1- INTRODUCAO



A hiperplasia de préstata (HP) € a alteracdo proliferativa benigna mais frequente no
homem, existindo evidéncias histolégicas da doenca em cerca de 50% na faixa etéria
de 50 anos e de quase 90% aos 80 anos *. A idade e a presenca de funcéo testicular
normal sdo os dois fatores mais importantes para o crescimento volumétrico da

prostata.

Além da hiperplasia, a prostata pode ser acometida por outras doencas como neoplasia
maligna, que pode levar a morte e processos inflamatorios, infecciosos ou néo, 0s
quais podem levar ao simples desconforto ao urinar a obstrucéo do fluxo urinario, que
exige descompressdo imediata ou eletiva. E uma doenca de carater progressivo. Vem
dai, a preocupacdo que essa enfermidade desperta nos pacientes e médicos.

O primeiro relato sobre a prostata se deve a Herophilus (335-280 a.C.). As bases da
fisiopatologia da obstrugdo urinaria secundaria ao crescimento prostatico s&o atribuidas
a Galeno que viveu em Roma nos anos 131 a 210. Em 1536, a descri¢do anatdmica
precisa da prostata foi feita pela primeira vez por Niccolo Massa e a primeira descricao
cientifica da fisiopatologia da HP se atribui a Jean Riolanus. O trabalho de Jean
Riolanus sobre os efeitos da obstrucéo prostatica na bexiga e no trato urinario superior
foi publicado na Opera Anatdmica em 1649. A exata descricdo anatomopatoldgica da

HP foi realizada por Rudolf Virchow no final do século 19 °.

No ano de 1786, John Hunter descreveu a hiperplasia dos lobos laterais e médio da
préstata, as infec¢bes originadas na glandula, a trabeculacdo da bexiga e as mudancas
no trato urinario superior associadas & presenca da obstrucdo prostética®. Descobriu 0
papel hormonal na patogénese do crescimento prostatico, realizando castragdo em ratos
pré-puberes. Em 1895, Rand e White descreveram a orquiectomia como tratamento da

obstrucdo urinéria devida ao aumento volumétrico da préstata °.

As referéncias empregadas nesta Tese, f. 52-60, tiveram seu fundamento no International Committee of
Medical Journal Editors ICM JE, Vancouver, outubro de 2004. (Nota do autor).



O papel relevante dos androgenos no crescimento e manutencao da funcdo do epitélio
prostatico se deve a Walsh e Wilson por seus trabalhos feitos em préstatas de cdes em
1976 e estabeleceu esse animal como modelo primério para o estudo da HP*.

A importéncia da diidrotestosterona na manutencdo das células epiteliais prostaticas
conduziu ao desenvolvimento de um inibidor da 5aR para o tratamento dessa

afeccdo’.

A finasterida foi um dos primeiros medicamentos inibidores da SqgR a ser utilizado
para 0 tratamento da HP® e suas propriedades ja foram consideradas clinicamente’.
Apesar de ter proporcionado um avango na estratégia terapéutica dessa afec¢éo, a sua
acao ainda desperta duvidas entre os especialistas, havendo alguns que, ainda, ndo a
consideram eficiente® e as intervencdes cirlrgicas continuam representando a

modalidade mais eficiente de tratamento para a HP obstrutiva®.

A cirurgia sO aparece, no campo terapéutico, como uma solucdo precéria, muitas
vezes, de uma incapacidade resolutiva do tratamento clinico. A busca pela medicacdo
que controle ou retarde a repercussdo causada pelo crescimento prostatico, data de

longo tempo.

No passado, existiram recursos empiricos ou mezinhas sempre com o objetivo de

descomprimir a obstrugdo prostética, até o surgimento da finasterida.

A avaliacdo da efetividade da finasterida se faz, de modo subjetivo, através dos
sintomas referidos pelos pacientes (I-PSS) '°, pelo exame digital da prostata e pelo
ultrassom, que avalia o volume da glandula. Um dos meios usados também é a

fluxometria para estimar o efeito dessa medicacao no fluxo urinario **.

As manifestacOes clinicas da HP s&o oscilantes e, no passar dos anos, evoluem com

periodo de exacerbacdo e acalmia **.

Aproximadamente 2/3 dos pacientes
sintomaticos portadores de HP, se acompanhados de forma expectante, irdo estabilizar

ou melhorar de sua sintomatologia, n4o necessitando de tratamento™.



Os sintomas clinicos da HP, medidos por parametros objetivos e subjetivos, variam
consideravelmente em um periodo de tempo® e de paciente para paciente. Com a
administragdo de placebo também pode ser observada melhora clinica no tratamento da
HP *21® Ha trabalho '? que mostra que, globalmente, as respostas terapéuticas com o
uso da finasterida sdo pouco satisfatorias, oscilando entre 25% e 30%, segundo estudos

populacionais.

Vérios problemas surgiram, depois de alguns anos de experiéncia com o uso da
finasterida, principalmente quanto & sua ineficacia clinica imediata®. J& seu real
beneficio sé é percebido por alguns pacientes, apds um intervalo de tempo de trés a
seis meses de tratamento. A eficacia do uso da finasterida também depende do volume

da préstata, sendo pouco eficiente em préstatas menores de 40g®.

Estudos clinicos "8

tém mostrado bons resultados na sintomatologia, diminuicdo do
volume da préstata e melhora do fluxo urindrio em pacientes portadores de HP, quando
medicados com a finasterida por um periodo de sete a oito anos. Outros pacientes tém
0S seus sintomas agravados e precisam ser cateterizados nos servigos de emergéncia

por retencdo urinaria e serem operados posteriormente.

Com a liberacdo da finasterida pelo FDA em 1992 para o tratamento da HP houve um
grande entusiasmo na sua prescricdo. Com o passar do tempo, ndo era mais prescrita
como no inicio devido aos resultados duvidosos de sua eficacia no tratamento dessa
doenca. Muitos pacientes abandonavam e abandonam o tratamento clinico com a
finasterida e sdo operados. Foi observado nos pacientes em uso de finasterida para
tratamento de HP, expressivo crescimento de pelos nas éreas calvas'®. Dessas
observacodes, surgiram estudos mais aprofundados sobre a influéncia dos androgénios
na calvicie e nos foliculos pilosos, localizados em certas areas da pele?®. Tomou
importancia no tratamento da alopecia androgénica em 1997, quando foi aprovada para

uso nessa afeccdo pelo FDA.

A finasterida voltou a ter importancia no tratamento da préstata, a partir dos trabalhos
apresentados no encontro anual da AUA de 2008, quando foi mostrado o efeito protetor

dessa medicacéo no cancer de proéstata®.



Os resultados do uso da finasterida e sua efetividade sobre a prostata estao estribados,
em sua maioria, em levantamentos clinicos. Estudo® tem mostrado que homens
tratados com finasterida ndo apresentaram nenhum efeito permanente em expressédo da
50R tipo 2 em epitélio da prostata, comparado com tratamento placebo. Os trabalhos
apresentados na literatura ndo sdo consistentes. Mais pesquisas serdo necessarias para

maximizar a eficacia da finasterida no tratamento da HP.

Sdo de grande valor, estudos experimentais da finasterida na célula prostatica em
animais, acrescentando os ja existentes, com o objetivo de melhorar o aclaramento da
acdo dessa medicagdo na prostata, impedindo uma cascata sequencial de tratamentos

23, 24,25

ineficazes, onerosos, sujeitos a efeitos colaterais e sem resultados, terminando

por culminar em cirurgias ou em algum outro recurso.

A anatomia, a histologia, e a fisiologia da prostata do hMa foram descritas por Toma
JG et al.?®, (Fig. 1), e propiciam realizar, na préstata desses animais, experimentos

com medicacdes que atuem nessa glandula.

VESICULA SEMINAL
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CANAL DEFERENTE

LOBO VENTRAL DA PROSTATA

FIGURA 1- Anexos genitais do hMa. Retirado e modificado de Toma JG, Buzell GR?. (Desenho
de Ruy Carlos Paolucci).

O autor em trabalho de Dissertagdo de Mestrado estudou as prostatas do hMa quando
teve a oportunidade de conhecer a anatomia e histologia dessa glandula. Associando a
teoria com a pratica, viu serem esses roedores pertinentes para o desenvolvimento

dessa pesquisa como animais de experimento.



2- OBJETIVO



O objetivo desta pesquisa € avaliar o efeito da finasterida no Antigeno Prostatico
Especifico (PSA) sérico e nas areas dos acinos e do epitélio acinar, na expressao de

AgNORS, na apoptose e na celularidade da préstata do hMa.



3- LITERATURA



3.1- FINASTERIDA

A finasterida N-(1,1-dimethylethyl)-3-oxo-(5a,17p3)-4=azaandrost-1-ene-17-
carboxamide), férmula molecular Co3H3sN,O5, (Fig.2), massa molar 372.549g/mol 2",
foi a primeira medicacéo a ser utilizada para o tratamento da HP®. Bloqueia a enzima

5aR que transformaa T em DHT 229,

FIGURA 2- Estrutura quimica da finasterida. Retirado e modificado de Lepor H, Lawson RK.
Inhibidores de La 5a-reductasa. In: Enfermedades de la prostata. Buenos Aires: Editorial
Meédica Panamericana S.A. ; 1994. p.233. (Desenho de Ruy Carlos Paolucci).

Depois de secretada pelos testiculos e adrenais, a T circula no sangue por
aproximadamente 30 minutos. ApoOs esse periodo, é fixada nos tecidos alvos, ou

degradada em produtos inativos que sdo em seguida excretados nas fezes e urina®’.

A T secretada pelos testiculos, corresponde a cerca de 7mg por dia’®, equivalente a
95% da T enddégena, sendo que 5% advém das glandulas adrenais?®.

A DHT é o metabolito ativo da T na célula®. Liga-se ao receptor citoplasmatico de

androgénio e o complexo entra no nucleo celular, onde ativa a transcricdo de genes

30

androgénicos-dependentes *°. No ndcleo celular a DHT condiciona aumento da



10

atividade do ARN-polimerase e, por conseguinte, aumento na sintese de ARN e

proteinas especificas % (Fig.3).
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FIGURA 3- Relacdo testosterona versus finasterida. (Diagrama do autor).

Diferentes experimentos foram feitos em ratos para demonstrar que a DHT media a
31,32

acdo intracelular dos androgénios na prostata
O uso dos inibidores da 5aR no tratamento da HP partiu da observacéo feita em 1975
que os pacientes com deficiéncia congénita de 50R teria escasso tecido prostatico®,
sugerindo que a depressdo da DHT poderia ser eficaz no tratamento e prevencdo da

HP, interferindo seletivamente no crescimento prostético *.

Com os resultados dessas observacdes, foram experimentados diferentes inibidores da

enzima 5aR, embora, muito deles se mostraram téxicos para o figado®*. A finasterida
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mostrou-se efetiva no cdo, diminuindo o volume prostatico em 64%, com reducéo
importante dos niveis séricos de DHT intracelular, sem causar efeitos toxicos®,

quando entéo, passou a ser usada em seres humanos.

Existem dois subtipos de enzimas 50R: a do tipo 1 encontrada na pele e no figado e a
do tipo 2 encontrada na prostata, couro cabeludo e ao redor dos genitais ** %, Tem-
se mostrado também pequena participagdo da enzima SoR tipo 1 na préstatage. A

finasterida atua seletivamente na 5aR tipo 2°".

A finasterida foi aprovada para o tratamento da HP, alopecia androgénica e cancer de
prostata®”. Na alopecia androgénica a dose orientada é de 1mg ao dia e para o
tratamento da HP é de 5mg ao dia por via oral °. Tem biodisponibilidade de 63%. E
metabolizada no figado. Tem meia-vida no sangue em torno de seis a sete horas®. Sua
excrecdo se faz pelas fezes (57%) e urina (39%).

Tem que ser armazenada em temperatura inferior a 30°C, em recipiente firmemente
fechado protegido da luz®. Apés seis meses de tratamento com a finasterida na
dosagem de 5mg/dia no homem, os niveis de DHT sdo reduzidos aos niveis de

castracdo, sem todavia interferir nos de testosterona sérica “.

Sd0 necessarios no minimo seis meses de terapia com a finasterida para se obter alguma

resposta ao tratamento “.

A DHT é suprimida ap6s o quarto dia de uso de finasterida na dosagem de 5mg/dia*.
Seus niveis persistem por cinco a sete dias e retorna ao nivel basal, apés 14 dias com a

descontinuidade da medicac&o™.

A concentracdo maxima da finasterida no plasma ocorre de duas a seis horas, apés ter
sido administrada por via oral. N&o ocorre acumulo do medicamento no plasma, apés
sete dias de uso*. A alimentacdo pode diminuir sua taxa de absorcdo, embora sem

interferir em sua biodisponibilidade®.

A finasterida na dose de 5mg ao dia é factivel de apresentar efeitos colaterais "%*. A

reducdo da libido € o principal efeito colateral do uso da finasterida, seguida da reducao
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do volume do ejaculado e DE ’, embora estudos tenham demonstrado efeitos colaterais
advindos do uso da finasterida, semelhantes aos dos pacientes que fizeram uso de
placebo’. Trabalho tem demonstrado malformagéo congénita em filhos de mulheres que
tiveram contato com a finasterida®®. Trabalho experimental em ratos demonstra mas
formagdes congénitas importantes no aparelho genital desses animais (genitalia
ambigua) que fizeram uso de finasterida®’. A finasterida reduz os niveis plasmaticos de
PSA, pacientes em uso dessa medicacdo que estdo em estudo para detecgédo de cancer de
préstata os valores encontrados desse antigeno deverdo ser ajustados para evitar
interpretacdes incorretas nos resultados encontrados®. O autor observou em hMa, em
uso de finasterida, atrofias tubulares testiculares significativas e diminuicdo da
espermatogénese *°. Trabalho tem relatado mialgia e elevacéo do nivel sérico da CPK
em homens que fizeram uso de finasterida*. Também existem relatos de que o uso de

finasterida pode induzir & depressao®.

3.2- Prostate Specific Antigen (PSA)

A sigla PSA advém do inglés: Prostate Specific Antigen, que em portugués é
conhecido como Antigeno Prostatico Especifico. E sintetizado pelos canais excretores
da prostata (4cinos e dutos prostatico) “°. E uma protease glicoprotéica secretada pelo
epitélio dos &cinos prostaticos*’. A maioria do PSA produzido, alcanca o ejaculado
onde apresenta a funcdo de liquefacio do sémen*®. No entanto, cerca 0,1% do volume
total do PSA ¢é absorvido através da membrana basal para alcangar a corrente
sanguinea, onde se ligara principalmente a ACT ou alfa2-MG*®, (Fig. 4 e 5).

O PSA sérico no homem é encontrado sob duas formas moleculares: fPSA e cPSA *°,
(Fig. 4). A maior parte do PSA circulante encontra-se conjugado a inibidores de
serinas proteases, principalmente a alfa2-MG e a alfa-1-ACT.

O PSA livre circula em uma pequena fragédo, correspondendo cerca de 5% a 40% do
PSA total, e o PSA conjugado a ACT compreende entre 60% a 95% do PSA

imunodetectavel no plasma *°.
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FIGURA 4- Estrutura morfofuncional dos dutos prostaticos. Retirado e modificado de Kirby
RS. Molecular mechanisms underlying prostate. In: Prostate Diseases on CD-Rom. New
YorK: The Parthenon Publishing Group LTD; 2000. O segmento apical (epitélio colunar)
caracteriza por proliferagéo ativa, o segmento intermediario (epitélio colunar) é responsavel
pela atividade secretoria da glandula e o segmento proximal (epitélio cubdide) localizado
junto a luz da uretra destaca-se por apresentar constante processo de apoptose.
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FIGURA 5- Estrutura morfofuncional dos dutos prostaticos (PSA). Retirado e modificado
de Kirby RS. Molecular mechanisms underlying prostate. In: Prostate Diseases on CD-
Rom. New YorK: The Parthenon Publisng Group LTD; 2000.

Eleva-se no sangue por diferentes afeccdes e agressdes a préstata >, e tem-se mostrado
de grande ajuda na deteccdo precoce do cancer dessa glandula. O PSA possibilitou
fazer maior diagnostico de cancer de prdstata e promoveu a queda da taxa de

mortalidade por essa neoplasia. E sensivel para as doencas da prostata, mas ndo é

especifico®.
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Em humanos, consiste em uma enzima do grupo das serinoproteases, parecida com a
calicreina, com peso molecular entre 30KDa a 34KDa. E constituido por uma cadeia
glicoprotéica Unica, contendo 237 aminoécidos e quatro cadeias laterais de carbono®.

Gracgas a titulacdo do PSA no sangue, pode-se diagnosticar, na maioria das vezes,
precocemente, o cancer de prdstata em estagio inicial, confinado a glandula e

beneficiar inimeros doentes®?.

A introdugdo do PSA, em 1986, nos Estados Unidos, revolucionou o tratamento de

pacientes com céncer de prostata “.

Em menos de dez anos, tornou-se um dos
principais testes oncoldgicos, sendo, atualmente, mais eficaz para o diagnostico,

estadiamento e controle do cancer de préstata®.

Foi identificado por Hara et al. no liquido seminal contido no cérvice uterino, em
1971, no Japdo, quando estudavam um marcador que poderia melhorar as evidéncias

médico-legais do estupro>*. Hara, deu-lhe 0 nome de gama-seminoproteina.

Essa proteina foi posteriormente isolada e purificada por Li e Beling®. Em 1978,
Sensabaugh®® designou-o como p“30”, porque tinha um peso molecular

|.57

aproximadamente de 30KDa. Graves et al.”" aplicou o p“30” clinicamente como

marcador para identificar vitimas de estupro. Foi usado na ltalia, inicialmente em
medicina forense, como principal marcador para identificar vitimas de abuso sexual®’.
Em 1979, Wang et al., no Roswell Park Memorial Institute (Bufallo, Nova York),
isolaram no tecido prostatico uma proteina referida como Prostate Specific *, que, em
trabalhos subsequentes, se revelou idéntica a gama-seminoproteina do liquido seminal
descrita por Hara et al >*.

Posteriormente, em 1980, no mesmo laboratorio, Lawrence D. Papsidero et al.
encontrou 0 PSA aumentado no sangue de pacientes portadores de cancer de prostata e

desenvolveram testes soroldgicos para sua dosagem no soro humano®®.

Comecou a ser usado em clinica como marcador de cancer de prostata em 1986, nos
Estados Unidos, quando foi aprovado pelo FDA para detec¢do precoce do cancer de

préstata.



16

Pensava-se que esse antigeno era originario somente da prostata, sendo, portanto,
ausente nas mulheres. No entanto, com métodos altamente sensiveis, o PSA foi
detectado no gendtipo feminino® e em diversos tecidos, como mamas, OVarios,
endométrio e até mesmo, nos liquidos biolégicos, como no liquido amnidtico, leite,

saliva, sangue, urina .

Foi também isolado em glandulas perianais, glandulas periuretrais, colo intestinal, reto,
neoplasias malignas cutaneas, tumores de glandula salivares, rins, ovarios, pulmdes,
leucemia mieloide, linfoma ndo Hodgkin, entre outros®™ .

A primeira descricdo do PSA no genoétipo feminino foi relacionada ao equivalente
embrionario da préstata na mulher, ou seja, as glandulas de Skéne®. Isso é explicado,
porque na fase néo diferenciada do desenvolvimento genital, cada segmento do seio
urogenital primitivo tem um destino diferente, dependendo do genétipo®.

A correspondéncia observada entre os 6rgdos masculinos e femininos que derivaram

do mesmo segmento desse seio pode ser estendida para as glandulas anexas®.

Em razdo de se originarem do segmento uretral, as glandulas periuretrais
supramontanais que formam a prostata e as periuretrais femininas-prostate femelée de

Testut-Latarjet, podem ser consideradas correspondentes®®,

Esse fato permite supor que o antigeno ndo seria especifico da préstata e sim das
matrizes das glandulas que se posicionaram ao nivel do segmento uretral do seio

urogenital primitivo®.

No hMa o desenvolvimento das glandulas sexuais anexas pode ser dividido em dois
grupos. A saber: a)- Complexo prostatico, que compreende as glandulas coaguladoras,
prostata ventral e dorsal que sdo derivadas do seio urogenital. b)-As vesiculas

seminais e glandulas ampulares que sdo derivadas do ducto de Wolff 5.

No ano de 2007, iniciaram-se novos estudos com novos marcadores para deteccdo do
cancer de prostata com maior sensibilidade e especificidade que o PSA, dentre eles,
encontra-se 0 EPCA-2 e 3 %% A Juz dos conhecimentos atuais 0 PSA ainda é o

melhor marcador existente para diagnosticar e monitorar o cancer de préstata.
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3.3- Argyrophilic Nuclear Organizer Regions (AgNORs)

Argyrophilic Nuclear Organizer Regions que no idioma portugués significa Regides
Argirofilicas Organizadoras do Nucléolo, sdo regides constituidas de fragmentos de
cromossomos em torno dos quais se formam os nucléolos no final da mitose e que

possuem reatividade com a prata.

Foi descrita primeiramente por Heintz em 1931 e por McClintock em 1934 e Derenzini
em 2000, como sendo as regides marcadas de cromatina em torno da qual, no fim da
tel6fase, o nucléolo é reformado apo6s seu desaparecimento durante a fase mitdtica da
célula®’. Essas regides correspondem aos constituintes secundérios de cromossomos da
metafase. Portanto, as regides organizadoras do nucléolo (NORs) sdo fitas de DNA,

presentes no ndcleo da célula e que possuem genes de ARN ribossémico .

As NORs podem ser facilmente identificadas em microscopio optico de luz mediante a
impregnacdo por prata coloidal. Ploton et al. (1986) descreveram uma técnica

modificada para a demonstracdo das NORs que foi aplicada em histologia®®.

Tal modificacdo permitiu que essas regides fossem vistas em cortes de tecidos fixados
em formalina tanto em células em metafase como em interfase. Essa técnica ficou
conhecida como AgNORs, onde é possivel ver NORs, na microscopia de luz, como
estruturas redondas intranucleares de cor marrom-café’®. As estruturas coradas pela
prata sdo chamadas proteinas AGNORs® e representam regides do ncleo celular de

ativa transcricao.

Estudo tem sugerido que as AgNORs estejam associadas principalmente a proliferacéo
celular™. A quantidade de proteinas AGNORs esta relacionada com a rapidez dessa

proliferacdo 2.
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3.4- APOPTOSE

Apoptose ou morte celular programada é um tipo de autodestruicdo celular que requer
energia e sintese protéica para sua execucdo’®. Tem como estimulos centrais uma
familia de proteases chamada caspases, que sdo mediadores-chave do processo de

apoptose”*.

Essas enzimas participam de uma cascata de eventos, que é disparada em resposta a
sinais proapoptdticos e levam a clivagem de vérias proteinas, resultando no
desmantelamento celular’™®. Em 1972, a expresséo apoptose (do grego, azorrwoil),

I. 75

foi adotada pela primeira vez por Kerr et a a partir de observacGes em timdcitos e

em células do carcinoma de células basais da epiderme.

Em tecidos normais, a apoptose regula as populacdes celulares, uma vez que varias
células, continuamente, morrem para manter o equilibrio com a proliferacdo celular™.
E um mecanismo geneticamente controlado e bem conservado na escala bioldgica’™

responsavel pela renovacdo celular (turnover).

Dependendo das alteracGes exibidas pelas células quando elas morrem, foram descritos
dois mecanismos de destruicdo celular: a apoptose e a necrose’’. A apoptose é
caracterizada pela retracdo celular, fragmentacdo citoplasmatica e nuclear, como
também, compactagdo da cromatina. Faz parte da homedstase. A necrose é
consequéncia de uma agressdo celular ou uma resposta as mudancas extremas das
condicdes fisioldgicas, ndo fazendo parte da estabilidade do meio interno do organismo,

73,78 ;

podendo lesar extensamente o tecido’>"® induzindo a reacdo inflamatoria.

Ao contrario da necrose, a apoptose ndo € um acontecimento patoldgico na vida de uma
célula, mas sim, um mecanismo benéfico, através do qual a célula elimina a si mesma
para prevenir doencas, ou para permitir o equilibrio normal das condicdes fisiolégicas’®.
E um processo necessario a vida que ocorre todo o tempo nos organismos, de forma

ativa e fisioldgica.
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As células, em resposta a estimulos externos ou inerentes as mesmas, perdem a
aderéncia ao tecido adjacente. Formam-se bolhas citoplasméticas e a cromatina nuclear

condensa e fragmenta-se de forma regular, sendo envolta pela membrana nuclear®.

A célula desidrata-se e divide-se em segmentos chamados corpos apoptoticos que

também sdo envolvidos pela membrana celular’™.

Todo o processo € mediado por vias intracelulares complexas, exigindo a producéo de
proteinas a partir do material génico. Os corpos apoptoéticos sdo fagocitados por
macréfagos adjacentes sem sinais de inflamacao local " ™" "8, (Fig. 6).

FIGURA 6- Sequéncias de eventos que ocorrem na apoptose: seta 1- Compactagdo da cromatina,
fragmentacdo do DNA, condensacgdo do citosol e organelas. Seta 2 - Fragmentacdo do nucleo
gue se reparte no citoplasma, e na superficie da membrana celular aparecem protrusdes, cada
uma das quais formadas por um setor do citoplasma. Seta 3 - Formacdo das vesiculas
apoptdticas. Seta 4- Vesiculas apoptéticas sdo fagocitadas por macréfagos e outras células
vizinhas. Retirado e modificada de De Robertis (Jr); Hib-Ponzio. Biologia Celular e Molecular.
Sé&o Paulo: Guanabara Koogan; 2003. p. 383.

A apoptose é um processo rapido, que se completa em aproximadamente trés horas e
ndo é sincronizado por todo o oOrgdo, portanto, diferentes estadgios de apoptose

coexistem em diversas secdes dos tecidos *>.
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Pode ser induzida por uma variedade de estimulos: inanicdo, fatores de crescimento,
DNA danificado, infeccdo viral, linfocitos citotoxicos (CLT), medica¢des anticancer,
irradiacdo ultravioleta, fatores mortais (uma familia das citocinas), privacdo de fatores
de sobrevivéncia e ligagdes de indutores quimicos a determinados receptores de morte,

presentes na superficie celular’

FIGURA 7- Fotomicrografia digital do epitélio acinar da prostata de um hMa
adulto deste experimento. A seta do meio mostra um nucleo celular em
processo de divisdo. A seta abaixo mostra nucleos celulares retraidos com
cromatina condensada, sugerindo apoptose. A seta acima mostra nucleo
irregular em processo inicial de apoptose, observa-se condensacao periférica
da cromatina nuclear. (HE, objetiva de 40x). (Foto: Vasconcelos AC, 2006;
ICB-UFMG).
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Danos ndo reparaveis no DNA, por mutacGes ou infecgdes virais, aparentemente iniciam
73,79, 80

0 processo de apoptose
E importante salientar que muitos dos genes que fazem o controle da qualidade do ciclo
chamado de genes-supressores-de-tumores, estdo também envolvidos na iniciagdo do
processo de apoptose, e que a inibicdo, por si s, do processo fisioldgico da apoptose
leva a sobrevivéncia prolongada das células, favorecendo o acimulo de mutacGes e a
transformacdo maligna. Assim, a apoptose representa um mecanismo de eliminagéo

seletiva de células, cuja sobrevivéncia poderia prejudicar o bem-estar do organismo 2.

Como o0 processo apoptotico possui um importante significado bioldgico, disfuncdes
nos mecanismos de controle do sistema (apoptose excessiva) participam da génese de
uma variedade de condic¢des de doengas, tais como as imunodeficiéncias e as doengas
degenerativas (doenca de Alzheimer, mal de Parkison, entre outras). Ja a deficiéncia de

apoptose esta associada ao cancer e a infeccdes virais.

A inducdo de apoptose, seja através de mecanismos imunoldgicos, seja por outros
mecanismos homeostaticos especificos, parece ser extremamente importante no
processo de eliminagdo de células®. Estudo® tem demonstrado que a homeostasia
prostatica no homem é controlada por fatores mitogénicos responsaveis (GF) pela
proliferacdo celular (mitose) e por fatores inibidores que modulam a morte celular ativa
(apoptose). Os dois processos, acima referidos, em equilibrio levam a renovacgdo
(turnover) epitelial e sdo intermediados pelas células do estroma prostatico e
controlados indiretamente pela DHT %. A morte celular programada, quando
balanceada com a proliferacdo celular, contribui com a homeostasia na regulacdo
fisioldgica dos tecidos”. O envelhecimento altera o desempenho da apoptose’™.

3.5- hamster - Mesocricetus auratus (hMa)

O hMa é um hamster da classe dos roedores da familia Cricetidae #®%. O nome
hamster, origina-se da palavra alemd hamstern, que significa esconder, ajuntar,
amontoar. Nome que lhe foi dado, devido ao fato de os hamsteres terem o habito de

84
I

encherem de alimento suas bolsas situadas na regido jugal™. Originam-se da Siria e

vivem de 18 a 24 meses®’.



A Tabela 1 mostra as principais caracteristicas gerais do hMa:

TABELA 1: Caracteristicas Gerais do hMa.
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Temperatura ambiente

Ideal 21° Celsius (°C)

Umidade

45%-55%

Luz

10-12 horas/dia

Batimentos cardiacos

Minuto: 450(300-600)

Frequéncia respiratoria

Minuto: 74(33-127)

Temperatura corporal

38°C

Peso adulto (macho)

Média: 85-110g

Peso adulto (fémea)

Média: (95-120g)

Peso ao nascer

Média: 2g

Maturidade sexual (fémea)

6-8 semanas

Maturidade sexual (macho)

6-8 semanas

Ciclo estral

4 dias, um cio pés parto

Cobertura pds-parto

4 dias

Vida reprodutiva

Fémea: 1 ano

Tempo de gestagdo 16 (+/-1) dias

Vida reprodutiva

Macho: permanente

(Alguns autores: 1 ano)

Consumo diério de 4gua

Consumo didrio de alimento

Inicio do consumo de alimentos

Ad libitum Macho adulto= 8-12¢ 7-9 dias
Fémea gravida=10-15g
Fémea em gestacdo= 10-15¢g
Jovens em crescimento= 8-18g
Classe Género Espécie
Roedor Mesocricetus Auratus

Dados retirados de Barrie A. Hamsters. Lisboa, Portugal: Editorial Presenca; Original Inglés; 1993. p. 8,
9, 38, 71 ; Sanchis FS; Silbiger HLN. Purina Manual de Laboratério para Biotério. [s.d]. p.11 .
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4- MATERIAL E METODOS
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O presente estudo ndo teve financiamento e nem conflito de interesse. Os gastos
envolvidos na sua realizagdo restringiram-se a cuidados e alimentagdo dos animais em
estudo e medicagdo (finasterida) usada no grupo-finasterida, como também, a
realizacdo da dosagem do PSA-sérico, material para laparotomia dos animais (luvas,
seringas, agulhas, anestésicos, material cirargico descartavel), maravalhas préprias
para hamsteres, fixadores (hematoxilina e eosina), l&minas e laminulas. Todo o
experimento relacionado aos cuidados com os animais, aplicacdo do medicamento,
colheita do sangue para analise do PSA e laparotomia foi feito nas dependéncias do
biotério do Instituto de Biociéncias, Campus Magnus, da Universidade Presidente
Antonio Carlos (UNIPAC), em Barbacena. A preparacdo das laminas para estudo em
microscopia Optica de luz foi realizada nas dependéncias do laboratorio de histologia
da Faculdade de Medicina de Barbacena (FAME-FUNJOB). O estudo morfométrico
foi realizado no laboratério de morfometria e apoptose do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB-UFMG).

4.1-DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram estudados 20 hMa adultos selecionados casualmente entre os disponiveis no
biotério, com idade superior a um ano, distribuidos em dois grupos: grupo-controle

com dez animais (n=10) e grupo-finasterida com dez animais (n=10).

Os hamsteres foram adquiridos no biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (ICB-UFMG), Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil, apos aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Presidente Antonio Carlos (UNIPAC), Barbacena, Minas Gerais, Brasil.

Os animais ficaram alojados em gaiolas de plastico com 40cmx60cmx20cm (dois
animais por unidade) forradas com maravalhas proprias para instalagbes dos hMa.
Alimentacdo ad libitum: racdo preparada para hamsteres, semente de girassol,
amendoim e milho. Foi oferecida aos animais, 4gua potavel em bebedouros de succao.
Esses ficaram expostos a luz indireta das 6h as 18h e a escuriddo por doze horas, a

temperatura de 21°C.
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O grupo-finasterida recebeu por via subcutanea, no dorso do animal (Fig. 8) 0,5mL de
solucdo injetdvel contendo 7,14ng de solugdo de finasterida, preparada na
concentracdo de 14,28ng/mL pelo laboratério da Citopharma Manipulagdo de
Medicamentos Especiais Ltda. Rua Padre Rolim, n°® 531 - Santa Efigénia, Belo

Horizonte, MG.

FIGURA 8- Fotografia digital mostrando a aplicacéo da finasterida subcutaneo no dorso de
um dos hMa deste experimento (Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Presidente Ant6nio Carlos (Inbio-Unipac). (Foto do autor).

4.2-TECNICA DE PREPARACAO DA FINASTERIDA

Inicialmente preparou-se uma solucdo-mée, solubilizando-se previamente em g.s.p. de
alcool etilico, 7,14mg de finasterida e complementando-se com agua destilada para
500 mL. Obteve-se, entdo, uma solucdo final de 0,01428mg/mL. Tomou-se 0,5mL
desta solucdo, ou seja, 0,00714mg de finasterida, que foi transferida para um bal&o
volumétrico e completado para 500mL de agua destilada. Finalizando uma solucédo de
0,00001428mg/mL ou ainda, 0,01428mcg/mL, ou seja, 14,28ng/mL. Ja que as
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ampolas foram envasadas com volume de 0,5mL temos entdo: 1mL= 14,28ng, 0,5
mL=7,14ng.

O medicamento foi administrado ao grupo-finasterida trés vezes por semana, durante
90 dias. Os animais que fizeram uso da finasterida, a dose administrada do
medicamento foi manipulada para corresponder a um tratamento de HP em um homem
com estimativa de 70Kg, utilizando-se 5mcg. Portanto, o experimento foi realizado
testando-se uma concentracdo mil vezes menor, ou seja, um tratamento em microdose.

A dose usual recomendada é de 5mg uma vez ao dia no homem.

Apbs decorrer os 90 dias de uso da finasterida trés vezes por semana, os hMa em estudo
(grupo-controle e grupo-finasterida) foram anestesiados com cloridrato de cetamina,
para uso veterinario na dosagem de 200mg/kg e diazepam na dosagem de 2,5mg/kg,
pela via intraperitoneal, em seringas diferentes (Fig. 9). Apds serem anestesiados, foram
mortos por hipovolemia (ex-sanguinacdo), puncionando a veia cava em abdome
superior, no momento em que foi colhido sangue para dosagem do Antigeno Prostatico
Especifico - PSA total, (Fig. 10).

FIGURA 9- Fotografia digital do hMa anestesiado com cloridrato de cetamina na dosagem de
200mg/kg e diazepam na dosagem de 2,5mg/kg. (Foto do autor).
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FIGURA 10- Fotografia digital mostrando a colheita de sangue para dosagem do PSA sérico. (Foto
do autor).

O sangue foi colocado em tubo de vidro liso, sem aditivos ou anticoagulantes, como
recomendado pelo fabricante do reagente (fabricado por BTl - Bio Tecnologia
Industrial Ltda., Lote 06141).

Dosou-se 0 PSA sérico total pela técnica ELISA. O teste ELISA utilizado neste

trabalho tem sensibilidade para o PSA a partir de 0,01ng/mL.

Por laparatomia, as préstatas foram retiradas em monobloco juntamente com todo
aparelho geniturinario (Fig. 11, 12). Foram dissecadas, fixadas em formalina neutra
tamponada a 10% e processadas para histologia. Foi usado como corante a
hematoxilina e eosina (HE).
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FIGURA 11- Fotografia digital dos lobos dorsais da prostata (seta 1) de um hMa adulto. A
préstata encontra-se sobre a bexiga (seta 2) e esta apreendida pelas pingas. (Foto do autor).

FIGURA 12- Fotografia digital da prostata de um hMa. A seta 1 identifica a bexiga, as setas 2 0s
lobos ventrais e a seta 3 mostra parte dos lobos dorsais da prostata. (Foto do autor).
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As prostatas (ventrais e dorsais) foram escolhidas para estudo ao acaso. Foram
submetidas primeiramente a estudo histoldgico em microscopio Optico de luz no
laboratério de Histologia da Faculdade de Medicina de Barbacena (FAME- FUNJOB)
e em seguida a estudo morfométrico no Laboratorio de Apoptose, departamento de
Patologia Geral (ICB-UFMG).

4.3- PARAMETROS E ESTRATEGIA MORFOMETRICA

De cada uma das laminas estudadas, analisou-se a area média dos &cinos, a area média
do epitélio acinar, o nimero de células (celularidade) dos &cinos, a expressdo das
AgNORs como marcador de ativacdo e proliferacao celular e, por fim, a identificacdo

in situ da fragmentacdo do genoma como marcador de apoptose (reacdo de TUNEL).

A técnica de TUNEL combina principios histoquimicos e imuno-histoquimicos para
identificar o DNA fragmentado de células apoptoticas in situ. Tal técnica é aplicada a

seccOes de parafina em cortes histoldgicos de 4mm de espessura.

As etapas do método empregado sdo descritas a seguir: desparafinacdo dos cortes em
solucdo xilol (2 banhos de 5 minutos); lavagem em alcool absoluto (2 banhos de 5
minutos); lavagem em alcool a 95% e a 70% (1 banho por 3 minutos); lavagem em
PBS (5 minutos); incubacdo em solugdo de proteinas k (20pug/ml) por 15 minutos a
temperatura ambiente; lavagem em agua destilada (4 banhos de 2 minutos). incubacéo
em peroxido de hidrogénio a 2%, diluido em PBS (5 minutos); Lavagem em PBS (2
banhos de 5 minutos); incubacdo em solucdo tampédo de equilibrio ApopTag Plus
utilizando laminula de pléastico (1 minuto); incubacdo em enzima TdT a 37°, em
camara Umida (1 hora); incubagcdo em solucdo tampdo Stop/Wash apopTag Plus a
temperatura ambiente (10 minutos); incubagdo com Anti-Digoxigenina-Peroxidase em
camara Umida a temperatura ambiente (30 minutos); lavagem em PBS (4 banhos de 5
minutos); Incubagcdo com DAB (Diamino Benzidina). & temperatura ambiente (5
minutos); contra coloragdo com hematoxilina de Harris (5 minutos); lavagem em agua
destilada (3 banhos por 30 segundos); lavagem em butanol 100% ( 3 banhos de 30

segundos). A quantificacdo da apoptose foi expressa em porcentagem de celulas
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apoptéticas presentes em campos microscopicos obtidas com objetivas de maior

aumento (40x), sem imersao.

A presenca da apoptose pela reacdo de TUNEL foi avaliada por microscopia optica.
Foi considerada a marcacdo nuclear especifica a de coloragdo marrom revelada pela
DAB.

Em cada campo microscépico estudado, a abordagem morfométrica utilizada referiu-se
a porcentagem de células quantificadas (conforme o tipo celular ou a marcacéo) em
relacdo as células totais. Além disso, em cada campo microscopico quantificou-se a
area do &cino e do epitélio acinar, obtendo-se também a area média desses. A
quantificacdo do namero de células dos acinos, area dos &cinos, area do epitélio acinar,
AgNORs e TUNEL, de cada campo, foi feita a partir de imagens digitalizadas obtidas
de amostras dos campos histoldgicos, em microscopio de luz, com objetiva

planocromatica de 40 vezes.

A medida da espessura do epitélio foi feita subtraindo a medida total do &cino pela

medida do limen acinar (Fig. 13).

FIGURA 13- Fotomicrografia digital de um hMa deste experimento, mostrando a
demarcagdo do lumem do &cino em verde e do acino total em azul. A espessura do
epitélio acinar encontrada correspondeu a subtracdo da medida total do acino pela
medida do limen acinar (Foto: Santana NG. dez; 2008. ICB- UFMG).

Os parametros morfométricos foram quantificados em imagens digitalizadas em
microcamara JVC, TK-1270/JGB e transferidas para os analisadores de imagens
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Kontron Elektronics, Carl Zeiss - KS300 versdo 2.0 ® e Media Cybernetics Image Pro
Plus verséo 4.5.0.29.

O numero de células dos acinos estudados e os nucleos obtidos na reacdo de TUNEL

foram contados manualmente.

O PSA foi medido em nanogramas por mililitro (ng/mL), a area dos acinos e epitélio
acinar em micrometros ao quadrado (um?®) e a AgNORs em nimero de grumos

(clusters) argiréfilos encontrados em ntcleos acinares por pm?.

Foram avaliados 500 nucleos acinares para a contagem de grumos argirofilos para cada
lamina examinada. Cada animal teve uma lamina examinada e a quantidade de grumos
argirofilos encontrados por lamina representou a expressdéo de AgNORs para o0

animal.

O Protocolo de AgNORs de maneira a permitir o estudo de sua quantificacdo a partir da

microscopia Optica e andlise digitalizada de imagens é descrito a seguir.

Desparafinizacdo dos cortes em xilol | por 5 minutos, xilol Il por 5
minutos e xilol 111 por 10 minutos; reidratacdo dos cortes em alcool absoluto por 10
minutos, alcool a 70% por 5 minutos, alcool a 50% por 5 minutos, e 4gua deionizada
por 10 minutos; coloracdo dos cortes com a mistura da solucdo aquosa de nitrato de
prata a 50% com a solucdo de acido formico a 1% contendo 2% de gelatina
incolor dissolvida, na proporcdo de 2:1, no momento da incubacdo dos
cortes; incubacdo em cdmara Umida e escura em estufa a 37°C por 30 minutos;
lavagem em &gua deionizada por 15 minutos; desidratacdo em alcool a 70% por 3
minutos, alcool absoluto por 3 minutos; passagem em xilol | por 2 minutos e xilol Il

por 2 minutos, seguidos da montagem das laminas em balsamo do Canadé %.

Apos tais procedimentos, foi iniciada a analise estatistica dos dados encontrados.
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4. 4-TRATAMENTO ESTATISTICO

A anélise dos dados foi efetuada em computador do tipo PC, utilizando-se 0s programas
“Stata 9.2” (licenciado para FAME-FUNJOB) e também o GraphPad Prism versdo 3.0
(licenciado para o ICB-UFMG).

Foram construidas as distribuicdes de frequéncias e calculadas os valores das médias,
medianas, desvios padrdo (dp) e as proporcdes relativas as varidveis do estudo: PSA
sérico, &rea dos &cinos, area média do epitélio acinar, AgNORs, apoptose e a

celularidade exibidas pelo grupo-controle e grupo-finasterida.

Os grupos foram comparados em tabelas de contigéncia tipo RXC, para andlise de

frequéncias, e em tabela de ANOVA, para efeito de médias.

O significado estatistico das diferencas entre as proporc¢des foi aferido pelo teste exato
de Fisher (para as duas extremidades de distribuicdo) e pelo teste “t” de Student, na

comparacdo das médias.

Quando as variancias das médias comparadas ndo eram semelhantes (p< 0,05) no teste
de Bartlett, o significado das diferencas entre os grupos foi aferido pelo teste de
Kruskal-Wallis (H) %, ou Mann-Whitney, no qual se ajuntou os resultados repetidos,

também conhecidos como with ties e pelo teste de Wilcoxon,

A variavel PSA foi aferida pelo teste de Kruskal-Wallis (H) e a AQNORs pelo teste de

Mann-Whitney. As variaveis, apoptose e celularidade pelo teste de Wilcoxon.

O nivel de significancia estatistica utilizado na analise foi de 5%.
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5- RESULTADOS
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A tabela 2 mostra a distribuicdo de frequéncias das variaveis idade, peso e PSA do
grupo-controle e grupo-finasterida.

TABELA 2- Distribuicdo de frequéncias das variaveis idade, peso e PSA do grupo-
controle versus grupo-finasterida.

Caracteristicas Comparadas Experimento Controle *F
N % N %

Idade (meses)

12 -16 1 10,0 10 100,0 <0,001
17-18 9 90,0 0 0,0

Peso (gramas)
100 - 140 3 30,0 9 90,0 0,020
141 - 180 7 70,0 1 10,0

PSA (ng/mL)
0,00-0,01 10  100,0 3 30,0 0,003
0,02 -2,10 0 0,0 7 70,0

" Teste Exato de Fischer (Nota do autor).

Tanto o grupo-finasterida quanto o grupo-controle apresentaram idade superior a um
ano. Quando foram mortos os hMa do grupo-finasterida apresentou idade média de
17,7 + 0,67 meses e 0 grupo-controle apresentou idade média de 15,2+1,13 meses. O
valor de “t” na comparacdo das idades entre os dois grupos foi 5,98 e p= 0,001. A
média de peso do grupo-finasterida foi de 145+15,27g e o grupo-controle apresentou
média de peso de 129+18,82g. A comparacao das médias entre 0s dois grupos, quanto

ao peso, apresentou “t” =2,08 e p= 0,0514.

O grupo-finasterida apresentou valor méximo de PSA de 0,01 ng/mL e minimo de 0
ng/mL, mediana de 0,003, média de 0,003 +0,0048. O grupo-controle apresentou valor
méaximo de PSA de 2,1 ng/mL, valor minimo de 0 ng/mL, mediana de 0,634 ng/mL e
média de PSA de 0,634+0,763ng/mL. A comparacdo das médias de PSA do grupo-
finasterida versus grupo-controle apresentou “t”= 2,61 ¢ p= 0,0176, com p de Bartlett
< 0,05. O valor do teste de Mann-Whitney ou do teste H para as duas amostras foi de
7,982 e p=0,0047, (Gréfico 1).
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GRAFICO 1- Resultado do PSA-sérico do grupo-controle versus grupo-finasterida.

Os Graficos 2, 3, 4, 5 e 6 mostram, os achados da area dos acinos e epitélio acinares, a
expressdao de AgNORs e o nuimero de células marcadas na reacdo de TUNEL

indicadoras de apoptose, como também, a celularidade acinar:
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GRAFICO 2- Valores da area média dos acinos da prostata do hMa do grupo-controle
versus grupo-finasterida.

Observa-se no Gréafico 2 reducdo da area dos &cinos nos animais que fizeram uso da
finasterida. A comparagdo dos dois grupos apresentou “t”= 2,653; p= 0,0122. Os
valores apresentados por eles sdo: média= 398,6+ 55,32 x 10> um? para o grupo-controle

e média de 238 + 24,6 x 10° um? para o grupo-finasterida.
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GRAFICO 3- Valores da média do epitélio acinar da prostata do grupo-controle versus
grupo-finasterida.

O Grafico 3 mostra a &rea média do epitélio acinar dos animais-controle e dos animais
que fizeram uso da finasterida. Observa-se, também, significante reducdo da area do
epitélio acinar nos animais que fizeram uso da finasterida. A comparacdo dos dois
grupos apresentou “t”= 2,162; p= 0,0361. Os valores apresentados por eles sdo: média
de 160,4 + 18,43 x 10° um? para o grupo-controle e média de 111,9 +12,82 x 10° pm?

para os animais-finasterida.
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GRAFICO 4- Valores da expressdo de AQNORs, grupo-controle versus grupo-experimento.

O Grafico 4 mostra a expressdo de AGNORs. Os animais-controle apresentaram média
de 3,68+1,07 grumos de argiréfilos/um? e mediana (MED)= 4 e os animais do grupo
finasterida apresentaram média de 2,846+0,87 grumos argiréfilos/um? e MED= 3, a
diferenga entre as medianas pelo teste de Mann Whitney apresentou p= < 0,0001.
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FIGURA 14- Fotomicrografia digital (técnica de AQNORs) do epitélio acinar da prostata de um
hMa que nédo fez uso da finasterida. As setas mostram inimeros grumos argirofilos (pontos de
cor marrom). 40x. (Foto: Santana NG. Out; 2008. ICB-UFMG).

FIGURA 15- Fotomicrografia digital (técnica de AgQNORs) do epitélio acinar da préstata de um
hMa que fez uso da finasterida. As setas mostram os grumos argir6filos em menor proporcéo
que a figura anterior. 40x. (Foto: Santana NG. Out; 2008. ICB-UFMG).
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GRAFICO 5- Resultado da apoptose do grupo-controle versus grupo-finasterida.

O Grafico 5 mostra 0 resultado da apoptose entre o grupo-controle e o grupo-
finasterida. O grupo-controle apresentou média de apoptose (numero de células
marcadas no TUNEL) de 14,76 +2,137, MED de 12,50, o grupo-finasterida apresentou
média de apoptose de 53,62 +1,389 e MED de 54,34, p= 0,0408. A apoptose foi

mais evidente nos animais que fizeram uso da finasterida.
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FIGURA 16- Fotomicrografia digital de um &cino da prdstata de um hMa deste trabalho,
que fez uso da finasterida, técnica de TUNEL. Objetiva de 40x. O nucleo indicado com
a seta 1 é exemplo de nicleo normal e o ndcleo indicado com a seta 2 € um nicleo em
processo de apoptose. Observa-se intensa atividade apoptotica (Foto: Santana NG. dez;
2008. ICB- UFMG).

N&o houve diferenca quanto ao nimero de células entre os dois grupos de animais. O
grupo-controle apresentou média de 74,75 + 5,5 um® e MED de 79,20. J4 0 grupo-
finasterida apresentou média de 65,07+ 13,24 pm? e MED de 49,6 e p= 0,5105. O

Gréafico 6 mostra tal relagéo.
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GRAFICO 6- Resultado da contagem do numero de células (celularidade) dos acinos da
prostata dos hMa do grupo-controle versus grupo-finasterida.
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6- DISCUSSAO
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A idéia da realizacdo desta Tese de Doutorado partiu da Dissertacdo de Mestrado do
autor, quando ja conhecia a préstata do hMa, animal usado neste experimento. Tornou-
se possivel estudar esse roedor, seus hébitos, alimentacdo e principalmente o seu
aparelho urogenital **%2. Viu-se nesse animal a oportunidade de se verificar e de se
avaliar o efeito da finasterida na célula prostatica. Com a linha de pesquisa sugerida,

houve a identificacdo de um modelo experimental que possibilitou este estudo.

Como Urologista ndo se conseguia ver resultados do uso da finasterida nos pacientes
portadores de HP sintomaticos, na clinica. Embora trabalhos populacionais
mostrassem melhora clinica dos pacientes, o autor questionava a eficacia dessa

medicacdo.

O mecanismo celular da acdo desse farmaco na prostata ainda ndo € bem
compreendido. Tem-se demonstrado a acdo da finasterida em receptores androgénicos
para 5aR tipo 2 na prostata de homens®%. O presente estudo sugere que os receptores
androgénicos da prostata do hMa também sdo do tipo 2 e que o PSA sérico desse

roedor também é sujeito a acdo androgénica.

Trabalho experimental®

mostra acdo da finasterida em prostata ventral de rato. N&o
foram encontrados na literatura estudos que mostrem a acdo da finasterida no PSA

desses roedores e no hMa.

Os animais do grupo-controle apresentaram niveis de PSA mais elevados que o grupo-
finasterida. Ja sua administracdo em homens, em tratamento de HP, promove a queda
de 50% da concentracdo do PSA sérico, ap6s seis a doze meses do inicio do tratamento
em relacdo a sua titulagdo inicial *.

Os grupos de animais estudados no presente trabalho quando foram mortos
apresentavam idade média de 17,7+0,67 meses para o grupo-finasterida e 15,2+ 1,13
meses para 0os animais do grupo-controle. A média do peso dos animais do grupo-
finasterida foi de 145+15,27g e do grupo-controle de 129+18,82g. As comparagoes

entre os dois grupos, nesses dois aspectos, mostraram que eles eram diferentes quanto
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a idade e que a diferenca entre o peso esteve no limite da significancia estatistica.
Testes foram efetuados para determinar a influéncia desses dois fatores nos efeitos da
finasterida no PSA sérico e sobre as demais variaveis estudadas e mostraram que a
diferenca entre idade e 0 peso dos animais ndo comprometeu a comparabilidade dos
dois grupos quanto aos efeitos da finasterida sobre o PSA sérico, area dos &acinos e

epitélio acinares, AQNORs, apoptose e celularidade.

O grupo-controle ndo foi submetido a qualquer tratamento, nem mesmo a
administracdo de placebo, evitando-se assim o efeito do estresse com a manipulacgéo,
tendo o objetivo de fornecer informag0es que poderiam servir de comparagdo com 0S
resultados obtidos no grupo-finasterida.

Como o medicamento em clinica é usado de forma continua, para o tratamento da HP,
com base no raciocinio anterior, ndo haveria necessidade de se acrescentar novos
grupos, porque o objetivo era saber se no animal a exemplo do homem, a finasterida

tem acdo medicamentosa.

No presente estudo, observou-se queda do PSA sérico (p=0,0047), apos trés meses de
tratamento nos animais do grupo-finasterida em relacdo ao grupo-controle. Esse fato
sugere a existéncia nesses animais de um epitopo correspondente ao PSA humano. Em
humanos, a producdo de PSA na prostata é regulada por um gene, cuja expressdo €
influenciada pela testosterona e por outros androgénios. Todas as medidas terapéuticas
que causam ablagdo androgénica deprimem a producdo de PSA® fato esse ocorrido nos

animais do grupo-finasterida desta pesquisa .

Os resultados apresentados no estudo mostram que 0s animais tratados com a
finasterida exibem os niveis de PSA menores e mais homogéneos que 0s do grupo

controle, sendo a diferenca significativa.

N&o existe em humanos um padrdo homogéneo nos niveis do PSA sérico. Existem
diferentes fatores que poderiam interferir em seus niveis, como tamanho da proéstata,
afeccBes na glandula prostatica, entre outros®. Observa-se em clinica, quando esses
homens sdo submetidos a algum tratamento anti-androgénico, que a média dos

resultados dos niveis de PSA torna-se mais homogénea.
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Os animais que néo fizeram uso da finasterida apresentavam diferentes resultados nos
niveis de PSA e esses resultados tornaram-se mais homogéneos no grupo-finasterida,
sugerindo-se assim, como no homem, que os niveis de PSA no hMa também esta

influenciado por fatores intrinsecos a cada animal.

O autor, em estudo experimental, encontrou 65% de hMa com idade superior a um ano
com alguma alteracéo em suas préstatas *. Tal fato, possivelmente poderia justificar as
variacdes encontradas nos resultados dos PSA dos hMa deste levantamento, embora no
presente estudo, ndo foram estudadas alteracdes histopatoldgicas nas préstatas dos

animais, tanto do grupo-finasterida quanto do grupo-controle.

Para colheita do sangue para dosagem do PSA sérico, teve-se o cuidado de puncionar
por via transdérmica diretamente a veia cava em abdome superior, com o objetivo de
ndo haver manipulagdes prévia da cavidade abdominal, que supostamente poderia
interferir no resultado do PSA. O hamster apresenta o aparelho genital muito
desenvolvido. Durante a laparotomia as primeiras estruturas que se exteriorizam
espontaneamente sdo 0s 6rgdos genitais, como as vesiculas seminais e a prostata,
juntamente com a bexiga®, e nesse momento, no nosso pensar, as prostatas poderiam

ser manipuladas e interferir nos niveis de PSA.

Foram administrados nos animais que fizeram uso da finasterida deste estudo, uma dose
mil vezes menor de finasterida que a indicada para o tratamento da HP em um homem
adulto de 70Kg, em intervalos de trés vezes por semana, mostrando impacto na préstata

desses animais.

A principio foi nossa intengdo administrar uma dose da finasterida correspondente a
5mg que é & administrada usualmente no homem®. Por um equivoco do laboratério foi

manipulada uma dose mil vezes menor.

Por dificuldades técnicas nao foi possivel administrar a finasterida todos os dias nos
animais que dela fizeram uso, optamos por administrar a medicacdo trés vezes por

semana.
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Se os achados aqui encontrados puderem ser transpostos para 0 homem, seria pertinente
0 uso dessa medicacdo no mesmo, em doses menores e em intervalos maiores,

atenuando efeitos colaterais e custos na aquisicdo do medicamento®.

Pbde-se demonstrar que houve diminui¢do da area dos acinos (p= 0,0122), area do
epitélio acinar (p= 0,0361) e promocdo da apoptose (p= 0,0408) nos animais que

fizeram uso da finasterida em relacdo ao grupo-controle.

Em trabalho experimental'®, usando o Gerbil-Meriones unguiculatus administrou-se a
esses animais, finasterida na dosagem de 10mg/Kg ao dia, associada ao letrozole (um
inibidor da aromatase) 1mg/Kg ao dia em um prazo de 21 dias. No final do tratamento,
foram observadas importantes alteraces nas células prostaticas, sugestivas de

apoptose.

Estudos feitos em ratos, com dose elevada de finasterida, mostraram atrofia da

glandula prostatica desses animais™®" 1% 103,

Autores tém demonstrado que a atrofia
glandular prostatica com uso de finasterida é secundéria a apoptose promovida pelo
bloqueio da 5aR*. Esses achados e os aqui apresentados mostram que o bloqueio da

formacdo da DHT intracelular leva a atrofia da préstata por apoptose.

Disfungbes nos mecanismos apoptéticos estdo envolvidas no desenvolvimento e
progressdo nos processos proliferativos da préstata'®. Tem-se também demonstrado
que a finasterida leva a inducéo da apoptose e efeito anti-angiogénesis na prostata’®.

No homem alteracGes da homeostase entre GF e apoptose estdo envolvidos na géneses

da HP®?,

Verificou-se também neste estudo diminuicdo das AgNORs, nos animais tratados com
a finasterida em relacdo ao grupo-controle. As AgNORs sdo importantes marcadores

de proliferagdo celular™"2.

Os achados em literatura® 106 107

e também aqui, evidenciam que a finasterida protege
a prostata de eventos proliferativos tanto hiperplasicos como neoplasicos, colocando-a

como um medicamento promissor no tratamento e prevencao dessas doencas.
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Neste trabalho, notou-se que ndo houve diferenca significativa quanto ao numero de
células entre os dois grupos de animais em estudo, p= 0,510. Esse achado sugere que
o0 tempo de 90 dias de uso da finasterida pelo grupo-finasterida néo foi suficiente para
que houvesse impacto no numero de células nos acinos desses animais, embora
houvesse diminuicdo da area dos acidos, epitélio acinar, AgNORs e inducdo da
apoptose. Possivelmente com a continuidade da administracdo do medicamento por
mais tempo no grupo-finasterida poderia ser constatada diferenca no nimero de células
acinares nesse grupo de animais. Estudo*® mostra que é necessario no minimo seis
meses de terapia com a finasterida para que haja resposta clinica ao tratamento,

108

embora, exista trabalho™" que mostre o efeito da finasterida na prostata humana com

duas semanas de uso da medicacao.

Possivelmente a dose pequena do medicamento fornecida ao grupo-finasterida deste
estudo pode ter interferido na quantificagdo da celularidade. Por comprovacgéo
experimental'®®, demonstrou-se a existéncia em prostata de rato, resposta a finasterida

dose-dependente.

A isoenzima 1 em pequena quantidade também tem acdo na préstata® e mantém o
volume prostatico em homens®. Se a préstata do hMa também apresentar receptores
50R tipo 1, o fato também pode justificar o resultado aqui encontrado, quanto a

celularidade.

Com relacdo ainda a contagem de células, houve certa dificuldade para que isso fosse
feito, devido a heterogeneidade nos cortes analisados. Como a prostata dos animais foi
fixada em bloco, os cortes histologicos dos acinos prostaticos foram feitos em planos
distintos, nem sempre padronizados. Esse fato incorporou mais uma fonte de variagéo
ndo controlada, o que pode ter contribuido para diminuir o poder do teste e ndo lograr
distingéo entre os valores obtidos para contagem entre os dois grupos estudados quanto

a celularidade.

Técnicas estereoldgicas, assim como outras, poderiam ser acrescidas ao método deste
estudo, em trabalhos futuros, com o objetivo de esclarecer melhor os resultados

encontrados quanto a contagem de células.
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Novos estudos deverdo ser feitos no sentido de melhor aclaramento em rela¢éo ao uso

da finasterida no tocante a determinacéo do nimero de células.

O presente estudo, contrariamente do que pensava 0 autor, mostrou ser a finasterida
um farmaco com acdo benéfica nos &cinos da préstata do hMa, embora ndo se possa
ainda afirmar que os achados aqui apresentados tenham o mesmo efeito na préstata do
homem, devido as peculiaridades genéticas entre 0 Homo sapiens e o Mesocricetus

auratus, mas seguramente passou-se a ter um referencial com fundamento cientifico.

Se os achados acima referidos puderem ter aplicabilidade também para o homem,
algumas questdes, entre outras, precisardo de respostas, v.g.. Que paciente se
beneficiard do uso da finasterida?  Por quanto tempo devera ser tal medicacao
tomada? Iniciar o tratamento em que idade? Qual a dose ideal? Como amenizar

seus efeitos colaterais?

Um biomarcador com nome de JM-27 ™° em desenvolvimento para uso clinico,
quando aumentado no sangue prediz o aparecimento de HP. Possivelmente homens

com esse biomarcador sérico aumentado poderiam beneficiar com o uso da finasterida.

Em linhas gerais, o autor procurou elaborar seu estudo comparando sua pesquisa com
outras observacdes e analises existentes, fato que Ihe deu substancia e relevo ao se

associar a pratica com o cabedal tedrico existente.
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Fundamentando-se nos resultados desta pesquisa, chegou-se a seguinte concluséo:

- O uso da finasterida diminuiu o PSA sérico, as areas dos acinos e do epitélio acinar e a
expressao de AgNORs, como também, promoveu a apoptose nos acinos da préstata dos
hMa que fizeram uso desse medicamento. N&o houve diferenca significativa na

celularidade acinar entre os grupos de animais deste estudo.
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