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Resumo

Introdugdo: Os androgenos, além de desempenhar um papel importante no
desenvolvimento e no crescimento da prdstata, também sdo responsaveis pelo surgimento
e progressao de lesdes prostaticas. Portanto, as agdes desses hormodnios podem ser
antagonizadas impedindo a conversao irreversivel de testosterona em dihidrotestosterona,
por meio da inibicao da Sa-redutase. Neste contexto, os objetivos deste estudo foram
caracterizar os efeitos clinicos e morfofuncionais da dutasterida, um inibidor de 5a-
redutase, em receptores de hormodnios esteroides no tecido da prostata humana normal,
bem como para verificar a viabilidade desses receptores como potenciais marcadores para
o manejo clinico dos pacientes em uso de dutasterida. Métodos: estudo prospectivo,
duplo-cego e randomizado que avaliou 49 homens com idades entre 45 e 70 anos, sem
alteragdes no exame de toque retal e com dosagens de PSA entre 2,5 ¢ 4,0 ng/ml. Estes
pacientes foram submetidos a biopsia de prostata guiada pelo ultrassom transretal, e apds
ter sido descartada neoplasia de prostata, foram divididos em dois grupos recebendo
dutasterida (n=25) ou placebo (n=24). Os pacientes foram avaliados clinicamente a cada
trimestre e, ao final de 12 meses, submetidos a novos testes laboratoriais e analise
histopatologica por nova biopsia da prostata. Resultados: Os resultados ndo mostraram
variagoes significativas nos niveis de estrogeno, testosterona séricos e indice de massa
corporal em ambos os grupos, bem como de ERa (receptor estrogénico o). No entanto, a
imunorreatividade para AR (receptor androgénico) e ER (receptor estrogénico ) foram
significativamente maiores no grupo dutasterida em relagdo ao grupo placebo,
acompanhado por uma reducdo significativa do volume da prostata e dos niveis de PSA
séricos no grupo dutasterida. Além disso, ambos os indices de proliferagdo e apoptose
também foram significativamente maiores no grupo dutasterida, porém a razdo
proliferagdao/apoptose foi significativamente menor neste grupo, indicando assim
predominancia de apoptose. Conclusdo: O tratamento com dutasterida mostrou distintas
reatividades no tecido prostatico normal, apontando a importancia da ativagdo de ERP no
mecanismo apoptotico, propiciando efeito protetor no tecido prostatico normal, indicando
ser este receptor um importante mediador para o seguimento clinico de pacientes em uso

de dutasterida.
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Abstract

Introduction: The androgens, besides playing an important role in prostate development
and growth, are also responsible for the development and progression of prostatic lesions.
Therefore, preventing the irreversible conversion of testosterone into dihydrotestosterone
by inhibiting Sa-redutase can antagonize the actions of these hormones. In this context,
the aims of this study were to characterize the clinical and morphofunctional effects of
So-redutase inhibitor, dutasteride, on steroid hormone receptors in the human normal
prostate tissue, as well as to verify the viability of these receptors as potential markers to
clinical management of patients on dutasteride use. Methods. Prospective, randomized
and double-blind study, evaluating 49 men with ages between 45 and 70 years, no
alterations in digital rectal examination and PSA levels between 2.5 and 4.0 ng/ml. These
patients underwent prostate biopsy guided by transretal ultrasound (TRUS) with prostate
neoplasia ruled out and it has divided into two groups receiving dutasteride (n=25) or
placebo (n=24). Patients were clinically assessed every three months and at the end of 12
months undergoing new laboratory tests, prostate rebiopsy, histopathological and clinical
analysis. Results: The results did not show significanty variations in serum estrogen and
testosterone levels and body mass index in both dutasteride and placebo groups, as well
as their ERa (o estrogen receptor). However, AR (androgen receptor) and ERP (P
estrogen receptor) immunoreactivity were significantly higher in the dutasteride group in
relation to placebo group, followed by a significant reduction in prostate volume
performed by TRUS and total serum PSA levels in the dutasteride group when compared
to placebo group. Furthermore, both proliferative and apoptotic indices were significantly
higher in the dutasteride group in relation to placebo group. However, the
proliferation/apoptotic ratio was significantly lower in the dutasteride group, indicating
predominance of apoptotic process. Conclusion: The dutasteride treatment led to distinct
reactivities in the normal prostate tissue, indicating different signals to the dynamics of
the prostate and pointed out the importance of ERP pathways in the activation of
apoptosis. Taken together, these data demonstrated that dutasteride treatment exerted
protective effect in the normal prostate via ERf, indicating this receptor as important

mediator to clinical management of patients on dutasteride use.
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1. Introducao

1.1 Préstata

A proéstata € uma glandula sexual acessoria masculina presente em todas as ordens
de mamiferos (1,2). Na espécie humana encontra-se ao redor da uretra, inferiormente a
bexiga urindria, e sdo descritas trés regides glandulares: zona periférica, zona central e
regido pré-prostatica, todas envoltas por uma fina camada fibromuscular (1,2).

O epitélio prostatico ¢ formado por células colunares, cujo citoplasma apresenta
complexo de Golgi, reticulo endoplasmético granular, granulos de secre¢do e
mitocondrias. Entremeadas as células epiteliais evidenciam-se as células basais,
intimamente relacionadas ao transporte e distribui¢do de substancias entre o0s
compartimentos epitelial e estromal (3.4,5).

O estroma prostatico ¢ formado por um complexo arranjo de células estromais e
matriz extracelular associado a fatores de crescimento, moléculas reguladoras e enzimas
de remodelagdo, as quais provém sinais bioldgicos gerais e exercem influéncias
mecanicas sobre as cé€lulas epiteliais (6,7,8). Vasos sanguineos, terminagdes nervosas e
células imunes também sdo partes integrantes do estroma (6,7), bem como fibroblastos e
células musculares lisas. A principal funcdo destas ¢ sintetizar componentes estruturais e
reguladores da matriz extracelular, uma rede de proteinas fibrilares, glicoproteinas
adesivas e proteoglicanos (6,7,9,10), que funciona como um reservatorio de fatores de
crescimento ativos e latentes (6,7,11). Além disso, componentes estruturais como
colageno e fibras elésticas proporcionam rigidez mecénica e flexibilidade ao tecido.
Assim, em associagdo, células estromais e matriz extracelular criam um microambiente
que regula o crescimento e diferenciagdo funcional das células adjacentes,
desempenhando importante papel na manutencdo da forma e fun¢ao tecidual (6,7,12,13).

A interacdo epitélio-estromal tem papel primordial na manutencdo da estrutura e
funcionamento da glandula prostatica (14). Baseando-se em aspectos morfoldgicos,
funcionais e embriologicos, esta interagdo pode ser considerada como Unica unidade
funcional (15,16). A membrana basal ¢ o ponto de unido dessa interagdo oferecendo

suporte mecanico e fisiologico ao epitélio secretor (16,17). O desequilibrio da interacao
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epitélio-estromal na glandula prostatica favorece a formacdo do carcinoma prostatico
(18). As células estromais associadas as células tumorais respondem aos andréogenos e
fatores de crescimento levando a interrupcao da homeostase epitélio-estromal, o que
desencadeia processos de crescimento, migragdo, angiogénese, apoptose ¢ metastases

tumorais (13,19,20,21).

1.2 Proéstata e Hormonios

A morfogénese, a manuten¢do da atividade funcional e da morfologia, a
proliferacdo e a diferenciacdo das células da prostata sdo reguladas pelos andréogenos
(18,22,23). O desenvolvimento androégeno-dependente do sistema urogenital masculino
ocorre via interagdes epitélio-estroma no qual o androgeno orienta o desenvolvimento
epitelial através de mecanismos paracrinos, mediados por receptores androgénicos no
estroma glandular (24). Os andrégenos expressam seus efeitos bioldgicos através da
interacdo com receptores intracelulares especificos, sendo que o complexo receptor-
hormdnio, associado a cromatina nuclear, regula a expressao do gene especifico (25).

A testosterona e a dihidrotestosterona (DHT) sdo os principais androgenos a
induzir a diferenciagdo prostatica (26,27). A DHT ¢ resultante da conversdo da
testosterona através da enzima Sa-redutase (5-AR) (25,27). Embora, a testosterona e a
DHT utilizem o mesmo receptor de andrégeno (AR) para atuarem no tecido prostatico,
essas agOes parecem estar associadas a diferentes fungdes teciduais. As acdes do
complexo testosterona-AR sdo a regulagdo de gonadotropina, a espermatogénese € a
estimulacdo do duto de Wolff durante a diferenciagdo sexual. Em contraste, o complexo
DHT-AR regula a virilizagdo externa e a maturagdo sexual na puberdade. Além disso, a
ativacdo de sinalizacdo via AR e a ligagdo DHT-AR também afeta o crescimento da
prostata e sua diferenciacao (25,27). Tanto a testosterona quanto a DHT sdo capazes de
manter a atividade prostatica, porém a DHT ¢ 10 vezes mais potente que a testosterona,
devido a sua dissociacdo do AR ser mais lenta (28).

Apesar de a prostata ser, primariamente, regulada por androgenos, o seu
desenvolvimento, tanto em humanos como em roedores, ¢ sensivel a outros hormonios,

como 0s estrogenos, que atuam sinergicamente a testosterona influenciando tanto as
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fungdes normais do 6rgdo quanto as alteragdes patoldgicas (18,29). Os estrogenos
possuem efeitos antiandrogénicos e regulam negativamente o eixo hipotdlamo-hipofise-
gonadal, com redugdo da producdo de andrégenos pelas células de Leydig e decorrente
involugdo do epitélio prostatico e crescimento estromal em animais adultos (30).

A descoberta do receptor de estrogeno a (ERa) como mediador dos efeitos
estrogénicos, por Elwood Jensen em 1958, teve implicagdes muito importantes em termos
de diagnostico e terapéutica. O ERa € expresso numa variedade de tecidos, como mama,
figado e osso. No entanto, na préstata humana adulta, o ERa € apenas expresso em
células do compartimento estromal, € ndo no epitélio luminal. Quase 40 anos depois, um
novo receptor de estrogeno foi identificado por Gustafsson e colaboradores na prostata de
ratos, posteriormente chamado receptor de estrogeno B (ERP). Além da prostata, a
expressao de ERP foi descoberta em tecidos como osso, ovario, pulmdo ¢ mama. Em
geral, os dois subtipos de ER tém sido relatados como tendo fungdes diferentes e, por
vezes, antagonizando um ao outro em contextos fisioldgicos (31).

A biossintese de estrogenos ocorre a partir de um substrato androgénico, por meio
da aromatizacdo desse hormodnio pela enzima aromatase (32,33,34). Os efeitos
estrogénicos na prostata sdo resultados da ligacdo desses hormoénios com ERa no
estroma, e com ERf no epitélio (18,35). Segundo Risbridger et al. (35), utilizando tecido
prostatico recombinante de roedores adultos knockout para ERa ou ERP, a resposta
estrogénica completa no tecido prostatico requer mecanismos paracrinos, tanto mediados
por receptores a do estroma como receptores 3 do epitélio.

Estudos envolvendo os ERf} tém adicionado mais um nivel de complexidade nos
mecanismos de agdes dos estrogenos na prostata (30). Experimentos caracterizaram
importante envolvimento dos ER3 nos mecanismos prostaticos, conjuntamente as agdes
exercidas pelos ERa, sendo os efeitos estrogénicos produto de um balango dindmico
entre ERa e ERB (30,36). Os ERP sdo expressos especialmente nas células epiteliais
basais da prostata normal, sendo que essa subpopulacdo celular mostra importante

propriedade bioldgica sobre as células epiteliais, além de envolvimento na carcinogénese

(23,30,37).
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Segundo Adams et al. (36), os receptores estrogénicos 3, em conjunto com 0s
hormdnios androgénicos, podem mediar diversos efeitos sobre a proliferagdo epitelial
prostatica, primeiramente promovendo a proliferagdo celular em periodos iniciais
gestacionais e, ap6s isso, agindo de forma a limitar o crescimento celular em periodos
tardios gestacionais em fetos humanos. Estudos demonstraram que o ERP ¢
suprarregulado por andrégenos (36,38).

Com o aumento de androgenos testiculares durante a puberdade, os estrogenos
que atuam através do ERP podem equilibrar os efeitos dos androgenos na regulacdo da
proliferagdo celular e prevencdo da hiperplasia e hipertrofia prostatica, um papel
consistente com o inicio tardio de expressdo ERP durante a diferenciacdo funcional do
epitélio prostatico, que aparece para promover agoes benéficas de estrégeno. Este cenario
de efeitos opostos de estrogenos pelos dois subtipos de receptores também precisa ser
equilibrado com as ac¢des dos andrégenos. Este ¢ o lugar onde a no¢do de um equilibrio
estrogeno/androgeno torna-se critico, além do equilibrio temporal entre a expressdo e as

acoes de cada receptor de estrogeno (Figura 1).

A) Periodo Neonatal B) Puberdade

Figura 1. Papéis relativos do estrégeno, via diferentes subtipos de ER, durante o
desenvolvimento da proéstata. A agdo do estrogeno (E) na prostata ¢ um balango fino,
ditado por niveis hormonais temporais e expressao de receptor de estrogeno a (ERa) e
receptor de estrégeno B (ERB). ERa € o receptor de estrogeno predominantemente
expresso durante o desenvolvimento neonatal, e, em conjunto com as baixas taxas de
testosterona (T) neste periodo, resulta num saldo de agdo estrogénica deslocada para
ERa. (A). Mais tarde, durante a puberdade e apds, ERB € o receptor de estrogeno
predominantemente expresso. Andrdgenos testiculares também aumentam, e o0s
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estrogenos, atuando via ERP, equilibram os efeitos dos androgenos e previnem a
hiperplasia e a hipertrofia (B). A proporcao relativa de hormdnio e de receptores sao
indicados pelo tamanho da letra. Adaptado de McPherson et al. (39).

O papel do ERa na prostata tem sido extensivamente estudado por varios grupos
ao longo dos anos. O que emergiu destes estudos ¢ que o ERa ndo s6 desempenha um
papel importante na préstata, mas também parece mediar efeitos adversos em vez de
efeitos benéficos. Estudos utilizando camundongos demonstraram que o estrogeno induz
alteracOes displésicas e subsequente desenvolvimento de lesdes pré-malignas mediadas
especificamente por ERa, e ndo pelo ERPB, e ainda, que esses efeitos aberrantes sdo
atenuados na auséncia de ERa, mas ndo na auséncia de ER[} (40). Em relag@o ao céncer,
foi observada a a¢do antiproliferativa dos ERf, levando a um aumento da apoptose. Na
auséncia de ERP ou atividade estrogénica, ocorre aumento da proliferacao de células
epiteliais da prostata e apoptose reduzida (41,42,).

Charles Huggins recebeu o Prémio Nobel em 1966, demonstrou que o cancer de
prostata (CaP) responde a administracdo de estrogeno ou retirada de androgenos (43).
Infelizmente, a inibigdo da fungdo de androgeno, com ou sem quimioterapia citotoxica, €
paliativa, mas ndo curativa. Essa inibi¢do continua a ser o pilar do tratamento para CaP
metastatico, porque nao surgiram novos alvos moleculares validados para esta doenca nos
ultimos 50 anos. Os estrogenos, por meio da interacdo com os seus receptores, regulam o
crescimento e desenvolvimento tanto da glandula maméria como do sistema reprodutor
masculino.

O ERa ¢ predominantemente localizado no estroma prostatico, e os seus efeitos
sobre os epitélios sdo considerados indiretos (44). Em contraste, o ER} ¢ expresso no
compartimento epitelial da glandula e pode regular a proliferacdo e diferenciacdo epitelial
(45,46,47,48,49). O comportamento de ER humano em CaP ¢ de grande interesse
porque ha uma relacdo inversa entre a expressao de ER[3 e a progressao de CaP para
graus de Gleason altamente agressivos (22,50). Tendo em conta estes dados, existe a
hipotese de que ER[} funcionaria como um "porteiro" do fendtipo epitelial e estaria

envolvido na regula¢do do CaP mediada pela transi¢do epitélio-mesenquimal (EMT).
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O ERp, quando ativado pelo seu ligante especifico 3B-Adiol, mantém um fenotipo
epitelial e reprime caracteristicas mesenquimais da EMT nas células de cancer da prostata
(51).

Embora seja tentador invocar a EMT como uma base para o comportamento de
células de cancer agressivo in vivo, esta drea permanece controversa. Nao ha nenhuma
evidéncia convincente para a conversao de células epiteliais em linhagens de células
mesenquimais em tumores humanos. Além disso, estas alteracdes podem ser altamente
sensiveis as alteragdes do microambiente, tais como a hipdxia.

Mak et al. (51) mostraram que ER[} promove a desestabilizagdo de fator induzido
por hipoxia-la (HIF-1a) e inibi¢do da transcri¢do do fator endotelial de crescimento
vascular (VEGF). Perda de ERp, portanto, aumenta a producao de VEGF, que se liga no
receptor de VEGF neuropilina-1. Isto, por sua vez, conduz a ativacdo da proteina quinase
B (PKB ou AKT), inativagdo da glicogénio sintase quinase 33 (GSK3p), e, finalmente, a
localizag¢ao nuclear de Snaill, o que promove uma alteragdo na EMT, caracterizada pela
perda de E-caderina e aumento da expressdo de vimentina. E importante ressaltar que os
autores mostram que o alto grau de Gleason (pouca diferenciagdo) em carcinomas da
prostata exibe diminui¢do dos niveis de ERP, HIF-1a, VEGF e Snaill nuclear; nas lesoes
de baixo grau, pelo contrario, ocorre aumento nestes niveis. Niveis do mRNA de ER[
podem apresentar-se reduzidos em CaP hormonio-refratdrio, apoiando a afirmacdo da
perda de ER3 com a progressao da doencga (52).

Este mesmo estudo (51) levanta a possibilidade de que a mensuragdao de ERfP e
marcadores EMT pode contribuir na subclassificacio de pacientes com escores de
Gleason intermedidrios em grupos com alto ou baixo risco de progressao e, dai, orientar a

tomada de decisdo terapéutica (Figura 2).
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Figura 2. Regulacao da EMT por ERB. (A) Ilustracdo esquematica da ativagdo do ER
pelo seu ligante, 38-Adiol, levando a inibi¢do do HIF e supressdo de uma EMT. (B) ERf
e sua associagdo com as diferencas bioldgicas no cancer da prostata. Lesdes de baixo grau
normalmente tém altos niveis de ERp, enquanto lesdes de alto grau tém baixos niveis de
ERp. O tratamento com um agonista do ERP poderia favorecer a diferenciacdo das lesdes
de alto grau. O “status” do ERP poderia também, no decorrer do tempo, ser utilizado
como um progndstico para os pacientes com lesdes de grau intermediario e, assim, a
necessidade de terapia mais agressiva. Adaptado de Loda e Kaelin (53).

Finalmente, pode haver efeitos salutares de estrogeno, mediado pelo ERp, no
cancer de prostata? Perguntas como esta podem, eventualmente, adicionar um novo

capitulo na histdria iniciada por Huggins.

1.3 Lesoes Prostaticas

A morfologia e a fisiologia da prostata t€ém sido objetos de particular atengao
devido a prevaléncia de condi¢des patoldgicas que atingem esse Orgdo, especialmente a
hiperplasia benigna (HBP) e o CaP (54,55).

A HBP acomete expressiva parcela da populacdo masculina apos os 45 anos de
idade, trazendo transtornos significativos para o paciente e impactando diretamente em
sua qualidade de vida. Caracteriza-se por uma proliferagdo predominantemente estromal
e, embora um aumento substancial do epitélio também ocorra, a integridade regional da

glandula ¢ mantida (28). O processo de senescéncia e a presenca de testosterona
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representam as determinantes mais importantes para o desenvolvimento da HBP (56), que
resulta provavelmente de varios mecanismos interativos, dentre os quais a acdo da DHT
(57). Esse hormonio se liga a AR nucleares, formando um complexo que atua sobre genes
especificos, iniciando-se processo de transcri¢ao e de sintese das proteinas que modulam
a proliferacdo das células epiteliais. A DHT, além de atuar diretamente no contingente
celular epitelial, representa um potente estimulador das células do estroma prostatico,
levando-as a secretar fatores de crescimento que também promovem a proliferacdo das
glandulas prostaticas (57).

HBP ¢ frequentemente associada com sintomas do trato urinario inferior (LUTS),
caracterizados por aumento da frequéncia urinaria e urgéncia, sensacdo de esvaziamento
incompleto da bexiga, fluxo urindrio fraco e interrompido, esfor¢o para iniciar a micc¢ao e
nocturia. Os sintomas podem ser avaliados por um instrumento designado International
prostate symptom score (IPSS). Cada um dos sete sintomas (frequéncia, urgéncia, fluxo
fraco, intermiténcia, esvaziamento incompleto, for¢a para urinar e noctdria) sdo
quantificados pelo paciente em uma escala de zero a cinco, com base em sua frequéncia.
A pontuagdo inferior a sete indica sintomas leves; pontuacdo de oito a dezenove indica
sintomas moderados, e uma pontuacao superior a 19 indica sintomas graves. Em adic¢ao
aos sintomas que podem ter impacto negativo sobre a qualidade de vida, a HBP pode
resultar em retencdo urinaria aguda, infecgdes recorrentes do trato urinario (ITU),
calculos na bexiga, incontinéncia urinaria, hematiria macroscopica e insuficiéncia renal.

A historia natural da HBP ¢ imprevisivel em homens individuais. Em um estudo
com homens que foram acompanhados durante cinco anos sem tratamento, 31%
relataram melhora dos sintomas, enquanto 16% relataram piora sintomatica (58). Os
homens com HBP sintomatica tem um risco de 23% de desenvolvimento de retencdo
urinaria aguda, se deixados sem tratamento (59). Um homem com idade acima de 60 anos
com sintomas obstrutivos tem uma probabilidade de 39%, em 20 anos, de ser submetido a
cirurgia prostatica (60).

Em contraste, o CaP ¢ considerado uma doenga epitelial e, frequentemente,
estende-se além dos limites anatomicos do 6rgdo (28). O CaP ¢ a segunda maior causa de
mortes por cancer na populacdo ocidental masculina, embora sua etiologia nao esteja

totalmente estabelecida (19).
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De todos os tumores malignos detectados nos EUA, 29% originam-se na prostata,
numa prevaléncia muito maior que os canceres de pulmao (15%) e de célon (10%) (61).
O desenvolvimento do carcinoma prostatico ¢ predominantemente de natureza enddcrina
e a sua incidéncia aumenta com a idade (54,62).

Estudos clinicos demonstraram que o risco para CaP chega a 22% dos individuos
com valores séricos de antigeno prostatico especifico (PSA) entre 2,5 e 4,0 ng/ml, sendo
que 16% desses individuos apresentaram grau histologico de Gleason 8 (63). Em outro
estudo, uma propor¢ao consideravel dos homens tinham caracteristicas patologicas
agressivas em pegas de prostatectomia radical, mesmo com PSA menor do que 2,5 ng/ml

no momento do diagnostico (64).

1.4 Inibidores da enzima Sa-redutase (5-ARI(s)): a dutasterida

As enzimas 5 « -redutases estdo envolvidas no metabolismo dos esterdides. Trés
isoenzimas de 5-AR ja foram identificadas e codificadas por diferentes genes (SRD5AI,
SRD5A2 e SRD5A3). O tipo 1 de 5-AR estd localizado predominantemente na pele,
figado, cérebro e prostata. O tipo 2 estd presente na prostata, vesiculas seminais e
epididimo. A 5-AR do tipo 3 € expressa em CaP e estd sendo investigada intensivamente
no campo de pesquisa do cancer da prostata. As isoformas 1 e 3 sdo expressas no CaP e
no CaP hormonio-refratario (65), e variagdes no gene da 5-AR do tipo 2 podem contribuir
para o desenvolvimento de cancer da prostata (66).

Os inibidores da 5-AR (5-ARIs) tém sido recomendados como opg¢do terapéutica
na diminui¢cdo do risco da HBP. A finasterida bloqueia a 5-AR tipo 2 e constitui um
agente antiandrogénico muito utilizado em HBP (67,68). Ja a dutasterida, atua inibindo a
enzima 5-AR tipos 1 e 2. A redu¢do da DHT ¢ de até 95% com o uso da dutasterida
contra 70% da finasterida, e com um tempo de agdo cinco vezes mais rapido (69). Sua
acdo inibitoria sobre a enzima 5-AR do tipo 1 € 45 vezes mais potente que a finasterida,
provocando reducdo rapida e sustentada nos niveis de DHT, além de apresentar melhor

tolerancia, com menores efeitos adversos em relagdo a finasterida (69).
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Os pacientes com obstru¢do mecanica (prostata de grande volume) podem ser
tratados com os 5-ARIs, os quais promovem atrofia do epitélio glandular com

consequente redugdo do volume prostatico (Figura 3)

Dutasterida
Inibidor

' 5ARII wstenda
Testosterona DHT = A
\ ibidor XV Redugéo
5ARI Dutasterida tamanho

prostata

5AR = alfa redutase
DHT= Dihidrotestosterona

Figura 3. Acao dos inibidores da Sa-redutase. Inibem a conversao da testosterona em
DHT, através dos inibidores tipo 1 e 2 (Dutasterida) e apenas tipo 2 (Finasterida).
Adaptado de Andriole et al. (70).

Casos com oclusdo mecanica ou funcional por prostatas pouco volumosas podem

ser tratados com bloqueadores a-adrenérgicos, que relaxam a musculatura lisa da prdstata

e colo vesical (56,71,72).

1.4.1 Inibidores da Sa-redutase e cancer de prostata

A Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO) tem mostrado forte
interesse em intervengdes preventivas do cancer, aplicaveis a pratica clinica (73). A
quimioprevengdo, uma area de intensa pesquisa, € particularmente relevante para a

pratica de oncologistas e urologistas, ja que a sua aplicagdo é bem adaptada a clinica e a
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tomada de decisdo ¢ geralmente compartilhada entre os profissionais da satde e seus
pacientes (73,74).

A dutasterida aumentou significativamente a apoptose em alguns tipos de cancer de
prostata em homens tratados por 45 dias ou mais. O tratamento com dutasterida por 6 a
10 semanas antes da prostatectomia também causou uma queda nos volumes tumorais e
de Neoplasia Intraepitelial Prostatica (NIP). Estes resultados, em combinagdo com a
eliminacdo quase completa da formagdo de DHT por agdo intraprostatica da dutasterida,
indicam que este composto pode ter capacidade supressora de tumor prostatico e, como
tal, poderia ser uma ferramenta valiosa para o tratamento ou prevencdo de CaP (75).
Estudos demonstraram que ndo houve alteragdo na escala de Gleason entre o grupo
tratado com dutasterida e o grupo placebo. Infelizmente, a grande maioria dos canceres
da prostata diagnosticados tém uma pontuagdo de Gleason de 7, e ainda ndo ¢é possivel
predizer com seguranga a sua evolugdo (53). A escala de Gleason avalia o grau de
diferenciagdo das células de tumor da prostata: a soma do padrio predominante de
Gleason (primario) com o padrdo secunddrio resulta na classificacdo final de Gleason
(dimensionada entre 2 e 10). Pacientes com um escore de Gleason < 6 quase que
invariavelmente tem um curso benigno, ndo-agressivo, enquanto os pacientes com uma
pontuagdo de Gleason > 8 estdo sob alto risco de recorréncia e morte. Outros trabalhos
demonstraram que a dutasterida reduziu a area epitelial em relagdo a estromal em tecidos
prostaticos neoplasicos e levou a involugdo e retracao epitelial na HBP (75,76,77). Diante
do exposto, ha evidéncias no uso da dutasterida como quimioprevengao do CaP.

Os efeitos dos 5-ARIs na prevengdo do CaP foram analisados em dois grandes
estudos, Reduction by Dutasteride of Prostate Cancer Events Trial (REDUCE) e Prostate
Cancer Prevention Trial (PCPT), ha cerca de 10 e 20 anos, respectivamente. O REDUCE
examinou o efeito da dutasterida na incidéncia de CaP detectado em bidpsias de homens
com maior risco da doenca durante o periodo de quatro anos (70). Ja o PCPT avaliou a
possivel relacdo dos efeitos da finasterida na reducao da prevaléncia do CaP de prostata
entre homens inicialmente saudaveis durante o periodo de estudo de sete anos (78).

PCPT e REDUCE demonstraram uma diminui¢do do nimero total de CaP em
relagdo ao placebo de 25% e 23%, respectivamente. Porém a redugdo global do risco foi

decorrente da reducdo em tumores de baixo grau e houve aumento no niimero de tumores
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de alto grau detectados por bidpsias nos homens tratados com 5-ARIs (79). Diversas
hipoteses foram sugeridas para explicar esse aumento: viés de deteccdo com base no
volume de prostata, exclusdes excessivas de pacientes do brago placebo devido ao
desenho do estudo, melhora na sensibilidade do PSA, etc.

Apesar das reducdes documentadas na incidéncia global de CaP, os 5-ARIs estao
no centro de uma disputa. A ASCO e a Associagdo Americana de Urologia (AUA)
apresentaram diretrizes clinicas para o uso de 5-ARIs para a quimioprevencao do CaP em
2008. Em 2012, ambas as entidades eliminaram a quimiopreven¢dao das principais
"Diretrizes Clinicas", devido a ndo-aprovacao da Food and Drug Administration (FDA)
para o uso de dutasterida na quimioprevencao do CaP.

Todos os investigadores concordam que 5-ARIs reduzem a incidéncia de CaP de
baixo grau, mas a sua utilizacdo para o CaP de alto grau ¢ controversa. Nao ¢ claro se os
5-ARIs produzem o CaP de alto grau ou se aumenta a taxa de detec¢do de cancer da
prostata de alto grau. Analise adicional dos dados PCPT sugeriu a segunda opgao, ja que
0s 5-ARIs reduzem o tamanho da prostata e promovem maior sensibilidade da biopsia de
prostata (26,27).

O Instituto Nacional do Cancer (NCI) e a ASCO definem quimioprevengdao como
a supressao ou atraso de desenvolvimento de cancer ou recorréncia do cancer por uma
substancia natural, sintética ou biologica (80). Os 5-ARIs ainda permanecem como os
agentes quimiopreventivos mais promissores para o CaP (81).

Virias teorias tém sido propostas para explicar o aumento dos canceres de alto grau
pelos 5-ARIs. A redugdo da ativagdo do ER pode oferecer uma explicagdo. O metabolito
da So-dihidrotestosterona, o Sa-androstano-3B, 17B-diol (3B-androstanodiol) foi
identificado como um ligante natural para o ER} na prostata (30). Ao bloquear a sintese
de Sa-dihidrotestosterona, os 5-ARIs também bloqueiam a sintese de 3B-androstanodiol,

contribuindo assim para um ERf ndo ativo (Figura 4).
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Figura 4. Descricio simplificada da funcio de estrogenos e andrdégenos e seus
receptores correspondentes durante a carcinogénese da proéstata. A testosterona ¢
convertida em estrogeno pela enzima aromatase. Este, por sua vez, se liga ao receptor de
estrogeno a ou B (ERa ou PB) na prostata. A testosterona também € convertida no
andrégeno mais potente dihidrotestosterona (DHT) pela enzima Sa-redutase, em tecidos
reprodutivos. DHT ativa o receptor de andrégeno (AR), mas também ¢ convertido em 3[3-
androstanodiol pela 173 hidroxiesteroide desidrogenase (17BHSD6). Em termos de
proliferagdo, os dados atuais apontam para um papel estimulatéorio combinado entre
receptor de estrogeno ERa e de androgenos na préstata enquanto o ER[P inibe a
proliferagdo e estimula a diferenciacdo. Ambos os receptores de estrogeno possuem

afinidade para estradiol enquanto fitoestrogenos e 3f-androstanodiol ativam
seletivamente o ERf}. Adaptado de Hartman et al. (31).

Os 5-ARIs sdo provados eficazes para o tratamento da HBP. Com base na
discussdo anterior, um agonista seletivo de ERf, talvez em associagdo com um 5-ARI,
seria a combinagdo ideal para a prevencdo da HBP e CaP invasivos (53). A evidéncia
experimental aponta fortemente para uma funcdo supressora de tumor e, portanto, o
receptor ER[} deve também ser considerado como um alvo na fase tardia da doenga. A
supressao de ERp previne a diferenciagdo do epitélio. Esse mecanismo poderia explicar a

maior incidéncia de tumores pouco diferenciados em grupos de tratamento com 5-ARIs

(49,79)
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1.4.2 Inibidores da Sa-redutase e HBP

Os 5-ARIs disponiveis sdo a finasterida e a dutasterida, e tém sido muito
recomendados como op¢ao na diminui¢ao do risco da HBP.

A AUA e a Associagao Europeia de Urologia (EAU) publicaram recomendagdes
para a avaliacdo de homens com LUTS e o tratamento de homens com HBP sintomatica.
As terapias médicas recomendadas por esses dois organismos incluem os antagonistas
al-adrenérgicos: terazosina, doxazosina, tansulosina e alfuzosina; e os 5-ARIs:
finasterida e dutasterida (82).

Segundo alguns autores (67,68,83) a finasterida produziu uma diminuic¢ao de 15 a
30% no volume da glandula apos seis meses de tratamento. Isso promove alivio dos
sintomas em 30 a 35% dos pacientes e esta melhora, em geral, torna-se aparente apos trés
ou quatro meses de tratamento.

Estudo com a dutasterida reduziu significativamente a incidéncia de progressao
clinica da hiperplasia benigna da prostata em quatro anos, com redugdo do risco relativo
de mais de 50% e um perfil de efeito colateral aceitavel (84).

Dados de estudo clinico duplo-cego, de dois anos de acompanhamento
demonstraram que a dutasterida ¢ bem tolerada, com um perfil comparavel com a do
placebo. A excecdo ¢ incidéncia ligeiramente elevada de disfuncao erétil, diminui¢ao da
libido, distirbios de ejaculagdo e ginecomastia. A dutasterida reduziu as concentragdes
séricas de PSA total em torno de 50% ap0s seis, 12 e 24 meses de tratamento. O perfil de
seguranca da dutasterida ndo difere da finasterida. Além disso, quando a dutasterida foi
utilizada em combinagdo com um bloqueador al-adrenérgico, os perfis de eventos
adversos relacionados com os farmacos foram semelhantes com o uso dos agentes
individualmente (85).

O estudo MTOPS, que associou finasterida e doxazosina (86), bem como o
CombAT, combinacao de dutasterida e tansulosina (87), mostraram que a combinagdo de
5-ARIs e bloqueadores al-adrenérgicos pode interromper a progressao da HBP entre os
homens com sintomas do trato urindrio inferior moderados a graves, aumentando o
beneficio observado em homens com a prostata aumentada.

Os 5-ARIs tém sido desenvolvidos para o tratamento de HPB, e o uso em longo

prazo de finasterida (20 anos) e dutasterida (10 anos) demonstrou a sua utilidade e
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seguran¢a para sintomas moderados a graves para esta doenca. Os 5-ARI induziram

consistente reducdo do tamanho da préstata e melhora da taxa de fluxo urindrio. Muitos

investigadores estudam o envolvimento de 5-ARIs para prevenir o CaP, embora 5-ARIs

ainda nao foram aprovados para prevencao do CaP (88).

A Tabela 1 resume as orientagdes especificas das sociedades para o uso de 5-ARIs

para LUTS e aumento da prostata:

Tabela 1. Comparagao de diretrizes de recomendagdo para uso de 5-ARIs

AUA (2010)

A combinacdo de um a-bloqueador e 5-ARIs (terapia combinada) é um tratamento
adequado ¢ eficaz para pacientes com sintomas do trato urindrio baixo
(LUTS) com aumento do volume da préstata ao USG, PSA aumentado e/ou aumento da
prostata ao exame digito-prostatico Os 5-ARIs podem ser usados para prevenir a
progressdo de LUTS secundaria a HBP e para reduzir o risco de retengdo urinaria e
cirurgia prostatica no futuro. Os 5-ARIs ndo devem ser usados em homens com LUTS
sem prostata aumentada.

Os 5-ARIs sdo um tratamento adequado e efetivo para homens com LUTS secundério a

HBP que tem prostata volumosa.

EAU (2012)

Os 5-ARIs devem ser oferecidos para homens com LUTS moderado a severo, e prostata
> 40 ml ou aumento da concentragdo de PSA (> 1,4 - 1,6ng/dl). Os 5-ARIs podem evitar
a progressdo da doenga em relacdo a retengdo urinaria aguda e a necessidade de cirurgia

da prostata (nivel de evidéncia 1b, Grau A).

CUA (2010)

Os 5-ARIs sdo adequados e efetivos para tratamento de pacientes com LUTS associados
ao aumento da prostata (nivel de evidéncia 1, grau A). Os 5-ARIs em combinacdo com
um o-bloqueador sdo adequados e efetivos para tratamento de pacientes com LUTS
associados ao aumento do volume prostatico. A terapia combinada pode efetivamente
retardar a progressdo da doenca sintomatica, enquanto a terapia combinada e/ou
monoterapia com 5-ARIs pode diminuir o risco de retencdo urinaria e ou cirurgia

prostatica (nivel de evidéncia 1, grau A).

NICE (2012)

Oferecer 5-ARIs para homens com LUTS, prostata > 30 g, PSA> 1,4 ng/mL, e alto risco
para a progressdo da doenga (por exemplo, homem mais idoso).
Considerar a oferta de combinag@o de 5-ARIs com a-bloqueador para os pacientes com

LUTS moderados a graves, tamanho da prostata > 30 g e PSA > 1,4 ng / mL.

5-ARIs: inibidores da Sa-redutase; AUA: Associacdo Americana de Urologia; EAU:
Associagdo Europeia de Urologia; CUA: Associacdo Canadense de Urologia; NICE:
Instituto Nacional para a Exceléncia em Cuidados com a Satde. Adaptado de Kang e

Chung (88)
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1.4.3 Efeitos adversos da dutasterida

Os ensaios clinicos com 5-ARIs apresentam taxas de prevaléncia de disfuncao
erétil de 5 a 9%, estando associado com o desejo sexual diminuido e alteracdo orgasmica.
Os pacientes que recebem terapia com 5-ARIs devem ser orientados quanto aos
potenciais efeitos adversos sexuais e psicologicos (89). Outros estudos indicam que o uso
de 5-ARIs em homens com disfun¢dao sexual ndo agrava significativamente disturbios
ejaculatorios pré-existentes ou dificuldades de ere¢ao, mas pode prejudicar a sua vida

sexual por meio da redugao da libido e da erecdo espontanea (90).
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2. Objetivos

As evidéncias para o uso da dutasterida na HBP sdo promissoras, contudo davidas
ainda persistem quanto aos seus efeitos na prostata de homens com baixo risco para o
desenvolvimento de cancer, bem como sua adogdo como estratégia terapéutica efetiva e

segura na pratica clinica. Portanto, os objetivos deste estudo sdo:

1. Caracterizar os efeitos histofisiologicos da dutasterida sobre os receptores de
hormdnios sexuais esteroides na prostata humana, bem como verificar a
viabilidade desses receptores como marcadores adjuvantes ao PSA.

2. Avaliar e comparar o indice de massa corporal (IMC), o volume da préstata ao
ultrassom (USG) transretal, dosagens séricas de hormonios esteroides
(estrogeno e testosterona) e de PSA nos dois grupos, estudados ao longo de 12
meses.

3. Quantificar a imunorreatividade de receptores de hormonios sexuais esteroides
que se relacionam com balango apoptotico e proliferativo em tecido

prostatico, biopsiado antes e apos o tratamento com a dutasterida.
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3. Pacientes e métodos

3.1 Selecao dos Pacientes

Foram avaliados pacientes provenientes do Ambulatorio de Saude do Homem do
Hospital Municipal de Paulinia (HMP), em Paulinia-SP. Os pacientes que procuraram o
servigo médico para rotina de prostata, com niveis de PSA entre 2,5 ¢ 4,0 ng/dl, e idade
variando entre 45 e 70 anos, assintomaticos ou LUTS leve. Os mesmos foram submetidos
aos questiondrios de avaliacdo clinica (ANEXO 1), assinaram consentimento livre e
esclarecido (ANEXO 2), realizaram medida do fluxo urinério, coleta de sangue para
avaliag¢do laboratorial e finalmente, bidpsias prostaticas guiadas por ultrassom transretal
realizando-se a medida do volume prostatico imediatamente antes das biopsias (ANEXO

3).

3.1.1 Critérios de Inclusao
- consentimento livre e informado para participag¢ao neste estudo;
- idade entre 45 e 70 anos;

- niveis de PSA entre 2,5 e 4,0 ng/dl.

3.1.2 Critérios de Exclusao

- manipula¢do hormonal, uso de a-bloqueador ou 5-ARIs nos ultimos 12 meses;
- antecedente familiar de primeiro grau (pai ou irmdo) de CaP;

- diagnostico de CaP prévio ou na bidpsia inicial;

- infeccdo urindria, prostatite ou uso cronico de sonda vesical.

3.2 Desenho Experimental
Em seguida, os pacientes foram divididos em dois grupos:
1) Grupo tratado com dutasterida;
Receberam dutasterida 0,5 mg, uma vez ao dia.
2) Grupo placebo (controle);

Receberam placebo (excipiente) uma vez ao dia.
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O periodo de seguimento de todos os pacientes foi de doze meses. Para tanto,
10.000 capsulas contendo o principio ativo (dutasterida 0,5 mg) ou excipiente (placebo)
foram envolvidos em cépsulas e fornecidas por farmacia de manipulagao certicada pelo
Conselho Federal de Farmacia, em Paulinia-SP, dispensadas trimestralmente.

A divisdo dos grupos foi realizada de forma randdmica e aleatoria, utilizando-se
para isto um software especifico (ANEXO 4). Apos esta randomizagdo, os pacientes, de
forma “duplo-cego”, receberam as capsulas que foram designadas “A” e “B”. O paciente
e o pesquisador ndo tinham conhecimento sobre o conteido dos frascos; apenas o
fornecedor teve tal conhecimento. Cabe salientar que as capsulas foram fornecidas em
diferentes lotes; em cada um deles, duas amostras (uma do frasco A, outra do B) foram
mantidas até o final do estudo, para confirmagdo da composi¢ao das capsulas “A” e “B”
(Figura 5). Os lotes foram fracionados de maneira a fornecer capsulas necessarias para o
tratamento trimestral dos pacientes (ja& que estes foram trimestralmente monitorados),
estando os frascos devidamente lacrados de modo que o pesquisador ndo tinha contato
com a medicacdo fornecida. Os pacientes que ndo participaram do estudo ou
abandonaram o mesmo, continuaram sendo acompanhados de rotina sem qualquer

prejuizo ao seu seguimento clinico.

14/11/2009 -A
4 ) ore - 2538

Jalidade - 1 |1zl2es0
OO

Figura 5. Capsulas contendo o principio ativo (dutasterida 0,5 mg) ou excipiente
(placebo). As capsulas foram fornecidas em diferentes lotes; em cada um deles, duas
amostras (uma do frasco A, outra do B) foram mantidas até¢ o final do estudo, para
confirmacao da composi¢ao das capsulas “A” e “B”.
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Os pacientes selecionados para a participagdo no estudo foram também avaliados
clinicamente, mediante exames fisicos e laboratoriais, anteriormente ao inicio do
tratamento (tempo zero). Apos doze meses, todos os pacientes foram ressubmetidos aos
mesmos exames clinicos, e novamente biopsiados. Os fragmentos das bidpsias foram
avaliados por um patologista experiente. Sendo assim, no inicio e ao final do estudo,
todos os pacientes realizaram:

- Exames laboratoriais: PSA total (material: soro; método: imunoensaio em fase solida
quimioluminescéncia quantitativa / Automacdo: DPC medlab Immulite 2000),
dosagem de testosterona total e estrogeno (material: soro; método:
quimioluminescéncia quantitativa / Automacao: Kit Siemens Medical Solutions, Los
Angeles, CA). Os pacientes foram submetidos a jejum prévio de 8 a 12 horas para
coleta do sangue;

- Questionario do IPSS (ANEXO 5), Fluxometria, International Index of Erectile
Function (IIEF-5) (ANEXO 6);

- Exame fisico com exame digito prostatico (EDP);

- Dados Antropométricos — circunferéncia abdominal;

- USG transretal da préostata, com medidas e aspectos morfoldgicos da mesma,;

- Biopsias guiadas por ultrassom sob anestesia locorregional.

3.3 Ultrassom Transretal da Prostata e Biopsias

As bidpsias foram realizadas no setor de radiologia do HMP-SP, sempre pelo
mesmo pesquisador, utilizando-se USG transretal com doppler para anestesia
locorregional (Figura 6). O paciente era posicionado em decubito lateral esquerdo,
injetando-se lidocaina geléia com seringa de 20 ml no orificio anal. Em seguida, era
introduzido o transdutor endocavitario (probe 7,5 MHz; Toshiba SSA-250-A, Toshiba,
Toquio, Japao) tipo “end fire” no modo B foi pelo canal anal fazendo-se a varredura nos
planos sagital e ortogonal (coronal obliquo). Neste momento era estimado o peso
prostatico, por meio da multiplicagdo de trés dimensdes da glandula (maiores eixos de
comprimento, largura e altura) por um fator n/6 (aproximadamente 0,52), assumindo-se
que um mililitro de tecido prostatico corresponde a, aproximadamente um grama (91). O

ganho do doppler colorido era ajustado para pequenos vasos e baixo fluxo por parametros
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de baixa velocidade e alta sensibilidade. Para anestesia locorregional foi utilizada agulha
de 19 gauge, sendo a pungdo guiada pelo USG com doppler, injetando-se lidocaina a 2%
sem vasoconstritor na regido periprostatica apical e basal, junto ao feixe neurovascular
em quatro pungdes: duas em cada lobo prostatico (direito e esquerdo), injetando-se 2,5 ml
do anestésico em cada puncao (92). Apds o bloqueio anestésico foi posicionada agulha de
18 gauge, acoplada a pistola de bidpsia ProMag 2,2 (Medical Devices Technologies;
Florida, EUA), obtendo-se 12 fragmentos prostaticos por bidpsia sextante: 2 fragmentos
basais, 2 mediais e 2 apicais, de cada lobo prostatico (93,94). Os fragmentos foram
devidamente colocados em frascos individuais e identificados sua localizagdo (12
frascos), contendo formol 10%, inserindo-se o nome do paciente em todos os frascos,
encaminhados a seguir para analise anatomopatologica. Todos os pacientes receberam
antibioticoterapia com ciprofloxacina um dia antes do exame, mantendo-se 0 mesmo

antibidtico por mais dois dias consecutivos na dosagem de 500 mg via oral de 12/12h.

Figura 6. Equipamentos utilizados para a realizacdo de Ultrassom Transretal da
Proéstata e Bidpsias, com medidas e aspectos morfolégicos da mesma.

3.4 Andlises anatomopatolégicas
Amostras prostaticas provenientes de biopsias de todos os pacientes foram fixadas
por imersdao em formaldeido tamponado (10%) por doze horas. Apds a fixagdo, os tecidos

foram lavados em dlcool etilico a 70%, com posterior desidratacdo em uma série
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crescente de alcoois. Posteriormente, os fragmentos foram diafanizados (clareados) com
xilol por 2 horas e inclusos em polimeros plasticos (Paraplast Plus, ST. Louis, MO,
EUA). Em seguida, os materiais foram seccionados no microtomo Leica RM 2165
(Leica, Munique, Alemanha) com espessura de 5 um, corados com Hematoxilina-Eosina
e fotografados no fotomicroscopio Axiophot (Zeiss, Munique, Alemanha). A
caracterizagdo anatomopatologica das amostras foi baseada em critérios morfologicos, de

acordo com Mostofi e Price (95), por um patologista experiente.

3.5 Imunomarcacao para AR, ERa, ERp e Ki-67

Amostras prostaticas de todos os pacientes, as mesmas utilizadas para as analises
histopatologicas, foram utilizadas para as imunomarca¢des. Foram obtidos cortes com 5
pum de espessura no microtomo rotativo Biocut 1130 (Reichert-Jung, Munique,
Alemanha), coletados em laminas silanizadas. A recuperagdo antigénica foi realizada por
incubagdo dos cortes em tampao citrato (pH 6,0) a 100 °C em microondas ou tratamento
com proteinase K, dependendo das caracteristicas de cada anticorpo. O bloqueio das
peroxidases endogenas foi obtido com H>0» (0,3% em metanol) com posterior incubagado
em solucdo bloqueadora com albumina soro bovino (BSA) 3%, em tampao TBS-T por 1
hora em temperatura ambiente. Posteriormente, os antigenos AR, ERa, ERP e Ki-67
foram localizados através dos anticorpos primarios especificos (Tabela 2), diluidos em
BSA 1% e armazenados overnight a 4 °C. O kit MACH 4 Universal HRP-Polymer
(Biocare Medical, EUA) foi usado para deteccdo dos antigenos, de acordo com as
instrucdes do fabricante. Apos lavagem com tampao TBS-T, os cortes foram incubados
com anticorpo secundario conjugado a peroxidase proveniente do kit MACH 4 por 40
minutos e, posteriormente revelados com diaminobenzidina (DAB), contra-corados com
hematoxilina de Harris e avaliados no fotomicroscopio Nikon Eclipse Ni-U (Nikon,
Toquio, Japao) equipado com camera Nikon DS-RI-1 (Nikon, Toquio, Japao).

Para avaliar a intensidade das imunorreatividades dos antigenos, a porcentagem de
células epiteliais e/ou estromais positivas foi examinada em dez campos para cada
anticorpo com aumento de 400 vezes. A intensidade da marcacdo foi graduada em uma
escala de 0 a 3, e expressa como 0 (auséncia de imunorreatividade, ou 0% de células

epiteliais e/ou estromais positivas); 1 (fraca imunorreatividade, de 1 a 35% de células
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epiteliais e/ou estromais positivas); 2 (moderada imunorreatividade, entre 36 ¢ 70% de
células epiteliais e/ou estromais positivas); 3 (intensa imunorreatividade, > 70% de

células epiteliais e/ou estromais positivas) (96).

Tabela 2. Caracteristicas dos anticorpos primarios para imunomarcagdo ¢ Western
Blotting.

Anticorpos primdrios Espécie hospedeira Codigo Fonte
AR Coelho (policlonal) ab74272 abcam, EUA
. Merck-Millipore,
ERa Coelho (policlonal) 04-227 EUA
Camundongo
ERp ab16813 abcam, EUA
(monoclonal)
Ki-67 Coelho (policlonal) ab66155 abcam, EUA

3.6 Contagem de Células Ki-67 Positivas e Determinacao do Indice Proliferativo

Os indices proliferativos foram obtidos por contagem das células Ki-67 positivas.
Amostras prostaticas de todos os pacientes, as mesmas destinadas as analises
histopatologicas, foram utilizadas. Dez campos de cada espécime foram analisados com
objetiva de 100 vezes de aumento, e o indice proliferativo foi determinado dividindo-se o
numero de células Ki-67 positivas pelo nimero total de células encontradas nos campos

microscopicos.

3.7 Deteccao da Apoptose e Determinacao do Indice Apoptético

Amostras prostaticas de todos os pacientes, as mesmas destinadas as analises
histopatologicas, foram submetidas a reagdes de deteccdo da fragmentagdo do DNA. A
fragmentacdo do DNA foi avaliada utilizando o sistema de deteccdo conjugado a
peroxidase (Calbiochem, Madison, WI, EUA), de acordo com as instrugdes do
fabricante. No processo de apoptose, a quebra do DNA resulta em varios fragmentos
com extremidades 3'-OH livres. A metodologia consiste em detectar, enzimaticamente,
as extremidades 3-OH livres com nucleotideos modificados. Os reagentes providos pelo
kit Calbiochem consistem em marcar as extremidades 3’-OH livres. O tampao de reagao

contém nucleotideos e a enzima terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT). A TdT ¢
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capaz de adicionar, diretamente, nucleotideos nas extremidades 3-OH dos fragmentos de
DNA. Os nucleotideos incorporados formam um oligdmero composto de digoxigenina
conjugada com nucleotideos. Assim, os complexos digoxigenina-nucleotideos foram
reconhecidos por anticorpos anti-digoxigenina que estdo conjugados com peroxidase. Os
cortes foram revelados com diaminobenzidina (DAB), contra-corados com hematoxilina
de Harris e avaliados no fotomicroscopio Nikon Eclipse Ni-U (Nikon, Téquio, Japao)
equipado com camera Nikon DS-RI-1 (Nikon, Téquio, Japao).

A seguir, dez campos de cada espécime foram analisados com objetiva de 100
vezes de aumento e o indice apoptdtico foi determinado dividindo-se o numero de

nucleos apoptdticos pelo numero total de nticleos encontrados nos campos microscopicos.

3.8 Analise Estatistica

Os dados foram analisados separadamente para os grupos placebo e dutasterida e
expressos como média + erro-padrdo da média. A andlise estatistica foi realizada
utilizando-se software GraphPad Prism versdao 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, EUA), e o método estatistico empregado foi o Teste t de Student (para andlises de

amostras independentes). As diferencas foram consideradas significativas para p<0,05.
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4. Resultados

4.1 Analise Geral da Amostra

Dos 72 pacientes inicialmente selecionados, 16 (22,2%) foram diagnosticados com
neoplasia prostatica na primeira bidpsia, sendo excluidos deste estudo. Restaram 56
pacientes, que foram randomizados (Figura 7). Destes 56 pacientes, dois perderam o
seguimento proposto e outros cinco foram diagnosticados com neoplasia prostatica na
segunda biopsia, apds os 12 meses de tratamento, sendo também excluidos do estudo.
Assim, o numero de pacientes que constituiu cada grupo (ANEXO 7) foi: grupo Placebo

(n=24) e grupo Dutasterida (n= 25).

72 pacientes

1a Bi6opsia

Randomizacdo

56 pacientes(28 placebo e
28 dutasterida) seguidos

por 12 meses

22 Bidpsia

2 Abandonos 5 com neoplasias

Figura 7. Analise geral da amostra. 72 pacientes foram incluidos para o estudo, e,
descartada neoplasia, randomizados em dois grupos (placebo e dutasterida). Apos 12
meses o estudo foi concluido com 24 pacientes no grupo placebo e 25 no grupo
dutasterida.
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4.2 Ultrassom Prostitico e Indice de Massa Corporal

Houve redugao significativa (p=0,002) do volume da préstata ao USG no grupo
dutasterida em comparagao com grupo placebo (Tabela 3). O volume da prostata foi
reduzido, em média, em 28% nos pacientes que receberam a dutasterida ao final dos 12
meses de estudo. Por outro lado, ndo houve alteracdes estatisticamente significativas no

IMC (Tabela 3).

Tabela 3. Volume prostatico ao USG e IMC nos grupos Placebo e Dutasterida.

Grupos
Placebo Dutasterida
(n=24) (n=25)
Inicial 40,09 £ 3,24° 36,96 + 2,612
Volume USG @wem) 'y ) 4143 + 2540 29,’990 £ 1720
IMC kg In@cial 23,25 £ 0,64* 23,63 £ 0,90°
Final 23,08 £ 0,622 23,98 + 0,87°

# = auséncia de diferenca estatisticamente significante em relacdo ao placebo;
b = diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao placebo;

¢ = diferenga estatisticamente significativa, intragrupo, em relagdo ao inicial.
IMC: indice de massa corporal, USG: ultrassom.

4.3 Analise Sérica de PSA, Testosterona e Estrégeno

Houve uma redugdo significativa (p=0,008) de PSA sérico no grupo dutasterida
(Figura 8A) apds os 12 meses propostos de tratamento. Esta reducdo foi de 38,64% em
pacientes que receberam dutasterida em comparacdo aos pacientes que receberam
placebo.

Nao houve alteragdes estatisticamente significativas nos niveis de estrégeno
séricos do grupo dutasterida em comparacao ao grupo placebo (Figura 8B), embora um
discreto aumento tenha sido observado. Além disso, nenhuma alteragdo nos niveis de
testosterona no soro entre os grupos analisados foi observada, apds os 12 meses de

tratamento (Figura 8C).
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Figura 8. (A) Variacdo do Antigeno Prostatico Especifico (PSA), (B) variacdo do
Estrogeno, (C) Variacao de Testosterona. Grupos placebo e dutasterida, * = auséncia de

diferenca estatisticamente
estatisticamente significativa em relag@o ao placebo.
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4.4 Imunoistoquimica para AR, ERa, ERp

Houve aumento significativo na porcentagem da imunorreatividade para AR e
ERp no grupo dutasterida em comparacdo com o grupo placebo (Tabela 4 e Figura 9A, B,
E e F). Neste sentido, houve alteracdo de uma moderada imunorreatividade (36 a 70% de
células prostaticas positivas) para intensa imunorreatividade (> 70% de células
prostaticas positivas) no AR e uma alteragdo de baixa imunorreatividade (1% a 35% de
células prostaticas positivas) para intensa imunorreatividade (> 70% de células
prostaticas positivas) no ERB. Em contraste, ndo houve alteracdo significativa na
porcentagem de imunorreatividade para o ERa no grupo dutasterida em comparagdo com

grupo placebo (Tabela 4 e Figura 9C e D).

Tabela 4. Imunomarcagdo de antigenos (intensidade) em células epiteliais da zona
periférica da prostata nos grupos Placebo e Dutasterida.

Grupos
Antigenos Placebo Dutasterida
(n=24) (n=25)
AR 2 (42.1%) 3 (95.1%)
ERa 1(22.5%) 1 (34.0%)
ERpB 1 (5.8%) 3 (80.3%)

0 = auséncia de imunorreatividade; 1 = fraca imunorreatividade; 2 = moderada
imunorreatividade; 3 = intensa imunorreatividade. AR: receptor de androgeno. ERa:
receptor de estrogeno a. ERf: receptor de estrogeno f.
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Figura 9. Imunomarcacio da zona periférica da proéstata. Grupo placebo = a, c, e;
Dutasterida = b, d, f. (a) Moderada imunorreatividade para receptor de andréogeno (AR)
(setas) no epitélio secretor prostatico. (b) Intensa imunorreatividade para AR (setas) no
epitélio prostatico. (c), (d), Fraca imunorreatividade para receptor de estrogeno o (ERa)
(setas) em epitélio secretor prostatico. (e) Fraca imunorreatividade para receptor de
estrogeno B (ERP) (setas) em epitélio prostatico. (f) Intensa imunorreatividade em ER[3
(setas) no epitélio secretor prostatico. Ep: epitélio. St: estroma.
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4.5 Contagem de Células Ki-67 Positivas (Determinacao do Indice Proliferativo) e

Deteccao de Apoptose (Determinacio do Indice apoptético)

Foi observado um aumento significativo (p<0,0001) nos indices apoptotico e
proliferativo no grupo dutasterida em compara¢do com o grupo placebo (Figura 10), com
uma predominancia na taxa de apoptose em comparagdo ao indice proliferativo. Ou seja,
a apoptose foi maior do que o processo proliferativo nos pacientes que receberam
dutasterida em comparagdo aos pacientes que receberam o placebo. A razdo
proliferagdo/apoptose (Figura 11), foi de 1,3+0,4 para o grupo placebo e de 0,54+0,2 para
o grupo dutasterida, com uma diminui¢do significativa (p<0,0001), indicando

predominancia do processo apoptotico.

10 11

Proliferation and Apoptosis Index Proliferation/Apoptosis ratio

b B2 Placebo
8 E=3 Dutasteride

percentage (%)

. . N —
24 ﬁ m e 3..
! Prolife'ration Apop'tosis Placebo Dutasteride
Index Groups

Figura 10. Indice Proliferativo e Figura 11. Razao Proliferacao e
Apoptético. Grupos placebo e dutasterida, Apoptose. A razio proliferacdo/apoptose
& = auséncia de diferencga estatisticamente foi de 1,3+0,4 para o grupo placebo e de
significativa em relagdo ao placebo; ® = 0,54+0,2 para o grupo dutasterida, com
diferencga estatisticamente significativa em uma diminui¢do significativa (p<0,0001),
rela¢do ao placebo. Aumento significativo indicando predominancia do processo
(p<0,0001) de apoptose e proliferacdo no apoptético.

grupo dutasterida em relagdo ao grupo
placebo, com predominio de apoptose no
grupo dustasterida.
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5. Discussao

Os dados do presente estudo evidenciam que o uso da dutasterida em pacientes
assintomaticos resulta em diminui¢ao de volume prostatico ao USG e do PSA sérico, com
aumento de proliferagdo e apoptose na glandula, predominando a apoptose, bem como
aumento da expressdo de AR e ERf. Estes resultados contribuem para a elucidacdo do
papel da dutasterida na funcdo prostatica humana, colaborando para um melhor
entendimento dos efeitos desta droga.

O decréscimo significativo nos valores séricos de PSA e do volume prostatico ao
USG no grupo dutasterida, demonstrados neste estudo, ndo se acompanhou de alteragdes
nos niveis de testosterona. Vale mencionar que embora os niveis de DHT nao tenham
sido aqui avaliados, ¢ sabido que a dutasterida reduz os niveis deste metabolito em até
95% (69), e, portanto, a atrofia do epitélio glandular é uma consequéncia direta do uso
deste 5-ARI. Embora a utiliza¢do destes agentes no tratamento de HPB tenha sido bem
documentada na literatura e eles sejam atualmente empregados, 0 mesmo ndo acontece
em relagdo a quimioprevengdo de CaP.

De fato, ha um consenso de que o uso de 5-ARIs reduz a incidéncia de CaP de
baixo grau; naqueles de alto grau, entretanto, seu beneficio € controverso. Nao € claro se
os 5-ARIs produzem o CaP de alto grau, ou aumenta a taxa de detec¢do de cancer da
prostata de alto grau. Andlise adicional dos dados do PCPT sugeriu a segunda opgao. Os
5-ARIs reduzem o tamanho da préstata promovendo assim maior sensibilidade da bidpsia
de prostata, aumentando a importancia do exame de toque retal e dos niveis de PSA
(97,98).

Finelli et al. (99), acompanhando homens em vigilancia ativa para CaP com
terapia de 5-ARIs, demonstrou uma diminui¢do de 50% na chance de progressao
patologica, avaliada por biopsia de prostata, apds um periodo médio de acompanhamento
de 38,5 meses.

Virias teorias tém sido propostas para explicar o aumento na incidéncia dos
canceres de alto grau pelos 5-ARIs. A redugdo da ativacdo do ERP} pode oferecer uma

explicagdo (30).
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Ja existe uma quantidade consideravel de provas de que os estrogenos
desempenham um papel importante no desenvolvimento e homeostase da prdstata, com
acoes diferentes sendo mediadas pelos ERP e ERa, epitelial e estromal. Os dois tipos de
receptores de estrogeno podem desempenhar papéis distintos em muitas doengas da
prostata, incluindo a progressdo do cancer. E possivel que agonistas e antagonistas
especificos destes receptores possam proporcionar estratégias terap€uticas mais benéficas
em ensaios clinicos futuros (44). Esta possibilidade ¢ particularmente relevante e
oportuna, dada a incerteza sobre a eficicia do teste de PSA sérico para predizer o
desfecho do cancer de proéstata (100,101).

Em nosso estudo, o tecido prostatico colhido e analisado por imunohistoquimica
apresentou aumento significativo da imunorreatividade para AR e ERP no grupo
dutasterida em relagao ao placebo.

As agdes dos estrogenos sobre a prostata sdo geralmente consideradas de forma
independente, com foco nas ac¢des opostas através dos dois subtipos de receptores: os
efeitos benéficos, pro-apoptdticos através da ativacdo ERP e os efeitos adversos
mediados por ERa (102). ERa € proliferativo e pro-oncogénico, enquanto ERP ¢ anti-
proliferativo, pro-apoptdtico e anti-metastatico (103).

Nossos achados demonstraram que os indices apoptéticos e proliferativos foram
significativamente maiores no grupo dutasterida, sendo que um predominio do processo
apoptotico foi evidenciado, corroborando com o aumento da imunorreatividade para ERf.

Estudos anteriores relataram que nao ha correlagdo entre a expressdao dos ER3 na
HBP (30). Contudo, quando héa ocorréncia de CaP verificou-se decréscimo do mesmo,
com aumento da expressao em estagios avangados da doenga incluindo metastase (30).
Prins et al. (48) também sugerem que ERP presente no epitélio prostatico pode ter
importante papel na regulacdo do crescimento glandular.

Em estudo recente, Hussain et al. (104) mostraram que ERP induz apoptose em
células da lamina basal, o que inclui células progenitoras ou células-tronco do tecido
prostatico de murinos € humanos. Foi demonstrada uma acao de ER, independente dos
niveis de testosterona sistémicos, sobre células-tronco/progenitoras da prostata, com

grande potencial regenerativo. Eles descrevem que a ativagdo de ER[P e a castragdo
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afetam diferentes populacdes celulares, incluindo tais células-tronco, resistentes a
castracdo, necessarias para a regeneracao de epitélio progenitor de células de origem do
CaP. Estas células ndo expressam AR, mas sdo responsivas a agdo de agonistas de ER.
Foram administrados dois ciclos de agonista ERP de curto prazo (83-VE2). O tratamento
com o agonista atenua clonegenicidade de auto-renovagdao das células estaminais /
progenitoras da préstata de murino e esgota as células basais prostaticas, tanto de murinos
quanto em humanos. Finalmente, demonstra-se as vantagens combinadas de estimulagdo
seletiva do ERp, incluindo a inducdo de morte celular em tecidos pos-castraciao
quiescentes. Apos a castragdo, a ativacdo do ERP induziu ainda mais a apoptose em
células basais, luminais e intermediéria. Estes resultados revelam uma nova vantagem de
ativacao ER[ para a doenca da prostata e sugerem que a combinagdo de ativacdo seletiva
do ERP com privacdo de andréogeno pode ser uma estratégia possivel para atingir as
células estaminais implicadas na origem das doencas da prostata (104). O agonista 8-
VE2 inicia a apoptose em células basais que resistem a castracdo, prejudicando
permanentemente a regeneracao da prdstata in vitro e in vivo. Desta forma, os alvos de
acao celular do 83-VE2 ratificam o potencial deste composto como um meio para visar as
células resistentes a castra¢do na prostata. O agonista ERf especifico 8-vinylestra-1, 3,5
(10)-trieno-3, 17B-diol, (88-VE2) desenvolvido pelo grupo do Dr. Fritzemeier, tem sua
seletividade ja descrita (105).

Embora a estimulagdo da atividade de cé€lulas-tronco para promover a regeneragao
seja uma estratégia terapéutica para diversos tecidos de adultos (incluindo coragdo, figado
e rim), o mesmo ndo se aplica na vigéncia das doencas da prostata, onde o objetivo ¢é
impedir a regeneragdo. Assim, a ativa¢ao do ER[} seria benéfica. Este trabalho mostrou a
capacidade de atingir células resistentes a castragdo, clinicamente relevantes, e indica que
a ativacdo do ERf poderia ter potencial terapéutico de grande valor.

Com base na discussdo anterior, um agonista seletivo de ERP, talvez em
associagdo com um 5-ARIs seria a combinagao ideal para a prevencao de HBP e os CaP
invasivos, uma proposta ja sugerida (53,104,106). Além disso, evidéncias experimentais
apontam fortemente para uma funcdo supressora de tumor e, portanto, o ERf deve

também ser considerado um alvo na fase tardia da doencga. A supressdo de ERp previne a
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diferenciagdo do epitélio e pode explicar a maior incidéncia de tumores pouco
diferenciados em grupo de tratamento com 5-ARIs (49).

Juntos, estes trabalhos fornecem evidéncias convincentes de beneficio adicional
do uso de agonistas seletivos de ER em associagdo a castracdo e/ou terapia anti-
androgénica, o que aumentaria a eficacia do tratamento, através da regulacao da apoptose
em amostras prostaticas humanas.

Adicionalmente, estudos epidemioldgicos consideram os hormonios estrogénicos
como tendo papel fundamental na carcinogénese prostatica (107). E conhecido que
excessiva exposicdo aos estrogenos em diferentes etapas do desenvolvimento pode levar
a neoplasia prostatica (29). Walsh e Wilson (108) confirmaram a relagdo de estrégenos e
andrégenos usando modelo canino e demonstraram que os estrogenos podem causar o
desenvolvimento de hiperplasia glandular. Risbridger et al. (34), através de estudos com
animais knockout para a enzima aromatase demonstraram que as alteracdes malignas na
prostata sdo dependentes tanto das respostas androgénicas quanto estrogénicas. Nenhum
desses hormonios isoladamente seria capaz de deflagrar modelos aberrantes de
crescimento que resultem em malignidade. Em nosso trabalho, um discreto aumento dos
niveis séricos de estrogeno foi observado no plasma dos pacientes tratados com a
dutasterida. O IMC nao foi alterado em func¢do do uso desta droga. Enfatiza-se também,
que nenhuma rela¢do evidente entre prostata normal, dutasterida e IMC ¢ relatada na
literatura.

Os métodos tradicionais de previsdo de resultados apos a terapia local para o CaP
tém-se centrado em caracteristicas clinicas e patologicas, incluindo o estagio clinico da
doenca, PSA pré-tratamento e o estado de diferenciagdo tumoral (escore de Gleason). E
importante ressaltar que o escore de Gleason ¢ indiscutivelmente o parametro prognostico
mais importante no cancer de prostata (53). Estudos mostram que o alto grau de Gleason
(pouco diferenciado) exibe diminuicdo dos niveis de ERP, HIF-1a, VEGF e Snaill
nuclear, mas aumento desses niveis nas lesdes de baixo grau. Além disso, niveis do
mRNA de ERP podem apresentar-se reduzidos em CaP hormonio-refratario, apoiando a

afirmac¢ao da perda de ERP com a progressao da doenga (52).
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Apesar de o presente trabalho estudar tecidos prostaticos normais, existe forte
correlacdo dos nossos resultados com trabalhos que estudam CaP. Ambos os tecidos
expressam ER, com predomino de ERP (apoptdtico) em tecido normal, e ERa
(proliferativo) em tecido neopldsico. O tratamento para o CaP necessita de inibigdo da
resposta proliferativa, evidenciando-se assim, que a indu¢ao de ER[ poderia contribuir
para a prevengdo e/ou tratamento do CaP.

Shelton et al. (109), acredita ser razoavel a terapia com 5-ARIs para gerenciar
HBP (acima de 30 cm®) e concomitantemente para CaP de muito baixo risco (estagio
Tlc, escore de Gleason < 6, densidade de PSA < 0,15 ng / mL / g), expandindo assim as
opgoes terapéuticas para ambos, HBP e CaP. Além disso, trata-se a obstru¢ao urinaria
sintomatica, além de alcancar a estabilidade do PSA, aumentar a sensibilidade do PSA na
predicdo de CaP, e melhorar a precisdo de bidpsias da prostata. Vigilancia ativa de CaP
de muito baixo risco com 5-ARI parece ser uma opg¢do terapéutica segura, porque a
maioria dos pacientes mantiveram CaP de muito baixo risco, ou tiveram bidpsias
negativas durante um periodo de acompanhamento de 3 anos. De maneira complementar
ao PCPT, seus resultados indicam que a terapia com 5-ARI aumenta a sensibilidade do
PSA, podendo ajudar na indicacdo da biopsia. Além disso, aumenta a aderéncia dos
pacientes para a vigilancia ativa de seu CaP, por meio do tratamento simultdneo de sua
HBP (109).

Atualmente, o grande desafio ¢ tentar diferenciar os tumores biologicamente
agressivos dos que evoluirdo de forma indolente. Investigam-se fatores genéticos de
maior agressividade, bem como exames de imagem para determina¢do de progressdo
tumoral e resposta metabodlica dos tumores prostaticos. Os hormdnios esteroides sexuais e
os 5-ARIs, bem como o comprometimento direto do ER[ relacionado aos mecanismos
apoptoticos prostaticos, parece promissor como marcador de agressividade tumoral.

No presente estudo, demonstramos a predominancia de apoptose no tecido
prostatico humano normal de pacientes submetidos ao tratamento com dutasterida, o que
pode apresentar duas sugestdes para avaliar a agressividade tumoral:

1 — realizagdo de andlise imunoistoquimica para obtencao da relacio ERo/ERp, e

determina¢do do indice proliferacdo/apoptose em fragmentos de biopsia de prostata, de
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pacientes usando dutasterida, candidatos a seguimento vigiado para CaP;

2- método progndstico complementar ao PSA, incrementando os parametros
fornecidos pelo escore de Gleason.

Finalizando, o caminho ER pode ser alvo extremamente promissor para o
acompanhamento e tratamento de pacientes com CaP. Evidéncias indicam que ERJ} tem
fungdo supressora no cancer de prostata, e pode se tornar o fator-chave para uma nova era
de terapia endocrina do CaP. O seu papel potencial como um regulador na
quimioprevencao precisa de uma investigacdo mais aprofundada. Ensaios clinicos mais
precisos ¢ bem desenhados para ligantes especificos de ER3 no tratamento do CaP sao

necessarios para avaliar o seu papel como coadjuvante para a prevencdo e/ou tratamento

do CaP.
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6. Conclusoes

Concluimos que o uso da dutasterida em pacientes assintomaticos causa
diminui¢do de volume prostatico e do PSA sérico, sem alteracdo dos niveis séricos de
testosterona e estrégeno, e sem alteragdo do IMC.

Ocorre aumento de imunorreatividade para AR e receptores de ER} em prostata
normal, com aumento concomitante de indice proliferativo e apoptotico na glandula,
predominando a apoptose.

Estes resultados contribuem para a elucidacao do papel da dutasterida na prostata
humana, colaborando para um melhor entendimento dos efeitos desta droga, bem como
no desenvolvimento de novas propostas:

1. terapéutica, como a associa¢ao dutasterida/agonista de ER[3;

2. prognostica, como a andlise imunoistoquimica para obtencdo da relagdo

ERo/ERP e determinagdo do indice proliferacao/apoptose em fragmentos de
bidpsia de prostata de pacientes em tratamento com dutasterida, complementar

ao PSA, melhorando assim, o planejamento e monitoramento clinico.
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8. Anexos

ANEXO 1

Entrevista/Avaliacao
Dados do paciente:
Nome:
Data de Nascimento: / / Idade: Raca:
Telefone:
UBS : RI:
Grau de Instrucao :
Data: / /
Testosterona total: Albumina: SHBG: Testo livre calculada:
PSA: ng/ml; Relacao L/T: ; Velocidade: ; Densidade:
EDP: gramas;
IPSS: lIEF-5
Fluxo: IMC

Antecedente familiar neo préstata: Pai/irmao ( )
Comorbidades: Tabagismo ( ) Etilismo: ( )
Doencas pré-existentes:

Medicag¢des em uso:

Biopsia prévia prostata: ( )

Cirurgia prévia da préstata: ( )

Outras cirurgias:
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ANEXO 2

CONSENTIMENTO INFORMADO PARA PARTICIPACAO EM ESTUDO

Eu, abaixo assinado, declaro estar de acordo com a minha participagdo no estudo
intitulado ~ “REPERCUSSOES  CLINICAS, ANATOMO-PATOLOGICAS E
MOLECULARES DA DUTASTERIDA — TRABALHO PROSPECTIVO”, que sera
conduzido pelo Dr. Jodo Carlos Cardoso Alonso e/ou seus assistentes. Este estudo tem
por objetivo avaliar a préstata durante um periodo determinado de tempo. Apds avaliagdo
e entrevista inicial, serei submetido a exames de sangue, de urina e bidpsia de prostata, e
usarei medicacdo durante 12 meses. Neste periodo, serei acompanhado pelo Dr. Jodo
Alonso e/ou seus assistentes, ¢ poderei a qualquer momento interromper minha
participagdo no estudo, sem prejuizo ao meu tratamento. A medicacdo a ser utilizada tem
baixos indices de efeitos colaterais, que deverei notificar ao meu médico caso ocorram. O
uso da medicacdo pode diminuir alguns sintomas urinarios obstrutivos. Apods o periodo de
utilizagcdo da medicacdo, serei submetido a bidpsia de prostata, exames de sangue e urina.
Ao término do estudo, permanecerei aos cuidados do Dr. Jodo Alonso e/ou seus
assistentes, para acompanhamento periddico de rotina para prostata.

Contato em Caso de Duvidas / Emergéncia

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. O médico do estudo ¢ o Dr. Jodo
Carlos Cardoso Alonso, que podera ser encontrado no endere¢o Rua Vital Brasil, 250 -
3° Andar — Faixa Laranja —Uro-Oncologia —HC/UNICAMP - Telefone(s)19-99759002
ou 19-35217844. Se voceé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o CEP - Comité de Etica em Pesquisa em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Unicamp — Rua _Tessdlia Vieira de Camargo, 126 Bardo
Geraldo — Campinas — SP CEP: 13084-971-Tel 19-35218936 Fax: 19-35217187. O CEP
¢ um grupo formado de cientistas e ndo-cientistas que realizam a revisdo ética inicial e
continua do estudo de pesquisa para manter sua seguranga € proteger seus direitos. Se
vocé procurar por atendimento emergencial em outro hospital ou se for necessaria
internagdo, avise o médico que vocé faz parte de um estudo de pesquisa realizado pelo
HC/UNICAMP — Uro-Oncologia, Prof. Dr. Ubirajara Ferreira. Todas as informacdes que
forem descobertas durante este estudo de pesquisa e que possam mudar sua opinido
quanto a participagdo neste estudo serdo fornecidos a vocé assim que se tornarem
disponiveis.

Diante do exposto, eu , com
filhos, RG , 1dade: anos, estou ciente dos
esclarecimentos acima e manifesto que desejo participar deste estudo.

, de de

Hora:
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Assinatura do paciente
Nome:

R.G.:

Testemunha:

R.G.:
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ANEXO 3

CONSENTIMENTO INFORMADO PARA BIOPSIA DE PROSTATA

Eu, abaixo assinado, autorizo o Dr. Jodo Carlos Cardoso Alonso e/ou seus assistentes a
realizar uma biopsia prostatica (procedimento necessario para a investigacao do cancer da
prostata). Antes do procedimento me foi explicado sobre a necessidade da realizagdo da
biopsia porque o meu PSA estava alterado ou porque havia nddulo duro na minha
prostata, detectado durante o toque retal. Também os médicos me esclareceram sobre o
procedimento. Disseram que ele ¢ feito sob anestesia locorregional (regido prostatica)
através do reto, onde ¢ introduzido uma sonda de ultrassom contendo uma agulha. O
ultrassom serve para orientar o médico no momento de retirar os fragmentos da prostata
(biopsia) com a agulha. Estes fragmentos retirados das partes da prostata sdo
encaminhados para o laboratorio onde serdo estudados no microscopio, exatamente para
procurar saber se se trata de cancer da prostata ou se € benigno. Fui esclarecido também
que o procedimento de bidpsias nao ¢ livre de complicacdes, apesar de serem raras.
Podem ocorrer sangramentos no reto, na urina ou na ejaculagdo, dor no local da biopsia,
ou infec¢do (com febre). Fui orientado e medicado com antibidtico profilatico, um dia
antes do procedimento, no dia e no dia seguinte. Fui orientado a procurar o Pronto
Socorro caso surja alguma complicacdo e meu médico poderd ser contactado. Fiquei
sabendo que depois do procedimento devo ir repousar em minha casa. Poderei retornar ao
meu trabalho no dia seguinte, caso ndo ocorra problemas. Nao posso me esquecer de que
depois de receber o resultado da biopsia devo leva-lo ao meu médico para, dependendo
do resultado, ele adotar o tratamento correto para o meu caso. Diante do exposto,
eu ,com L filhos, RG

, 1dade anos, estou ciente dos
esclarecimentos acima e manifesto que desejo ser submetido a bidpsia prostatica por
minha livre e espontanea vontade.

Permito que este tecido extraido da bidopsia seja usado para outros estudos,
mantendo-se a mesma postura ética.

( ) Sim.

( ) Nao.

de de

Hora:

Assinatura do paciente
Nome: R.G.:
Testemunha: R.G.:
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ANEXO 4
Randomizacao
Realizada por tabela numérica (Graphpad), disponivel gratuitamente no link:
www.graphpad.com/quickcalcs/randomizel/
“Fundamento: O gerador de nimeros aleatorios ¢ alimentado com a hora do dia, por isso funciona
de forma diferente cada vez que vocé usa-lo. Cada sujeito ¢ o primeiro atribuido a um grupo nao-

randomico. Em seguida, a atribuicdo de cada tratamento ¢ trocado com a designacao de grupo de
um sujeito escolhido randomicamente. Isso deveria ser suficiente, mas todo o processo ¢é repetido
duas vezes para ter certeza que ¢ realmente aleatorio.E possivel copiar e colar os valores a partir
da pagina web para o Excel.”
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ANEXO 5
IPSS

Menos de
uma vez
em>5

1)

Nunca Menos de
metade
das vezes

()

Durante o ultimo
més, quantas
vezes...

0

Metade
das vezes

)

Mais de
metade
das vezes

4)

Quase
sempre

®)

Teve a sensacao
de nao esvaziar a
bexiga
totalmente?

Urinou com
menos de 2 horas
de intervalo?

Teve miccao
interrompida?

Teve dificuldade
em conter a
urina?

Teve jato urinario
fraco?

Teve dificuldade
em iniciar a
miccao?

Nenhuma

)

1 vez

1

2 vezes

)

3 vezes

(©)]

4 vezes

4)

5 vezes

®)

Quantas vezes se
levantou para
urinar?

Total: (0-35)

Sintomas leves: 0 — 7
Sintomas moderados: 8 — 19

Sintomas graves: 20 — 35
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ANEXO 6
IIEF -5
Nos ultimos seis meses:
1. Como vocé classifica sua confianga para ter ¢ manter uma ereg¢ao?
1. Muito baixa
2. Baixa
3. Moderada
4. Alta
5. Muito alta
2. Quando vocé teve eregdes através de um estimulo sexual, quando sua ere¢do ¢ dura o
suficiente para penetrar (entrar na sua parceira)?
1. Nao tenho atividade sexual
2. Quase nunca ou nunca
3. Algumas vezes (muito menos que metade das vezes)
4 Cerca de metade das vezes
5. Muitas vezes (muito mais que a metade das vezes)
6. Quase sempre ou sempre
3. Durante uma relacdo sexual, quando vocé foi capaz de manter sua ere¢do depois que
vocé penetrou (entrou) na sua parceira?
0. Nao tentei ter relacdes sexuais
1. Quase nunca ou nunca
2. Algumas vezes (muito menos que metade das vezes)
3. Cerca de metade das vezes
4. Muitas vezes (muito mais que a metade das vezes)
5. Quase sempre ou sempre
4. Durante uma relagao sexual, quanto foi dificil para manter sua erecdo at¢ completar a
relacao?
0. Nao tentei ter relacdes sexuais
1. Extremamente dificil
2. Muito dificil
3. Dificil
4. Pouco dificil
5. Nao foi dificil
5. Quando vocé tentou uma relagao sexual, quando foi satisfatdria para vocé?
0. Nao tentei ter relagdes sexuais
1. Quase nunca ou nunca
2. Algumas vezes (muito menos que metade das vezes)
3. Cerca de metade das vezes
4. Muitas vezes (muito mais que a metade das vezes)
5. Quase sempre ou sempre

Total Pontuacao:

5-7: DE Severa 8-11: DE Moderada 12-16: DE Médio Moderado
17-21: DE Médio 22-25 Sem Disfuncdo Erétil (DE)
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ANEXO

7

Caracteristicas da populacao estudada - Grupo A (Placebo)

Grupo A Idade | Nome Pata Nasc. PSA Testosterona | Estrégeno | Volume USG IMC IIEF-5
anos dd/mm/aa ng/ml pg/dL paiml glcm3 kg/m?
Inicial _ Final Inicial Final | Inicial Final | Inicial Final [Inicial Final | Inicial Final
01A 64 ACO | 26/06/47 | 2,8 2,34 612 627 238 213 30,8 53,3 | 26,1 26,5 24 24
02A 63 JLS | 23M1/48 | 3,57 8,45 | 429 454 | 421 27,2 | 511 459 | 23,7 23,7 | 22 10
03A 52 JRP 28/02/60 29 2,6 379 425 31,4 30,2 39,6 38,6 23 23,2 25 25
04A 59 JL 09/04/52 | 2,5 2,79 389 364 525 796 | 286 343 | 27,8 26 25 25
05A 70 GC 10/02/40 | 2,58 3,22 395 584 49,7 63,3 79,2 54,5 21 21 15 17
06A 49 LGS 07/07/52 | 3,7 419 261 649 30 471 354 391 | 23,55 23 25 25
07TA 48 SAA | 22/05/62 | 2,95 2,98 620 859 75,2 56,9 11,9 14,2 | 23,5 24 22 24
08A 65 AC 26/06/46 | 2,55 2,86 470 584 81,1 80 344 31,2 20 21 23 25
09A 54 CRS 18/04/57 | 3,4 4,22 504 608 656 441 319 329 | 19,8 20 24 25
10A 61 JFS 06/09/50 | 3,37 1,92 659 692 70,9 78 495 529 (176 17,6 20 20
1A 70 DP 07/11/40 | 2,69 2,62 509 764 81,3 37,2 344 61,7 21 20 24 24
12A 59 JAC 08/09/52 | 2,79 2,48 370 533 80,1 66,2 46,1 34,7 24,5 25 25 18
13A 64 WF 15/02/47 | 2,72 2,75 503 644 47,7 30,4 50,5 40 19 19 23 25
14A 57 MS 12/12/54 | 3,27 5,76 247 247 244 244 36 35,9 24 24 6 12
15A 70 SFM 20/07/40 | 3,92 345 1405 526 107 54,4 86 75,6 22 22 18 20
16A 64 AM 06/08/47 | 3,68 2,03 948 447 135 843 | 445 414 31 30 25 18
17A 59 LSF 23/07/52 | 3,7 3,09 266 533 44,4 42 33,1 32,7 24 24 24 12
18A 65 CBA | 25/08/46 | 3,82 549 475 533 62,6 38,6 | 43,3 36 22 22 12 25
19A 59 GOB | 07/01/52 | 2,8 0,98 290 445 27,6 27,1 334 478 23 22 25 20
20A 54 ALV 28/08/57 | 2,57 2,66 482 420 72,9 56,1 44 46,9 | 30,6 3 17 15
21A 66 APA | 05/12/45 | 3,95 3,02 427 290 54,1 59,5 | 42,4 48,7 24 23 13 12
22A 59 JM 19/09/52 | 3,09 3,84 486 193 59,3 29 20 28,9 23 23 20 25
23A 47 CFM 01/09/63 3,9 1,33 688 596 132 107 16,1 21,7 20 19 25 25
24A 57 ZMO | 20/01/54 | 3,99 3,55 596 636 93,2 80,8 40 45,3 24 24 18 18
Média 59,79 3,22 3,28 | 517,08 527,21| 73,25 60,68 | 40,09 41,43 (23,25 23,08 | 20,83 20,38
Desv Padrdao 6,711 Fo,514 ¥ 1,529 [7241,256 M54,785[44,904 738,577 [[16,200 712,736 [73,185 7 3,114 [4,997 75,032
EPM 1,342 0,103 0,306 | 48,251 30,957 | 8,981 7,715 | 3,240 2,547 | 0,637 0,623 | 0,999 1,006
Caracteristicas da populacao estudada - Grupo B (Dutasterida)
Grupo B Idade | \o oo |Data Nasc. PSA Testosterona | Estréogeno | Volume USG IMC IIEF-5
anos ng/ml pg/dl pgiml glcm3 kg/m?
Inicial _Final [ Inicial _ Final | Inicial Final | Inicial Final |Inicial Final [ Inicial _Final
01B 53 JBON | 21/05/58 | 2,80 1,51 308 482 63,9 76,2 41,8 27,8 | 30,7 29,5 23 20
02B 70 AEAS 19/07/43 3,29 3,84 532 532 38,2 38,2 49,9 29,8 23 23 24 23
03B 47 cs 06/04/64 | 3,16 1,59 408 659 66,3 99,8 22,2 16,6 | 27,8 28 24 19
04B 50 JAR 06/12/61 2,89 3,48 523 7 26,6 32,8 241 25 26 26 25 14
05B 69 ELM 19/04/42 3,37 1,98 410 817 44,8 52,4 35,3 30,3 22 22 5 23
06B 63 PD 26/07/48 37 1,69 317 603 53,4 75 75,9 42 24 24 22 25
07B 64 FBAP 22/06/47 2,84 1,45 348 383 45,7 58,9 18 14,4 23 23 23 25
08B 57 HGS 05/04/54 | 3,59 1,89 387 1159 36,6 64,1 33,5 29,7 20 20 15 25
09B 52 JAC 10/12/59 3,95 1,72 393 635 104 914 31,2 35,6 33 33 21 18
10B 59 BAS 03/10/52 3,6 1,69 498 415 61,9 41,6 35,6 291 20 20 9 24
11B 70 AS 16/03/42 | 348 1,43 256 485 97,8 51,4 45,8 33,5 24 26 6 9
12B 67 ESC 09/09/44 3,85 2,87 266 323 50 27,7 54,8 46,4 25 25 17 13
13B 61 SPB 28/01/50 | 2,82 0,31 304 553 41,5 4,3 27,9 29,4 22 24 23 23
14B 67 JBL 30/09/44 3,97 2,25 522 683 59,6 44,6 354 35,7 26 25 25 25
15B 65 JFS 06/06/46 2,83 1,24 1504 764 102 80,4 44 32,3 17,6 20 25 25
16B 58 SGR 01/01/53 | 3,72 21 494 785 21,7 321 40 30,1 16 18 25 25
17B 63 JBV 13/07/48 3,09 1,17 514 789 52,4 88,4 32,2 21,8 18 18 25 22
18B 64 HAS 29/07/47 | 3,48 14 865 531 62,3 35,6 35,6 35,8 24 24 24 19
19B 66 DMS 28/02/45 3,76 1,87 760 882 45,1 35,5 58,2 45,9 24 24 17 25
20B 51 FBC 10/04/60 3,13 4,71 342 239 69,3 56,5 26,7 341 26 27 15 16
21B 54 ACO 18/01/57 3,97 1,36 542 510 51,3 75 24,2 18 21 22 20 13
22B 66 WMA 09/02/45 2,77 1,45 349 486 31,9 43,1 22,5 17 25 25 22 20
23B 59 IBS 27/05/52 | 2,57 215 312 402 49,4 45 24,6 19,5 | 33,2 35 21 19
24B 70 BCS 03/02/43 3,76 4,51 497 51 72 70,1 48,5 35,5 15 15 25 16
25B 66 VN 23/05/45 | 2,65 2,23 454 243 70,2 68 36 32,5 | 245 23 22 14
Média 61,24 3,32 2,08**( 484,20 583,52( 56,72 57,00 | 36,96 29,91*|23,63 23,98 | 20,1 20
Desv Padrao 76,749 0,448 ¥ 1,051 251,302 07,5787 21,016 720,275 13,083 ¥ 8,609 ['4,511 74,383 [F5,826 74,699
EPM 1,350 0,090 0,210 | 50,260 41,516 | 4203 4,055 | 2617 1,722 | 0,902 0,877 | 1,165 0,940

*P<0.05 volume USG inicial vs. final; ***P<0.008 PSA inicial vs. final
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ANEXO 8

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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CEP, 31/03/10
(Grupo I1I)

PARECER CEP: N° 061/2010 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0048.0.146.000-10

1- IDENTIFICACAO:

PROJETO:  “REPERCUSSOES  CLINICAS, ANATOMOPATOLOGICAS E
MOLECULARES DA DUTASTERIDA EM PACIENTES COM PSA ENTRE 2,5 E 4,0
ng/mL”,

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Jofo Carlos Cardoso Alonso

INSTITUICAO: Hospital das Clinicas/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 09/02/2010

APRESENTAR RELATORIO EM: 31/03/11 (O formulério encontra-se no sife acima)

II - OBJETIVOS

Avaliar as repercussdes clinicas, anatomopatolégicas, morfologicas, bioquimicas e
biomoleculares do uso do inibidor da 5 alfa redutase dutasterida em pacientes sem alteragiio ao
exame digital mas com dosagem de PSA entre 2,5 e 4,0 ng/ml.

111 - SUMARIO

Estudo prospectivo, duplo cego e randomizado. Os pacientes serdo submetidos a bidpsia
de prostata guiada por ultra-som transretal e, uma vez excluida neoplasia prostatica, serfo
randomizados em dois grupos que receberiio inibidor ou placebo. Serio avaliados clinicamente a
cada trimestre e no final de 12 meses, submetidos a exames laboratoriais ¢ nova bidpsia
prostatica. Ao término do estudo serio avaliados as alteragdes clinicas, morfologicas,
laboratoriais, anatomopatolégico & biomoleculares.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Apos analisar as respostas s pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido ¢
de acordo com a Resolugdo CNS/MS 196/96 ¢ suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Solicitamos que seja enviado relatorio ao Comité de Etica em Pesquisa/FCM/UNICAMP
apos as duas biopsias indicando se houve alguma intercorréncia.

V - PARECER DO CEP
O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos

acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolucdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem

Comité de Etiea em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vicira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Pastal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SI' cepi@fem.unicamp.br
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restri¢des o Protocolo de Pesquisa, o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, bem como
todos os anexos incluidos na pesquisa supracitada.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e néo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e 4 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO
Homologado na II Reunifio Ordindria do CEP/FCM, em 23 de fevereiro de 2010.

Prof. Dr. Carl ] Edugrdo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Yieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas - SP cep@fem.unicamp.br
S0
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