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INTRODUCAO

O céncer de prostata (CaP) destaca-se por sua alta incidéncia, sendo o segundo mais frequente nos homens brasileiros, atras
apenas do cancer de pele ndo-melanoma. Estima-se que, somente no Brasil, aproximadamente 72 mil novos casos de CaP serdo
diagnosticados a cada ano do préximo triénio, cerca de 35% dos quais certamente irdo evoluir para o fenotipo resistente a castracéo,
metastatico e letal (CHENG et al., 2019; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER - INCA, 2022).

Devido aos altos riscos do CaP para os pacientes afetados, busca-se encontrar tratamentos efetivos para lidar com o quadro
clinico e retardar o agravamento deste. Nessa busca, diversos compostos naturais capazes de intervir nos processos nocivos do cancer
vém sendo estudados e colocados em teste. Dentre esses compostos, encontra-se 0 extrato obtido a partir da casca da jabuticaba
(Myrciaria cauliflora) (ECJ) (LAMAS et al. 2020). Sabe-se que os compostos fendlicos de diversos vegetais, assim como os da
jabuticaba, apresentam caracteristicas anticancerigenas promissoras, principalmente devido as suas agdes anti-inflamatérias e
antioxidantes, uma vez que tanto o estresse oxidativo quanto a inflamacédo sdo processos capazes de causar e agravar diversos tipos de
cancer, incluindo o de prostata (LAMAS et al., 2020; MOTTAGHIPSHEH et al., 2022). Além disso, estudos anteriores in vivo ja
indicaram a possivel eficiéncia do ECJ em prevenir a progressao de lesdes prostaticas associadas a senescéncia, as quais podem culminar
no CaP. Assim, de acordo com LAMAS et al., 2020, o tratamento com esse extrato fez com que os tecidos prostaticos de camundongos
senis apresentassem maior incidéncia de epitélio saudavel em relacdo ao observado em animais ndo tratados. Tais resultados promissores
despertam a atencdo para a realizacdo de mais estudos e testes, analisando a atuacéo do extrato em diferentes cenarios, como no caso
do céncer resistente a castracdo e metastético.

Para isso, nesse estudo foram utilizados como modelo experimental os camundongos transgénicos para adenocarcinoma de
préstata (na sigla em inglés, Transgenic Adenocarcinoma of Mouse Prostate - TRAMP). Esse modelo se destaca pela semelhanca com
humanos em termos de desenvolvimento do tumor em estagios e responsividade a androgenos. Dessa forma, uma das caracteristicas
relevantes para o uso de camundongos TRAMP é que, de forma semelhante & doenca humana, o CaP regride com a privagao de
androgenos em grande porcentagem dos casos, mas volta a ocorrer de forma agressiva apés certo tempo, tornando-se independentemente
da acdo hormonal (HURWITZ et al., 2001; GINGRICH et al., 1999). Assim, o objetivo geral deste estudo foi avaliar o efeito do ECJ
sobre a progressdo do adenocarcinoma prostatico andrégeno-independente no lobo anterior da préstata de camundongos TRAMP.

METODOLOGIA
e Animais e procedimento experimental
No presente trabalho foram utilizados 24 camundongos machos transgénicos da linhagem TRAMP (C57BL/6-
Tg(TRAMP)8247Ng/J X FVB/NJ)F1/J). O Centro Multidisciplinar para Investigagio Biol6gica na Area da Ciéncia em Animais de
Laboratdrio (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) forneceu o nimero de animais previsto para o estudo e estes
foram mantidos no biotério do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional (Area de Anatomia) do Instituto de Biologia. Ao
atingirem a idade para o inicio do tratamento, somente animais sem tumores palpaveis foram eleitos para integrar o estudo, sendo entédo
divididos nos seguintes grupos experimentais:
a) Grupo TRAMP Controle (TRCON): camundongos TRAMP com 16 semanas de idade (n=6) foram submetidos a
simulacéo da castracéo cirdrgica, com abertura do escroto sem retirada dos testiculos e, ap6s 48 horas, foram subdivididos em
dois subgrupos de 3 animais. Durante 6 semanas, cada subgrupo recebeu agua filtrada (veiculo do ECJ) ou o veiculo de dilui¢éo
da flutamida por via oral, cinco vezes por semana;
b) Grupo TRAMP Jabuticaba (TRCONJAB): camundongos TRAMP com 16 semanas de idade (n=6) foram submetidos a
simulacdo da castracdo cirdrgica e, ap6s 48 horas, receberam 5,8 g/kg de ECJ por via oral, cinco vezes por semana, durante 6
semanas (modificado de LAMAS et al., 2018 e de NOGUEIRA-LIMA et al., 2019). O método utilizado para preparar o ECJ
foi patenteado e licenciado em parceria com o Prof. Dr. Mério Roberto Maroéstica Jr., responsavel pelo Laboratério de Nutricao
e Metabolismo (FEA-UNICAMP), conforme descrito em MAROSTICA et al. (2017) e LAMAS et al. (2018). A caracterizacio
detalhada dos compostos bioativos presentes no ECJ e de sua atividade antioxidante in vitro, bem como a defini¢do da dose a
ser administrada in vivo, foram realizadas em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa (LAMAS et al., 2018);
¢) Grupo TRAMP Castrado + Flutamida (TRFLU): camundongos TRAMP com 16 semanas de idade (n=6) foram
submetidos a castragdo cirdrgica, com retirada bilateral dos testiculos, e, apds 48 horas, também foram submetidos a castragdo
quimica por meio da administragdo por via oral de 33 mg/kg de Flutamida (Blau Farmacéutica S.A., Cotia, SP, Brasil) diluida
em carboximetilcelulose 0,5%, cinco vezes por semana, durante 6 semanas (modificado de ZHANG et al., 1999; de RAGHOW
et al., 2000 e de CHO et al., 2007);
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d) Grupo TRAMP Castrado + Flutamida + Jabuticaba (TRFLUJAB): camundongos TRAMP com 16 semanas de idade
(n=6) receberam tratamento com protocolo similar ao do grupo TRFLU bem como 5,8 g/kg de ECJ por via oral, cinco vezes
por semana, durante 6 semanas.

Os animais dos grupos experimentais receberam agua e a mesma dieta sélida ad libitum (Nuvilab). Ap6s 6 semanas de
tratamento, todos os animais foram pesados, anestesiados e eutanasiados. Amostras do lobo anterior da préstataforam coletadas de todos
0s animais de cada grupo experimental e submetidas as analises de microscopia de luz e imunohistoquimica.

e Andlise histopatoldgica do tecido prostatico

As amostras prostaticas coletadas foram fixadas em solugéo de Bouin e submetidas aos procedimentos de rotina para incluséo
em parafina e polimeros plasticos, com subsequente microtomia e confec¢do de I&minas histologicas. As secgdes teciduais obtidas
foram coradas em Hematoxilina-Eosina e submetidas a analise histopatoldgica. O diagnostico das lesdes prostaticas foi baseado em
critérios morfoldgicos de acordo com GINGRICH et al. (1999) e BERMAN-BOOTY et al. (2012). Para a andlise, dez campos aleatorios
sob aumento de 400X foram fotografados por animal e divididos em quadrantes. Em cada quadrante, o tecido prostatico foi categorizado
de acordo com a incidéncia focal dos seguintes aspectos morfoldgicos epiteliais: 0) Atrofia epitelial (AE); 1) Epitélio saudavel (ES); 2)
Neoplasia intraepitelial prostatica de baixo grau (LGNIP); 3) Neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau (HGNIP); e 4)
Adenocarcinoma bem diferenciado (CPBD) (Fig. 1).

e Imunohistoquimica

Amostras prostaticas dos mesmos animais utilizados para a analise histopatologica foram utilizadas para as imunomarcagoes,
sendo as seccgBes teciduais coletadas em laminas silanizadas. Ap0Os os procedimentos de recuperagdo antigénica, blogqueio das
peroxidases enddgenas e das interacdes inespecificas entre proteinas, os cortes foram incubados com os anticorpos primarios mouse
monoclonal anti-PCNA (Abcam, ab29) e rabbit policlonal anti-AR (Abcam, ab74272) para detec¢do imunohistoquimica do Antigeno
Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA) e do Receptor de Andrdgeno (AR). Ap6s incubagdo com os anticorpos secundarios e revelacdo
da reacdo com solucdo cromogénica de diaminobenzidina (DAB), os cortes foram contracorados com Hematoxilina de Harris, montados
e fotografados. As seccBes prostaticas foram avaliadas através do precipitado acastanhado de DAB, que indica a imunorreatividade do
anticorpo. A distribuicdo da imunorreatividade do antigeno foi determinada a partir de 10 campos aleatoriamente fotografados sob
aumento de 400X em cada animal, sendo que a quantificagdo da reatividade se baseou em um sistema de contagem de pontos envolvendo
a aplicagdo de uma grade com 850 intersec¢des ao campo microscopico (WEIBEL, 1963). O ndmero de intersecBes da grade com
positividade para o antigeno foi contabilizado e expresso em porcentagem em relacéo ao total.

e Andlise estatistica

Os parametros quantificados na avaliacdo da incidéncia de lesGes e na avaliagdo imunohistoquimica foram analisados
estatisticamente para os diferentes grupos. A andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Tukey foi utilizada para
comparacdo entre médias de dados paramétricos, ao passo que valores com distribuicdo ndo paramétrica foram submetidos ao teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. A comparacgdo entre as propor¢des dos diversos parametros morfoldgicos epiteliais nos
grupos experimentais foram analisadas pelo teste ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas
com nivel de significancia de 5% e expressas como média + desvio padrao (MONTGOMERY, 1991; ZAR, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os resultados parciais obtidos até o presente momento apresentam dados acerca da resposta da glandula de coagulacéo de
camundongos TRAMP frente aos cendrios de: 1- privagdo hormonal, abordagem comumente utilizada para o tratamento do CaP
(GOLDSPIEL; KOHLER, 1990); 2- administragéo de extrato da casca de jabuticaba (ECJ), composto natural de baixa toxicidade com
efeitos quimiopreventivos promissores na literatura (LAMAS et al., 2018, 2020a, 2020b); e 3- associa¢do dessas duas terapias. De
maneira geral, os presentes resultados demonstraram que nem a deplecdo hormonal e nem a administragdo do ECJ, aplicados
isoladamente ou em combinagdo, foram capazes de afetar positivamente a progressdo do CaP na glandula de coagulacdo de
camundongos TRAMP em rela¢do aos animais controle. Pelo contrario, a ablacdo androgénica resultou em marcante efeito negativo
sobre a carcinogénese na glandula de coagulagdo, sendo que as diferencas mais significativas entre os grupos experimentais foram
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Adenocarcinoma bem diferenciado -

o Figura 1. Fotomicrografias dos parametros

e morfolégicos do  epitélio  prostatico
utilizados na analise histopatol6gica da
glandula de coagulagdo dos grupos
experimentais. A) Atrofia epitelial (AE); B)
Epitélio saudavel (ES); C) Neoplasia
intraepitelial prostatica de baixo grau
(LGNIP); D) Neoplasia intraepitelial
prostdtica de alto grau (HGNIP); E)
Adenocarcinoma bem diferenciado
(CPBD), caracterizado por invasdo de
células epiteliais em diregdo ao estroma
prostatico (cabecas de setas pretas). Ep:
Epitélio; L: Lumen; St: Estroma.
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decorrentes da realizagdo ou ndo de castracéo cirdrgica e quimica. Nesse sentido, enquanto TRCON e TRCONJAB apresentaram maior
incidéncia de epitélio saudavel em relagcdo a TRFLU e TRFLUJAB (Figs. 2B, 2F-2l; Tabela 1), estes grupos caracterizaram-se por
completa auséncia desse parametro morfologico no tecido prostatico, além de significativo incremento na frequéncia de lesdes malignas
e/ou pré-malignas de alto grau, indicando aceleracdo da progressao tumoral para o fen6tipo resistente a castracdo (Figs. 2D-21; Tabela
1). Paralelamente, o estroma prostatico demonstrou nitidas alteracfes ap0s a ablagdo androgénica, com hipertrofia e hiperplasia dos
componentes fibrilares e celulares da camada periacinar, achados que foram acompanhados por significante incremento na frequéncia
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Incidéncia (%)

de positividade do marcador de proliferagdo celular PCNA em ambos os compartimentos glandulares dos grupos TRFLU e TRFLUJAB

(Figs. 3C, 3D, 4A e 4B; Tabela 2).

Parametros Morfol6gicos

Grupos Atrofia epitelial Epitélio saudavel LGNIP HGNIP CP
TRCON 3,54+6,27%® 53,44 +27,71% 21,02+1521% 1555+10,42% 6,45+6,21°2

TRCONJAB  0,86+244% 84,61 8,30 ? 6,90 8,922 6,50 + 6,96 ° 113+216%
TRFLU 3,36+3,20%® 0,00+ 0,00° 22,88+11,79% 3752+11,30°¢ 36,25+6,70°

TRFLUJAB 9,07+8,87° 0,00+0,00° 20,24 +11,42% 30,81+11,90" 39,89+7,34°

Tabela 1. Distribui¢do das incidéncias dos diferentes parametros morfoldgicos do epitélio secretor na glandula de coagulacdo de camundongos
TRAMP dos grupos experimentais. Letras distintas indicam diferenca estatistica significativa entre dois grupos experimentais (P<0,05).
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Figura 2. Gréficos de incidéncia dos diferentes parametros morfoldgicos epiteliais (Atrofia epitelial - AE; Epitélio saudavel - ES; Neoplasia intraepitelial
prostatica de baixo grau - LGNIP; Neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau - HGNIP; e Adenocarcinoma prostatico bem diferenciado - CPBD) na
glandula de coagulacéo de camundongos TRAMP. Letras distintas indicam diferenca estatistica significativa entre dois grupos experimentais (P<0,05)

Ainda, os resultados demonstraram que a ablagcdo hormonal teve efeito marcante sobre a reatividade do AR no citoplasma das
células estromais, as quais exibiram acréscimo significativo na frequéncia de positividade desse receptor (Figs. 5C, 5D, 6B; Tabela 3),
provavelmente refletindo a elevagdo da expressdo proteica do mesmo em decorréncia da hipertrofia e hiperplasia estromais

mencionadas.

proliferacdo celular (PCNA) na glandula de coagulacéo dos grupos experimentais. A)
Grupo TRCON; B) Grupo TRCONJAB; C) Grupo TRFLU; D) Grupo TRFLUJAB.
Setas pretas, cabecas de setas pretas e setas brancas indicam, respectivamente,
positividade em células epiteliais luminais, células basais e células estromais. Ep:
Epitélio; L: Lumen; St: Estroma.
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Figura 4. Gréaficos demonstrando a frequéncia de
positividade para o antigeno nuclear de proliferagdo
celular (PCNA) nos compartimentos epitelial (A) e
estromal (B) da glandula de coagulacdo de camundongos
TRAMP. Letras distintas indicam diferenca estatistica
significativa entre dois grupos experimentais (P<0,05).

Em relagdo ao ECJ, a primeira vista, os resultados demonstraram que a administracdo do extrato, na dose e periodo de tratamento
aplicados, ndo se demonstrou eficaz em interromper e/ou desacelerar a progressdo tumoral na glandula de coagulacdo do modelo
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TRAMP, haja vista que nenhum dos aspectos morfoldgicos epiteliais analisados diferiu significativamente nos grupos que receberam o
ECJ (TRCONJAB e TRFLUJAB) em relacdo aos respectivos controles (TRCON e TRFLU). Nesse sentido, tais achados contrastam
com registros prévios da literatura demonstrando o potencial quimiopreventivo do ECJ sobre a progressao de lesdes proliferativas

Tabela 2. Porcentagens de imunolocalizagdo
Grupos Experimentais epitelial antigeno nuclear de proliferagéo celular
(PCNA) nos compartimentos epitelial e estromal
TRCON TRCONJAB TRFLU TRFLUJAB da glandula de coagulagdo dos grupos
Epitélio 518+417> 292+199: 1586+527¢ 10524827+ | cXperimentais. ~Letras distintas indicam
diferenca estatistica significativa entre dois

Estroma 049+052: 030+0,18: 230+1,28° 201+106" grupos experimentais (P<0,05).

Compartimento glandular

prostaticas (LAMAS et al., 2020a, 2020b). Apesar disso, um aspecto importante a ser considerado é que, enquanto esses autores
investigaram a acdo do ECJ no microambiente prostatico de camundongos senis, ndo-transgénicos para o adenocarcinoma de prostata,
o0 presente estudo propds, de maneira inédita, a avaliacdo desses efeitos durante a progressdo do CaP no modelo TRAMP, no qual a
tumorigénese prostatica ocorre de forma autdctone e intrinseca (GINGRICH et al., 1999; KAPLAN-LEFKO et al., 2003). Mais ainda,
este estudo objetivou a investigagdo do potencial quimiopreventivo do ECJ em um cenario de resisténcia a castragdo, simulando o CaP
humano avancado e resistente a ablacdo androgénica por meio da castragdo cirirgica e quimica dos animais experimentais. Nesse
sentido, KIDO et al. (2022) verificaram que o ECJ atuou de forma mais eficaz na reducéo da viabilidade e da expressdo de mediadores
inflamatorios em células tumorais prostaticas sensiveis a andrégenos (LNCaP) quando comparadas a uma linhagem mais agressiva e
independente desses hormdnios (PC-3). Em concordéancia, estudos no CaP in vitro com polifenois como o resveratrol e o &cido galico,
este Ultimo também presente no ECJ, revelaram os efeitos quimiopreventivos promissores desses compostos sobre células LNCaP
quando associados a flutamida, com a qual demonstraram efeitos sinérgicos ou aditivos, inclusive sobre a expressdo do AR, refor¢ando
a importancia do status de dependéncia androgénica do CaP para que sejam observadas respostas citotdxicas efetivas frente ao
tratamento com esses compostos bioativos (KAI; LEVENSON, 2011; RUSSELL JR et al., 2011). Assim, no cenario de deplecdo
hormonal do presente estudo, a auséncia de diferencas significativas nos padrdes de imunolocalizagdo do AR frente & administracéo do
ECJ (Figs. 5C, 5D, 6A, 6B; Tabela 3) sugere maior agressividade e menor dependéncia androgénica das lesdes observadas, com possivel
ativacio de vias de sinalizacdo mediadas por outros horménios, como o0s estrégenos. Tal hip6tese encontra apoio na manutengéo de
frequéncias similares para a reatividade nuclear do AR em todos 0s grupos experimentais, bem como na semelhanca entre a morfologia
prostatica nos grupos TRFLU e TRFLUJAB e os registros da literatura frente a exposi¢do estrogénica (BIANCO et al., 2002;
RISBRIDGER et al., 2001).

Grupos Experimentais (Citoplasma) Grupos Experimentais (Nucleo) ‘
Compartimento glandular TRCON TRFLU TRCON
TRCON JAB TRFLU JAB TRCON JAB TRFLU TRFLUJAB
Epitélio 9,82+ 6,91+ 7,58+ 10,85+ 0,70+ 1,11+ 7,58+ 10,85+
P 4,93 ® 2,622 4,10 2,845 0,56 2 0,744 0,28 ° 0,35°
2,59+ 1,66+ 7,90+ 7,75+ 0,20+ 0,21+ 0,54+ 0,42+
Estroma 1632  112° 330  248° | 0,182 0,192 0,412 0,412

Tabela 3. Porcentagens de imunolocalizagdo de receptor androgénico (AR) nos compartimentos epitelial e estromal, no citoplasma e ndcleos da
glandula de coagulagéo dos grupos experimentais. Letras distintas indicam diferenca estatistica significativa entre dois grupos experimentais (P<0,05).
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Figura 5. Fotomicrografias de imunohistoquimica para o receptor de andrégeno
(AR) na glandula de coagulagdo dos grupos experimentais. A) Grupo TRCON;
B) Grupo TRCONJAB; C) Grupo TRFLU; D) Grupo TRFLUJAB; E) Controle
negativo das reagdes, sem incubacdo com anticorpo primario anti-AR. Setas

Figura 6. Graficos demonstrando a frequéncia de positividade
para o receptor de andrdgeno (AR) nos compartimentos
epitelial (A) e estromal (B) da glandula de coagulacdo de
camundongos TRAMP. Letras distintas indicam diferenca

pretas, _cabegas de'setas pretas, asteriscos e _estrelas,'mdlcam, respectivamente, estatistica significativa entre dois grupos experimentais e
positividade em nucleos de células estromais, em nicleos de células epiteliais, asteriscos indicam diferenca significativa (P<0,05) entre
em citoplasma de células estromais e em citoplasma de células epiteliais. citoplasma e ndcleo de um mesmo arupo experimental.
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Diante do exposto, a auséncia de efeitos significativos do ECJ na morfologia da glandula de coagulagdo dos grupos
experimentais submetidos a ablagdo androgénica prolongada através da castragdo cirdrgica e do tratamento com flutamida parece ser
um achado condizente com a literatura. Apesar disso, alguns resultados observados apés a associagdo entre ablagdo androgénica e
tratamento com ECJ na anélise de distribuicao dos parametros epiteliais em cada grupo experimental sugerem possiveis efeitos positivos
do extrato em promover a desaceleracdo da progressdo para 0 CPRC no modelo TRAMP. Primeiramente, o grupo TRFLUJAB
apresentou incidéncia de lesdes HGNIP semelhante a frequéncia de LGNIP, achado que néo foi verificado no grupo TRFLU (Figs. 2H
e 21; Tabela 1). Em segundo lugar, este grupo experimental demonstrou decréscimo significativo de lesées LGNIP em relagdo aos focos
de CPBD, o que também ndo ocorreu frente a deplecdo hormonal isolada (Figs. 2H e 21; Tabela 1). Por fim, e também contrastando
com o grupo TRFLU, os animais do grupo TRFLUJAB exibiram frequéncia de regides atréficas semelhantes a de lesdes de baixo grau
(Figs. 2H e 2I; Tabela 1). Em conjunto, considerando-se que a severidade de lesdes pré-malignas é um importante parametro a ser
avaliado em estudos de quimioprevencdo (BERMAN-BOOTY et al., 2011), estes achados indicam o potencial do ECJ como terapia
adjuvante durante a evolucdo do CaP em dire¢do ao CPRC no modelo TRAMP. Assim, sugerimos que tais efeitos possam tornar-se
mais evidentes frente a maiores doses do extrato e/ou tratamentos mais prolongados, como o realizado por LAMAS et al. (2020a), com
duracéo de 60 dias.

CONCLUSOES:

Os resultados parciais deste estudo demonstraram que a terapia de deplecdo hormonal per se teve marcantes efeitos negativos sobre a
progressdo do CaP na glandula de coagulacdo de camundongos TRAMP, possivelmente em razdo da ativacdo de vias de sinalizacdo
mediadas por estrogenos apds a ablacdo androgénica, resultando em aumento significativo da agressividade das lesGes e da
desorganizacado glandular, como demonstrado pela hipertrofia e hiperplasia verificadas no estroma. Nesse cenario, a administracdo do
ECJ, na dose e periodo de tratamento aplicados, demonstrou apenas discretos efeitos antitumorais em face da severidade das les6es pré-
malignas e malignas observadas, sugerindo novos estudos com a aplicacdo de diferentes esquemas terapéuticos para avaliar a eficécia
do extrato sobre a progressdo de lesGes primarias nesse lobo prostatico.
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