAMP aos 18 meses (Huss et al., 2001). Ainda,
notamos reducdo de endostatina no ABG em comparagdo a PIN, estando de acordo com
Montico e colaboradores (2015) que relataram redu¢do de endostatina durante a progressao
tumoral no modelo TRAMP. Adicionalmente, nossos dados sugerem que o PMAPA tenha
controlado a hipdxia, uma vez que reduziu a marcacao de HIF1a na PIN, na PIA, no ABG e
no AGI (Tabela 22). Além disso, verificamos intenso infiltrado inflamatdrio no estroma dos
animais tratados com PMAPA, o que nos leva a sugerir que a reducao de HIF1a e o aumento
ou manutengdo de VEGF, aliado a modificagdo do microambiente tumoral com aumento de
interferon (Févaro et al., 2012) tenha aumentado a perfusdo tumoral e permitido o
recrutamento de macrofagos nao-tumorigénicos e células NK. Anteriormente, foi
demonstrado que o PMAPA pode restaurar a p53 selvagem (Favaro et al., 2012), reduzir
Siah2 e estimular NCoR, reduzindo os niveis de AR (Garcia et al., 2015). Horii e
colaboradores (2007) identificaram uma crosstalk entre AR ¢ HIFla em células de CP. De
acordo com eles, o promotor do gene do PSA humano possui uma regido responsiva a hipdxia
a qual pode facilitar a progressdo tumoral através da cooperagdo entre HIFla e AR para

aumentar o PSA (Liu et al., 2005). Além disso, a suprarregulacio de COX-2 foi
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correlacionada com a carcinogénese prostatica (Fujita et al., 2002) e tem participagdo na
resisténcia a hipoxia através da inibi¢do da atividade da p53 (Liu et al., 2005). Assim,
acreditamos que além da redu¢do de HIFla, o efeito antitumoral do PMAPA possa ser
explicado por dois outros motivos: a modulacdo de AR e a atividade da p53.

Nos ultimos anos, varias drogas antiangiogénicas almejando o VEGF ou seus
receptores foram aprovadas para o tratamento do cancer. Infelizmente, essas substancias que
almejam reduzir o aporte sanguineo, acabam elevando ainda mais os niveis de hipoxia e
favorecendo a progressdo tumoral (Jain et al., 2014). Estudos anteriores demonstraram que a
monoterapia com anticorpo anti-VEGF (Bevacizumab) falhou em promover a sobrevida de
pacientes (Jain, 2005) e apenas conferiu beneficios quando combinada com quimioterapia
(Robert et al., 2011; Tewari et al., 2014). De fato, nossos dados demonstraram que o
tratamento apenas com TNP470 foi a pior estratégia terapéutica para o tratamento de lesdes
prostéticas, pois ndo reduziu a frequéncia de lesdes malignas e pré-malignas (Tabela 2). Além
disso, o tratamento com TNP470 reduziu VEGF na PIA, no ABG ¢ no AAG e aumentou o
HIF1la no ABG e no AAG. Esses dados estdo de acordo com Montico e colaboradores (2015)
que relataram reducdo de VEGF em camundongos TRAMP de 18 meses apds a administragao
de TNP470 e ainda, reproduzem os achados de estudos anteriores que previam aumento da
hipoxia apds a terapia antiangiogénica, favorecendo a carcinogénese e justificando assim, os
resultados histopatologicos (Jain et al., 2014).

Na tentativa de obter um efeito coadjuvante, esperavamos que a associa¢do dos
farmacos fosse uma alternativa terapéutica promissora. Supreendentemente, a associagdo de
PMAPA e TNP470 nao foi eficaz contra o adenocarcinoma, mas erradicou a PIA e reduziu
significantemente a frequéncia da PIN. Nossos dados de imunohistoquimica nos levam a
sugerir que a auséncia de HIFla, niveis intermedidrios de VEGF e baixos niveis de
endostatina sejam nocivos para a PIN e para a PIA e justifiquem a redugdo na frequéncia
dessas lesdes apos o tratamento combinado. Além disso, baixos niveis de HIF1a, altos niveis
de VEGF e niveis altos ou intermediarios de endostatina parecem favorecer lesdes malignas,
justificando as maiores frequéncias de ABG e AGI no grupo tratado apenas com TNP470 do
que no grupo tratado apenas com PMAPA, o qual apresentou niveis intermediarios de VEGF,

altos niveis de endostatina e auséncia de HIF 1 a.
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6. CONCLUSAO

Nosso método de indug¢ao quimica da carcinogénese prostatica foi eficaz na promocao
de lesdes pré-malignas (HGPIN e PIA) e malignas (adenocarcinoma de graus baixo,
intermediario e alto) em animais da linhagem Fischer 344, tornando-o um modelo adequado
para ensaios de eficacia e toxicidade de novas perspectivas terapéuticas contra o CP.

De modo geral, a manutencao da via de sinalizagdo de TLR4, associada ao aumento
intranuclear de AR e ERa, com reducdo de ERf}, aumento de NOX4, manutencdo de NRF2,
reducdo citoplasmatica de Catalase e GSH-Px1 e aumento de HIFla, VEGF e endostatina
caracterizam as lesdes pré-neoplasicas do nosso modelo de carcinogénese. Durante a
progressdo da carcinogénese, ndo houve aumento de NOX4, de AR, da sinaliza¢do de TLR4,
nem reducdo de ERP; mas sim aumento de ERo, HIFla e VEGF e reducdo de NRF2 e das
enzimas Catalase ¢ GSH-Px1 e de endostatina, demonstrando o aumento do potencial
proliferativo, o prejuizo do sistema antioxidante e o aumento da hipdxia e de fatores
angiogénicos.

Os farmacos PMAPA e TNP470 atuaram de modos diferentes em lesdes pre-
neoplasicas e neoplésicas e interferiram na via de sinalizagdo do TLR4, nos receptores
hormonais, na via do estresse oxidativo e da angiogénese.

A associacdo dos farmacos, seguida pelo tratamento apenas com PMAPA foram as
melhores alternativas terap€uticas contra a PIA e sugerimos que seu efeito se deva a
normaliza¢do da resposta inflamatoria, a redugdao de AR citoplasmatico, ao aumento dos
niveis citoplasmaticos de GSH-Px1, a reducdo de NRF2, de NOX4, de HIF1a e de VEGF e
ao aumento de Endostatina.

A associagdo dos farmacos também foi a melhor alternativa para o tratamento da PIN,
provavelmente devido a normalizagdo da resposta inflamatdria, @ normalizacdo dos niveis de
GSH-Px1, a redu¢cdo de NOX4 e de AR citoplasmaticos e a redugdo de HIF1a e de VEGF.

O PMAPA se mostrou a melhor abordagem terapéutica contra o adenocarcinoma de
grau intermediario e de alto grau, pois reduziu suas frequéncias, sem aumentar a frequéncia
do adenocarcinoma de baixo grau. Nossos dados sugerem que seus efeitos ocorram através da
indug¢do de uma resposta inflamatéria do tipo aguda, com manuten¢do de TLR4, aumento
intranuclear de NFkB e manuten¢ao de altos niveis de TNFa e IL6; da manutencdo dos niveis
de ERP e redugdao de AR e ERa, da recuperacao do sistema de enzimas antioxidantes, com
manutengdo da Catalase e da GPx1, além da diminui¢cdo da hipoxia, com redugao de HIF1a,

melhora da perfusao tumoral (aumento ou manutengdo de VEGF) e aumento da endostatina.
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Apesar dos beneficios do PMAPA e de sua combinacdo com o TNP470 contra
diferentes lesdes prostaticas, futuros estudos sobre o papel do PMAPA na modulagdo dos
receptores de androgeno e estrogeno, da p53, da PI3K e da Akt ainda devem ser executados
para justificar e corroborar sua atividade antitumoral contra o CP e garantir o avango para

estudos translacionais.
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8. ANEXOS: TABELAS E FIGURAS
Tabela 1. Representacdo esquemadtica da atribui¢do de nota para os compartimentos
supranuclear, intranuclear e em todo o citoplasma.

Compartimento Supranuclear

Percentil de Células Intensidade
Marcadas Nota 0 (sem Nota 1 (leve) Nota 2 (moderada) Nota 3 (intensa)
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Localizagdo: em todo o citoplasma
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Tabela 2. Resultados da analise histopatologica dos grupos controle, MNU, MNU+TNP470,
MNU+PMAPA e MNU+TNP470+PMAPA de acordo com Shappell et. al., 2004. O
diagnostico das lesdes prostaticas envolveu neoplasia intraepitelial de alto grau (HGPIN),
adenocarcinomas
intermediario (AGI) e alto (AAG), atrofia prostatica (AP) e infiltrado inflamatorio (II).

atrofia inflamatéria proliferativa (PIA),

Micro

de graus

baixo (ABQG),

HGPIN PIA L . HNP AP 11 ABG AGI AAG
acino
Controle - _ _ _ _ - _ _ _
MNU 80% 80% - - - - 20% 60% 20%
MNU
+ 60% 60% - 60% 100% - 20% 40% 20%
TNP470
MNU
+ 60% 20%  60% 80% 80% 60% 20% - -
PMAPA
MNU+
TNP470+ 40% - 100%  40% 60% 60% 40% 40% -

PMAPA
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Tabela 3. Padrdes predominantes de marcacao de Imunohistoquimica para TLR4, NFkB, IL6
e TNFa em regides de epitélio normal dos Grupos: Controle, MNU, MNU+PMAPA,
MNU+TNP470 ¢ MNU+TNP470+PMAPA com suas respectivas notas conforme cada
compartimento. PCM (percentual de células marcadas), Int (intensidade), SN (compartimento
supranuclear), IN (compartimento intranuclear) e C (compartimento citoplasmatico).

Compartimentos Valor da Nota por
Compartimento
Grupos Animais SN IN C
Proteinas (%)

PCM Int PCM Int PCM Int SN IN C
Controle 60 0 0 1 1 3 1 0 1 3
MNU 60 0 0 1 1 3 3 0 1 27

TLR4
MNU+PMAPA 40 0 0 1 1 3 3 0 1 27
MNU+TNP470 40 0 0 1 1 3 2 0 1 9
MNU+TNP470+PMAPA 40 0 0 1 2 3 3 0 1 27
Controle 60 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU 100 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU+PMAPA 100 0 0 3 2 3 2 0 9 9

NFKB
40 0 0 3 1 3 1 0 3 3

MNU+TNP470

40 0 0 3 2 3 2 0 9 9
MNU+TNP470+PMAPA 60 0 0 3 1 3 1 0 3 3
Controle 80 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU 60 0 0 0 0 3 2 0 0 9
IL6 MNU+PMAPA 80 0 0 3 1 3 1 0 3 3
MNU+TNP470 60 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU+TNP470+PMAPA 60 0 0 2 2 3 2 0 4 9
Controle 100 0 0 0 0 3 3 0 0 27
MNU 60 0 0 0 0 3 3 0 0 27
TNFa MNU+PMAPA 80 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+TNP470 60 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+TNP470+PMAPA 80 0 0 0 0 3 2 0 0 9
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Tabela 4. Percentual de animais com marca¢do de Imunohistoquimica de TLR4, NFkB, IL6 e
TNFa no estroma dos grupos Controle, MNU, MNU+PMAPA, MNU+TNP470 e

MNU+TNP470+PMAPA.
Componente Marcado (% dos animais)
Proteinas Grupo Endotélio Muisculo Células
Liso Inflamatorias

TLR4 Controle 100 80 100
MNU 100 80 100
MNU+PMAPA 100 80 100
MNU+TNP470 60 20 60
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 60

NFkB Controle 100 80 100
MNU 100 100 100
MNU+PMAPA 100 100 100
MNU+TNP470 80 80 80
MNU+TNP470+PMAPA 60 100 100

IL6 Controle 80 80 80
MNU 80 0 100
MNU+PMAPA 100 0 100
MNU+TNP470 80 20 100
MNU+TNP470+PMAPA 60 0 100

TNFa Controle 0 0 100
MNU 0 0 100
MNU+PMAPA 0 0 100
MNU+TNP470 0 0 100
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 100
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Tabela 5. Padrdes predominantes de marcacdo de Imunohistoquimica de TLR4 nas lesdes
prostaticas dos Grupos MNU, MNU+PMAPA, MNU+TNP470 e MNU+TNP470+PMAPA
com suas respectivas notas conforme cada compartimento. PCM (percentual de células
marcadas), Int (intensidade), SN (compartimento supranuclear), IN (compartimento
intranuclear) e C (compartimento citoplasmatico).

TLR4 Compartimentos Valor da Nota por
Compartimento
- SN IN C
Lesdes
Prostaticas Grupos
PCM Int PCM Int PCM Int SN IN C
MNU 0 0 1 1 3 2 0 1 9
PIN MNU+PMAPA 0 0 1 1 3 3 0 1 27
MNU+TNP470 0 0 1 1 3 1 0 1 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 1 2 2 3 0 2 8
MNU 0 0 1 1 3 2 0 1 9
PIA MNU+PMAPA 0 0 1 1 3 2 0 1 9
MNU+TNP470 0 0 1 1 3 1 0 1 3
MNU+PMAPA 0 0 1 1 3 2 0 1 9
AP MNU+TNP470 0 0 1 1 3 1 0 1 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 1 1 3 2 0 1 9
MNU 0 0 1 1 3 2 0 1 9
MNU+PMAPA 0 0 1 1 3 2 0 1 9
ABG
MNU+TNP470 0 0 1 1 3 2 0 1 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 1 1 3 2 0 1 9
MNU 0 0 1 1 3 2 0 1 9
AGI MNU+TNP470 0 0 1 1 3 2 0 1 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 1 1 2 2 0 1 4
MNU 0 0 1 2 3 3 0 1 27
AAG
MNU+TNP470 0 0 1 3 3 3 0 1 27
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Tabela 6. Padroes predominantes de marca¢do de Imunohistoquimica de NFkB nas lesdes
prostaticas dos Grupos MNU, MNU+PMAPA, MNU+TNP470 e MNU+TNP470+PMAPA
com suas respectivas notas conforme cada compartimento. PCM (percentual de células
marcadas), Int (intensidade), SN (compartimento supranuclear), IN (compartimento
intranuclear) e C (compartimento citoplasmatico).

NFKB Compartimentos Valor da 1\‘Jota por
Compartimento
Lesbes Grupos SN IN C
Prostaticas PCM | Int | PCM | Int | PCM | Int | SN | IN C
MNU 0 0 2 2 3 2 0 4 9
0 0 2 3 3 3 0 8 27
PIN
MNU+PMAPA 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU+TNP470 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 3 1 3 1 0 3 3
MNU 0 0 2 2 3 2 0 4 9
PIA MNU+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+TNP470 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+PMAPA 0 0 2 2 3 2 0 4 9
AP MNU+TNP470 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 1 3 2 0 2 9
MNU 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
ABG
MNU+TNP470 0 0 3 1 3 2 0 3 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU 0 0 3 1 3 2 0 3 9
AGI MNU+TNP470 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU 0 0 2 2 2 3 0 4 8
AAG
MNU+TNP470 0 0 3 1 3 1 0 3 3
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Tabela 7. Padrdes predominantes de marcacao de Imunohistoquimica de TNFa nas lesdes
prostaticas dos Grupos MNU, MNU+PMAPA, MNU+TNP470 ¢ MNU+TNP470+PMAPA
com suas respectivas notas conforme cada compartimento. PCM (percentual de células
marcadas), Int (intensidade), SN (compartimento supranuclear), IN (compartimento
intranuclear) e C (compartimento citoplasmatico).

TNFo, Compartimentos V(zjl:)ol; S:rlt\ilglt:nlzgr
Lesdes Grupos SN IN C
Prostiticas PCM | Int | PCM | Int | PCM | Int | SN | IN C
MNU 0 0 2 3 3 3 0 8 27
PIN MNU+PMAPA 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+TNP470 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU 0 0 2 1 3 1 0 2 3
PIA MNU+PMAPA 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU+TNP470 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU+PMAPA 0 0 0 0 3 2 0 0 9
AP MNU+TNP470 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU 0 0 3 1 3 1 0 3 3
MNU+PMAPA 0 0 0 0 3 2 0 0 9
ABG
MNU+TNP470 0 0 0 0 3 1 0 1 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU 0 0 3 1 3 2 0 3 9
AGI MNU+TNP470 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU 0 0 3 1 3 2 0 3 9
AAG
MNU+TNP470 0 0 2 1 3 1 0 2 3
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Tabela 8. Padroes predominantes de marca¢do de Imunohistoquimica de IL6 nas lesdes
prostaticas dos Grupos MNU, MNU+PMAPA, MNU+TNP470 e MNU+TNP470+PMAPA
com suas respectivas notas conforme cada compartimento. PCM (percentual de células
marcadas), Int (intensidade), SN (compartimento supranuclear), IN (compartimento
intranuclear) e C (compartimento citoplasmatico).

Compartimentos Valor da Nota por
IL6 .
Compartimento
Lesbes Grupos SN IN C

Prostiticas PCM | Int | PCM | Int | PCM | Int | SN [ IN | C
MNU 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+PMAPA 0 0 3 2 3 2 0 9 9

PIN
0 0 3 1 3 1 0 3 3
MNU+TNP470 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU+TN470+PMAPA 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU 0 0 2 2 3 2 0 4 9
PIA MNU+PMAPA 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU+TNP470 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU+PMAPA 0 0 3 2 3 2 0 9 9
0 0 3 1 3 1 0 3 3

AP

MNU+TNP470 0 0 3 2 3 2 0 9 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 3 1 3 2 0 3 9
MNU 0 0 3 1 3 1 0 3 3
MNU+PMAPA 0 0 3 1 3 1 0 3 3

ABG
MNU+TNP470 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU 0 0 2 1 3 1 0 2 3
AGI MNU+TNP470 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU 0 0 1 2 3 1 0 1 3

AAG
MNU+TNP470 0 0 2 2 3 2 0 4 9
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Tabela 9. Padroes predominantes de marcagao de Imunohistoquimica para AR, ERa ¢ ERf3
em regioes de epitélio normal dos Grupos: Controle, MNU, MNU+PMAPA, MNU-+TNP470
e MNU+TNP470+PMAPA com suas respectivas notas conforme cada compartimento. PCM
(percentual de células marcadas), Int (intensidade), SN (compartimento supranuclear), IN
(compartimento intranuclear) e C (compartimento citoplasmatico).

. Valor da Nota por
Compartimentos .
Compartimento
R SN IN C
P Animais
Proteinas Grupos (%)
° PCM | Int | PCM | Int | PCM | Int | SN | IN C
40 0 0 2 3 3 1 0 8 3
Controle
40 0 0 2 3 0 0 0 8 0
AR MNU 40 0 0 3 3 3 1 0 27 3
MNU+PMAPA 80 0 0 2 3 0 0 0 8 0
MNU+TNP470 60 0 0 2 3 0 0 0 8 0
MNU+TNP470+PMAPA 80 0 0 2 3 0 0 0 8 0
60 0 0 1 2 2 1 0 1 2
Controle
40 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU 80 0 0 2 2 3 2 0 4 9
ERa 40 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+PMAPA
40 0 0 1 1 3 1 0 1 3
MNU+TNP470 60 0 0 3 1 3 1 0 3 3
MNU+TNP470+PMAPA 60 0 0 2 1 3 1 0 2 3
60 0 0 1 1 3 2 0 1 9
Controle
40 0 0 1 1 3 1 0 1 3
40 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU
40 0 0 2 1 3 1 0 2 3
ERB
MNU+PMAPA 80 0 0 1 1 3 1 0 1 3
40 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+TNP470
40 0 0 2 1 3 2 0 2 9
MNU+TNP470+PMAPA 60 0 0 2 1 3 2 0 2 9
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Tabela 10. Percentual de animais com marcac¢ao de Imunohistoquimica de AR, ERa ¢ ERf3

no estroma dos

grupos  Controle,

MNU, MNU+PMAPA, MNU+TNP470

MNU+TNP470+PMAPA.
Componente Marcado (% dos animais)
Proteinas Grupos fndotelio Mﬁéculo Célulzzs .
Liso Inflamatorias
Controle 100 100 80
MNU 60 100 80
AR MNU+PMAPA 0 60 100
MNU+TNP470 20 100 100
MNU+TNP470+PMAPA 0 100 100
Controle 60 0 80
MNU 0 0 100
ERa MNU+PMAPA 0 40 80
MNU+TNP470 0 0 100
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 100
Controle 100 100 100
MNU 80 100 100
ERB MNU+PMAPA 100 100 100
MNU+TNP470 60 80 100
MNU+TNP470+PMAPA 100 100 100

(&
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Tabela 11. Padrdes predominantes de marcacdo de Imunohistoquimica de AR nas lesdes
prostaticas dos Grupos MNU, MNU+PMAPA, MNU+TNP470 e MNU+TNP470+PMAPA
com suas respectivas notas conforme cada compartimento. PCM (percentual de células
marcadas), Int (intensidade), SN (compartimento supranuclear), IN (compartimento
intranuclear) e C (compartimento citoplasmatico).

AR Compartimentos Valor da Nota por
Compartimento
- SN IN C
Lesdes
Prostaticas Grupos
PCM Int PCM Int PCM Int SN IN C
0 0 2 2 3 1 0 4 3
MNU
0 0 3 3 3 1 0 27 3
0 0 2 2 0 0 0 4 0
PIN MNU+PMAPA
0 0 3 3 0 0 0 27 0
MNU+TNP470 0 0 2 2 3 1 0 4 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 3 3 0 0 0 27 0
0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU
0 0 2 2 3 1 0 4 3
PIA
MNU+PMAPA 0 0 3 1 3 1 0 3 3
MNU+TNP470 0 0 2 1 0 0 0 2 0
MNU+PMAPA 0 0 2 3 0 0 0 8 0
0 0 2 3 0 0 0 8 0
AP MNU+TNP470
0 0 2 2 0 0 0 4 0
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 3 0 0 0 8 0
MNU 0 0 2 2 3 1 0 4 3
MNU+PMAPA 0 0 2 3 0 0 0 8 0
ABG
MNU+TNP470 0 0 2 3 0 0 0 8 0
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 3 3 0 0 0 27 0
MNU 0 0 2 2 3 1 0 4 3
AGI MNU+TNP470 0 0 2 2 0 0 0 4 0
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 3 0 0 0 8 0
MNU 0 0 2 2 3 1 0 4 3
AAG
MNU+TNP470 0 0 2 2 3 1 0 4 3




96

Tabela 12. Padrdes predominantes de marcacdo de Imunohistoquimica de ERa nas lesdes
prostaticas dos Grupos MNU, MNU+PMAPA, MNU+TNP470 ¢ MNU+TNP470+PMAPA
com suas respectivas notas conforme cada compartimento. PCM (percentual de células
marcadas), Int (intensidade), SN (compartimento supranuclear), IN (compartimento
intranuclear) e C (compartimento citoplasmatico).

. Valor da Nota por
ERo Compartimentos Compartimento
- SN IN C
Lesdes
Prostaticas Grupos

PCM Int | PCM Int | PCM Int SN | IN C
MNU 0 0 2 2 3 2 0 4 9
PIN MNU+PMAPA 0 0 1 2 3 1 0 1 3
MNU+TNP470 0 0 1 1 3 1 0 1 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 2 3 1 0 4 3
MNU 0 0 2 1 3 1 0 2 3
PIA MNU+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+TNP470 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
AP MNU+TNP470 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 1 2 0 0 0 1 0
MNU 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3

ABG
MNU+TNP470 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU 0 0 2 2 3 2 0 4 9
AGI MNU+TNP470 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 2 3 1 0 4 3
MNU 0 0 1 2 1 2 0 1 1

AAG
MNU+TNP470 0 0 2 1 3 1 0 2 3
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Tabela 13. Padrdes predominantes de marcagdo de Imunohistoquimica de ERP nas lesdes
prostaticas dos Grupos MNU, MNU+PMAPA, MNU+TNP470 ¢ MNU+TNP470+PMAPA
com suas respectivas notas conforme cada compartimento. PCM (percentual de células
marcadas), Int (intensidade), SN (compartimento supranuclear), IN (compartimento
intranuclear) e C (compartimento citoplasmatico).

. Valor da Nota por
ERB Compartimentos Compartimento
~ SN IN C
Lesdes
Prostaticas Grupos
PCM Int | PCM | Int | PCM | Int SN | IN C
MNU 0 0 2 2 3 2 0 4 9
PIN MNU+PMAPA 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU+TNP470 0 0 2 1 3 2 0 2 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 1 1 3 2 0 1 9
MNU 0 0 2 1 3 1 0 2 3
PIA MNU+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+TNP470 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+PMAPA 0 0 2 2 3 2 0 4 9
AP MNU+TNP470 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU 0 0 1 1 3 1 0 1 3
MNU+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
ABG

MNU+TNP470 0 0 2 1 3 2 0 2 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 1 2 3 2 0 1 9
MNU 0 0 1 1 3 1 0 1 3

AGI MNU+TNP470 0 0 1 3 3 3 0 1 27
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 1 1 3 1 0 1 3
MNU 0 0 1 2 1 2 0 1 1

AAG

MNU+TNP470 0 0 1 1 3 1 0 1 3
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Tabela 14. Padrdes predominantes de marcagdo de Imunohistoquimica para Catalase, GSH-
Px1, NRF2 e NOX4 em regides de epitélio normal dos Grupos: Controle, MNU,
MNU+PMAPA, MNU+TNP470 ¢ MNU+TNP470+PMAPA com suas respectivas notas
conforme cada compartimento. PCM (percentual de células marcadas), Int (intensidade), SN
(compartimento supranuclear), IN (compartimento intranuclear) e C (compartimento
citoplasmatico).

Compartimentos Valor da Nota por
Compartimento
Animais SN IN C
Proteinas Grupos (%)
PCM Int | PCM Int | PCM Int SN IN C
Controle 100 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU 80 0 0 0 0 3 2 0 0 9
CAT
MNU+PMAPA 60 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+TNP470 80 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+TNP470+PMAPA 100 0 0 0 0 3 2 0 0 9
Controle 100 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU 100 0 0 0 0 3 2 0 0 9
GSH-Px1 MNU+PMAPA 80 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+TNP470 100 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+TNP470+PMAPA 60 0 0 0 0 3 2 0 0 9
Controle 80 0 0 2 3 3 2 0 8 9
MNU 60 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU+PMAPA 60 0 0 2 2 3 2 0 4 9
NRF2
MNU+TNP470 60 0 0 2 1 3 1 0 2 3
40 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU+TNP470+PMAPA
40 0 0 3 1 3 2 0 3 9
Controle 100 0 0 2 3 3 2 0 8 9
40 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU
40 0 0 2 3 3 2 0 8 9
NOX4 MNU+PMAPA 60 0 0 2 3 3 2 0 8 9
MNU+TNP470 60 0 0 2 2 3 2 0 4 9
40 0 0 2 2 3 1 0 4 3
MNU+TNP470+PMAPA
40 0 0 2 3 3 2 0 8 9
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Tabela 15. Percentual de animais com marcacdo de Imunohistoquimica de Catalase, GSH-
Px1, NRF2 e NOX4 no estroma dos grupos Controle, MNU, MNU+PMAPA, MNU+TNP470

e MNU+TNP470+PMAPA.
Componente Marcado (% dos animais)
Proteinas Grupos fndotctlo M1’1§culo Célulzfs .
Liso Inflamatérias
Controle 100 0 100
MNU 100 80 100
CAT MNU+PMAPA 100 100 100
MNU+TNP470 100 100 100
MNU+TNP470+PMAPA 100 100 100
Controle 100 100 100
MNU 100 100 100
GSH-Px1 MNU+PMAPA 100 100 100
MNU+TNP470 100 100 100
MNU+TNP470+PMAPA 100 100 100
Controle 20 20 60
MNU 80 60 100
NRF2 MNU+PMAPA 80 60 100
MNU+TNP470 80 0 80
MNU+TNP470+PMAPA 100 100 100
Controle 100 100 100
MNU 100 100 100
NOX4 MNU+PMAPA 100 100 100
MNU+TNP470 100 20 100
MNU+TNP470+PMAPA 100 100 100
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Tabela 16. Padrdes predominantes de marcacdo de Imunohistoquimica de Catalase nas lesdes
prostaticas dos Grupos MNU, MNU+PMAPA, MNU+TNP470 e MNU+TNP470+PMAPA
com suas respectivas notas conforme cada compartimento. PCM (percentual de células
marcadas), Int (intensidade), SN (compartimento supranuclear), IN (compartimento
intranuclear) e C (compartimento citoplasmatico).

Compartimentos Valor da Nota por
CAT .
Compartimento
. SN IN C
Lesdes
Prostaticas Grupos
PCM Int | PCM Int | PCM Int SN IN C
MNU 0 0 2 2 3 2 0 4 9
PIN MNU+PMAPA 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+TNP470 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU 0 0 3 1 3 1 0 3 3
PIA MNU+PMAPA 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU+TNP470 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU+PMAPA 0 0 0 0 3 2 0 0 9
AP MNU+TNP470 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+PMAPA 0 0 0 0 3 1 0 0 3
ABG
MNU+TNP470 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU 0 0 2 1 3 1 0 2 3
AGI MNU+TNP470 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AAG
MNU+TNP470 0 0 0 0 3 1 0 0 3
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Tabela 17. Padrdes predominantes de marcacdo de Imunohistoquimica de GSH-Px1 nas
lesdes  prostaticas dos  Grupos MNU, MNU+PMAPA, MNU+TNP470 e
MNU+TNP470+PMAPA com suas respectivas notas conforme cada compartimento. PCM
(percentual de células marcadas), Int (intensidade), SN (compartimento supranuclear), IN
(compartimento intranuclear) e C (compartimento citoplasmatico).

GSH-Px1 Compartimentos Valor da Nota por
Compartimento
- SN IN C
Lesdes
Prostaticas Grupos
PCM Int PCM Int | PCM Int SN | IN C
MNU 0 0 2 1 3 1 0 2 3
PIN MNU+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+TNP470 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 1 3 2 0 2 9
MNU 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+PMAPA 0 0 0 0 3 2 0 0 9
PIA
0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU+TNP470
0 0 1 2 3 2 0 1 9
MNU+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
AP MNU+TNP470 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
ABG
MNU+TNP470 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU 0 0 2 1 3 1 0 2 3
AGI MNU+TNP470 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU 0 0 1 2 1 1 0 1 1
AAG
MNU+TNP470 0 0 0 0 3 1 0 0 3
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Tabela 18. Padrdes predominantes de marcacdo de Imunohistoquimica de NRF2 nas lesdes
prostaticas dos Grupos MNU, MNU+PMAPA, MNU+TNP470 e MNU+TNP470+PMAPA
com suas respectivas notas conforme cada compartimento. PCM (percentual de células
marcadas), Int (intensidade), SN (compartimento supranuclear), IN (compartimento
intranuclear) e C (compartimento citoplasmatico).

NRF2 Compartimentos Valor da Nota por
Compartimento
. SN IN C
Lesdes
Prostaticas Grupos
PCM Int | PCM Int | PCM Int SN IN C
MNU 0 0 2 2 3 2 0 4 9
PIN MNU+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+TNP470 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 1 3 2 0 2 9
MNU 0 0 2 2 3 2 0 4 9
PIA MNU+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+TNP470 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+PMAPA 0 0 2 2 3 2 0 4 9
AP MNU+TNP470 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+PMAPA 0 0 2 1 3 1 0 2 3
ABG
MNU+TNP470 0 0 2 1 3 1 0 2 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 1 2 3 2 0 1 9
MNU 0 0 2 1 3 1 0 2 3
AGI MNU+TNP470 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU 0 0 1 2 1 2 0 1 1
AAG
MNU+TNP470 0 0 2 3 3 3 0 8 27
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Tabela 19. Padrdes predominantes de marca¢do de Imunohistoquimica de NOX4 nas lesdes
prostaticas dos Grupos MNU, MNU+PMAPA, MNU+TNP470 e MNU+TNP470+PMAPA
com suas respectivas notas conforme cada compartimento. PCM (percentual de células
marcadas), Int (intensidade), SN (compartimento supranuclear), IN (compartimento
intranuclear) e C (compartimento citoplasmatico).

NOX4 Compartimentos Valor da Nota por
Compartimento
- SN IN C
Lesdes
Prostaticas Grupos
PCM Int PCM Int PCM Int SN IN C
MNU 0 0 3 3 3 2 0 27 9
PIN MNU+PMAPA 0 0 2 3 3 2 0 8 9
MNU+TNP470 0 0 2 3 3 2 0 8 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 3 3 2 0 8 9
0 0 3 2 3 2 0 9 9
MNU
0 0 2 2 3 2 0 4 9
PIA
MNU+PMAPA 0 0 3 1 3 1 0 3 3
MNU+TNP470 0 0 2 2 3 2 0 4 9
0 0 2 2 3 1 0 4 3
MNU+PMAPA
0 0 2 3 3 2 0 8 9
AP
MNU+TNP470 0 0 2 3 3 1 0 8 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 3 3 2 0 8 9
MNU 0 0 2 3 3 2 0 8 9
MNU+PMAPA 0 0 2 3 3 2 0 8 9
ABG
MNU+TNP470 0 0 2 2 3 1 0 4 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 2 3 1 0 4 3
MNU 0 0 2 2 3 2 0 4 9
AGI MNU+TNP470 0 0 2 2 3 1 0 4 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 2 2 3 1 0 4 3
MNU 0 0 1 3 1 2 0 1 1
AAG
MNU+TNP470 0 0 2 2 3 1 0 4 3
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Tabela 20. Padroes predominantes de marcagdo de Imunohistoquimica para HIF1a, VEGF e
Endostatina em regides de epitélio normal dos Grupos: Controle, MNU, MNU+PMAPA,
MNU+TNP470 ¢ MNU+TNP470+PMAPA com suas respectivas notas conforme cada
compartimento. PCM (percentual de células marcadas), Int (intensidade), SN (compartimento
supranuclear), IN (compartimento intranuclear) e C (compartimento citoplasmatico).

Compartimentos Valor da Nota por
Compartimento
Animais SN IN C
Proteinas Grupos (%)

PCM Int | PCM Int | PCM Int SN | IN C

Controle 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MNU 40 3 3 0 0 3 1 27 0 3

HIF1la

MNU+PMAPA 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MNU+TNP470 60 3 3 0 0 3 1 27 0 3
MNU+TNP470+PMAPA 80 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Controle 100 3 3 0 0 3 1 27 0 3

40 3 3 0 0 3 1 27 0 3

MNU
40 0 0 0 0 3 1 0 0 3
VEGF

MNU+PMAPA 80 3 3 0 0 3 1 27 0 3

MNU+TNP470 50 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU+TNP470+PMAPA 60 3 3 0 0 3 1 27 0 3

Controle 80 3 1 0 0 0 0 3 0 0

40 0 0 0 0 3 2 0 0 9

MNU
40 0 0 0 0 3 1 0 0 3
Endostatina

MNU+PMAPA 60 3 2 0 0 3 1 9 0 3

MNU+TNP470 50 3 2 0 0 3 1 9 0 3
MNU+TNP470+PMAPA 40 0 0 0 0 3 3 0 0 27
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Tabela 21. Percentual de animais com marcacao de Imunohistoquimica para HIF1a, VEGF e
Endostatina no estroma dos grupos Controle, MNU, MNU+PMAPA, MNU+TNP470 e

MNU+TNP470+PMAPA.
Componente Marcado (% dos animais)
Proteinas Grupos fndotelio Mﬁ?““’ Célulars .
Liso Inflamatorias
Controle 60 0 40
MNU 60 60 80
HIF1a MNU+PMAPA 0 0 100
MNU+TNP470 75 75 50
MNU+TNP470+PMAPA 20 20 80
Controle 60 0 40
MNU 20 20 100
VEGF MNU+PMAPA 80 80 60
MNU+TNP470 0 25 100
MNU+TNP470+PMAPA 60 80 80
Controle 60 0 40
MNU 100 60 40
Endostatina MNU+PMAPA 100 80 80
MNU+TNP470 75 50 50
MNU+TNP470+PMAPA 100 40 100
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Tabela 22. Padrdes predominantes de marcacao de Imunohistoquimica de HIF1a nas lesdes
prostaticas dos Grupos MNU, MNU+PMAPA, MNU+TNP470 ¢ MNU+TNP470+PMAPA
com suas respectivas notas conforme cada compartimento. PCM (percentual de células
marcadas), Int (intensidade), SN (compartimento supranuclear), IN (compartimento
intranuclear) e C (compartimento citoplasmatico).

. Valor da Nota por
HIFla Compartimentos Compartimento
~ SN IN C
Lesdes
Prostiticas Grupos
PCM Int PCM Int PCM Int SN IN C
MNU 3 3 0 0 3 2 27 0 9
MNU+PMAPA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PIN
0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+TNP470
3 3 0 0 3 1 27 0 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 1 2 3 1 0 1 3
MNU
0 0 1 2 3 2 0 1 9
PIA
MNU+PMAPA 0 0 0 0 1 1 0 0 1
MNU+TNP470 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+PMAPA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AP MNU+TNP470 0 0 2 3 3 2 0 8 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MNU 3 3 0 0 3 2 27 0 9
MNU+PMAPA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ABG
MNU+TNP470 0 0 1 2 3 3 0 1 27
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 1 2 3 2 0 1 9
MNU
0 0 2 3 3 3 0 8 27
AGI
MNU+TNP470 0 0 2 3 3 3 0 8 27
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MNU 0 0 1 2 2 1 0 1 2
AAG
MNU+TNP470 0 0 1 2 3 2 0 1 9
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Tabela 23. Padroes predominantes de marcacdo de Imunohistoquimica de VEGF nas lesdes
prostaticas dos Grupos MNU, MNU+PMAPA, MNU+TNP470 e MNU+TNP470+PMAPA
com suas respectivas notas conforme cada compartimento. PCM (percentual de células
marcadas), Int (intensidade), SN (compartimento supranuclear), IN (compartimento
intranuclear) e C (compartimento citoplasmatico).

VEGF Compartimentos Valor da Nota por
Compartimento
~ i SN IN C
Lesdes Prostaticas Grupos
PCM Int PCM Int PCM Int SN IN C
3 3 0 0 3 2 27 0
MNU
0 0 0 0 3 3 0 0 27
3 2 0 0 3 1 9 0 3
PIN MNU+PMAPA
0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+TNP470 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU 0 0 0 0 3 2 0 0 9
0 0 0 0 3 1 0 0 3
PIA MNU+PMAPA
3 3 0 0 3 2 27 0 9
MNU+TNP470 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU+PMAPA 0 0 2 3 3 3 0 8 27
AP MNU+TNP470 3 3 0 0 3 1 27 0
MNU+TNP470+PMAPA 3 3 0 0 3 2 27 0 9
MNU 0 0 2 3 3 3 0 8 27
MNU+PMAPA 0 0 0 0 3 2 0 0 9
ABG MNU+TNP470 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+TNP470+PMAPA
0 0 0 0 3 3 0 0 27
MNU 0 0 0 0 3 2 0 0 9
0 0 0 0 3 1 0 0 3
AGI MNU+TNP470
0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 1 3 3 3 0 1 27
MNU 0 0 0 0 3 2 0 0 9
AAG
MNU+TNP470 0 0 0 0 3 1 0 0 3
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Tabela 24. Padrdes predominantes de marca¢do de Imunohistoquimica de Endostatina nas
lesdes  prostaticas dos  Grupos MNU, MNU+PMAPA, MNU+TNP470 e
MNU+TNP470+PMAPA com suas respectivas notas conforme cada compartimento. PCM
(percentual de células marcadas), Int (intensidade), SN (compartimento supranuclear), IN
(compartimento intranuclear) e C (compartimento citoplasmatico).

Endostatina Compartimentos Valor da Nota por
Compartimento
~ SN IN C
Lesdes
Prostaticas Grupos
PCM Int PCM Int PCM Int SN IN C
3 2 0 0 3 1 9 0 3
MNU
3 3 0 0 3 1 27 0 3
PIN
MNU+PMAPA 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+TNP470 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU 0 0 0 0 3 1 0 0 3
PIA MNU+PMAPA 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU+TNP470 0 0 0 0 3 1 0 0 3
0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU+PMAPA
0 0 0 0 3 2 0 0 9
AP
MNU+TNP470 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 0 0 3 3 0 0 27
MNU 0 0 1 1 3 1 0 1 3
MNU+PMAPA 0 0 2 2 3 2 0 4 9
ABG
MNU+TNP470 0 0 2 2 3 2 0 4 9
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 0 0 3 3 0 0 27
2 2 0 0 3 1 4 0 3
MNU 3 3 0 0 3 1 27 0 3
AGI 3 3 0 0 3 2 27 0 9
MNU+TNP470 0 0 0 0 3 1 0 0 3
MNU+TNP470+PMAPA 0 0 0 0 3 2 0 0 9
MNU 0 0 0 0 3 1 0 0 3
AAG
MNU+TNP470 0 0 0 0 3 2 0 0 9
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oCT

b, = MNU
= MNU+TNP470
= MNU+PMAPA

= MNU+TNP470+PMAPA

Figura 1. Grafico da relagdo peso do lobo ventral da préstata em relagdo ao peso corporal dos
animais. Legenda: (a) estatisticamente igual ao controle; (b) estatisticamente igual ao MNU;
(c) estatisticamente igual ao MNU+PMAPA, com p=<0,05.
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Figura 2. Fotomicrografias do lobo ventral prostatico dos grupos Controle (a, b), MNU (c, d,
e, f, g, h), MNU+TNP470 (i, j, k, 1) e MNU+PMAPA (m, n, 0). (a), (b) Acinos de diferentes
tamanhos com borda pregueada e epitélio secretor composto por uma camada de células
basais (Bc) e uma camada de células colunares secretoras (Le). (¢), (j) Neoplasia intraepitelial
prostatica (HGPIN) caracterizada por proliferacdo epitelial focal com atipias citologicas
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como nucleos volumosos e nucléolos proeminentes de intensidade variavel (setas). (d), (k)
Atrofia inflamatoéria proliferativa (PIA) caracterizada por &cinos atroficos com epitélio
displasico, apresentando mais de uma camada de células de morfologia atipica (setas),
acompanhada de infiltrado inflamatorio intersticial periacinar (asteriscos) predominantemente
linfocitario. (¢) Adenocarcinoma prostatico de baixo grau constituido por acinos neoplasicos
(Na) discretos, bem-formados, com ntcleos volumosos € nucléolos proeminentes; auséncia
das células epiteliais basais. (f), (I) Adenocarcinoma prostatico de grau intermediario
caracterizado por acinos neopléasicos (Na) pontiagudos fundidos; auséncia da camada de
células epiteliais basais. (g), (h) Adenocarcinoma prostatico de alto grau caracterizado por
rara formagdo acinar, com células neoplésicas dispostas em corddes ou ninhos (asteriscos)
dispersas no estroma. (i), (n) Atrofia prostatica caracterizada por acinos com mucosa pouco
pregueada; epitélio secretor constituido por células secretoras de formato cuboide, além de
células basais. (m) Hiperplasia Nodular Prostatica (HNP) constituida por noddulos
hiperplasicos estromato-glandulares bem delimitados, caracterizados por acinos apresentando
lado externo reto e lado interno mostrando epitélio com papilomatose; epitélio dos acinos
glandulares revestido por células colunares secretoras e células basais. (o) Infiltrado
inflamatorio (asteriscos) intersticial disperso no estroma prostatico. a — h: Ep — epitélio, L —
Iimen, St — estroma.
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Figura 3. Imunohistoquimica para TLR4. Grupos: MNU (A,D), MNU+PMAPA (B,E,H),
MNU+TNP470 (C,F,I), MNU+PMAPA+TNP470 (G,J). (A) PIA 1'=1 IN, 3°=9 C; (B) PIA
1'=1 1IN, 3°=9 C; (C) PIA 1'=1 IN, 3'=3 C; (D) PIN 1°=1 IN, 3°=9 C; (E) PIN 1'=1 IN, 3°=27
C; (F) PIN 1'=1 IN, 3'=3 C; (G) PIN 1°=1 IN, 2°=8 C; (H) AP 1'=1 IN, 3’=9 C; (I) AP 1'=1
N, 3'=3 C; J) AP 1'=1 IN, 3°=9 C. Setas em lesdes prostaticas. Hematoxilina, aumento de
400x.
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Figura 4. Imunohistoquimica para TLR4. Grupos: MNU (A,E,H), MNU+PMAPA (B),
MNU+TNP470 (C,F,I), MNU+PMAPA+TNP470 (D,G). (A) ABG 1'=1 IN, 3’=9 C; (B)
ABG 1'=1 1IN, 3°=9 C; (C) ABG 1'=1 IN, 3°=9 C; (D) ABG 1'=1 IN, 3°=9 C; (E) AGI 1'=1
IN, 3°=9 C; (F) AGI 1'=1 IN, 3’=9 C; (G) AGI 1'=1 IN, 2’=4 C; (H) AAG 1°=1 IN, 2°=8 C;
(I) AAG 1°=1 IN, 3°=27 C. Setas em lesdes prostaticas. Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 5. Imunohistoquimica para NFkB. Grupos: MNU (A,D,E), MNU+PMAPA (B,F,I),
MNU+TNP470 (C,G,J), MNU+PMAPA+TNP470 (H,K). (A) PIA 2>=4 IN, 3’=9 C; (B) PIA
2'=2 1IN, 3'=3 C; (C) PIA 2'=2 IN, 3'=3 C; (D) PIN 2°=4 IN, 3’=9 C; (E) PIN 2°=8 IN, 3°=27
C; (F) PIN 3'=3 C; (G) PIN 2°=4 IN, 3*=9 C; (H) PIN 3'=3 IN, 3'=3 C; (I) AP 2°=4 IN, 3°=9
C; (J) AP 2=4 IN, 3’=9 C; (K) AP 2'=2 IN, 3’=9 C. Setas em lesdes prostaticas.
Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 6. Imunohistoquimica para NFkB. Grupos: MNU (A,E,H), MNU+PMAPA (B),
MNU+TNP470 (C,F), MNU+PMAPA+TNP470 (D,G). (A) ABG 2'=2 IN, 3'=3 C; (B) ABG
2'=2 1N, 3'=3 C; (C) ABG 2'=2 IN, 3°=9 C; (D) ABG 2'=2 IN, 3'=3 C; (E) AGI 3'=3 IN,
3%=9 C; (F) AGI 2°=4 IN, 3°=9 C; (G) AGI 2°=4 IN, 3°=9 C; (H) AAG 2>=4 IN, 2°=8 C; (I)
AAG 3'=3 IN, 3'=3 C. Setas em lesdes prostaticas. Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 7. Imunohistoquimica para TNFa. Grupos: MNU (A,D), MNU+PMAPA (B,E.,H),
MNU+TNP470 (C,F,I), MNU+PMAPA+TNP470 (G.J). (A) PIA 2'=2 IN, 3'=3 C; (B) PIA
3'=3 C; (C) PIA 3'=3 C; (D) PIN 2°=8 IN, 3°=27 C; (E) PIN 3’=9 C; (F) PIN 3’=9 C; (G)
PIN 3’=9 C; (H) AP 3°=9 C; (I) AP 3°=9 C; (J) AP 3°=9 C. Setas em lesdes prostaticas.
Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 8. Imunohistoquimica para TNFa. Grupos: MNU (A,E,H), MNU+PMAPA (B),
MNU+TNP470 (C,E,]), MNU+PMAPA+TNP470 (D,G). (A) ABG 3'=3 IN, 3'=3 C; (B)
ABG 3’=9 C; (C) ABG 3'=3 C; (D) ABG 3'=3 C; (E) AGI 3'=3 IN, 3’=9 C; (F) AGI 2'=2
IN, 3'=3 C; (G) AGI 3°=9 C; (H) AAG 3'=3 IN, 3°=9 C; (I) AAG 2'=2 IN, 3'=3 C. Setas em
lesdes prostaticas. Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 9. Imunohistoquimica para IL6. Grupos: MNU (A,D), MNU+PMAPA (B.E,F,LJ),
MNU+TNP470 (C,G,K), MNU+PMAPA+TNP470 (H,L). (A) PIA 2*=4 IN, 3°=9 C; (B) PIA
3'=3 C; (C) PIA 3'=3 C; (D) PIN 3%=9 C; (E) PIN 3°=9 IN, 3=9 C; (F) PIN 3'=3 IN, 3'=3 C;
(G) PIN 3'=3 C; (H) PIN 3'=3 C; (I) AP 3'=3 IN, 3'=3 C; (J) AP 3*=9 IN, 3°=9 C; (K) AP
3°=9 IN, 3°=9 C; (L) AP 3'=3 IN, 3°=9 C. Setas em lesdes prostaticas. Hematoxilina,
aumento de 400x.
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Figura 10. Imunohistoquimica para IL6. Grupos: MNU (A,E,H), MNU+PMAPA (B),
MNU+TNP470 (C,F), MNU+PMAPA+TNP470 (D,G). (A) ABG 3'=3 IN, 3'=3 C; (B) ABG
3'=3 1N, 3'=3 C; (C) ABG 2'=2 IN, 3'=3 C; (D) ABG 2'=2 IN, 3'=3 C; (E) AGI 2'=2 IN,
3'=3 C; (F) AGI 2'=2 IN, 3'=3 C; (G) AGI 2'=2 IN, 3'=3 C; (H) AAG 1'=1 IN, 3'=3 C; ()
AAG 2°=4 1IN, 3°=9 C. Setas em lesdes prostaticas. Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 11. Imunohistoquimica de préstata para AR. Grupos: MNU (A,B,EF),
MNU+PMAPA (C,G,H,K), MNU+TNP470 (D,I,L), MNU+PMAPA+TNP470 (JM,N). (A)
PIA 2°=4 N, 3'=3 C; (B) PIA 2'=2 IN, 3'=3 C; (C) PIA 3'=3 IN, 3'=3 C; (D) PIA 2'=2 IN;
(E) PIN 3°=27 IN, 3'=3 C; (F) PIN 2%=4 IN, 3'=3 C; (G) PIN 2°=4 IN; (H) PIN 3°=27 IN; ()
PIN 2°=4 N, 3'=3 C; (J) PIN 3°=27 IN; (K) AP 2°=8 IN; (L) AP 2°=8 IN; (M) AP 2=4 IN;
(N) AP 2°=8 IN. Setas em leses prostaticas. Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 12. Imunohistoquimica para AR. Grupos: MNU (A,E,H), MNU+PMAPA (B),
MNU+TNP470 (C,F.,I), MNU+PMAPA+TNP470 (D,G). (A) ABG 2*=4 IN, 3'= 3 C; (B)
ABG 2°=8 IN; (C) ABG 2°=8 IN; (D) ABG 3°=27 IN; (E) AGI 2°=4 IN, 3'=3 C; (F) AGI
2’=4 IN ; (G) AGI 2°=8 IN; (H) AAG 2°=4 IN, 3'=3 C; (I) AAG 2*=4 IN, 3'=3 C. Setas em
lesdes prostaticas. Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 13. Imunohistoquimica para ERa. Grupos: MNU (A,D), MNU+PMAPA (B,E,H),
MNU+TNP470 (C,F,I), MNU+PMAPA+TNP470 (G.J). (A) PIA 2'=2 IN, 3'=3 C; (B) PIA
2'=2 1N, 3'=3 C; (C) PIA 2'=2 IN, 3'=3 C; (D) PIN 2°=4 IN, 3’=9 C; (E) PIN 1°=1 IN, 3'=3
C; (F) PIN 1'=1 IN, 3'=3 C; (G) PIN 2°=4 IN, 3'=3 C; (H) AP 2'=2 N, 3'=3 C; (I) AP 2'=2
IN, 3'=3 C; (J) AP 1°=1 IN. Setas em lesdes prostaticas. Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 14. Imunohistoquimica para ERa. Grupos: MNU (A,E,H), MNU+PMAPA (B),
MNU+TNP470 (C,F,I), MNU+PMAPA+TNP470 (D,G). (A) ABG 2'=2 IN, 3'=3 C; (B)
ABG 2'=2 1N, 3'=3 C; (C) ABG 2'=2 IN, 3'=3 C; (D) ABG 2'=2 IN, 3'=3 C; (E) AGI 2°=4
IN, 3=9 C; (F) AGI 2°=4 IN, 3°=9 C; (G) AGI 2°=4 IN, 3'=3 C; (H) AAG 1*=1 N, 1’=1 C;
(I) AAG 2'=2 IN, 3'=3 C. Setas em lesdes prostaticas. Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 15. Imunohistoquimica para ERB. Grupos: MNU (A,D), MNU+PMAPA (B,E,H),
MNU+TNP470 (C,F,I), MNU+PMAPA+TNP470 (G.J). (A) PIA 2'=2 IN, 3'=3 C; (B) PIA
2'=2 1N, 3'=3 C; (C) PIA 2'=2 IN, 3'=3 C; (D) PIN 2°=4 IN, 3’=9 C; (E) PIN 2°=4 IN, 3’=9
C; (F) PIN 2'=2 IN, 3’=9 C; (G) PIN 1'=1 IN, 3°=9 C; (H) AP 2>=4 IN, 3°=9 C; (I) AP 2*=4
IN, 3°=9 C; (J) AP 2°=4 IN, 3°=9 C. Setas em lesdes prostaticas. Hematoxilina, aumento de
400x.
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Figura 16. Imunohistoquimica de prostata para ERf. Grupos: MNU (A,E,H), MNU+MAPA
(B), MNU+TNP470 (C,F.I), MNU+PMAPA+TNP470 (D,G). (A) ABG 1'=1 IN, 3'=3 C; (B)
ABG 2'=2 IN, 3'=3 C; (C) ABG 2'=2 IN, 3°=9 C; (D) ABG 1°=1 IN, 3°=9 C; (E) AGI 1'=1
IN, 3'=3 C; (F) AGI I°=1 IN, 3°=27 C; (G) AGI 1'=1 IN, 3'=3 C; (H) AAG 1°=1 IN, 1°=1 C;
(I) AAG 1'=1 IN, 3'=3 C. Setas em lesdes prostaticas. Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 17. Imunohistoquimica de prostata para Catalase. Grupos: MNU (A,D),
MNU+PMAPA (B,E,I), MNU+TNP470 (C,F.J), MNU+PMAPA+TNP470 (G.,K). (A) PIA
3'=3 1IN, 3'=3 C; (B) PIA 3'=3 C; (C) PIA 3'=3 C; (D) PIN 2°=4 IN, 3’=9 C; (E) PIN 3°=9 C;
(F) PIN 2°=4 N, 3=9 C; (G) PIN 3°=9 C; (H) AP 3°=9 C; (I) AP 3°=9 C; (J) AP 3>=9 C.
Setas em lesdes prostaticas. Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 18. Imunohistoquimica de prostata para Catalase. Grupos: MNU (A,EH),
MNU+PMAPA (B), MNU+TNP470 (C,F,I), MNU+PMAPA+TNP470 (D,G). (A) ABG 2'=2
IN, 3'=3 C; (B) ABG 3'=3 C; (C) ABG 3'=3 C; (D) ABG 3'=3 C; (E) AGI 2'=2 IN, 3'=3 C;
(F) AGI 3'=3 C; (G) AGI 3'=3 C; (H) AAG sem marcagio; (I) AAG 3'=3 C. Setas em lesdes
prostaticas. Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 19. Imunohistoquimica de prostata para GSH-Px1. Grupos: MNU (AE),
MNU+PMAPA (B,F,I), MNU+TNP470 (C,D,G,J), MNU+PMAPA+TNP470 (H,K). (A) PIA
2'=2 IN, 3'=3 C; (B) PIA 3°=9 C; (C) PIA 2=4 IN, 3’=9 C; (D) PIA 1°=1 IN, 3°=9 C; (E)
PIN 2'=2 IN, 3'=3 C; (F) PIN 2'=2 IN, 3'=3 C; (G) PIN 2°=4 IN, 3’=9 C; (H) PIN 2'=2 IN,
3%=9 C; (I) AP 2'=2 IN, 3'=3 C; (J) AP 2'=2 IN, 3'=3 C; (K) AP 2'=2 IN, 3'=3 C. Setas em
lesdes prostaticas. Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 20. Imunohistoquimica de prostata para GSH-Px1. Grupos: MNU (A,E,H),
MNU+PMAPA (B), MNU+TNP470 (C,F,T), MNU+PMAPA+TNP470 (D,G). (A) ABG 2'=2
IN, 3'=3 C; (B) ABG 2'=2 IN, 3'=3 C; (C) ABG 2'=2 N, 3'=3 C; (D) ABG 2'=2 IN, 3'=3 C;
(E) AGI 2'=2 IN, 3'=3 C; (F) AGI 2'=2 IN, 3'=3 C; (G) AGI 2'=2 IN, 3'=3 C; (H) AAG
1’=1 IN, 1'=1 C; (I) AAG 3'=3 C. Setas em lesdes prostaticas. Hematoxilina, aumento de
400x.
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Figura 21. Imunohistoquimica de prostata para NRF2. Grupos: MNU (A,D), MNU+PMAPA
(B,E.H), MNU+TNP470 (C,F,IK), MNU+PMAPA+TNP470 (G,J). (A) PIA 2>=4 IN, 3°=9 C;
(B) PIA 2'=2 IN, 3'=3 C; (C) PIA 2'=2 IN, 3'=3 C; (D) PIN 2°=4 IN, 3’=9 C; (E) PIN 2'=2
IN, 3'=3 C; (F) PIN 2'=2 IN, 3'=3 C; (G) PIN 2'=2 IN, 3°=9 C; (H) AP 2>=4 IN, 3°=9 C; (I)
AP 2'=2 IN, 3'=3 C; J) AP 2°=4 IN, 3°=9 C. Setas em lesdes prostaticas. Hematoxilina,
aumento de 400x.
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Figura 22. Imunohistoquimica de prostata para NRF2. Grupos: MNU (A,E,H),
MNU+PMAPA (B), MNU+TNP470 (C,F, I), MNU+PMAPA+TNP470 (D,G). (A) ABG 2'=2
IN, 3'=3 C; (B) ABG 2'=2 IN, 3'=3 C; (C) ABG 2'=2 IN, 3'=3 C; (D) ABG 1>=1 IN, 3°=9 C;
(E) AGI 2'=2 IN, 3'=3 C; (F) AGI 2°=4 N, 3’=9 C; (G) AGI 3'=3 C; (H) AAG 1*=1 IN,

1’=1 C; (I) AAG 2°=8 IN, 3°=27 C. Setas em lesdes prostaticas. Hematoxilina, aumento de
400x.
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Figura 23. Imunohistoquimica de prostata para NOX4. Grupos: MNU (A,B,E),
MNU+PMAPA (C,F,IJ), MNU+TNP470 (D,G,K), MNU+PMAPA+TNP470 (H,L). (A) PIA
3’=9 IN, 3°=9 C; (B) PIA 2°=4 IN, 3’=9 C; (C) PIA 3'=3 IN, 3'=3 C; (D) PIA 2°=4 IN, 3’=9
C; (E) PIN 3°=27 IN, 3°=9 C; (F) PIN 2°=8 IN, 3°=9 C; (G) PIN 2°=8 IN, 3*=9 C; (H) PIN
2’=8 IN, 3°=9 C; (I) AP 2*=4 IN, 3'=3 C; (J) AP 2°=8 IN, 3*=9 C; (K) AP 2°=8 IN, 3'=3 C;
(L) AP 2°=8 IN, 3°=9 C. Setas em lesdes prostaticas. Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 24. Imunohistoquimica de prostata para NOX4. Grupos: MNU (A,E.H),
MNU+PMAPA (B), MNU+TNP470 (C,F), MNU+PMAPA+TNP470 (D,G). (A) ABG 2°=8
IN, 3°=9 C; (B) ABG 2°=8 IN, 3°=9 C; (C) ABG 2=4 IN, 3'=3 C; (D) ABG 2’=4 IN, 3'=3 C;
(E) AGI 2*=4 1N, 3’=9 C; (F) AGI 2°=4 IN, 3'=3 C; (G) AGI 2°=4 IN, 3'=3 C; (H) AAG
1’=1 IN, 1>=1 C; (I) AAG 2°=4 IN, 3'=3 C. Setas em lesdes prostaticas. Hematoxilina,
aumento de 400x.
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Figura 25. Imunohistoquimica de prostata para HIFla. Grupos: MNU (AF,G),
MNU+PMAPA (B,H,I), MNU+TNP470 (C,D,J), MNU+PMAPA-+TNP470 (E,K). (A) PIN
3%=27 SN, 3%=9 C; (B) PIN sem marcagdo; (C) PIN 3°=9 C; (D) PIN 3°=27 SN, 3'=3 C ;(E)
PIN sem marcagdo; (F) PIA 1°=1 IN, 3'=3 C; (G) PIA 1°=1 IN, 3’=9 C; (H) PIA 1'=1 C; (1)
AP sem marcacdo; (J) AP 2°=8 IN, 3’=9 C; (K) AP sem marcacdo. Setas em lesdes
prostaticas. Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 26. Imunohistoquimica de prostata para HIFla.  Grupos: MNU (A,E,F,D),
MNU+PMAPA (B), MNU+TNP470 (C,G,J), MNU+PMAPA+TNP470 (D,H). (A) ABG
3*=27 SN, 3’=9 C; (B) ABG sem marcacdo; (C) ABG 1>=1 IN, 3°=27 C; (D) ABG sem
marcacdo; (E) AGI 12 =1 IN, 3°=9 C; (F) AGI 2°=8 IN, 3°=27 C; (G) AGI 2°=8 IN, 3°=27 C;
(H) AGI sem marcacio; (I) AAG 17=1 IN, 2'=2 C. (J) AAG 1°=1 IN, 3°=9 C, Setas em lesdes
prostaticas. Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 27. Imunohistoquimica de prostata para VEGF. Grupos: MNU (A,F), MNU+PMAPA
(B,C,G,H,J), MNU+TNP470 (D,E,LK), MNU+PMAPA+TNP470 (E,L). (A) PIN 3°=27 SN,
3%=9 C; (B) PIN 3=9 SN, 3'=3 C; (C) PIN 3°=9 C; (D) PIN 3'=3 C; (E) PIN 3°=9 C; (F) PIA
3%=9 C; (G) PIA 3'=3 C; (H) PIA 3°=27 SN, 3%=9 C; (I) PIA 3'=3 C; (J) AP 2°=8 IN, 3°=27
C; (K) AP 3°=27 SN, 3'=3 C; (L) AP 3°=27 SN, 3°=9 C. Setas em lesdes prostaticas.
Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 28. Imunohistoquimica de prostata para VEGF. Grupos: MNU (A,F,J),
MNU+PMAPA (B), MNU+TNP470 (C,G,H,K), MNU+PMAPA+TNP470 (D,E,l ). (A) ABG
2’=8 IN, 3°=27 C; (B) ABG 3*=9 C, 3'=3 C; (C) ABG sem marcacio; (D) ABG 3°=9 C; (E)
ABG 3°=27 C; (F) AGI 3°=9 C; (G) AGI 3'=3 C; (H) AGI 3>=9 C; (I) AGI I°=1 IN, 3°=27
C; (J) AAG 3*=9 C; (K) AAG 3'=3 C. Setas em lesdes prostaticas. Hematoxilina, aumento de
400x.
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Figura 29. Imunohistoquimica de prostata para Endostatina. Grupos: MNU (A,B,F),
MNU+PMAPA (C,G,LK), MNU+TNP470 (D,H,LJ), MNU+PMAPA+TNP470 (E,L). (A)
PIN 3°=9 SN, 3'=3 C; (B) PIN 3°=27 SN, 3'=3 C; (C) PIN 3°=9 C; D) PIN 3°=9 C; (E) PIN
3'=3 C; (F) PIA 3'=3 C; (G) PIA 2°=4 IN, 3°=9 C; (H) PIA 3'=3 C; (I) AP 3'=3 C; (J) AP
3'=3 C; (K) AP 3°=9 C; (L) AP 3°=27 C. Setas em lesdes prostaticas. Hematoxilina, aumento
de 400x.
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Figura 30. Imunohistoquimica de prostata para Endostatina. Grupos: MNU (A,E,F,G,J),
MNU+PMAPA (B), MNU+TNP470 (C,H,K), MNU+PMAPA+TNP470 (D,I). (A) ABG 1'=1
IN, 3'=3 C; (B) ABG 2°=4 N, 3’=9 C; (C) ABG 2’=4 IN, 3°=9 C; (D) ABG 3°=27 C; (E)
AGI 2=4 SN, 3'=3 C; (F) AGI 3°=27 SN, 3'=3 C; (G) 3°=27 SN, 3°=9 C; (H) AGI 3'=3 C;
(D) AGI 3*=9 C; (J) AAG 3'=3 C; (K) AAG 3’=9 C. Setas em lesdes prostaticas.
Hematoxilina, aumento de 400x.
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Figura 31. Representacio do Western Blotting e determinagdo semiquantitativa para as

proteinas TLR4, NFkB, TNFa e IL6 extraidas do lobo ventral prostatico dos grupos: controle
(CT), MNU, MNU+TNP470, MNU+PMAPA e MNU+TNP470+PMAPA. A B-actina foi
usada como controle enddgeno. Legenda: (a) estatisticamente igual ao controle; (b)
estatisticamente igual ao MNU; (c) estatisticamente igual ao MNU+TNP470; (d)
estatisticamente ~ igual ao  MNU+PMAPA; (e)  estatisticamente igual ao
MNU+TNP470+PMAPA.
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Figura 32. Representacdo do Western Blotting e determinagdo semiquantitativa para as
proteinas AR, ERa e ER extraidas do lobo ventral prostatico dos grupos: controle (CT),
MNU, MNU+TNP470, MNU+PMAPA e MNU+TNP470+PMAPA. A B-actina foi usada
como controle endogeno. Legenda: (a) estatisticamente igual ao controle; (b) estatisticamente
igual ao MNU (c) estatisticamente igual ao MNU+PMAPA.
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Figura 33. Representacdo do Western Blotting e determinacdo semiquantitativa para as
proteinas Catalase, GSH-Px1, NRF2 e NOX4 extraidas do lobo ventral prostatico dos grupos:
controle (CT), MNU, MNU+TNP470, MNU+PMAPA e MNU+TNP470+PMAPA. A B-
actina foi usada como controle enddgeno. Legenda: (a) estatisticamente igual ao controle; (b)
estatisticamente igual ao MNU; (c) estatisticamente igual ao MNU-+TNP470; (d)
estatisticamente igual ao MNU+PMAPA.
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Figura 34. Representacio do Western Blotting e determinagdo semiquantitativa para as
proteinas HIF1a, VEGF e Endostatina extraidas do lobo ventral prostatico dos grupos:
controle (CT), MNU, MNU+TNP470, MNU+PMAPA e¢ MNU+TNP470+PMAPA. A pB-
actina foi usada como controle endégeno. Legenda: (a) estatisticamente igual ao controle; (b)
estatisticamente igual ao MNU-+TNP470+PMAPA; (c) estatisticamente igual ao
MNU+TNP470.
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