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RESUMO

A prostata € um orgdo horménio dependente, regulada por fatores androgénicos e
estrogénicos ao longo de toda a vida. O desequilibrio dos niveis destes horménios é
resultante do processo de envelhecimento, o qual implica em alteracdes
morfofuncionais na prostata, tais como lesdes proliferativas benignas ou malignas.
Produtos naturais, como o extrato do bagaco de maracujd-azedo (EBM), tém
apresentado resultados positivos em estudos como um importante agente
guimiopreventivo. Este extrato apresenta em sua composi¢cdo um polifenol conhecido
como piceatannol (PIC), um analogo natural do resveratrol, muito estudado por suas
propriedades antioxidantes e anticarcinogénicas. O PIC é encontrado em maiores
guantidades nas sementes do maracuja-azedo (Passiflora edulis), utilizadas com
remanescente de polpa na obtencdo do extrato. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar a resposta da prostata de camundongos senis tratados com o EBM, dando
enfoque ao processo angiogénico. Camundongos FVB foram distribuidos em trés
grupos experimentais: Jovens (JV) — 18 semanas de idade, Senil controle (SN) e Senil
tratado com EBM (SM) - 52 semanas de idade. O delineamento experimental in vivo se
deu por meio da administracdo oral de EBM (10mg/Kg) ou veiculo por 10 semanas,
seguida da eutanasia e coleta do lobo ventral da prostata e de amostras do figado, os
quais foram processados para analises morfolégica, morfométrica, imunohistoquimica e
de Western Blotting. Os resultados demonstraram que o tratamento com EBM reduziu o
consumo de racdo e acentuou a perda de peso nos animais senis em relacdo aos
jovens. A andlise morfométrica indicou aumento de neoplasia intraepitelial prostatica de
baixo e alto grau e da espessura da camada fibromuscular no grupo SC, além da
frequéncia relativa de epitélio atréfico, em relagdo aos animais jovens. A analise
histopatolégica qualitativa do figado n&o indicou altera¢cées morfolégicas significativas
apos tratamento com EBM. O processo de envelhecimento levou ao aumento na
frequéncia relativa de a-actina, VEGF, VEGFR-2, CD31 e TGF-f em comparagao aos
animais JV, indicando que o envelhecimento estd associado a um desequilibrio dos

marcadores angiogénicos e nado-angiogénicos no microambiente prostatico. O



tratamento com EBM promoveu reducdo na imunomarcagdo de CD31 e VEGFR-2,
enguanto intensificou a expressdo de TGF- e AR. O envelhecimento esta associado a
reducdo na ingestdo de racdo, a perda de peso e a incidéncia de lesdes prostaticas
proliferativas e ndo-proliferativas. A atenuacéo dos niveis de CD31 e VEGFR-2 sugere
uma atuacdo do EBM na via angiogénica da microcirculagdo. O EBM promoveu
reducdo nos niveis de ER-a, um importante indicador e indutor de lesGes na prostata,
sugerindo uma nova alteracdo da sinalizacdo hormonal, além do AR. Identificamos o
EBM como um potencial regulador hormonal, nas respostas androgénica e estrogénica,
fator que contribui para a manutencao do equilibrio hormonal que evita as doencas
prostaticas comuns ao envelhecimento. Sugere-se sua associacdo a outras drogas ja
utilizadas no tratamento de distarbios prostaticos, principalmente quando estes estdo

associados a senescéncia.
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ABSTRACT

The prostate is a hormone-dependent organ, regulated by androgenic and estrogenic
factors throughout life. The aging process causes an imbalance in the levels of these
hormones, which implies in prostate morphofunctional changes, such as benign or
malignant lesions. Studies have shown positive results with the use of natural products,
such as passion fruit bagasse extract (PFBE), wich have proved to be an important
chemopreventive agent. This extract has in its composition, a polyphenol knows as
piceatannol (PIC), a resveratrolanalogue, widely studied for its antioxidant and
anticarcinogenic properties. PIC is found in larger amounts in the seeds of passion fruit
(Passiflora edulis), used with pulp remnant to obtain the extract. This study aims to
evaluate the prostate response of senile mice treated with PFBE, focusing on the
angiogenic process. FVB mice were divided into three experimental groups: Young (JV),
Senile (SC) and SM (52 weeks old mice, treated with PFBE). In vivo experimental
design, mice received the extract by oral administration of PFBE (10mg/Kg) or veichle
for 10 weeks (feed and water ad libitum), followed by euthanasia and extraction of
prostate ventral lobe and liver samples. After that, the tissue samples were evaluated by
means of morphological, morphometric, immunohistochemical and Western Blotting
analysis. The results showed that the PFBE treatment reduced the feed intake and
increased weight loss in senile animals, compared to the Young ones. The
morphometric analysis indicated an increase of the low and high-grade prostatic
intraepithelial neoplasia and fiboromuscular layer thickness in the SC group, as well as of
the relative frequency of atrophic epithelium, compared to the young group. Qualitative
histopathological analysis of the liver did not show significant morphological changes
after the PFBE treatment. The aging process led to an increase in the relative frequency
of a-actin, VEGF, VEGFR-2, CD31 and TGF-, compared to YN group, which indicates
that the aging process is associated with an imbalance of angiogenic and non-
angiogenic markers in prostatic microenvironment. PFBE treatment reduced the
immunostaining of CD31 and VEGFR-2.The aging process is associated to feed
decrease, weight loss and the incidence of proliferative and non-proliferative prostate
lesions. The decrease of CD31 and VEGFR-2 levels suggests that PFBE acts in the



angiogenic pathway of the microcirculation. PFBE decreased the ER-a levels, which is
an important indicator of prostate lesions, suggesting a new hormonal signaling
alteration in addition to AR. We identified PFBE as a potential hormonal regulator, in
both in androgenic and estrogenic responses, a factor that contributes to the
maintenance of hormonal balance that prevents the prostate diseases that are common
in the aging process. Its association with other drugs could be suggested, especially,

considering the senescence.
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1. INTRODUCAO

1.1. Prostata - Generalidades e Morfologia

A préstata € uma glandula acessoria do sistema reprodutor masculino de
mamiferos, compacta no homem, situada péstero-inferiormente a bexiga, ao redor da
porcdo prostatica da uretra. A secrecdo produzida pela préstata juntamente com o
liquido seminal auxilia ha motilidade e nutricdo dos espermatozoides. Nos roedores, a
prostata € dividida em lobos classificados de acordo com sua posicdo em relacdo a
uretra (anteriores, ventrais, laterais e dorsais), e que se conectam entre si por meio de
seus ductos (Jesik et al., 1982; Marker et al., 2003). Os lobos dorsal (LD) e lateral (LL)
séo frequentemente remetidos como um unico lobo na literatura, o lobo dorsolateral, em
funcdo da ligacdo entre estes através de um istmo (Jesik et al., 1982; Roy-Burman et
al., 2004). O lobo anterior (LA), ou glandula de coagulacdo (GC), em par, é localizado
na face cdncava das vesiculas seminais, é também atribuido como parte da glandula
prostética (Sugimura et al., 1986; Marker et al., 2003).

O primeiro autor a descrever a anatomia prostatica dos roedores dividindo-a em
lobos e dando enfoque para seu desenvolvimento embriolégico foi Lowsley, em 1912
(Lowsley, 1912; McNeal, 1972). Tal divisdao em lobos garante a estes animais, diante
dos demais mamiferos, um padrdo distinto para a organizacdo e ramificacdo dos
ductos, pela constituicdo de sua secrecao e pela dindmica histolégica e sensibilidade
aos hormonios (Aumdiller & Seitz, 1990; Banerjee et al., 1998).

Modelos de roedores tém sido estudados para mimetizar a préstata humana e
investigar doencgas no 0rgao, e isso se deve principalmente a similaridade dos genomas
humano e destes animais (Rosenthal & Brown, 2007; Oliveira et al.,, 2016). As
semelhancas entre as espécies se pautam na sensibilidade a androgenos e na
histologia, ja que tanto em humanos quanto em roedores, a glandula apresenta
estrutura alveolar, com epitélios semelhantes em morfologia e funcionalidade, além de
apresentarem morfogénese analogo (Timms et al.,, 1994; Roy-Burman et al., 2004;
Shappel et al., 2004).
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O complexo glandular que constitui a prostata € tubulo-alveolar, com ductos
excretores, pelos quais sua secrecao se transporta para a luz da uretra prostatica (Niu
& Xia, 2009). Os acinos prostaticos sdo compostos por epitélio secretor simples, com
células epiteliais secretoras e basais, as quais encontram-se separadas do estroma
pela membrana basal. O compartimento estromal que envolve os acinos € composto
por células musculares lisas, elementos fibrilares, células do sistema imunolégico,
vasos sanguineos e terminacdes nervosas e fatores de crescimento. Os componentes
estruturais produzidos pelas células musculares lisas presentes no estroma
compreendem de colagenos, fibronectina e glicosaminoglicanos (Tuxhorn et al., 2001;
Bianchi-Frias et al., 2010). Toda sintese da matriz extracelular é promovida pelos
fibroblastos e fibras musculares do tecido (Tuxhorn et al., 2001; Bianchi-Frias et al.,
2010).

Uma rede de fibras reticulares presentes no estroma se organiza na base das
células dos acinos prostéticos desde o periodo intrauterino, durante a formacéo do
orgdo em ratos (Vilamaior, 2003). Alteracbes na prOstata, como a castracao
androgénica, implicam em uma remodelacao fibrilar das fibras colagenas da matriz,
uma possivel consequéncia para o papel de remodelacdo do estroma desempenhado
pelas células musculares lisas (Vilamaior, 2003). De fato, 0 muasculo liso € responséavel
pela regulacdo de quiescéncia e crescimento prostaticos durante a fase adulta
(Hayward et al., 1997). As interacdes entre musculo e epitélio sdo uma peca chave para
a manutencao da homeostase do 6rgéo e, em desequilibrio, para o desenvolvimento de
doencas. (Hayward et al., 1997). As células musculares lisas respondem, por exemplo,
a um desenvolvimento anormal do epitélio, tornando-se indicativos deste desequilibrio
(Hayward et al., 1997). O tumor também pode atuar no aumento da proliferacdo de

fibroblastos no estroma (Hayward et al., 1997).

1.2. Prostata: Regulacdo Hormonal

O processo de regulacdo hormonal da prostata envolve fatores extrinsecos e

intrinsecos, sendo os horménios andrégenos relacionados a um papel de maior
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importancia dentre os fatores extrinsecos (Lee et al., 1997). Os fatores extrinsecos
compreendem fatores hormonais, alimentares, genéticos e de origem imunoldgica,
enquanto que os fatores intrinsecos englobam as moléculas envolvidas na interacao
epitélio-estroma (Lee et al., 1997). Entre os fatores extrinsecos mais comuns destaca-
se o0 hormoénio di-hidrotestosterona (DHT), de grande afinidade aos receptores de
androgeno (AR), além de estrégenos, corticoides, prolactina e insulina (Cunha et al.,
1987). A enzima prostética 5o«c-redutase € a responsavel por promover a conversao de
testosterona em DHT, se apresentando, portanto, como fundamental na manutencao da
prostata (Rittmaster et al., 1991; Wright et al., 1999).

Os hormoénios androgénicos sao os principais reguladores das fungdes, estrutura
e desenvolvimento da préstata, com destaque para a testosterona e a DHT,
responsaveis pela diferenciacdo celular no 6rgédo (Toorians et al., 2003; Imamov et al.,
2005). O epitélio secretor sofre interferéncia dos hormdnios androgénicos, que atuam
como indutores de proliferacdo, o que torna a castracdo androgénica um método
comumente utilizado no tratamento de tumores prostaticos (Carvalho-Salles & Tajara,
1999). Roedores e seres humanos apresentam uma populacdo celular classificada
como células-tronco, as células basais, que fazem parte do epitélio da préstata e sédo
andrégeno-independentes, porém, responsivas e sensiveis para estes hormoénios
(Vilamaior et al., 2000; Taylor & Risbridger, 2008). Estas células-tronco sé&o
responsaveis pela capacidade de regeneracdo das células luminais do epitélio, que
respondem e dependem de andrégeno, apresentando uma maior quantidade de AR, o
gue explicaria os casos recorrentes de resisténcia a castracdo androgénica (Taylor &
Risbridger, 2008). As células basais ndo apresentam quantidade significativa de AR em
comparacao as luminais, entretanto, s&o muito sensiveis a estrogénio, o que faz com
gue continuem proliferando durante a terapia por castragao (Collins & Matiland, 2006).
As células do musculo liso, localizadas na posicao periacinar, também sofrem alteracéo
fenotipica na auséncia de andrégenos (Antonioli et al., 2004). Além dos andrdégenos,
também os estrogenos atuam com a testosterona, contribuindo para a manutengéo das
fungBes prostaticas, bem como para o desenvolvimento de doencgas (Cunha et al.,
2002).
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O AR situa-se no citoplasma e atua na prostata como um fator de transcricao
indispensavel para o desenvolvimento e manutencdo do 6rgédo. Através de sua ligacéao
aos androgenos, a testosterona e ao DHT, o AR forma dimeros e se torna capaz de
migrar para o nucleo (Heinlein & Chang, 2002). No nucleo, o AR € ativa ou inibe a
expressdo de uma variedade de genes, além de ativar vias de sinalizacdo e intervir na
célula, ap6s formacdo do conjunto horménio-receptor, atuando na transcricdo dos
genes-alvo (Heinlein & Chang, 2002; Lazar, 2002). No epitélio mesenquimal, durante a
fase embrionaria, os AR é responsavel pelo desenvolvimento urogenital via interacdes
entre mesénquima e epitélio, sendo precursor na formacdo dos brotos de epitélio
prostatico (Takeda et al., 1985; Cunha, 1992; Cunha, 2004).

Os receptores de estrogeno (ERs), que se ligam a hormdnios estrogénicos,
constituem uma classe da superfamilia de receptores nucleares que atuam na
transcricdo e regulacdo de expressao génica, assim como os ARs (Aranda & Pascual,
2001; Krishnan et al., 2001). As subcategorias dos ERs sao conhecidas por ERa e ER,
ou ER1 e ER2, que diferem desde os genes responsaveis por sua codificacdo, embora
ambos sejam receptores nucleares que atuam como fatores de transcricdo (Heldring et
al., 2007; Ellmann et al., 2009).

Os receptores de hormoénios estrogénicos e androgénicos sdo distribuidos de
forma distinta de acordo com o lobo prostatico a que pertencem. Esta é a razédo pela
gual a atuacao dos hormoénios em cada lobo se apresenta particular (Candido, 2013).0s
ARs sao alvos na pesquisa de cancer de prostata desde 1940, ja que cumpre um papel
na progressao da doenca regulando antigenos como o PSA, comumente utilizado como
marcador do cancer de préstata (Mohler, 2008; Schmidt & Tindall, 2013). O processo de
castracdo androénica, utilizado no tratamento do cancer de prostata, consiste no uso de
agentes antagonistas que ocupem os ARs (Mohler, 2008). Entretanto, muitas vezes
esta privacao néo é bem sucedida em pacientes com idade avancada, ja que as células
carcinogénicas podem atenuar seus efeitos. Estudos estdo sendo realizados no
genoma do AR afim de encontrar uma resposta para este problema, conhecido como
cancer de prostata resistente a castracao (CRPC) (Schmidt & Tindall, 2013). Nos lobos

dorsal e ventral, por exemplo, o0 AR tem uma intensa imunorreacdo no epitélio,
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enquanto nas glandulas de coagulacdo estes receptores tém predominancia estromal.
Da mesma forma, os ERs do tipo 8 se encontram com maior recorréncia no epitélio do
lobo ventral e no estroma das glandulas de coagulagéo, enquanto o tipo a tem maior
incidéncia no estroma em todos os lobos (Candido, 2013). Estes aspectos permitem
inferir que os horménios atuam sobre a préstata de forma lobo-especifica na

manutencdao tecidual e desenvolvimento de lesbes. (Candido, 2013).

1.3. Envelhecimento e seus efeitos na prostata

A senescéncia é conhecida como o conjunto de eventos que envolvem reducéo
do potencial proliferativo das células pré-existentes, perda de funcdes celular e
metabdlica e problemas relacionados ao DNA (Banerjee et al., 2001; Badiola et al.,
2015). Na prostata, o desequilibrio hormonal decorrente do envelhecimento € um dos
principais fatores que promove alteracbes morfolégicas e funcionais em diversas
espécies animais, inclusive em seres humanos (Roy-Burman et al., 2004).

Segundo Banerjee et al., (2000), o envelhecimento esta diretamente ligado a
gueda nos niveis epiteliais de DHT na prdéstata, o contrario do que ocorre com 0s niveis
de estradiol e estrona, aumentados no epitélio e no estroma. O desequilibrio glandular
relacionado ao avanco da idade pode, portanto, ser atribuido principalmente as
mudancas significativas nas taxas de esteréides (Candido et al., 2013). Cada lobo da
préstata apresenta reatividade especifica aos hormdnios, e este gradiente, somado a
intima comunicacdo estabelecida entre epitélio e estroma, é responsavel pela
homeostase da prostata (Candido et al., 2013). Entretanto, os mesmos fatores citados
também tém atuacdo no desenvolvimento de lesdes no 6rgao, sejam estas benignas ou
malignas (Candido et al., 2013). Em ratos idosos linhagem Brown Norway, a
imunomarcacéo de AR se apresentou reduzida nos lobos dorsal e lateral, e aumentada
no lobo ventral quando comparado a animais jovens (Banerjee et al., 2000). Niveis
séricos de testosterona também mostraram reducdo proporcional em relacdo aos de
estradiol com o avanco da idade (Banerjee et al., 2000). O bloqueio androgénico

utilizado em tratamentos do cancer de prostata, por exemplo, atua de forma distinta
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entre os diferentes lobos prostaticos no que diz respeito a mecanismos de resposta
apoptotica (Banerjee et al. 2000). Além disso, a sensibilidade das células em apoptose
apos a ablacdo androgénica é alterada com avanco da idade, principalmente no lobo
ventral (Banerjee et al., 2000), demonstrando que o envelhecimento é fator decisivo na
resposta a tratamentos na prostata.

Na prostata de animais idosos € possivel observar maior incidéncia neoplasia
intraepitelial prostatica (NIP), atipia nuclear das células do epitélio secretor, atrofia, bem
como a formacdo de microacinos a partir de acinos preexistentes e a ocorréncia de
adenocarcinoma bem diferenciado (Montico et al., 2014). A HPB e o cancer de prostata
sdo exemplos de lesGes prostaticas comuns associadas ao processo de
envelhecimento, em funcédo das alteracdes das caracteristicas fenotipicas do 6rgéao
(Bianchi-Frias et al., 2010).

No microambiente estromal as mudancas sdo tanto fenotipicas quanto
moleculares e participam ativamente no desenvolvimento de doengas comuns na
préstata durante a senescéncia (Bianchi-Frias et al., 2010). A desorganiza¢do da matriz
de colageno € uma das consequéncias da senescéncia e, embora o0 colageno seja
encontrado em abundancia na préstata neste periodo da vida, as fibras encontradas no
estroma se dispdem desorganizadas, alterando a morfofisiologia do 6rgéao (Bianchi-
Frias et al., 2010). Além disso, € caracteristica comum do estroma prostatico de animais
idosos a presenca de infiltrados inflamatérios (Bianchi-Frias et al., 2010; Montico et al.,
2014; Kido et al., 2017).

Aumento na expressdao de marcadores estromais como a-actina e vimentina,
assim como maior recrutamento de fibroblastos positivos duplos para as proteinas
CDK4/a-actina e CDK4/vimentina foram observados na préstata de animais senis,
demonstrando que o processo de reatividade estromal é fator determinante no
aparecimento de lesdes (Montico et al., 2015). A a-actina desempenha um papel
fundamental na manutengédo do citoesqueleto e em movimentos celulares que
envolvem principalmente a contragdo muscular (Ruan & Lai, 2007; Gunst & Zhang,
2008; Kim, 2008). Alteracbes em sua expressdo podem indicar correlacdo com certos

tipos de neoplasia de natureza maligna, ja que é uma molécula relacionada ao reparo
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tecidual (De Fonseca et al., 2012; Sinn et al., 2014). Outras altera¢des néo proliferativas
sdo comuns na préstata de animais senis, como a perda da adeséo entre as células do
epitélio secretor e as ceélulas do epitélio basal, evidéncias inflamatérias oxidativas e
alteracdes nas células epiteliais e danos observados no compartimento estromal
(Bianchi-Frias et al., 2010; Montico et al., 2014; Lamas et al., 2020).

1.4. Angiogénese

A angiogénese é um processo vital para o desenvolvimento e funcionamento do
organismo, sendo caracterizada pela formagdo de novos vasos sanguineos a partir de
vasos preexistentes. (Senger & Davis, 2011). O processo angiogénico tem seu inicio a
partir do recrutamento das células endoteliais, seguido pela degradacdo da membrana
basal vascular e do que se denomina brotamento vascular, sendo que este ocorre no
intersticio celular, onde simultaneamente ao brotamento ha ligacbes da matriz
extracelular com proteinas do tipo integrinas (Senger & Davis, 2011). Este processo é
mediado por fatores de crescimento, enzimas, quimiocinas, moléculas de adeséo e
receptores endoteliais especificos (Liekens et al., 2001). Ja na fase de inibicdo, ao fim
do processo angiogénico, h4 um aumento da concentracdo de inibidores end6genos ou
regulacao negativa dos proprios fatores angiogénicos (Liekens et al., 2001).

A regulacdo natural do processo angiogénico se da para que ndo haja uma
demanda de neovascularizagdo maior que as necessidades do tecido, o que implicaria
em excesso nas taxas de oxigénio, levando a estresse oxidativo e formagéo de novos
radicais livres (Polverini, 2002). No caso dos tumores, este controle entra em
desequilibrio (Polverini, 2002). Apesar de ser fundamental em processos como 0
crescimento e desenvolvimento dos tecidos durante o periodo intra-uterino e mesmo
durante o desenvolvimento pds-natal e adulto, a angiogénese atipica pode participar de
eventos como o desenvolvimento de doencas, cicatrizagcdo inadequada de feridas,
inflamacédo e progressédo tumoral (Li et al., 2017). Os reguladores da angiogénese
estdo organizados em dois grupos: indutores (ou promotores enddgenos) e inibidores

endogenos. Estes fatores sdo produzidos e secretados por células de natureza diversa,
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a depender do tecido em questao (Polverini, 2002). Além disso, a angiogénese também
se relaciona diretamente com o estresse oxidativo. Quando este esta em equilibrio, a
angiogénese tende a manter-se em equilibrio e realizar reparos teciduais adequados
(Huang & Guang-Xian, 2019). Podemos citar entre os fatores indutores o fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o
fator de crescimento de células endoteliais derivadas de plaquetas (PDGF), fatores de
crescimento derivados de plaguetas (como a prostaglandina, heparina, angiotensina) e
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Polverini, 2002). J& dentre os fatores inibidores
envolvidos na angiogénese, encontram-se a angiostatina, a endostatina, o fator
plaquetério, a prolactina, a trombospondina, a interleucina 10, interferons, retindides, o
antigeno especifico prostéatico (PSA) e os inibidores 1, 2 e 3 de metaloproteinase (MMP)
(Brat & An Meir, 2001; Polverini, 2002; Van Moorselar & Voest, 2002).

Durante o periodo de senescéncia, as células perdem grande parte da
capacidade de producéo de fatores pré-angiogénicos, como € o caso do VEGF (Rivard
et al., 1999). No entanto, fibroblastos senescentes sdo capazes de produzir elevadas
taxas de VEGF que compensam a escassez desse tipo de fatores durante o
envelhecimento, o que pode ser uma das possiveis explicagcbes para o0 aumento de
lesdes neoplasicas (Sprenger et al., 2008). Segundo Montico et al., (2014), niveis
elevados de estrogeno induzem o aumento de VEGF na prostata de camundongos
senis. Paralelamente, o estroma reativo também é outro fator que contribui para o
recrutamento de células endoteliais a partir de vasos situados nas regides periacinares
(Montico et al., 2015). O aumento das MMP-2 e MMP9 induz a uma maior
permissividade do ambiente para o crescimento tumoral, associando-se a capacidade
de desenvolvimento de tumores expressivos em ratos idosos (Reed et al., 2006). A
imunomarcacdo pelo antigeno CD31 confirmou o aumento da rede de microvasos na
préstata de camundongos idosos e, também, de camundongos transgénicos para
adenocarcinoma de prostata (TRAMP) no inicio do desenvolvimento da doencga (Kido et
al., 2014, Montico et al., 2015, Shi et al., 2018)

Inicialmente, lesdes proliferativas contam com a mesma rede vascular original

do tecido, e isso promove hip6xia conforme as células se multiplicam, implicando no
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recrutamento de novos vasos sanguineos como condicdo de sobrevivéncia das células
epiteliais (Huss et al., 2001; Liekens et al., 2001; Macpherson et al., 2003).Tumores
malignos em estagios avancados demandam maior drenagem e irrigacdo sanguinea
para nutrir suas células e garantir seu crescimento e, para que iSso seja possivel suas
células epiteliais recrutam células do endotélio presentes no estroma, e estas formam
vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes (Tuxhorn et al., 2001; Van
Moorselaar & Voest, 2002; Condon et al., 2005). A hipoxia € o fator determinante que
da inicio ao switch angiogénico, evento precoce da carcinogénese que marca o
momento de capacitacdo das células tumorigénicas para producdo de fatores
angiogénicos proprios para sua nutricdo e crescimento (Huss et al., 2001; Zhong et al.,
2004). O fator induzivel por hipéxia (HIF-1a) € um dos que sofre aumento em sua
expressdo no microambiente durante o envelhecimento, seguido pelo fator de VEGF,
FGF-2 e aumento na densidade de microvasos (Montico et al., 2014). Ao mesmo
tempo, estas células alteradas reduzem a producao dos fatores inibitorios da formacao
de novos vasos, uma funcdo também desempenhada por drogas anti-angiogénicas
(Doll et al., 2001; Montico et al.,, 2015). Desta maneira, o bloqueio de moléculas
sinalizadoras do processo angiogénico poderia ser uma forma de prevenir o
aparecimento de possiveis focos de lesdo na prostata durante o processo de
envelhecimento.

Inibidores da angiogénese atuam tanto impedindo a proliferacdo e migracédo de
células endoteliais, quanto na inducdo de sua apoptose, levando a inatividade tumoral
(Van Mooselaar & Voest, 2002). O tratamento anti-a ngiogénico é de natureza
citostatica, e ndo citotdxica, o que implica que a terapia ocorra a longo prazo (Van
Moorselaar & Voest, 2002). Diante da progressdao neoplasica decorrente do
recrutamento angiogénico, terapias anti-angiogénicas na idade avancada se mostram
eficientes na inibicdo do processo tumorigénico (Montico et al., 2015).

O fator de crescimento transformador beta (TGF-B1) € uma molécula da familia
das citocinas (Herpin, Lelong & Favrel, 2004) envolvida nos mecanismos de
proliferacéo, apoptose, diferenciagcdo e migracao celular (Massagué, 2012). O peptideo

€ conhecido por sua atuagdo controversa no processo de tumorigénese. No
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crescimento normal dos tecidos e nos estagios primarios de proliferacdo patogénica,
atua como inibidor das divisdes celulares atipicas (Guo & Kyprianou, 1998). Entretanto,
quando o quadro de proliferacdo estd mais avancado, o TGF-B1 trabalha como
promotor da proliferacédo destas células (Zhu & Kyprianou, 2005).

Uma sequéncia de eventos pro-tumorais é desencadeada em decorréncia da
desregulagem na sinalizacdo do TGF-p1 (Cao & Kyprianou, 2015). Diante de tais
evidéncias e da chamada “conversa cruzada” estabelecida entre os efetores de
sinalizacdo do TGF-B1 e o eixo androgénico (Cao & Kyprianou, 2015), a sinalizagéo
desta molécula pode ser utilizada como alvo no tratamento de cancer de prostata
resistente a castracdo, por exemplo (Jones, Pu & Kyprianou, 2009). Montico et al.,
(2015) observaram que a expressdao de TGF-f sofre um aumento significativo na
prostata de animais senis. O TGF- esta entre os fatores responsaveis pelo
crescimento atipico da prostata durante o periodo de envelhecimento (Untergasser et
al., 1999). O aumento da molécula nas células estromais é estimulado durante a
senescéncia, promovendo maior proliferacdo. As células do musculo liso prostéatico
também expressam TGF- em grandes quantidades, sendo por este fator mediadas em
proliferacdo e diferenciacdo (Huang & Lee, 2003). Além disso, 0s processos de
diferenciacédo das células endoteliais, de formacdo e manutencéo da parede dos vasos
sanguineos e de desenvolvimento das conexdes vasculares em si sdo dependentes da
regulacéo positiva desempenhada pelo TGF- e seus receptores (Pepper, 1997). Este
fator também regula a angiogénese tumoral, atuando como inibidor ou promotor, a
depender do estagio da lesdo (Pardali & Dijke, 2009). Desconsiderando as condicdes
tumorais, o envelhecimento como fator isolado é caracterizado pelo aumento na
expressdo de TGF-B, como Zhou et al (1993) observou em seu estudo com células do
baco envelhecidas. Dentre os eventos da senescéncia, ocorre a imunosenescéncia,
uma descaracterizacdo da funcdo imune que torna o organismo mais susceptivel ao
desenvolvimento de doengas (Zhou et al., 1993). O TGF-B apresenta propriedades
imunossupressoras atuando como mediador da resposta imune (Zhou et al., 1993;
Ewers et al., 2008). O TGF-B esta envolvido no desenvolvimento de doencas

comumente associadas ao envelhecimento, como é o caso do céncer de proéstata
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(Kloss et al., 2018), o bécio senil, o hipertireoidismo (Lv et al., 2017), o Alzheimer, onde
pode influenciar na expressao das lesGes (Peress & Perillo, 1995) e a osteoporose
(Fugita et al., 1990).

1.5. Maracuja-azedo e compostos bioativos

O maracuja—azedo (Passiflora edulis) pode ser encontrado em quase todo o
territorio brasileiro e seu cultivo é favorecido pelo clima tropical (Wondracek, 2009). De
modo geral, o fruto do maracuja em suas variedades comerciais contém um grande
ndamero de substancias que promovem efeitos benéficos ao organismo (Zeraik et al.,
2010). Os estudos evidenciam suas propriedades antioxidantes, capacidade de reducéo
de hipertensao e das taxas de glicose e colesterol séricos (Zeraik et al., 2010). A farinha
da casca do maracuji-azedo, por exemplo, tem sido estudada por suas propriedades
hipoglicemiantes (Medeiros et al., 2009). Recentemente, Vuolo et al. (2020)
demonstraram que a ingestdo da farinha de casca de maracuja promoveu queda no
estresse oxidativo através do aumento dos niveis de enzimas antioxidantes, atenuando
a resposta inflamatéria em homens com sobrepeso. O mesmo estudo constatou
reducdo dos niveis séricos de insulina, da pressao arterial e da frequéncia cardiaca,
bem como reducdo do ganho de peso corporal em 13,31% e a gordura corporal total em
22,58% de ratos obesos (Vuolo et al., 2020). Além disso, o uso do extrato da casca de
trés variedades de maracuja em ratos albinos, sobretudo com extrato do maracuja roxo,
implicou em um efeito protetivo nos rins e no figado destes animais (Nerdy & Ritarwan,
2019).

O maracuja também se apresenta como alimento funcional, pois é uma rica fonte
de minerais e vitaminas, além de compostos fendlicos como alcaloides, flavonoides e
carotenoides (Talcott et al., 2003; Zeraik et al., 2010). Os compostos fendlicos, de
carater natural ou sintético, sdo caracterizados pela unido de um anel aromatico com
um grupo hidroxila. Quando estdo em forma de polimeros, sdo chamados polifendis e
sdo capazes de promover atividade antioxidante (Angelo & Jorge, 2007). O consumo

diario destes compostos na dieta pode promover um efeito protetivo de processos
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oxidativos naturais do organismo (Degaspari & Waszczynskyj, 2004). Esta propriedade,
a longo prazo, resulta na prevencéo de doencas resultantes ou acentuadas pelos danos
oxidativos como o cancer. Os processos oxidativos sdo desencadeados por formas
extremamente reativas do oxigénio, as substancias reativas oxigenadas, intimamente
associadas ao processo de envelhecimento (Degaspari & Waszczynskyj, 2004). Desta
forma, é possivel obter efeitos preventivos e terapéuticos para o organismo em geral
através do consumo frequente de alimentos vegetais, gracas a presenca de compostos
bioativos como os polifenois (Oczkowski et al., 2021).

A polpa do maracuja, mais comumente utilizada pela indastria, representa
somente cerca de 30% de sua massa total, gerando o descarte de sementes, casca e
fibras (Gerola et al., 2013; Vigano et al., 2016). Tais subprodutos industriais apresentam
alto valor nutricional, sendo ricos em compostos polifendlicos, estes considerados
excelentes antioxidantes (Martinez et al., 2012). As sementes do maracuja-azedo
(passiflora-edulis) representam a porcdo do fruto com a maior concentracdo de
compostos polifendlicos, como piceatannol (PIC) e scirpursina-B (Vigané et al., 2016).
Outra vantagem nestes residuos € seu baixo custo, fato que pode apresentar-se como
alternativa de recurso nutricional para acesso de comunidades mais marginalizadas, ou
como suplemento nutricional (Martinez et al., 2012). As sementes de maracuja-azedo
também apresentam alto teor de acidos graxos (Liu et al., 2009), com predominancia de
acido linoléico (Ferrari et al.,, 2004). Assim sendo, classificar os subprodutos do
maracuja como produtos adequados para utilizacdo humana é um interesse nédo apenas
econdmico, mas também da ciéncia e da tecnologia (Ferrari et al., 2004; Zeraik et al.,
2010). O fruto tem sido frequentemente explorado em pesquisas e na industria
farmacéutica (Coelho et al., 2016).

O PIC é um polifenol natural, classificado como estilbeno, encontrado em
produtos vegetais como o maracuja, uva e o cha branco (Piotrowska et al., 2012;
Kershaw & Kim, 2017). Esta substancia é analoga ao hidroxilado do resveratrol,
composto fendlico amplamente conhecido por suas propriedades benéficas a salde
(Piotrowska et al., 2012). Os efeitos antioxidantes do PIC em comparagéo ao resveratrol

demonstraram maior potencial em cultura de células de linhagens leucémicas (Ovesna
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et al., 2006). Em relacdo ao resveratrol, o PIC desencadeia maior diferenciacdo de
células-tronco neurais em astrocitos, de acordo com o estudo de Arai et al. (2016).
Estes e outros dados apontam o PIC como um composto mais potente que o resveratrol
em ensaios focados no combate ao cancer (Kukreja et al., 2014; Arai et al., 2016).

O PIC possui propriedades anti-inflamatorias, anticancerigenas, além de
combater angiogénese, aterosclerose, hipercolesterolemia, hiperglicemia e problemas
cardiovasculares (Kershaw & Kim, 2017). Seus mecanismos metabdlicos comecaram a
ser estudados apenas recentemente (Kershaw & Kim, 2017). Em tumores mamarios, o
PIC demonstrou inibir a via angiogénica através de seus marcadores principais (fatores
VEGF-A, VEGFR-2, VE-caderina, CD31), o que, com outros resultados, permite inferir
gue o composto age na supressao da progressdo tumoral através de alteracfes no
microambiente, reduzindo a expressao de fatores de transcricdo como P-NFkB p65, P-
STAT3 e HIF-1a e proteinas regulatorias da progresséo do ciclo celular ,além de
reduzir a demanda de angiogénese e linfangiogénese (VEGF-C, LYVE-1) (Song et al.,
2015).

Na prostata, o potencial quimiopreventivo do PIC se esteve relacionado
prevencao do cancer de préstata, através de suas propriedades efetivas na inibicdo da
sintese de andrégenos e da ativacdo dos receptores de androgeno (Lundgvist et al.,
2017). Em culturas celulares com células de cancer de préstata humano, o tratamento
com PIC promoveu a apoptose e interrompeu o ciclo celular, além de atuar nas vias
mitocondriais das células tumorigénicas, o que qualifica efeitos anticancer (Kim et al.,
2008; Kido et al., 2020). Foi observado que este composto fendlico ainda atuou como
regulador da expressdo de proteinas de migracdo e invasédo nos tecidos prostaticos,
através da inibicdo da sinalizagcéo de IL-6/STAT3 (Kwon et al., 2012). Recentemente, 0
estudo de Kido et al., (2020) demonstrou que o uso do extrato do bagago do maracuja-
azedo (EBM) rico em PIC, o mesmo utilizado no presente estudo, levou ao atraso da
progresséo de lesdes proliferativas no modelo TRAMP. Esses achados indicaram um
possivel papel preventivo do EBM, e consequentemente, do PIC em relagdo ao cancer

de prostata.
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2. JUSTIFICATIVA

Com o aumento da expectativa e qualidade de vida, a populagdo mundial de
idosos aumentou significativamente e é esperado que esta tendéncia se mantenha nos
préximos anos (Kanso, 2013). A Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) divulgou em
2019 que a populacdo mundial esta envelhecendo. Ja ha mais idosos (pessoas acima
de 65 anos) que criancas (de 1 a 4 anos), pela primeira vez na historia. De acordo com
as projecoes, o0 quadro se agravara até 2050, quando havera o dobro de idosos em
relacdo as ciancas (ONU, 2019). O Brasil também vem enfrentando o que chamamos
processo de envelhecimento populacional. Este se da principalmente pela queda nas
taxas de fecundidade e consequente reducédo da porcentagem de jovens, somados ao
aumento da expectativa de vida, configurando aumento da estrutura etaria (Moreira,
2014).

O cancer de préstata foi o terceiro tipo de cancer mais comum em numero de
novos casos no ultimo ano no mundo (1,414,259 novos casos, 7,3% do total de novos
casos de cancer). As mortes em 2020 foram ao todo 305.304, representando 3,8% das
mortes por cancer em geral (Sung et. al., 2021). Além disso, é o terceiro cancer mais
letal na populacdo mundial (Sung et al., 2021). Diante deste fato, sabe-se que o cancer
de préstata, bem como outras desordens prostéticas sdo frequentes em individuos
idosos e, por isso, merecem atencdo. O desequilibrio hormonal, associados a fatores
genéticos e maus habitos de vida, sdo alguns dos principais fatores que tornam o0s
individuos senis mais suscetiveis a les6es na prostata (Prins et al., 2007).

Como consequéncia do processo de envelhecimento, processos naturais do
organismo como angiogénese podem tornar-se continuamente estimulados criando
condicdes favoraveis a proliferagédo celular e, consequentemente, a manutengdo de um
microambiente prostatico com potencial tumoral. Nos dltimos anos, nosso grupo de
pesquisa demonstrou que durante o envelhecimento o aumento da angiogénese na
prostata de camundongos foi capaz de promover mudancas morfofuncionais e
moleculares, assemelhando-se a prostata de animais com cancer (Montico et al., 2014).

Frente a isto, tratamentos anti-angiogénicos apresentaram importantes efeitos anti-
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tumorais ao atenuar a formacdo de novos vasos sanguineos no microambiente tumoral
(Montico et al., 2014).

O uso de substancias naturais oriundas de matrizes alimentares tem se tornado
bastante comum no estudo da prevencdo de doencas ou até mesmo em ensaios
clinicos como adjuvantes em tratamentos quimioterapicos. Os compostos polifendlicos
se destacam nesse contexto de prevencdo de doencas, pois estdo presentes em
diferentes tipos de alimentos e suas caracteristicas benéficas tém sido extensivamente
caracterizadas e consideradas como promissoras, inclusive no cancer de préstata. O
PIC é um polifenol que apresenta propriedades anti-proliferativas, anti-oxidantes, anti-
angiogénicas e pré-apoptéticas e esta presente no bagaco do maracuja-azedo. No
entanto, ndo existem estudos que reportem a acdo do EBM ou do PIC isolado no
microambiente prostatico senil. Assim sendo, o presente estudo se propds a avaliar o
uso do EBM rico em polifendis, a fim de se verificar o potencial quimiopreventivo e um

possivel papel anti-angiogénico na préstata durante o envelhecimento.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Caracterizar o microambiente prostatico de camundongos senis submetidos a
administracdo do extrato do bagaco do maracujd-azedo, através dos parametros

morfolégicos, hormonal e angiogénico.

3.2. Objetivos Especificos

° Caracterizar e quantificar caracteristicas morfolégicas da préstata ventral de
camundongos jovens, senis e senis tratados com EBM;

° Caracterizar o perfil de resposta dos antigenos VEGF, VEGFR-2, TGF-3, CD31 e
a-actina na préstata ventral dos diferentes grupos experimentais através da analise
imunohistoquimica;

° Quantificar através da técnica de Western-Blotting o nivel proteico dos antigenos
VEGF, AR, TGF-B, ER-a e a-actina presente na préstata ventral dos diferentes grupos
experimentais;

° Avaliar qualitativamente a histopatologia do figado nos diferentes grupos
experimentais, a fim de determinar os efeitos da administragdo do EBM sobre o tecido

hepatico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Extrato do bagaco do maracuja

A obtencao e analise quimica do extrato do bagaco do maracuja foi previamente
realizada em parceria com o Laboratério de Nutricio e Metabolismo, sob
responsabilidade do Prof. Dr. Mario R. Maréstica Junior. O extrato desengordurado,
obtido a partir de sementes e remanescentes de polpa de maracuja-azedo, foi obtido
por meio de extragdo com liquido pressurizado. A caracterizagdo quimica do extrato
(andlise de compostos fendlicos totais e especificos), bem como a quantificacdo do
contetdo de PIC e avaliacdo de capacidade antioxidante foi realizada previamente pelo
grupo do Prof. Marostica e os dados foram utilizados para determinar a dose do

presente estudo (Baseggio et al., 2021).

4.2. Protocolo Experimental in vivo

4.2.1. Animais e Procedimento Experimental

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do
Instituto de Biologia, Unicamp, e consta sob o protocolo de n°® 4977-1/2018. Foram
utilizados 45 camundongos machos da linhagem FVB, obtidos no Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Biologica 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.

Os animais obtidos foram divididos em 3 grupos experimentais:

a. Grupo Controle JOVEM (JV): Camundongos FVB com 12 semanas de idade

(n=15) receberam agua (veiculo) por gavagem, durante 10 semanas;
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b. Grupo_Controle SENIL (SC): Camundongos FVB com 52 semanas (n=15)

receberam agua por gavagem, durante 10 semanas;
C. Grupo SENIL / Extrato do bagaco do maracuja (SM): Camundongos FVB com 52

semanas de idade (n=15) receberam por gavagem dose equivalente a 10 mg/Kg de PIC
contido no EBM na forma aquosa pelo periodo de 10 semanas (Adaptado de Song et
al., 2015).

Durante 10 semanas precedentes a eutanasia, todos os animais foram pesados
semanalmente em balanca analitica, bem como a ragéo disponibilizada correspondente
aos mesmos, a fim de calcular o consumo de racdo e ganho de peso. Ao término do
tratamento, todos os animais foram pesados em balanca analitica, anestesiados com
Cloridrato de Xilazina 2% (5mg/kg i.m.; Konig, Sédo Paulo, Brasil) e Cloridrato de
Cetamina 10% (60mg/kg, i.m.; Fort Dodge, lowa, EUA) e eutanasiados.

Amostras do lobo ventral e do figado foram coletadas de todos animais de cada
grupo experimental, e submetidas as analises morfologicas e morfométricas em

microscopia de luz, analise imunohistoquimica e de western blotting (Fig. 1).

Figura 1: Fotografias de camundongos FVB. (A) Medida relativa do camundongo em
centimetros. (B) Aparelho reprodutor exposto através de incisdo ventral em “v”, permitindo
visualizacdo da bexiga (B), vesiculas seminais (VS), testiculos (T) e lobos prostaticos ventrais

(LV) e anteriores/glandula de coagulagéo (LA). Aumento 12,5x

4.2.2. Microscopia de luz
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Apoés a coleta, amostras da prostata ventral e do figado foram fixadas em Bouin
por 24 horas e, posteriormente, foram lavados em etanol 70% por 3 semanas. Em
seguida, todas as amostras foram desidratadas em uma série crescente de alcoois,
diafanizados em xilol por 2 horas e embebidos em parafina contendo polimeros
plasticos (Paraplast, Merck). Os blocos contendo amostras da prostata ventral e figado
foram seccionados na espessura de 5um e 8um, respectivamente, utilizando micrétomo

Hyrax M60 (Zeiss, Munique, Alemanha) .

4.2.2.1. Analise morfolégica e morfométrica da préostata

As laminas teciduais utilizadas para analise morfologica da prostata ventral dos
diferentes grupos experimentais foram coradas tanto em hematoxilina e eosina como
em tricrbmico de masson, e as fotomicrografias capturadas com o fotomicroscoépio
(Nikon Eclipse E-400 - Nikon, Tokyo, Japao) através de software NIS-Elements/Image.
Um reticulo com 420 interseccdes foi projetado, individualmente, sobre 10 imagens
aleatdrias capturadas com objetiva de 40x, para cada animal utilizando software Image
Pro-Plus. Para cada imagem analisada foram discriminadas as seguintes categorias:
epitélio normal, NIP, epitélio atrofico, epitélio total, limen acinar, estroma total e camada
fiboromuscular ao redor do acino. O percentual de cada um dos itens avaliados foi
determinado considerando-se o0 numero total de pontos por imagem. Microacinos e
focos de adenocarcinoma bem diferenciado foram quantificados em 10 campos

aleatdrios capturados com objetiva de 40x para cada animal.

4.2.3. Imunohistoquimica

Amostras prostaticas de 5 animais de cada grupo experimental, 0s mesmos

utilizados para a microscopia de luz, foram utilizadas para as imunomarcagoes,

adaptando a metodologia descrita por Kido et al., (2016).
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As laminas contendo amostras do tecido prostatico passaram pelo processo de
recuperacdo antigénica atraves de aquecimento em solugdo tampéao de citrato, de 2 a 5
ciclos de 5 minutos a depender do antigeno. Alguns antigenos (VEGF e VEGFR-2)
exigiram uma permanéncia de 15 minutos no tamp&o apos 4 ciclos de 5 minutos. Apoés
3 lavagens de 5 minutos com solucdo basal, foi realizado bloqueio da peroxidase
enddgena com solucéo de peroxido de hidrogénio de 0,1 a 0,3%. Apds nova sequéncia
de lavagens de (3x5min), o bloqueio de ligacdes inespecificas foi realizado com solucéo
de 1 a 3% de BSA (albumina do soro bovino) por 1 hora. As amostras em laminas foram
lavadas por mais 3x5min em solucdo basal, para entdo serem incubadas com o0s
anticorpos primarios: anti-a-actina ab5694 (Abcam), anti-CD31 sc-1506 (Santa Cruz),
anti-VEGF sc-53462 (Santa Cruz), anti-VEGFR-2 sc-315 (Santa Cruz) e anti-TGF-
ab64715 (Abcam). Em seguida, as laminas foram levadas a geladeira overnight. No dia
seguinte, as amostras foram novamente lavadas em solucdo basal (6x5min) e
incubadas com o anticorpo secundario anti-mouse (W4021/promega),ou anti-rabbit
(W4018/promega), os quais foram diluidos em BSA 1%. Todas as diluicbes e
informacdes sobre os anticorpos estao descritas na Tabela 1.

As laminas entédo foram reveladas em DAB (3,3’-diaminobenzidina) até os tecidos
apresentarem cor acastanhada. Este método confirmou a imunolocalizacdo das
proteinas de interesse no tecido prostatico. As laminas foram contra-coradas com
hematoxilina e montadas para microscopia de luz. A avaliacdo da imunoreatividade dos
antigenos marcados ocorreu através da comparacdo a um controle negativo realizado
através da incubacdo de lamina amostral sem anticorpo primario. A presenca da
imunoreatividade foi determinada a partir da andlise de 10 campos néo sobrepostos por
animal, capturados com objetiva de 40x, sobre os quais foi posto um reticulo com 420
pontos. Destes pontos, foi calculada a porcentagem daqgueles que coincidem com areas
positivas para a reacédo imunohistoquimica na fotomicrografia. Nas laminas submetidas
a imunohistoquimica para a molécula CD31, foi avaliada a densidade de microvasos,
calculada pelo numero absoluto de vasos imunorreativos em cada um dos 10 campos

de captura.
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Tabela 1: Anticorpos primarios e secundarios e diluicBes utilizadas na técnica de imuno-

histoquimica.
Cdédigo/Marca Diluicdo
a-actina ab5694 / abcam 1:35
CD31 sc-1506 / santa cruz 1:500
Anticorpos VEGF sc-53462 / santa cruz 1:35
Primérios
VEGFR-2 sc-315/ santa cruz 1:35
TGFB-1 ab64715 / abcam 1:50
Rabbit kit abcam solucéo pronta
Anticorpos Mouse kit abcam solugéo pronta
Secundarios Rabbit W4018 / promega 1:100 (TGF-B)
Mouse W4021 / promega 1:300 (a-actina)

4.2.4. Western Blotting

Amostras do lobo ventral foram coletadas de pelo menos 5 animais de cada
grupo experimental e congeladas a -80°C. Para a extracdo de proteinas foi utilizado
tampédo de lise ndo denaturante e 1% de aprotinina para blogueio de proteases. As
amostras entdo foram homogeneizadas utilizando sonicador (Vibra Cell, Sonics) e, em
seguida, centrifugadas a 14000 rpm a 4°C por por 20 minutos para coleta do
sobrenadante.

A dosagem de proteinas totais das amostras prostaticas foi realizada pelo
método de Bradford. Posteriormente, as amostras foram diluidas em tampéo Laemmli e

aquecidas em banho-seco a 100°C por 5 minutos. O correspondente a 20ug de proteina
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foi utilizado para cada amostra, as quais foram submetidas a eletroforese em gel de
SDS-poliacrilamida (10% - 30V). Ap6s a eletroforese, o material foi transferido
eletricamente (Sistema Hoefer) para membranas de nitrocelulose (Amersham) a 100 V
(90-120 minutos). Apos transferéncia, as membranas foram submetidas a bloqueio em
leite 5%, por 1 hora. A incubacdo do anticorpo primario foi efetuada e as membranas
foram mantidas no agitador overnight a 8°C . Entdo, as membranas foram incubadas
com anticorpo secundario por 2 horas a temperatura ambiente, lavadas com solucéo
basal (6x5min) e, por fim, reveladas em solugdo quimioluminescente (Super Signal
West Pico Chemiluminescent - Thermo Scientific -34080). As bandas foram capturadas
pelo equipamento G-BOX (Syngene, Cambridge, UK) e quantificadas pelo software
UNScan-it. B-actina foi utilizada como controle enddgeno e todas as membranas foram
submetidas a stripping. Os anticorpos e diluicdes utilizados nos experimentos

encontram-se descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Anticorpos primarios e secundarios e diluicdes utilizadas nas técnicas de western

blotting.
Cdédigo/Marca Diluicéo
a-actina ab-5694 / abcam 1:100
VEGF sc-53462 / santa cruz 1:250
Anticorpos ER-a sc-71064 / santa cruz 1:350
Primérios
TGFB-1 ab64715 / abcam 1:500
AR sc-816 / santa cruz 1:350
B-actina sc-81178 / santa cruz 1:5000
Anticorpos Rabbit W4018 / promega 1:5000
Secundarios Mouse W4021 / promega 1:5000

4.2.5. Analise Histopatoldgica do Figado
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As laminas contendo amostras do tecido hepatico foram coradas em
hematoxilina-eosina e as fotomicrografias capturadas com o fotomicroscépio (Nikon
Eclipse E-400 - Nikon, Tokyo, Japao) e o software NIS-Elements/Image. Foram
capturados 10 campos ndo sobrepostos por animal na objetiva de 40x. Analise
qualitativa foi empregada a fim de descrever o padrdo observado nos hepatdcitos e

meio extracelular nos diferentes grupos experimentais.

4.2.6. Andlise Estatistica

Os resultados obtidos nas técnicas utilizadas no presente trabalho foram
submetidos a testes estatisticos, 0s quais consistiram em pré-teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, o teste ANOVA, seguido por pos-teste de Dunnet, para dados
paramétricos, ou pos-teste de Kruskall-Wallis, para dados ndo parameétricos. O software
utilizado para a realizacdo dos testes foi GraphPad Prism e a significancia considerada
foi de *p<0,05%, **p<0,01% e ***p<0,0001%.
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5. RESULTADOS
5.1. Ganho Absoluto de Peso Corporal e Consumo de Racéao

O consumo meédio de racdo diario e o ganho de peso corporal reduziram
significativamente apos o tratamento com EBM em relacéo ao grupo controle SC (Fig.
2A-B). Enquanto que entre os grupos controle JV e SC, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa (Fig. 2A-B).
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Figura 2. (A) Consumo médio diario de ragdo. (B) Ganho absoluto de peso. Diferenca
estatisticamente significativa em (A) entre os grupos SC e SM e (B) entre os grupos SC e SM.
*p<0.05%, ANOVA One-way seguido pelo teste de Dunnett, considerando: *p<0,05% e

**p<0,01% (comparacdo com o grupo controle SC).
5.2. Histopatologia e Morfometria da Préstata

5.2.1. Grupo Jovem (JV)

A prostata ventral dos animais do grupo jovem (Fig. 3, A-D; 4, A-C) caracterizou-

se pela presenca de epitélio do tipo simples, o qual delimita o limen e o separa do
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estroma, formando estruturas isoladas denominadas &acinos prostaticos. Células
epiteliais secretoras foram identificadas com formato variando de colunar a cubico e
com nucleo basal. Aléem disso, células basais foram observadas de forma esparsa
intercaladas as células epiteliais secretoras (Fig. 3C; 4A). A avaliacdo morfométrica
confirmou maior incidéncia de area correspondente a epitélio saudavel em animais do
grupo JV, quando comparada ao grupo SC (Fig. 5B). O estroma prostatico caracterizou-
se por aspecto fibrocelular com espessura delgada composto por camadas de células
musculares lisas e elementos fibrilares distribuidos de forma concéntrica ao redor dos
acinos glandulares. (Fig. 3 A-D; 4 A-C),

5.2.2. Grupo Controle Senil (SC)

A prostata ventral dos camundongos senis foi caracterizada pela presenca de
alteragOes tanto no compartimento epitelial quanto estromal (Fig 3 E-H; Fig. 4 D-F).
Reducéo significativa de areas de epitélio saudavel (Fig. 5B), aumento significativo da
incidéncia de atrofia epitelial (Fig.5C) e presenca de microacinos (Fig. 3F; 4F) foram
caracteristicas observadas na préstata dos animais senis quando comparadas a
préstata ventral de animais do grupo JV (Fig). Ainda, foram identificadas lesGes
proliferativas como NIP, um tipo de lesdo ndo-invasiva da prostata, definida pela
estratificacdo do epitélio glandular, atipia nuclear e/ou palidez (Fig. 3, E,F,H; Fig. 4H).
Também, eventuais focos de adenocarcinoma bem diferenciado, lesdo maligna
caracterizada pela descontinuidade da membrana basal e invas@o de células epiteliais
no compartimento estromal (Fig. 4D).

O estroma prostéatico apresentou focos de hiperplasia e hipertrofia das células
musculares lisas, 0s quais apresentaram-se significativamente aumentados em relacao
ao grupo jovem (Fig. 5F). Essas alteracdes geralmente foram identificadas adjacentes a
areas de lesdes epiteliais (Fig 4. D,F). Além disso, focos de células inflamatdérias foram

identificados no estroma prostéatico adjacente a areas de lesdo ou microacinos (Fig 4.F)

5.2.3. Grupo Senil tratado com Extrato do Bagaco de Maracuja (SM)
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A prostata ventral do grupo tratado com o EBM apresentou melhora dos
aspectos estruturais quando avaliados de forma qualitativa em relacéo ao grupo SC (Fig
3. I-L; 4G-1). De maneira geral, o compartimento epitelial demonstrou aspecto
semelhante ao grupo JV, caracterizando-se pela presenca de epitélio secretor simples
de formato colunar e clbico e nucleo de orientacéo basal (Fig. 3 A-D; I-L; 4 G-I). Areas
de epitélio atrofico e NIP ainda foram observados neste grupo (Fig. 3K), porém, a
analise morfométrica ndo indicou diferenca na incidéncia dessas lesGes induzida pelo
EMB quando comparado ao grupo SC (Fig. 5C, D). Ainda, aumento significativo da area
total correspondente ao estroma foi verificado na préstata ventral dos animais que

receberam EBM em relacédo aos demais grupos experimentais (Fig. 5E).
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Figura 3: Fotomicrografias do lobo ventral da prostata de camundongos FVB. GRUPO JV- (A-
D): epitélio secretor simples, com células luminais e basais (cb). Estroma fibromuscular de
aspecto normal e delgado. GRUPO SC (E-H): Focos de proliferagdo do epitélio glandular
classificados como neoplasia intraepitelial prostatica (NIP), foco de atrofia (cabec¢a de seta) e
presenca de microacino (mc). (G) Estroma fibromuscular hiperplésico e hipertréfico. (H), detalhe
para foco de proliferagéo epitelial (NIP) e espessamento da camada de células musculares lisas
(cabeca de seta branca). GRUPO SM - (I-L): epitélio secretor simples, com células cubicas a
colunares e focos de atrofia epitelial (cabeca de seta). Estroma prostatico de aspecto normal



45

com eventuais pontos de hipertrofia das células musculares lisas (cabeca de seta branca). JV:
jovem; SC: senil; SM: senil tratado com extrato do bagaco do maracuja; Ep: epitélio; St,
estroma; L: lumen; cb (célula basal). Hematoxilina-Eosina (A-C; B-G; I-K); Tricrébmico de
Masson (D, H, L).

Figura 4: Fotomicrografias da préstata ventral de camundongos FVB. (A-C) Grupo JV: células
basais do epitélio (setas) e delgada camada fibromuscular. (D-F) Grupo SC: neoplasia
intraepitelial prostatica (NIP) em E e F, microécino (mic), atrofia epitélio-glandular (cabec¢a de
seta), infiltrado inflamatério (inf) e adenocarcinoma bem diferenciado (circulo descontinuo) e
camada fibromuscular espessa (+). (G-1) Grupo SM: camada fibromuscular espessa (+) e regido
de atrofia (cabeca de seta). JV: jovem; SC: senil; SM: senil tratado com extrato do bagaco do
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maracuja; Ep: epitélio; St, estroma; L: [limen. Hematoxilina-Eosina (A, B, C, E, G, I); Tricrémico
de Masson (D, F, H).
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Figura 5: Analise morfométrica do lobo ventral da préstata de camundongos FVB dos
grupos JV, SC e SM. (A) Epitélio total. (B) Epitélio Saudavel. (C) Epitélio atrofico. (D)
Neoplasia Intraepitelial Prostatica. (E) Estroma. (F) Camada Fibromuscular. (G) Lumen
glandular total. JV: jovem; SC: senil; SM: senil tratado com extrato do bagago do maracuja. Ep:
epitélio; St, estroma; L: limen. Teste estatistico One-Way ANOVA, seguido do pds teste de
Dunnet, considerando *p<0,05%; **p<0,01% ****p<0,0001%. JV: jovem; SN: senil; SM: senil

tratado com extrato do baga¢o do maracuja.

5.3. Analise Histopatoldgica do Figado

A morfologia do figado dos animais do grupo JV foi caracterizada pela presenca
de hepatdcitos de forma poligonal, mono ou binucleado (Fig. 6A). Os hepatocitos
apresentaram-se dispostos em corddes em regides de anastomose todos provenientes
das veias porta e centrolobular e da artéria hepética e delimitados por células
endoteliais (Fig. 6B). Em continuagdo com o contorno da veia centrolobular, observa-se
o inicio de um cordédo de hepatdcitos (Fig. 6B)

No grupo SC, a presenca de acumulo de conteudo citoplasmético ao redor dos
ndcleos dos hepatdcitos foi observada, os quais também variaram entre mono e
binucleados. Os vasos sanguineos interpostos no tecido hepatico, na matriz
extracelular, apresentaram camada fibromuscular aparentemente mais espessa em
relacdo ao grupo JV (Fig 6E). Além disso, foi identificado focos de infiltrados
inflamatorios (Fig. 6D).

O tratamento experimental com EBM ndo promoveu alteracbes morfolégicas
evidentes no figado dos animais senis quando comparado ao grupo controle SC (Fig.
6C e 6F).
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Figura 6: Tecido hepatico dos diferentes grupos experimentais, JV (A e B), SC (Ce D) e SM (E
e F). Hepatdcitos (setas), hepatdcitos de nucleo e citoplasma de volume aumentado (cabecas
de seta) e veia centrolobular do figado (contorno), e presenca de infiltrado inflamatorio (circulo

vermelho). Coloragédo em H.E.

5.4. Analise Imunohistoquimica

A analise imunohistoquimica indicou aumento significativo da imunoreatividade a-
actina no grupo SC em relagédo ao grupo JV (Fig. 7A, B; 8A), confirmando o aumento
significativo da camada fibromuscular nos animais senis observados na analise
morfométrica. JA o grupo tratado com EBM néo apresentou diferenca estatisticamente
significativa em relagdo ao grupo controle SC (Fig. 7C, 8A).

Os animais do grupo SC também apresentaram aumento significativo na
imunomarcacéo de CD31, VEGF e VEGFR-2 em relacdo aos animais jovens, indicando
aumento do processo de angiogénese associado ao processo de envelhecimento (Fig.
7D, E, G, H, J, K; 8B-D). O tratamento com EBM diminuiu significativamente o nimero

de vasos marcados pelo antigeno CD31 (Fig. 7E, F; 8B), e a imunoreatividade do
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VGFR-2 (Fig. 7K, L; 8B), enquanto que as demais moléculas ndo apresentaram
alteracdes quando comparado ao grupo controle SC (Fig. 7H, I; 8, C). Todos os
antigenos analisados apresentaram reatividade localizada no citoplasma das células.

VEGFR-2 VEGF CD31

TGF-B
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Figura 7. Imunomarcagéo dos antigenos a-actina (A-C), CD31 (D-F), VEGF (G-I), VEGFR-2 (J-
L) e TGF-B (M-O), no lobo ventral da préstata de camundongos FVB. JV: jovem; SC: senil; SM:
senil tratado com extrato do bagaco do maracuja. Contracoloracdo em Hematoxilina. As setas

indicam a imunoreatividade positiva dos antigenos.
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Figura 8. Frequéncia relativa da imunomarcacao de a-actina (A), CD31 (B), VEGF (C), VEGFR-
2 (D) e TGF-B (E) no lobo ventral da préstata de camundongos FVB. Teste estatistico One-Way
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ANOVA, seguido do poés teste de Dunnet, considerando *p<0,05%; **p<0,01% ****p<0,0001%.

JV: jovem; SN: senil; SM: senil tratado com extrato do baga¢o do maracuja.

5.5. Western Blotting

Os niveis proteicos de a-actina no lobo ventral da prostata apresentaram apenas
aumento no grupo controle SC em relagcédo ao grupo JV (Fig 9A). Assim como na andlise
de imunohistoquimica, aumento significativo dos niveis proteicos de VEGF (Fig. 9B) e
TGF-B (Fig 9C) foram também foram observados no grupo SC quando comparado ao
grupo JV. O tratamento com EBM néo promoveu reducédo significativa na expressao de
VEGF e TGF-B em relacéo ao grupo controle SC (Fig. 9B, C), seguindo a tendéncia dos
resultados apontados na imunohistoquimica.

Em relacdo aos niveis de receptores hormonais analisados, foi observado
aumento de ER-a no grupo SC em relacdo ao grupo JV.(Fig. 9D). Enquanto que nos
animais que receberam EBM aumento significativo de AR e diminuicdo de ER-a foram

identificados quando comparado ao grupo controle SC (Fig. 9E, D).
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Figura 9. Quantificacdo dos niveis proteicos para as diferentes moléculas avaliadas: (A) o-
actina, (B) VEGF, (C) TGF-B, (D) ER-a e (E) AR. Membranas representativas indicando o efeito
do EBM na préstata ventral de animais senis (F). Teste estatistico One-Way ANOVA, seguido
de Dunnet’s, considerando p<0,05% para significancia estatistica, considerando *p<0,05%;
**p<0,01% ****p<0,0001%. JV: jovem; SN: senil; SM: senil tratado com extrato do bagaco do

maracuija.
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6. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo confirmaram que o0 processo de
envelhecimento é causador de alteragdes morfofuncionais deletérias no microambiente
prostatico. Além disso, nossos dados demonstraram que tais modificacdes também
estdo associadas ao aumento do processo angiogénico e desequilibrio hormonal. O
tratamento com EBM, em animais idosos, ndo atenuou completamente os indicadores
morfolégicos caracteristicos do envelhecimento na préstata ventral e, ainda, induziu
aumento da area correspondente ao compartimento estromal, indicando possivel
processo de remodelagdo estrutural apds o uso do extrato. Ainda, efeitos sistémicos do
uso do extrato foram observados, indicando seu papel na modulacdo do metabolismo
energético. Diferentemente da hipotese inicial, o uso do EBM né&o induziu a uma
resposta anti-angiogénica completa na prostata de animais senis. Contudo, o
tratamento com EBM alterou a sinalizacdo hormonal diminuindo os niveis de ER-a, um
importante indicador e indutor de lesdes na prostaticas, inflamacédo e surgimento do
cancer associado ao envelhecimento, e aumentou os niveis AR, sugerindo uma
resposta pré androgénica frente ao desequilibrio hormonal préprio desta fase da vida.

E caracteristica de animais idosos a presenca de lesdes prostaticas como a
proliferacdo alterada do epitélio, atrofia epitelial, nlcleos atipicos no epitélio secretor e
eventuais microacinos derivados do epitélio principal (Montico et al., 2014). Outras
alteragcbes comuns observadas no processo de envelhecimento sdo redugédo da
proporcdo das areas de epitélio saudavel em relacdo as areas de epitélio atrofico, e
presenca de lesbes como o adenocarcinoma bem diferenciado (Lamas et al., 2020). O
estudo de Kido et al. (2017), também observou a ocorréncia de inflamacédo, niveis
plasmaticos aumentados de IL1-B, e lesdes neoplasicas com maior frequéncia durante
o envelhecimento no mesmo modelo animal utilizado no presente estudo. Tais
caracteristicas também sdo comuns em amostras prostaticas de pacientes idosos com
HPB, e estdo associadas ao enfraquecimento e aumento permeabilidade da barreira
epitelial (Pascal et al.,, 2021). Esta condi¢do fisioldgica pode estimular um quadro
cronico de resposta inflamatdria no microambiente prostatico, assim como potencializar

o0 surgimento de neoplasias e metastases (Pascal et al.,2021). Além disso, as
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alteracdes estromais observadas no presente estudo refletiram diretamente no aumento
do imunoexpressdo de a-actina de musculo liso, confirmando achados previamente
descritos na literatura, os quais atestam que o aumento do volume glandular prostatico
de origem predominantemente estromal como caracteristica recorrente no
envelhecimento (Zanetoni, 2002; Bianchi-Frias et al., 2010; Liu et al.,, 2019). Em
conjunto, as alteracdes morfolégicas observadas no presente estudo no modelo senil,
em ambos compartimentos glandulares, corroboram que envelhecimento contribui para
o surgimento de disfuncBes prostaticas, sejam elas de origem inflamatéria ou
neoplasica.

Diferente do esperado, a ingestdo EBM ndo foi capaz de alterar
significativamente a estrutura prostatica dos animais senis, contudo, também n&o foi
observado piora drasticas desses parametros. Dados recentes da literatura mostraram
gue o tratamento com EBM atrasou o agravamento das les6es na prostata, levando ao
aumento areas saudaveis e reducao significativa da incidéncia de NIP de alto grau e
adenocarcinoma bem diferenciado em camundongos TRAMP (Kido et al., 2020). Os
mesmos autores reportaram que a resposta na morfologia prostética identificada ap6s o
tratamento com EBM se deu principalmente devido do atraso do ciclo celular, através
do aumento dos niveis de cdk4 e p21, e diminuicdo da ciclina D1 (Kido et al. 2020).
Ainda, o tratamento com PIC, principal polifenol do EBM, diminuiu o0 processo
hiperplasico do epitélio e estroma resultante da hiperplasia prostatica benigna (HPB)
induzida por testosterona em ratos Wistar por meio de mecanismos antioxidantes e anti-
inflamatorios e regulacao do eixo Nrf2/HO-1/NFkB (Eid e Abdel-Naim, 2020). Chung et
al., (2015) também reportaram que o resveratrol, analogo do PIC, diminuiu
significativamente o peso da préstata e a proliferacdo celular em ratos com HPB. O
diagnéstico de HPB € comumente relacionado ao processo de envelhecimento
(Donnell, 2011), mas é importante ressaltar que o modelo utilizado no presente estudo,
apesar de idoso nédo reflete as caracteristicas desta doenga. Embora a literatura tenha
demonstrado os beneficios do EBM ou do seu principal composto bioativo em relagéo
aos aspectos estruturais da prostata, ndo foi possivel detectar de forma marcante,

apenas pela andlise morfoldgica, caracteristicas de que o consumo do EBM, rico em
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polifendis, exerceu efeito protetivo na citoarquitetura da prostata de camundongos
idosos.

E conhecido que linhagens de roedores utilizadas em laboratorio apresentam
declinio no ganho de peso durante o envelhecimento, periodo no qual os organismos se
tornam mais susceptiveis a perda de peso devido a reducdo de massa magra e
deficiéncias metabdlicas (Netto & Borgonovi 2002; Duarte et al. 2015). No presente
estudo, o tratamento com EBM acentuou a perda de peso nos animais senis, o qual foi
associado a reducao do consumo de ragédo. Segundo Vuolo et al., (2020), a ingestado da
farinha da casca do maracuja reduziu o ganho de peso corporal em 13,31% e a gordura
corporal total em 22,58%, além de reduzir niveis séricos de insulina, da presséao arterial
e da frequéncia cardiaca, melhorando o metabolismo corporal em ratos Sprague-
Dawley obesos. Em contrapartida, dados significativos sobre efeitos direto do PIC no
consumo alimentar ndo foram encontrados, mas existem evidéncias de que o PIC é
capaz de influenciar parametros relacionados a obesidade como metabolismo de
lipideos (Kershaw & Kim, 2017). A administracdo de uma Unica dose de resveratrol
(100mg/Kg) em camundongos, por exemplo, foi capaz de suprimir a ingestao de racao
por 48h (Kim et al., 2010). A ingestdo de polifendis pode intensificar a perda de peso
devido a capacidade destes compostos de aumentar a oxidagcédo de acidos graxos, além
de auxiliar nos processos de lipdlise e termogénese (Arraes & Funchal, 2017). De
maneira geral, os polifendis estdo associados a perda de peso e controle da inflamacéao
proveniente da obesidade quando consumidos em grandes quantidades na
alimentacdo, sendo na dieta ou na suplementacdo (Dos Santos Netto et al., 2018;
Prazeres, 2018). A a partir dos dados do presente estudo ndo é possivel definir o
mecanismo pelo qual o consumo do EBM induziu a reducdo da ingesta alimentar e de
peso corporeo dos animais, mas este fato merece atengdo, uma vez que a perda de
peso significativa durante o envelhecimento pode comprometer a efetividade de
tratamentos e a condi¢do de saude de modo geral.

Marcadores do processo angiogénico também foram avaliados no presente
estudo como forma de elucidar possiveis mecanismos pelos quais o EBM poderia agir

na préstata. Isto posto, visto que o aumento da angiogénese é uma caracteristica
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comum na préstata de animais idosos (Huss et al., 2001; Liekens et al., 2001;
Macpherson et al.,, 2003). Uma das razbes pelas quais a angiogénese €
constantemente ativada durante o processo de envelhecimento € devido ao aumento de
lesBes proliferativas na préstata, que eventualmente podem implicar em hipdxia das
células epiteliais e, consequentemente, na necessidade de um aporte sanguineo maior
para suprir a nova demanda energética (Huss et al.,, 2001; Liekens et al., 2001;
Macpherson et al., 2003). Diferentes estudos demonstraram aumento de fatores
promotores da angiogénese como VEGF, TGF-B, FGF-2, assim como aumento da
microvasculatura prostatica durante o envelhecimento, semelhantemente aos
resultados observados no presente estudo (Kido et al., 2014; Montico et al., 2015;
Lamas et al., 2020). A ativacao do processo angiogénico na prostata, nesse periodo da
vida, foi comparavel ao processo de neovascularizacdo visto na prostata de
camundongos TRAMP, particularmente, nos periodos inicias do desenvolvimento
neoplasico (Montico et al., 2015). A similaridade reportada entre esses dois modelos
reforca a ideia de que o envelhecimento leva ao aumento da angiogénese na prostata,
evento fundamental no surgimento do cancer de préstata.

Dados da literatura reportaram que o PIC é um agente anti-angiogénico capaz de
reduzir a proliferacdo celular induzida por VEGF, migracéo e invasao celular, além da
formacdo de tubo das células endoteliais, sem exibir toxicidade (Song et al., 2015; Hu et
al., 2020). Acredita-se que o PIC se liga ao VEGF, atenuando o0 mesmo durante sua
ligacdo ao seu receptor e, por meio desta ligacdo, suprime a formacéo de substancias
reativas oxigenadas, e reduz as func¢des angiogénicas sem apresentar citotoxicidade
(Hu et al., 2020). A exposicao ao PIC também reduziu a expressao e niveis proteicos de
VEGF em células de cancer de préstata humano (DU145), sendo um dos fatores para
inibicdo do potencial migratério deste tipo celular (Kwon et al., 2012). Os mesmos
autores apontaram o bloqueio da via IL-6/STAT-3 como mecanismo de agao principal
do PIC.

Em relacdo ao EBM, ou qualquer outro produto do maracuja-azedo provenientes
da casca, folhas, sementes ou polpa, ndo existem dados disponiveis na literatura que

abordem o potencial anti-angiogénico. E importante ressaltar que o extrato utilizado no
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presente estudo é um produto heterogéneo, o qual apresenta composicdo ndo apenas
de PIC, mas de outros compostos como, por exemplo, acUcares, &cido citrico, acido
dicafeolquinico e catequinas (Bassegio et al., 2021). No presente estudo, o EBM
reduziu o numero de vasos totais marcados pelo antigeno CD31 e, também, a
frequéncia do VEGFR-2, sugerindo possivel papel antiangiogénico na prostata dos
animais senis. Todavia, é importante salientar que o fato do EBM nao ter alterado
significativamente os niveis dos marcadores pro-angiogénicos VEGF e TGF-B, sugere
gue o0 uso do extrato ndo atuou de maneira eficaz no processo angiogénico induzido
pelo envelhecimento, ou que a quantidade de PIC, contida no extrato, ndo foi suficiente
para bloguear e ou mitigar esse processo. Além disso, o aumento do AR apds o
tratamento com EBM poderia justificar um possivel estimulo extra nos niveis de VEGF,
uma vez que é conhecido que andrégenos supraregulam a expressdo de VEGF
(Eisermann & Fraizer, 2017).

O aumento dos niveis de ER-a concomitante a reducdo dos niveis de
testosterona e AR na prostata de animais idosos estdo correlacionados a intensificacédo
do processo inflamatério e surgimento de lesdes proliferativas benignas ou malignas,
sendo caracteristica comum desta fase da vida (Rochel-Maia, 2010; Cordeiro, 2014;
Kido et al., 2014). Ainda, o bloqueio do ER-a durante essa fase de vida previne e ou
minimiza o agravamento de lesdes na préstata, bem como a progressdo do cancer de
préstata para fenétipo mais agressivo (Bonkhoff, 2018).

O presente estudou indicou que EBM alterou a sinalizacao desses receptores de
maneira oposta através do aumento dos niveis de AR e diminuicdo de ER-a. Esses
resultados sugerem que a alteragdo na sinalizacdo hormonal do microambiente
prostatico de animais idosos pode ser um mecanismo pelo qual o EBM alterou os
demais parametros relatados no presente estudo, como a angiogénese. Shi & Fu
(2019) observaram que o tratamento de PIC em ratos atenuou disfungdes testiculares
induzidas por cadimio, melhorando aspectos como esteroidogénese e
espermatogénese, processos que influenciam a sinalizagdo hormonal de todo
organismo. O cadimio induziu a reducdao significativa dos niveis séricos de testosterona,

enguanto que o uso do PIC isolado ndo alterou este parametro, mas quando associado
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ao cadimio reestabeleceu os niveis de testosterona, sendo este semelhante ao grupo
controle (Shi & Fu 2019). Em contrapartida, estudos utilizando diferentes linhagens de
células cancerigenas, incluindo da prostata, sdo consonantes quanto ao papel
antiandrogénico do PIC e resveratrol, 0os quais mostraram ser capazes de inibir o AR e
a atividade da CYP17Al1, enzima chave no processo de sintese de hormdnios
esteroides em diferentes orgaos (Lundqvist et al., 2017; Oskarsson et al., 2014). Ja em
relacdo aos efeitos do PIC e resveratrol na via estrogénica, sabe-se que ambos agem
como agonistas sobre ERs em células de cancer de mama, dependendo da dose
utilizada (Maggiolini et al., 2005; Piotrovska et al., 2012). Em conjunto, esses dados
demonstraram que o papel do PIC sobre receptores hormonais varia dependendo do
modelo estudado, principalmente no cancer, mas polifenéis dietéticos geralmente
oferecem pouca ou nenhuma citotoxicidade as células saudaveis (Abbas et al., 2003).
Os efeitos do EBM na préstata durante o envelhecimento sdo inéditos na literatura
especializada e trazem novos resultados acerca do potencial de compostos fendlicos na
protecdo do microambiente prostatico.

O presente estudo ainda se prop6s a avaliar possiveis alteracbes no figado
decorrentes do uso do EBM, porém, ndo foi observado nenhuma diferenca morfolégica
nos padrées nos hepatocitos que pudessem indicar alguma toxicidade. Em animais
idosos é comum observar hepatécitos mais claros, muitas vezes vacuolizados,
apresentando atipia do nucleo, isto é, alteracdo morfolégicas seja por aumento de
volume ou alteracédo da forma (Gaglianone et al., 1991), assim como observados neste
estudo. A fibrose nos vasos sanguineos € uma outra consequéncia esperada associada
ao envelhecimento (Gaglianone et al., 1991). Desta maneira, pode-se inferir que o
envelhecimento prejudicou a estrutura hepatica, quadro que nao foi revertido apds a
administracao do extrato.

Estudos envolvendo o papel de compostos fendlicos, embora promissores, ainda
sdo prematuros em relagdo a sua efetividade e efeitos (Pejcic et al., 2019),
principalmente quando se trata de extratos heterogéneos como € o caso do EBM. No
entanto, a quimioprevencgao a partir de fontes alimenticias tem se mostrado como uma

alternativa promissora no combate a doencas de longa laténcia, como é o cancer de
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prostata. Acredita-se que polifendis dietéticos, isolados ou em associacdo, sdo uma
grande aposta para promover a quimioprevencéo de diferentes doencas (Abbas et al.,
2013). Dentre os resultados apresentados destacamos o potencial do EBM na
regulacdo da resposta androgénica e estrogénica como um importante achado do
presente estudo, uma vez que o desequilibrio hormonal é elemento chave para o
surgimento de desordens prostaticas em individuos idosos. Ainda, sugerimos que 0 uso
do EBM combinado com outras drogas ja utilizadas no tratamento de afeccbes
prostéticas possa ser benéfico e, possivelmente, potencializar a resposta glandular no

combate aos disturbios do envelhecimento sem maiores prejuizos.
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