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Resumo

O cancer de proéstata (CaP) é um dos tipos mais recorrentes de cancer em homens e o
consumo excessivo de lipideos saturados favorece o seu desenvolvimento. Ao contrério,
dietas ricas em acidos graxos poli-insaturados (PUFA) tipo 6mega-3 (n-3) tem sido
associadas com menor incidéncia do CaP. O presente trabalho avaliou as repercussoes do
consumo de &cidos graxos PUFAs n-3 da série marinha, acido docosahexaenoico (DHA)
e acido eicosapentaenoico (EPA), sobre a progressdao tumoral na prostata ventral de
camundongos transgénicos para o adenocarcinoma de prostata (TRAMP). Camundongos
TRAMP foram alimentados com dieta padrédo e eutanasiados com 8 (C8), 12 (C12) e 20
(C20) semanas de vida ou entdo alimentados com uma dieta rica em 6leo de peixe (10%
6leo de peixe) a partir da oitava semana de vida e entdo eutanasiados com 12 (T12) ou 20
semanas (T20). Os resultados adquiridos demonstraram o aumento na proliferagdo
celular bem como na expressao tecidual do receptor de andrégeno (AR) e glicocorticoide
(GR) e no numero de linfécitos T na prostata dos grupos controles conforme o aumento
da idade e da agressividade das lesGes. A intervencdo dietética com PUFAs n-3
proporcionou a preservagdo do microambiente glandular levando a uma menor frequéncia
de lesbes proliferativas, indicando um atraso na progressdo tumoral, onde foi observado
niveis de proliferacdo celular, da expressao tecidual de AR e GR e de linfécitos T
inferiores que seus controles de mesma idade. Ainda, o consumo de DHA/EPA promoveu
uma melhora no perfil metabélico dos animais que apresentaram uma reducao nos niveis
de triglicerideos e colesterol. Assim, concluimos que a incorporacdo de DHA/EPA na
dieta € capaz de reduzir a severidade da doenca, levando ao atraso da progressdo tumoral,
destacando que a intervencao dietética € um mecanismo eficaz de modular a progressdo

tumoral, podendo ser utilizada em novas abordagens terapéuticas para o CaP.

Palavras-chave: Cancer de prostata. Dieta. Acidos graxos 6mega-3. Receptores

nucleares.



Abstract

Prostate cancer (PCa) is one of the most frequent cancers among male individual and
saturated lipid intake is linked to its development. However, diets rich in omega-3 (n-3)
polyunsaturated fatty acid (PUFA) have been associated to lower PCa development risk.
The present study assessed the outcome of the marine n-3 PUFA intake, docosahexaenoic
acid (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA), upon tumor progression at the transgenic
adenocarcinoma of the mouse prostate (TRAMP). TRAMP mice were chow-fed and
euthanized at 8 (C8), 12 (C12) and 20th (C20) week of age or fed with a fish oil-enriched
diet from 8 to 12 (T12) or 20th (T20) week of age and then euthanized. The results
indicated an increase in proliferation rate, tissue expression of androgen receptor (AR)
and glucocorticoid receptor (GR) and the number of T-cells at the prostate of the control
groups according to the increase of age and aggressiveness of the lesions. Dietary
intervention with n-3 PUFA led to the maintenance of the glandular microenvironment,
highlighted by a reduction of the frequency of proliferative lesions, indicating a delay in
PCa progression whereas the levels of cell proliferation, tissue expression of AR and GR
and the number of T-cells were lower than the control groups of the same age. Also,
DHA/EPA intake promoted a lowering effect of serum triglycerides and cholesterol,
improving the metabolic profile of these animals. Thereby incorporation o DHA/EPA on
diet is capable of decrease the severity of PCa by delaying the disease progression,
highlighting that dietary interventions are effective mechanisms to modulate tumor

progression and may be used in new therapeutic approaches in PCa.

Keywords: Prostate cancer. Diet. Omega-3 fatty acids. Nuclear receptors.
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1. Introducéo

1.1 Morfologia prostatica

A prostata € uma glandula acessoria do sistema reprodutor masculino de
mamiferos e que apresenta um papel importante na reproducdo (MURASHIMA et al.,
2015). Sua secrecdo é rica em ions e proteinas (KAVANAGH, 1983) que influenciam a
motilidade e sobrevivéncia dos espermatozoides (GERSHBEIN; THIELEN, 1988), os
quais sdo critérios importantes para se avaliar a funcdo reprodutiva (FREITAS et al.,
2017).

Em humanos, essa glandula localiza-se no compartimento subperitonial, entre o
diafragma pélvico e a cavidade peritoneal, circundando a uretra prostética (LEE et al.,
2011). Ainda, em humanos, a prostata é classificada em trés zonas distintas: zona
periférica (ZP), zona central (ZC) e zona de transi¢do (ZT), que, em condi¢Ges normais,
representam, respectivamente, 75, 25 e 5% do volume total da glandula (LEE et al., 2011;
AARON et al., 2016). A prostata é composta por um arranjo complexo de estruturas
ducto-acinares, o que resulta em uma glandula de estrutura tibulo-alveolar (CUNHA et
al., 1987), na qual é possivel diferenciar trés compartimentos de grande importancia para
a biologia prostatica: o epitélio glandular, o limen glandular e o estroma, os quais

apresentam diferentes populacdes celulares.

O epitélio prostatico € composto por diferentes tipos celulares que vao variar em
sua morfologia e marcadores especificos. As células luminais, colunares e secretoras,
expressam citoqueratina (CK) 8 e 18. Abaixo da camada de células luminais encontram-
se e células basais ndo secretoras, positivas para CK5, CK14 e p63, que formam uma
camada continua no epitélio prostatico humano que se apoia na membrana basal, 0 que
ndo é observado em roedores, na qual se apresentam de forma descontinua (TOIVANEN;
SHEN, 2017). Ademais, é possivel distinguir mais dois tipos celulares, as células
intermedidrias, as quais co-expressam marcadores de células luminais e basais e, por fim,
em menor frequéncia dos demais tipos, observam-se células neuroendocrinas, positivas
para cromogranina A, serotonina e enolase neurdnio especifica (HUDSON, 2003;
UZGARE et al., 2004).

O compartimento estromal também é marcado pela presenca de diferentes tipos

celulares. Nele pode-se observar a presenca de células musculares lisas adjacentes ao



epitélio glandular que exibem funcdo contratil, auxiliando na expulsdo no fluido
prostatico que ira compor o ejaculado. O estroma ainda vai conter uma grande populagéo
de fibroblastos, responsaveis pela secrecdo de componentes da matriz extra celular
(MEC), tais como: elementos fibrilares (e.g. colageno, elastina), glicoproteinas e
proteoglicanos, além de fatores de crescimento (GFs) que regulam a histofisiologia
prostatica, modulando diversos processos bioldgicos como a proliferacdo e morte celular,
bem como a prépria atividade fisiologica da glandula (TUXHORN et al., 2001, 2002).
Adicionalmente, encontram-se no estroma, vasos sanguineos, células do sistema imune e
nervos. A interacao reciproca entre esses compartimentos, i.e. interacdo epitélio-estroma,
é essencial a manutencdo da biologia dessa glandula e, consequentemente, fatores que
afetem esse processo podem levar ao estabelecimento de lesbes pré-neoplasicas e
neoplasicas (CUNHA; WANG, 2002; ELO et al., 2010; LANG; HASHITANI, 2017
COLEMAN, 2018).

Em roedores, que constituem um modelo amplamente utilizado para o estudo da
morfofisiologia prostatica, a organizacdo anatdbmica da préstata difere do que é observado
em humanos. Nesse grupo, observa-se que esta glandula ndo se dispde em uma estrutura
compacta mas sim em uma estrutura multilobulada denominada complexo prostatico
(CUNHA et al., 1987). Identificam-se quatro pares de lobos denominados de: lobos
anteriores ou glandulas coaguladoras (LA), lobos ventrais (LV), lobos laterais (LL) e
lobos dorsais (LD). Em muitas espécies, os lobos laterais e dorsais sdao considerados
como um unico lobo por compartilharem um sistema unico de ductos, recebendo a
denominagdo de dorsolateral (LDL) (CUNHA et al., 2004; AARON et al., 2016) (Fig. 1).
Além da origem embrionéria, esses lobos apresentam caracteristicas morfoldgicas,
histoldgicas e fisioldgicas particulares e também diferencas quanto a regulacdo hormonal

e susceptibilidade para o desenvolvimento de doencgas (WU et al., 2004).
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Figura 1. Organizacdo anatémica da prostata humana (a) e de roedores (b). Zona de transicéo (ZT), zonada
central (ZC), zona periférica (ZP), vesicula seminal (VS), estroma prostatico (EP), uretra (U), ductos
deferentes (DD) lobos ventrais (LV), lobos laterais (LL), lobos dorsais (LD), lobos anteriores (LA).

A) Proéstata humana (corte sagital) B) Complexo prostatico (visdo lateral)

Fonte: TOIVANEN; SHEN, 2017, adaptado.

1.2 Acidos graxos e suas implicacfes na satde

Evidéncias crescentes nos Ultimos anos destacam que a alimentagcdo tem um
impacto direto em nossa salide (SHANG et al., 2017; ZARATE et al., 2017), havendo
grande destaque para o consumo de lipideos, em especial os acidos graxos, devido as suas
implicacdes clinicas e metabdlicas (BHANDARKAR et al., 2018; KUDA et al., 2018).

O termo acido graxo é usado para designar um grupo de moléculas que sdo
caracterizadas por serem compostas por uma cadeia de acido carboxilico e que podem ser
hidrolisadas de fontes naturais como gorduras e 6leos (IUPAC-IUB, 1977; RUSTAN;
DREVON, 2005). Diferentes nomes podem ser atribuidos para o mesmo acido graxo,
entretanto, recomenda-se a utilizacdo da nomenclatura sistematica proposta pela Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada e Unido Internacional de Bioquimica
(IUPAC-IUB), onde o0 nome é baseado no nimero de atomos de carbonos e nimero e
posicdo de insaturacdo em relagdo ao grupo carboxila (COOH). Outras caracteristicas
tambeém s&o identificadas, como, por exemplo, a configuracdo das insaturagoes (i.e. cis
(2) ou trans (E)), hétero-atomos, entre outras (IUPAC-IUB, 1977).

Ainda que a nomenclatura da IUPAC-IUB seja a preconizada, em termos praticos,
nomes simplificados acabam sendo mais aplicados na literatura cientifica (Tabela 1).
Dessa forma, a nomenclatura simplificada tem como caracteristica em comum associar a

formula C:I e o sistema de nomenclatura dmega ou delta. Nesse contexto, C representa o
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numero de carbonos e | o nimero de insaturacdes ao longo da cadeia de carbono e, por
fim, a nomenclatura 6mega (n) indica a localizagdo da primeira insaturagcdo em relacéo
ao grupo metil (CH3), ao passo que a nomenclatura delta (A) expressa a posic¢ao de todas
as insaturacGes em relacdo ao grupo carboxila (COOH) (RUSTAN; DREVON, 2005;
RATNAYAKE; GALLI, 2009). A nomenclatura simplificada, além de conferir
praticidade para a escrita cientifica é atil pela prdpria natureza das reacBes de

dessaturacéo e elongacao que ocorrem em mamiferos (MEESAPYODSUK; QIU, 2012).

Tabela 1. Exemplos de nomenclatura de dois acidos graxos seguindo as recomendagoes da IUPAC

Nomes Abreviagdes*
Comum Nomenclatura sistematica A n
Acido Acido todas-cis-5,8,11,14-

o ) . 20:4 p>81L14 20:4, n-6
araquidonico eicosatetraendico
Acido o- Acido todas-cis-9,12,15-
o o 18:3 A%1215  18:3,n-3
linolénico octadecatriendico

*Referente ao grupo carboxila (COOH - nomenclatura A) ou metil (CH3 - nomenclatura n).
Fonte: Baseado em RATNAYAKE; GALLI, 2009.

No que diz respeito a dieta, com base em recomendacfes internacionais, sugere-
se que o consumo diario de lipideos ndo ultrapasse 30% do total de calorias ingeridas
(TRUMBO etal., 2002; LICHTENSTEIN et al., 2006). Nesse contexto, ressalta-se ainda
que algumas classes de lipideos sdo preferiveis ao consumo, como os &cidos graxos poli-
insaturados (PUFAs) dmega-3 (n-3) (PLOURDE; CUNNANE, 2007; ZARATE et al.,
2017), entre eles, o acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5, n-3) e 0 acido docosahexaenoico
(DHA, 22:6, n-3) (Fig. 2). O consumo desses n-3 tem sido associado a diversos beneficios
fisiologicos em quadros de resisténcia a insulina (FLACHS et al., 2006; LUO et al., 2016),
doencas cardiovasculares (NIAZI et al., 2017) e neurodegenerativas (CHE et al., 2018).

A obtencdo desses PUFAS ocorre majoritariamente pela dieta, através do consumo
de peixes — em especial de dgua fria — e pela suplementacdo alimentar com dleo de peixe
(SCHUCHARDT; HAHN, 2013; JACOBSEN, 2015), ou entdo pela bioconversdo do
PUFA essencial, acido a-linolénico (ALA), por reacfes de elongacédo e dessaturacdo do

esqueleto carbbnico (SPRECHER, 2000). Todavia, o processo de bioconversdo é
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particularmente ineficiente (BURDGE; WOOTTON, 2002; BURDGE; CALDER, 2005;
PLOURDE; CUNNANE, 2007). Sabe-se que a eficiéncia de conversdo depende de: (i)
fatores hormonais, onde mulheres apresentam maior capacidade de bioconversédo que
homens, pois 0 estrogeno é capaz de aumentar a expressdao de uma das enzimas
envolvidas no processo (GILTAY et al., 2004; KITSON et al., 2013), e (ii) da razdo da
ingestdo das diferentes classes de &cidos graxos, considerando que ocorre competicao
pelas enzimas envolvidas nesse processo, as quais sdo compartilhadas com a via
biossintética dos 6mega-6 (n-6) (NAKAMURA; NARA, 2004; MEESAPYODSUK;
QIU, 2012) (Fig. 3). Com isso, altas razdes n-6/n-3 inibem a biossintese de PUFAS n-3
(GERSTER, 1998; SAINI; KEUM, 2018). Assim, considerando que a dieta ocidental é
rica. em PUFAs n-6, (SIMOPOULOS, 2002; SCHMITZ; ECKER, 2008), a
suplementacdo alimentar com PUFAs n-3 tem sido recomendada por profissionais da
salde (PLOURDE; CUNNANE, 2007), em doses que variam de 200mg a até 4g/dia,
dependendo da condicao de satde do individuo (KRIS-ETHERTON et al., 2009).

2D

«— n

Acido todas-cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico (EPA, C20:5, n-3) Acido todas-cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico (DHA, C22:6, n-3)

% }’MD
2 F ~

)§

3D

124

Fonte: Extraido de: PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

Os PUFAs sdo metabolizados principalmente no figado, no reticulo
endoplasmatico liso, e entdo exportados para os demais Orgdos, onde podem ser
incorporados aos fosfoglicerideos de membrana (ABBOTT et al., 2012; DAVIDSON,
2013; KUDA et al., 2018). Os PUFAS podem, entdo, ser recrutados e metabolizados
pelas enzimas cilco-oxigenase (COX), lipo-oxigenase (LOX) e citocromo P-450 (CYP)

(ZELDIN, 2001) levando a formagdo de lipideos bioativos que modulam
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diferencialmente a fisiologia celular. Interessantemente, observa-se que os efeitos
bioldgicos desses metabdlitos dependem do acido graxo precursor, de modo que na maior
parte dos casos, 0s PUFAS n-6 e n-3 apresentam efeitos antagonicos (KHADGE; SHARP;
et al., 2018). Os metabdlitos derivados dos PUFAs n-6, particularmente do acido
araquidénico (AA, C:20:4, n-6), apresentam uma natureza pro-inflamatéria, além de
propiciarem a sobrevivéncia e proliferacdo celular (WANG; DUBOIS, 2010). Em
contrapartida, o metabolismo do EPA e do DHA gera metabdlitos com propriedades anti-
inflamatdrias e anti-proliferativas (DALLI et al., 2013; KHADGE; THIELE; et al., 2018).
Assim, devido a essas caracteristicas contrastantes, a razdo n-6/n-3 da dieta tem sido
associada a capacidade de modular o risco do desenvolvimento de diversas doengas como
obesidade, dislipidemia, diabetes e cancer (CALDER, 2011; WILLIAMS et al., 2011;
NASSAR et al., 2018).

Figura 3. Via biossintética dos acidos graxos poli-insaturados dmega-6 (esquerda) e dmega-3 (direita).
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Fonte: CALDER, 2011, adaptado.

Em vista das crescentes evidéncias da importancia dos lipideos na alimentacéo
(ZARATE et al., 2017; LI et al., 2019), inimeros estudos procuraram compreender o
impacto do seu consumo e metabolismo na modulagéo do risco de desenvolvimento de
doencas (NIAZI et al., 2017; SHANG et al., 2017; BHANDARKAR et al., 2018). No que
diz respeito a salde prostatica, sabe-se que 0 consumo excessivo de lipideos esta
associado ao desenvolvimento de hiperplasia prostatica benigna (HBP) (SUZUKI et al.,
2002; VIKRAM; RAMARAO, 2011) e maiores incidéncias de céncer de prostata
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(WILLIAMS et al., 2011; SHANKAR et al., 2016; NASSAR et al., 2018). Estudos com
roedores reforcam essa associagdo do alto consumo de lipideos com patologias
prostaticas, onde dietas hiperlipidicas sdo responsaveis por modular o microambiente
prostatico, favorecendo o desenvolvimento de HBP (SILVA et al., 2015; CALMASINI
et al., 2018) além de alterar a sinalizacdo hormonal e vias de proliferacdo e sobrevivéncia
celular, promovendo uma maior incidéncia de lesbes pré-neoplésicas e neoplasicas, e
favorecendo o estabelecimento de focos inflamatérios (RIBEIRO; PINTO; MAEDA, et
al., 2012; RIBEIRO; PINTO; RAFACHO,; et al., 2012; JESUS, DE et al., 2015).

Todavia, apesar da quantidade de lipideos da dieta ser um fator relevante a ser
considerado, estudos demonstraram que a natureza dos &cidos graxos bem como o
periodo de exposicao levam a uma resposta tecidual prostatica diferente. O consumo de
acidos graxos insaturados e saturados é responsavel por alterar a expressao de receptores
nucleares envolvidos na resposta hormonal (receptores de andrégeno — AR - e de
estrogeno a ¢ B — ERa ERP) e metabolismo de lipideos (PPARY — receptor ativado por
proliferador de peroxissomo) promovendo um estado hiperproliferativo no epitélio
glandular (PYTLOWANCIYV et al., 2016) e até mesmo acelerar a progressdo do cancer
de prostata (HAYASHI et al., 2018; LIU et al., 2019). Por outro lado, o consumo de ALA
leva a reducdo da expressao do AR e PPARYy, efeito associado a menor proliferagdao

celular (ESCOBAR et al., 2009).

1.3 Cancer de préstata e Camundongo transgénico para adenocarcinoma de
prostata (TRAMP)

O cancer de prostata (CaP) atualmente figura entre as neoplasias mais frequentes
em individuos do sexo masculino a nivel nacional e mundial (SIEGEL et al., 2020). Sua
etiologia é extremamente complexa e ainda ndo € totalmente compreendida, contudo,
sabe-se que a interagdo entre fatores genéticos e ambientais é fundamental para a génese
da doenca, sendo que a dieta é nitidamente reconhecida como um fator ambiental capaz
de modular o risco do desenvolvimento de diferentes tipos de céncer, incluindo o CaP
(KOLONEL, 2001; WILSON et al., 2002; CHEN et al., 2007; VIKRAM; RAMARAO,
2011). A deteccgdo precoce do CaP é particularmente dificil uma vez que em seus estagios
iniciais a doenca é assintomatica (TABAYOYONG; ABOUASSALY, 2015) e quando
presentes, os sintomas se assemelham aos da hiperplasia prostatica benigna (HBP), o que
dificulta o diagnostico (MUSIALA et al., 2019).
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Assim, uma vez detectado, as principais intervencdes vdo se basear em: (i)
vigilancia ativa, para os casos de CaP de baixo risco (COOPERBERG, 2016); (ii)
prostectomia radical (PR); (iii) radioterapia (RTP) e (iv) castracdo quimica, i.e. terapia de
ablacdo androgénica (ADT), ou cirurgica, i.e. orquectomia bilateral, individualmente, ou
em associacdo a PR ou RTP (HEIDENREICH et al., 2011; ALEX et al., 2016). Apesar
do tratamento do CaP localizado ser bem sucedido com a PR ou a RTP, muitos pacientes
apresentam a reincidéncia da doenca e, na maioria dos casos, com perfil metastatico
(WEINER et al., 2016). Assim, atualmente, o tratamento mais frequente para o CaP,
incluindo os casos de reincidéncia, é a ADT (GILBERT et al., 2011) (Tab. 2), contudo,
inevitavelmente, a maior parte dos individuos sob ADT desenvolvem um fendtipo
resistente, i.e. cancer resistente a castragdo (CRPC), o que resulta na progressao da doenca
(CORNFORD et al., 2017).

Tabela 2. Exemplos de farmacos utilizados na ADT.

Mecanismo de acao Classificacao Exemplo de droga

Agonista de LHRH Gosserrelina

Reducdo dos niveis ) )
) Antagonista de LHRH Degarelix
de androgeno

Inibidor da enzima CYP-17 Acetato de abiraterona

Flutamida (Primeira geragéo

- - . . . de NSAA
Inibicdo da ligacéo Anti-androgénicos nao ¢ )
de andrégenos ao esteroidais (NSAAS) Enzalutamida (Segunda
AR geracdo de NSAAS)

Inibicdo da ligacéo

de androgenos ao . ..
g Anti-androgénicos

AR e supressao da .
P esteroidais (SAAS)

sintese gonadal Acetato de ciproterona

LHRH: Horménio liberador do hormonio luteinizante; CYP-17: 17a-hidroxilase/17,20-liase — enzima
chave na sintese de androgenos.
Fonte: MUSIALA et al., 2019, adaptado.

Dessa maneira, muitos esforcos sdo voltados para compreender melhor 0s

aspectos envolvidos nos processos de iniciagdo e progressdo tumoral, com base em

16



modelos in vivo e in vitro, o que possibilita tracar novas abordagens terapéuticas (HAO
etal., 2018; WATT etal., 2019). Assim, o uso de camundongos transgénicos da linhagem
TRAMP (Transgenic Adenocarcinoma of the Mouse Prostate), estabelecida em 1995 por
Greenberg e coloboradores (GREENBERG et al., 1995), constitui um bom modelo para
a investigacdo do CaP uma vez que a progressao da doenca ocorre de forma similar ao

que se observa em humanaos.

A iniciacdo e progressdo do CaP é dependente de uma grande variedade de fatores,
contudo, o estimulo androgénico apresenta um protagonisSmo nesses Processos
(TINDALL; LONERGAN, 2011; SHAFI et al., 2013). Camundongos TRAMP
apresentam o desenvolvimento da doenca de forma dependente de andrdgenos,
(GREENBERG et al., 1994; KIDO et al., 2019), além de apresentarem mutacGes
espontaneas no gene do AR (HAN et al., 2001), o que pode contribuir para a evolucédo a
um fenotipo androgeno-independente (GINGRICH et al., 1997; BONO et al., 2008).

O modelo foi inicialmente estabelecido e caracterizado a partir do background
genético de camundongos C57BL/6 (B6) e, posteriormente, constatou-se que o
estabelecimento e a progressdo do tumor era mais rapido em camundongos F1 do
cruzamento de fémeas TRAMP C57BL/6 (B6) com camundongos da linhagem FVB
(GREENBERG et al., 1995; GINGRICH et al., 1999), sendo entéo, o background FVB
altamente utilizado atualmente (CONLON et al., 2015; NOGUEIRA-PANGRAZI et al.,
2018; SILVA et al., 2019). O desencadeamento da carcinogénese prostatica nesses
animais é dado pela expressdo do antigeno T (Tag) do virus simio 40 (SV40), sob controle
da probasina de rato, um elemento andrégeno-dependente (GREENBERG et al., 1994,
1995).

O Tag do SV40 tem sua expressao restrita ao epitélio prostatico (GREENBERG
et al., 1994) e age como uma oncoproteina, inativando produtos de genes de supressdo
tumoral como a proteina p53 e retinoblastoma (LANE; CRAWFORD, 1979; LINZER;
LEVINE, 1979; DECAPRIO et al., 1988). Assim, 0s animais passam a apresentar
alteracOes nucleares compativeis com neoplasias intraepiteliais prostaticas (PIN) a partir
da 62 semana de vida, sendo que a partir da 8% semana ja se pode observar diversos focos
de lesdes proliferativas na glandula dos animais. Com o decorrer da idade, a doenca
progride para um fenotipo mais agressivo, onde ocorre uma prevaléncia de PINs de alto
grau (12-18 semanas) e lesbes malignas como carcinoma in situ e adenocarcinoma
indiferenciado (16-22 semanas) (KIDO et al., 2016; KIDO et al., 2019). Ainda, a partir
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da 182 semana passa-se a observar o estabelecimentos de tumores primarios (GINGRICH
etal., 1999) . Considerando o fato do contexto fisiolégico ser preservado, mantendo assim
as interacOes epitélio-estromais (MONTICO et al., 2015; NOGUEIRA-PANGRAZI et
al., 2018), estimulos hormonais (SILVA et al., 2017) e processos inflamatérios (KIDO et
al., 2016; ALVES et al., 2018), permite a analise de eventos e mecanismos envolvidos

na iniciacdo, progressdo tumoral e metastase (GINGRICH et al., 1996).
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2. Problematica do estudo

2.1 ImplicacBes dos PUFASs n-3 na morfofisiologia prostatica

O céancer de prostata (CaP), atualmente, figura entre as principais causas de morte
no cenario mundial, ocupando o primeiro lugar entre os tipos de cancer mais frequentes
em homens (SIEGEL et al., 2020). Sua etiologia é extremamente complexa e entre 0s
fatores ambientais a dieta assume um papel preponderante (MOKBEL et al., 2019).
Conforme mencionado acima, nos ultimos anos, as repercussdes do consumo de lipideos
sobre a salde prostatica vem sendo investigadas. Contudo, ainda restam muitas questdes
a serem esclarecidas, principalmente no que diz respeito aos PUFAS n-3 da série marinha.
Devido ao potencial efeito anti-neoplasico dos PUFAs n-3 nota-se um grande interesse
na literatura a respeito da suplementacdo alimentar e suas implicacdes na salde prostéatica.
Estudos demonstram que a ingestdo e os altos niveis séricos desses PUFAs reduzem o
risco do desenvolvimento do CaP (NORRISH et al., 1999; LEITZMANN et al., 2004),
embora alguns autores ndo tenham constatado essa associagdo (CROWE; KEY; et al.,
2008; DINWIDDIE et al., 2016). Recentemente, esse papel protetor dos PUFAS n-3 vem
sendo questionado pois alguns trabalhos indicam que a ingestdo desses acidos graxos
pode aumentar o risco do desenvolvimento de CaP (WALLSTROM et al., 2007;
CROWE; ALLEN; et al., 2008; BRASKY et al., 2011; SORONGON-LEGASPI et al.,
2013). Ainda, em relacdo ao DHA, ja se observou uma correlagdo positiva entre o nivel

tecidual desse lipideo ao pior progndstico de pacientes com CaP (ZHAO et al., 2016).

Majoritariamente, os estudos com DHA e EPA sdo focados em analises in vitro e
atribuem a esses PUFAs um efeito anti-proliferativo (ESER et al., 2013; OONO et al.,
2017). Interessantemente, o que tem se observado é que existe um mecanismo diferencial
de acdo desses PUFAs dependendo da dependéncia androgénica. Assim, o tratamento de
células andrégeno-dependentes com EPA e/ou DHA leva a modulacdo da atividade
transcricional do AR (CHUNG et al., 2001) além de reduzir a expresséo de fatores anti-
apoptoticos (ESER et al., 2013). Por outro lado, em linhagens andrégeno-independentes,
0 mecanismo de ac¢do se da principalmente por sua natureza pro-oxidante, aumentando a
producéo de especies reativas de oxigénio (EROs) (SHIN et al., 2013) e modulando a
expressao de fatores de sobrevivéncia (CAVAZOS et al., 2011; SUN et al., 2017). Uma
acdo diferencial do DHA também tem sido observada em outros tipos de tumores. Em

tumores neurais, por exemplo, demonstrou-se 0 metabolismo diferencial do DHA, onde
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células normais metabolizam esse PUFA em compostos com propriedades anti-
inflamatorias e de prd-resolucéo, como as resolvinas, protectinas e maresinas, ao passo
que ceélulas de neuroblastoma metabolizam o DHA em um composto citotoxico (17-
hidroperdxido docosahexaenoico - 17-HDHA) (GLEISSMAN et al., 2010). Contudo, no
que diz respeito a prostata, pouco se sabe da acdo do DHA/EPA em um microambiente
normal. Estudos in vitro com células prostaticas benignas PNTAL demonstram efeitos
variavel do DHA dependendo da concentracdo, sendo que um efeito anti-proliferativo foi
observado apenas em doses de 100uM (TAMARINDO et al., 2019) ao passo que em
células tumorais esse efeito ja pode ser observado em doses de 35-50uM (SHIN et al.,
2013).

Quando se trata de estudos in vivo a literatura é particularmente escassa e analisa
a acdo conjunta do DHA+EPA oriundos do 6leo de peixe, sendo a acdo isolada desses
PUFAs desconhecidas (FASANO et al.,, 2017). Estudos envolvendo camundongos
geneticamente modificados mostram que o consumo de 6leo de peixe reduz a proliferacéo
celular (AKINSETE et al., 2012; WANG et al., 2012) e ainda € capaz de conter o
crescimento tumoral por reduzir a expressdo de genes envolvidos na sintese/secrecao de
insulina e fisiologia mitocondrial (LLOYD et al., 2013). Adicionalmente, efeitos
terapéuticos do DHA ja foram observados em modelo de HBP quimicamente induzida
em ratos, onde o tratamento com 6leo de foca foi capaz de reduzir a expressdo do AR e
ERa resultando em menores taxas proliferativas (WANG et al., 2016). Contudo, embora
esses trabalhos corroborem com um efeito positivo dos PUFAs n-3, FURRIEL et al.
(2014) avaliaram as repercussdes de dietas hiperlipidicas (50% acidos graxos) ricas em
ALA - &cido graxo precursor do EPA e do DHA - sobre a histofisiologia de ratos adultos.
Seus resultados demonstram um efeito negativo sobre a glandula, levando a hipertrofia
dos componentes teciduais e a maiores niveis de proliferagdo celular (FURRIEL et al.,
2014).

Dessa forma, nota-se que as repercussées do consumo de PUFAs n-3 sobre o
sistema reprodutor ainda é um tema controverso e que precisa ser melhor esclarecido.
Apesar das evidéncias experimentais indicando que diferentes tipos de lipideos séo
capazes de afetar a proliferacéo celular e contribuir com o estabelecimento de lesdes na
préstata e focos inflamatdrios na préstata (ESCOBAR et al., 2009; RIBEIRO; PINTO;
MAEDA,; et al., 2012; RIBEIRO; PINTO; RAFACHO,; et al., 2012; JESUS, DE et al.,
2015; PYTLOWANCIV etal., 2016), pouco ainda é conhecido sobre a acdo do EPA e do
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DHA sobre essa glandula. Somada a escassez de estudos in vivo, se faz necessario

investigar melhor a acdo desses lipideos no quis respeito a iniciagdo e progressdo do CaP.
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3. Objetivos gerais

O objetivo do presente estudo foi avaliar as repercussdes do consumo de uma dieta
rica em DHA+EPA sobre progressdo tumoral na prostata ventral de camundongos
TRAMP.

4. Objetivos especificos

Avaliar como a intervencéo dietéticacom DHA/EPA afeta a progressao tumoral em

camundongos TRAMP com base em:

I.  Parametros metabolicos: glicemia de jejum, triglicerideos e colesterol total;
Il.  Analise histopatoldgica e quantificacdo de areas normais e comprometidas
por lesdes pré-malignas e malignas;
I1l.  Proliferacdo celular;
IV.  Expressdo tecidual de receptores nucleares: Receptores de andrdgeno e de
glicocorticoide;

V. Quantificacdo de linfocitos T.

5. Resultados

Os resultados obtidos serdo apresentados a seguir na forma de um manuscrito.
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O consumo de PUFAs n-3 atrasa a progressao tumoral na
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6.1 Introducao

O céancer de prostata (CaP), atualmente, figura entre as principais causas de morte
no cenario mundial, ocupando o primeiro lugar entre os tipos de cancer mais frequentes
em homens (SIEGEL et al., 2020). Sua etiologia é extremamente complexa e entre 0s
fatores ambientais a dieta assume um papel preponderante (MOKBEL et al., 2019). Nesse
contexto, o consumo excessivo de lipideos vem sendo implicado na génese da hiperplasia
prostatica benigna (HBP) (VIKRAM; RAMARAO, 2011) e como fator que acelera a
progressao do CaP (CHO et al., 2015). Os dados clinicos sdo reforcados por varios
estudos com roedores mostrando que dietas ricas em lipideos interferem na histofisiologia
e na incidéncia de lesbes patoldgicas na préstata (RIBEIRO et al., 2012; DE JESUS et al,
2015; KWON et al., 2016).

Assim, considerando que o grande impacto que a dieta tem sobre a saude,
incluindo o desenvolvimento de diversos tipos de cancer, a intervencdo nutricional em
pacientes com cancer tem assumido um papel preponderante tanto por aumentar a eficacia
da terapia, mas também por amenizar o comprometimento do estado nutricional e
melhorar a qualidade de vida dos pacientes (RAVASCO, 2019). Nesse sentido, 0s acidos
graxos poli-insaturados (PUFAs) dmega-3 (n-3) sdo considerados nutrientes importantes,
pois atuam em multiplas vias e tem sido amplamente usado com um adjuvante por
pacientes com cancer (FREITAS; CAMPOS, 2019).

O 6leo de peixe é uma das fontes mais ricas em PUFAs n-3 da série marinha, em
especial o0 acido eicosapentaenoico (EPA, C20:5, n-3) e o acido docosahexaenoico (DHA,
C22:6, n-3). O consumo desses PUFAs ja foi associado a inumeros beneficios
fisiologicos, principalmente no que diz respeito a doencas coronarias e neurogenerativas
(NIAZI et al., 2017; CHE et al., 2018). Em relacdo a salde prostatica, 0 consumo desses
PUFAs tem sido associado a menor risco de desenvolvimento de CaP (LEITZMANN et
al., 2004; LOVEGROVE et al., 2015). Esses dados sdo reforcados por estudos com
cultura de células prostaticas que demonstram que ambos os n-3 exercem um efeito anti-
proliferativo tanto nas linhagens tumorigénicas LNCaP, PC3 e DU-145, como na
linhagem benigna PNT1A (HU et al.,, 2010; LIU et al., 2015; SUN et al., 2017;
TAMARINDO et al., 2019).
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Estudos envolvendo camundongos C3(1) Tag e knockout para PTEN mostram que
o0 consumo de bleo de peixe reduz a proliferagdo celular (AKINSETE et al., 2012; WANG
et al., 2012) e ainda € capaz de conter o crescimento tumoral por reduzir a expressao de
genes envolvidos na sintese/secrecdo de insulina e na fisiologia mitocondrial em modelo
xenogréafico de CaP (LLOYD et al., 2013). Adicionalmente, efeitos terapéuticos do DHA
ja foram observados em modelo de hiperplasia prostatica benigna (HBP) quimicamente
induzida em ratos, onde o tratamento com 6leo de foca foi capaz de reduzir a expressao
do receptor de androgeno (AR) e de estrégeno o (ERa) resultando em menores taxas
proliferativas (WANG et al., 2016). Portanto, varias evidéncias sugerem uma possivel

aplicabilidade do consumo desses n-3 em abordagens quimioprotetivas.

Considerando a alta incidéncia e mortalidade do CaP no cenario mundial, grandes
esforcos sdo voltados para compreender melhor os aspectos envolvidos nos processos de
iniciacdo e progressdo tumoral e estabelecer modelos que melhor se assemelhem ao
observado em humanos. Dentre os modelos disponiveis, 0 camundongo transgénico para
adenocarcinoma de prostata (TRAMP) € amplamente adotado para o estudo do CaP
(CHO et al.,, 2015; SILVA et al.,, 2017; KIDO et al.,, 2019). Neste modelo, o
desencadeamento da carcinogénese prostatica é dado pela expresséo do antigeno T (Tag)
do virus simio 40 (SV40), sob controle da probasina de rato, um elemento andrégeno-
dependente (GREENBERG et al., 1995), evento que leva a inativacdo de produtos de
genes de supressao tumoral, em especial as proteinas p53 e retinoblastoma (LANE;
CRAWFORD, 1979; LINZER; LEVINE, 1979; DECAPRIO et al., 1988). Os animais
desenvolvem neoplasias intra-epiteliais prostaticas (PIN) a partir da 6% semana de vida e
tumores primarios a partir da 182 semana de vida (GINGRICH et al., 1999; KAPLAN-
LEFKO et al., 2003; BERMAN-BOOTY etal., 2012).

A iniciacéo e progressao do CaP ¢é dependente de uma grande variedade de fatores,
contudo, o estimulo androgénico apresenta um protagonismo nesses Processos
(TINDALL; LONERGAN, 2011; SHAFI et al.,, 2013). Camundongos TRAMP
apresentam o desenvolvimento da doenca de forma dependente de androgenos, mantendo
as interacOes epitélio-estromais e estimulos inflamatorios (GREENBERG et al., 1994;
KIDO et al., 2016), além de apresentarem mutacdes espontaneas no gene do AR (HAN
et al., 2001), o que pode contribuir para a evolugdo a um fenotipo andrdgeno-
independente (GINGRICH et al., 1997; BONO et al., 2008). Assim, essa linhagem

constitui um dos principais modelos in vivo do estudo do CaP para compreender eventos
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envolvidos nos processos de iniciacao/progressao tumoral, metastase e avalicdo de novas
abordagens terapéuticas (GINGRICH et al., 1996b; PFLUG et al., 2003; YU et al., 2010;
KIDO et al., 2019).

Dessa maneira, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do
consumo dos PUFAs n-3, DHA e EPA, sobre o processo de progressdo tumoral na
préstata ventral de camundongos TRAMP. Para tanto, foi realizada a andlise
histopatoldgica para estimar a frequéncia de lesdes pré-malignas ou malignas e do tecido
normal. Os dados histopatoldgicos foram relacionados com os efeitos sobre a atividade
de proliferagdo celular, com a expressdo tecidual do receptor de andrégeno e
glicocorticoide, e com o perfil metabdlico dos animais.

6.2 Material e Métodos
6.2.1 Delineamento Experimental

Camundongos machos transgénicos para adenocarcinoma de prdstata da linhagem
TRAMP (C57BL/6-Tg(TRAMP) 8,247Ng/J X FVB/Unib), adquiridos do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgicas (CEMIB/UNICAMP), foram divididos
aleatoriamente nos seguintes grupos (n=10/grupo): camundongos alimentados com dieta
padrdo e eutanasiados com 8, 12 e 20 semanas de vida (C8, C12 e C20) e camundongos
alimentados com dieta enriquecida com 6leo de peixe (DHA 5007¢, Naturalis®, Sdo
Paulo, Brasil, Tabs. 1 e 2) da 8% a 122 (T12) ou 20% (T20) semana de vida e entdo
eutanasiados (CEUA: 198/2018). Ao fim do experimento, os animais foram eutanasiados
por aprofundamento anestésico (Cloridrato de Xilazina, 5mg/kg, e Cloridrato de
Cetamina, 60mg/kg, intramuscular) e entdo a préstata ventral coletada e processada para
a analise histoldgica.

6.2.2 Analises biométricas e metabdlicas

O consumo da dieta foi aferido a cada dois dias, no mesmo horario, e calculado a
média de consumo semanal e a ingestao energética foi obtida multiplicando a media de
consumo de racdo semanal pelo valor energético de cada dieta. O ganho relativo de peso
(RW) foi calculado pela seguinte formula: RW = (FG-1G*100)/IG, onde FG representa o

peso final do animal e IG o peso do animal ao inicio do experimento.
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Durante a eutanasia, amostras de sangue foram coletadas por punc¢éo cardiaca do
ventriculo esquerdo e subsequentemente centrifugadas a 1620 g por 20 min. A glicemia
de jejum foi aferida com o uso de aparelho Accu-chek (Roche) de fitas one touch.
Amostras de soro foram posteriormente submetidas a testes enzimaticos (In vitro
Diagnostica Ltda, Itabira, MG, Brasil) para a determinacdo dos niveis de colesterol
(variacdo intra-ensaio: 1,20%, variagdo inter-ensaio: 2,89%) e triglicerideos (variagdo
intra-ensaio: 1,40%, variagéo inter-ensaio: 2,02%), realizados segundo as instrugdes do

fabricante e analisados em leitor SpectraMax-Plus 384 Reader (Molecular Devices).

6.2.3 Analise histopatoldgica

A prostata ventral foi coletada, fixada em Bouin, por 24h, e entdo processada para
inclusdo em polimero plastico (Paraplast, Merck, Darmstadt, Alemanha). Cortes
histoldgicos (4um de espessura) foram submetidos a coloragcdo por Hematoxilina-Eosina
(HE) e Picrossirius-Hematoxilina para a analise histopatolégica. Essas analises foram
realizadas segundo Kido e colaboradores (2016). Por animal (n=5/grupo), foram
digitalizadas 15 imagens aleatorias, no aumento de 400x, totalizando 75 imagens por
grupo. Cada imagem foi dividida em quatro quadrantes e, em cada um deles, considerou-
se a classe morfoldgica predominante de acordo com as categorias representadas na
Figura 1 e classificadas segundo Greenberg e colaboradores (1995) e Berman-Booty e
colaboradores (2012). Foram identificadas as seguintes categorias: (1) Epitélio normal
(i.e. livre de lesdo); (2) neoplasia intra-epitelial prostatica de baixo grau (LGPIN),
representada pela estratificacdo das células epiteliais; (3) neoplasia intra-epitelial
prostatica de alto grau (HGPIN), caracterizada por apresentar focos de proliferacdo
celular com crescimento papilar e cribiforme, levando a oclusdo do lumen glandular; (4)
carcinoma in situ (CIT), caracterizado pela invasdo das células epiteliais no estroma
glandular e (5) adenocarcinoma indiferenciado, representado pela perda da arquitetura
glandular.

6.2.4 Andlises Imuno-histoquimicas

Cortes histologicos foram submetidos a reagdes de imuno-histoquimicas para a
deteccdo da histona H3 fosforilada (PHH3), do receptor de andrdgeno (AR), receptor de
glicocorticoide (GR), cluster de diferenciagdo 3 (CD3) e alfa-actina do musculo liso (o-

SMA) (Tab. 3). A recuperacdo de antigeno foi realizada utilizando tamp&o Tris-EDTA
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(10mM Trizma Base, 1ImM EDTA, 0.05% Tween 20, pH 9.0) ou em tampéo citrato
(10mM, pH 5.8) por 45-60 min a 98°C. Em seguida, as laminas foram submergidas em
H>02 3% por 15-30min para bloqueio da peroxidase enddgena e o blogueio de ligaces
inespecificas foi realizado incubando as laminas em BSA 3% por 1h em temperatura
ambiente. Os cortes foram incubados com o anticorpo primario overnight a 4°C O
complexo antigeno-anticorpo foi detectado utilizando o sistema de polimero para 0 AR
(NovolinkTM Max Polymer Detection System, RE7280-K, Leica Biosystems) ou pelo
complexo avidina-biotina (ABC) para a PHH3, a-SMA, CD3 e GR (ImmunoCruz®
rabbit ABC Staining System, sc-2018, Santa Cruz Biotechnology). A atividade de
peroxidase foi detectada utilizando 3,3’-diaminobenzidina (DAB, Leica Biosystems) e a
Hematoxilina de Harrys foi utilizada para contra-coloragdo. Os controles negativos foram

obtidos omitindo o anticorpo primario.

A estimativa da frequéncia de células AR- GR- ou aSMA-positivas foi realizada
por meio do sistema de multiponto de Weibel (WEIBEL, 1963) com 160 intersectos e a
utilizacdo do software Image Pro Plus (Media Cybernetics v 4.5). Para tanto, dez campos
microscopicos da prostata foram capturados aleatoriamente por animal, no aumento de
400x, totalizando 50 campos por grupo (SILVA et al., 2017). A imunoreatividade foi
determinada pela razdo dos intersectos positivos para o antigeno dividido pelo nimero
total de intersectos, sendo os dados expressos em frequéncia relativa (%). Ja para a
quantificacdo de células em proliferacdo (PHH3) e de linfécitos T (CD3), considerou-se
0 numero absoluto de células positivas em 10 campos microscépicos no aumento de 40x

por animal, em cinco animais por grupo (MATEUS et al., 2018).
6.2.5 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
6.0.1 (GraphPad Software). Os grupos experimentais foram comparados por one-way

ANOVA, seguido do teste de Bonferroni, os resultados foram considerados

estatisticamente significantes quando p < 0.05.

6.3. Resultados

6.3.1 O consumo de DHA/EPA modula o perfil metabdlico de camundongos TRAMP
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Ao longo do experimento, ndo houve diferenca no consumo semanal de racéo
entre 0s grupos, com excecao do grupo T20, cujo consumo reduziu em relagdo a C20 (Fig
2A). Para o grupo T12 houve maior ingestdo calorica que para o0 C12, sendo que para 0s
demais grupos esse parametro ndo variou (Fig 2B). Adicionalmente, ndo foi observado
ganho de peso entre os animais tratados com a dieta rica em PUFAs n-3 quando

comparados aos seus controles de mesma idade (Fig 2C).

N&o foi observado variagdes na glicemia de jejum entre os diferentes grupos
experimentais (Fig. 2D). O consumo da racédo enriquecida com PUFAs n-3 reduziu os
niveis de colesterol sérico (C8: 33,5+5,5; C12: 34,8+4,7; T12: 23,5+2,31; C20: 43,3+7,2;
T20: 29,64 + 4,38, p < 0,05 mg/dL), e de triglicerideos (C8: 156+87,1; C12: 126+58,9;
T12: 38+£35; C20: 126+40,9 T20: 49+21,57 mg/dL) em relacdo aos grupos de mesma
idade (Figs 2D e E). No que diz respeito aos grupos controles, apenas 0s animais de 20

semanas (C20) apresentaram aumento nos niveis de colesterol sérico (Fig 2E).

6.3.2 O consumo de DHA/EPA atrasa a progressao tumoral no camundongo TRAMP

A andlise histoldgica geral indicou que a glandula do grupo C8 ja exibe varios
focos de lesGes pré-malignas (Figs. 3, 5 e 6). A estimativa da frequéncia dos focos de
lesbes demonstrou que a maior parte corresponde a LGPIN (50%), cerca de 14% de
HGPIN e baixa frequéncia de carcinoma in situ (3%) (Fig. 6). No grupo C12, notou-se a
diminuicdo nas areas de epitélio normal que corresponderam a cerca de 10% da prdstata
(p £0,05) e aumento nos focos de HGPIN (26%) em comparacao a C8, enquanto os focos
de LGPIN permaneceram semelhantes (56%, p > 0,05). A frequéncia de carcinoma in situ
(CIT) em C12 correspondeu a 6% (Figs. 3 e 6). A analise do microambiente estromal
demonstrou que o grupo C8 exibiu um fendtipo aparentemente normal, caracterizado pela
disposicao preferencial de colageno entre as células musculares lisas e fibroblastos peri-
acianares. O estroma glandular do grupo C12 mostrou-se semelhante do grupo C8, com
baixa imunoreatividade para aSMA e com pouca densidade de elementos fibrilares,
contudo, pode-se observar nesse grupo areas de espessamento de colageno,

particularmente, em locais de distarbios proliferativos (Fig 7).

O consumo de 6leo de peixe manteve a histologia da préstata no grupo T12 mais
semelhante a C8 (Fig 5). A analise histopatoldgica indicou que esse consumo preservou
a frequéncia de areas com epitélio normal (38%, p < 0,05 vs C12) e com HGPIN (7%, p

< 0,05 vs C12) semelhantes as do grupo C8 (Figs. 3 e 6). Também se observou uma
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tendéncia na manutencéo das areas de CIT (p = 0,0607 vs C12), com uma frequéncia
semelhantes ao grupo C8 (Fig 6). O estroma no grupo T12 foi semelhante aos animais de
8 semanas de idade, apresentando menor densidade estromal, com poucos elementos
fibrilares e baixa imunoreatividade para aSMA (p = 0,0558 vs C12) (Fig 7)

Por fim, a analise histopatolégica demonstrou que, no grupo C20, cerca de 87%
da glandula estava comprometida por lesdes proliferativas, em especial LGPIN (55%) e
HGPIN (32%). As LGPIN e HGPIN foram as lesdes com maior frequéncia nesse grupo,
de modo que as lesdes de alto grau apresentaram um padrdo de crescimento com
projecdes papilares e cribiformes que em muitos casos levava a oclusdo do limen
glandular (Figs 4 e 6). Ainda, uma porcentagem de 6% de CIT foi observada no grupo
C20, caracterizado pela invasdo das células epiteliais tumorais no estroma glandular.
Nesse grupo, o estroma mostrou-se hipertrofiado, caracterizado por aumento expressivo
na deposicdo de coladgeno peri-acinar, bem como aumento significativo na
imunoreatividade para aSMA em comparagdo com 0s demais grupos controles (C8: 6%;
C12: 8%; C20: 13%, p < 0,05) (Fig 7).

O consumo de bleo de peixe por trés meses também resultou em um atraso na
progressdo do CaP, visto que as principais lesdes proliferativas encontradas em T20
foram as LGPIN (42%), com manuteng¢ao da frequéncia de HGPIN (9%, p < 0,05 vs C20)
e de epitélio livre de lesdes (44%, p < 0,05 vs C20), semelhantes a C8. Também se
observou para T20 tendéncia na manutencdo da frequéncia de CIT (3%, p = 0,0508 vs
C20) (Figs 4 e 6). Ainda, nesse grupo, foi observado a preservacao do ambiente estromal,
marcada pela manutencdo dos componentes fibrilares e da baixa imunoreatividade para
aSMA (7%, p < 0,05 vs C20) (Fig 7).

6.3.3 A dieta enriquecida com DHA/EPA modula a proliferacéo celular e a expressao
tecidual de receptores nucleares envolvidos na resposta a hormonios esteroides

Como esperado para 0 modelo, houve um aumento no nimero de células em
proliferagdo (PHH3-postivas) nos grupos C12 (3,78 £ 0,95, p < 0,05) e C20 (2,90 + 0,73
p<0,05) em relagdo ao grupo C8 (1,66 + 0,11 células). O consumo de DHA/EPA manteve
a taxa de proliferacdo celular nos grupos T12 e T20 semelhantes ao C8 e inferiores aos

seus respectivos grupos controles (Fig 8)

A andlise da expressdo tecidual do AR (Fig. 9) demonstrou aumento da

imunorreatividade para esse receptor no compartimento epitelial da préstata do grupo
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C12 31 £3,0,p<0,05) e C20 (31 4,9, p <0,05) em relagdao ao grupo C8 (23 £2,4),
sendo que apenas no grupo C20 foi observado um aumento na localizagdo estromal do
AR (1,9 £ 1 p £0,05) em relagdo aos grupos controles. O consumo da ra¢ao enriquecida
com PUFAs n-3 manteve a imunorreatividade para o0 AR no epitélio no grupo T12 (22 +
2,5 p <0,05) semelhantes aos niveis do grupo C8, sendo que uma reducdo mais expressiva
foi observada no grupo T20 (18 £4,7, p <0,05). No que diz respeito a expressdo estromal
do AR, apenas no grupo T20, alimentado por trés meses com dieta rica em DHA/ EPA,
foi observado menor imunorreatividade em relacédo ao seu controle de mesma idade (T20:
0,85+ 0,22, C20:1,95 + 1, p< 0,05) (Fig 9).

A expresséo epitelial do GR néo variou ao decorrer da progressao tumoral (grupos
C8, C12 e C20) enquanto a estromal aumentou nos grupos C12 e C20 (C12: 3+ 0,7 e
C20:3£0,8,p <0,05), em relacao a C8 (1,5+0,7). A intervencao dietética com o6leo de
peixe manteve a expressdo estromal de GR semelhante a C8 e inferior aos respectivos
controle (T12: 1,5+ 0,3 e T20: 2,2 £ 0,2, p < 0,05). A expressdo epitelial do GR dos
grupos alimentados com Gleo de peixe também foi inferior aos respectivos controles
(C12:28+£9; T12: 15+ 3,7; C20: 29 £ 10 e T20: 15+ 4,8, p <0,05) (Fig 10).

6.3.4 O consumo a médio prazo de DHA/EPA reduz o recrutamento de linfocitos T para
a prostata de camundongos TRAMP

A préstata ventral dos grupos controles foi caracterizada por uma frequente
presenca de linfocitos T intra-epiteliais e, em menor frequéncia, no estroma glandular,
sendo que o numero de linfocitos T foi proporcional a idade dos animais e severidade da
doenca, havendo um aumento na populacao de linfocitos nos grupos C12 (2,90 + 0,70, p
< 0,05) e C20 (3,24 + 0,44, p < 0,05) quando comparado ao grupo C8 (1,88 £ 0,36
linfocitos). Nos grupos sob dieta com DHA/EPA a populagéo de linfocitos também se
mostrou majoritariamente intra-epitelial, de forma que o consumo de PUFAs n-3 levou a
reducdo numérica na populacao de linfécitos T nos grupos T12 (2,10 + 0,43, p = 0,0627
vs C12), contudo, uma reducéo estatisticamente significante s6 foi observada no grupo
T20 (1,96 £ 0,17, p < 0,05 vs C20), igualando ao observado em C8 (Fig 11).

6.4. Discussao

Ao avaliarmos os efeitos do consumo dos PUFAs do 6leo de peixe DHA/EPA

sobre 0 modelo de cancer de prostata de camundongos TRAMP verificamos a reducdo da
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severidade das PINs e aumento das areas de epitélio normal na glandula. Além disso, o
consumo desses PUFAs manteve os niveis de proliferacdo celular, a expresséo tecidual
de AR e GR, bem como a populacdo de linfocitos T na glandula similares ao estagio
inicial da doenca correspondente a idade de 8 semanas. Em conjunto, esses achados
indicam que uma dieta enriquecida com 10% de 6leo de peixe (10g/100g racdo) reduz a

severidade da doenca, retardando a progressao do CaP nesse modelo transgénico.

As principais alteracdes metabdlicas resultantes do consumo de PUFAs aqui
detectadas foram as reducdes dos niveis séricos de colesterol e de triglicerideos. De fato,
o0 consumo de DHAJ/EPA tem sido utilizado para reducdo dos niveis séricos de
triglicerideos e colesterol em quadros de doencas cardiovasculares (ZULIANI et al. 2009;
DINICOLANTONIO, O’KEEFE; 2018). Apesar do excesso de lipideos na dieta ser um
indutor de obesidade (PYTLOWANCIV et al., 2016; CALMASINI et al., 2018), isso
ndo ocorreu no caso do Gleo de peixe, visto que o peso corporal ndo foi alterado. Nesse
sentido, observa-se além do tempo de administragdo, a natureza do lipideo também deve
ser levada em consideracdo. De fato, nossos achados corroboram com estudos anteriores
gue demonstram efeitos anti-obesogénicos de dietas ricas em DHA/EPA (MINAMI et al.,
2002; HIROUCHII et al., 2007; BALAKRISHNAN et al., 2019). Em parte, esse efeito
tem sido associado as propriedades anti-adipogénicas desses PUFAS, devido ao aumento
na expressdo dos genes Ucpl (Proteina desacopladora 1), Ppary (Receptor ativado por
proliferador de peroxissomo vy), Pgcla (Coativador la do receptor ativado por
proliferador de peroxissomo y) e Bmp7 (Proteina 6ssea morfogenética 7), promovendo a

diferenciacéo do tecido adiposo branco em marrom (ZHUANG et al., 2019).

O consumo excessivo de lipideos estd associado ao estabelecimento de quadros
de dislipidemia (BASEGGIO et al., 2018; LAMAS et al., 2018). Por sua vez, niveis
elevados de triglicérides e/ou colesterol tem sido associados ao aumento no risco de
desenvolvimento e/ou recorréncia do CaP (ALLOTT et al., 2014; GABITOVA et al.,
2014; JAMNAGERWALLA et al., 2018). De fato, a hipertrigliceridemia é associada ao
estabelecimento de quadros de resisténcia a insulina (BJORNSTAD; ECKEL, 2019) e
estresse oxidativo (KLAFKE et al., 2015), ambos considerados fatores de risco para o
desenvolvimento do CaP (ARCIDIACONO et al., 2012). Recentemente, foi reportado
que o aumento do colesterol sérico esta correlacionado positivamente com a proliferacéo
epitelial em camundongos knockout para PTEN e com o0s niveis intra-prostaticos de

andrégenos, entre eles, a desidroepiandrosterona, androstenediona e testosterona
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(ALLOTT et al., 2018). Aqui detectamos um aumento do colesterol sérico nos animais
na 20? semana de vida, sugerindo haver uma alteracdo do metabolismo do colesterol no
modelo TRAMP ao longo do decorrer da progressdo tumoral. O consumo de 6leo de peixe
foi capaz de reduzir os niveis desse lipideo e melhorar o perfil histopatoldgico da prostata
ventral dos animais, sugerindo que a modulacdo do metabolismo lipidico pode ser uma

via importante de atraso na progressao tumoral.

A linhagem TRAMP apresenta formas progressivas do CaP durante o
envelhecimento, onde se observar um predominio de tecido normal e LGPIN durante a 82
semana de vida e um aumento da presenca HGPIN entre a 12-162 semana de vida (KIDO
etal., 2016; SILVA et al., 2017; NOGUEIRA-PANGRAZI et al., 2018), sendo que lesdes
malignas, incluindo o CIT e UAC, sdo observadas em maior frequéncia a partir da 182
semana de idade (BERMAN-BOOTY et al., 2012; KIDO et al., 2016; MATEUS et al.,
2019). Assim, 0 modelo TRAMP vem sendo amplamente empregada na avaliagdo de
novos tratamento para o CaP (MOORE et al., 2016; ALVES et al., 2018; KIDO et al.,
2019). Nos ultimos anos, interesse crescente tem sido direcionado para as intervencdes
dietéticas na terapia do cancer (LEVESQUE et al., 2019), incluindo o CaP (KIM et al.,
2014; CONLON et al., 2015), contudo, os efeitos do DHA/EPA ainda sdo pouco
entendidos nesse modelo transgénico (SAW et al., 2011). Foi verificado que o consumo
de proporcdo de PUFAs igual a usada aqui (100g/kg de racdo), da 82 a 222 semana de vida
exerceu efeito protetor contra 0 CaP em camundongos TRAMP alimentados com dieta
hiperlipidicas rica em 4&cidos graxos saturados e PUFAS n-6, onde 0s animais
apresentaram menores incidéncias de tumores palpaveis e de metéastases (SAW et al.,
2011). Esse estudo, contudo, restringiu-se majoritariamente a analises do peso tumoral e
da presenca de metastases (SAW et al., 2011). Portanto, do melhor do nosso
conhecimento, esse é o primeiro relato mais pormenorizado sobre a acdo desses PUFAS

na progressao do CaP em camundongos TRAMP.

Nossos dados indicam que o atraso na progressao tumoral est4 associado a reducéo
da proliferacdo celular e também a alteracdo da expressao de receptores nucleares, entre
eles 0 AR e 0 GR. Andlises com cultura de células ou tumores xenograficos demonstram
que o DHA ¢ capaz de alterar a ativacdo de vias de proliferacdo e sobrevivéncia celular.
O consumo de DHA esta associado a alteracdo da localizacéo celular da Akt, bem como
areducdo da sua ativacdo (GU et al., 2013). O tratamento de celulas prostaticas com DHA

também leva a reducdo da fosforilacdo da Akt/mTOR, reduzindo a proliferacéo celular
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(SHIN et al., 2013; TAMARINDO et al., 2019). Ainda, Oono e colaboradores (2017),
demonstraram que o tratamento de células PC3, andrdgeno-independentes, com DHA ou
EPA além de reduzir proliferacdo celular é capaz de inibir a migracéo e invaséo celular.
Assim, um dos principais mecanismos pelos quais os PUFAs n-3 parecem atrasar a

carcinogénese prostatica € pela modulacéo de vias de sobrevivéncia e proliferacao celular.

A hipertrofia do estroma, caracterizada pelo aumento da expressao aSMA e de
colageno, aqui observado, ja é um evento relatado em camundongos TRAMP, de forma
que se observa uma correlacdo positiva dos niveis desses componentes estromais com a
idade e com a severidade das lesbes (NOGUEIRA-PANGRAZI et al., 2018;
VENDRAMINI-COSTA et al., 2018), indicando que a reacdo estromal esta ligada com o
processo de progressao da neoplasia e na modulacédo da atividade proliferativa (YU et al.,
2011; MONTICO et al., 2015). Assim, propde-se que a remodelacdo tecidual pode
representar uma resposta adaptativa frente ao estabelecimentos de lesdes na glandula
(TUXHORN et al., 2002). Estudos demonstram que o DHA ¢é capaz de reduzir a
expressdao de aSMA em modelo de hiperplasia prostatica benigna (HBP) (WANG et al.,
2016) e de reduzir a ativacdo de fibroblastos estimulados pelo fator de crescimento
transformante B (TGF-B) (BIANCHINI et al., 2012; ZENG et al., 2017), Assim, nossos
dados em conjunto com a literatura sugerem que o consumo de PUFAs da série marinha
é capaz de levar a preservacdo do ambiente estromal, processo que contribui para o atraso

da progressao tumoral.

Em condicGes normais a expressdo do AR é importante para manutencdo da
morfofisiologia prostatica (PRINS et al., 2008), contudo sabe-se que a hiperexpressao
desse receptor é evento critico para a patogénese do CaP (ZHOU et al., 2015). Durante a
progressdo do CaP em humanos e no modelo TRAMP, observa-se 0 aumento gradativo
na expressdo do AR, que correlaciona-se com a severidade da doenca (HUSAIN et al.,
2016; FRENEDOSO et al., 2017), corroborando com o0s nossos achados. A manutencgao
da expressdao do AR (YUAN et al., 2014), nos casos de cancer de prostata resistente a
castracdo (CRPC), ja se mostrou importante para sensibilizar esse receptor a baixas doses
de andrdgenos sintetizados pela propria glandula (LOCKE et al., 2008). Ainda, Niu e
colaboradores (2008) demonstraram que camundongos TRAMP knockout para AR, nas
células epiteliais e estromais, apresentam um menor crescimento tumoral, efeito que foi
associado a menor proliferacdo celular e menor capacidade invasiva, fato que destaca o

protagonismo desse receptor na iniciacdo e progressdo do CaP. Aqui, observamos que 0
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atraso na progressdo causado pelo consumo de PUFAs n-3 foi associado com a reducéo
da expressao epitelial e estromal do AR. O consumo de DHA/EPA tem sido relacionado
com reducdo da expressédo do AR em modelo de camundongo C3(1) Tag (AKINSETE et
al., 2012) e em camundongos knockout para PTEN (WANG et al., 2012). Neste Gltimo
caso, constatou-se a reducdo da expressao proteica de AR por promover sua degradacéo
proteassomal (WANG et al., 2012). Portanto, a modulacéo da sinalizagdo androgénica
decorrente do consumo desses lipideos € um mecanismo efetivo que leva ao atraso da
progressdo do CaP (CHUNG et al., 2001; AKINSETE et al., 2012; WANG et al., 2012;
HU et al., 2015).

Apesar do AR apresentar um protagonismo na iniciagdo e progressédo do CaP,
sabe-se que individuos sob terapias de ablacdo androgénica (ADT) muitas vezes
apresentam a evolucéo do quadro para um fenotipo resistente (i.e., CRPC) (MUSIALA
et al., 2019), onde se observa a desregulacdo na expressdo de inimeros receptores
nucleares, entre eles 0 GR (LEACH et al., 2006). O GR é um membro da familia de
receptores nucleares envolvidos na sinalizacdo de hormonios esteroides e apresenta alta
semelhanca com o AR, de modo que ambos reconhecem motivos de ligagdo ao DNA
semelhantes (SHAFFER et al., 2004), o que sugere um possivel papel do GR na
carcinogénese prostatica. A inducdo de resisténcia a ADT em células prostaticas com o
uso de anti-androgénicos demonstrou que o GR € hiperexpresso apos a inibicdo do AR,
evento importante para a sobrevivéncia celular (PUHR et al., 2018). A hiperexpresséao e
ativacdo do GR no contexto do CRPC é responsavel por levar a reexpressdo de
aproximadamente 50% de genes regulados por andrégenos (ARORA et al., 2013), dentre
eles, o antigeno prostatico especifico (PSA) (ISIKBAY et al., 2014). Ainda, células
resistentes a castragdo apresentam a perda da expressio da enzima 11B-
hidroxisteroide desidrogenase II (11B-HSDII), responsavel pela conversdo do cortisol,
em humanos, e da corticosterona, em roedores, em suas formas inativas, mantendo a
progressao tumoral pela manutencao da ativacdo do GR (LI et al., 2017). Até o momento,
ndo ha nenhum relato da expressdo do GR em camundongos TRAMP, dessa forma,
nossos dados demonstraram ndo haver alteracdo na expressao epitelial desse receptor,
contudo, um aumento na expressao estromal é observado entre a 12-222 semana de vida,
de forma que a dieta rica em PUFAs n-3 foi capaz de prevenir o0 aumento na expressao
desse receptor tanto no compartimento epitelial quanto estromal. De fato, Zhao e

colaboradores (2014) demonstraram que camundongos knockout para 0 GR no
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compartimento estromal apresentam reducdo na proliferacdo epitelial, sugerindo um
papel importante desse receptor na sinalizagdo paracrina no microambiente prostatico
(SIMANAINEN et al., 2011; ZHAO et al., 2014). Assim, 0 aumento da expressao
estromal do GR durante a progressao do CaP pode representar um evento importante para
a aquisicdo de um fendtipo androgeno-independente e para evolugdo da doenca a quadros
mais agressivos. Portanto, composto que tenham a capacidade de intervir na expressao
e/ou ativacdo do GR podem vir a exercer um papel terapéutico no CaP (KACH et al.,
2017).

Estudos recentes tém focado em buscar tratamentos para o CaP com base em
compostos anti-inflamatdrios (KIDO et al., 2016) e anti-angiogénicos (SILVA et al.,
2017, 2019) os quais foram capazes de atrasar a progressao tumoral em camundongos
TRAMP. Os PUFASs n-3 séo conhecidos por sua potente acéo anti-inflamatéria (ZARATE
etal., 2017), de forma que o consumo de DHA/EPA é responsavel por reduzir a expressao
do fator nuclear de transcricdo NF-kB e de seus genes alvos, levando ao atraso da
progressao tumoral (CAVAZOS et al., 2011). As variacdes nas populacdes de linfocitos
no microambiente tumoral também vem sendo amplamente investigadas e estudos com
cancer de mama mostram que esse parametro imunoldgico tem alta relevancia clinica no
que diz respeito ao progndstico (DAVIDSSON et al., 2013; SIEGAL; WEI, 2017). Em
relacdo a prostata, € relatado que o principal subtipo encontrado em amostras de CaP é o
linfécito T CD4+ (T helper, positivo para CD3) (MERCADER et al., 2001). Sabe-se que
a ativacdo de linfocitos T CD4+ é altamente dependente do estabelecimento de dominios
de membrana (SCHIEFFER et al., 2014). O consumo de EPA e DHA é responsavel por
induzir alteracdes na formacdo desses dominios em humanos e camundongos (HOU et
al., 2016; FAN et al., 2018), modulando a dindmica do citoesqueleto por diminuir as
atividades das GTPases Rho, Rhoa e Racl e, assim, reduzindo a mobilidade celular
(CUCCHI et al., 2019). Assim, nossos dados estdo de acordo com a literatura, visto que
observamos reducdo no recrutamento de linfécitos T na prostata de camundongos
alimentados com a dieta enriquecida com PUFAs n-3. Esses achados também levantam
uma nova via modulatdria para a acdo anti-inflamatoria do DHA/EPA no CaP, cujos

mecanismos merecem ser melhor investigados.

Nossos resultados demonstraram que a intervencao dietética com 06leo de peixe,
uma fonte ricaem DHA e EPA, em camundongos TRAMP é capaz de atrasar a progressao

tumoral em curto e médio prazo. Baseado em nossos achados, concluimos que o atraso
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na progressao é resultante da diminuicédo da proliferacao celular, modulacao da expressao
tecidual dos receptores nucleares AR e GR, reducdo no recrutamento de linfécitos T e
melhora no perfil metabdlico dos animais. Assim, os dados obtidos séo relevantes para
destacar que intervencdes dietéticas sdo importantes para modular a progressdo tumoral
e podem vir a ser usadas com adjuvante terapéutico ou em novas abordagens terapéuticas
para o cancer, contudo, mais estudos sdo necessarios para melhor elucidar os mecanismos
pelos quais o consumo de EPA e DHA afeta a progressdo tumoral e seu possivel papel

quimioprotetor no CaP.
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Conclusodes

Os resultados do presente trabalho permitiram concluir:

(1) O consumo de DHA/EPA é capaz de reduzir a severidade do cancer de prdstata,

atrasando a progressdo tumoral na prostata ventral de camundongos TRAMP.

(I1) O atraso da progressdo tumoral estd envolvido com modulacdo da atividade
proliferativa na  glandula, mantendo a densidade de células em
proliferacdo semelhante a observada nos animais de oito semanas, estigio que

corresponde aos estagios iniciais da carcinogénese.

(111) A intervencgdo dietética com DHA/EPA mantém a expressdo tecidual de AR e GR
no compartimento epitelial e estromal, levando a um perfil de expressdo semelhantes aos

animais de oito semanas, evitando assim o0 aumento que ocorre com a progressao tumoral.

(IV) O dleo de peixe, quando consumido a médio prazo (trés meses), é capaz de reduzir

o recrutamento de linfécitos na préstata ventral de camundongos TRAMP.

(V) O DHA/EPA modula o perfil metabdlico dos animais, reduzindo os niveis séricos de
colesterol e triglicerideos, assemelhando-se aos animais de 0ito semanas nos estagios

iniciais da carcinogénese.
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Tabelas

Tabela 1. Composicao nutricional™ do 6leo de peixe utilizado na formulagdo da racdo enriquecida com

DHA/EPA.

Carboidratos

Proteinas

Acidos graxos saturados
Acidos graxos trans
Acidos graxos insaturados
EPA

DHA

Colesterol

Fibras

Saédio

Vitamina E

Og

0g

0g

Og
0,49
0,39
1,59
5,3mg
Og

0g

2,5mg

*Referente a trés cépsulas (3g)

Fonte: Naturalis®.
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Tabela 2. InformagBes nutricionais das dietas utilizadas.

Caseina

Amido de milho

Sacarose

Oleo de soja

Oleo de peixe

Celulose

Mix de minerais AIN-93G
Mix de vitaminas AIN-93G
Bitartarato de colina
L-cistina

BHT

Total

Dieta padréo

Dieta 6mega-3

9/100g  Kcal/100g g/100 Kcal/100g
20 80 20 80
52,474 52,474 42,474 42,474
10 40 10 40
7 63 7 63
- - 10 90
5 - ) -
3,5 - 3,5 -
1 - 1 -
0,25 - 0,25 -
0,3 - 0,3 -
0,476 - 0,476 -
100 235,474 100 315,474

Fonte: REEVES et al, 1993.
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Tabela 3. Caracteristicas gerais dos anticorpos utilizados nas rea¢des de imuno-histoquimica.

Espécie hospedeira  Especificidade ao epitopo Fornecedor Cadigo Diluicéo
AR Coelho Policlonal Santa Cruz Biotechnology sc-816 1:75 em BSA 1%
GR Coelho Policlonal Santa Cruz Biotechnology sc-1004 1:75 em BSA 1%
CDs3 Coelho Monoclonal Abcam ab16669 1:100 em BSA 1%
PHH3 Coelho Policlonal Cell Signaling Technology #97015 1:75 em BSA 1%
aSMA Camundongo Monoclonal Santa Cruz Biotechnology sc-32251 1:100 em BSA 1%

Fonte: Abcam®, Cell Signaling Technology®, Santa Cruz Biotechnology®.
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Imagens

Figura 1. Fotomicrografias representando os diferentes tipos de lesdes encontradas na prostata ventral de
camundongos TRAMP. (A) Regido de tecido normal caracterizada por epitélio simples colunar (seta) e
neoplasia intra-epitelial prostatica de baixo grau (LGPIN). (B) Neoplasia intra-epitelial prostética de alto
grau (HGPIN). (C) Carcinoma in situ, cabecas de seta indicam regido de ruptura da membrana basal (CIT).

(D) Adenocarcinoma indiferenciado. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina. Barras: A, C-D: 25um e B: 50um.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 2. Parametro biométricos e fisiologicos de camundongos TRAMP. (A) Consumo semanal de ragdo. (B) Ingestdo calérica semanal (C) Ganho de peso. (D) Glicemia de
jejum. (E) Triglicerideos sérico. (F) Colesterol sérico. Dados expressos em média + desvio padrdo, n = 7. Barras indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais, p

<0,05
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Figura 3. Fotomicrografias da prostata ventral de camundongos TRAMP. C8 (A-B): Acinos apresentando epitélio glandular composto por células colunares, dobras epiteliais
e LGPIN. C12 (C-G): Presenca de LGPIN, HGPIN e invasdo das células epiteliais no estroma adjacente (CIT, seta). T12 (H-K): Aumento da proporcéo de tecido normal,
ocorréncia de lesdes proliferativas como LGPIN e HGPIN e presencga de CIT (seta). Ep: epitélio; St: estroma; L: limen. Coloragéo: Hematoxilina-Eosina. Escalas: A-G, 1-K:

25um, H: 50pm.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 4. Fotomicrografias da prostata ventral de camundongos TRAMP. C20 (A-D): Acinos apresentando diferentes graus de lesdes proliferativas, como LGPIN, HGPIN e
CIT. T20 (E-H): Aumento da proporg¢do de epitélio normal (E) e menor ocorréncia de lesdes proliferativas (F-H). As setas indicam a ocorréncia de CIT e a cabeca de seta area
de atrdfica epitelial. Ep: epitélio; St: estroma; L: limen. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. Escalas: A-D, F-H25pum, E: 50um, inset: 10pum.

Fonte: Elaborado pelo autor.

51



Figura 5. Fotomicrografias representando o fenétipo geral da préstata ventral de camundongos TRAMP. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina. Barras

C20 T20

Fonte: Elaborado pelo autor.

: 50um.
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Figura 6. Anlise histopatolégica da préstata ventral de camundongos TRAMP. (A) Epitélio normal, (B)
LGPIN, (C) HGPIN, (D) CIT e (E) perfil histopatolégico encontrado nos grupos experimentais. Dados
expressos em média = desvio padrdo, n = 5. Barras indicam diferenga estatistica entre os grupos
experimentais, p < 0,05.
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Figura 7. Analise do ambiente estromal. (A-E) Picrossirius-Hemataxolina. (F-J) Picrossirius-Hematoxilina
sob luz polarizada. (K-O) Imuno-histoquimca para a expresséo tecidual de aSMA e (P) quantifica¢do da
imunorreatividade para aSMA. Setas brancas indicam a deposi¢do de colageno peri-acinar e cabecas de
seta indicam reatividade para aSMA. Barras indicam diferenga estatistica entre 0s grupos experimentais, p

<0,05. Escala; 25um.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 8. Andlise da proliferacéo celular na préstata ventral de camundongos TRAMP. Imuno-histoquimica para a expressao tecidual de PHH3, setas indicam células positivas
(A-E), e quantificagdo do nimero de células de PHH3-positivas (F). Dados expressos em média + desvio padrdo, n = 5. Barras indicam diferenca estatistica entre os grupos

experimentais, p < 0,05. Escala: 25um.
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Figura 9. Analise da Expressédo tecidual do AR. Na imuno-histoquimica para o AR (A-E) as células que expressam esse receptor aparecem em castanho. Setas e cabegas de
seta pretas indicam respectivamente as células positivas no compartimento epitelial e estromal, respectivamente. Quantificacdo da expressdo epitelial (F) e estromal (G) do AR.

Dados expressos em média * desvio padrdo, n = 5. Barras indicam diferenga estatistica entre os grupos experimentais, p < 0,05. Escala: 25um.
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Figura 10. Analise da Expressao tecidual do GR. Na imuno-histoquimica para o0 GR (A-E) as células que expressam esse receptor aparecem em castanho. Setas e cabegas de
seta pretas indicam respectivamente as células positivas no compartimento epitelial e estromal, respectivamente. Quantificacdo da expressdo epitelial (F) e estromal (G) do GR.

Dados expressos em média * desvio padrdo, n = 5. Barras indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais, p < 0,05. Escala: 25um.
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Figura 11. Efeitos do consumo de PUFAs n-3 no nimero de linfécitos T na prostata ventral de camundongos TRAMP (A-E) e quantificacdo (F) das células CD3-positvas,

indicadas pelas setas. Dados expressos em média + desvio padrdo, n = 5. Barras indicam diferenga estatistica entre os grupos experimentais, p < 0,05. Escala: 25um, inset:

10pm.
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