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Extrato da casca de jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) exerce efeitos benéficos sobre a
progressdo do cancer de prostata resistente a castracdo em modelo pré-clinico (TRAMP)
através de suas ac¢des antiestrogénicas
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1. INTRODUCAO

O cancer de préstata (CaP) é o segundo tipo de cancer que mais afeta homens no mundo, tendo como um
de seus principais fatores etiolégicos o desequilibrio hormonal entre andrdgenos e estrogenos. Por serem
inicialmente dependentes dos androgenos para O Seu crescimento, tumores prostaticos recorrentes e/ou
metastaticos sdo comumente tratados através da terapia de ablacdo androgénica (ADT). Porém, apesar da eficacia
inicial, ¢ comum a evolucdo do CaP para o fen6tipo resistente a castracdo (CPRC), frequentemente tratado com
blogqueadores do receptor androgénico (AR), como a enzalutamida®>.

Além disso, os estrdgenos, em conjunto com a testosterona e derivados, influenciam tanto as fungdes
normais da prostata quanto as alteracdes patoldgicas®’. Assim, além da existéncia de mecanismos de resisténcia
a enzalutamida ja conhecidos, a literatura aponta que células tumorais prostaticas também podem escapar da ADT
utilizando estrégenos enddgenos ou exdgenos®®. Nesse sentido, sabe-se que os receptores de estrogeno alfa (ERa)
e beta (ERP) sdo regulados de formas distintas apés a ADT, com a expressdo do ERo aumentando ¢ a do ERf
diminuindo durante a evolugédo para o CPRC®.

Compostos nutracéuticos, como o extrato da casca de jabuticaba (ECJ), possuem acGes antiproliferativa,
antiangiogénica, antimetastatica e antioxidante, protegendo as células contra mutacBes e modificacGes
epigenéticas desfavoraveis, além de suprimir a multirresisténcia a quimioterapicos em diversos tipos de cancer,
incluindo o CaP% 12, O ECJ também demonstrou efeito quimiopreventivo sobre lesGes prostaticas associadas a
senescéncia, reduzindo a expressdo do AR, do ERa e da enzima aromatase, que atua na conversdo de andrégenos
em estrogenos®s,

Diante do exposto, este estudo pretendeu avaliar o potencial do ECJ como terapia adjuvante a ablacéo
androgénica com enzalutamida durante o desenvolvimento do CPRC no modelo transgénico para o
adenocarcinoma de prostata (TRAMP). Especial atengdo foi dada as vias de sinalizacdo mediadas por hormonios
esteroides através da avaliagéo da expressao proteica dos receptores AR e ERa e dos niveis de 17p-Estradiol.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados 40 camundongos TRAMP, divididos em 4 grupos experimentais: 1) Grupo TRCON,
submetido & simulagdo da castragdo cirlrgica e tratado com os veiculos da enzalutamida e do ECJ; 2) Grupo
TRJAB, submetido a simulacdo da castracdo cirdrgica e ao tratamento com ECJ na dose de 5,8 g/Kg por via oral;
3) Grupo TRCAS, castrado cirdrgica (orquiectomia) e quimicamente (tratamento com enzalutamida na dose de
10 mg/Kg por via oral); e 4) Grupo TRCASJAB, submetido a associa¢ao dos procedimentos realizados nos grupos
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TRJAB e TRCAS. Apds 6 semanas de tratamento, os animais foram eutanasiados e amostras da prdstata anterior
(glandula de coagulacéo) foram coletadas para andlise sob microscopia de luz, detec¢do imunohistoquimica e
determinacéo dos niveis proteicos (Western Blotting) dos antigenos de interesse. Na avaliagdo histopatoldgica, o
epitélio prostatico foi classificado em cinco pardmetros morfoldgicos (At: Atrofia; Epitélio saudavel; LGNIP:
Neoplasia intraepitelial prostatica de baixo grau; HGNIP: Neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau; CPBD:
Adenocarcinoma bem diferenciado), cuja incidéncia foi determinada em relacdo ao nimero total de focos
avaliados. Os valores obtidos foram submetidos a uma analise intergrupo, na qual as incidéncias de um
determinado parametro morfologico foram comparadas entre os grupos experimentais, bem como a uma analise
intragrupo, em que as proporcdes de epitélio prostatico ocupadas por cada pardmetro foram comparadas em um
anico grupo. Adicionalmente, também foram coletadas amostras de urina dos animais experimentais para
determinacdo dos niveis de 17p-Estradiol por método imunoenzimatico. Os dados quantitativos foram analisados
estatisticamente para os diferentes grupos utilizando o GraphPad Prism 8.4.0® para MacOS (GraphPad Software,
San Diego, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Analise histopatolégica

3.1.1. Grupo TRAMP Controle (TRCON)

Os &cinos analisados apresentaram morfologia predominantemente saudavel (84,37%) (Figs. 1A, 2B e
2F). Lesdes do tipo LGNIP foram registradas em 10,30% dos casos (Figs. 1A, 2C e 2F). Os demais parametros
morfolégicos também estiveram presentes totalizando 5,33% do total de focos epiteliais analisados. Lesdes do
tipo HGNIP foram registradas com incidéncia de 4,26% (Figs. 1B, 2D e 2F). Adenocarcinomas bem diferenciados
responderam por 0,653% do total (Figs. 2E e 2F) e focos de atrofia por 0,428% (Figs. 2A e 2F).

3.1.2. Grupo TRAMP + Extrato da casca de jabuticaba (TRJAB)

O grupo submetido a simulagdo da castracdo cirlrgica e ao tratamento com o ECJ apresentou morfologia
semelhante ao grupo TRCON, com preservacao da histoarquitetura epitelial (92,63%) (Figs. 1C, 2B e 2G). Les0es
do tipo LGNIP apresentaram incidéncia de 4,99%, j& os focos de HGNIP 2,38% (Figs. 1C, 1D, 2C, 2D e 2G). A
analise histopatoldgica ndo demonstrou areas de atrofia ou adenocarcinoma bem diferenciado nos animais do
grupo TRJAB (Figs. 2A, 2E e 2G). Nenhum dos aspectos morfolégicos epiteliais apresentou incidéncia
significativamente diferente dos valores observados no grupo TRCON (P>0,05) (Figs. 1C, 1D e 2A-2E).

3.1.3. Grupo TRAMP Castrado (TRCAS)

Os animais submetidos as castragdes cirdrgica e quimica apresentaram predominio de lesées HGNIP
(54,07%) e LGNIP (27,51%), resultando em aumento significativo na incidéncia em relacdo ao grupo TRCON
(P<0,05) (Figs. 1E, 1F, 2C, 2D e 2H). Analogamente, a incidéncia de focos de adenocarcinoma também aumentou
(14,38%) quando comparada aos controles (P<0,01) (Figs. 1F, 2E e 2H). Ainda, esses animais registraram
auséncia de areas de epitélio saudavel, com diferenca significativa em relacdo ao TRCON (P<0,0001) (Figs. 2B
e 2H). Areas de atrofia foram observadas em 4,04%, sem diferenca estatistica do grupo TRCON (P>0,05) (Figs.
2A e 2H).

1.1.4. Grupo TRAMP Castrado + Extrato de casca de jabuticaba (TRCASJAB)

Animais submetidos a ablacdo androgénica associada ao ECJ apresentaram predominancia de lesGes
HGNIP (46,13%), seguidas por LGNIP (35,67%) e adenocarcinoma bem diferenciado (16,42%), com diferencas
significativas em relacdo a TRJAB (P<0,05 para HGNIP e adenocarcinoma; P<0,001 para LGNIP), mas ndo em
comparacdo com TRCAS (Figs. 1G, 1H, 2C-2E e 2I). Neste grupo experimental, houve equidade entre as
proporgdes de epitélio prostatico ocupadas por HGNIP e LGNIP, observacao ndo registrada no grupo TRCAS, no
qual as areas de HGNIP eram significativamente superiores (Figs. 2H e 2I). As alteracGes morfoldgicas resultaram
no desaparecimento das areas de epitélio saudavel, com diferenca significativa entre TRCASJAB e TRIAB
(P<0,0001) (Figs. 2B e 2I). Areas de atrofia epitelial foram verificadas em 1,79%, sem diferenca estatistica dos
grupos TRJAB e TRCAS (P>0,05) (Fig. 2A).
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Figura 1. Exemplos de campos microscépicos analisados em animais dos grupos Figura 2. Gréficos de incidéncia dos diferentes parametros morfoldgicos epiteliais (Atrofia
experimentais. AE: Atrofia epitelial; CPBD: Adenocarcinoma bem diferenciado; ES: epitelial - AE; Epitélio saudavel - ES; Neoplasia intraepitelial prostatica de baixo grau - LGNIP;
Epitélio saudavel; HGNIP: Neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau; LGNIP: Neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau - HGNIP; e Adenocarcinoma prostatico bem
Neoplasia intraepitelial prostatica de baixo grau; L: Limen; St: Estroma. Os detalhes diferenciado - CPBD) na glandula de coagulacdo de camundongos TRAMP. A-E) Analise
nas fotomicrografias F e H sdo ampliagSes dos focos de CPBD delimitados pelos comparativa intergrupos da incidéncia um determinado parametro morfoldgico. F-1) Anélise
retangulos. Cabegas de setas brancas indicam células basais. Cabegas de setas pretas comparativa intragrupo das proporcdes de area epitelial ocupadas por cada um dos parametros.
indicam invasdo de células epiteliais em dire¢do ao estroma. Letras distintas indicam diferenga estatistica significativa entre dois grupos experimentais

/DN NEY

Em conjunto, a anélise morfoldgica revelou que a terapia de ablagdo hormonal ndo trouxe os efeitos
benéficos inicialmente esperados sobre a progressdo do CaP na glandula de coagulagcdo do modelo TRAMP,
conforme evidenciado pela auséncia de epitélio saudavel e aumento de lesdes pré-malignas e malignas nos grupos
TRCAS e TRCASJAB em relagéo aos seus respectivos controles, TRCON e TRJAB. No entanto, o uso do ECJ
como terapia adjuvante a deplecdo androgénica mostrou resultados promissores, haja vista a reducéo na proporcao
de areas epiteliais ocupadas por HGNIP em relacdo & LGNIP observada no grupo TRCASJAB quando comparado
a TRCAS, o que sugere atraso na progressao tumoral. Por outro lado, a auséncia de alteragdes marcantes na
morfologia glandular frente a administragdo do ECJ em cenario de replecéo hormonal pode estar relacionada com
a menor agressividade das lesdes glandulares e o ritmo mais lento de progressdo tumoral na glandula de
coagulagdo do modelo TRAMP, conforme ja reportado por estudos prévios'+%5, haja vista que mesmo os animais
ndo tratados apresentaram morfologia epitelial predominantemente saudavel.

Tabela 1. Niveis proteicos de mediadores da sinalizacdo hormonal esteroide determinados por Western Blotting.

Grupos Experimentais

Antigeno
TRCON TRJAB TRCAS TRCASJAB
ERa 100,0 +9,75 94,84 +7,57°2 162,1+ 23,13 ¢ 156,7 + 18,47 ™
Aromatase 100,0+5,392 120,3 £3,23 % 161,1+20,56° 127,3+16,72%
AR 100,0+ 3,572 118,0 £ 9,24 % 161,3 + 15,54 ° 152,3+15,81°
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3.2. Analise da sinalizacao hormonal e dos niveis de estradiol

A reatividade imunohistoquimica
do ERo foi contabilizada tanto no
citoplasma quanto no nicleo das células
epiteliais, bem como no estroma
prostatico (Figs. 3A-3D). Assim, no
epitélio, avaliou-se a razdo entre as
frequéncias de reatividade citoplasmatica
e nuclear deste antigeno, o que constitui
um indicativo de seu nivel de ativacéo,
uma vez que o mesmo é translocado do
citoplasma para o ndcleo ap6s interacdo
com o ligante hormonal®8. Os resultados
demonstraram que esse pardmetro nao
diferiu significativamente entre 0s grupos
experimentais (TRCON: 1,30; TRJAB:
1,01; TRCAS: 0,71; TRCASJAB: 0,66;
P>0,05), ainda que tenha havido tendéncia
de decréscimo nos grupos submetidos a
ablacdo hormonal, sugerindo possivel
alteragdo na localizagdo subcelular do
ERa do citoplasma para o ntcleo e
aumento da ativacdo desse receptor (Fig.
3E). Adicionalmente, ndo houve diferenga
entre 0s grupos experimentais no que se
refere as frequéncias médias de
imunorreatividade estromal desse receptor
. e SrpenErpaineni (TRCON: 057%; TRIAB: 0,76%;
TRCAS: 0,69%; TRCASJAB: 0,52%;

Figura 3. Fotomicrografias de imunohistoquimica para o receptor de estrégeno alfa (ERw) na glandula de P>0 05) (Flg 3F).
coagulacéo dos grupos experimentais. A) Grupo TRCON; B) Grupo TRJAB; C) Grupo TRCAS; D) Grupo !

TRCASJAB. Cabegas de setas pretas e brancas indicam, respectivamente, positividade no ntcleo e no citoplasma

de células epiteliais. Setas pretas indicam reatividade estromal. Ep: Epitélio; L: Limen; St: Estroma. Graficos

demonstrando a razéo entre as frequéncias de positividade citoplasmatica e nuclear no epitélio (E) bem como a

frequéncia de reatividade no compartimento estromal (F) da glandula de coagulagéo. Letras distintas indicam

diferenca estatistica significativa entre dois grupos experimentais (P<0,05).

Reatividade (%)

Reatividade Citoplasma / Nicleo

As analises de Western Blotting demonstraram que o tratamento com o ECJ na presenca de andrégenos
ndo alterou os niveis proteicos do ERa ou da enzima aromatase em relagdo ao grupo controle (Figs. 4A-4B; Tabela
1). Por outro lado, a ablagdo hormonal isolada resultou em acréscimo significativo dos niveis proteicos desses
antigenos comparativamente ao grupo TRCON (Figs. 4A-4B; Tabela 1). Adicionalmente, a administracdo do ECJ
associada a ADT, ainda que ndo tenha alterado os niveis proteicos dessas moléculas no grupo TRCASJAB em
relagdo ao grupo TRCAS, promoveu decréscimo da expressdo de ERa e da aromatase para niveis semelhantes aos
do grupo TRCON (Figs. 4A e 4B; Tabela 1). Resultado semelhante foi observado frente a analise dos niveis de
17B-Estradiol na urina de camundongos dos diversos grupos experimentais, tendo sido registrado aumento
significativo desse parametro ap6s a castracdo, com tendéncia de retorno aos niveis observados no grupo controle
quando a ablacdo hormonal foi associada a administracdo de ECJ (Fig. 4D). Em conjunto, tais achados sugerem
que o ECJ tem potencial para reverter os efeitos desfavoraveis da ADT sobre a glandula de coagulagdo do modelo
TRAMP, como a elevacédo dos niveis de aromatase e de estradiol e a consequente ativacdo de vias estrogénicas
mediadas pelo ERa, corroborando assim o ja conhecido papel dos estrdgenos na progressio do CPRC8?,
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Com relagdo aos niveis
proteicos de AR, estes também
demonstraram acréscimo significativo
ap6s a ablagdo hormonal isolada,
porém se mantiveram igualmente
elevados frente a associacdo dessa
abordagem com o ECJ (Fig. 4C;
Tabela 1). Segundo Simanainen et
al.’, o knockout especifico do AR no
epitélio prostatico teve efeitos mais
evidentes sobre a morfologia da
glandula de coagulacdo, sendo este o
principal lobo prostatico a apresentar
aglomerados de células epiteliais em
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Figura 4. A-C) Niveis proteicos do receptor de estrogenos alfa (ERa), da enzima aromatase e do receptor de
andrdgenos (AR) na glandula de coagulagao dos individuos dos grupos experimentais. D) Concentragdes de 17f3-
Estradiol determinadas por método imunoenzimético a partir de amostras de urina de camundongos TRAMP.
Letras distintas indicam diferenca estatistica significativa entre dois grupos (P<0,05).

epitélio da glandula de coagulagdo
para a manutencdo do estado
diferenciado e da quiescéncia
proliferativa de suas células?e.

Com base nesses achados, pode-se postular que, no presente estudo, a diminui¢cdo da sinalizagdo
androgénica na glandula de coagulacdo de camundongos TRAMP, imposta pela deplecdo hormonal, afetou
negativamente a diferenciacdo das células epiteliais prostéaticas neste lobo, acelerando a progressdo do CaP
intrinseca ao modelo pré-clinico em um lobo prostatico cujas lesdes progridem mais lentamente na presenca de
androgenos. Nesse sentido, 0os maiores niveis proteicos de AR nos grupos experimentais submetidos a ablacéo
hormonal podem ser resultantes da suprarregulacéo da expressao desse receptor por mecanismo de feedback frente
as menores concentracdes de ligantes androgénicos.

CONCLUSAO

Os resultados apresentados permitem concluir que a aromatizacdo de andrégenos em estrogenos,
associada a ativacdo de vias de sinalizagdo mediadas pelo ERa, constituem mecanismos que favorecem a
progressdo do CPRC na glandula de coagulacdo do modelo TRAMP frente a ablagdo androgénica. Conclui-se,
ainda, que 0 ECJ, na dose e periodo de tratamento aplicados neste trabalho, tem potencial para limitar esses efeitos
nocivos da ADT mediados por hormdnios estrogénicos, o que sugere a realizacdo de novos estudos com diferentes
esquemas e janelas terapéuticas para a avaliagdo dos efeitos desse extrato no contexto do CPRC.

BIBLIOGRAFIA

1. Roy-Burman, P., et al. Endocr Relat Cancer 11, 225-254 (2004). 2. Srinivasan, G., et al. Microsc Res Tech 30, 293-304 (1995). 3. Lau, K.-M.
et al. Laboratory Investigation 83, 743-757 (2003). 4. Rice, M. A., et al. Front Oncol 9, (2019). 5. Ramirez-de-Arellano, A. et al. Front Endocrinol
(Lausanne) 12, (2022). 6. Cunha, G. R., etal. Differentiation 70, 473-485 (2002). 7. Weihua, Z. et al. Proceedings of the National Academy
of Sciences 98, 63306335 (2001). 8. Qu, L. G., et al. Translational Research 222, 56-66 (2020). 9. Bonkhoff, H. Prostate 78, 2-10 (2018). 10.
Reddy, L., et al. Pharmacol Ther 99, 1-13 (2003). 11. Kallifatidis, G., et al. Semin Cancer Biol 40-41, 160-169 (2016). 12. Costea, T. et al. Int J
Mol Sci 21, (2020). 13. Lamas, C. A. et al. Prostate 80, 859-871 (2020). 14. Kaplan-Lefko, P. J. et al. Prostate 55, 219-237 (2003). 15. Gingrich, J.
R., et al. Prostate Cancer Prostatic Dis 2, 70-75 (1999). 16. Simanainen, U. et al. Endocrinology 148, 22642272 (2007).

XXXII Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2024 5



