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Terapia com Tempol no adenocarcinoma de prostata: processo
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Palavras-Chave: CANCER DE PROSTATA, TEMPOL, ADENOCARCINOMA

Autores(as):
KAMILA HADASSA GEREMIAS?Y; FELIPE RABELO SANTOS!; ISABELA MARIA URRA
ROSSETTO?!; FABIO MONTICO?; VALERIA HELENA ALVES CAGNON QUITETE! (orientadora)
!Departamento de Biologia Estrutural e Funcional — Instituto de Biologia UNICAMP

INTRODUCAO:

O cancer de proéstata (CaP) é o segundo tipo de cancer com maior incidéncia entre pessoas com prostata
no mundo (GLOBOCAN, 2020). Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), aproximadamente
65.840 novos casos e 15.983 6bitos no Brasil ocorreram em 2020, sendo considerado um problema de
saude publica (INCA, 2022).

A proéstata é uma glandula sexual acessoria do sistema reprodutor masculino, fundamental no processo
reprodutivo. Essa, é uma das glandulas responsaveis por secretar o liquido seminal que tem como fungéo
nutrir e propiciar um meio fluido para a motilidade dos espermatozoides (Untergasser et al., 2005). Em
roedores, a prostata apresenta trés pares de lobos: ventral, lateral e dorsal, localizados ao redor da uretra
prostatica, e um par de glandulas coaguladoras ou préstata anterior localizadas na face concava das

vesiculas seminais (Oliveira et al., 2016).

A terapia mais utilizada para o tratamento do CaP ¢ a ablacdo androgénica de testosterona e DHT ou o
blogueio de suas agdes. Porém, em algumas situacdes, os receptores androgénicos (AR) acabam
sustentando o crescimento e a proliferacdo de células cancerosas, mesmo na auséncia de andrégenos,
atuando em diferentes caminhos biologicos, levando a ineficiéncia da terapia de ablacdo androgénica. Tal
fato, podera levar a progressdo do cancer a um estagio em que ele se torna resistente a castragéo, ou seja,
privacdo hormonal (Tan et al., 2015).

Ainda, é conhecido que o desequilibrio dos horménios sexuais, como 0 aumento de estrégenos e
diminuigdo dos niveis de testosterona, como na senescéncia ou exposicdo a produtos enddcrinos, pode
colaborar para o desenvolvimento de inflamacéo, hiperplasia ou cancer de préstata (Nakamura et al.,
2020). Ainda, o IGF é expresso em todo o organismo e tem fungdes importantes no ciclo celular, respiracéo
anaerobica e envelhecimento. Altos niveis e desequilibrio da sinalizagcdo do IGF-IR dos ligantes IGF-I,
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IGF-II e insulina podem estar relacionados ao aumento da esteroidogénese, proliferacdo celular, invasao
das células do cancer de prostata e tumorigénese (Heidegger et al., 2015).

Isto posto, 0 uso de um farmaco coadjuvante as terapias ja conhecidas no tratamento do CaP vem sendo
amplamente investigado. Assim, o Tempol, pertencente a familia dos nitroxidos e miméticos SOD vem
sendo utilizado em estudos indicando como os niveis das defesas antioxidantes naturais celulares podem
ser expandidos, j& que esse vem se mostrando promissor em modelos in vivo em diversas doengas
neoplésicas e ndo neopléasicas em que o estresse oxidativo esta implicado na progressdo da doenca
(Thomas and Sharifi, 2012; Rossetto et al., 2023).

OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente estudo foi caracterizar a histopatologia, os niveis proteicos dos receptores
androgénicos e estrogénicos (ERa) e IGF-R (insulin-like growth fator) nos lobos anteriores da prostata de

camundongos TRAMP frente ao tratamento com Tempol por um periodo curto e um prolongado.

METODOLOGIA:

Andlises in vivo: Animais e procedimentos experimentais

No presente estudo foram utilizados 40 camundongos machos transgénicos da linhagem TRAMP
(C57BL/6-Tg(TRAMP)8247Ng/J X FVB/NJ)F1/J) obtidos no Centro Multidisciplinar para Investigacédo
Bioldgica da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/ UNICAMP). Os animais receberam agua e
racdo ad libitum e foram mantidos no Biotério do Departamento de Biologia Estrural e Funcional (Area
de Anatomia) do Instituto de Biologia até atingirem a idade experimental para cada tratamento.

Os animais foram distribuidos em quatros grupos experimentais, sendo 14 animais em cada grupo:
Grupo Controle sem TEMPOL 1 - CLT1 (8-12 semanas): 10 camundongos TRAMP com 8 semanas
de idade que receberam gavagem de agua potavel (veiculo de diluicdo do Tempol/mesmo volume), racéo
padrdo para camundongos e agua ad libitum até a 122 semana.

Grupo Controle sem TEMPOL 2 - CLT2 (8-16 semanas): 10 camundongos TRAMP com 8 semanas
de idade que receberam gavagem de agua potavel (veiculo de diluicdo do Tempol), racdo padrdo para
camundongos e agua ad libitum até a 162 semana.

Grupo Tratado com TEMPOL 1 TPL1 (8-12 semanas): 10 camundongos TRAMP com 8 semanas de
idade que receberam gavagem de Tempol (50 mg/Kg) diluido em agua potavel, cinco vezes por semana
(uma dose diéria), racdo padrdo para camundongos e agua ad libitum até a 122 semana.

Grupo Tratado com TEMPOL 2 TPL2(8-16 semanas): 10 camundongos TRAMP com 8 semanas de
idade que receberam gavagem de Tempol (50 mg/Kg) diluido em &gua potavel, cinco vezes por semana

(uma dose diéria), ragdo padrdo para camundongos e agua ad libitum até a 162 semana.
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Os animais foram tratados com Tempol (4-Hidroxi-TEMPO, 97%, Sigma-Aldrich - 176141) na dose de
50mg/Kg. Apos as 4 ou 8 semanas de tratamento, os animais foram eutanasiados. O experimento foi
realizado de acordo com o estabelecido para uso de animais experimentais pelo comité de ética (CEUA:
5503-1/2020, 5503-1(A)/2021 e 6024-1/2022). Os lobos anteriores da prostata foram coletados e

processados para as analises histopatologicas, imunohistoquimica e de Western Blotting das moléculas
de AR, IGFR-IR e ERa.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os resultados mostraram aumento da porcentagem do epitélio saudavel, particularmente nos animais de
8-16 semanas, e diminuicdo da lesdo de neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau nos animais de 8-

16 semanas tratados com Tempol. Ainda, no grupo de 8-12 semanas, verificou-se aumento significativo
da neoplasia de baixo grau.

CONTROLE

A it

NIP NIP + ADENO

.,.
N
QAN

Rt

S
L

8-12 semanas

W

Frequéncia relati
n » @
o 4 s 2
m
b ]
Frequéncia relativa (%)
» IS a
° 3 H 2
Frequéncia relativa (%)
4 0N e oa
e 3 8 8 8
Frequéncia relativa (%)
o N & @ @

CcTL1
TPL1
CcTL1
TPL1
cTL1
TPL1

NIP NIP+ ADENO
60

40

£ 20

8-16semanas

-4\

Frequéncia relativa (%)

°
¥
E . v

Frequéncia relativa (%)

. 0N e s
o 3 8 8 8
Frequéncia relativa (%)

2 N w oA @
o 3 8 8 & 8
Frequéncia relativa (%)

o N & @ 9w

CTL2:
TPL2:
CTL2:
TPL2
CTL2:
TPL2:
CTL2.
TPL2:

Figura 1. Fotomicrografias do lobo anterior da prostata de camundongos TRAMP. Grupo CTL1 (A e C); grupo
TPL1 (B e D); grupo CTL2 (E e G); grupo TPL2 (F e H). Lumen (L); Estroma (St); Epitélio saudavel (Ep);
Neoplasia intraepitelial prostatica de baixo grau (*), Neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau (#);
Adenocarcinoma (Ad). Hematoxilina-Eosina (fotos A, B, C, D, E, F, G e H). Aumento: 400X. * p<0,05.

A andlise de imunohistoquimica da molécula de PCNA néo indicou diferenca significativa em nenhum
dos grupos experimentais.
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Figura 2. Gréfico da andlise quantitativa e qualitativa da imunohistoquimica de PCNA e fotomicrografias da
imunomarcacgdo positiva do PCNA do lobo anterior da préstata de camundongo TRAMP dos diferentes grupos
experimentais.

Ja em relacdo as andlises dos niveis proteicos no grupo TPL1, notou-se diminuicéo significativa dos niveis
proteicos de AR em relacdo ao seu controle, e no grupo TPL2 ndo houve diferenca significativa. A
molécula de ERa ndo apresentou diferenca significativa nos niveis proteicos em nenhum dos grupos
experimentais. aumento significativo dos niveis proteicos do IGFR-IR foi verificado apenas no tratamento
prologado, pois no grupo de 8-12 semanas ndo houve diferenca significativa em relacéo ao seu respectivo
controle.
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Figura 3. Graficos da analise quantitativa dos niveis proteicos e bandas representativas de Western Blotting das
moléculas AR, Era e IGFR-IR para o lobo anterior da préstata de camundongos TRAMP dos diferentes grupos
experimentais, tratamento (* p < 0,05 e ** p <0,01).

Os dados apresentados sugerem que o Tempol foi efetivo em atrasar a evolucdo do CaP. A observacao do
aumento da neoplasia de baixo grau no grupo TPL1 sugere resposta positiva ao tratamento, uma vez que
as células tumorais de baixo grau tém menor potencial de agressividade e disseminacdo. Contudo, €
importante considerar se esse efeito seria mantido ao longo do tempo ou se ocorreriam mudancgas apos
tratamentos prolongados. O resultado da diminuicdo da neoplasia de alto grau e do epitélio saudavel em
animais de tratamento prolongado levanta a hipétese de um possivel efeito de estabilizacdo ou regressdo
do céncer apds o tratamento prolongado com o Tempol.

A baixa porcentagem observada de proliferacdo pode levantar a hipdtese de que o estagio de avaliagdo no
lobo anterior pode ter influenciado os resultados. A analise em um estagio mais avancado do cancer
poderia revelar diferencas significativas na proliferacdo celular apds o tratamento com Tempol. Portanto,
é importante considerar se os resultados seriam consistentes em estagios mais avancados da doenca.

O fato dos niveis proteicos do IGFR-IR terem aumentado no grupo TPL2 sugere que o Tempol alterou de
forma desfavoravel ao atraso do cancer, uma vez que a molécula de IGFR-IR est4 associada a proliferacao
celular e invasao das células do cancer de prostata.

Sendo assim, a histopatologia reflete um cenario posterior ao do cenario molecular, o que significa que as

alteraces moleculares podem levar algum tempo para se manifestarem clinicamente. Talvez a auséncia
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de diferenca significativa observada na proliferacao celular possa ser explicada pela natureza temporal dos
efeitos moleculares do Tempol. A andlise de animais em um periodo tardio poderia revelar como as

mudangas no cenario molecular refletem na morfologia e na evolugdo do CaP.

CONCLUSOES:

Os resultados indicam que o Tempol demonstrou eficacia em retardar a evolucdo do Cancer de Prostata
(CaP) somente no periodo curto de tratamento. Sendo assim, é fundamental explorar os efeitos do Tempol
em tratamentos prolongados e em estagios mais avancados da doenca para alcangar uma anélise de forma

mais abrangente para a compreensao da eficacia terapéutica desse farmaco.
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