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RESUMO

O cancer de prdstata (PCa) é o mais diagnosticado em homens e ocupa o segundo
lugar no ranking de incidéncia no mundo. O consumo de dieta hiperlipidica (HFD) promove o
sobrepeso, acimulo de gordura abdominal, acarreta alteracdes no microambiente prostatico,
induz o estresse oxidativo, o aumento da proliferacdo celular e de processos inflamatérios. A
casca da Jabuticaba apresenta compostos fendlicos e antocianinas em grandes quantidades,
conhecidos por seus efeitos anti-inflamatdrios, antioxidantes e anti-cancerigenos, os quais
tem sido avaliado no tratamento de lesGes da préstata. Este presente estudo tem como
objetivo caracterizar os efeitos do extrato da casca da Jabuticaba (ECJ) sobre a progressado do
cancer no lobo anterior da préstata de camundongos TRAMP (do inglés, transgenic

adenocarcinoma of mouse prostate), associado ao consumo de dieta hiperlipidica.

Para isto, 50 camundongos TRAMP foram divididos em cinco grupos experimentais:
controle de 08 e 16 semanas que receberam racao normolipidica (C8 e C16, respectivamente),
controle de 16 semanas de idade que receberam dieta normolipidica (CH), tratado de 16
semanas de idade que recebeu ragdao normolipidica e consumiu ECJ (JC) e tratado de 16
semanas de idade que recebeu racdo HFD e consumiu ECJ (JH). Ao término do tratamento, o
lobo anterior da prostata foi coletado para andlise morfolégica, imunoreatividade e
guantificacdo dos niveis proteicos de a-actina, receptor de andrégenos (AR), receptor de

estréogenos alpha (ERa), prolactina, FGFR3, PCNA, VEGF e TGF-p.

Os animais que receberam dieta normolipidica apresentaram menor severidade das
lesdes proliferativas da préstata anterior. O consumo de dieta hiperlipidica promoveu
altera¢des hormonais com aumento de AR e PR, além de altera¢des estromais relacionadas
ao aumento de fatores angiogénicos, de crescimento e proliferacdo, como VEGF, TGF-B e
FGFs. Ja alteragdes significativas na distribuicdo da a-actina ndo foram identificadas no tecido
glandular. A administracdo do ECJ foi benéfica, diminuindo os processos proliferativos e

reduzindo os efeitos nocivos causados pela HFD a um nivel similar ao grupo C16.

Assim, a dieta hiperlipidica foi fator prejudicial para o lobo anterior da prostata dos
camundongos TRAMP, promovendo a aceleracao das lesdes proliferativas com consequente

progressao do adenocarcinoma do lobo anterior da préstata. O ECJ promoveu reparo tecidual



no lobo anterior prostatico, apresentando resposta tecidual de maior intensidade em tecidos

com drastico desequilibrio, como o pelo consumo da HFD.



ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is the most diagnosed disease in men, and it’s ranked as the
second most common type of cancer around the world. Consumption of a high-fat diet (HFD)
leads to overweight, abdominal fat accumulation and changes in the prostatic
microenvironment, as well as inducing oxidative stress, increased cell proliferation and
inflammatory processes. Jaboticaba peel presentes phenolic compounds and anthocyanins in
qguantities, known for their anti-inflammatory and antioxidant effects, which have been
evaluated in the treatment of prostate lesions. This study aims to characterize the effects of
the Jabuticaba peel extract (ECJ) in the cancer progression in the anterior lobe (AL) of the

prostate from TRAMP mice, associated with high-fat diet (HFD) intake.

For this, 50 TRAMP mice were divided into five groups: 08 and 16 week-old mice fed
with a control diet (C8 and C16 groups), 16 week-old mice fed with HFD (CH group), 16 week-
old mice which received ECJ (JC group), 16 week-old mice fed with HFD and receiving ECJ (JH
group). After the treatment, the anterior lobe of the prostate was collected for morphological
analysis, immulabelling evaluations and protein level quantification of a-actin, androgen

receptor (AR), estrogen receptor alpha (ERa), prolactin, FGFR3, PCNA, VEGF and TGF-pB.

The experimental groups that received normolipid diet presented lower severity of
anterior prostate proliferative lesions. Consumption of high-fat diet promoted hormonal
changes with increased of AR and PR, as well as stromal changes related to increased growth
and proliferation factors, such as VEGF, TGF-B and FGFs. Significant changes in a-actin
distribution were not identified in glandular tissue. ECJ administration was beneficial,
decreasing proliferative processes and reducing the harmful effects caused by HFD to a similar

level to control group (C16).

Thus, the high-fat diet was detrimental factor to the anterior prostate lobe of TRAMP
mice, leading to the acceleration of proliferative lesions with consequent progression of
prostate anterior lobe adenocarcinoma. The ECJ promotes tissue repair in the prostate
glandular tissue, presenting a higher intensity tissue response in tissues with drastic

imbalance, such as that generated by HFD consumption.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer e sua Generalidades

Cancer é um termo genérico que representa um conjunto de mais de cem
doengas, incluindo tumores malignos de diferentes localizagbes, originado por
alteragbes em genes responsaveis pelo controle do funcionamento, crescimento e
divisdo celular, que podem levar a divisdo repetida e descontrolada de células, podendo
tomar por completo um ou mais tecidos (CURRIE, 1989; RICHARDSON, 1997; NATIONAL
CANCER INSTITUTE, 2015; WORLD HEALTH ORGANISATION, 2018; AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2019). Diferentes varidveis, como a exposicdao a fatores de risco,
susceptibilidade genética, hdbitos de vida e o meio ambiente estdo intrinsicamente
relacionadas ao desenvolvimento de cancer nas popula¢des (MUIR, 1990; RICHARDSON,
1997; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2017; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).
Atualmente, ha tendéncia de aumento de casos de diferentes tipos de cancer,
constituindo um grave problema de saude publica mundo. (NATIONAL CANCER
INSTITUTE, 2015; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2017; BRAY et al., 2018; AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2019; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019). O cancer acometeu cerca de 18
milhdes de pessoas no mundo, sendo que no Brasil foram registradas 228 mil mortes
em 2017 (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2019). A estimativa é que em 2019,
segundo dados do Instituto Nacional de Cancer, fossem diagnosticados 68 mil novos
casos de cancer de prdstata no Brasil, estimando-se mais de 15 mil mortes neste ano
(BRAY et al., 2018; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2019). No 4mbito mundial, o
cancer de prostata encontra-se em segundo lugar no ranking de incidéncia e o quinto
em mortalidade entre os homens (BRAY et al., 2018; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER,
2019). De acordo com o GLOBOCAN 2018, anualmente 1,2 milhdo de novos casos por
ano de cancer de prdstata sdo registrados no mundo com cerca de 359 mil mortes e
constitui a segunda maior causa de mortes por cancer entre homens ocidentais (BRAY

et al., 2018).
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1.2. Obesidade, sobrepeso e seus efeitos sobre o cancer

A obesidade é uma doencga cronica nao transmissivel caracterizada pelo
excesso de gordura corporal, resultante da interacdo entre fatores heterogénicos
decorrentes do comportamento alimentar, atividade fisica e fatores determinantes
individuais do gasto energético (BIANCHINI; KAAKS; VAINIO, 2002; BUTLAND et al., 2007;
HUBERT, 1982; JASTREBOFF et al., 2019). A obesidade pode ter origens diversas, como
fatores genéticos, disturbios neuroenddcrinos como desbalango hormonal e disturbios
hipotalamicos, fatores mentais, como depressido e ansiedade (FRIEDMAN, 2009; VAN
DER VALK et al., 2019). Dentre estes fatores, os maus habitos de vida e alto consumo de
alimentos gordurosos contribuem para o acumulo de gordura corporal e,
consequentemente, favorecem o sobrepeso e agravamento de quadros de obesidade

(FRIEDMAN, 2009; KOPELMAN, 2000; VAN DER VALK et al., 2019).

Atualmente, a obesidade destaca-se como um grande problema de saude
publica atingindo proporcdes globais (NG et al., 2014; GURNANI; BIRKEN; HAMILTON,
2015; SMITH; SMITH, 2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). No Brasil,
aproximadamente 56% dos brasileiros com 18 anos ou mais estdo acima do peso de
acordo com a Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo de Doencas Crdnicas por
Inquérito Telefonico (Vigitel) realizada pelo Ministério da Saude em 2018. Ainda, a
frequéncia de homens brasileiros adultos obesos é de 19% e 58% estdo com sobrepeso

(MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

O excesso de gordura corporal esta relacionado ao desenvolvimento de
doengas metabdlicas (diabetes mellitus tipo 2 e doenca hepatica gordurosa),
cardiovasculares (hipertensdo, infarto do miocardio e derrames), osteometabdlicas
(osteoporose e osteoartrite), Alzheimer, depressdo e doencgas respiratorias, como a
asma (GARCIA-RIO et al., 2019; HUBERT, 1982; MACMAHON et al., 2009; OKOSUN et al.,
2000; WILLETT et al.,, 1995). A relacdo entre o cdncer e a obesidade estd bem
documentada (ARSLAN; ATILGAN; YAVASOGLU, 2009; MADMOLI et al., 2019; TOBIAS
PISCHON, 2008; XU et al., 2003), caracterizando como fator de risco para alguns tipos

de canceres, como o endometrial, gastrointestinal, de mama pds-menopausa, cdlon,
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adenocarcinoma de es6fago e de prostata (ALLOTT; MASKO; FREEDLAND, 2013; BASEN-
ENGQUIST; CHANG, 2011; BHASKARAN et al., 2014; MADMOLI et al., 2019; PARIKESIT et
al., 2016; PRICE et al., 2012; RENEHAN et al., 2008; SNOWDON; PHILLIPS; CHOI, 1984).

O acumulo de gordura é capaz de promover alteracdes locais e sistémicas.
Aumento de tecido adiposo justaposto ao tecido mamario, foi considerado influenciador
no desenvolvimento do cdncer de mama por produzir e aumentar os niveis de
horménios esteroides, responsaveis pela carcinogénese neste tipo de cancer (GERARD;
BROWN, 2018). Para a préstata, o acimulo de gordura visceral é conhecido por ser
danoso se comparado ao acumulo geral de gordura, por ser capaz de produzir
modificacées hormonais e sistémicas gerando inflamacdes locais, facilitando o
desenvolvimento de hiperplasia prostatica (BIRBACH et al., 2011; PONGCHAIYAKUL et
al., 2005).

O sobrepreso e a obesidade sdo capazes de influenciar o desenvolvimento e
progressao do cancer de prostata através de acumulo de lipideos, sinalizacdo de fatores
de crescimento, inflamacdo e modulacdo endécrina (NARITA et al., 2019; PARIKESIT et
al., 2016). A aromatase é uma enzima que estd presente em células que respondem aos
hormonios estrogénicos, como o tecido adiposo e prostatico, realizando a conversdo da
testosterona em estrégeno. No tecido adiposo, o estrégeno promove a adipogénese. O
aumento em volume do tecido adiposo associado a acdo aumentada da aromatase,
desencadeard a reducdo dos niveis dos hormoénios androgénicos, favorecendo o
desenvolvimento de hiperplasia prostatica e lesdes pré-neopldsicas (ALLOTT; MASKO;
FREEDLAND, 2013; BROWN et al., 2010; PARIKESIT et al., 2016; VENKATESWARAN;
KLOTZ, 2010; WILLIAMS, 2012).
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1.3. Generalidades da Prostata

A préstata é uma glandula sexual acesséria masculina andrégeno-dependente
situada na cavidade peritonial, posteriormente a sinfise pubica, inferiormente a bexiga
urindria, anteriormente ao reto e ao redor da uretra, sendo atravessada em toda sua
extens3o pela uretra prostatica (Figura 1) (AUMULLER; SEITZ, 1990; JESIK; HOLLAND;
LEE, 1982; LEE; AKIN-OLUGBADE; KIRSCHENBAUM, 2011). O tecido prostatico é
composto por células epiteliais, as quais conferem sua capacidade secretora,
musculatura lisa e tecido conjuntivo, compondo o estroma (AUMULLER; SEITZ, 1990;

MARKER et al., 2003).

Esta glandula produz uma secrecdao composta por diferentes constituintes
como 4cido citrico, espermina, prostaglandinas, fosfatase acida e zinco (HUGGINS;
SCOTT; HEINEN, 1942). Denominada secrecdo prostatica, é liberada na porcdo prostatica
da uretra, compondo o liquido seminal, propiciando um meio favoravel para a
motilidade, nutricdo e sobrevivéncia dos espermatozoides (BULL et al., 2001; LIN;

BISSELL, 1993; MARKER et al., 2003; TAYLOR; RISBRIDGER, 2008).

FIGURA 1 - Representac¢do esquematica da localizagdo da prdstata posteriormente a sinfise
pubica, inferiormente a bexiga urindria, anteriormente ao reto e ao redor da uretra, sendo
atravessada em toda sua extensdo pela uretra prostatica no sistema urogenital masculino

(National cancer institute, USA, traduzido).
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Em roedores, a préstata divide-se em trés pares de lobos: ventral, lateral e
dorsal de acordo com a localizacdo ao redor da uretra prostatica, além de um par de
glandulas coaguladoras, também conhecida como préstata anterior, localizadas na face
concava das vesiculas seminais (Figura 2A)(AUMULLER; SEITZ, 1990; LEE; AKIN-
OLUGBADE; KIRSCHENBAUM, 2011; MARKER et al., 2003; SUGIMURA; CUNHA;
DONJACOUR, 1986). Devido as diferencas especificas para cada lobo prostatico nos
padrdes de ramificagdo na morfogenia e na dependéncia hormonal, o formato,
histologia e caracteristicas de cada lobo sdo distintas: o lobo anterior possui
caracteristicas histoldgicas distintas com extensivos dobramentos epiteliais, o lobo
dorsolateral possui menos dobramentos epiteliais, enquanto o lobo ventral possui
poucos dobramentos (figura 2A) (COLOMBEL; BUTTYAN, 1995; COSTELLO; FRANKLIN,
1994; LEE; AKIN-OLUGBADE; KIRSCHENBAUM, 2011; MARKER et al., 2003).

Com relacdo as caracteristicas histoldgicas, cada lobo prostatico é composto
por um conjunto de estruturas tubulo-alveolares, revestidos por epitélio secretor
simples e envoltos por tecido estromal (AUMULLER; ADLER, 1979; MARKER et al., 2003).
Uma membrana basal separa o epitélio do estroma, (Figura 2B) tendo como seus

principais componentes o colageno tipo IV e a laminina (MARKER et al., 2003).

anterior prostate

luminal secretory epithelial cells
markers: cytokeratins 8 and 18,
secretory proteins (lobe specific)

cells (rare)
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neurophysin

S |
ductal I o}i"

|
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MR 31 \
W

basal epithelial cells
markers: cylokeratins 8, 18,
and 19, p63, GSTpi, bel2

stromal smooth muscle cells
markers: smooth muscle a-actin,
desmin, myosin, laminin

basal lamina stem cell I (rare)
markers: cytokeratins 5, 14, 8, 18,
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FIGURA 2 - A) Lobos da préstata de camundongo adulto juntamente com secg¢des dos ductos
prostaticos de cada lobo, mostradas em micrografias de inseto coradas com Hematoxilina e
Eosina. Cada lobo tem um formato e aparéncia histoldgica distintos. B) Diagrama de sec¢do de
ducto secretor, indicando os tipos celulares presentes nos ductos prostaticos e seus respectivos
marcadores, incluindo células epiteliais secretoras luminais, células epiteliais basais, células

neuroenddcrinas e células musculares estromais (MARKER et al, 2003)
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O epitélio da prostata é formado por trés tipos celulares: a) células do limen
ou glandulares, que sdo o tipo celular mais frequente e constituem a porgdo exdcrina da
prostata, responsdveis pela secrecao de proteinas (DE MARZO et al., 1999); b) células
basais, que sdo relativamente indiferenciadas ndo demonstrando atividade secretora e

c) células neuroenddcrinas (Figura 2B) (MCNEAL, 1988).

O estroma prostatico, por sua vez, é formado por um arranjo complexo de
células estromais e matriz extracelular, com presenca vasta de fatores de crescimento,
moléculas reguladoras e enzimas de remodelacdo, que provém sinais bioldgicos gerais
e exercem influéncias mecanicas sobre as células epiteliais (CUNHA; MATRISIAN, 2002).
Além disso, é uma regido vascularizada, com termina¢cGes nervosas, e presenca de
células do sistema imune (TUXHORN; AYALA; ROWLEY, 2001). Os fibroblastos e as
células musculares lisas sdo importantes tipos celulares do estroma prostatico, sendo
responsaveis por sintetizar componentes estruturais e reguladores da matriz

extracelular.

A matriz extracelular é uma rede de proteinas fibrilares, glicoproteinas adesivas
e proteoglicanos (KREIS; VALE, 1999; LIN; BISSELL, 1993; TUXHORN; AYALA; ROWLEY,
2001), e atua como um reservatério de fatores de crescimento ativos e latentes
(TAIPALE; KESKI-OJA, 1997; TUXHORN; AYALA; ROWLEY, 2001). Além disso,
componentes estruturais, como fibras coldgenas e fibras eldsticas, proporcionam rigidez
mecanica e flexibilidade ao tecido. As células estromais e matriz extracelular criam um
microambiente que regula o crescimento e diferenciacdo funcional das células
adjacentes, desempenhando cada um desses, importante papel na manutencdo da

forma e func¢do tecidual (CORNELL et al., 2003).
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1.4. O modelo experimental

O TRAMP (do inglés, transgenic adenocarcinoma of mouse prostate), é um
modelo experimental de camundongos geneticamente modificados desenvolvido por

Greenberg em 1995 para o estudo do cancer de préstata (GREENBERG et al., 1995).

No modelo animal selvagem, as células epiteliais prostaticas encontram-se sob
o controle do gene promotor de probasina responsivo a hormdnios androgénicos. No
modelo TRAMP, estas células expressam a oncoproteina viral SV40 Antigeno T (TAg),
blogueando a atividade da retinoblastoma e da p53, produtos de genes supressores
tumorais importantes, ocasionando o desenvolvimento uniforme e espontaneo do

adenocarcinoma prostdtico (GREENBERG et al., 1995).

A expressao do gene promotor da probasina ocorre de inicialmente nos lobos
ventral e dorsolateral da préstata, com relativa menor expressao na prostata anterior e
nas vesiculas seminais, desta maneira, o adenocarcinoma desenvolvido neste modelo
experimental é altamente especifico ao tecido prostatico e 6rgaos do trato reprodutivo
masculino (GINGRICH et al., 1996, 1999; GREENBERG, 1996; GREENBERG et al., 1995;
HUSS et al., 2001).

A expressdao diferenciada do gene da probasina associado as diferentes
influéncias sofridas pelos lobos prostaticos e a vesicula seminal, acarretam no
desenvolvimento e progressdao de lesGes pré-neopldsicas e do adenocarcinoma de
prostata em diferentes velocidades conforme o envelhecimento (BERMAN-BOOTY et al.,
2012; KAPLAN-LEFKO et al., 2003). Desta maneira, o modelo TRAMP permite analises e
estudos de mecanismos de indugdo e prevencdao em diferentes estagios do
desenvolvimento e progressio de lesGes pré-neopldsicas e adenocarcinoma de
préstata. As lesdes pré-neoplasicas ocorrem nos lobos anterior e dorsolateral em
camundongos com 8 semanas de idade, enquanto o lobo anterior de mesma idade
permaneceu em sua maioria saudavel, tornando este lobo uma boa escolha para
estudos para a progressao do adenocarcinoma de préstata (KAPLAN-LEFKO et al., 2003;
KIDO et al., 2019).
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Os tumores prostdticos desenvolvidos por esse modelo compartilham
caracteristicas com o cancer humano, incluindo a metastase a distancia, progressao para
a independéncia angiogénica e diferenciacdo neuroenddcrina (CHIAVEROTTI et al.,

2008).

Além da utilizagdo deste modelo experimental in vivo, modelos xenograficos
podem ser realizados injetando linhagens celulares tumorais (como TRAMP-C1 e
TRAMP-C2) em camundongos machos ndo transgénicos nude como hospedeiros. Estas
linhagens celulares também podem ser utilizadas e manipuladas geneticamente para

analises in vitro (HURWITZ et al., 2001).

O adenocarcinoma se caracteriza por apresentar um tipo histologico bem
definido e caracteristico. As células epiteliais prostaticas apresentam hiperplasia
prostdtica, caracterizada através de andlises morfoldgicas, de acordo com as semanas
de vida do modelo TRAMP (BERMAN-BOOTY et al., 2012; KIDO et al., 2019). Entre a 82 e
a 122 semana de idade, as células epiteliais apresentam graus variados de neoplasia
epitelial prostatica (PIN, do inglés prostatic intraepithelial neoplasia) classificadas em
PIN de baixo e alto grau, préoximo da 182 semana, os animais apresentam
adenocarcinoma indiferenciado. Entre as 24 e 30 semanas, quase todos os animais
TRAMP apresentam adenocarcinoma bem diferenciado com metastases. (BERMAN-
BOOTY et al., 2012; GINGRICH et al., 1996, 1999; GREENBERG, 1996; KIDO et al., 2019;
MATEUS et al., 2019; NOGUEIRA PANGRAZI et al., 2018).
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1.5.Moléculas e Horménios relevantes para o microambiente prostatico

Os processos bioldgicos na préstata, tais como regulacdao da proliferagdo e
diferenciacdo celular, atividade mitogénica, processos secretores e crescimentos
tumorais sdo regulados e/ou influenciados por diferentes polipeptidios, como, por
exemplo, fatores de crescimento fibrobldsticos (FGFs), fator de crescimento
transformante (TGFs), fator de crescimento vascular endotelial (VEGFs), e a-actina, além
de serem responsivos a hormdnios como os andrégenos, estrogenos e a prolactina
(CHUNG et al., 2005; CUNHA; MATRISIAN, 2002; ZHAO et al., 2002). Estes fatores de
crescimento, seus receptores e os receptores hormonais atuam realizando a interagao
entre o epitélio e o estroma. O desequilibrio nesta interacdo favorece a formacdo da
hiperplasia prostatica, levando ao cancer de préstata (CHUNG et al., 2005; CUNHA;
MATRISIAN, 2002; ELLEM; RISBRIDGER, 2010; ZHAO et al., 2002).

Os Fatores de Crescimento Fibroblasticos (FGF) atuam no desenvolvimento,
fisiologia e homeostase do organismo, incluindo a regulacdo de comportamentos
celulares como a proliferacdo, angiogénese, diferenciacdo, sobrevivéncia e reparo
celular (BHOWMICK; NEILSON; MOSES, 2004). Os FGFs regulam um amplo espectro de
atividades biolégicas através da ativacdo de quatro receptores tirosina quinases
transmembrana (FGFRs numerados de 1 a 4) de alta afinidade e suas respectivas vias de
sinalizacdo intracelulares (LIN; WANG, 2010). Os FGFRs sdo expressos em diferentes
tipos celulares, tornando a sinalizacao através dos FGFs susceptivel a alteracbes e
transformacdes neoplasicas como proliferacdo, sobrevivéncia e angiogénese tumoral

(TURNER; GROSE, 2010).

Na préstata, os FGFs medeiam as interacdes entre os compartimentos estromal
e epitelial. Variagdes na expressdo do eixo de sinalizacdo do FGF em qualquer
compartimento prostatico podem afetar o equilibrio homeostatico, ocasionando
carcinogénese na prostata (LIN; WANG, 2010). Montico et al. (2015b), avaliando as
respostas angiogénicas prostaticas em camundongos senis, demonstraram aumento na
sinalizacdo de FGF-2 no microambiente prostatico associado ao desenvolvimento de

lesdes pré-neopldsicas. Outros estudos indicam aumento relativo de receptores de
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Fibroblasticos (FGFR2) em tecido epitelial prostatico associado ao desenvolvimento de
neoplasias intraepiteliais prostaticas (PIN) em camundongos TRAMP (HUSS; BARRIOS;
FOSTER, 2003).

Também, de acordo com Smith et al. (2002), a expressdo de receptores
hormonais como o de andrégeno (AR) de estrégeno (ERa) esta relacionado ao alto nivel
de FGF-2 e FGF-7. Estudos mostraram que a expressao de FGF-7 no estroma prostatico
¢ induzida por andrégenos em cultura celular de seres humanos e ratos (PLANZ et al.,

1998).

Hetzl et al., (2014)(HETZL et al., 2014) mostraram que ha um aumento na
expressao do receptor de estréogeno alfa (ERa) e uma diminuicdo dos receptores de
andrégeno (AR) e estrégeno beta (ERB) em tecido prostatico de ratos senis. Neste
mesmo estudo, aumento na expressao de FGFs foi verificado, sugerindo a interagao
entre os hormonios esteroides e a sinalizacdo celular através dos fatores de

crescimento.

Com relacdo ao TGF-B (Fator de Crescimento Transformante Beta), este é uma
proteina que controla a proliferacdo, diferenciacao celular e outras fun¢des na maioria
das células, apresentando importante papel em diversas doencas, como cancer. O TGF-
B inibe a proliferacao celular. Logo, redugdes nos niveis de TGF-B ou nos niveis de seus
receptores podem ocasionar aumento descontrolado da proliferacao celular, podendo
ocasionar o desenvolvimento de tumores (SHI; MASSAGUE, 2003). Este fator, também
€ conhecido por sua atuac¢do pré-angiogénica, induzindo células estromais a secretar
altos niveis de fatores, como por exemplo, os VEGF e FGF-2, promovendo a proliferacao
e migracdo celular e a angiogénese (SOULITZIS et al., 2006; TUXHORN et al., 20023,
2002b; ZEISBERG et al., 2007).

Também, Montico et al. (2015a) mostraram o aumento de TGF-f em
camundongos senis, mas quanto aos camundongos TRAMP, houve o aumento deste
fator em animais que apresentaram lesdes neoplasias intraepiteliais prostaticas e com
o decorrer do tempo, e consequentemente, o aumento do grau das lesdes, houve uma

diminuicdo da presenca de TGF-.
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Com relagdo ao fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), esse é um
importante fator pré-angiogénico, facilitador do processo de vascularizacdo no
ambiente tumoral (LEUNG et al., 1989), e é tido como o mais potente mediador da
formacdo de novos vasos sanguineos e das funcdes de células endoteliais. Esse fator
atua como mitdgeno sobre essas células, estimulando sua migragdo e protegendo-as da
apoptose, além de aumentar a permeabilidade do endotélio vascular (VAN

MOORSELAAR; VOEST, 2002).

O principal mediador das a¢des do VEGF (também conhecido como VEGFA) no
epitélio prostdtico sdo dois receptores quinase de tirosina (RTKs) localizados na
membrana das células endoteliais, o VEGFR1 e VEGFR2 (FERRARA; GERBER; LECOUTER,
2003; REYNOLDS; KYPRIANOU, 2006; VAN MOORSELAAR; VOEST, 2002). H4 um terceiro
receptor que pertence a mesma familia de receptores quinase de tirosina (RTKs),
denominado VEGFR3, responsavel pela transducdo de sinais de outros dois tipos de
VEGF, o VEGFC e VEGFD, responsaveis pela regulacdo da angiogénese de vasos linfaticos

(KARKKAINEN; MAKINEN; ALITALO, 2002).

Na préstata normal foi identificado baixos niveis de VEGF, mas em condigdes
patoldgicas e no cancer, aumento de sua reatividade foi observado, tanto nas células
tumorais como no estroma (DOLL et al., 2001; MAZZUCCHELLI et al., 2000; NOGUEIRA
PANGRAZI et al., 2018). Este aumento dos niveis de VEGF pode ser relacionado ao
aumento de fibroblastos no microambiente estromal (CAMPISI, 2005; DAVALOS et al.,
2010).

A alpha actina de musculo liso (aSMA) é um membro da familia de proteinas
actinas que desempenha papel importante na motilidade, estrutura e integridade
celular (HINZ, 2007; MICALLEF et al., 2012; NURMIK et al.,, 2019). A aSMA atua na
cicatrizacdo do reparo tecidual, gerando estresse mecanico através da contracdo dos
miofibroblastos e regulacdo das fibras de estresse, proporcionando contracdo e
maturacao do tecido conectivo que se forma durante o processo de cicatrizacdo da lesao

(MICALLEF et al., 2012; NURMIK et al., 2019)
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Os miofibroblastos sao fibroblastos que apresentam um fendtipo intermediario
entre fibroblastos e células musculares lisas, considerando a expressao de proteinas do
citoesqueleto e aspectos ultra estruturais (GABBIANI; MAJNO, 1972; TOMAS et al., 2010;
TUXHORN; AYALA; ROWLEY, 2001; TUXHORN et al., 2002a). Citocinas e fatores de
crescimento, como IL-6 e TGF-B1, tem importante atuagao no reparo tecidual. TGF-B é
conhecido por induzir a diferenciacdo dos miofibroblastos, além da expressdao de aSMA,

aumento da deposi¢ao de matriz extracelular (HINZ, 2007; MICALLEF et al., 2012)

O estroma reativo é caracterizado pela presenca de dois componentes
principais: os miofibroblastos e os fibroblastos associados ao cancer (CAF, do inglés
cancer-associated fibroblasts) em resposta ao carcinoma, gerando sinais que favorecem
a progressao tumoral devido a sua capacidade de aumentar a migracao celular e alterar
o metabolismo das células epiteliais tumorais (BARRON; ROWLEY, 2012; CRUZ-
BERMUDEZ et al., 2019; TOMMELEIN et al., 2015). Deste modo, os miofibroblastos e os
CAFs geram uma modificacdo no tecido ao secretar diversos fatores de crescimento,
proteases e citocinas que irdo promover a proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia
celular, além do remodelamento da matriz extracelular, recrutamento de células
inflamatdrias e a inducdo de angiogénese (BARRON; ROWLEY, 2012; CRUZ-BERMUDEZ
et al., 2019; ROWLEY, 1999; TOMMELEIN et al., 2015; TUXHORN; AYALA; ROWLEY,
2001).

Ainda, Montico et al. (2015a) mostraram em camundongos senis que o
desenvolvimento de estroma reativo na prdstata ocorre naturalmente como resultado
do envelhecimento. Seus resultados apresentados mostraram o aumento dos
marcadores de estroma reativo, a-actina de musculo liso (aSMA) e vimentina, nos

animais senis e TRAMP.

Referente a acdao hormonal na préstata, é conhecido que as células epiteliais
prostaticas sdo altamente dependentes de andrégenos para execucdo de diversas
fungdes importantes, como morfogénese, manutencao de atividade funcional, além da
morfologia, proliferacdo e diferenciacdo das células epiteliais (IMAMOV et al., 2005; ROY
et al., 1998).
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A testosterona é o principal horménio androgénico circulante (MELMED et al.,
2016). No sangue, encontra-se associado a proteina albumina e a glicoproteina globulina
ligadora de horménios sexuais (SHBG), pouco sendo encontrada dissolvida no soro. E
produzida e secretada pelos testiculos, mas também pode ser produzida pela conversao
de hormonios esteroides (QUIGLEY et al., 1995). Nas células prostaticas, a testosterona
é convertida, pela enzima 5a-redutase (SRD5A2), em di-hidrotestosterona (DHT), em
sua forma mais ativa e com maior afinidade ao receptor de andrégenos (figura 3)

(BRINKMANN et al., 1999; MELMED et al., 2016; QUIGLEY et al., 1995).

O receptor de andrégenos (AR) é membro da superfamilia de receptores

nucleares esterdide-tiredide-retindide. Sua ativacdo, a partir da interacdo com os

o — o Testosterone

Sec-red
O —bucmeo DHT

Androgen-responsive cell

Dimerization and

phospmnﬂiﬁon/

Biological responses
FIGURA 3 - Acdo androgénica nas células epiteliais prostaticas - Nas células prostaticas, a testosterona é
convertida em di-hidrotestosterona (DHT) pela enzima 5a-redutase. A ligacdo da DHT com o receptor de
andrégenos (AR) promove a dimerizagdo e fosforilacdo deste complexo, permitindo sua interagdo com
elementos responsivos aos androgenos (AREs, do inglés Androgen-response elements) nas regides
promotoras dos genes de interesse. Ativagdo ou repressao destes genes, promovera respostas bioldgicas,

como crescimento e sobrevivéncia celular (FELDMAN; FELDMAN, 2001)
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hormonios androgénicos promove modificacdo conformacional no AR, resultando em
formacao de complexos homo dimeros que interagem com os elementos responsivos
aos androgenos (ARES, do inglés Androgen Response Elements) na regidao promotora dos
genes alvos, ativando o aparato transcricional, estimulando ou inibindo transcricao dos
genes alvo (figura 3) (HEINLEIN; CHANG, 2002; MCKENNA; LANZ; O’MALLEY, 1999; ROY
et al., 1998).

A agdo androgénica na proéstata, através dos receptores de andrégenos, sdo
importantes para o desenvolvimento e funcionamento prostatico (HEINLEIN; CHANG,
2004). Considerando que 80%-90% dos canceres de prostata sdo andrégeno-
dependentes e a via androgénica é utilizada como abordagem no tratamento do cancer
de prostata, os AR e seus moduladores sao fatores importantes para o desenvolvimento
e progressdo desta doenca (CULIG, 2019; DENIS; GRIFFITHS, 2000; LANGLEY; NOBES,
2013; SHARIFI, 2005).

Estudos em roedores senis relataram mudancas na sensibilidade prostatica a
hormonios andrégenos, o que foi atribuido a uma diminuicdo na expressao de AR e
diminuicdo da atuacdo da 5a-redutase nesta glandula. (BANERJEE; BANERJEE; BROWN,
2001; CORDEIRO et al., 2008).

Andlises imuno-histoquimicas realizadas no epitélio prostatico apresentaram
imunoreatividade em células epiteliais luminais, células estromais fibromusculares e nas
células endoteliais prostaticas (EL-ALFY et al., 1999; FUJITA; NONOMURA, 2019). A
expressao de AR em células basais é relativamente baixa se comparada as células
luminais (LEAV et al., 1996), entretanto este tipo celular responde as alteracdes dos

niveis de andrégenos (TAYLOR; RISBRIDGER, 2008).

No epitélio e estroma normais, o AR atua na sintese de proteinas diversas e
fatores de crescimento importantes para o crescimento e homeostase do tecido
prostatico. Dentre eles estdo os fatores de crescimento epidérmico e de fibroblastos
(EGF e EGF), o semelhante a insulina (IGF-1 e 1), o transformante beta(TGF-B), o derivado
de plaqueta (PDGF) e o de queratindcitos (KGF) (CARVALHO-SALLES; TAJARA, 1999;
GRIFFITHS; MORTON; NICHOLSON, 1997; MUKHERIJEE; MAYER, 2008; ZHU; KYPRIANOU,
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2008). Em camundongos nocauteados para expressdao de AR em fibroblastos e células
de musculo liso, houve diminuicdo no desenvolvimento da préstata destes
camundongos, assim como supressao do desenvolvimento de neoplasia intraepitelial

prostatica (LAl et al., 2012).

As células luminais basais sdo andrégeno-independentes, mas andrégeno-
responsivas, podendo ser estimuladas por acdo androgénica via fatores de crescimento
derivados do estroma para a renovagao do compartimento celular luminal (TAYLOR;
RISBRIDGER, 2008). A expressdo de AR em células basais é relativamente baixa se
comparada as células luminais (LEAV et al., 1996). Contudo, as células basais expressam
focalmente os receptores estrogénicos (ER) e podem proliferar quando submetidas a

terapia estrogénica (COLLINS; MAITLAND, 2006).

Segundo Nellemann et al. (2005) a expressao de AR na préstata parece estar
sob regulacdo de estrégenos e andrégenos, ja que a co-administracdo de testosterona
com anti-estrégeno ou a co-administracdo de estrogeno com anti-andrégeno reduziu os

efeitos dos hormonios sexuais.

A biossintese de estrégenos ocorre a partir de um substrato androgénico, a
testosterona, através da aromatizacdo desse hormoénio pela enzima aromatase
(RISBRIDGER et al., 2003). O balanco entre andrégenos e estrégenos, o qual contribui
para os niveis circulantes desses hormonios, é crucial para o homeostase prostatica,

sendo a aromatase uma reguladora critica desses hormonios (RISBRIDGER et al., 2003).

Na préstata, o estrégeno apresenta efeitos antagbnicos: promotor ou
supressor de tumores. Essa acdo é resultado da existéncia de dois receptores
estrogénicos prostaticos especificos: a e B (ERa, ERB), os quais sdo predominantemente
expressos no estroma e no epitélio, respectivamente (BONKHOFF et al., 1999; CUNHA;
MATRISIAN, 2002; LEAV et al., 2001). Na préstata anterior de roedores, o ERa é expresso
no epitélio e estroma (RISBRIDGER et al., 2003).

A presenca de estrogenos tem se mostrado importante na manutencao do

tecido prostatico devido ao sinergismo com andrdgenos e a identificacdo desses dois
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subtipos de receptores estrogénicos no tecido prostdtico confirma a sinalizagdo do

caminho de estrégenos neste 6rgao (CUNHA; MATRISIAN, 2002; WEIHUA et al., 2002).

Os efeitos estrogénicos na prostata sao complexos e podem envolver agdes
diretas, através dos receptores, e indiretas, através do eixo hipotdlamo-hipdéfise-gbnada
e dos niveis de prolactina (CUNHA; MATRISIAN, 2002; HARKONEN; MAKELA, 2004).
Assim, apesar da préstata ser um érgao andrégeno-dependente, o estrégeno influencia
na homeostase e altera¢des patoldgicas desta glandula (EKMAN, 2000; WEIHUA et al.,
2002).

Além dos andrégenos, a atuacao dos estrégenos na prdstata esta relacionada
as da prolactina (HARKONEN, 2003). A prolactina regula a préstata, estimulando sua
proliferacdo, atividade secretora e sobrevivéncia (NEVALAINEN et al., 1991, 1993;
PRINS; BIRCH, 1995; REITER et al., 1999). Atuacdo excessiva da prolactina induz
hipertrofia no epitélio prostatico e no compartimento estromal em culturas celulares e
em camundongos transgénicos para superexpressao de prolactina (KINDBLOM et al.,

2003; NEVALAINEN et al., 1991, 1993; WENNBO et al., 1997).

Os estrégenos aumentam o nivel de receptores de prolactina nas células
epiteliais prostaticas, tornado possivel que a prolactina sinalize os efeitos estrogénicos
na prostata ndo somente de maneira sistémica, mas também em nivel celular, sendo
um importante mecanismo no desenvolvimento das mudancas displasicas desse drgdo
(HARKONEN; MAKELA, 2004). Assim, hd relacdo entre os niveis de prolactina e o

aumento de doencas prostdaticas (BARTKE, 2004).

Esse hormonio age como fator de crescimento para o tecido prostatico, tendo
papel na sobrevivéncia das células epiteliais depois da castracdo (INGELMO et al., 2007),
e inibe a apoptose induzida pela castracdo (DAGVADORIJ et al., 2007). Também, a
prolactina altera a permeabilidade da membrana celular prostatica aos andrégenos
(JEYARAI et al., 2000). Segundo Nevalainen et al. (1997), a acdo autdcrina ou paracrina
da prolactina na prdstata pode mediar algumas acdes androgénicas. Assim, a sintese

local de prolactina pode ser realizada por fatores que controlam a regulacdo
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androgénica de células cancerosas prostaticas durante o crescimento independente de

androégeno (HETZL et al., 2013).

Hetzl et al. (2016) verificaram que em animais idosos submetidos a ablagao
androgénica e estrogénica, a prolactina poderia ser ativada ndo s6 em uma via
independente de androgénio, mas também em uma via independente de estrogénio,
devido ao aumento da reatividade da prolactina no estroma prostatico. Verificou-se
também aumento dos niveis de prolactina que pode ter sido sinalizado por fatores de

crescimento, o EGF (Fator de crescimento de Epiderme).

1.6. Jabuticaba e suas propriedades

O consumo de produtos naturais tem sido uma escolha consciente, ndo
somente devido seus atributos sensoriais e preferéncias pessoais, mas na tentativa de
manter uma alimentacdo sauddvel devido aos nutrientes e compostos bioativos que
apresentam (GROSSO et al., 2017; ROOSEN et al., 2007). Além de nutrientes essenciais,
a maioria das frutas contém minerais, fibras, vitaminas e compostos fenélicos (LEITE-
LEGATTI et al., 2012). Os compostos fendlicos estdo presentes na maioria dos tecidos
vegetais, incluindo suas partes comestiveis, como em frutas, sementes, folhas e raizes
(DE LA ROSA et al., 2019). Este é um amplo grupo de moléculas caracterizados por sua
estrutura quimica, sendo substancias que possuem ao menos anel benzénico ligado a
uma ou mais hidroxilas (DE LA ROSA et al., 2019; HO; RAFI; GHAI, 2010; RICE-EVANS;
MILLER; PAGANGA, 1997; TSIMOGIANNIS; OREOPOULOU, 2019). Os compostos
fendlicos podem ser subdivididos de acordo com suas estruturas quimicas em duas
categorias: flavondides e nao-flavondides, sendo este uUltimo composto por acidos
fendlicos, flavonéides, taninos, cumarinas, lignanas, quinonas, estiletes e curcumindides
(ABE et al., 2007; DE LA ROSA et al., 2019; HO; RAFI; GHAI, 2010; RISBRIDGER et al., 2003;
TSIMOGIANNIS; OREOPOULOU, 2019). Compostos naturais tem sido estudados para uso
em terapias, como prevencdo de doengas metabdlicas e cronicas (GIBELLINI et al., 2015;

GULLETT et al., 2010; LAMAS et al., 2018).

As antocianinas pertencem a classe dos flavondides e sdo encontradas em

abundancia chas, vinhos, frutas, cereais, éleos e sdo responsaveis pela coloragdo azul
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escura e vermelho vivo das flores e frutos. Devido sua ampla gama de efeitos benéficos
a saude, tem sido alvo de estudo nos ultimos anos. (BLESSO, 2019; DRAGANO et al.,
2013; GULLETT et al., 2010; KALT et al., 2019; KONG et al., 2003; LAMAS et al., 2018;
LEITE-LEGATTI et al., 2012). As antocianinas apresentam propriedades farmacoldgicas,
como atividades antioxidantes, anti-inflamatdrias, anticancerigenas, antiobesidade e
efeitos preventivos sobre doencas degenerativas (DRAGANO et al., 2013; HE; GIUSTI,
2010; KANG; LEE; LEE, 2019; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997; ZAFRA-STONE et al.,
2007).

A atuacdo das antocianinas tem sido estudada na suplementag¢ao na dieta ou
na forma de extratos e seu consumo promove diminuicdo da obesidade e sindromes
metabdlicas em roedores (FORSYTHE; WALLACE; LIVINGSTONE, 2008; KANG; LEE; LEE,
2019; LAMAS et al., 2018; LEITE-LEGATTI et al., 2012). Camundongos C57BL/6 que
consumiram antocianinas provenientes de cereja em suas dietas hiperlipidicas
apresentaram reduc¢ao no ganho de peso, na massa de gordura corporal e melhoria na
resposta inflamatéria. Também, houve melhoria na atividade antioxidante das enzimas
superoxido desmutase e glutationa peroxidade (WU et al.,, 2014). Estudos em
camundongos que receberam dieta hiperlipidica e que utilizaram outras fontes de
antocianinas, como extrato etandlico de soja preto, antocianinas purificadas de mirtilo,
suco de uva e madressilva obtiveram resultados semelhantes. Em alguns casos houve
melhora no perfil lipidico plasmatico e/ou sensibilidade a insulina glicémica (KANG; LEE;

LEE, 2019).

As antocianinas sdo encontradas em grande quantidade nas cascas de
jabuticaba, fruto de uma arvore frutifera nativa da mata atlantica e de grande ocorréncia
no Brasil. A Jabuticaba é uma baga globosa com casca avermelhada, quase preta, com
polpa esbranquicada apresentando de uma a quatro sementes (DRAGANO et al., 2013).
Pode ser encontrada nas variedades: Myrciaria caulifolia Vell Berg e Myrciaria caulifolia
(DC) Berg (MATTOS, J.R., 1983; DONADIO, L.C.,, 2000). O fruto da jabuticaba é
geralmente consumido fresco, ou na forma de geleias e licores. A casca da jabuticaba é
comumente utilizada na medicina popular como tratamento para diarreia, irritacdo na

pele, asma, inflamacdo dos intestinos e hemoptise (DE LIMA et al., 2008).
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A casca da jabuticaba apresenta compostos fendlicos em grande quantidade,
dentre eles as antocianinas, quercetina, acido elagico e acido galico (ABE et al., 2007).
Estudos mostraram que a adicao de 1% e 2% da casca da jabuticaba liofilizada na dieta
aumentaram a acdo antioxidante de animais sauddveis e ao aumentar esta adicdo para
4% ha a reducdo do ganho de peso e melhora nos niveis de colesterol HDL (LEITE-

LEGATTI et al., 2012; LEITE et al., 2011; LENQUISTE et al., 2015).

Lamas et al. (2018) apresentou um extrato da casca da jabuticaba (ECJ) com 19
compostos bioativos em altas concentragdes, dentre eles estdo as antocianinas, rutina
acido eldgico, acido galico e acido ascdérbico. O ECJ apresenta altos niveis de compostos
fendlicos e capacidade antioxidante em comparacdo com o encontrado na literatura
com a casca da jabuticaba. Quando comparado com a extracdo metandlica e aquosa da
casca da jabuticaba realizada por Lenquiste et al. (2015) o ECJ apresenta aumento de
100% dos compostos fendlicos. Em comparacdo com a extracdo etandlica de outras
frutas, como a uva e a amora, estas apresentaram 42% e 71% dos compostos fendlicos
em relagao ao ECJ (LAMAS et al., 2018). Os altos niveis de compostos bioativos, como as
antocianinas e outros flavondides presentes neste extrato, permitem o consumo de
baixas doses de extrato, controle preciso da dose a ser consumida, sendo uma terapia

mais vidvel do que a suplementacdo da jabuticaba na racdo (LAMAS et al., 2018).

O extrato da casca da jabuticaba possui efeitos dose-dependentes na
prevencao da obesidade, pré-diabetes, desenvolvimento de doenca hepatica gordurosa
nao alcodlica (NAFLD, do inglés Nonalcoholic Fatty Liver Disease) em camundongos FVB
senis que consumiram dieta hiperlipidica. Também, efeitos hepaticos protetivos e
recuperacao de alteracdes metabdlicas relacionadas com o envelhecimento foram
observadas através da reducdo de glicemia, colesterol total e LDL, acumulo de lipidios,

infiltrados e marcadores inflamatdrios (COX-2 e TNFa)(LAMAS et al., 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

A dinamica de desenvolvimento e progressao do cancer de prdstata ainda ndo
estd totalmente esclarecida, dada a complexidade do funcionamento da prdstata e
também devido ao fato de cada lobo dessa glandula apresentar dependéncia hormonal
distinta, e assim responderem diferencialmente a instalagao e evolugao dessa doenga.
O lobo anterior apresenta lento desenvolvimento e progressdo do cancer de prdstata,
apresentando altas taxas de tecido saudavel enquanto outros lobos apresentam severas

lesdes pré-neoplasicas.

Em adicdo, é conhecido que a ingestao de dietas ricas em gorduras, levando ao
sobrepeso, tem efeito prejudicial sobre a préstata, se considerando aumento da
proliferacdo, progressdao e metdstase do cancer de prdstata. Contudo, nao esta
esclarecido quais sdo as respostas de diferentes fatores sinalizadores no microambiente

prostdtico frente a essa ingestao.

Ainda, estudos recentes tém verificado que a acdo de antioxidantes, como os
polifendis de origem natural, tem efeito benéfico na inibicdo de vias relacionadas ao
desenvolvimento das lesdes, como o aumento do estresse oxidativo e da inflamacdo em
diferentes orgdos. Dessa forma, diferentes frutas brasileiras, como a Jabuticaba, tém

sido estudadas devido suas propriedades antioxidantes.

Desta maneira, o estudo do microambiente prostatico e a modulagao hormonal
no desenvolvimento de cancer, se considerando seus aspectos estruturais e
moleculares, em associa¢cdo ao consumo de dieta rica em lipidios e administracdo do
extrato de Jabuticaba tem importancia nao sé para a determinac¢ao do papel do extrato
de Jabuticaba no desenvolvimento do cancer de préstata como também em associacdo

a ingestao da dieta hiperlipidica.
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3.0BJETIVOS

3.1.Objetivo Geral:

O objetivo geral deste estudo é caracterizar os efeitos do extrato da casca de
Jabuticaba sobre a progressao do cancer no lobo anterior da préstata de camundongos

TRAMP associado a dieta hiperlipidica, abordando aspectos estruturais e moleculares.

3.2. Objetivos especificos:

Caracterizar no lobo anterior da prostata anterior de camundongos TRAMP em
diferentes estdgios de lesdes, os quais receberam dieta hiperlipidica e foram submetidos

ou ndo a administracdo do extrato da casca da Jabuticaba:

a) A morfologia do epitélio e do estroma da prdstata anterior, além da

distribuicao do antigeno nuclear de proliferagao celular (PCNA);

b) Os receptores hormonais androgénico (AR), estrogénico alfa (ERa) e de

prolactina (PR);

c) Os fatores de crescimentos relacionados a dinamica estromal como
fator de crescimento transformante (TGF-B) e receptor do fator de crescimento
fibroblastico (FGFR), além da a-actina e fator de crescimento vascular endotelial

(VEGF).



Pagina |32

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais e procedimento experimental

No presente trabalho foram utilizados 50 camundongos machos transgénicos
da linhagem TRAMP (C57BL/6-Tg (TRAMP)8247Ng/J X FVB/NJ) F1/J) (figura 4) obtidos
no Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica da Universidade Estadual de
Campinas (CEMIB/UNICAMP). Todos os animais obtidos do CEMIB receberam agua e
racdo ad libitum (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil) e foram mantidos no Biotério do
Departamento de Biologia Celular e Estrutural (Area de Anatomia) do Instituto de
Biologia até atingirem a idade experimental para cada grupo de tratamento. Os
camundongos da linhagem TRAMP foram importados da The Jackson Laboratory com
posterior instalacdo e reproducdo da colénia no CEMIB/UNICAMP com financiamento

da FAPESP (Processos: 18/04579-7 e 15/25714-1).

FIGURA 4 — Modelo experimental TRAMP — Modelo experimental de camundongos machos transgénicos

utilizados no estudo de cancer de préstata.

Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais (figura 5):

o Grupo controle (C8): Camundongos TRAMP que receberam agua e racao

Nuvilab ad libitum e foram eutanasiados com 8 semanas de idade (n=10 animais).

o Grupo controle dieta normolipidica (C16): Camundongos TRAMP com 8

semanas de idade que receberam dagua e racdo AIN-93M ad libitum (modificada de
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Goena et al., (1989); Reeves et al., (1993)). Os animais receberam 5 doses semanais de

agua, via gavagem e foram eutanasiados com 16 semanas de idade (n=10 animais).

o Grupo jabuticaba dieta normolipidica (JC): Camundongos TRAMP com 8

semanas de idade que receberam agua e racdo AIN-93M ad libitum (modificada de
Goena et al., (1989); Reeves et al., (1993)). Os animais receberam 5 doses semanais de
extrato da casca da Jabuticaba (ECJ) (5,8g de ECJ/ kg de peso corpdreo) via gavagem e

foram eutanasiados com 16 semanas de idade (n=10 animais).

o Grupo controle dieta hiperlipidica (CH): Camundongos TRAMP com 8

semanas de idade que receberam agua e dieta hiperlipidica ad libitum (modificada de
Goena et al., (1989); Reeves et al., (1993)). Os animais receberam 5 doses semanais de

agua, via gavagem e foram eutanasiados com 16 semanas de idade (n=10 animais).

o Grupo jabuticaba dieta hiperlipidica (JH): Camundongos TRAMP com 8

semanas de idade, receberam 3gua e dieta hiperlipidica ad libitum (modificada de
Goena et al., (1989); Reeves et al., (1993)). Os animais receberam 5 doses semanais de
ECJ (5,8g de ECJ/ kg de peso corpdreo) via gavagem e foram eutanasiados com 16

semanas de idade (n=10 animais).

LINHAGEM IDADE TRATAMENTO

(Inicio do tratamento)

Racdo

I C8
Normolipidica -
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FIGURA 5 — Distribuicio esquemética dos diferentes grupos experimentais.
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Apds os animais atingirem as idades determinadas nos diferentes grupos
experimentais, esses foram pesados em balanca analitica Denver P-214 (Denver
Instrument Company, Arvada, CO, EUA) e anestesiados com 2% Xilazina (5 mg/kg i.m.;
Kénig, Sdo Paulo, Brasil) e Cetamina (60 mg/kg i.m.; Fort Dodge, lowa, EUA). A eutandsia

foi realizada por sobredosagem de anestesia apds a coleta tecidual.

Amostras do lobo anterior da prdstata foram coletadas, identificadas e fixadas
em solucdo fixadora de Boliin overnight, apds este periodo os lobos foram seccionados
transversalmente e mantidos na solucdo fixadora até completarem 24h de imersao pds
coleta. Apos a fixagdo, os tecidos foram lavados em alcool etilico a 70% até ndo haver
resquicios do fixador, com posterior desidratacdo em uma série crescente de dalcoois
durante 30 minutos cada. Os fragmentos foram diafanizados em duas solucdes distintas
de Xilol P.A. por 1 hora e incluidos em dois banhos distintos de polimeros plasticos
(Paraplast Plus, ST. Louis, MO, EUA), aquecidos previamente em estufa a 609C,
overnight. Estas amostras foram submetidas as andlises morfoldgicas de microscopia de
luz e imunohistoquimica para as moléculas a-actina, Receptores de Andrégeno (AR) e
Estrégeno (ERa), Prolactina, Fator Transformante Beta (TGF-B), Fator de Crescimento

Endotelial Vascular (VEGF), indice Proliferativo (PCNA) (Luz & Zancheta Neto, 2002).

O protocolo experimental estd de acordo com as normas vigentes de
experimentacdo animal, conforme protocolo da Comissdo de Etica no uso de

animais/CEUA/UNICAMP (CEUA:4605-1/2017).
4.2. Preparacao das dietas normolipidica e hiperlipidica

As dietas normolipidica e hiperlipidica foram preparadas no laboratério do

Prof® Dr° Mério Roberto Mardstica Jr. (FEA-UNICAMP).

A dieta normolipidica foi preparada de acordo com o Instituto Americano de
Nutricdo (AIN 93M) (REEVES; ROSSOW; LINDLAUF, 1993) com adaptacdo do conteudo
de proteina em 12% em peso (GOENA et al., 1989) (Tabela 1). A dieta hiperlipidica (HFD)
foi produzida a partir da dieta normolipidica (AIN 93M, modificada), adaptada para alto
teor de lipidios (35% em peso) (LENQUISTE et al., 2012) (Tabela 1).
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Ambas as dietas foram disponibilizadas para consumo dos camundongos dos
grupos experimentais por 56 dias. Os grupos controles de 8 e 16 semanas (C8 e C16,
respectivamente) e o grupo tratado com Jabuticaba (JC) receberam a dieta
normolipidica, jd o grupo controle hiperlipidico (CH) e o tratado com Jabuticaba (JH),

receberam a dieta hirperlipidica.

Tabela 1 - Composicdo das dietas normolipidica e hiperlipidica, modificadas da racdo AIN 93M.

Dieta Normolipidica Dieta Hiperlipidica
Ingredientes (e/Kg) (e/KE)
Y% %
Caseina 143,7 12% | 13% 143,7
[83,55% de proteina)
Amido de Milho 462 46,2% | 15,2% 152
Maltodextrina 155 155% | 15,5% 155
Sacarose 100 10% 10% 100
Fibra (Celulose) 50 5% 5% 50
Oleo de Soja 40 4% 43 40
Gordura Animal - 0,07 31% 310
Mistura Mineral faiN 230} 3s 3.5% 3,5% 3s
Mistura de Vitaminas {4iN 23M) 10 1% 1% 10
L-Cisteina 1.5 0,18% | 0,18% 1.5
Bitartarato de Colina 25 0,25% | 0,25% 25
Terc-butilhidroguinona 0,008 0,0008% | 0,0008% 0,008
Total (g) 1000 1000
Densidade Energética (Kcal/g) 3,8 5,35

4.3. Preparagao do extrato da casca de jabuticaba (ECJ).

A extracdo é um processo usado para isolar compostos bioativos de produtos
naturais. Uma extracao eficiente deve maximizar a recuperacao dos compostos, com
baixa toxicidade. O método utilizado para preparar o extrato da casca da Jabuticaba
(Myrciaria jaboticaba) constituiu na solubilizacdo da casca da Jabuticaba liofilizada em
etanol com posterior remo¢do do solvente. Os compostos do ECJ e sua atividade

antioxidante in vitro foram avaliados conforme descrito em Mardstica et al. (2017).
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4.3.1. Avaliagao da composi¢cao do extrato da casca da Jabuticaba.

A caraterizagao detalhada da natureza e composi¢cdao dos compostos bioativos
do extrato da casca da jabuticaba utilizado neste estudo foi realizada por Lama et al
(2018). Entretanto, apds todas as preparagdes do mesmo, a avaliagdo dos compostos
bioativos do ECJ foi realizada, antecedendo a administracdo para os animais dos grupos

experimentais para padronizacao da dosagem exata a ser administrada (tabela 2).

Tabela 2 — Média das andlises dos componentes bioativos do extrato da casca da Jabuticaba.

Polifendis Extrato (mg/mL)
Fenolicos 12,36 +1,79 {dc. gdlico)
Flavondides 2,05 +0,24 {catequinag)
Antocianinas monomeéricas 0,96 0,11 {cya 3-glu)

4.4. Avaliagao do ganho de peso dos animais e consumo energético

Para avaliar o ganho de peso dos animais experimentais, a diferenca entre os
pesos inicial e final destes foi considerada. Além disto, o controle do consumo de ragao
foi realizado, de acordo com a massa de racdo distribuida aos animais no inicio e no final
da mesma semana. A fim de avaliar o consumo energético, a massa de ra¢ao consumida
foi multiplicada pelo valor energético de cada racdo (estes valores podem ser
encontrados na Tabela 1). Para estas andlises, as pesagens dos animais e da racao foram
realizadas no periodo das 14:00h as 16:00 horas. Essa parte do projeto foi realizada em
conjunto com a aluna de doutorado Ms2 Ellen Nogueira Lima publicado sobre o titulo
“High-fat diet effetcs on the prostatic adenocarcinoma model and jaboricaba pell extract
intake: Protective response in metabolic disorders and liver histopathology”, cujo os

animais serdao os mesmos utilizados nesse projeto de mestrado.
4.5. Analise morfolégica e morfométrica através de microscopia de luz

Amostras do lobo anterior da préstata de 5 animais de cada grupo foram

seccionados no micrétomo Hyrax M60 (Zeiss, Munique, Alemanha) com espessura de
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5um em laminas ndo silanizadas e corados em Hematoxilina-Eosina (JUNQUEIRA;

BIGNOLAS; BRENTANI, 1979).

A analise morfoldgica do lobo anterior prostatico foi realizada utilizando-se
fotomicroscépio (Nikon Eclipse E-400 - Nikon, Tokyo, Japdo) e o software Nis-Elements:
Advanced Research (USA), analisando-se 10 campos aleatérios sem sobreposicdo com
lente objetiva de 40X e divididos em 04 quadrantes (figura 6.A). As lesGes presentes em
cada quadrante foram classificadas numericamente de 0 a 3, de acordo com a Tabela 3
(KIDO et al., 2016, modificado de Berman-Booty et al., (2012)). Posteriormente, a
somatéria de pontos por lesdo e o cdlculo da frequéncia relativa da respectiva lesao foi

realizada em cada animal (), Pontos de lesdes/Y, Pontos Totais) (figura 6.B).

Tabela 3 — Classificacdo morfoldgica das lesdes prostaticas presentes no lobo anterior da

prostata de camundongos TRAMP.

Tipo de Lesdo Pontuagdo
Sem les3o 0
PIN de Baixo Grau (LGPIN} 1
PIN de Alto Grau (HGPIN) 2
Adenocarcinoma Bem Diferenciado (WDA) 3
o 1 1 3
(embesie]  (owbrafe]  Dighbrade)  MoDweume E
F1 4 1
2 1 1 2
[ 4 2
4 4 2
1 3 2
3 2 3 1
F7 4+ 1
FA 4 1
9 4 2
10 1 1 2 1
i [ 1w ] [ [
STAIN | 3L4W% | 370% | TA1m

Figura 6 — A) Analise morfolégica do lobo anterior da prostata de camundongos TRAMP.
Fotomicrografia dividida em quatro quadrantes, onde o tecido epitelial foi caracterizado,
sendo: (0) tecido epitelial saudavel, (1) lesdo intraepitelial de baixo grau (LGPIN), (2) lesdo
intraepitelial de alto grau (HGPIN), (3) adenocarcinoma bem diferenciado;
B) Analise morfométrica do lobo anterior da préostata de camundongos TRAMP. Célculo da

frequéncia relativa por lesdo por animal.
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4.6. Imunomarcacao de a-actina, ERa, FGFR-3 e PCNA.

Amostras do lobo anterior da prdstata de 5 animais de cada grupo foram
seccionados no micrétomo Hyrax M60 (Zeiss, Munique, Alemanha) com espessura de
5um em laminas sinalizadas e submetidas a andlise de imunohistoquimica. A
recuperacao antigénica foi realizada por incubacdo dos cortes em tampao citrato (pH
6.0) a 1002C em microondas (poténcia de 750 W) por 10-15minutos. O bloqueio das
peroxidases enddgenas foi obtido com 0,3%-0,5% perdxido de hidrogénio (H20,) diluido
em metanol P.A. por 20 minutos com posterior incubacdo para bloqueio de proteinas
especificas em 3% - 7% de solugdo bloqueadora com Albumina Soro Bovino (BSA) diluido
em tampao TBS-T por 1 hora em temperatura ambiente. Posteriormente, o antigeno de
interesse foi localizado através de incubagdo com anticorpo especifico (tabela 4) diluido
em BSA 1%, overnight a 4°2C. Apds lavagem com tampdo TBS-T, os cortes foram
incubados com anticorpo secundario HRP (tabela 4) conjugado diluido em BSA 1% por 2
horas. Estes cortes foram revelados com diaminobenzidina (DAB). Para a contra-
coloracdo, Hematoxilina de Harris foi utilizada. As laminas foram desidratadas em uma
série crescente de dlcoois, diafanizadas em duas solugdes distintas de Xilol P.A. e
montadas com Entellan® (Merck). Os cortes prostaticos foram avaliados através do
precipitado acastanhado de DAB, o qual indicou a imunoreatividade do antigeno. As
dilui¢cdes dos anticorpos utilizados na localizacdo dos antigenos encontram-se na Tabela

4.

A analise da imunomarcacdo positiva foi avaliada utilizando-se fotomicroscdpio
(Nikon Eclipse E-400 - Nikon, Tokyo, Japdo) e o software Nis-Elements: Advanced
Research (USA) para obteng¢ao de 10 campos aleatérios utilizando-se lente objetiva de
40X. Posteriormente, reticulo de 910 intersecgdes foi utilizado em cada campo, através
do programa Image Pro Plus, totalizando 9100 interseccdes por animal (Lamas et al,
2018, modificado). A quantificacdo foi realizada através da somatdria de intersecgoes
do reticulo imunomarcados, correspondentes a Imunoreatividade, dividido pela

somatoria de intersecgdes do animal (), Pontos imunomarcados /Y, Pontos Totais).



Pagina |39

ANTIGENO Tabela 4 — Anticorpos e diluigdes
IMUNDHISTDQUfMICA
ER-a e T a-Acting utilizados na localizagdo dos
Santa-Cruz Santa-Cruz ABCAM ABCAM .
Anti antigenos para ERa, FGFR3
Pr:li':::’ {Rabbit) (Rabbit) {Mouse) | (Mouse) g P ’ ’
sc342 sc123 3029 ab7817 PCNA, oa-Actina através da
Diluigdo 1:50 1:50 1:300 1:100
. . o o técnica de imuno-histoquimica
Anticorpo Millipore Millipore Kit Envision Millipore
secundirio (Anti-Rabbit) | (Anti-Rabbit) |(Anti-Mouse) |(Anti-Mouse) no lobo anterior da préstata de
AP342P AP342p Dako AP124P
Diluigio 1:150 1:100 . 1:300 camundongos TRAMP.

4.7. Extracao de Proteinas e Western Blotting

Amostras do lobo anterior da préstata foram coletadas de 5 animais de cada grupo
experimental, pré-congeladas com Hexano, identificadas e armazenadas em criotubos
em biofreezer (-802C) até sua utilizacdo. Para a extracdo de proteinas totais as amostras
foram pesadas em balanca analitica (Denver Instrument P-603D) e o tampao de lise
(100mM Tris, 10mM EDTA, 100mM Fluoreto de Sdédio, 10mM Pirofosfato de Sédio,
10mM Ortovanadato de Potdssio, 2mM PMSF, 0,1mg/mL Aprotinina, 1% Triton X-100)
foi adicionado na proporgao de 30 vezes maior que a massa da amostra e armazenadas
no gelo. A homogeneizagdo das amostras foi realizada de forma mecanica com o
Polytron (KINEMATICA PT1600 E) em 3 ciclos de 30 segundos a 30.000 RPM cada ou até
gue ndo houvesse particulas sélidas no homogenato. Estas amostras foram mantidas no
gelo sob agitacdo leve na mesa agitadora oscilante (TECNAL TE-143) por 1hora para a
atuacdo do tampado de lise. Em seguida as amostras foram submetidas a centrifugacao
(Hettich Micro 200R) por 20 minutos a 14.000 RPM, o sobrenadante foi aliquotado,

identificado e armazenado em freezer a -209C até sua utilizacao.

A determinacgdo da concentracdo de proteinas totais foi realizada através do ensaio
de Bradford (BioRad Protein Assay Solution #5000006). Uma aliquota de cada amostra
do lobo anterior da prdstata extraida foi diluida (1:30) em agua destilada e adicionada
em triplicata em uma microplaca de 96 pogos, juntamente com a curva padronizada de
soro albumina bovina (BSA). O reagente de Bradford foi diluido (1:4) em agua destilada
e 200 microlitros foram adicionados em cada poco. A leitura da microplaca foi realizada

com ondas de 595nm pelo Synergy (Biotek H1). O valor de concentracdo de proteinas
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totais de cada amostra foi obtido substituindo os valores médios de absorbancia das
amostras na equacao de ajuste linear e multiplicando pelo fator de diluicdo das

amostras.

O fracionamento de proteinas foi realizado através da eletroforese em gel de SDS-
Poliacrilamida (SDS-PAGE), composto por dois géis: Stacking [49% Tampado - 50mM Tris,
4mM EDTA e 2% SDS (Sodium Dodecyl Sulfate); 4,4% Acrilamida, 37% d&gua, 2,4%
TEMED, 2,4% APS (Persulfato de Amonio)] e o Resolving [58% Tampao - 750mM Tris,
4mM EDTA e 2% SDS (Sodium Dodecyl Sulfate); 8 a 15% Acrilamida, 24% a 3% agua, 1,8%
TEMED, 0,16% APS (Persulfato de Amonio). A polimerizagdo dos géis foi realizada no
cassete de 1,5mm de espessura formado pelas placas de vidro pequena e espacadora
(Biorad Mini-Protean™ Spacer Plates #1653312 e Short Plates #1653308). O
correspondente a 50 microgramas de proteinas por amostra foi mesclado (1:1) com
tampao de Laemmli 3X (100mM Tris-HCI pH 6.8; 10% B-mercaptoetanol, 4% SDS e 20%
glicerol), incubadas em banho seco a 1002C por 5 minutos e aplicado em seus
respectivos pocos no gel Stacking. Os géis foram colocados na cubeta de eletroforese
(Biorad Mini-Protean™ Tetra Vertical Electrophoresis Cell) juntamente com o Tampao de
corrida (7,4% Tris, 0,3% EDTA, 0,4% SDS e 11,4% Glicina) e submetidos a uma corrente
elétrica de 30V por 30 minutos e posteriormente a 100V até o final da eletroforese

(Biorad Power™ Pac Basic).

Apds a eletroforese, o material foi transferido eletricamente (Biorad Mini Trans-
Blot® cell) para membranas de nitrocelulose de 0,45 micrémetros de espessura (Biorad
#1620115) a 120 V por 90 minutos a 42C submersas em tampao de transferéncia (0,3%
Tris, 0,02% SDS, 1,44% Glicina e 20% de metanol). As membranas foram bloqueadas com
BSA diluido em TBS-T por uma hora e incubadas overnight a 42C com os anticorpos
primdrios de interesse diluidos em BSA 1% (tabela 5). No dia seguinte, apds lavagem
com tampdo TBS-T, as membranas foram incubadas por 2 horas com os anticorpos
secundarios HRP conjugados diluidos em BSA 1% (tabela 5). Apds nova série de lavagens
com TBS-T, o nivel proteico foi detectado por captura (Syngene GeneGnome5) de

quimioluminescéncia (Thermo Scientific™ SuperSignal™).
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A quantificacao do nivel proteico em cada amostra foi realizada por densitometria
através do programa de andlise de imagens ImageJ (NIH). A B-actina foi utilizada como

controle enddgeno.

Tabela 5 — Anticorpos e diluicdes utilizados na localizagdo dos antigenos para AR, ERaq,
Prolactina, TGF-B, VEGF, a-Actina e B-Actina através da técnica de Western Blotting no lobo

anterior da préstata de camundongos TRAMP.

ANTIGENO
WESTERN BLOTTING
AR ER-a Prolactina TGF-p VEGF a-Actina B-Actina
Anticon Santa Cruz Santa Cruz Santa Cruz Santa Cruz Santa Cruz ABCAM Santa Cruz
Primérip: (Mouse) (Mouse) (Goat) (Rabbit) (Mouse) (Rabbit) (Mouse)
sc-7305 sc-71064 sc-7303 sc-146 sC-23462 ab5654 sc-81173
Diluigdo 1:350 1:350 1:350 1:1000 1:250 1:1000 1:500
Anti Promega Promega Santa Cruz Promega Promega Promega Promega
nticor
Secund;::} (Anti-Mouse) | (Anti-Rabbit) | (Anti-Goat) |(Anti-Rabbit) |(Anti-Mouse) | (Anti-Rabbit) |(Anti-Mouse)
W4a028 W4a01B sc-3851 W401B W402B W401B W4a028
Diluicio 1:3000 1:5000 1:3000 1:6000 1:5000 1:6000 1:5000

4.8. Analise Estatistica

Os parametros quantificados nas andlises de morfologia, imuno-histoquimica e
Western Blotting foram analisados estatisticamente para os diferentes grupos
experimentais. O grupo controle de 8 semanas de idade foi utilizado como parametro
de confirmac¢do da progressdao do adenocarcinoma de prdstata, desta maneira foi
aplicado Test-t para os grupos controle de 8 e 16 semanas (C8 e C16, respectivamente)
(ZAR; IRAVANI; LUHESHI, 1990). Anadlise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de
intervalo multiplo de Tukey foi aplicado para os grupos controle (C16 e CH) e tratados

(JC e JH) (ZAR; IRAVANI; LUHESHI, 1990; MONTGOMERY, D.C., 1991).

As analises foram realizadas através do software GrapPad Prism (versdo 5.0) com
nivel de significancia de 5% e os resultados foram apresentados como percentual médio
+ desvio padrdo. A porcentagem comparativa de aumento ou diminuicdo de lesdes,

imunoreatividade e nivel proteico entre os grupos experimentais se deu através da
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divisdo entre a média do grupo de interesse e seu respectivo grupo controle,

subtraindo-se 1.

5. RESULTADOS

5.1. ANALISE MORFOLOGICA E MORFOMETRICA ATRAVES DE MICROSCOPIA DE LUZ

As andlises morfoldgicas no grupo C8 demonstraram predominancia de tecido
glandular sauddvel no lobo anterior da préstata, sendo esta incidéncia de 64,4% (Grafico
1.1A). A progressao da idade promoveu reducdo de 20% (p<0,01) de tecido epitelial
saudavel, se comparado ao grupo controle de 16 semanas de idade (C16), indicando a
progressao de lesdes intraepiteliais pré-neoplasicas conforme o avanco da idade (grafico
1.1A). O grupo controle de 8 semanas de idade é um parametro utilizado no presente
estudo para confirmacdo da progressao das lesdes pré-neopldsicas com o avango da
idade, sendo comparavel apenas com o grupo controle de 16 semanas de idade (C16),

ndo estando presente na analise estatistica entre os grupos tratados.

O tecido glandular do lobo anterior da préstata saudavel é composto por acinos
revestidos por células colunares secretoras, com nucleo de localizagdo
predominantemente central e nucléolo evidente, entremeadas por células basais de
forma piramidal, dispostas de forma descontinua. Os acinos glandulares do lobo anterior
da préstata foram caracterizados pela presenca de pregueamento da mucosa glandular,
apresentando epitélio secretor projetando-se em direcao ao lumen glandular.
Circundando estes acinos, encontra-se delgado estroma prostatico, com a presenca de
fibras coldgenas, células musculares lisas, fibroblastos, além de vasos sanguineos na

periferia da glandula (Figura 6A).

LGPIN foi a lesdo predominante nos camundongos deste grupo, quando
comparada as demais alteragdes identificadas, representando 30,4%, caracterizada pela
estratificacdo de células epiteliais prostaticas, apresentando duas ou mais fileiras de
células (Grafico 1.2A e Figuras 6B e 6D). A HGPIN apresentou proliferacdo e aglomeracao
de células epiteliais com nucleo aparentemente aumentado em relacdo ao citoplasma,

além de projecao papilar das células hiperplasicas em direcdo ao limen com
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conformacgdo cribriforme, sem a presenca de estroma entre as fileiras de células

epiteliais, representando incidéncia de 2,8% (Grafico 1.3A e Figura 6C).

Além disso, focos de adenocarcinoma bem diferenciado foram encontrados, os
guais se caracterizaram pela descontinuidade da membrana basal e pela invasdo de
células epiteliais em direcdo ao estroma prostatico, sendo sua incidéncia de 2,4%
(Gréfico 1.4A e Figura 6C). Também, alteracGes ndo pronunciadas no estroma associado
a ambas lesdes foram observadas como aumento aparente no niumero de fibroblastos

e, consequentemente, de fibras coldgenas.

As andlises morfoldgicas no grupo controle/16 semanas de idade (C16)
apontaram incidéncia de 52% de tecido glandular sauddvel no lobo anterior da prdstata
(figura 7C e 7D), sendo, portanto, 20% (p<0,01) menor em relacdo aos animais de 8

semanas (grafico 1.1A).
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GRAFICO 1 -Incidéncia de diferentes lesdes morfoldgicas pré-neoplasicas e neoplasicas em camundongos
TRAMP. Percentual de drea tecidual (1) sem lesdo, (2) com lesdo prostatica de baixo grau (LGPIN), (3) lesdo
prostatica de alto grau (HGPIN) e (4) adenocarcinoma bem diferenciado (WDA). (A) t-test; (B) ANOVA e
Tukey. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais e seus respectivos

grupos controle (Nivel de significancia: p<0,05).
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FIGURA 6 — Fotomicrografias do lobo anterior da préstata de camundongos TRAMP de 8 semanas de idade

(C8). A) Tecido glandular saudavel. Presenca de epitélio secretor simples e mucosa pregueada com células
colunares de nucleo central (EP); limen contendo secrecdo glandular (L); estroma localizado entre os
acinos e o epitélio pregueado (ES); B) estratificagcdo de células epiteliais, caracteristica da lesdo intraepitelial
prostatica (PIN) de baixo grau (LGPIN); C) projecGes papilares de conformacdo cribriforme caracteristicas
da lesdo intraepitelial prostatica (PIN) de alto grau (HGPIN) e descontinuidade da membrana basal, além
da ocorréncia de células epiteliais no estroma, caracterizando do adenocarcinoma bem diferenciado
(WDA). Presenca de células hipertrofiadas, com perda da polaridade celular caracterizada pela presenca de
nucleo basal no acino alterado; D) NIP de baixo grau em maior aumento (LGPIN). Coloragdo: Hematoxilina

e Eosina. (Aumento de 40X).
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Com relagGes as lesdes apresentadas, predominancia de NIP de baixo grau foi
verificada neste grupo, representando 31,5% do tecido analisado (grafico 1.2B e figura
7C). Ainda, focos de NIP de alto grau (gréfico 1.3B e figura 7A e 7D) e adenocarcinoma
bem diferenciado (gréfico 1.4B e figura 7B) foram encontrados, sendo a incidéncia de
13,5% e 3%, respectivamente. Quanto ao estroma glandular, hipertrofia foi identificada
com espessamento de fibras colagenas, além de aumento aparente no numero de
fibroblastos (figura 7B). Tal hipertrofia foi identificada, particularmente, em regides

préximas as lesdes epiteliais.

FIGURA 7 — Fotomicrografias do lobo anterior da prdstata de camundongos TRAMP de 16 semanas de idade

(C16). A) ProjecGes papilares de conformagao cribriforme, caracteristicas da lesdo intraepitelial prostatica
(PIN) de alto grau (HGPIN) ocupando o limen acinar; B) descontinuidade da membrana basal, além da
ocorréncia de células epiteliais no estroma (*), caracteristico do adenocarcinoma bem diferenciado (WDA),
presenca do epitélio secretor simples e pregueado da mucosa com células colunares de nucleo central (EP),
limen contendo as secregGes do epitélio (L), estroma hipertrofiado localizado entre os 4cinos e o epitélio
pregueado (ES); C) estratificacdo de células epiteliais, caracterizando intraepitelial prostatica (PIN) de baixo
grau (LGPIN); D) epitélio secretor simples e pregueado da mucosa com células colunares de nucleo central
(EP) e projegGes papilares de conformacdo cribriforme caracteristicas da lesdo intraepitelial prostatica (PIN)

de alto grau (HGPIN) ocupando o limen acinar. Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. (Aumento de 40X).
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As andlises morfoldgicas no grupo controle hiperlipidico/16 semanas de idade
(CH) demonstraram incidéncia de 38% do tecido glandular saudavel no lobo anterior da
prostata (grafico 1.1A). Ainda, eventuais areas de atrofia foram encontradas no epitélio
saudavel, caracterizado pela presenca de células cubicas e epitélio ndo pregueado

(figuras 8A e 8E).

Com relagdes as lesdes apresentadas, predominancia de NIP de alto grau foi
verificada neste grupo, representando 31,6% do tecido analisado (grafico 1.3B; figuras
7A, 7D e 7F). Ainda, focos de NIP de baixo grau (figura 8B) e adenocarcinoma bem
diferenciado (figuras 8B e 8E) foram encontrados, sendo a incidéncia de 26% e 5%,

respectivamente (graficos 1.2B e 1.4B).

Comparando a incidéncia de lesdes encontradas neste grupo com o grupo C16,
aumento significativo de 126% (p<0,01) foi verificado para a lesdo NIP de alto grau, e
embora ndo significativo aumento de 54% foi verificado para o adenocarcinoma bem
diferenciado. O estroma prostdtico apresentou-se hipertrofico e hiperplasico, sendo
observado aumento aparente do nimero de fibroblastos e componentes estromais,

como fibras colagenas e musculares préximo das areas lesionadas.

As analises morfoldgicas no grupo tratado com Jabuticaba/16 semanas de
idade demonstraram incidéncia de 59% do tecido glandular saudavel no lobo anterior
da prostata (grafico 1.1B; figura 9C, 9D e 9F). Areas de hipertrofia estromal foram
verificadas nas regides ao redor do epitélio saudavel, caracterizado por aparente
aumento dos componentes estromais, como fibras musculares, coldgenas e fibroblastos

(figuras 9A, 9B, 9C).

Com relagGes as lesGes apresentadas, predominancia de NIP de baixo grau foi
verificada neste grupo, representando 31% do tecido analisado (grafico 1.2B). Ainda,
focos de NIP de alto grau e adenocarcinoma bem diferenciado foram encontrados,

sendo a incidéncia de 8% e 2%, respectivamente (grafico 1.3B e 1.4B; figura 9E).



FIGURA 8 - Fotomicrografias do lobo anterior da prdstata de camundongos TRAMP de 16 semanas de idade
tratados com dieta hiperlipidica (CH). A) Epitélio secretor simples atrofiado (*) e proje¢Oes papilares de
conformacdo cribriforme caracteristicas da lesdo intraepitelial prostatica (PIN) de alto grau (HGPIN), ocupando
o limen acinar; B) descontinuidade da membrana basal, caracteristico do adenocarcinoma bem diferenciado
(WDA); C) presenca o epitélio secretor simples e mucosa pregueada com células colunares de nucleo central (EP)
e estratificacdo celular caracteristica da lesdo intraepitelial prostatica (PIN) de baixo grau (LGPIN); D) projeg¢des
papilares caracteristicas da lesdo intraepitelial prostética (PIN) de alto grau (HGPIN) ocupando o Iimen acinar
(L); E) descontinuidade da membrana basal e extravasamento de células epiteliais no estroma, caracteristico do
adenocarcinoma bem diferenciado (WDA), estroma localizado entre os acinos (ES), Iimen contendo as secregdes
do epitélio (L) e o epitélio secretor simples atrofiado (*); F) estratificagdo celular caracteristica da lesdo
intraepitelial prostatica (PIN) de baixo grau (LGPIN), projecGes papilares de conformagdo cribriforme
caracteristicas da lesdo intraepitelial prostatica (PIN) de alto grau (HGPIN) ocupando o Iimen acinar e o estroma

localizado entre os acinos (ES). Coloracdo: Hematoxilina e Eosina. (Aumento de 40X).
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FIGURA 9 — Fotomicrografias lobo anterior da préstata de camundongos TRAMP de 16 semanas de idade tratados

com extrato de jabuticaba (JC). A) Hipertrofia do epitélio secretor simples e mucosa pregueada com células
colunares de nucleo central (*), limen contendo as secre¢ées do epitélio (L) e estroma hipertrofiado localizado
entre os acinos (ES); B) hipertrofia do estroma (ES); C) presenca de epitélio secretor simples e mucosa pregueada
com células colunares de nucleo central (EP) e estroma hipertrofiado localizado em torno dos &acinos (ES); D)
presenca de epitélio secretor simples e mucosa pregueada com células colunares de nucleo central (EP), limen
contendo secregdes (L) e estroma localizado em torno dos acinos (ES); E) descontinuidade da membrana basal e
extravasamento de células epiteliais no estroma, caracteristico do adenocarcinoma bem diferenciado (WDA),
proliferagdo celular caracteristica da lesdo intraepitelial prostatica (PIN) de alto grau (HGPIN); F) presenga o
epitélio secretor simples e mucosa pregueada com células colunares de ntcleo central (EP), Iimen contendo as
secregdes do epitélio (L) e estroma localizado em torno dos dacinos (ES). Coloragdo: Hematoxilina e Eosina.

(Aumento de 40X).
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Comparando a incidéncia de lesGes encontradas neste grupo com o grupo
controle de 16 semanas (C16), diminuicdo significativa de 40% (p<0,01) foi verificada
para a lesdao NIP de alto grau, associado a diminui¢do da incidéncia de adenocarcinoma

bem diferenciado, nao significativa.

FIGURA 9 — Fotomicrografias do lobo anterior da prostata de camundongos TRAMP de 16 semanas de

idade tratados com dieta hiperlipidica e extrato de Jabuticaba (JH). A) Presenca de epitélio secretor simples
hipertrofiado (*); B) epitélio secretor simples e mucosa pregueada com células colunares de nucleo central
(EP), estratificacdo celular caracteristica da lesdo intraepitelial prostatica (PIN) de baixo grau (LGPIN); C)
epitélio secretor simples e mucosa pregueada com células colunares de nucleo central (EP), estratificagdo
celular caracteristica da lesdo intraepitelial prostatica (PIN) de baixo grau (LGPIN) e estroma localizado
entre os acinos (ES); D) proliferacdo celular caracteristica da lesdo intraepitelial prostatica (PIN) de alto
grau (HGPIN), ocupando o limen acinar e o estroma localizado entre os acinos (ES). Coloragdo:

Hematoxilina e Eosina. (Aumento de 40X).
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As analises morfolégicas no grupo tratado com Jabuticaba e a dieta
hiperlipidica/16 semanas de idade demonstraram incidéncia de 57% do tecido glandular
sauddvel no lobo anterior da préstata (grafico 1.1B; figura 10A e 10B). Areas de
hipertrofia estromal foram encontradas ao redor de mucosa revestida por epitélio
saudavel (figura 10A e 10D).

Com relacOes as lesdes apresentadas, predominancia de NIP de baixo grau foi
verificada neste grupo, representando 30,4% do tecido analisado (grafico 1.2B; figura 9B
e 10C). Ainda, focos de NIP de alto grau e adenocarcinoma bem diferenciado (figura
10D) foram encontrados, sendo a incidéncia de 11,2% e 1,4%, respectivamente (grafico
1.3B e 1.4B).

Comparando a incidéncia de lesGes encontradas neste grupo com o grupo
controle hiperlipidico de 16 semanas (CH), diminuicao de 64% (p<0,01) foi identificada

para as lesdes NIP de alto grau.
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5.2. IMUNOHISTOQUIMICA E QUANTIFICACAO PROTEICA PARA a-ACTINA, RECEPTOR
DE ANDROGENO (AR) E ESTROGENO (ERa), PROLACTINA, FATOR
TRANSFORMANTE BETA (TGF-B), FATOR DE CRESCIMENTO ENDOTELIAL
VASCULAR (VEGF), INDICE PROLIFERATIVO (PCNA) NOS DIFERENTES GRUPOS
EXPERIMENTAIS

5.2.1. DETERMINACAO DO iNDICE PROLIFERATIVO ATRAVES DA IMUNOMARCACAO
DE PCNA

Imunomarcacdo positiva para determinacdo da proliferacdo celular foi
observada no nucleo de células epiteliais (figura 11). Nos grupos C8 e C16,
imunomarcacgao nuclear foi verificada nos focos isolados de proliferacao no epitélio com
frequéncia relativa de 3% e 5%, respectivamente, caracterizando aumento de 38%

conforme avanco da idade (grafico 2.A).

O consumo da HFD promoveu aumento significativo de 140% (p<0,01) da
proliferacdo celular no epitélio em relacao ao grupo C16, com frequéncia relativa de
12,2% (grafico 2.B). No grupo JH, a imunoreatividade de PCNA tem prevaléncia em
acinos com lesdes epiteliais de baixo e alto grau, confirmando a caracterizagdo
morfoldgica. Também, alteracdo numeérica, porém nao significativa estatisticamente da
imunoreatividade dos nucleos das células estromais, préximo de acinos com lesdes
proliferativas de alto, baixo grau e também de regides com a presenca de

adenocarcinoma bem diferenciado foi observado (Figura 11C e 11D).

O tratamento com o extrato da casca da Jabuticaba promoveu reducao
significativa da proliferacdo celular de 52% (p<0,01) no grupo JH se comparado com o
grupo CH. J3, alteracdes na proliferacdo celular ndo foram evidenciadas no grupo JC em
relacdo ao seu respectivo grupo controle (C16) (grafico 2.B). Comparando o tecido
prostatico dos grupos tratados e seus respectivos controles, é possivel observar que nos

grupos tratados as imunomarcagbes em nucleos celulares isolados foram
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predominantes enquanto nos grupos controles essas encontravam-se em focos

isolados.

FIGURA 11 — Imunoreatividade positiva para Antigeno Nuclear de Prolifera¢do Celular (PCNA) nas células
epiteliais (setas) e células musculares estromais (asterisco) do lobo anterior da préstata de camundongos
TRAMP dos grupos: A) Grupo controle/8 semanas de idade (C8); B) Grupo controle/16 semanas de idade
(C16); C e D) Grupo controle hiperlipidico/16 semanas de idade (CH); E) Grupo tratado com Jabuticaba (JC);

F) Grupo hiperlipidico tratado com Jabuticaba (JH). EP: Epitélio; ES: Estroma; L: Limen.



Pagina |53

(Y- ® ..
3 3
- =
= =
z 104 4
-t -t
a @
-1 ] k-1
s bt b
E 8 z b
E 5‘ E — —
& b &
[} =
3 =
E ] E
0 -
& d@ (..'& b‘b ® i‘b

GRAFICO 2 - Frequéncia relativa de PCNA no epitélio do lobo anterior da préstata de camundongos TRAMP
dos diferentes grupos experimentais. (A) t-test; (B) ANOVA e Tukey. Letras diferentes indicam diferenca

estatistica entre os grupos experimentais e seus respectivos grupos controle (Nivel de significancia: p<0,05).
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5.2.2. a-ACTINA

Imunomarcagdo positiva para a-actina foi observada ao redor dos acinos com
frequéncia equivalente a 50% a 70% do estroma prostatico nos grupos experimentais

(figura 12).

O consumo da HFD e o tratamento com a Jabuticaba ndo promoveram
alteragdes significativas na frequéncia da imunomarcagao de a-actina no estroma dos

grupos experimentais (grafico 3.2B).

As andlises dos niveis proteicos desta proteina, através da técnica de Western
Blotting, confirmaram que nao houve variagées significativas da proteina a-actina com

o consumo da HFD ou o tratamento com ECJ (grafico 3.1B e 3.1C).
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GRAFICO 3 - Quantificagdo de nivel proteico de a-actina (1) — Densidade relativa de niveis proteicos de a-
actina em relagdo a B-Actina, como controle endégeno (A-C); Frequéncia de Imunoreatividade positiva
para a-actina (2) em relagdo ao estroma no lobo anterior da préstata de camundongos TRAMP dos
diferentes grupos experimentais (A e B). (A) t-test; (B) ANOVA e Tukey. Letras diferentes indicam diferenca

estatistica entre os grupos experimentais e seus respectivos grupos controle (Nivel de significancia: p<0,05).
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FIGURA 12 — Imunoreatividade positiva de a-actina no lobo anterior da préstata de camundongos TRAMP
dos grupos: A) Grupo controle/8 semanas de idade (C8); B) Grupo controle/16 semanas de idade (C16); C)
Grupo controle hiperlipidico/16 semanas de idade (CH); D) Grupo tratado com Jabuticaba (JC); E) Grupo

hiperlipidico tratado com Jabuticaba (JH). EP: Epitélio; ES: Estroma; L: Limen.
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5.2.3. RECEPTOR DE ANDROGENO (AR)

O avanco da idade ndao promoveu diferencas significativas no nivel proteico de
AR no grupo controle de 16 semanas (C16) quando comparado ao grupo controle de 8
semanas (C8). Entretanto, aumento percentual de 30% no nivel proteico de AR foi
observado no grupo C16, se comparado ao C8, indicando a tendéncia de aumento do

mesmo com o avango da idade.

O consumo da HFD promoveu aumento significativo de 59% (p<0,01) nos niveis
proteicos de AR em relacdo ao grupo controle de 16 semanas de idade (C16), com

frequéncia relativa de 76%.

O tratamento com o extrato da casca da Jabuticaba promoveu diminuicdo
significativa do nivel proteico de AR de 53% (p<0,01) e 34% nos grupos experimentais
gue consumiram a dieta hiperlipidica (JH) e a normolipidica (JC), respectivamente, se
comparado com os seus respectivos grupos controle hiperlipidico (CH) e controle

normolipidico (C16) (grafico 4.B).
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GRAFICO 4 - Quantificagdo de nivel proteico de Receptor de Andrégeno (AR) no epitélio do lobo anterior
da prostata de camundongos TRAMP dos diferentes grupos experimentais (A-B). Densidade relativa de
niveis proteicos de AR em relagdo ao controle enddgeno- B-Actina (C). (A) t-test; (B) ANOVA e Tukey. Letras

diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais (Nivel de significancia: p<0,05).
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5.2.4. RECEPTOR DE ESTROGENO ALPHA (ERq)

Imunomarcagdo positiva para receptor nuclear de estrégenos alpha (ERa) foi
encontrada isoladamente em nucleos e no apice citoplasmatico de células epiteliais nos
grupos controles (Figura 13.A e 13.B). Nos grupos experimentais C8 e Cl16,
imunomarcacao nuclear foi verificada em focos isolados de proliferacdo no epitélio com

frequéncia relativa de 2,9% e 3,7%, respectivamente (grafico 6.2A).

A progressao da idade ocasionou aumento significativo da frequéncia relativa
do receptor de ERa de 51% no citoplasma de células epiteliais (figura 13.B e grafico
6.3A). O estroma foi o compartimento que apresentou maior aumento percentual
significativo de 184% (p<0,01) no grupo C16 se comparado ao grupo controle C8, com
frequéncia relativa de 3,4% (grafico 6.4A). Entretanto, aumento percentual ndo
significativo de 29% foi verificado no nucleo de células citoplasmaticas do grupo C16, se
comparado com seu grupo controle (C8) com frequéncia relativa de 3,9%, indicando a

tendéncia de aumento do mesmo com o avango da idade (grafico 6.2A).

Em relagdo aos niveis proteicos, a progressao da idade ocasionou aumento
significativo do receptor de ERa de 42% (p<0,01) no grupo C16, quando comparado ao

seu grupo controle C8, o qual apresentou frequéncia relativa de 61% (grafico 5A).

O consumo da HFD ndo promoveu alteragdes significativas na frequéncia
relativa dos compartimentos estromais ou nos niveis proteicos do receptor de ERa entre
os grupos CH e C16 (graficos 5B, 6.1B, 6.2B, 6.3B, 6.4B e figura 12C). Contudo, aumento
percentual nos niveis proteicos de 15% foi verificado, indicando tendéncia de aumento

do mesmo com o consumo da HFD (gréfico 5B).

O consumo do extrato da casca da Jabuticaba ndo promoveu diminuicdo na
frequéncia relativa dos compartimentos estromais ou nos niveis proteicos do receptor
de ERa com o avanco da idade ou com o consumo da dieta hiperlipidica, se comparando
os grupos JC e JH com seus respectivos grupos controle, C16 e CH (graficos 5B, 6.1B,

6.2B, 6.3B, 6.4B).
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FIGURA 13 — Imunoreatividade positiva para Receptor de Estrégenos (ERa) no epitélio (nucleo: seta

branca; citoplasma: seta preta) e células musculares estromais (nucleos e citoplasma: asterisco) do lobo
anterior da préstata de camundongos TRAMP dos grupos: A) Grupo controle/8 semanas de idade (C8); B)
Grupo controle/16 semanas de idade (C16); C) Grupo controle hiperlipidico/16 semanas de idade (CH); D)
Grupo controle hiperlipidico/16 semanas de idade (CH) destacando marcagdo positiva para ERa no epitélio
proliferativo com lesGes pré-neoplasicas de alto grau (HGPIN); E) Grupo tratado com Jabuticaba (JC); F)

Grupo hiperlipidico tratado com Jabuticaba (JH). EP: Epitélio; ES: Estroma; L: Lumen.
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GRAFICO 5 - Quantificagdo de nivel proteico do Receptor de Estrégeno alpha (ERa) no lobo anterior da

prostata de camundongos TRAMP dos diferentes grupos experimentais (A e B). Densidade relativa de niveis

proteicos de ERa em relagdo ao controle enddgeno- B-Actina (C). (A) t-test; (B) ANOVA e Tukey. Letras

diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais (Nivel de significancia: p<0,05).
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GRAFICO 6 —Frequéncia de Imunoreatividade positiva para Receptor de Estrégeno alpha - ERa (1-4) nos

diferentes compartimentos prostaticos: frequéncia relativa total (1), nuclear (2), citoplasmatica (3) e

estromal (4) do lobo anterior da préstata de camundongos TRAMP dos diferentes grupos experimentais.

(A) t-test; (B) ANOVA e Tukey. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais

e seus respectivos grupos controles (Nivel de significancia: p<0,05).
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5.2.5. PROLACTINA

O avancgo da idade promoveu aumento significativo de 56% (p<0,01) nos
niveis proteicos de prolactina no tecido prostatico do grupo controle C16, quando

comparado ao seu grupo controle C8 (grafico 7.A).

O consumo da HFD promoveu aumento de 63% (p<0,01) nos niveis proteicos
de prolactina no tecido prostatico anterior dos camundongos TRAMP em relagdo ao

grupo controle C16, com frequéncia relativa de 39% (grafico 7.B).

O consumo do extrato da casca da Jabuticaba promoveu reducdo significativa
dos niveis proteicos de prolactina de 60% (p<0,01) quando associado ao consumo de
HFD, se comparado ao controle hiperlipidico (CH), com frequéncia relativa de 32%
(grafico 7.B). Em contrapartida, o extrato da casca de Jabuticaba ndo promoveu
alteragdes significativas quando associado a dieta normolipidica, na comparacdao com o

seu respectivo grupo controle (C16) (Grafico 7.B).
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GRAFICO 7 - Quantificagdo de nivel proteico de Prolactina no lobo anterior da préstata de camundongos
TRAMP dos diferentes grupos experimentais (A-B). Densidade relativa de niveis proteicos de Prolactina em
relagdo a B-Actina, como controle enddgeno (C). (A) t-test; (B) ANOVA e Tukey. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica entre os grupos experimentais e seus respectivos grupos controles (Nivel de

significancia: p<0,05).
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5.2.6. FATOR DE CRESCIMENTO VASCULAR ENDOTELIAL (VEGF)

O avanco da idade nos camundongos TRAMP com 16 semanas de idade (C16)
ndo promoveu diferencas significativas nos niveis proteicos de VEGF se comparado ao

grupo controle C8 (grafico 8.A).

O consumo da HFD promoveu aumento significativo de 114% (p<0,01) nos
niveis proteicos de VEGF no tecido prostatico em relagao ao grupo controle C16, tendo

esse Ultimo frequéncia relativa de 61% (grafico 8.B).

O consumo do extrato da casca da Jabuticaba no grupo JH, promoveu
diminuicdo de 43% (p<0,01) dos niveis proteicos de VEGF, quando comparado ao
respectivo grupo CH, apresentando esse ultimo grupo frequéncia relativa de 131%
(grafico 8.B). Em contrapartida, o extrato da casca de Jabuticaba ndo promoveu
alteragdes significativas quando associado a dieta normolipidica, na comparagdo com o

seu respectivo grupo controle (C16) (grafico 8.B).
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GRAFICO 8 - Quantificagdo de nivel proteico de Fator de Crescimentos Vascular Endotelial (VEGF) no lobo
anterior da prdstata de camundongos TRAMP dos diferentes grupos experimentais (A-B). Densidade
relativa de niveis proteicos de VEGF em relagdo a B-Actina, como controle endédgeno (C). (A) t-test; (B)
ANOVA e Tukey. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais e seus

respectivos grupos controles (Nivel de significancia: p<0,05).
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5.2.7. RECEPTOR 3 DO FATOR DE CRESCIMENTO DE FIBROBLASTICO (FGFR3)

Imunoreatividade positiva para FGFR3 foi observada em nucleos celulares
epiteliais isolados e dapice citoplasmatico de células epiteliais no lobo anterior da
prostata de camundongos TRAMP (figura 14A e 14B). No estroma, imunoreatividade
para FGFR3 foi observada no nucleo e citoplasma de células musculares lisas da camada

fibromuscular do estroma do lobo anterior da préstata (figura 14B e 14D).

O avanc¢o da idade ndao promoveu alteragdes significativas na frequéncia
relativa da imunoreatividade total de FGFR3 nos camundongos TRAMP de 16 semanas
de idade (C16) se comparado com seu grupo controle C8 (grafico 9.1A). Entretanto,
dentre os compartimentos prostdticos, o citoplasma foi o que apresentou maior
aumento percentual significativo (45%) no grupo controle C16 se comparado ao grupo

controle C8, com frequéncia relativa de 7,6% (grafico 9.2A).

O consumo de HFD ndo promoveu alteragdes significativas na frequéncia
relativa da imunoreatividade total de FGFR3 no tecido prostatico de camundongos

TRAMP, quando comparado com seu respectivo controle C16 (grafico 9.1B).

O tratamento com o extrato da casca da Jabuticaba ndo promoveu alteracoes
significativas na frequéncia relativa da imunoreatividade total de FGFR3 no tecido
prostatico de camundongos TRAMP nos grupos que consumiram a dieta hiperlipidica
(JH) ou a normolipidica (JC), quando comparado com seus respectivos grupos controles

(CH e C16) (grafico 9.1B).

Entretanto, aumento numérico ndo significativo de 65% e 39% foram
observados no estroma dos grupos JC e JH, respectivamente, quando comparado com
seus grupos controles (C16 e CH, respectivamente), indicando a tendéncia de aumento

do mesmo com o tratamento do ECJ (grafico 9.4B).
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FIGURA 14 — Imunoreatividade positiva para Receptor 3 de Fatores de Crescimento Fibroblasticos (FGFR3)

no epitélio (nucleo: seta branca; citoplasma: seta preta) e células musculares estromais (nucleos e
citoplasma: asterisco) do lobo anterior da préstata de camundongos TRAMP dos grupos: A) Grupo
controle/8 semanas de idade (C8); B) Grupo controle/16 semanas de idade (C16); C) Grupo controle
hiperlipidico/16 semanas de idade (CH); D) Grupo controle hiperlipidico/16 semanas de idade (CH)
destacando marcagdo positiva para FGFR3 no epitélio proliferativo com lesdes pré-neoplasicas de alto grau
(HGPIN); E) Grupo tratado com Jabuticaba (JC); F) Grupo hiperlipidico tratado com Jabuticaba (JH). EP:

Epitélio; ES: Estroma; L: Limen; HGPIN: lesdo pré-neoplasica de alto grau.
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GRAFICO 9 - Frequéncia de imunoreatividade positiva para FGFR3 (1-4) nos diferentes compartimentos
prostaticos: frequéncia relativa total (1), nuclear (2), citoplasmatica (3) e estromal (4) do lobo anterior da
prostata de camundongos TRAMP dos diferentes grupos experimentais. (A) t-test; (B) ANOVA e Tukey.
Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos experimentais e seus respectivos grupos

controles (Nivel de significancia: p<0,05).



5.2.8. FATOR DE CRESCIMENTO TRANSFORMANTE BETA (TGF-B)
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O avango da idade promoveu aumento significativo de 19% (p<0,01) nos niveis

proteicos de TGF-B no tecido prostdtico do grupo controle C16, quando comparado ao

seu grupo controle C8 com frequéncia relativa de 61% (grafico 10.A).

O consumo da HFD promoveu aumento significativo de 23% nos niveis proteicos

de TGF-B no tecido prostatico em relagdo ao grupo controle C16, apresentando esse

ultimo frequéncia relativa de 99% (p<0,

01).

O consumo do extrato da casca da Jabuticaba no grupo que consumiu dieta

hiperlipidica, promoveu diminuicdo significativa de 28% (p<0,01) dos niveis proteicos de

TGF-B se comparado ao seu grupo controle hiperlipidico (CH), apresentando esse ultimo

frequéncia relativa de 121% (Grafico 10
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GRAFICO 10 — Quantificagdo de nivel proteico de Fator de Crescimentos Transformante Beta (TGF-B) no

lobo anterior da préstata de camundongos TRAMP dos diferentes grupos experimentais (A-B). Densidade

relativa de niveis proteicos de TGF-f em relagdo a B-Actina, como controle enddgeno (C). (A) t-test; (B)

ANOVA e Tukey. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais (Nivel de

significancia: p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Nas andlises morfoldgicas do presente estudo, os grupos controles de 8 e 16
semanas apresentaram predominancia de tecido saudavel na prdstata anterior de
camundongos TRAMP, havendo diferenca numérica estatisticamente significativa de
10% entre os grupos, caracterizando o avanco de processos proliferativos com o
aumento da idade, confirmado pela imunomarcagao com PCNA. Também, o avanco da
idade promoveu aumento das lesGes proliferativas e alteragdes hormonais com

aumento dos niveis de ERa e Prolactina.

O grupo controle que consumiu HFD, com 35% de gordura, apresentaram
predominancia de tecido saudavel, com diferenca menor de 10% em relacdo a lesdo
predominante. Apesar deste grupo se apresentar saudavel, lesdes morfoldgicas
caracteristicas de HGPIN foram encontradas, além de focos de atrofia epitelial e
hipertrofia estromal. Comparando a incidéncia de lesGes encontradas neste grupo com
0 grupo controle de 16 semanas (C16), houve aumento significativo na proliferacdo
celular, como mostrado pela imunomarcacao de PCNA, e consequente aumento da
lesdo NIP de alto grau, e embora ndo significativo, também ocorreu a tendéncia de
aumento de adenocarcinoma bem diferenciado. Também, foi capaz de gerar alteracdes
enddcrinas no tecido prostatico ao promover aumento dos niveis proteicos dos
receptores androgénicos (AR) e de prolactina. No estroma, aumento nos niveis de VEGF,

FGFR3 nuclear e TGF-B estiveram presentes.

O TRAMP é um dos modelos para estudos de cancer de préstata que tem sido
frequentemente utilizado devido a sua semelhan¢a com o cancer que acomete humanos
guanto ao desenvolvimento, evolugcdo e marcadores moleculares envolvidos nos
diferentes estagios da doenca (GREENBERG et al., 1995; KIDO et al., 2019). Outros
fatores importantes sdo sua alta especificidade com o epitélio prostatico para
desenvolvimento da doenca, além desta se desenvolver num curto periodo de tempo,
aproximado de 10 a 20 semanas, e apresentar lesdes neopldsicas com caracteristicas
histolégicas progressivas e especificas de acordo com as semanas de vida do modelo

(BERMAN-BOOTY et al., 2012; GINGRICH et al., 1996; KIDO et al., 2019).
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O TRAMP apresenta lesGes intraepiteliais prostaticas de baixo grau (LGPIN)
entre 4 e 6 semanas de idade. Entre 6 e 10 semanas de idade ha a presenca de lesdes
intraepiteliais de alto grau (HGPIN), caracterizada pelo aumento da estratificagdo do
epitélio secretor apresentado em formas cribriformes. Ja entre 10 e 16 semanas de
idade é possivel encontrar descontinuidade da membrana basal e extravasamento de
células epiteliais para o liumen, caracterizando adenocarcinoma bem diferenciado.
Nesta faixa de idade, ha também desenvolvimento de hiperplasia e hipertrofia estromal.
Entre a 182 e a 242 semana, os camundongos ja apresentam tumores indiferenciados e

processos metastaticos (GINGRICH et al., 1999).

A préstata de camundongos é subdivida em pares de lobos, nomeados de
acordo com seu posicionamento ao redor da uretra, sendo: lobos ventral, dorsolateral
e anterior (ou glandula de coagulacdo). Dado as diferencas de ramificagcdes durante a
morfogénese, cada lobo tem caracteristicas histoldgicas e modulacdes hormonais
distintas (MARKER et al., 2003). O lobo anterior diverge dos outros lobos prostaticos aos
apresentar mucosa epitelial prostatica com maior taxa de pregueamento e baixa taxa
de progressao do adenocarcinoma de préstata (BERMAN-BOOTY et al., 2012; SUTTIE et
al., 2003).

Berman-Booty et al. (2012) observaram em seu estudo com camundongos
TRAMP de 18 e 24 semanas de idade, que nos lobos ventral, dorsal e lateral o
adenocarcinoma pouco diferenciado foi a lesdo de maior incidéncia (64,3%, 64,3% e
52,4%, respectivamente), enquanto no lobo anterior, 59,5% do epitélio prostatico ndo
apresentava lesdes pré-neopldsicas ou adenocarcinoma de prostata. Suttie et al. (2003),
ao propor esquema para caracteriza¢ao das lesdes pré-neoplasicas, observaram que o
desenvolvimento e progressdo das lesGes no lobo anterior ocorrem com menor
severidade e de maneira independente dos outros lobos prostaticos, caracteristica que

ja havia sido observada por Gingrich et al. (1996, 1999).

O lento desenvolvimento e progressao do adenocarcinoma de préstata no lobo
anterior pode ser observado ao comparar os resultados obtidos por Kido et al. (2016) e

Silva et al. (2018). As andlises morfoldgicas realizadas por Silva et al. (2018) no lobo
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anterior da préstata de camundongos TRAMP, demonstraram que com 8 semanas de
idade, 88% do epitélio prostatico de camundongos TRAMP era saudavel a lesdo
intraepitelial de baixo grau (LGPIN) foi a de maior incidéncia (10%). Com 12 semanas de
idade, 72% do epitélio prostatico se manteve sauddvel enquanto 20% deste apresentava
LGPIN, mantendo-se como a lesdo de maior incidéncia. Com 22 semanas de idade, 50%
do epitélio prostatico era sauddvel enquanto a lesdo intraepitelial de alto grau (HGPIN)
foi a de maior incidéncia (30%). J4, as analises morfoldgicas realizadas por Kido et al.
(2016) no lobo ventral da préstata de camundongos TRAMP demonstram que com 8
semanas de idade 40% do epitélio ventral prostatico permanecia saudavel, enquanto
50% deste apresentava LGPIN e 7% apresentava HGPIN. Com 12 semanas de idade,
apenas 20% do epitélio permanecia sauddvel, LGPIN e HGPIN tinham 40% e 25% de
incidéncia, respectivamente. Com 22 semanas de idade, menos de 5% do epitélio
glandular permanecia sauddvel, enquanto HGPIN apresentava 48% de incidéncia, o
adenocarcinoma diferenciado apresentava 6% de incidéncia e 60% dos camundongos

apresentavam adenocarcinoma indiferenciado.

Estudos realizados com os lobos prostaticos de camundongos TRAMP
confirmam os resultados obtidos por Silva et al. (2018) e Kido et al. (2016). Mateus et
al. (2019) verificaram predominancia de LGPIN (45%) e incidéncia de 30% de HGPIN no
lobo ventral de camundongos TRAMP com 18 semanas de idade. Pangrazi et al. (2018),
verificaram predominancia de LGPIN no grupo controle de 8 semanas e HGPIN nos
grupos controles de 12 e 16 semanas de idade no lobo dorsolateral. Ja Alves et al.,
(2018), verificaram predomindncia de tecido saudavel (96%) no lobo anterior da
prostata com diminuigdao de 30% na incidéncia com o aumento da idade, nos grupos

controle de 8, 12 e 16 semanas.

Em conjunto, os resultados destes estudos reafirmam a lenta progressdo das
lesdGes neoplasicas no lobo anterior, de menor agressividade, em comparag¢do com a
progressdo destas lesGes em outros lobos dos camundongos TRAMP. Entretanto, os
resultados deste estudo confirmam o avanco das lesGes neoplasicas com o aumento da

idade dos camundongos TRAMP, também no lobo anterior da prdstata.



Pagina | 69

A obesidade é uma doenga cronica ndao transmissivel com causas distintas. Os
maus habitos alimentares e alto consumo de alimentos gordurosos sao os principais
fatores que contribuem para o acumulo de gordura corporal e, consequentemente,
favorecem o surgimento e agravamento de quadros de sobrepeso e obesidade

(HUBERT, 1982; KOPELMAN, 2000).

Ainda, o acumulo de gordura visceral é conhecido por apresentar risco maior a
salde do que o acumulo geral de gordura, por ser capaz de produzir modifica¢cdes
hormonais e sistémicas podendo gerar inflamagdes locais, que contribuem para o
desenvolvimento de lesdes neoplasicas (BIRBACH et al., 2011; PONGCHAIYAKUL et al.,
2005; TOREN; MORA; VENKATESWARAN, 2013). Conforme o consumo e acumulo de
gordura no organismo, hd aumento na producdo e secrecao de citocinas e adipocinas
pro-inflamatérias (GREENFIELD; CAMPBELL, 2006; POWELL, 2007; SHANKAR et al.,
2012), gerando a ativagao e recrutamento de macréfagos e linfécitos, resultando nos
focos de processos inflamatdrios nos tecidos alvos (SHANKAR et al., 2012; YAMAUCHI;
ITO; MIYAJIMA, 2010). Estudos anteriores estabeleceram a relacdo entre o processo
inflamatdrio e o desenvolvimento do cancer de préstata (FUJITA et al., 2019; MATEUS

et al., 2019; PARIKESIT et al., 2016; SHANKAR et al., 2012).

O consumo de dieta rica em 30% de lipidios esta diretamente relacionado ao
aumento do desenvolvimento e progressao do cancer de préstata, além de diminuir a
sobrevivéncia dos camundongos TRAMP de 24 a 50 semanas de idade (CHO et al., 2015).
Hu et al. (2018) afirmaram que animais de 22 semanas que consumiram dieta rica em
40% de lipidios apresentaram adenocarcinoma pouco diferenciadas, se comparadas ao
grupo controle de mesma idade, além de alteragdes nos niveis de adipocinas e citocinas

de acordo com o periodo de consumo da dieta hiperlipidica.

Park et al. (2013) observaram que o consumo de uma dieta rica em 45% de
lipidios estava diretamente relacionado ao desenvolvimento e progressdo do cancer em
estdgios iniciais da doenca em camundongos TRAMP com 16 semanas de idade. Os
grupos experimentais que receberam a HFD, apresentaram diferenca significativa na

incidéncia de lesdes intraepiteliais prostaticas (PIN) de baixo e alto grau nos lobos lateral
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e dorsal, quando comparado aos grupos controle, enquanto os lobos anterior e ventral

também apresentaram um aumento nao significativo.

Em conjunto, estes resultados confirmam os achados deste presente estudo de
gue o consumo de HFD favoreceu o aumento da incidéncia de lesGes prostaticas,
agravando a progressao do cancer de prdstata em camundongos TRAMP. Apesar do
epitélio saudavel ser numericamente predominante neste grupo, lesées neopldsicas de
alto grau significativamente predominantes foram verificadas em relagdo as outras

lesdes, sendo sua incidéncia semelhante ao de epitélio saudavel.

Os andrégenos sdao hormonios esteroides os quais sdao produzidos, em sua
maioria, pelas células de Leydig, nos testiculos e secretado como testosterona. O
restante é produzido pelo cértex da glandula adrenal como dehidroepiandrosterona que
pode ser convertida em testosterona por outros tecidos (BRUCHOVSKY; WILSON, 1968;
QUIGLEY et al., 1995; SO; HURTADO-COLL; GLEAVE, 2003). A producdo de testosterona
pelos testiculos se da através do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal. O hormodnio
liberador de gonadotrofina secretado pelo hipotdlamo estimulard a secrecdo de
hormonio luteinizante (LH) pela glandula pituitaria. Esta, por sua vez, atua nas células
de Leydig, induzindo a producdo de testosterona. A producdo de testosterona é
regulada por feedback negativo através do horménio luteinizante via eixo gbnada-
hipotalamo-hipéfise (BRUCHOVSKY; WILSON, 1968; SO; HURTADO-COLL; GLEAVE,
2003).

A testosterona é o principal hormoénio androgénico circulante (MELMED et al.,
2016). No sangue, encontra-se associado a glicoproteina globulina ligadora de
hormonios sexuais (SHBG) e proteina albumina. A SHBG tem alta afinidade pela
testosterona, regulando a quantidade de testosterona disponivel para atuar nos tecidos.
Apenas 1% a 2% da testosterona circulante é encontrada dissolvida no soro. Nas células
prostaticas, esta testosterona circulante é convertida, pela enzima 5a-redutase tipo Il
(SRD5A2), em di-hidrotestosterona (DHT), em sua forma mais ativa e com maior
afinidade ao receptor de andrégenos (BRINKMANN et al., 1999; MELMED et al., 2016;
QUIGLEY et al., 1995).
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O receptor de andrégenos (AR) é membro da superfamilia de receptores
nucleares esterdide-tiredide-retindide. Apesar de sua ativacdo ocorrer também através
da testosterona, a di-hidrotestosterona (DHT) forma complexo de 3 a 10 vezes mais
estdvel e potente com o AR. Esta ativacdo promove modificacdo conformacional no AR,
resultando em formagao de complexos homodimeros que interagem com os elementos
responsivos aos andrdogenos (ARES, do inglés Androgen Response Elements) na regido
promotora dos genes alvos, ativando o aparato transcricional, estimulando ou inibindo
transcricdo dos genes alvo (BRUCHOVSKY; WILSON, 1968; HEINLEIN; CHANG, 2002;
MCKENNA; LANZ; O’MALLEY, 1999; ROY et al., 1998; SHIOTA et al., 2019).

Diversos mecanismos podem contribuir para a progressdo do cancer de
prdstata ao gerar as respostas bioldgicas dos andrégenos através da transativacdo de
seu receptor. Estudos anteriores mostram que fatores de crescimento e citocinas, como
IGF1, KGF e IL6 sdo capazes de aumentar a atividade dos receptores de andrégenos sem
a presenca deste hormonio (CHAN et al., 1998; CULIG et al., 1994; DIGIOVANNI et al.,
2000; HOBISCH et al., 1998).

Ishii et al. (2019) observaram que fibroblastos provenientes do estroma
tumoral, circundando as regidoes com adenocarcinoma de prdstata, secretam fatores
ativadores de AR, como EGF, IGF-1 e IL6 que preservam a sinalizacao deste receptor em
células de baixa sensibilidade aos andrégenos (E9 e E10, derivadas da LNCAP) apds a
terapia de privacao de andrégenos (ADT, do inglés androgen deprivation therapy). Xu et
al. (2015) ao analisarem camundongos TRAMP de 20 a 28 semanas de idade que
consumiram 40% de dieta hiperlipidica para andlises imuno-histoquimicas de IGF1,
observaram incidéncia de 80% e 74% de IGFla e IGF1pB, respectivamente. Comparando
com seus grupos controles que receberam dieta controle de 16% de lipidios, houve

aumento de 50% e 48%, respectivamente.

Em conjunto, os resultados destes estudos indicam que o consumo da dieta
hiperlipidica pode promover a progressdao do cancer de préstata através do
desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas através da sensibilizacdo da via de

sinalizacdo de andrégenos através dos receptores androgénicos, intensificando os



Pagina |72

efeitos bioldgicos relacionados a proliferagao celular, relacionados a agdo androgénica

na prostata.

Os andrégenos tém importante fungdao no desenvolvimento do cancer de
prdstata, entretanto, sabe-se que sozinhos sdo insuficientes para induzir a tumorigénese
(MCPHERSON et al., 2001). Bosland et al. (2000) observaram em camundongos Noble
gue o tratamento combinado de testosterona e estrégeno induzia o cancer de prdstata,
mas o tratamento com hormonios, separadamente, ndo culminava na mesma resposta
bioldgica. Resultados semelhantes foram observados por Wang & Wong (1998) e Leav
et al. (1989). Entretanto, proliferacao epitelial prostatica induzida por estrégenos é
aumentada apds tratamento com andrdégenos (LEAV et al., 1989), sugerindo que os
estrégenos atuem no inicio de processos malignos enquanto os andrdgenos atuam na

manutenc¢ao e desenvolvimento da doenga.

AlteracOes significativas na relacdo entre testosterona e estrégenos podem ser
relacionadas com o desenvolvimento de doencgas prostaticas. O desenvolvimento e
progressao do cancer de préstata ocorre com declinio dos niveis séricos de testosterona
durante o envelhecimento, apesar de ser uma doenga andrdogeno-dependente.
Conforme o envelhecimento, a sintese e os niveis séricos de testosterona diminuem,
entretanto, os niveis de estradiol permanecem inalterados ou aumentam com o avan¢o
da idade (BAULIEU, 2002; BORST; MULLIGAN, 2007; ELLEM; RISBRIDGER, 2010; HINZ,
2007; VERMEULEN et al., 2002).

Estrégenos sdo hormonios sexuais composto por estrona (E1), estradiol (E2) e
estriol (E2). Estas moléculas sdao hidrofdbicas e atravessam a membrana celular, se
ligando a receptores associados a membrana e receptores nucleares estrogénicos,
promovendo alteracdes na transcricdo e expressdo génica em diversos 6rgdos (DOBBS

et al,, 2019).

Os estrégenos sdo sintetizados a partir de um substrato androgénico, como a
testosterona, pela enzima aromatase (SANTEN et al.,, 2009; SIMPSON et al., 1994)
presente no tecido adiposo, glandula adrenal, testiculos e na prostata (BONKHOFF,

2018). Homens que apresentam sobrepeso e obesidade, apresentaram maior atividade
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da aromatase, convertendo irreversivelmente a testosterona para estradiol, resultando

em niveis séricos elevados de estrogénio (COHEN, 2008).

A utilizagdo de camundongos geneticamente modificados para a supressao
(knockout — ArKO) e pra superexpressdo (AROM+) de aromatase evidenciaram a
importancia da relacdo entre testosterona e estrégenos para a manutencdo de epitélio
saudavel. Em camundongos knockout para aromatase (ArKO), houve desenvolvimento
de hipertrofia e hiperplasia prostatica, mas ndao houve malignidade, reducdo na
incidéncia do cancer de préstata (RICKE et al., 2008). Em contrapartida, altos niveis de
estrégenos e baixos niveis de testosterona, promoveram o desenvolvimento de
processos inflamatérios com o envelhecimento e o surgimento de lesdes pré-
neopldsicas (ELLEM; RISBRIDGER, 2010). Estes dados confirmam a necessidade da

sintese e presenca de estrégenos para o desenvolvimento da doenca.

A sinalizacdo celular que desencadeara os efeitos estrogénicos na prdstata, sdo
resultados da interacdo deste hormoénio em receptores estrogénicos nucleares
especificos a e B (ERa, ERB) (CHRISTOFOROU; CHRISTOPOULOS; KOUTSILIERIS, 2014;
CUNHA; MATRISIAN, 2002; RISBRIDGER et al., 2003). Na préstata humana, o ERE é
encontrado no estroma, enquanto o ER[ é encontrado no epitélio (POWELL et al., 2012).
No nucleo, os genes para ERa e ERB estdo localizados em cromossomos diferentes
(WANG et al., 2005) e possuem efeitos biolégicos diferentes: ERa tem acdo oncogénica,
promovendo proliferacdo celular, processos inflamatério e o desenvolvimento de lesdes
pré-neoplasicas, por outro lado, o ERB possui acdo protetiva, anti-proliferativa, anti-
inflamatdria e potencial anti-carcinogénico (ELLEM; RISBRIDGER, 2010; KOWALSKA;
PIASTOWSKA-CIESIELSKA, 2016).

Ricke et al. (2008) observaram em camundongos Knockout para a expressao de
ER® que ndo desenvolveram cancer de prostata apds estimulagdo com testosterona ou
estrogenos, enquanto animais Knockout para a expressdo ERB, ndo apresentaram
diferencas em relacdo ao camundongo do tipo selvagem (KOWALSKA; PIASTOWSKA-
CIESIELSKA, 2016). Estudos observaram diminuicdo na frequéncia da expressao de ERP

em regides com lesdes neopldsicas malignas, se comparado com regides que
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apresentam lesGes benignas, confirmando sua agao anti-proliferativa (LATIL et al., 2001;

LEAV et al., 2001).

A obesidade promove resisténcia a insulina. O aumento compensatério dos
niveis de insulina, para manter o controle glicémico, aumenta a atividade da aromatase
e, consequentemente, os niveis séricos de estrogénio (WILLIAMS, 2012). O consumo de
dieta hiperlipidica por camundongos FVB promoveu intolerancia a glicose e resisténcia
a insulina (LAMAS et al., 2018), entretanto a administracdo do extrato da casca da
jabuticaba (ECJ) foi capaz de inibir a resisténcia a insulina e a intolerancia a glicose nesses

animais.

Andlises de imunorreatividade na prostata ventral de camundongos TRAMP de
8 a 22 semanas de idade identificaram presenca de ERE no nucleo, citoplasma e estroma
dos acinos prostaticos. Quantificacdo da imunoreatividade e dos niveis proteicos de ERa
ndao mostraram alteragdes com o envelhecimento desses animais (DA SILVA et al., 2017).
Outros autores observaram que a expressao de ERa estd relacionado com o processo
neopldsico na préstata (HARKONEN; MAKELA, 2004; HETZL et al., 2014). Silva et al.
(2018) observaram na proéstata anterior de camundongos TRAMP de 8 e 12 semanas o

aumento dos niveis de ERa.

No presente trabalho, os estrégenos estiveram presentes colaborando para o
inicio do processo proliferativo e o desenvolvimento as lesGes pré-neoplasicas, mas ndo
foram fator significante para o desenvolvimento e progressdo destas lesdes. A
manutencdo dos niveis de receptores de estrégeno alpha (ERa) entre os grupos
experimentais, em conjunto com os resultados apresentados, mostram que o
envelhecimento ndo foi capaz de promover alteragdes nos niveis de estrégenos. A
porcentagem de conteudo hiperlipidico e o tipo de gordura consumidos na dieta ndo
foram suficientes para promover alteracdes numéricas nos niveis de estrégenos.
Entretanto, a dieta hiperlipidica foi capaz de alterar a relacdo entre andrégenos e
estréogenos, fator determinante para o inicio do desenvolvimento do cancer de prdstata.
Também, ha a possibilidade de estarmos diante do efeito protetor do receptor de

estrogeno B (ERPB), ja que o consumo da dieta hiperlipidica ndo promoveu alteracdes nos
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niveis de ERa e este receptor nao foi avaliado neste trabalho. Também, outras analises
devem ser realizadas com o ERa para que possa ser certificado que o extrato da casca

da jabuticaba ndao promove altera¢Ges através desta via hormonal.

A prolactina (PR) é um hormoénio que participa na regulacdo do crescimento e
diferenciacdo da préstata. A hipdfise é a glandula responsavel pela secre¢do sistémica
deste hormdnio, mas na prdstata sua producdo se dd no epitélio glandular prostatico de
maneira andrégeno-independente. Considerando a presenca de receptores para
prolactina no epitélio prostatico e a producdo autdcrina deste hormoénio, respostas
biolégicas serdo desencadeadas pela ativacdo dos receptores celulares através da
prolactina produzida pelas células epiteliais, desencadeando looping autécrino no
tecido prostatico (COSTELLO & FRANKLIN, 1994; NEVALAINEN et al., 1991; NEVALAINEN
etal, 1997.)

A prolactina pode atuar como fator anti-apoptético andrégeno-independente
no epitélio prostatico normal, em cultura celular dos lobos ventral e dorsolateral da
préstata de ratos Sprague Dawley (AHONEN et al., 1999). Camundongos transgénicos
para a superexpressado de prolactina apresentaram hiperplasia prostatica (KINDBLOM et
al., 2002; WENNBO et al., 1997), enquanto camundongos transgénicos para a supressao
de prolactina apresentaram prdstatas menores do que as presentes no grupo controle

selvagem (KINDBLOM et al., 2003).

Hetzl et al. (2016) demonstraram que além da ativacdo usual da prolactina de
maneira andrégeno-independente, essa também pode ocorrer estrégeno-
independentemente, devido ao aumento da reatividade de PR no estroma de

camundongos senis Sprague Dawley que sofreram abla¢do androgénica e estrogénica.

A sinergia entre os andrégenos e a prolactina se da através da ativacdo do
Transdutor e Ativador de Transcri¢cdo 5 (STAT5) (TAN et al., 2008; SALA & GOFFIN., 2014).
A familia de proteinas STAT é um importante transdutor de sinalizacdo de receptores de
citocinas e consiste em oito membros, sendo 4 deles relacionados como transdutor para
o receptor de prolactina: STAT 1, STAT 3 e STAT 5, sendo este ultimo codificado por dois

pares de genes: Stat5a e Stat5b (IHLE, J.N., 2001). A Janus-activated kinase (JAK) é uma



Pagina |76

familia de ativadores de transcricdo responsaveis pela fosforilagdo das STATS,
provocando a sua homodimerizacdo ou heterodimerizacdo, permitindo a sua
translocagao para o nucleo visando a ativagao de genes promotores (IHLE, J.N., 2001). A
ativacdo e transcricdo do gene da prolactina, em células normais ou malignas, se da

através da sinalizagcdao da STATS (LI et al., 2004; NEVALAINEN et al., 2000).

Os receptores de AR ativam a transcricdo através dos elementos responsivos
aos andrdégenos (ROY et al., 1999). Entretanto, outros estudos evidenciaram que a
interleucina-6, responsavel pela ativacdo da STAT3 (IHLE, J.N., 2001) estava relacionada
a ativacdo da expressao génica de AR (CHEN et al. 2000; MATSUDA et al., 2001), atuando
através de caminhos alternativos de ativagao, nao necessitando da testosterona (Bishop
et al. 2014). As STAT1, STAT 3 e STAT5a/b possuem uma sequéncia palindromica
(TTCxxxGAA) denominada GAS (HORSEMAN & YU-LEE., 1994), permitindo a ativacao de
genes promotores por diferentes citocinas (FERRAG et al., 1996; GOUILLEUX et al.,
1995). A proximidade entre os genes ativados pela STAT3 e STATS permite crosstalking
entre essas moléculas e as regiGes promotoras dos genes de andrégenos e da prolactina,
categorizando a sinergia entre esses dois hormonios e a andrégeno-independéncia da
acdo da prolactina na prdstata e no desenvolvimento de tumores (KOIRALA et al., 2014;
BAGCHI et al., 2008; FREEMAN et al., 2000). A atuacdo da prolactina é intrinseca a dos
andrégenos, devido a ativacdo destes genes ser realizada por moléculas semelhantes,

promovendo o crosstalking das moléculas de ativacdo destes genes.

A dieta hiperlipidica, através dos receptores de prolactina, promoveu a
expressao de prolactina, aumentando os processos proliferativos e de crescimento

promovidos por este horménio.

O estroma desempenha importante papel durante a progressao do cancer de
préstata e sofre mudancas histolégicas e moleculares associadas a doenca. O acino
prostatico é composto por uma camada de células epiteliais justapostas depositas sobre
a lamina basal, com apice voltado para o limen onde depositam suas secre¢des. Do lado
oposto a lamina basal, ha o estroma fibromuscular composto por fibroblastos, células

musculares lisas e matriz extracelular rica em fibras coldgenas, que permeiam o acino
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secretor nos dobramentos epiteliais (BARRON; ROWLEY, 2012; MARKER et al., 2003).
LesOes epiteliais sofridas repetitivamente durante o processo de envelhecimento,
associado a diminuicdo de andrégenos na regulacdo da homeostase prostatica, acarrete
em microambiente de reparo crénico (ROWLEY, 1999; TUXHORN; AYALA; ROWLEY,
2001). Este estado de reparo é fator chave para a promogao de doencas prostaticas, que
possuem como ponto em comum o estroma reativo e os processos inflamatorios

(BARRON; ROWLEY, 2012).

O compartimento estromal possui plasticidade celular para responder
rapidamente as situagdes emergenciais sofridas pelo epitélio, como no reparo de lesdes
e interrup¢do da homeostase. Desta maneira, os componentes estromais presentes no
microambiente adjacente ao epitélio, atua em sinergia com o mesmo caso este esteja

danificado ou violado (BARRON; ROWLEY, 2012).

Os miofibriblastos sdo fibroblastos que apresentam um fendtipo intermedidrio
entre fibroblastos e células musculares lisas, considerando a expressao de proteinas do
citoesqueleto e aspectos ultra estruturais (GABBIANI; MAJNO, 1972; TOMAS et al., 2010;
TUXHORN; AYALA; ROWLEY, 2001; TUXHORN et al., 2002a). A alpha actina de musculo
liso (aSMA) é um membro da familia de proteinas actinas que desempenha papel
importante na motilidade, estrutura e integridade celular (HINZ, 2007; MICALLEF et al.,
2012; NURMIK et al., 2019). aSMA é um marcador mesenquimal para os miofibroblastos
no estroma no cancer de préstata (BARRON; ROWLEY, 2012; TUXHORN et al., 2002a).
Citocinas e fatores de crescimento, como IL-6 e TGF-B1, tem importante atuagao no
reparo tecidual. TGF-B é conhecido por induzir a diferenciacdo dos miofibroblastos,
além da expressdo de aSMA, aumento da deposi¢do de matriz extracelular (HINZ, 2007;

MICALLEF et al., 2012).

Apesar de Montico et al. (2015) terem caracterizado alteracdes nos niveis de
aSMA em camundongos senis FVB, Mateus et al. (2019) ndo observaram alteracdes para
esta molécula no lobo ventral em decorréncia da idade ou do tratamento aplicado aos

camundongos TRAMP de 18 semanas. Ja (SILVA et al., 2018) observou aumento dos
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niveis de aSMA em concordancia com a progressao da proliferagdao no lobo anterior de

camundongos TRAMP de 22 semanas de idade.

Apesar de literatura controversa e por este trabalho ndo ter modificagdes
significativas nos niveis de aSMA com o consumo da dieta hiperlipidica e/ou a
administracdo do extrato da casca da jabuticaba, a alteragdo numérica observada com
o consumo da dieta hiperlipidica é congruente com o aumento nos niveis de aSMA de

acordo com o aumento da proliferagao celular observado por (SILVA et al., 2018).

O fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B) é uma citocina com
efeito estimulador e inibidor do crescimento celular, dependendo do da célula e seu
estado de diferenciacdo (NILSEN-HAMILTON, 1990; SUN et al., 2019). E expresso,
principalmente, por células do estroma prostatico, modulando o préprio estroma
(COSTANZA et al., 2017). Devido as diversas atividades bioldgicas exercidas pelo TGF-B,
sua atividade aumenta durante a neoplasia prostatica, associado ao desenvolvimento e
progressao tumoral (PERRY; ANTHONY; STEINER, 1997; THOMPSON et al., 1992). TGF-B
promove a circulacdo de oxigénio e nutrientes ao induzir a formacdo de novos vasos
sanguineos (YANG; MOSES, 1990), protege as células cancerigenas ao suprimir o sistema
imune (FONTANA et al., 1992; NILSEN-HAMILTON, 1990) e aumenta a invasividade e
capacidade metastatica das células malignas ao promover a formagao e remodela¢do da

matriz extracelular (SOULITZIS et al., 2006; STEINER; BARRACK, 1992).

Sun et al. (2019) observaram que fibroblastos associados ao cancer (CAFs)
superexpressou TGFB, sendo um possivel mecanismo de regulagdo da proliferacao e
migragao das células PC3 em cultura. Yu et al. (2014) obtiveram resultado semelhante
com os CAFs-CM (CAFs derivados do estroma de cdncer de mama humano)
apresentaram superexpressdo de TGFB, aumentando a adesdo, migracdo de células

cancerigenas MCF-7.

Os niveis de TGF-B sdo associados com tumores prostaticos agressivos. A
ativacdo de TGF-B, in vivo e in vitro, resultaram em crescimento tumoral mais agressivo,
invasivo e aumento a transicdo epitélio-mesénquimal na prdstata humana e de

linhagens celulares de cancer de prdéstata murinos (WU et al., 2015). Com a progressao
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do cancer, hd a redug¢do nos niveis de TGF-B e a interrupgao da sinalizagcdo deste fator
de crescimento no cancer prostatico promove invasividade e metdastases pouco

diferenciadas (TU et al., 2003).

Montico et al (2015) identificaram em camundongos FVB senis, aumento na
atividade de TGF-B conforme o envelhecimento e progressdao do adenocarcinoma de
prostata. Também, alteracdes nas atividades de aSMA e vimentina (marcador molecular
de miofibroblastos) evidenciam as alteragées promovidas pelo TGF-B no estroma devido

ao cancer de prostata.

A angiogénese é o processo de formagdo de novos vasos sanguineos a partir de
vasos existentes, processo utilizado por diversos érgados para o transporte de oxigénio e
nutrientes (TAHERGORABI; KHAZAEI, 2012). A neovascularizacdo é crucial para o
crescimento tumoral, dado o crescimento tumoral limitado caso n3ao haja o

desenvolvimento do suprimento sanguineo (GIMBRONE et al., 1972).

A angiogénese é controlada pelo balanco entre indutores e inibidores
angiogénicos, sendo diversos fatores de crescimento citocinas e hormonios, como o
fator de crescimento endotelial (VEGF)-A, fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator
de necrose tumoral (TNFa), fator transformante beta (TGFB) e a leptina (CARMELIET;
JAIN, 2000). Alteracdes no equilibrio de sinalizacdo pré e anti-angiogénicos tornam os
processos angiogénicos normais em patoldgicos, caracterizando o switch angiogénico

(BERGERS; BENJAMIN, 2003).

O Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é um potente indutor de
angiogénese essencial na angiogénese patdgena, estimulando a proliferacdo, migracdo
e aumentando a permeabilidade vascular (FONG et al.,, 1995; LU et al.,, 2010). A
superxepressao de VEGF é induzida pelo Fator de Inducdo de Hipdxia (HIF1A) em
resposta a alteragGes na taxa de oxigenacdo do microambiente prostatico (RAJABI;
MOUSA, 2017) (DELONG-CHAMPS et al. 2016). Dado a necessidade constante de
formacao de novos vasos sanguineos recrutada pelo crescimento tumoral, os tumores
gue secretam VEGF tém répido crescimento e sdo capazes de sofrer metastase (SHWEIKI

et al,, 1992).
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Estudos realizados no lobo ventral da préstata de camundongos TRAMP de 16
e 18 semanas de idade indicam ndo haver alteracdo na atividade de VEGF com o
aumento da idade (DA SILVA et al., 2017, 2019; MONTICO et al., 2015b). Da Silva et al.
(2019) observaram superexpressdo de receptor VEGFR-1 e Montico et al., 2015b
observaram aumento da densidade de microvasos sem aumento dos niveis de VEGF.
Congruente com os dados da literatura, Alves et al., (2018) categorizaram que o
aumento da atividade do VEGF na préstata ventral estd associado ao desenvolvimento

tumoral em estdgios avangados.

A producdo de VEGF pelos adipécitos esta relacionada a vascularizacao
necessaria para o aumento em massa do tecido adiposo. Sendo assim, acredita-se que
0 acumulo de tecido adiposo causado pelo sobrepeso e a obesidade contribuem para a

elevacdo de VEGF (SUN et al., 2012).

Fryczkowski et al. (2018) observaram aumento significativo dos niveis séricos
de VEGF em pacientes de 55 a 75 anos que apresentaram cancer de préstata e
hiperplasia benigna prostatica. Outros marcadores, como omentina, leptina, HGF e PSA,
também foram encontrados elevados em individuos com cancer de préstata, sugerindo
a associacdo destes biomarcadores com o risco de desenvolvimento desta doenca.
Entretanto, Silha et al. (2005) observaram que nao houve alteracdo nos niveis séricos
de VEGF em homens de 55 a 63 anos de idade que apresentavam sobrepeso (média de
indice de massa corporal de 26,7 kg/m?) ou obesidade (indice de massa corporal de 39,8

+ 5,0 kg/m?) comparado ao grupo controle.

A adiponectina, hormonio produzido pelo tecido adiposo, pode desempenhar
papel essencial na supressio do desenvolvimento tumoral, interferindo na
neovascularizacdo ao inibir a atividade de VEGF. Reduc¢do dos niveis de adiponectina foi
observado no plasma, tecido prostatico e nas linhas celulares para cancer de prostata
guando comparado aos individuos que apresentaram hiperplasia prostatica benigna
(HPB) ou controle saudavel. Esses dados confirmam a influéncia do tecido adiposo na

neovascularizacdo do cancer de prostata.
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Apesar de nao ser fator essencial para o desenvolvimento inicial do tumor, a
atividade do VEGF é imprescindivel para crescimento, invasdo e metastase tumoral
(PRATHEESHKUMAR et al.,, 2012). VEGF é considerado o principal modulador da
angiogénese e é alvo de terapias antiangiogénica com foco em reduzir o tamanho ou
progressao tumoral. Entretanto, em sua auséncia, outras vias podem ser ativadas
resultando em desenvolvimento de vasos sanguineos, como os Fatores de Crescimento

Fibroblasticos (FGFs) (FONS et al., 2015).

Asinalizacdo entre o estroma e o epitélio providas pelos diferentes tipos de FGF
pode ser fator determinante para a tumorigénese prostatica. Niveis elevados de FGF2
estdo associados a lesOes prostaticas de baixo e alto grau (HUSS et al., 2003). A
expressao de FGF10 no estroma promove o desenvolvimento tumoral através da
superexpressdo de receptores de andrégenos no epitélio. Assim como o FGF10, o FGF7
e o FGF22 atuam no epitélio através do mesmo receptor que o FGF10, o receptor de
fatores fibroblasticoa 1 (FGFR1)(ABATE-SHEN; SHEN, 2007), que é fator regulador chave

na proliferacdo, progressdo do cancer e metdstase tumoral (YANG et al., 2013).

Da Silva et al (2019) avaliou a atividade do Receptor de Fator de Crescimento
Fibroblastico 3 (FGFR3) na préstata ventral de camundongos TRAMP. FGFR3 estava
presente no nucleo e citoplasma das células epiteliais. Apesar de ndo ter havido
alterac¢des nos niveis de FGFR3 entre os grupos de 8 e 12 semanas, aumento na atividade
deste receptor foi observado no nucleo de camundongos com 16 semanas de idade.
Ainda, a reducao dos niveis de FGFR3 conforme ocorre a progressao do cancer indica
gue este receptor ndo é superexpresso na hyperplasia prostatica benigna ou no cancer

de prdstata.

Hernandez et al (2009) demonstraram que apesar do FGFR3 ndo desempenhar
papel central na patogenia do cancer de préstata, sendo sua atuacdo associada a

presenca de lesdes de baixo grau.

O TGF-B é uma molécula chave para as modificacdes estromais em resposta as
alteragcbes que ocorrem no epitélio prostatico lesionado, promovendo alteragdes

estromais necessarias para a progressao de lesdes pré-neoplasicas e adenocarcinoma
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de prdéstata. O VEGF é fator essencial para o crescimento e desenvolvimento tumoral,
mas sua atividade na angiogénese patogénica foi dependente do tecido adiposo. Devido
ao lento desenvolvimento de lesdes pré-neopldsicas do lobo anterior, o FGFR3 nao
apresenta forte atuacdo com o envelhecimento, mas esteve ativo com o aumento da
incidéncia de lesGes de baixo grau promovidas pelo consumo da dieta hiperlipidica,
confirmando sua influéncia em estagios iniciais do cancer de prdstata, quando os niveis
de VEGF estdo normais. Os efeitos pré-inflamatérios da dieta hiperlipidica contribuiram

para as alteracdes estromais observadas neste trabalho.
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A administragdo do extrato da casca da jabuticaba (ECJ) foi benéfica,
diminuindo os processos proliferativos no grupo experimental que recebeu a dieta
hiperlipidica. No grupo experimental que recebeu dieta normolipidica, menor
severidade na progressao do adenocarcinoma do lobo anterior da préstata foi
verificado. O consumo do ECJ promoveu a reducdo dos niveis dos marcadores
hormonais e estromais aumentados pelo consumo de HFD. J3, alterac¢des significativas
na distribuicdo e incidéncia de a-actina e ERa ndo foram identificadas no tecido
glandular, embora no grupo que ingeriu dieta hiperlipidica tenha havido alteracao

numérica.

A natureza tem sido uma fonte de medicamentos por milénios, e durante o
século passado, muitas drogas pertinentes foram desenvolvidas a partir de fontes
naturais, particularmente das plantas (CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2009). Frutas e
legumes tém sido amplamente utilizadas diariamente devido, ndao somente as
preferéncias pessoais, mas também aos seus compostos bioativos e nutrientes
presentes (ROOSEN et al., 2007). Estudos tém demostrado a capacidade das frutas e
derivados em prevenir ou modular alteragdes metabdlicas observadas apds o consumo
de dieta rica em lipideos. (LEITE-LEGATTI et al., 2012; LENQUISTE et al., 2015; SONG et
al., 2016).

A Jabuticaba é proveniente de uma arvore frutifera nativa da mata atlantica e
de grande ocorréncia no Brasil. Possui grande variedade de compostos fendlicos
responsaveis pelos seus efeitos benéficos (HO et al., 2010). A casca da Jabuticaba
contém altas concentracGes de compostos polifendis, como as antocianinas, que
possuem diversos efeitos benéficos para a saude (LEITE-LEGATTI et al., 2012; LAMAS et
al., 2018; LEQUINSTE et al., 2019;). Além das antocianinas, outros compostos fendlicos
estdo presentes na casca da Jabuticaba, como os taninos, acido eldgico e gdlico (ABE et
al., 2012 ; LAMAS et al., 2018; LEITE et al., 2011; LEITE-LEGATTI et al., 2012; LENQUISTE
et al,, 2015; WU et al., 2013).

Leite-Legatti et al. (2012) estudaram o efeito da casca de Jabuticaba em

diferentes tipos de células tumorais, e verificaram forte atividade antiproliferativa nos
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casos de células de leucemia e cancer de préstata. Os resultados apresentados por Leite-
Legatti et al. (2012) estdo de acordo com os obtidos no presente trabalho, no qual o
consumo do ECJ pelos grupos que consumiram dieta normolipidica apresentaram
aumento significativo de epitélio saudavel e diminuicdo de lesdes neoplasicas graves,

como HGPIN e WDA.

Dado a atividade antioxidante, anti-inflamatdria e antiangiogénica dos
compostos fendlicos presentes na casca da jabuticaba, o seu consumo pode reduzir os
fatores de risco para doencas cardiovasculares (WALLACE; SLAVIN; FRANKENFELD,
2016), suprimir a proliferacdao celular em alguns tipos de cancer (LIN, et al., 2017),
previne a diabetes e a esteatose hepdtica (LAMAS et al., 2018), reduzir a inflamacao
causada pela obesidade e suas doencas associadas (LEE et al., 2017), além de reduzir a
secrecdo de adipocinas produzidas pelo tecido adiposo (DEFURIA et al., 2009;
GANAPATHY et al., 2010; SEYMOUR et al., 2009).

A casca da jabuticaba pode ser consumida através da fruta, em p6 adicionada
na alimentacdo ou através de extratos. O extrato apresenta maior concentracdo de
compostos bioativos quando comparado com o consumo da fruta ou da casca em po,
permitindo obter consumo semelhante, mas com dose menor. Além disto, a ingestdo da
casca da jabuticaba em forma de extrato permite o controle preciso da dose a ser
consumida. O extrato desenvolvido por Lamas et al.,, (2018), avaliado em sua
composicao e utilizado neste estudo, apresentou concentracdo superior de contetddos
fendlicos e na capacidade antioxidante se comparado aos extratos presentes na
literatura, obtidos por meio da extracdo metandlica e aquosa (LEQUINSTE et al., 2015).
Dentre os compostos bioativos presentes neste extrato, pode-se evidenciar as
antocianinas, acido elagico, acido galico, epicateninas, quercetina, naringenina, rutina e

o0 acido ascérbico (LAMAS et al., 2018).

As antocianinas podem atuar na prevencdo do cancer de prdstata em diversos
estagios da doenca (LIN et al., 2017). Apresenta, nos estagios iniciais da tumorigénese
propriedades antioxidantes, diminuindo os niveis de radicais livres e os danos causados

estresse oxidativo, reduzindo as transformac¢des malignas celulares e a ocorréncia de
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tumores (BOWEN-FORBES; ZHANG; NAIR, 2010; LI et al., 2015; SHIH; YEH; YEN, 2007; YI
et al., 2010). As antocianinas podem atuar na via anti-inflamatdria ao inibir a expressao
de fatores inflamatdrios, como o NF-kB, COX-2, por diversas vias sendo uma delas a
inibicdo da STAT3 (BURTON et al., 2015; ESPOSITO et al., 2014; JEONG et al., 2013;
PEIFFER et al., 2014; YOSHIMOTO et al., 1999). Yoshimoto et al. (1999) comprovaram a
capacidade anti-mutagénica das antocianinas ao inibir a mutacdo reversa de células

normais induzidas por composto mutagénico.

Os polifendis desempenham efeitos anti-oxidantes, reduzindo o desequilibrio
e danos causados pelo estresse oxidativo, e efeitos proé-oxidantes, dado a sua
citotoxicidade em células cancerigenas (GAO; SCHOTTKER, 2017). Nos estagios iniciais
do desenvolvimento do cancer as antocianinas podem induzir a apoptose de células
tumorais através das mitocondrias e dos receptores de morte celular (LIN et al., 2017).
No cadncer de estbmago as antocianinas provenientes da amoreira promoveram a
apoptose das células cancerigenas externamente através dos receptores
p38/Fas/FasL/Caspase-8. Ja nas células de leucemia humana (HL-60), a delfinidina (um
tipo de antocianina) promoveu a ativacao da via dos receptores p38-FasL e da proteina
pré-apoptose Bid (da familia de proteinas Bcl-2), levando a apoptose destas células
através da via dependente de caspase (CHANG et al., 2005; CHAREPALLI et al., 2015;
HUANG et al., 2011). No cancer de préstata, antocianinas extraidas de batatas podem
levar mitocondrias a ativar a via apoptética através da via independente de caspase em
células LNCap e PC-3 (LIU et al., 2016; REDDIVARI et al., 2007). As antocianinas também
podem inibir a angiogénese tumoral ao reduzir a expressao do fator indutor de hipdxia

(HIF1) e de VEGF em células tumorais de es6fago (F344) (WANG et al., 2009).

A administracdo oral de antocianinas em ratos Sprague-Dawley reduziu a
incidéncias de AR, 5a-redutase e PCNA no tecido prostatico hiperplasico (CHOI et al.,
2019). Estudos com gossipol, um polifenol presente em sementes de algodao,
demonstraram sua capacidade em inibir a producdo de androstenediol, um metabdlito
da DHT, ao inibir a atuacdo da 5a-redutase (SRD5A1) e 3a-hidroxiesterdide
desidrogenase (AKR1C14)(CAO et al., 2019).
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As antocianinas foram capazes de induzir a apoptose in vitro de células
cancerigenas de prostata humana através da ativacdo das caspases (BIN HAFEEZ et al.,
2008) e da redugdo de expressao da ciclina D1, impedindo as células LNCaP entrarem na
fase G1 do ciclo celular, reduzindo a proliferacdo celular (LONG et al., 2013). Sabe-se
que as antocianinas possuem maior afinidade com o estradiol, estrégeno circulante, do
gue com o receptor de estrégeno alpha. Estudos demonstram as antocianinas como
fitoestrégenos, moléculas ndo estrogénicas capazes de promover ativacdo dos
receptores de estréogeno, de maneira estrégeno dependente (CHALOPIN et al., 2010;
NANASHIMA et al., 2015) e independente de estrégenos, via AMP-Quinase (PARK et al.,
2015).

O resveratrol, um fitoestrégeno, presente na casca de uvas e no vinho tinto,
apresenta efeitos quimiopreventivos e quimioterapeuticos em tumores estrégeno-
dependentes, como o cancer de mama (LE CORRE et al., 2005; MIKSITS et al., 2009).
Estudos células de adenoma hipofisario (GH3) mostraram que a administracdo de
resveratrol foi capaz de induzir a apoptose e suprimir a proliferacao celular e promover
a parada do ciclo celular na fase G1 pela redugao da expressao da ciclina D3, semelhante
as antocianinas. Neste experimento, os niveis de prolactina tecidual foram reduzidos

apods o tratamento, de maneira dose-dependente (WANG et al., 2012a).

Jamun (Syzygium cumini), uma baga encontrada na India e outros paises
asiaticos, contém antocianinas incluindo glicosidios de delfinina, malvidina, cianidina,
petinidina, peonidina e quantidades significantes de acido elagico (AQIL et al., 2012;
AYYANAR; SUBASH-BABU; IGNACIMUTHU, 2013). A polpa de Jamun é conhecida pelos
seus efeitos antiproliferativos e induzir a apoptose em células de cancer de mama (LI et
al., 2009). Em ratas ACI que foram tratadas com o extrato de Jamun e estradiol, houve
reducdo nos niveis de prolactina. Apesar disto, ndo é claro se o extrato de Jamun age
diretamente nos niveis de prolactina ou se estes niveis foram reduzidos devido a

reducdo nos niveis circulantes de estréogeno provocados pelo consumo do extrato.

No cancer de préstata, os polifendis tem efeito quimiopreventivo dado sua

capacidade plastica em atuar nas vias anti e pré-oxidante, modulagcdo dos receptores
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andrégenos (inibindo ou expressando sua ativa¢do), inducdo a parada do ciclo celular,

apoptose celular, inibicdo da angiogénese e metastase (COSTEA et al., 2019).

Dentre os polifendis naturais, o acido eldgico é encontrado em frutas e vegetais,
possui propriedade antiinflamatérias, antioxidantes e anticarcinogénicas como a
inibicdo de formacgdo e crescimento de tumores in vitro e in vivo (SARTIPPOUR et al.,
2008; SEERAM et al., 2005, 2007, UMESALMA; SUDHANDIRAN, 2011). A avalia¢do da
composi¢ao do extrato da casca da jabuticaba (ECJ) utilizada neste trabalho identificou
a presenta de acido eldgico em 19,6mg/mL de extrato, sendo o segundo composto
bioativo de maior incidéncia na composi¢cdo do ECJ, depois das antocianinas (LAMAS et

al., 2018).

Wang et al. (2012) reportaram a atuacdo do acido eldgico na reducdo da
angiogénese via receptor de VEGF (VEGFR-2) no cancer de mama suprimindo a migracao
e a formacdo de vasos. A administracdo do acido elagico em linhagens celulares de
cancer de prdéstata (LnCAP) promoveu a reducdo da angiogénese e de outros fatores de
crescimento e interleucinas (VEGF, FGF, HGF E IL-15) in vitro (VANELLA et al., 2013).
Também, atuou como potencial supressor da motilidade e invasividade de células PC3
ao reduzir a secrecdo de metaloproteinases (MMP-2) e a atividade proteolitica da

colagenase/gelatinase (CECI et al., 2018).

Nas células o acido elagico é capaz de interferir e modular o ciclo celular,
podendo gerar apoptose, a expressao proteica e genética, além de interferir em vias que
regulam a viabilidade celular. No modelo transgénico para adenocarcinoma de prdstata
de ratos (TRAP), o acido eldgico suprimiu a progressdao da carcinogénese e induziu

apoptose via caspase-3 (CECI et al., 2018).

Estudos com o chd verde mostraram sua capacidade em inibir o
desenvolvimento e crescimennto de tumores, reduzir a angiogénese, a invasdo e a
metastase de turmores. Acredita-se que os polifendis presentes sejam responsaveis pela
atuacdo do chd verde na carcinogénese (GULLETT et al., 2010). O composto fendlico
presente em maior quantidade no cha verde é a epigalocatequina-galato (EGCG) e

experimentos com suplementacdo deste composto mostraram sua capacidade em
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reduzir os niveis de VEGF no cancer de prdstata e inibir a angiogénese via VEGF.
Também, EGCG é conhecido por inibir a expressdo de fatores como o FGF e VACM-1

(molécula adesiva) (WAHLE et al., 2010)

Os dados do presente estudo indicam que o consumo do ECJ foi benéfico,
diminuindo a proliferacdao e desenvolvimento das lesdes neoplasicas e a severidade das
mesmas no lobo anterior da prdstata. Também, exerceu reparo tecidual onde havia
maior desbalango, causado pelo consumo da dieta hiperlipidica. Por fim, o extrato da
casa da jabuticaba é indicado para consumo de individuos que possuem habitos de vida
gue poderdao ocasionar inflamag¢des, desbalangco hormonal e lesGes que poderdo

promover o desenvolvimento do cancer de prostata.

O extrato da casca da jabuticaba foi capaz de reduzir os efeitos malignos
causados pelo consumo da dieta hiperlipidica no tecido prostatico. O extrato atuou na
via dos receptores de andrdgenos e de prolactina, mas ndo promoveu alteracdes sobre
os niveis de ERa, sugerindo que sua atuagdo ndo se da através da via estrogénica no
inicio do desenvolvimento das lesdes pré-neoplasicas. Entretanto, o extrato foi capaz de
conservar o tecido prostatico saudavel, mantendo a relagdo entre os receptores
androgénicos e estrogénicos semelhante ao controle que ndo recebeu dieta
hiperlipidica ou o extrato, fator essencial para o inicio do desenvolvimento da neoplasia.
O extrato da casca da Jabuticaba com seus componentes bioativos e suas propriedade
antioxidantes, anti-inflamatérias e anti-tumorgénicas foram capazes de reduzir a
angiogénese e alteragdes estromais causadas pelo envelhecimento e o consumo da

dieta hiperlipidica no estroma prostatico.
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7. CONCLUSOES

7.1.Conclusées Gerais
O extrato da casca da jabuticaba tem forte atividade de reparo tecidual.

A administracdo do extrato da casca da Jabuticaba foi benéfica para o cancer
de prostata ao estabilizar fatores pré-oncogénicos no tecido prostatico: Minimizou o
desbalanco da relacdo entre os horménios androgénios e estrogénicos, fator essencial
para o inicio do desenvolvimento de lesGes pré-neopldsicas; Reduziu o indice
proliferativo e, consequentemente, a progressao de processos proliferativos no lobo
anterior da prdéstata; minimizou os efeitos nocivos da dieta hiperlipidica no
microambiente prostatico, retardando o inicio de processos angiogénicos e

modificacGes celulares que promoveriam o desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas.

O extrato da casca da jabuticaba teve sua caracteristica de reparacao tecidual
intensificada quando interagiu com tecido prostatico que sofreu drasticas alteracdes

moleculares e morfolégicas.
7.2. Conclusoées Especificas

A dieta hiperlipidica foi fator prejudicial para o lobo anterior da prdostata dos
camundongos geneticamente modificados, levando a aceleragdo das lesdes
proliferativas com consequente progressao do adenocarcinoma do lobo anterior da

proéstata.

No lobo anterior da prdostata dos camundongos TRAMP, o avanco das lesdes
pré-neoplasicas foi caracterizado com o aumento da idade e esta relacionado com o

aumento dos processos proliferativos.

A administracdo do extrato de Jabuticaba foi benéfica, minimizando a
progressdao de processos proliferativos no lobo anterior da prdstata, tanto nos
camundongos que receberam a dieta hiperlipidica, como nos animais que receberam a

dieta normolipidica.
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A dieta hiperlipidica, através da influéncia na via de sinaliza¢dao androgénica e
de prolactina, aumentou os processos proliferativos e de crescimento promovidos por

estes hormonios.

O extrato da casca da jabuticaba ndo promoveu alteragdes sobre os niveis de
ERo, sugerindo que sua atuacdo na préstata ndo se da através da via estrogénica no
inicio do desenvolvimento das lesGes pré-neoplasicas, sendo necessario outras analises

sobre a atuacdo do extrato nesta via hormonal.

As lesdes pré-neopldsicas causadas pelo envelhecimento em processos
proliferativos de lenta progressao nao foram suficientes para dar inicio a angiogénese,

promover alteragdes estromais e na distribuicdo de a-actina.

A angiogénese, assim como as altera¢cGes estromais, tém inicio com a
incidéncia de lesdes pré-neoplasicas, influenciadas pelo tecido adiposo, que irdo
desencadear no desenvolvimento do adenocarcinoma de prdstata e precisam de

respostas plasticas do estroma prostatico.

O extrato da casca da jabuticaba atenuou os efeitos nocivos da dieta
hiperlipidica no estroma, impedindo a angiogénese e alteracdes estromais em resposta

das lesGes prostaticas proliferativas.
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9. ANEXOS

9.1. CERTIFICADO COMITE DE ETICA NO Uso DE ANIMAIS

A

aY . 9
uUNICAMP a i

CEUA/UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Adenocarcinoma do lobo anterior da préstata no modelo TRAMP frente a

ingestao da dieta hiperlipidica e administracdo do extrato de Jabuticaba, registrada com o n° 4605-1/2017, sob a

responsabilidade de Profa. Dra. Valéria Helena Alves Cagnon Quitete e Jéssica Stephany Fernandes do Vale, que

envolve a produgdo, manutencéo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o

homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8
DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE
15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacido Animal
(CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Campinas - CEUA/UNICAMP, em 28 de junho de 2017.

Finalidade: ( ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto:

01/07/2017-01/07/2019

Vigéncia da autorizagao para manipulagao animal:

01/07/2017-01/07/2019

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo transgénico /
C57BL/6/ - T9(TRAMP)8247Ng/J

No. de animais:

10

Peso / Idade:

08 semanas / 25g

Sexo:

machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo transgénico /
C57BL/6/ - Tg(TRAMP)8247Ng/J

No. de animais:

40

Peso / Idade: 16 semanas / 25g
Sexo: machos
Origem: CEMIB/UNICAMP

A aprovacéo pela CEUA/UNICAMP néo dispensa autorizagéo prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou CIBio e é restrita a

protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 28 de junho de 2017.

Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud
Presidente

Fatima Alonso
Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengao ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias apés o encerramento de sua vigéncia. O

formulario encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, area do P 1. A nédo apr

impedira que novos protocolos sejam submetidos.

de relatorio no prazo estabelecido
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9.2. DECLARACAO DE DIREITOS AUTORAIS

Declaragio

As copias de arligos de minha autoria cu de minha co-autora, j& publicados ou
submetidos para publicacio em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, gue constam da minha DissertagioTese de Mestrado/Doutorade, intitulada
Efeito do extrato da casca de Jabuticaba na progressio do adenccarcinoma no
lobo anterior da préstata em camundongos TRAMP associado a ingestio da dieta
hiperlipidica, ndo infringem os dispositivos da Lei n.* 9.610/83, nem o direito autoral de
qualguer editora.

Campinas, 08 de Margo de 2020

Assinatura -

Nome doia) autor{a): Jé!{gi:awﬁteéhy!ly Fernandes do Vale
RG n.* 47.776.081-8

j..

Assinatura :
Mome dofa) crentadon(a): Prof. Dr2. Valéria Helena Alves Cagnon Quitete
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